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RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas causadas por protozoarios do género
Leishmania. O tratamento das leishmanioses é limitado por fatores como toxicidade, efeitos
colaterais e custo. O veneno de escorpido Tityus serrulatus € um composto complexo que
contém uma variedade de proteinas, peptideos e outros compostos bioativos. Estudos
anteriores mostraram que o veneno de T. serrulatus tem atividade antimicrobiana contra uma
variedade de bactérias, fungos e protozoarios. Neste estudo, avaliamos a atividade
leishmanicida do veneno total de T. serrulatus contra trés espécies de Leishmania: L.
amazonensis, L. chagasi e L. major. Os resultados mostraram que o0 veneno total de T.
serrulatus foi eficaz na morte de todas as trés espécies de Leishmania, tanto nas formas
promastigotas em fase estacionaria de crescimento quanto nas formas like-amastigotas. Além
disso, o veneno total de T. serrulatus foi capaz de reduzir a adesdo de Leishmania em
macrofagos peritoniais, 0 que também pode contribuir para o seu efeito leishmanicida. Para
investigar os mecanismos de acdo do veneno de T. serrulatus, realizamos uma purificacdo do
veneno e analisamos as suas fracdes. Os resultados mostraram que a fragdo FG50 foi a mais
ativa contra Leishmania, e que ela induziu a ativacdo de macrofagos via expressao da enzima
iINOS. A ativacdo de macréfagos € um processo importante na defesa contra infeccBes
parasitarias, e a sua inducdo pela fracdo FG50 pode contribuir para o seu efeito leishmanicida.
Os resultados deste estudo sugerem gue o veneno de T. serrulatus € uma nova e promissora

terapia para as leishmanioses.

Palavras chaves: Tityus serrulatus, veneno, atividade leishmanicida.



ABSTRACT

Leishmaniases are a group of infectious diseases caused by protozoa of the genus
Leishmania. The treatment of leishmaniasis is limited by factors such as toxicity, side effects
and cost. Tityus serrulatus scorpion venom is a complex compound that contains a variety of
proteins, peptides and other bioactive compounds. Previous studies have shown that T.
serrulatus venom has antimicrobial activity against a variety of bacteria, fungi and protozoa.
In this study, we evaluated the leishmanicidal activity of the total venom of T. serrulatus
against three species of Leishmania: L. amazonensis, L. chagasi and L. major. The results
showed that the total venom of T. serrulatus was effective in Kkilling all three species of
Leishmania, both in the promastigote forms in the stationary growth phase and in the
amastigote-like forms. Furthermore, the total venom of T. serrulatus was able to reduce
Leishmania adhesion in peritoneal macrophages, which may also contribute to its
leishmanicidal effect. To investigate the mechanisms of action of T. serrulatus venom, we
purified the venom and analyzed its fractions. The results showed that the FG50 fraction was
the most active against Leishmania, and that it induced the activation of macrophages via
expression of the INOS enzyme. Macrophage activation is an important process in the
defense against parasitic infections, and its induction by the FG50 fraction may contribute to
its leishmanicidal effect. The results of this study suggest that T. serrulatus venom is a

promising new therapy for leishmaniasis.

Key words: Tityus serrulatus, venom, leishmanicidal activity.
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1. INTRODUGAO

1.1. O escorpido

Escorpibes sdo considerados os primeiros aracnideos a surgirem na
natureza. Sua capacidade evolutiva e adaptativa permitiu-lhes sobreviver na
superficie da Terra ao longo de cerca de 400 milhdes de anos, mantendo a
sua morfologia praticamente sem alteracdes. Sao encontrados na maioria dos
habitats terrestres, como florestas tropicais, pradarias, savanas, florestas
temperadas, cavernas e até mesmo montanhas cobertas de neve, devido a
uma gama de mecanismos adaptativos, incluindo a baixa perda de &agua

cutanea, atividade noturna e baixa taxa metabdlica (Lighton ET AL. 2001).

Escorpibes sao artropodes venenosos da classe Arachnida, ordem
Scorpiones. A familia Buthidae é considerada a de maior importancia clinica e
epidemioldgica, com mais de 500 espécies distribuidas mundialmente, sendo
gue, na América do Sul o Género Tityus é predominante. Esses animais
apresentam o corpo formado pelo tronco (prossoma e mesossoma) e pela
cauda (metassoma). O prossoma é coberto dorsalmente por uma carapaca
onde se articulam quatro pares de pernas, um par de queliceras e um par de
pedipalpos. O mesossoma apresenta sete segmentos dorsais, o0s tergitos, e
cinco ventrais, os esternitos. O metassoma € formada por cinco segmentos e,
no final da mesma, situa-se o telson, estrutura formada pela vesicula e pelo
aculeo oco. A vesicula contém duas glandulas de veneno e estas se ligam
através de dois canais a duas aberturas perto do final do telson, por onde o
veneno é excretado e inoculado através do orificio formado pela picada do
aculeo (Lutz & Mello, 1922) (Figura 1).
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Figura 1: Estrutura corporal de um escorpido. Representacdo esquematica das

estruturas e da divisdo corporal do animal em vista dorsal (esquerda) e ventral (direita)

O envenenamento por escorpides € um importante problema médico-
sanitaria e tem mostrado um aumento alarmante de casos nos ultimos anos em
muitos paises tropicais e subtropicais. No Brasil, os escorpibes de maior
periculosidade pertencem ao género Tityus e compreendem principalmente as
espécies T. serrulatus (conhecido como escorpido amarelo), T. stigmurus e T.
bahiensis (conhecido como escorpido marrom). Escorpides de espécie T.
serrulatus (Lutz e Mello,1922) sdo comuns na regido Sudeste do Brasil e séo
responsaveis pela maioria dos acidentes e também pela maior gravidade de
casos. A reproducdo desta espécie ocorre por partenogénese o que causou um
aumento significativo de sua presenca em novas regides onde o animal ainda

nao estava presente.

Escorpides da espécie T. serrulatus, na fase adulta, ttm de 5 a 7 cm
de comprimento e exibem um corpo marrom escuro, com patas, pedipalpos e
metassoma amarelos. Possuem uma serrilha ao longo da face dorsal dos

segmentos distais 3 e 4 da cauda, como pequenos dentes, o que |lhe confere o
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nome de "T. serrulatus" para a espécie (Figura 2)..
S~

.
~

Figura 2: Escorpido Tityus serrulatus (Lourenco et al. 1996)

A habilidade de inocular veneno, junto com a ac¢do rapida de suas

toxinas, fazem do escorpido um formidavel e perigoso predador.
1.2 Envenenamento por escorpides

A habilidade de inocular veneno, junto com a acao rapida de suas
toxinas faz do escorpido um predador perigoso. Os sintomas do escorpionismo
alcancam de uma dor local de intensidade leve até reacdes sistémicas graves,
levando & morte quando ndo devidamente tratadas. Adicionalmente, a resposta
a picada do escorpido varia de acordo com o estado geral de saude e a idade
da vitima, bem como pela sua condicao fisiolégica e seu estado emocional
atuais. Outras variacfes de sintomas podem ser atribuidas ao local da picada e
a quantidade de veneno injetado. O Ministério da Saude do Brasil, em 2001,
relatou uma taxa de mortalidade de 1,77% entre as criancas de 0 a 14 anos por
acidentes com escorpides. As mortes foram associadas, com maior frequéncia,

as picadas da espécie T. serrulatus .

De acordo com as manifestacdes clinicas, os acidentes escorpidnicos
sao classificados como leves, moderados e graves (Tabela 1). A resposta
inicial para a picada compreende uma dor local, imediata e a sensacdo de
gueimacdo. Normalmente, os sintomas ocorrem logo ap0s a picada, porém,
podem se manifestar varias horas apds a inoculagdo do veneno. Portanto, as

fungbes vitais dos pacientes com manifestacfes sistémicas devem ser
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observadas continuamente, para se evitar possiveis complicag6es futuras.

SOROTERAPIA

CLASSIFICACAO | MANIFESTACOES CLINICAS
(n° de ampolas)

Leve * Dor e parestesia locais. -

Dor local intensa associada a uma ou
mais manisfestagées, como nauseas,
Moderado vomitos, sudorese, sialorréia (2 a3
discretos, agitacdo, taquipnéia e
taquicardia.

Além das citadas na forma moderada,
presenca de uma ou mais das
seguintes manifestacdes: vOmitos

profusos e incoerciveis, sudorese

profusa, sialorréia intensa, prostracao,

convulsao, coma, bradicardia,
insuficiéncia cardiaca, edema

pulmonar agudo e choque.

Fonte: Manual de diagndéstico e tratamento de acidentes por animais pegconhentos — Ministério da Saude

Tabela 1: Manifestagdes clinicas mais freqlientes nos acidentes escorpidnicos.

Os achados clinicos mais comuns observados em criangas com
envenenamentos graves por escorpido, sdo: dor local intensa, vémitos,
taquicardia sinusal, taquipnéia, sudorese, agitacdo, sonoléncia, ruidos
respiratorios anormais, arritmias cardiacas, hipertermia, desidratacéo, dispnéia,
prostracdo, insuficiéncia cardiaca e pulmonar, hipotermia, palidez, tremores,
hipertensdo, queda da perfusédo capilar, confusdo mental, parada cardiaca e
convulsao (Freire-Maia ET AL. 1989; Freire-Maia ET AL 1994). Os achados na

necropsia dos casos fatais demonstram a ocorréncia de sinais de edema
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cerebral, aumento do volume de pulm&o com edema alveolar, hemorragias,
aumento de infiltrado inflamatério e alterac¢des fisioldgicas no miocardio (Cupo
ET AL. 1994). O edema pulmonar, um sintoma geralmente relacionado com a
causa da morte induzida pelo envenenamento por T. serrulatus, exibe dois
componentes: um cardiogénico, pela disfuncdo ventricular esquerda e um nao-
cardiogénico. Esse parece estar relacionado ao aumento da permeabilidade
vascular pulmonar que acompanha a ativacdo do processo inflamatorio
(Pessine ET AL. 2003).

Bioguimicamente, os sintomas e sinais clinicos observados nos
envenenamentos por escorpides tém sido atribuidos aos efeitos da interacéo
dos venenos com canais de sodio sensiveis a voltagem das membranas das
células excitaveis, induzindo a uma liberacdo macica de neurotransmissores
(Possani ET AL. 1999).

1.3 O veneno e sua composicao

Os venenos escorpibnicos sdo misturas complexas de substancias
produzidas por glandulas seromucosas e inoculadas por aparato especializado
presente no animal peconhento. Os componentes do veneno tém, portanto, o
objetivo de comprometer fun¢des vitais do organismo no qual séo inoculados.
Essas misturas apresentam as mais diversas biomoléculas, que se encontram
em concentragbes variadas. Devido a essa grande diversidade de
componentes e o dificil isolamento desses mesmos para caracterizagdo, uma
parcela muito pequena das biomoléculas integrantes dos venenos foi

devidamente estudada (Gazarian et al, 2005).

No veneno do escorpido T. serrulatus, cerca de 380 diferentes massas,
possivelmente relacionadas com mais de 300 compostos diferentes, foram
identificadas por espectrometria de massas em apenas duas das fracoes
purificadas por gel filtragdo (Pimenta ET AL. 2001). Das 1.500 espécies de
escorpido descritas até o momento, apenas 30 delas tiveram as fracbes de

seus venenos amplamente estudados. Tomando-se 0 numero total de espécies
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de escorpiao estimadas, pode-se prever a existéncia de mais de 100.000
diferentes compostos nos venenos de escorpifes, dos quais apenas 0,02% ja
foram identificados e caracterizados (Possani ET AL. 2000). Aléem da
diversidade estimada, individuos de uma mesma espécie podem apresentar
composi¢do bioquimica diferente no veneno, de acordo com seu tipo de
alimentacado, idade, habitat e com o momento da inoculagdo, o que pode
aumentar ainda mais a diversidade dos compostos presentes (Inceoglu ET AL.
2003; Kalapothakis & Chavez-Olértegui, 1997).

Dentre os compostos ja identificados como componentes do veneno
estdo a histamina, serotonina, peptideos, nucleotideos, aminoacidos, enzimas,
inibidores de enzimas e neurotoxinas (Diniz 1978; Possani ET AL. 1981). As
enzimas proteoliticas encontradas nos venenos podem atuar como fatores de
difusdo do veneno, degradando componentes da regido onde é inoculado e
facilitando sua absorcdo ou até mesmo serem causadoras diretas das
patologias relacionadas ao envenenamento (Almeida ET AL. 2002; Pessini ET
AL. 2001). Entretanto, as neurotoxinas sdo as principais responsaveis pela

maioria dos sintomas apresentados no envenenamento.

O veneno de T. serrulatus é uma fonte rica de pequenas proteinas
neurotéxicas que interagem especificamente com varios canais ibnicos em
membranas excitaveis e que agem sobre os diferentes alvos de canais ibnicos
(como canais para Na+, K*, Ca*? e CI), formando, assim, quatro familias de

toxinas.

As proteinas melhor estudadas sdo as toxinas de cadeia longa,
contendo de 60 a 70 residuos de aminoacidos unidos por quatro pontes
dissulfeto e, principalmente, ativas em canais de Na*. Toxinas ativas em canais
de Na' sdo os principais agentes responsaveis pelos efeitos toxicos do
envenenamento por escorpido. Sao consideradas peptideos de cadeia longa e
podem ser classificadas em duas classes: a-neurotoxinas e B-neurotoxinas
(Gordon ET AL. 1998). Um terceiro grupo, denominado de y-toxinas, inclui as
toxinas altamente especificas contra insetos e se diferem das anteriores pela

sua sequéncia de aminoacidos, seu mecanismo de acao e sitio de ligagcdo nos
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canais de Na* (Zlotkin ET AL. 1991).

Toxinas de escorpifes ativas em canais de K* (KTX) sdo peptideos
basicos pequenos e de cadeia curta (de 23 a 43 residuos de aminoacidos)
unidos por 3 ou 4 pontes dissulfeto e que ndo apresentarem efeitos toxicos
significativos (apenas 9,2% da toxicidade em relacdo as toxinas para canais de
Na*). Estudos estruturais sobre KTX tém revelado uma estrutura 3-D
conservada, composta por uma a-hélice unida por duas pontes dissulfeto a
uma folha B antiparalela no motivo aBDB. Uma terceira ponte dissulfeto liga a
folna B a porcdo aminoterminal da toxina. Apesar de suas semelhancgas na
arquitetura, exibem seletividade e afinidade distintas por uma variedade de

canais de K* sendo classificados em a-, B- e y- toxinas (Tyatgat ET AL. 1999).

Apesar das diferencas de seletividade, afinidade e sequéncia linear, as
toxinas de escorpides, como as de T. serrulatus, possuem caracteristicas
estruturais conservadas, como a presenca de um nucleo denso composto por
duas pontes dissulfeto entre as cisteinas da sequéncia C-XXX-C da regido de

o-hélice e as cisteinas do C-X-C de uma das folhas (3 antiparalelas (Figura 3).
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Figura 3: Arvore Filogenética de toxinas escorpidnicas. E possivel notar

caracteristicas conservadas entre as toxinas. (Possani ET. AL. 2000).

O veneno de T. serrulatus apresenta uma grande diversidade de
compostos, com toxicidades e atividades biolégicas variadas. Essas proteinas
compreendem desde toxinas de extrema letalidade, incluidas na familia ds
toxinas para canais de Na* que atuam alterando o0 mecanismo de abertura dos
canais, nesse caso, como a Ts-1V; passando por proteinas atoxicas, como a
NTxP (Chavez-Olortegui ET AL. 1996), essas, proteinas de baixa toxicidade,
bloquedoras de canais de K*; até proteinas de atividade ainda indeterminada
(Pimenta ET. AL. 2003).

1.4 Potencial biotecnoldgico de venenos

O processo evolutivo tem refinado a diversidade biologica e a poténcia

dos venenos, dessa forma, eles agora se constituem, essencialmente, em
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bibliotecas de substancias farmacologicamente ativas que sao pré-otimizadas

para a quimica medicinal.

Proteinas de venenos possuem caracteristicas diversas requeridas para
0 uso terapéutico, como seletividade e especificidade elevadas, estabilidade e
pequeno tamanho molecular. Além disso, a imensa diversidade de
componentes, principalmente, de proteinas ricas em pontes dissulfeto, pode
servir como uma longa plataforma para a descoberta de novos farmacos. Tal
fato pode-se concretizar com o uso de algumas ferramentas tecnoldgicas que
permitem a caracterizacdo de diversos componentes de venenos tais como a
espectrometria de massas, 0 sequenciamento de novo e a sintese quimica de
peptideos (Escoubas ET. AL. 2009).

Os fatos mencionados acima ja resultaram na obtencdo de varios
tratamentos bem sucedidos e em tratamentos promissores que se encontram
em fase final de aprovacédo. Um bom exemplo é o medicamento Captopril®, um
anti-hipertensivo sintético que mimetiza funcional e estruturalmente os
peptideos potencializadores da bradicinina e foi descoberto no veneno da
serpente brasileira Bothrops jararaca. Outros exemplos sdo: o Prialt®, uma
versao sintética da w-toxina MVIIA do molusco Conus magus que exerce
atividade analgésica pelo blogueio de canais de Ca* e o Byetta®, uma versédo
sintética da exendina-4 da saliva do monstro de Gila, que é um peptideo
agonista do receptor do glucagon-like peptide, j& aprovado como adjuvante no
tratamento da diabetes tipo Il em adultos. Outro produto, o TM-601°,
atualmente em estudos de fase Il em humanos, € uma forma modificada de
uma clorotoxina escorpidnica que atua em receptores de células de glioma sem
interagir com neurdnios vizinhos saudaveis. Os exemplos citados demonstram
gue a seletividade elevada das toxinas dos escorpifes para diferentes subtipos
de receptores pode ser explorada na forma de terapias célula-especificos ou

tecido-especificos sem os efeitos colaterais pronunciados.
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1.5 Sobre Leishmania e Leishmanioses

Leishmania spp. sao parasitas do Sub-Reino Protozooa, Filo
Sarcomastigophora, Ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatide.
Possuem hospedeiro invertebrado, que séo insetos da Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Sub-Familia Phlebotominae, pertencentes aos Géneros
Phlebotomus, em paises do velho mundo e Lutzomyia, nas Américas, sendo
gue apenas as fémeas tem hébitos hemofégicos e sdo capazes de transmitir 0

parasita ao hospedeiro mamifero no qual se enquadram o homem e o céo.

O parasita possui duas formas morfoldégicas distintas: a forma
promastigota, que prolifera no trato digestivo de Phlebotomineos vetores, e a
foram amastigota uma forma intracelular obrigatéria e que € encontrada no
hospedeiro mamifero, e infecta, na maioria das vezes, fagocitos
mononucleares. Promastigotas sédo células alongadas com o corpo celular
medindo de 5 a 20 ym de comprimento e 1 a 4 um de didmetro, apresentando
um flagelo anterior de cerca 20 pym de comprimento (Fig 4 A). Formas
amastigotas sdo células arredondadas que medem cerca de 2 a 4 ym de
diametro (Fig 4 B). Em ambas as formas de desenvolvimento da flagelo

emerge da bolsa flagelar, porém, na forma amastigota, o flagelo é quase

totalmente restrito a ela, podendo ser visto apenas por microscopia eletronica.

Figura 4: Ultraestrutura de Parasitas. A) Microscopia de Transmisséo de Leishmania
promastigota; B) Microscopia de Transmissdo de Leishmania amastigota intra-

macréfago. As principais organelas podem ser observadas, como o Flagelo (F),
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desenvolvido em promastigotas e vestigial em amastigotas, Bolsa Flagelar (P), Nucleo
(N), Mitocéndria ramificada-Cinetoplasto (K). (Vannier-Santos ET AL. 2002)

Tripanossomatideos, incluindo Leishmania, possuem algumas organelas
caracteristicas desse grupo, como o Alcidocalcissomo, que sdo organelas
acidas que funcionam como reservatérios de Ca*?, e séo ricas em pirofosfato e
outros ions, e presenca marcante de trocadores de Ca*?>-H* e de Ca*2-H*
ATPases, sendo importantes para a osmoregulacdo e homeostasia do pH
(Docampo 1999). Uma outra caracteristica celular de Leishmania e outros
Tripanossomatideos, é a presenca de uma Unica mitocondria ramificada, que
se estende por todo o comprimento da célula que tem um contetudo de cerca
de 15% do DNA do parasita em uma regido localizada no proximidades do

corpo do flagelo, denominado Cinetoplasto.

O parasita Leishmania esta envolvido em patologias que vdo desde uma
lesdo cutanea unica, de cura espontanea, até a forma visceral da doenca, fatal,
guando néo tratada. A evolucdo da doenca no hospedeiro mamifero depende,
principalmente, da espécie infectiva e da resposta imune do hospedeiro (Barral
et al. 1991). A forma tegumentar ou leishmaniose tegumentar americana (LTA)
tem aumentado nos ultimos 20 anos em quase todos os estados brasileiros, e
surtos epidémicos tém ocorrido no Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste, e mais
recentemente, em regides da Amazdnia, devido a processos predatérios
(Delorenzi ET AL. 2001; Gontijo e Melo, 2004) (Figura 5). Historicamente, a
LTA tem sido uma doenca rural que atinge os agricultores, grupo de militares, e
outras pessoas de areas rurais. Contudo, a doenca tem ja se manifestada nas
areas urbanas e peri-urbanas, bem como em pessoas de todas as idades e
ambos os sexos (Weniger ET AL. 2001).
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Figura 5: Distribuicdo no velho mundo e novo mundo de leishmanioses cutanea
(esquerda) e visceral (direita). As areas afetadas, de acordo com Organizagdo
Mundial de Saude, estdo em vermelho. (Dilvani.O.Santo ET AL. 2008).

A leishmaniose visceral (LV) ou Calazar é mais severa do que a
leishmaniose tegumentar (LT) e pode ser causada por Leishmania
(Leishmania) donovani, Leishmania infantum, similar a Leishmania chagasi no
Brasil, e Leishmania (Leishmania) amazonensis. Estes agentes afetam cerca
de 500 mil pessoas por ano; principalmente na india, Suddo e paises da
Ameérica Latina (Weniger et al. 2001;). O parasita afeta principalmente o figado
e o0 baco, causando hepatomegalia, esplenomegalia, e conseqiente perda da
funcdo desses 6rgaos, entre outras alteracdes graves, que podem ser fatais se

um tratamento eficiente nao for estabelecido (Croft et al. 2006).

Estima-se que cerca de 12 milhdes de pessoas sao infectadas por mais
de 20 Espécies de Leishmania, com cerca de dois milhdes de casos notificados
anualmente e € preocupante que cerca de 350 milhGes de pessoas vivem em
areas endémicas, sob o risco de infeccdo (Piscoto ET AL 2006). A
leishmaniose é encontrada em pelo menos 88 paises, mas mais de 90% dos
casos sdo observados em paises subdesenvolvidos ou paises em

desenvolvimento como o Brasil, Bangladesh, india e Sudéo.

A relevancia desta doenca parasitaria tem ganhado maior atencao nos
ultimos anos pelos paises desenvolvidos, tais como Espanha, Italia, Franca e
Portugal, uma vez que houve o aumento do niumero de casos registrados de
co-infeccdo de Leishmania com o virus causador da AIDS, representando
cerca de 9% dos pacientes imunocomprometidos (WHO 2003).

1.6 Ciclo Biolégico do Parasita Leishmania
Durante o repasto sanguineo de Phlebotomineos de sangue proveniente

de um mamifero infectado, formas amastigotas, no intestino do hospedeiro

invertebrado, desenvolvem-se em formas alongadas, flageladas e moveis
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denominadas de promastigotas prociclicas (Figura 6) . Apos isso, acontece a
metaciclogénese, que é o0 processo de em que formas extracelulares,
altamente replicativas, e ndo infectivas, diferenciam-se em formas
promastigotas metaciclicas, essas, sem capacidade replicativa, mas altamente
infectivas, sé@o responsaveis pela infecgcdo no hospedeiro vertebrado. O inseto,
agora contaminado, no momento de um novo repasto sanguineo, injeta, junto a
saliva, algumas centenas de formas promastigotas, na sua maioria,

metaciclicas, no hospedeiro mamifero.

Os parasitas sdo na sua maioria, fagocitados por células do sistema
fagdécito mononuclear, como neutrofilos, macréfagos, células dendriticas,
formando os fagossomos, que se fundem a lisossomos , formando os
fagolisossomos. Dentro dessas organelas, h4 a diferenciacdo das formas
promastigotas em amastigotas. Essas formas praticamente aflageladas,
parasitas intracelulares obrigatérias, sdo responsaveis pelo desenvolvimento
da doenca no hospedeiro vertebrado, completando-se, assim, o ciclo biol6gico
do parasita. (Sacks ET AL 2001).

Figura 6: Ciclo de vida de Leishmania sp. causando Leishmaniose. (WHO)
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1.7 Tratamento das leishmanioses

Os farmacos usadas no tratamento das leishmanioses apresentam
diversos problemas, como a toxicidade elevada e os varios efeitos colaterais
observados nos pacientes levando, na maioria dos casos, a desisténcia ao
tratamento e ao consequente aparecimento de cepas resistentes. Além disso, o
custo elevado dos farmacos e a logistica de administracao dificultada, na qual
h& necessidade da aplicacdo diaria dos farmacos e que sao administrados por
via parenteral, tornam o tratamento pouco adequado (Yardley ET AL. 2002;
Singh & Sivakumar 2004).

O tratamento inclui o uso do antimbnio pentavalente, no caso, 0
estibogluconato de sodio e antimoniato de N-metilglucamina, formas utilizadas
desde a década de 1940 (Raht et al. 2003) (Tabela 2). Em alguns casos, outras
drogas, tais como pentamidina, anfotericina B e paromomicina sdo usadas
como drogas de segunda linha, apesar da toxicidade elevada e do custo
elevado (Escobar et al. 2001).

Cabe ressaltar que, recentemente, umaumento no numero de casos de
resisténcia a pentamidina foram descritos (Bray ET AL. 2003), assim como
maiores dificuldades no tratamento de pacientes imunossuprimidos (como os
co-infectados com o virus HIV), nos quais as drogas convencionais sdo menos
eficientes e altas doses e longos periodos de tratamento sdo normalmente

necessarios tém sido relatadas (Escobar ET AL. 2001).
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Tebela 2: Diferentes tipos de drogas usadas no tratamento de Leishmanioses

Antimoniais, apesar de serem os farmacos mais usados, ndo sado

aprovados pela FDA-EUA e séao considerados pela IARC como possiveis

carcinogénicos. Antimoniais trivalentes interagem com sulfidrilas de proteinas,

causando perda de funcdo dessas biomoléculas, e antimoniais pentavalentes,

mais comuns,

processo de expressao de proteinas e replicacdo celular.

formam complexos com

ribonucleosideos

interferindo no
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Diferentes respostas clinicas para o tratamento de LV, LC, e LTA com
antimoniais pentavalentes sdo um problema para processo de cura do paciente
com leishmaniose. Essas diferencas incluem acumulacdo de drogas em tecidos
como baco e figado, mialgia, pancreatite, arritmia cardiaca, e hepatite, que
pode levar a reducéo ou retirada do tratamento (Croft et al. 2006) e até mesmo
adquirir resisténcia a estes compostos (Escobar et al. 2001). Além disso cerca
de 25% dos pacientes podem nao responder ao tratamento com antimoniais

pentavalentes.

A Amphotericina B é um composto usado para o tratamento de
pacientes com kalazar clinicamente resistentes a pentamidina e/ou aos
antimoniais. Essa molécula se liga preferencialmente ao ergosterol da
membrana plasmatica de Leishmania, mas também reconhece o colesterol de
células humanas, ainda que em menor extensdo. Alguns efeitos colaterais
estdo relacionados com o0 uso da Amphotericina B, como hipotenséao,
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, arritmias cardiacas e paradas cardiacas.
Com o objetivo de diminuir tais efeitos indesejaveis, algumas formulacdes
comerciais nas quais a Amphotericina B esta associada a lipidios e lipossomas
(Ambisome®, Abelcet® e Amphotec®) foram desenvolvidas. Infelizmente, a
producdo possui custo elevado o que torna complicado sua aplicacdo em
paises menos desenvolvidos (Golenser ET AL. 1999).

Tais fatos denotam a necessidade da obtencéo de novos medicamentos
para serem utilizados no tratamento das leishmanioses e que apresentem
poucos efeitos colaterais, principalmente, quando comparados aos observados
no tratamento atual, que possuam maior especificidade e mantenham a
eficiéncia em eliminar os parasitas. Ha de se considerar também a necessidade
da reducéo dos custos do tratamento, de modo que novos farmacos possam se
tornar mais disponiveis para a maioria da populacdo dos paises em

desenvolvimento nos quais os casos de leishmanioses se facam presentes.

2. OBJETIVOS
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2.1 Geral

Avaliar a eficacia do veneno total de Tityius serrulatus e suas
fracOes purificadas por cromatografia contra formas promastigotas em fase
estacionaria de crescimento e like-amastigotas das espécies Leishmania

amazonensis, L. chagasi e L. major.

2.2 Especificos

- Avaliar a viabilidade celular das espécies de Leishmania apés o tratamento das
mesmas com o veneno de T. serrulatus ou com suas fracdes purificadas, via

ensaio de MTT.

- Validar a transformacdo in vitro das formas promastigotas em fase estacionaria

de crescimento para as formas like-amastigotas de Leishmania.

- Verificar a manutencéo in vitro da infectividade dos parasitas, em ambas as

formas, apds seu tratamento com o VTSs.

- Purificar as fragdes do veneno de T. serrulatus por gel-filtragdo com coluna
de Sephadex G50.

-Avaliar a viabilidade celular de Leishmania sp. e a citotoxicidade em

macréfagos, via ensaio de MTT, frente as frac6es purificadas do VTs.

- Verificar a ativagdo de macrofagos pela expressdo da enzima iNOs apds o

tratamento dos mesmos com as fragdes purificadas do VTs.

-Avaliar a eficacia de FG50 para o tratamento in vitro de macréfagos infectados
com Leishmania sp. através de marcagdo com laranja de acridina em

microscopia confocal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e venenos

Foram utilizados camundongos BALB/c ou Swiss fémeas, de 6 a 8
semanas de idade. Os animais foram adquiridos junto ao Centro de Bioterismo
da UFMG e mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica do ICB, onde
receberam alimentacéo e condicbes ambientais controladas..

Escorpibes adultos da espécie Tityus serrulatus foram coletados na
regido de Belo Horizonte e mantidos na Secdo de Animais Peconhentos da
Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED). O veneno bruto foi obtido por estimulacao

elétrica dos telsons e estocado & -20°C no escuro até o uso.

3.2 Parasitas

As amostras IFLA/BR/1967/PH-8 de L. amazonensis,
MHOM/BR/1970/BH46 de L. chagasi e MHOM/IL/1980/Friedlin de L. major
foram utilizadas. Os parasitas foram cedidos pelas professoras Maria Norma
Melo, do Departamento de Parasitologia e Leda Quércia Vieira, do
Departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB.

Os parasitas foram cultivados em meio de cultura de Schneider’s
completo, o qual foi constituido pelo meio de Schneider’s (Sigma) acrescido
com 20% de soro fetal bovino inativado (Sigma), 20 mM de L-glutamina, 50
pMg/mL de gentamicina, 200 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina,
em pH 7,4. Os parasitas permaneceram em cultivo a 24°C, sendo que repiques
das culturas foram efetuados para a manutencdo das cepas e preparo dos
parasitas para os experimentos. A obtenc&o das formas promastigotas em fase
estacionaria de crescimento e das formas like-amastigota foi realizada de
acordo com protocolo descrito em Coelho ET AL. (2003) Estoques de parasitas
foram mantidos congelados em glicerol estéril, na concentracdo de 15%,

armazenados em nitrogénio liquido.
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3.3 Dosagem de Proteinas

Para a dosagem de proteinas, foram utilizados, com algumas
modificacdes, os métodos de Bradford e Lowry.

Para o procedimento de Bradford, inicialmente, 20 yL das amostras
foram diluidas em 180 pL de &agua MILIQ. Dessa diluicdo (1/10), foram
adicionadas 5, 10, 15 e 20 pL, em duplicata, em placas de microtitulacdo de 96
pocos. Em cada poco, foram adicionados 15, 10 e 5 pL de agua MILIQ,
respectivamente, e, em todos eles, 180 uL de reagente Bradford somando, em
todos os pocos, um total de 200 pyL de volume de reacéo. O branco, necessario
para a calibragdo do aparelho, foi constituido por 20 uL de agua MILIQ e 180
uL do reagente de Bradford. Apés 20 min de incubacéo da reacédo, ao abrigo da
luz, o intensidade de cor resultante foi determinada em Leitor de ELISA
(BioRad, mod. 2550), no comprimento de onda de 600 nm. A concentragdo das
proteinas nas amostras fio determinada pela construcdo de uma curva padréao,
a partir de uma solucao de albumina na concentracdo de 1 mg/mL.

O procedimento de Lowry, o qual foi utilizado para a dosagem de toxinas
escorpibnicas, foi feito semelhante ao procedimento de Bradford. O ensaio foi
realizado também na forma de microdosagem, e com a mesma estratégia para
obtencado da curva padrédo. De uma diluicdo de 1/10 em agua MILIQ, 10, 15 e
20 pL das amostras eram colocadas, em duplicatas em placas de
microtitulacdo de 96 pocos. Em seguida, eram adicionados 20, 15 e 10 uL de
agua MILIQ, respectivamente, e em todos eles 200 yL de Solugdo contendo
sulfato de cobre 2%, Tartarato de sodio e potassio 3% e Carbonato de sodio
3% - NaOH 0,2 M, incubando por 10 min. Em seguida, era acrescentado 10 uL
de reagente FOLIN (Intralab), por 1 hora. A intensidade de cor resultante foi
resultante foi determinada em Leitor de ELISA (BioRad, mod. 2550), no

comprimento de onda de 640 nm.

3.4 Ensaio de atividade Leishmanicida
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A viabilidade de parasitas foi analisada pela oxidagao mitocondrial do
MTT (4,5-(3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5 diphenyl-tetrazolium bromide).

Os parasitas (tanto em forma promastigota, quanto em forma
amastigota) em fase estacionaria de crescimento foram contadas em camara
de Newbauer em Isoton e plaqueadas, em placas de microtitulagdo de 96
pocos, com 4 x 10° céls/poco, em RPMI-PR" 1640 completo (suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 100 U/ml de penicilina e 100 ug/ml de
estreptomicina, em pH 7.0), em um volume final de 100 pL/pogo. Assim, era
alcancada uma concentracdo de 4x108 céls/mL. Essas células foram incubadas
por 1 hora, a 25°C, com VTs ou fracdes purificadas (todas a mesma
concentracdo), e PBS estéril foi usado para garantir o mesmo fator de diluicéo
do meio de cultura exercido pelas proteinas testadas.

Em seguida, foi preparada solugdo de MTT (2 mg/mL) em RPMI'PR
1640 incompleto e esterilizada por filtragdo (0,22 ym). Entdo, 50 yL/pogo da
solucdo de MTT foi adicionado e a placa foi incubada por 4 horas a 25 °C.
Finalmente, 60 pL/poco de SDS 10% em HCL 0,01 M (SDS - HCI) foi
adicionado, seguido de 18 horas de incubacéo. 24°C. A densidade 6tica (DO)
das amostras foi determinada em leitor de ELISA (BioRad, mod. 2550) no
comprimento de onda de 570 nm e correlacionada com o numero de parasitas

nao-viaveis (mortos) através da seguinte equacgao:

% de Morte = (DO controle — DO amostra) (Tempone ET AL. 2001)
DO controle

Com isso, a CE 50% foi calculada por interpolacao linear de acordo com
Ponte-Sucre ET AL. 1998.

3.5 Conversdo de formas Promastigotas em Amastigotas (like-
Amastigotas)
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O procedimento de conversdo de formas promastigotas em fase
estacionaria de crescimento para formas like-amastigotas foi realizado de
acordo com o protocolo descrito em Coelho ET. AL. 2003.

Apds a conversdo dos parasitas, laminas das culturas de L.
amazonensis, L. chagasi e L. major, nas formas promastigotas e like-
amastigotas foram confeccionadas para comparar a morfologia dos parasitas.
Cerca de 50 pL das culturas foram aplicados sobre a superficie de laminas de
microscopia limpas e desengorduradas e as mesmas foram deixadas a
temperatura ambiente por cerca de 40 min, para completa secagem. Em
seguida, as laminas foram levadas a uma estufa a 37°C por 1 hora, fixadas
com metanol 100% (5 min) e coradas por May — Grunwald (1 minuto) e Giensa

(10 minutos).

3.6 Analise de Morfologia e Motilidade de Parasitas tratados

Promastigotas de L. (L.) amazonensis em fase estacionaria de
crescimento foram contadas em camara de Newbaeur, em 1: 10 Isoton, e 4x10°
células foram incubadas em microplacas de 96 pogos com 25 ug/mL de VTs
por 20 min em RPMI - PR- 1640 completo, num volume final de 100 yL. Em
seguida, 80 pL das culturas foi aplicado em laminas para microscopia em um
didmetro de cerca de 2,5 cm, delimitado por Immunopen Dako Pen(Dako) e
levadas ao microscépio 6tico. Apds isso, foram feitas imagens e videos com

camera Sony Cybershot 12 megapixels.

3.7 Isolamento de macréfagos peritoneais em camundongos

Camundongos BALB/c fémeas, de 6 a 8 semanas, receberam
tioglicolato de soédio (3%) via intraperitoneal, e 4 dias da aplicagdo do
tioglicolato, os animais foram mortos por decapitacdo. Macrofagos peritoneais
foram coletados com uma agulha de 21 G através de 3 lavagens na cavidade
peritoneal com 10 ml de PBS gelado estéril, seguidos de massagem no
abdbmen. As células foram transferidas para um tubo de centrifuga estéril de

15 mL e mantidos no gelo em ambiente estéril. As células serdo entéo
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centrifugadas a 1.200 RPM a 4 °C por 20 min, e o pellet de células foi
ressuspendido em 1ml de meio RPMI 1640 completo e em banho de gelo. As
células serdo contadas em céamara de Newbauer diluidas 1:50 em Azul de
Tripan e, se for necessario, serdo submetidas a um processo de hemolise (Tris-

HCI 17 mM e NH4Cl 144 mM) para eliminar hemécias do lavado intraperitoneal.

3.8 Infeccdo in vitro de macrofagos peritoneais com de leishmania

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (L.) major e de L. (L.)
chagasi em fase estacionaria de crescimento, ou na forma like-amastigota
foram e quantificadas em camara de Newbauer e uma proporcdo delO
parasitas/macréfago foi mantida nos diferentes experimentos envolvendo
infeccdo in vitro. Macrofagos foram isolados conforme protocolo ja descrito,
contados também em camara de Newbauer, e plagueados em microplacas de
6 pocos (Nunc, Nunclon). Essas células foram mantidas por 2 horas em estufa
de 37 °C com 5% CO2, para aderéncia, e logo apoés, as placas eram lavadas 3
vezes com RPMI incompleto macrofagos ndo aderidos. Com isso, macréfagos
peritoneais foram cultivados por mais 24h e, posteriormente, infectados na
proporcdo de 10 parasitas por célula. Os macrofagos e os parasitas eram
incubados por 4 h a 37°C com 5% de CO:2. As culturas eram entdo lavadas 3
vezes com RPMI 1640 incompleto para remover parasitas nao-aderentes e

nao-internalizados.

3.9 Avaliacéao da Infectividade dos parasitas tratados com o veneno total

Macrofagos peritoneais foram extraidos conforme descrito acima,
quantificados, e 2x10° cél/poco foram plaqueadas em laminula estéril,
colocadas em microplacas de 6 pocos, por 2 horas para aderéncia. Depois
disso, as culturas eram lavadas 3 vezes com RPMI 1640 incompleto, e
cultivadas por 24 horas.

Leishmanias (tanto em forma promastigota, quanto em forma Like-
amastigota) eram contadas em camara de Newbaeur, em 1: 10 Isoton, e 2x107

células eram incubadas, junto aos macréfagos, com meio RPMI 1640 completo.
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Ao mesmo tempo, as culturas foram incubadas, ou ndo, com 20 uyg/mL de VTs
durante as 4 horas de infeccéo in vitro.

Apos isso, as laminulas foram lavadas 3 vezes com 1 mL de RPMI
incompleto, para a retirada de parasitas ndo fagocitadas, e macréfagos
infectados eram cultivados em estufa 37 °C com 5% CO: por 24 horas. Depois
disso, o meio era retirado e as culturas foram fixadas com metanol 100%, por 5
min, e coradas por May — Grunwald (1 minuto) e Giensa (10 minutos).

ApoOs tais procedimentos, foi feita a contagem 100 macréfagos por
laminula e calculado a porcentagem de macréfagos infectados e o numero de

parasitas por macréfago, em microscopio 6tico.

3.10 Purificacdo do veneno de T. serrulatus

Cerca de 80 mg de veneno de Tityus serrulatus foi pesado e dissolvido
em 2 ml de acido acético 30% (em agua) e colocado em agitacédo constante por
18 horas a 4 °C. Logo apoés, o veneno foi centrifugado a 5.000 RPM por 20
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi recuperado e o precipitado foi novamente
ressuspendido e submetido a nova centrifugacdo. Tal procedimento foi repetido
3 vezes. Os sobrenadantes foram juntados em um volume de 2 mL ( que
correspondia a cerca de 1 a 5 % do volume total da coluna utilizada) e injetado
em uma coluna de Sephadex G50 (Sigma), de volume de cerca de 100 mL.
Como eluente, foi utilizada uma solucdo de acido acético 0,1M, e foi coletado
cerca de 1 mL por tubo, os quais, posteriormente, foram submetidos a leitura

por espectrofotbmetro, a 280 nm, e em seguida liofilizados.

ApoOs a purificacdo os picos foram testados em sua toxicidade em
camundongos Swiss fémeas de 6 semanas, pesando cerca de 20 - 22g. Foi
avaliada a toxicidade de 25 ug de amostra, fragdes purificadas e VTs (em 100
WL de PBS) por 48 horas em 2 animais por grupo

3.11 Anélise de fracdes purificadas por MALDI-TOF-TOF
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Um pequena analise por espectrémetria de massas MALDI-TOF-TOF foi
realizada, no Centro de Biomoléculas ICB — UFMG, para um avaliacdo do
conteudo molecular presente nas fracfes purificadas. Para isso, uma pequena
guantidade das fracdes F2 e F4, purificadas por Sephadex G50, e liofilizadas,
foi colocada em eppendorfs® de 500 L e dissolvidas em 10 pL de agua MILIQ.
Em seguida, foi realizada uma micro-cromatografia em ZIP TIP (MILLIPORE),
sendo que as amostras foram eluidas em Acetonitrila 50%.

Apos isso, 1 pyL de solucdo das fragdes purificadas foi aplicada em
placas MTP AnchorChip 600/384, seguidas de 0,5 yuL de matriz CHCA (a-ciano-
4-4cido hidroxicinaminico, 2mg/mL), e deixado a temperatura ambiente para
secagem. Um laser de nitrogénio a 337 nm foi usado para desorcdo das
amostras e 0 espectro de massas foi obtido por cerca de 256 pulsos de faixa
de 600 a 39 400 m/z. O aparelho foi calibrado com padrdes externos (Protein
Calibration Standart I, Bruker Daltonics, Alemanha). Os dados foram analisados
através do programa FlexControl 3.0 e FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics,

Alemanha).

3.12 Citotoxicidade em Macro6fagos

Para avaliar a citoxicidade das fracdes purificadas, por Sephadex G50,
do veneno de T. serrulatus em macrofagos, usou o ensaio de viabilidade
celular por reducdo do MTT, da mesma maneira procedido com os parasitas
Leishamania sp..

Macrofagos peritoneais foram extraidos de acordo com método descrito
em Materiais e Métodos, e 4x10° cél/poco foram plaqueadas, com RPMI 1640
completo, em microplacas de 96 pocos, num volume final de 100 pL,
alcancando, assim, a concentracédo de 4x10° cél/mL. Ap6s adesédo de 2 horas
em estufa 37 °C com 5% COz, as culturas foram lavadas trés vezes com RPMI
1640 incompleto, e ambientadas por 24 horas, também em estufa 37 °C com
5% CO2. Em seguida, o meio foi retirado e as células foram incubadas por 1
hora com fracdes purificadas (50 pg/mL), em RPMI'PR- 1640 completo. Apds
isso, foi preparada solugao de MTT (2 mg/mL) em RPMI'PR" 1640 incompleto e
esterilizada por filtragdo (0,22 um). Entdo, 50 uL/pog¢o da solugédo de MTT foi
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adicionado e a placa foi incubada por 4 horas a 37 °C com 5% COa..
Finalmente, 60 pL/poco de SDS 10% em HCL 0,01 M (SDS - HCI) foi
adicionado, seguido de 18 horas de incubacdo. A densidade otica (DO) foi
detectada a 570 nm em Leitor de ELISA (BioRad, mod. 2550) e correlacionada
com o numero de parasitas mortos pela Equacgéo 1.

3.13 Western-blot para avaliar a expressao da enzima iNOs

Para a verificagdo da expressdo da enzima oxido nitrico sintase indutivel
(INOS) em macrofagos tratados com as fracdes purificadas do veneno de T.
serrulatus, ensaios de Western-Blot foram realizados. As culturas de células
contendo 2 x 10® macréfagos por poco em RPMI 1640 completo, infectadas ou
nao, foram tratadas com fragdes purificadas FG50 ou F4 (50 pg/mL) e com
estimulo de LPS (1 pg/mL) (controle positivo) por 24 horas em estufa 37 °C
com 5% CO2. Algumas culturas de macrofagos foram infectadas com L.
amazonensis por 4 horas (na proporcao de 1:10), e apos infeccdo, foram
tratadas, ou ndo, com 50 ug/mL de FG50. Também foi feita a incubacao
simultanea de 50 ug/mL de FG50 com 50 ug/mL de F4, e de 1 ug/mL de LPS
com 50 ug/mL de F4. O meio de cultura foi retirado e as células receberam 1ml
de PBS gelado e ficaram 10 minutos sob banho de gelo para descolamento das
células da placa de cultura. As células foram, entdo, centrifugadas 1000 RPM
durante 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado.

As células foram rompidas com 200 uL de solucao de lise (0.15 M NacCl,
50 mM Tris, 1mM EDTA, 0.05% SDS, 0.5% Triton X-100 e 1 mM PMSF, pH
7.4) durante 1 h. Apos esse procedimento, foi feita nova centrifugacao a 14.000
RPM por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante sera coletado. Em seguida, as
amostras foram quantificadas por método de Bradford e foi aplicado cerca de
25 ug de proteina por canaleta em SDS-PAGE com 7% de poliacrilamida,
sendo que foi aplicada uma voltagem de 120 volts durante 1 h e 30 min.

A transferéncia do gel para uma membrana de nitrocelulose foi realizada

com 24 volts durante 16 h, e mais 48 V por 1 hora. Apés isso, a membrana foi
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corada com solucao de ponceau 0,1% em 1% de acido acético para verificar a
eficiéncia da transferéncia.

A membrana sera lavada com PBS 0,5 M tween 0,05% 3 vezes de 10
minutos para retirada do corante. Apds esse procedimento, a membrana sera
bloqueada com 5% de BSA em PBS 10mM, pH 7,4 durante 1h em temperatura
ambiente. ApoOs esse passo a membrana serd lavada 3 vezes com PBS 0,5 M
tween 0,05%, sendo 10 minutos cada lavagem. Entdo, sera adicionado IgG
monoclonal anti-6xido nitrico sintase indutivel produzida em coelho (Sigma cat.
N7782), ou IgG monoclonal anti-f actina (Santa Cruz Biotechonology) por 2
horas a temperatura ambiente na diluicdo de 1:5000 e 1:500, respectivamente.
Os passos de lavagem foram repetidos e a membrana foi incubada com anti-
IgG de coelho peroxidase (Sigma cat. A6154) na diluicdo de 1:3000 durante 1h
a temperatura ambiente. Apés a incubacdo a membrana passou pelo mesmo
processo de lavagem descrito e foi incubada com a solucdo reveladora foi
utilizando o kit Enhanced Chemiluminescence Imunoblotting (GE) por 5 min.
ApOs esse tempo, o excesso de solucdo de ECL foi retirado e a membrana foi
levada ao Gel Logic 1500 Imaging System (Carestream Health Inc.) e
submetida a exposicdo de 1 a 3 min. Ap6s a formacdo das bandas a
membrana foi escaneada e a intensidade da coloracdo foi analisada pelo

software GelEval 1.22.

3.14 Tratamento in vitro de macrdfagos infectados e marcacdo com

laranja de acridina

A marcacdo de macrdfagos infectados com Laranja de Acridina tem
como finalidade verificar se o tratamento em que as culturas sdo submetidas é
eficaz em levar a morte parasitas internalizados.

Para isso, macréfagos peritoneais foram extraidos conforme descrito
acima, e 2x10° cél/pogo foram plaqueadas em laminula estéril, colocadas em
microplacas de 6 pocos, por 2 horas para aderéncia. Depois disso, as culturas
eram lavadas 3 vezes com RPMI 16 40 incompleto, e cultivadas por 24 horas
em RPMI 1640 completo em estufa 37 °C com 5% COs..



-39-

Leishmanias (na forma promastigota) eram contadas em camara de
Newbaeur, em 1: 10 Isoton, e 2x107 células eram incubadas, junto aos
macrofagos, com meio RPMI 1640 completo durante as 4 horas de infeccéo.

Apos isso, as laminulas foram lavadas 3 vezes com 1 mL de RPMI
incompleto, para a retirada de parasitas ndo fagocitadas, e logo apos as
culturas foram incubadas com 50 ug/mL de FG50, Amphotericina B ou 1 ug/mL
de LPS por 48 horas em estufa 37 °C com 5% CO2. Em seguida, as culturas de
macrofagos infectados foram lavadas 3 vezes com 1 mL de RPMI incompleto e
fixadas com 1 mL de Paraformaldeido 4% por 15 min.

Depois de fixadas, foi adicionada as culturas 1 mL de Etanol 70%
(vol/vol) gelado por 4 horas. Logo apoés, as culturas eram lavadas 3 vezes
com 1 mL PBS e era adicionado 1 mL de solugdo de RNase A (200 pg/mL) por
30 min em estufa 37 °C.

Por fim, para a marcagcdo com Laranja de Acridina (Invitrogem cod.
A3568), foi adicionado,por poco, 370 uL de HCI 0,1 M em 148 uL de PBS, e
depois de 30 a 45 seq, foi adicionado 1,5 mL de solucdo de laranja de acridina
(3 pg/mL de Laranja de Acridina, 0,1 M de acido acético e 0,2 M de Na2HPO4
pH 2,6) por 5 min no escuro. Em seguida, as culturas eram lavadas 3 vezes
com 1 mL PBS procedidas da montagem das laminas que foram levadas ao
microscoépio confocal (Carl Zeiss LSM META), do Departamento de Morfologia
e Histologia do ICB - UFMG.

Para a excitagdo do marcador, foi usado filtro de 488 nm, sendo que
para a captura das imagens foram utilizados filtros de referéncia de 525 nm e
650 nm. As imagens captadas por esses dois filtros serdo sobrepostas e a
avaliacdo de Leishmanias vivas e mortas sera feita pela predominancia da
marcacdo ou a existéncia de uma unica marcacdo (525 nm ou 650 nm).

Durante a andlise foi utilizado tanto objetiva de 40 x quanto de 63 x.

4. RESULTADOS



- 40 -

4.1 Atividade Leishmanicidada do veneno de T. serrulatus em
formas promastigotas de Leishmania

Com o intuito de verificar se o veneno de T. serrulatus possui alguma
atividade anti-Leishmania diferentes concentragcdes de veneno (0, 5, 10, 25, 50
e 100 pyg/mL) foram incubadas por 1 hora com 4x10° parasitas/mL, na forma
promastigota. Observou uma clara diminuicdo da atividade de desidrogenase
mitocondrial, 0 que remete a uma perda da viabilidade desses parasitas frente
ao veneno, sendo que essa diminuicdo foi mais pronunciada a medida que se
aumentou as concentracbes de VTs (Figura 7). Como controle positivo foi
usado 50 ug/mL de Amphotericina B. A partir da analise do gréfico, pode-se
observar a reducao da DO das col6nias de todas as espécies tratadas, o0 que
representa uma reducao da viabilidade celular dos parasitas.. E tal reducao da
viabilidade é mais pronunciada com o aumento da concentragdo do veneno de
T. serrulatus.

Pela andlise dos valores obtidos neste experimento, foi calculado a
porcentagem de morte dos parasitas de acordo com a equagao descrita por
Tempone ET AL. (2001). Na analise da tabela 3, pode-se observar um
percentual de morte significativo nas diferentes espécies de parasitas (L.
amazonensis, L. chagasi e L. major). Nota-se que as espécies L. amazonensis
e L. major apresentaram uma sensibilidade ao VTs similar entre elas,
alcancando um percentual de morte em torno de 60%, quando a concentragao
do VTs utilizada foi de 100 ug/mL, enquanto que a espécie L. chagasi mostrou-
se mais sensivel, chegando, na mesma concentracao descrita, a apresentar

cerca de 80% de morte (Tabela 3).
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Figura 7: Atividade Leishmanicida de VTs em promastigotas. Promastigotas
em fases estacionaria de crescimento foram contadas em camara de Newbauer
em Isoton 1:10 e plagueadas, em placas de microtitulagdo de 96 pocos, e 4x10°
parasitas/mL foram plaqueados por poco. Apos isso, diferentes concetragfes do
veneno de T. serrulatus foram incubadas por 1 hora a 24,5 °C. Apés isso, as
culturas foram incubadas com solucéo estérii de MTT por 4 horas a 24,5 °C e
solubilizadas por 18 horas com SDS-HCI. Por fim, foi fito a leitura das placas a 570

nm em leitor de ELISA.

Com base no grafico acima, foi calculada a porcentagem de morte e os

resultados foram plotados na tabela abaixo.

Concentracgéo veneno % Morte % Morte % Morte
(pg/mL) L. amazonensis L chagasi L. major
5 6,5 +0,82 31,1+2,08%* 2,15+08
10 6,9 +0,79 33,7+211% 4,3+1,13
25 20+1,23% 51,2+1,68% 21,6 +1,16%
50 63,9 +2,01* 60,4 +2,18* 32,2 +1,09*
100 66,7 +2,12%* 78,1+157% 63,4 +1,15%

Tabela 3: Porcentagem de Morte de promastigotas tratadas 1 hora com VTs. *

indica diferenca siginificativa entre amostras e controle sem tratamento (p<0,005).
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4.2 Conversdo das formas Promastigotas em like-Amastigotas de

Leishmania

Para a realizacdo dos ensaios de atividade leishmanicida sobre as
formas amastigotas de Leishmania, o protocolo descrito por Coelho ET AL.
(2003) foi utilizado para a conversdao das formas promastigotas em fase
estacionaria de crescimento para formas like-amastigotas.

Dessa forma, para a conversdo in vitro, 1 x 10’ parasitas na forma
promastigota em fase estacionaria de crescimento de L. amazonensis, L.
chaqasi e L. major foram incubados por 48 horas ou 72 horas (L. major) a 34°C
com 5% de CO2. Apos, a avaliagdo das culturas foi feita com a fixagédo por
Metanol 100% e pela coloracdo com May-Grunwald-Giemsa (Figura 8). A
atividade metabdlica entre as diferentes espécies e as diferentes formas foi
avaliada apos incubacgdo com o reagente MTT e por 4 horas (Tabela 4).

Os resultados demonstram alteracbes morfoldgicas significativas na
morfologia dos parasitas, condizentes com a morfologia de formas amastigotas.
Além disso, percebe-se também a mudanca no perfil metabdlico das culturas
de promastigotas em relagéo asl ike-amastigotas, o que remete a ocorréncia de
possiveis modificagbes nos sistemas metabdlicos intracelulares destes

parasitas (Figura 8 e Tabela 4).
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Figura 8: Conversdo in vitro de Promastigotas em Amastigotas. (A) L.
amazonensis Promastigota, 100x (zoom 40%), (B) L. amazonensis Amastigota, 100x
(zoom 40%), (C) L. chagasi Promastigota, 100x (zoom 60%), (D) L. chagasi
Amastigota, 100x (zoom 40%, (E) L. major Promastigota, 100x (zoom de 40%). Foi
aplicada cerca de 50 pL das culturas em laminas estéreis e deixadas secar em
temperatura ambiente por cerca de 40 min. Em seguida, as laminas foram levadas a
estufa 37 °C por 1 hora, e depois fixadas com metanol 100% (5 min), e coradas por

May — Grunwald (1 minuto) e Giensa (10 minutos).
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Promastigota Like - Amastigota

(DO 570 nm) (DO 570 nm)
L.amazonensis 0,876 +-0,01704 0,577 +-0,01680
L.chagasi 0,395 +-0,00201 0,605 +-0,00192
L. major 0,568 +-0,00239 0,477 +-0,00217

Tabela 4: Variacdo na atividade metabdlica de Leishmania sp. Promastigota e
Amastigota. A tabela representa médias de 6 experimentos feitos em triplicatas,
sendo que 4x10° parasitas/mL, de diferentes formas,mostradas na Figura 7, eram
plaguedos em microplacas de 96 pocgos, e incubados por 4 horas com solugédo de

MTT, solubilizados por 18 horas com SDS-HCI. Por fim, feito a leitura a 570 nm.

4.3 Atividade Leishmanicida do veneno de T. serrulatus nas formas

like-amastigotas de leishmania

Apbs a conversdo das formas promastigotas de L. amazonensis, L.
chagasi e L. major em fase estacionaria de crescimento para like-amastigotas,
as mesmas foram quantificadas e incubadas com concentracfes crescentes do
VTs. Apds, a viabilidade dos parasitas tratados foi analisada pelo ensaio com
MTT, de acordo com os mesmos procedimentos descritos para as formas
promastigotas (Figura 9). Como controle, a Amphotericina B foi utilizada na
concentracao de 50 ug/mL.

O veneno de T. serrulatus apresentou uma menor alteracdo na
viabilidade das formas like-amastigotas das tés espécies analisadas (L.
amazonensis, L. chagasi e L. major), quando comparadas as promastigotas; o
gue demonstra uma maior resisténcia dessas formas quando compradas as
promastigotas. Entretanto, ainda que mais discreta, o VTs apresentou atividade
leishmanicida sobre as formas like-amastigotas, que alcancou em torno de 15%

dos parasitas.
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Figura 9: Atividade Leishmanicida de VTs em Amastigotas. Amastigotas foram
contadas em camara de Newbauer em Isoton 1:10 , e 4x10° parasitas/mL foram
plagueados em placas de microtitulacdo de 96 pogos. ApOs isso, 0s parasitas foram
incubados com crescentes concetracdes de VTs por 1 hora a 24,5 °C. Apos isso, as
culturas foram incubadas com solugdo estérii de MTT por 4 horas a 24,5 °C e
solubilizadas por 18 horas com SDS-HCI. Por fim, foi feita a leitura das placas a 570

nm em leitor de ELISA.

Com base nesses resultados, foi calculado a porcentagem de morte dos

parasitas tratados, e os dados foram compilados na Tabela 5.

Concentragéo % Morte % Morte % Morte
veneno (ug/mL) L. amazonensis L chagasi L. major
5 2,4 £0,251 5,2 +0,298 3,72 £ 0,202
10 2,510,264 5,62 +0,2271 5,53 + 0,247
25 4,77 £0,258 6,35 +0,2311 7,333 £ 0,185
50 9,6 +0,399 * 7,44 + 0,340 * 11,62 +0,303 *
100 17,26 + 0,624 * 10,52 + 0,609 * 13,88 +0,385 *

Tabela 5: Porcentagem de morte de Amastigotas tratadas 1 horacom VTs. *

indica diferenca siginificativa entre amostras e controle sem tratamento (p<0,005).
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CE 50% Veneno CE 50% Amphotericina B
T. serrulatus ug/mL ug/mL
L. amazonensis promastigota 57,5 42,3
L. amazonensis amastigota 2249 41,2
L. chagasi promastigota 30,7 34,6
L. chagasi amastigota 230,2 33,2
L. major promastigota 88 36,8
L. major amastigota 180,4 35,9

Tabela 6: ConcentracdOes efetivas 50% de Leishmania sp. tratadas com VTs. A
tabela resume os valores de CE 50% (concentracdo de VTs necessaria para levar a
morte 50% das células incubadas) para as duas formas das espécies analisadas.

4.4 Analise de Morfologia e Motilidade de Parasitas tratados

A medida que procedemos o0s experimentos de Atividade Leishmanicida
do veneno de T. serrulatus, pudemos constatar alteracdes na morfologia dos
parasitas tratados e, além disso, foi notada uma reducdo na motilidade desses
parasitas ao longo do tratamento. Com isso, um experimento foi realizado para
a andlise da variabilidade morfolégica dos parasitas tratados com VTs e
também para verificar a capacidade de locomocao dos mesmos. Assim, formas
promastigotas em fase estacionaria de crescimento de L. amazonensis foram
guantificadas e 4 x 10° parasitas foram incubados com 25 ug/mL de VTs por 20
min. Depois disso, imagens e videos das culturas tratadas e ndo-tratadas foram
obtidas e registradas para analise da morfologia das células (Figura 10, e CD

anexo).
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Figura 10: Alteracdo da Morfologia de Promastigotas Tratadas. (A) Parasitas sem

tratamento, controle negativo; (B) Parasitas tratados com VTs. Promastigotas de L.
(L.) amazonensis na concentracdo de 4x10° parasitas/mL e foram incubadas com 25
pg/mL de VTs por 20 min. Depois disso, as culturas foram aplicadas em laminas
estéreis e fotografadas e filmadas com camera Sony Cybershot 12 megapixels

acoplada a microscapio ético (amento de 40x, zoom de 80%) .

Pode-se observar uma clara alteracdo na morfologia dos parasitas
tratados em relacdo ao controle sem tratamento, mostrando a perda da
morfologia natural dos mesmos, uma vez que formas mais arredondadas foram
observadas, assim como a presenca de estruturas semelhantes a vacuolos
autofagicos nas células tratadas (setas de cor preta, Figura 10 B). Além disso,
uma nitida reducdo na capacidade locomotiva dos parasitas tratados foi
percebida na maioria das células, com um movimento residual e pouco

expressivo (videos em CD anexo).

4.5 Avaliacdo da infectividade das formas promastigotas tratadas

com o veneto total de t. serrulatus

Com a finalidade de avaliar se o veneno de T. serrulatus seria capaz de
inibir a infectividade de Leishmania, os parasitas, na forma promastigota em
fase estacionaria de crescimento, foram incubados com o VTs durante a
infeccdo de macrofagos peritoniais. Pela analise da Figura 11, pode-se
observar uma reducdo no numero de parasitas internalizados em todas as

espécies analisadas, demonstrando que o VTs, possivelmente, apresenta
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algum componente que reduz a infectividade dos parasitas. Dessa forma, 100
macrofagos foram quantificados por cada lamina e os valores da porcentagem
de macrofagos infectados e do numero de parasitas interiorizados por
macrofago, sem e com o tratamento com o VT, foram utilizados para a
confeccao da Tabela 7.

O tratamento das culturas resultou em uma redugdo significativa na
porcentagem de macréfagos infectados, sendo que essa reducdo chegou
préxima a 50% quando a espécie L. amazonensis foi avaliada e em torno de
20% nas espécies L. chagasi e L. major. Observou-se também uma reducao do
namero de parasitas por macrofago infectado, fato que se mostrou também
muito expressivo em todas as espécies analisadas, dentre as quais na espécie
L. amazonensis houve uma reducdo de 50% do numero de parasitas por

macrofago e de cerca de 25% em L. chagasi e 40% em L. major.
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Figura 11: Reducdo da capacidade infecciosa de promastigotas tratados com

VTs. Promastigotas em fase estacionaria foram contadas em camara de Newbauer, e
2x107 parasitas foram incubados junto com 2x10® macréfagos e, durante a infeccéo de
4 horas, as culturas foram tratadas com 20 ug/mL de VTs. Apés isso, as culturas foram
lavadas, para retirada de parasitas ndo internalizados, e as células eram fixadas com
Metanol 100% (5 min) 1 May-Grunwald (5 min) e Giemsa (10 min). Imagens foram
com camera Sony Cybershot 12 megapixels acoplada a microscopio 6tico (amento de
100x, zoom de 40%). (A) infeccdo com L. amazonensis, (B), infeccdo com L.
amazonensis e VTs, (C) infeccdo com L. chagasi, (D) infeccdo com L. chagasi e VTs,
(E) infeccdo com L. major, (F) infec¢cdo com L. major e VTs.



-50-

% MO N° parasitas/MQ®
infectados
L. amazonensis 84 12
L. amazonensis+ 20ug/mL VTs 40,5 6,2
L. chagasi 77 9,2
L. chagasi+ 20ug VTs 54 6,74
L. major 64 5,4
L. major + 20ug de VTs 44 3,3

Tabela 7 : Porcentagem de macréfagos infectados com as formas promastigotas
em fase estacionaria de crescimento e a relacdo do numero de parasitas por
macrofago infectado. Apos a confec¢do das laminas, 100 macréfagos por lamina
foram quantificados e a porcentagem de macréfagos infectados e o numero de

parasitas por macréfago foi determinado.

4.6 Avaliacao da infectividade das formas amastigotas tratadas com

o0 veneto total de t. serrulatus

Com os resultados obtidos na reducdo da infectividade das formas
promastigotas em fase estacionéria de crescimento, a reducdo da infectividade
das formas like-amastigotas com o tratamento com VTs foi testada seguindo o
protocolo descrito no item anterior. Os parasitas foram incubados com o VTs
durante a infeccdo em macréfagos peritoneais na proporcdo de 1 macrofago
para 10 Leishmanias e a incubacao se processou por 4 horas (Figura 12).

Pode-se observar uma reducdo no namero de parasitas internalizados
nas culturas tratadas com VTs, em comparacédo com o controle de infeccdo, em
todas as espécies analisadas (L. amazonensis, L chagasi e L. major).

Outro dado importante € a manutencdo da capacidade infecciosa das
formas amastigotas transformadas, dado esse que, junto com outros

demonstrados anteriormente, valida a converséao in vitro desses parasitas.
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Figura 12: Reducdo da infectividade das formas like-amastigotas apos

tratamento com o veneno total (VT) de T. serrulatus. Formas like-amastigotas de L.
amazonensis, L. chagasi e L. major foram quantificadas e 2 x 107 parasitas foram
tratadas com 20 pyg/mL do VT e posteriormente incubadas com 2 x 106 macréfagos e,
novamente incubadas por 4 horas. Apés, as culturas foram lavadas para retirada dos
parasitas nao-internalizados e as células foram fixadas com metanol 100% (5 min)
coradas com May-Griinwald-Giemsa. Imagens foram feitas com o auxilio da camera
Sony Cybershot 12 megapixels, acoplada a um microscépio 6tico (amento de 100x,
zoom de 40%). (A) infeccdo com L. amazonensis; (B) infeccdo com L. amazonensis e
VT (zoom 60%); (C) infeccdo com L. chagasi; (D) infeccdo com L. chagasi e VT; (E)
infeccdo com L. major; (F) infeccdo com L. major e VT.
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Como descrito anteriormente, 100 macréfagos por lamina foram
quantificados e a porcentagem do numero de macrofagos infectados e a
relacdo entre 0 numero de parasitas por macréfago infectado foram calculados
e expostos na Tabela 8.

Pode-se observar uma reducao significativa no nimero de macréfagos
infectados em todas as espécies analisadas com uma porcentagem de morte
de cerca de 47% em L. amazonensis, 44% em L. chagasi e 49% em L. major.
A reducdo do numero de parasitas por macrofago foi ainda maior para as
espécies L. chagasi (66%) e L. major (65%) e de cerca de 27% para a espécie
L. amazonensis.

Dessa forma, os dados apresentados permitem inferir que, tanto para as
formas promastigotas quanto like-amastigotas, o VTs possui atividade que inibe

a internalizacdo dos parasitas e a consequente infeccao por essas espécies.

% MO N° parasitas/M®
infectados
L. amazonensis 60 3,7
L. amazonensis+ 20ug/mL VTs 31,5 2,7
L. chagasi 62 6
L. chagasi+ 20ug VTs 35 2
L. major 65,6 4
L. major + 20ug de VTs 34 1,4

Tabela 8 : Porcentagem de macrofagos infectados com as formas like-
amastigotas de Leishmania e a relagdo do niumero de parasitas por macréfago
infectado. Apés a confec¢cdo das laminas, 100 macréfagos por lamina foram
guantificados e a porcentagem de macrofagos infectados e o nimero de parasitas por

macrdéfago foi determinado.
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4.7 Purificagdo do veneno de T. serrulatus

Veneno total de T. serrulatus foi submetido a cromatografia por Gel
Filtracdo em coluna Sephadex G50. Cerca de 80 mg de veneno total foi
submetido a extracdo acida, com acido acético, conforme descrito em Materiais
e Métodos, e aplicado em coluna de vidro de cerca de 1,20 m. ApGs a coleta
(de 1 mL/tubo), os conteudos coletados foram levados a espectrofotémetro, e
com a leitura, a 280 nm, foi confeccionado a Figura 12.

O perfil obtido foi semelhante ao cromatograma mostrado por Chavez-
Olértegui ET AL. 1992, e o conteudo dos picos, chamados de F1, F2, F3 F4 e
F5, respectivamente, foi submetido a andlise em espectrometria de massas.

A analise de toxicidade das fracdes em Swiss demonstrou a toxicidade
de VTs, F2 e F3, causando sintomas como tremores, salivacdo, diarréia e
morte dos animais. Porém, ndo foi observado nenhum sinal de toxicidade nos

animais inoculados com F1 e F4 durante 48 horas.
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Figura 13: Purificagcdo de 80 mg de veneno de T. serrulatus em Sephadex G50.
ApoOs a coleta, os picos foram liofilizados e dosados pelo método de Lowry, descrito

em Materiais e Métodos.
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4.8 Anélise de fracOes purificadas por MALDI-TOF-TOF

Apos purificacdo, algumas fracfes obtidas foram analisadas por
espectrometria de massas por MALDI-TOF-TOF no Centro de Biomoléculas
ICB — UFMG. Um micro-cromatografia de fase reversa (em Acetonitrila 50%)
em ZIP TIP foi realizada com as fracdes F2 e F4 e, ap0s isso, as amostras

foram analisadas em seu conteddo molecular (Figura 13 e Figura 14).
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Figura 14: Espectro de Massas por MALDI-TOF-TOF da frac&o correspondente a
F2.
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O perfil molecular obtido na F2 foi um perfil “classico” correspondendo a
fracdo denominada, pela literatura, FG50. Sendo que foram detectadas as
massas de toxinas mais bem descritas, como TsVII (6.884,688), TSNTxP
(6.750,606), TSNTXP nH2 (6.695,017) e Tsll (6.991,066).
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Figura 15: Espectro de Massas por MALDI-TOF-TOF da fragc&o correspondente a
FA4.

O perfil molecular de F4 apresentou peptideos de menor tamanho, com

menor informagdo a respeito. Porém, foi possivel identificar massas que
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pertencem a faixas de grupos de proteinas com acdo um pouco conhecida,
como a familia de Hipotensinas (TsHpT), que tem a faixa de 2.600 — 2.800 Da
(massa encontrada de 2.725,470 Da) (Verano-Braga ET AL. 2008), assim
como a Familia de peptideos antimicrobianos, que vao de 1.000 a 3.000 Da
(Pimenta & De Lima ET AL. 2005); além de massas coerentes a massas
pertencentes a familia de toxinas ativas em canal para potassio (KTx) (3.000 —
5.000 Da), como a massas encontradas de 3.585,841 Da, 3.440,552 Da com
cerca de 29 a 34 residuos de aminoacidos e 4508,993 Da, correspondendo a
Butantoxina. Vale ressaltar que, freqientemente, TsHpT e peptideos
antimicrobianos estdo presentes em pouquissimas concentragcdes no veneno
de artrépodes, e que a fracdo F4 demonstrou conteddo semelhante a fracdes
ricas em toxinas ativas em canal para potassio, conforme descrito na literatura
(Pimenta ET AL. 2001).

4.9 Atividade Leishmanicida de fracdes Purificados do Veneno de T.

serrulatus

Apos, purificacdo por Sephadex G50, as fracGes obtidas foram testadas
guanto a possivel atividade anti-Leishmania, usando-se a concentracdo de 50
pug/mL. Para o ensaio foram utilizadas as fracdes denominadas F1, F2, F3 e F4,
seguindo protocolo idéntico ao utlizado para o ensaio de atividade
Leishmanicida para o veneno de T. serrulatus (Figura 16). Nesse ensaio, foram
usados tanto promastigotas em fases estacionaria de crescimento, quanto
formas like-amastigotas das trés espécies de Leishmania, convertidas a partir
de promastigotas, e Amphotericina B foi usado como controle positivo, também
na concentragao de 50 pg/mL.

Na Figura 16, pode-se observar que as fracoes apresentaram atividade
leishmanicida diferenciada, sendo que a fracdo F1 apresentou a menor
atividade de morte dos parasitas, enquanto que a fracdo F4 demonstrou a
maior atividade alcancado valores similares aos observados com a anfotericina
B, proximo a 100% de morte para formas promastigotas de L. amazonensis e

de cerca de 90% para as formas like-amastigotas dessa espécie. A fracao F4
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também apresentou atividade semelhante a anfotericina B em relagdo as
espécies L. major e L. chagasi, tanto nas formas promastigotas e like-
amastigotas. A fracdo F2 demonstrou atividade leishmanicida discreta (entre 10
e 25%) e a fracdo F3 demonstrou uma atividade intermediaria entre as
observadas para as fragbes F4 e F2; sendo que as formas promastigotas
mostraram-se mais sensiveis em relacdo as like-amastigotas em todas as

espécies analisadas.
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Figura 16: Atividade leishmanicidade de Fracdes purificadas por Sephadex G50
do veneno de T. serrulatus. Formas promastigotas em fase estacionaria de
crescimento e formas like-amastigotas foram quantificadas e 4 x 10° parasitas/mL
foram incubados com 50 pg/mL de cada fracao purificada, por 1 hora e a 24°C. Apés,
as culturas foram incubadas com uma soluc¢éo de MTT (2 pug/mL) por 4 horas a 24°C e
solubilizadas por 18 horas com uma solucdo de SDS 10% / HCI 0,01 M. A leitura das

placas foi realizada em comprimento de onda a 570 nm.
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4.10 Citotoxicidade em macrofagos de fracoes purificadas

Para avaliar a citotoxicidade das fracdes purificadas do VT de T.
serrulatus em relacdo as células de mamiferos, macréfagos peritoneais foram
preparados e incubados com 50 ug das fragOes purificadas e o ensaio de
viabilidade celular foi realizado de maneira similar ao descrito para 0s ensaios
de atividade leishmanicida. Os resultados foram calculados em porcentagem
de morte e conforme a equacado descrita no item 3.4. Na analise da figura 17,
pode-se observar que as fragbes purificadas de VTs ndo apresentaram
toxicidade em macrofagos, mantendo a grande maioria das células viaveis

(com o valor minimo de 95% de viabilidade para todas as fracées).
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Figura 17: Citotoxicidade em macréfagos de Fragdes purificadas de VTs por
Sephadex G50. Macréfagos peritoneais foram quantificados e 4 x 10° células foram
plagueados em meio RPMI 1640 completo em placas de cultura celular de 96 pocos.
Apoés a adesédo por 2 horas a 37°C e 5% de CO;, as culturas foram lavadas 3 vezes
com meio RPMI 1640 incompleto e ambientadas por 24 horas a 37°C, com 5% CO..
Em seguida, foram incubadas com 50 p/mL com cada fragdo purificada a 37°C com
5% CO; e o0 ensaio de viabilidade celular foi realizado com MTT, entretanto, alterando-
se apenas a temperatura de incubacdo com a solucédo de MTT, que foi feita em estufa
37°C e 5% CO.. A porcentagem de morte foi calculada de acordo com a equacéo

descrita no item 3.4.




-59-

4.11 Western-blot para a deteccao da expressao da enzima iNOs em
macroéfagos tratados

Recentemente, Petricevich e colaboradores, demonstraram que o
veneno de T. serrulatus, FG50 e TsVII ndo séo téxicos para macrofagos
peritoneais murinos, e que conseguem levar essas células a ativacdo, com
producdo de algumas citocinas (IL-1, IL-6, para VTs e FG50 e TNF, para
FG50), com aumento ciclico de calcio intracelular (TsVII) (Petricevich ET AL.
2005 e 2008). Nos mesmos trabalhos citados, foi analisada a producéo de
6xido nitrico, mas n&o foi verificada a expressdo da enzima Oxido Nitrico
Sintase induzivel (iNO). Com isso, decidimos avaliar a ativacdo de macrofagos
peritoneais, via FG50 e F4, através de Western-Blot para a deteccdo da
expressdo de iINOs em macréfagos tratados e/ou infectados com L.
amazonensis.

A Figura 18 mostra o resultado da ativacdo de macréfagos via INOs com
incubacdo de 50 pg/mL de FG50, sendo que as culturas infectadas com L.
amazonensis também foram tratadas e 1 pg/mL de LPS foi usado como
controle. Nota-se também um leve aumento no nivel de expressao de iINOs em
macrofagos infectados com L. amazonensis, porém, esse aumento é mais
perceptivel em macréfagos tratados com FG50. Macrofagos infectados com L.
amazonensis e submetidos ao tratamento com FG50 apresentaram deteccgéo
comparavel ao controle positivo, no caso, macrofagos tratados com LPS.

Apds a obtencdo das imagens, as bandas foram analisadas por
densitometria pelo programa GelEval 1.22, e os resultados estdo apresentados
na Tabela 9, que confirmam o aumento de expressdao de INOs com o
tratamento com 50 pg/mL de FGS50 e reafirmam que a ativagcdo de macrofagos
através de FG50 é mais pronunciada quando essas células sao infectadas com

L. amazonensis.
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Figura 18: Avaliagdo da ativacdo de macrofagos tratados com FG50. (1)
Macréfagos sem tratamento; (2) Macréfagos infectados com L. amazonensis; (3)
Macréfagos tratados com FG50; (4) Macréfagos infectados tratados com FG50; (5)
Macroéfagos tratados com LPS. Culturas de macréfagos (2x10°8 cel/mL) foram tratadas
com 50 pg/mL de FG50, ou 1 ug/mL de LPS por 24 horas em estufa 37 °C com 5%
CO.. Apos isso, foi confeccionado um Gel de Eletroforese com 25 ug do lisado celular
centrifugado, e feito imunodeteccao via Western Blot, usando monoclonal anti-iNOs
(Sigma), na diluicdo 1:5000, anti-B actina (Santa Cruz Biotechonology), na diluicdo de
1:500. O perfil mais a esquerda na figura representa o marcador molecular,

sinalizando as massas préximas de iNOs (130 KDa) e 8 actina (43 KDa).
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Anti-iNOs Area Densidade Densidade
média
M 135 22,77 0,168
Me/L. amazonensis 135 23,22 0,172
Mo + FG50 135 38,68 0,223
Me/L. amazonensis+ FG50 135 43,49 0,322
Mo + LPS 135 42,11 0,311
Anti-B Tubulina Area Densidade De;zictl:li:de
Mo 66 33,78 0,12
Meo/L. amazonensis 66 40,39 0,123
Mo + FG50 66 38,63 0,168
Me/L. amazonensis + FG50 66 13,33 0,112
Mo + LPS 66 18,77 0,099

Tabela 9: Densitometria referente a bandas da imagem de Western Blot da Figura
18. A imagem foi analisada através do Software GelEval 1.22; sendo que Mo se refere
a 1, na figura 17; Mo/L. amazonensis se refere a 2, M + FG50 se refere a 3, Meol/L.

amazonensis+ FG50 se refere a 4, Mo + LPS se refere a 5.

Apbs esses resultados, foi avaliada a capacidade de ativacdo de
macrofagos, via INOs, pela fragdo denominada F4. Para isso, culturas de
macrofagos foram incubadas por 24 horas, em estufa 37 °C com 5% CO2, com
50 pg/mL de F4, ou 50 ug/mL de FG50, co-tratamento com 50 ug/mL de F4
mais 50 ug/mL de FG50; 1 uyg/mL de LPS e co-tratamento com 50 uyg/mL de F4
mais 1 ug/mL de LPS (Figura 19). Apds obtencédo da imagem de Western Blot,
as bandas foram analisadas em sua densitometria pelo programa GelEval 1.22,
e os resultados estédo apresentados na Tabela 10.

A Figura 19, junto com a Tabela 10 mostram que o tratamento de
macrofagos com F4 causa um aumento discreto nos niveis de iNOs, sendo que
0 co-tratamento com F4 e FG50,e com F4 e LPS néo impede a ativagéo

dessas células, via iINOs.
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Figura 19: Avaliacdo da ativacdo de macréofagos tratados com F4. ((1) Macrofagos
sem tratamento; (2) Macréfagos tratados com F4; (3) Macréfagos tratados com FG50;
(4) Macrofagos tratados com FG50 + F4; (5) Macréfagos tratados com LPS + F4; (6)
Macréfagos tratados com LPS. Culturas de macréfagos (2 x 10° céls/mL) foram
tratadas com 50 ug/mL de fracdes (FG50 e F4) separadas ou em co-tratamento, 1
pug/mL de LPS ou co-tratamento com 1 uyg/mL de LPS mais 50 pg/mL de F4 por 24
horas a 37°C e com 5% CO,. Apos isso, foi confeccionado um gel SDS-PAGE a 7% e
cerca de 25 ug do lisado celular foi aplicado e submetido posteriormente ao Western-
Blot, com a utilizagdo do anticorpo monoclonal anti-iNOs (Sigma), na diluicdo 1:5.000 e
anticorpo anti-B actina (Santa Cruz Biotechonology), na diluigdo de 1:500. O perfil &
esquerda, na figura, representa o marcador molecular, no qual alguns pesos

moleculares proximos de iNOs (130 KDa) e B actina (43 KDa) sdo mostrados.
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Anti-iNOs Area Densidade Densidade
média
Mo 1.115 169,69 0,146
Mo + F4 1.115 245,71 0,212
Me + FG50 1.115 690,67 0,597
Me + FG50 + F4 1.115 786,51 0,68
Mo + LPS + F4 1.115 796,7 0,689
Mo + LPS 1.115 1031,68 0,893
Anti-B Tubulina Area Densidade De;sélélizde
Me 640 91,55 0,143
Mo + F4 640 98,12 0,153
Mo + FG50 640 100,87 0,157
Mo + FG50 + F4 640 75,71 0,118
Mo + LPS + F4 640 71,25 0,111
Mo + LPS 640 68,15 0,106

Tabela 10: Densitometria referente a bandas da imagem de Western Blot da
Figura 19. A imagem foi analisada através do Software GelEval 1.22; sendo que Mo
se refere a 1, na figura 18; Mo + F4 se refere a 2, M + FG50 se refere a 3, Mo + F4 +
FG50 se refere a 4, M + F4 + LPS se refere a5, e, Mg + LPS se refere a 6.

4.12 Tratamento in vitro com FG50 de macrofagos infectados com

Leishmania sp.

Ja é bem descrito na literatura que o principal mecanismo Leishmanicida
de células infectadas por esse parasita, incluindo macréfagos, é a producao de
oxido nitrico, via aumento da expressao de iNOs (David Sacks & Nancy Noben-
Trauth 2002). Demonstramos, nos resultados exibidos nas Figuras 18 e 19, e
nas Tabelas 9 e 10, que a fragdo denominada FG50, foi eficaz em estimular
macrofagos peritoneais murinos a aumentar os niveis de iNOs, sendo que esse
aumento foi ainda maior em macréfagos infectados com L. amazonensis. Com
isso, decidimos realizar tratamento in vitro de macrofagos infectados com L.

amazonensis, L. chagasi e L. major para avaliacdo se essa ativacdo de
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macrofagos via FG50 é eficaz em levar causar a morte de parasitas
intracelulares. Para isso, macréfagos peritoneais foram tratados, ou ndo, com
FG50 e Amphotericina B, ambos a 50 ug/mL, por 48 horas em estufa 37 °C
com 5% CO2. ApOs isso, as culturas foram fixadas com Paraformaldeido 4%
por 15 min, tratadas com 200 ug/mL de RNase por 30 min a 37 °C. Por fim, foi
feita a marcagdo com solucdo de Laranja de acridina ( 3 pg/mL) por 5 min no
escuro, em seguida as laminas foram levadas ao microscopio confocal (Carl
Zeiss LSM META), do Departamento de Morfologia e Histologia do ICB —
UFMG (Figura 20, 21, 22 e 23). Esse tipo de marcacdo com Laranja de
Acridina consegue diferenciar DNA integro de DNA apoptético e/ou
fragmentado, ja que a interacdo desse marcador com DNA fita dupla difere da
interacdo com DNA fita simples. Com isso, quando esse mesmo marcador €
submetido a excitacdo por laser (488 nm), moléculas de Laranja de Acridina
complexadas com DNA integro (fita dupla) emitem fluorescéncia na faixa de
525 nm (espectro na faixa da cor verde), enquanto que moléculas de Laranja
de Acridina complexadas com DNA apoptético (fita simples) emitem
fluorescéncia na faixa de 650 nm (espectro na faixa da cor vermelho). Com
isso, nucleo que possuem a marcacdo predominantemente esverdeado,
representam células que estéo viaveis, ja ndcleos celulares que se apresentam
alaranjados e/ou vermelhos, representam células em processo apoptotico, ou
de morte celular.

Na Figura 20 séo apresentadas imagens de macrofagos infectados sem
gualquer tratamento, onde pode-se perceber que apds 48 horas de infeccédo os
parasitas intra-celulares permanecem viaveis nas trés espécies analisadas, no
caso, L. amazonensis (Figura 20A), L. chagasi (Figura 20C) e L. major (Figura
20E).

O tratamento dos macrofagos infectados por meio da fragdo FG50, por
48 horas, conseguiu causar a morte de parasitas intracelulares nessas células
parasitadas (Figura 21). As trés espécies de Leishmania analisadas, L.
amazonensis (Figura 21A), L. chagasi (Figura 21C) e L. major (Figura 20E)
foram susceptiveis ao tratamento com 50 ug/mL de FG50 indicando que a
ativacdo de macrofagos, via iINOs, pela fracdo FG50 atingiu niveis suficientes

de producéo de NO para levar a morte das trés espécies dos parasitas.
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A Figura 22 mostra imagens de culturas de macréfagos infectados com
Leishmania e tratadas com 50 ug/mL de Amphotericina B, por 48 horas. Nas
imagens (22A, 22C e 22E) pode-se perceber a presenca de nucleos
apoptéticos de L. amazonensis, L. chagasi e L. major, respectivamente.
Diferente da estratégia feita com FG50, o tratamento com anfotericina B visa o
efeito direto desse farmaco sobre os parasitas intra-macréfagos, ja que essa
molécula tem carater hidrofébico e consegue transpor membranas celulares.

Macrofagos peritoneais murinos ndo apresentaram toxicidade frente ao
tratamento com 50 ug/mL de FG50 nem com 50 ug/mL de Amphotericina B por
48 horas, demonstrando que essas células também sdo resistentes a
tratamento com esses compostos tanto em curto prazo, (Figura 17), quanto a
longo prazo, 48 horas (Figura 23, C e E).

Outro fato que deve ser mencionado € o aumento da vacuolizacdo de
macréfagos tratados com FG50, quando comparados com macréfagos nao
tratados, tal fato também esta relacionado com a ativacdo dessas células e

também foi observado por Petricevich ET AL. 2008.
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Figura 20: Marcagdo com Laranja de Acridina de Macréfagos infectados. (A) M®
infectados com L. amazonensis, (B) Aspecto da cultura de A; (C) M® infectados com
L. chagasi, (D) Aspecto da cultura de C; (E) M® infectados com L. major, (E) Aspecto
da cultura de E. As imagens A, C e E representam controles de infeccdo, sem
tratamento, e mostram o0s nucleos viaveis de macréfagos (estruturas arredondadas e
de cor verde, em maior tamanho), assim como podem ser vistos nucleos de

Leishmania (estruturas arredondadas e de cor verde, de menor tamanho).
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Figura 21: Marcacdo com Laranja de Acridina de Macréfagos infectados tratados
com FG50. (A) M® infectados com L. amazonensis, (B) Aspecto da cultura de A; (C)
M® infectados com L. chagasi, (D) Aspecto da cultura de C; (E) M® infectados com L.
major, (E) Aspecto da cultura de E. Nas imagens A, C e E é possivel perceber a
presenca de nulcleos apoptéticos de Leishmania (estruturas arredondadas e
alaranjadas/avermelhadas), obtidas com tratamento com 50 pug/mL de FGS50 por 24

horas.
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Figura 22: Marcagcdo com Laranja de Acridina de Macro6fagos infectados tratados
com Amphotericina B. (A) M® infectados com L. amazonensis, (B) Aspecto da
cultura de A; (C) M® infectados com L. chagasi, (D) Aspecto da cultura de C; (E) M®
infectados com L. major, (E) Aspecto da cultura de E. Nas imagens A, C e E é possivel
perceber a presenca de nucleos apoptéticos de Leishmania (estruturas arredondadas
e alaranjadas/avermelhadas), obtidas apés o tratamento com 50 pg/mL de

Amphotericina B por 24 horas.



-69 -

Figura 23: Marcac&do com Laranja de Acridina de Macréfagos tratados, ou néo,
com FG50 ou Amphotericina B. (A) M® sem qualquer tratamento, (B) Aspecto da
cultura de A; (C) M® tratados com 50 ug/mL de FG50 , (D) Aspecto da cultura de C;
(E) M® tratados com 50 pg/mL de Amphotericina B, (E) Aspecto da cultura de E. Nas

imagens A, C e E é possivel perceber a presenca de nucleos viaveis de macréfagos.
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5. DESENVOLVIMENTO

As leishmanioses sédo doencgas causadas por protozoarios flagelados do
género Leishmania e representam uma patologia emergente com morbidade e
mortalidade elevadas em diversos paises no mundo. Os farmacos utilizados
atualmente no tratamento das leishmanioses, os antimoniais pentavalentes,
sdo os medicamentos usados desde a descoberta dos primeiros principios
ativos com atividade leishmanicida, o que nos remete a década de 40, porém,
diversos problemas conhecidos tais como a toxicidade elevada dos farmacos, a
dificuldade da logistica de administragdo, seu custo elevado e o crescimento do
namero de casos de recidiva a doengca em pacientes curados e o aumento do
namero de casos de resisténcia ao tratamento tem estimulado indmeras
tentativas para a obtencdo de novo produtos que apresentem elevada
eficiéncia no tratamento da doenca, mas que ndo causem 0S problemas
relacionados ao uso dos antimoniais, como 0s descritos acima.

Substancias com atividade toxica existentes em varios animais na
natureza sdo o resultado do processo evolutivo que permitiu selecionar
compostos com caracteristicas de defesa destes seres. Possuem, na sua
maioria, elevada estabilidade in vivo, especificidade e seletividade bem
definidos, pequeno tamanho e atividade biolégica importante, todos esses,
fatores de pré-requisitos para o emprego terapéutico na industria farmacéutica.

A proposta deste trabalho consistiu em avaliar o vasto potencial
biotecnoldgico da diversidade de compostos do veneno total de T. serrulatus
com a necessidade emergencial da melhoria terapéutica nas leishmanioses.
Para isso, primeiramente, testamos a atividade leishmanicida do veneno de T.
serrulatus sobre formas promastigotas em fase estacionaria de crescimento de
trés diferentes espécies de Leishmania, no caso, L. amazonensis, L. chagasi e
L. major, consideradas importantes espécies causadoras de leishmanioses no
mundo. Com os resultados obtidos, pode-se observar que o VTs foi capaz de
causar a morte de percentual significativo de parasitas nas trés espeécies
testadas. As formas promastigotas de L. amazonensis e L. major
demonstraram sensibilidade similar ao VTs, apresentando taxas de morte

expressivas a partir de 25 pg/mL de VTs (cerca de 20%) e alcancando valores
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proximos a 65% na concentragao de 100 ug/mL do VTs. A espécie L. chagasi
demonstrou maior sensibilidade ao VTs de T. serrulatus, sendo que na
concentracédo de 5 ug/mL do VTs, houve uma taxa de morte de cerca de 32%
dos parasitas e, na concentracdo de 100 pg/mL do VTs, houve uma taxa de
morte de parasitas na ordem de 78%, percentual esse que se mostrou maior
em relagdo ao uso de 50 pg/mL do farmaco Amphotericina B, medicamento
usado no tratamento das leishmanioses. O farmaco Amphotericina B
apresentou resultados similares nas trés espécies analisadas, com uma taxa
de 60% de morte nas trés espécies. O mecanismo de acdo da Amphotericina B
ndo é completamente entendido, porém, sabe-se que essa droga tem afinidade
elevada por lipidios de membrana, como o ergosterol, caracteristico de alguns
microorganismos, incluindo Leishmania, mas que também pode interagir com o
colesterol encontrado na superficie de células humanas. Alem disso, héa
indicios de que essa molécula, ao interagir com a membrana celular, induz
alteracdes no potencial de membrana e pode modificar a atividade de alguns
canais iénicos (Hartsel ET AL. 1996).

E importante ressaltar também o pequeno tempo de incubacio dos
parasitas com o VTs de T. serrulatus, de 1 hora, sendo que alteracdes ja eram
notadas a partir de 20 min, o que condiz com o0s mecanismos de acéo
envolvendo perturbacdo de membranas celulares, ao invés de modificacGes de
transporte intracelular e mecanismos de transducdo de sinais. Além disso,
sabe-se que o0 VTs de T. serrulatus possui contetdo elevado de toxinas ativas
em canais ibnicos que podem causar esse tipo de alteracdo em membranas
celulares. Foi testado também a atividade do VTs exposto a uma temperatura
elevada, no caso, a 100°C, com a intencdo de analisar se a atividade
leishmanicida exercida pelo veneno de T. serrulatus provém de conteudo
protéico (dado ndo mostrados) e observou-se a perda quase total da atividade
leishmanicida, o que demonstra que 0s compostos relacionados a essa
apresentam atividade protéica e termolabil. Venenos de escorpides possuem
proteinas termolabeis, tais como toxinas ativas em canais idnicos, mas também
peptideos catibnicos lineares, esses, termoestaveis. Dessa forma, acreditamos
gue os componentes responsaveis pela atividade leishmanicida do VTs de T.

serrulatus seriam as neurotoxinas.
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A partir desses dados, procurou-se testar a atividade leishmanicida do
VT contra formas amastigotas de Leishmania, uma vez que tais formas sao as
responsaveis pelo desenvolvimento da doenca no hospedeiro mamifero, no
gual se enquadra o homem e o cdo. O isolamento de formas amastigotas de
macrofagos obtidos da leséo tecidual é o procedimento normalmente utilizado
para o isolamento desta forma do parasita, entretanto, apresenta um protocolo
técnico demorado, custoso e com rendimento relativamente baixo de parasitas.
Assim, para a obtencédo de formas amastigotas de Leishmania, foi realizado o
protocolo técnico descrito por Coelho ET AL. (2003).

Apbs a realizagcdo do protocolo de conversao dos parasitas in vitro, 0s
resultados demonstraram uma nitida e importante alteracdo na morfologia das
células em todas as espécies testadas (L. amazonensis, L. chagasi e L. major),
com uma reducao no volume celular e a formacéo de um aspecto arredondado
das mesmas, fatos coerentes com a morfologia de formas amastigotas. Outro
dado interessante foi que a incubacédo das culturas com MTT mostrou uma
alteracdo na atividade mitocondrial dos parasitas transformados, o que sugere
a ocorréncia de modificacdes intracelulares nos parasitas. Apesar de serem,
geralmente chamadas de formas like-amastigotas, formas amastigotas de
Leishmania obtidas apos a transformacdo in vitro apresentam inumeras
similaridades bioquimicas e moleculares com as formas amastigotas oriundas
da lesdo de tecidos infectados. Formas like-amastigotas sdo capazes de
manter a infectividade em macréfagos e sabe-se também que o choque térmico
realizado no protocolo de conversdo induz as diversas alteragcbes nos
parasitas, tanto no nivel protéico quanto na expressdo de certos genes. O
choque térmico induz a uma maior expressdo de genes tais como hsp 70,
hsp83 e B-tubulina, sendo essa ultima responsavel pela mudanga na morfologia
dos parasitas. A transformacao de promastigotas em amastigotas induzida por
temperatura pode estar também relacionada a degradacdo de proteinas
termolabeis que ndo sao sintetizadas em temperaturas elevadas (Zilbertein &
Shapira 1994). Além disso, transformacdes in vitro para formas amastigotas por
influéncia de temperatura levam a alteracdes morfoldégicas da mitocondria do
parasita e sabe-se que, no DNA mitocondrial, ha homdlogos de hsp70, o que

indica o envolvimento dessa organela no processo de diferenciacao celular dos
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parasitas (Deshaies ET AL. 1988). Assim, acreditamos que a transformagéo in
vitro na qual as formas promastigotas foram submetidas foi eficaz em todas as
espécies analisadas, o que nos possibilitou o prosseguimento dos estudos in
vitro.

O veneno de T. serrulatus mostrou menor atividade leishmanicida sobre
as formas like-amastigotas de L. amazonensis, L. major e L. chagasi, com
valores em torno de 17%, 14% e 11%, respectivamente. Diferentemente das
formas promastigotas de L. chagasi, as formas like-amastigotas se mostraram
menos sensiveis ao VT quando comparada aos valores obtidos com as formas
like-amastigotas de L. amazonensis e L. major, que apresentaram resultados
similares. Apesar da atividade leishmanicida do veneno de T. serrulatus nas
formas like-amastigotas de L. amazonensis, L. chagasi e L. major ter sido mais
discreta, tal atividade ndo pode ser desconsiderada. Ainda, a diferenciagdo na
atividade leishmanicida exercida pelo veneno de T. serrulatus sobre as formas
promastigotas e like-amastigotas favorece a argumentacdo de que a
transformacao in vitro dos parasitas foi bem sucedida.

A medida na qual os experimentos de atividade leishmanicida foram
realizados nas formas promastigotas, pode-se observar que o veneno de T.
serrulatus induzia a alteracdes na morfologia dos parasitas. Em sua maioria, 0s
parasitas perderam a sua forma afilada, caracteristica de promastigotas
infectivas e se apresentaram mais arredondadas, refringentes, sendo também
possivel constatar a presenca de estruturas semelhantes a vacuolos
autofagicos em todas as espécies de Leishmania analisadas, sendo que tais
modificacdes foram observadas ja em um curto periodo de incubacédo (20
minutos) com o veneno de T. serrulatus e em uma baixa concentracéo (25
pMg/mL). Borges ET AL. (2006) também relataram essa modificagdo estrutural
apos a incubagéo do veneno de T. discrepans (na concentragéo de 35 ug/mL)
em formas promastigotas de L. mexicana indicando, também, a presenca de
vacuolos autofagicos nos parasitas.

Paralelamente, foi constatada uma reducdo na motilidade dos parasitas
apos a incubagdo com o veneno de T. serrulatus, quando comparados aos
grupos de células sem tratamento, de forma que com apenas cerca de 20

minutos de incubacédo, as células se mostravam com menor capacidade de
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deslocamento (CD, em anexo). E bem sabido que o potencial de membrana é
crucial no controle da motilidade de organismos flagelados, sendo que a
ativacdo de canais de Ca*? do Tipo L, sensiveis a voltagem, desempenham um
papel critico para o inicio de seu movimento levando ao aumento da
concentracédo intracelular de ions Ca*? e que a ativacdo de canais de K*
dependentes de Ca*? levam a repolarizacdo do potencial de membrana e
marcam o fim do movimento celular (Ballanyi & Deitmer 1984). Ativadores de
Ca*? podem induzir um deslocamento rapido em Flagelados e, por outro lado,
bloqueadores de Ca*? retardam o movimento dessas células, mantendo-as
proximas ou estaticas do local de origem do movimento (Stock ET AL. 1999).
Com isso, acreditamos que, talvez, neurotoxinas blogueadoras de Ca*?
presentes no veneno de T. serrulatus possam estar envolvidas na reducédo da
motilidade dos parasitas.

Os ensaios de reducdo da infectividade de formas promastigotas
tratadas com o veneno de T. serrulatus (20 pg/mL, durante a infeccao),
mostraram uma reducao expressiva no numero de macréfagos infectados por
L. amazonensis (52%), L. chagasi (30%) e L. major (31%). Em relagdo ao
namero de parasitas por macréfago, também foi observado altos niveis de
reducdo, em torno de 50% para L. amazonensis, seguida de L. major (40%) e
L. chagasi (25%). O mesmo ensaio foi conduzido com as formas like-
amastigotas e mostrou resultados semelhantes, sendo que a taxa de reducéo
do nimero de macrdfagos infectados se mostrou mais homogénea; em torno
de 48% para L. amazonensis, 44% para L. chagasi e 48% para L. major. A
reducdo do numero de parasitas por macrofagos no ensaio de reducédo da
infectividade nas formas like-amastigotas se mostrou mais efetivo para as
espécies L. chagasi (66%) e L. major (65%) e, por fim, L. amazonensis (27%).

Para os ensaios de reducéo da infectividade dos parasitas, tanto nas
formas promastigotas quanto like-amastigotas, foi empregada uma
concentracdo de ceélulas cerca de 5 vezes maior do que a concentracao de
células utilizadas normalmente nos ensaios de atividade leishmanicida, alem de
uma concentracdo menor do veneno de T. serrulatus, com a finalidade de
reduzir a influéncia de morte desses parasitas pelo veneno de T. serrulatus. Tal

objetivo parece ter sido atingido, ja que formas like-amastigotas se mostraram
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menos sensiveis ao VTs, porém, os resultados na reducdo de infectividade se
mostraram semelhantes em ambas as formas, sendo até maiores nas formas
like-amastigotas.

A respeito da interacao entre Leishmania e macrofagos, € sabido que ha
a participacdo de algumas biomoléculas na interagdo entre parasita e
hospedeiro e que alguns receptores em macréfagos participam nessa adeséo,
tais como CR3 e MFR, faciltando a entrada dos parasitas nas células do
hospedeiro. O processo de interacdo € redundante, uma vez que poucas
moléculas do parasita podem interagir com mais de um receptor da celula
parasitada como a gp63, que pode se ligar ao MFR, CR1 e as integrinas 1.
Apesar das formas promastigotas e amastigotas apresentarem quase 0 mesmo
repertério de moléculas de interagcdo com o hospedeiro, formas promastigotas
parecem ser mais dindmicas neste processo. Além das moléculas citadas,
sabe-se que a ligacdo de Leishmania e macrofagos € influenciada pela carga
da superficie do parasita (Saraiva ET AL. 1989) e que ions Ca*? desempenham
um papel importante nessa interacdo, sendo que quelantes para Ca*? e
bloquedores de canais de Ca* parecem prejudicar a interacdo parasita-
hospedeiro (Sujuta ET AL. 1990). Associando-se tais fatos com o possivel
envolvimento de blogueadores de canais de Ca*? na reducdo da motilidade
dessas células, acreditamos que a reducdo da infectividade dos parasitas
incubados com o veneno de T. serrulatus seja, dentre outros fatores, devido a
sua acdo como blogueadores de canais de Ca*2.

A purificacdo do veneno de T. serrulatus por cromatografia de Gel
Filtracdo em coluna de Sephadex G50 resultou na obtencdo de um perfil
classico de cromatograma, sendo que alguns picos foram submetidos a analise
de contetdo molecular via espectrometria de massas por MALDI-TOF-TOF. A
fracdo F2 demonstrou um contetdo coerente com a fracdo denominada, pela
literatura, de FG50, sendo que massas de proteinas descritas como sendo de
TsVII, NTxP e Tsll foram encontradas. A fracdo F4, por sua vez, mostrou uma
maior complexidade de compostos sendo que massas de peptideos da familia
das hipotensinas (TsHpT), de peptideos com atividade antimicrobiana e de
neurotoxinas ativas em canal de potassio (KTx) foram identificadas. O

conteudo molecular da fracdo F4 é coerente com fragBes ricas toxinas da
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familia KTx, sendo que a TsHpT e os peptideos antimicrobianos se encontram
em menor quantidade nessa fragcdo (Pimenta ET AL. 2001, Pimenta & De Lima
2005).

A atividade leishmanicida das fracbes purificadas do veneno de T.
serrulatus por Sephadex G50 se mostrou bem diferenciada. A fragdo F1, que
sabidamente € rica em compostos enzimaticos como hialuronidases,
apresentou apenas uma atividade residual de morte em Leishmania e as
fracbes F2 e F3 demonstraram atividade consideravel sobre ambas as formas
dos parasitas. Porém, as formas promastigotas se mostraram mais sensiveis a
fracdo F3 em relacdo as formas like-amastigotas e, talvez, esse fato pode
explicar a maior sensibilidade das formas promastigotas frente ao veneno de T.
serrulatus. Fragcdes com o conteudo rico em neurotoxinas apresentaram maior
atividade, sendo que a fracdo F4, que apresenta contetdo elevado de toxinas
ativas em canal de potassio mostrou maior atividade leishmanicida sobre todas
as formas das trés espécies analisadas, sendo maior até mesmo que taxas de
morte do controle positivo e alcangcando 100% de morte em promastigotas de
L. amazonensis.

S&o descritos na literatura dois processos de morte celular em
Leishmania: a apoptose e a autofagia, e ambos parecem envolver a
participacdo de canais ibnicos. O processo de apoptose em Leishmania pode
estar relacionado com a sele¢do de parasitas tanto no trato digestivo do vetor
guanto no interior de vacuolos parasitéforos de macréfagos, além de permitir o
estabelecimento de uma interacdo estavel entre parasitas e hospedeiro,
reduzindo o processo inflamatdrio e favorecendo a evaséo do parasita (Shaha
2006). Ativagdo de canais de potdssio em algumas células eucaridticas,
inclusive Leishmania, pode levar aos eventos caracteristicos de apoptose. O
efluxo de K* por esses canais leva a perda de volume celular, acidificacdo do
citosol e a consequente ativacdo de metacaspases (analogos de caspases em
Leishmania) e fragmentagcédo do DNA (Sen ET AL. 2004).

A autofagia é um processo de morte celular independe de metacaspases
e, consequentemente, sem fragmentacdo de DNA, porém, ocorre a formacgéo
de vacuolos autofagicos e a degradacdo de organelas intracelulares (Bera ET

AL. 2003). Foi demonstrado que blogueadores de canais iGnicos podem levar
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espécies de Leishmania a morte por autofagia, como bloqueadores de canais
K*, CI, Kir.6.2, K-ATPase e Ca*?. Tais bloqueadores foram capazes de causar
alteracdo nas células como a presenca de vacuolos autofagicos, condizentes
com a autofagia (Ponte-Sucre ET AL. 1998 e Tempone ET AL. 2009).
Acreditamos assim que o veneno de T. serrulatus, assim como suas fracdes
purificadas, principalmente a F4, induziram a morte dos parasitas via autofagia
por bloqueio de canais i6nicos, provavelmente, canais de K*, levando a
vacuolizacéo da célula e a consequente perda da viabilidade celular.

A incubacdo de culturas de macréfagos peritoneais murinos com a
fracdo FG50, por 24 horas, mostrou-se eficaz na ativagdo dessas ceélulas, o
gue pode ser observado pelo aumento da expressdo da enzima iNOs nas
células tratadas. Essa ativacdo foi ainda mais eficiente nos macréfagos
infectados com L. amazonensis, que apresentaram niveis mais elevados de
iINOS em relacdo as culturas estimuladas com LPS. Petricevich ET AL. (2004)
demonstraram a capacidade do veneno de T. serrulatus e da fragdo FG50 em
ativar macréfagos de maneira similar a ativacdo classica, com a producao de
IL-6, IL-1, TNF e NO, sugerindo, também, o envolvimento de canais de sodio
Na* no processo de ativacdo celular. Com a andlise dos dados, demonstramos,
pela primeira vez, o aumento na expressdo de iINOs ap0s o tratamento de
macrofagos nao-infectados e macrofagos infectados com Leishmania pelo uso
da fracéo FG50.

Sabe-se que 0 mecanismo microbicida mais eficiente na elucidagéo da
infeccdo de Leishmania em macréfagos compreende a ativacdo efetiva das
células com o aumento da expressédo de iNOs e, consequentemente, de NO.
Niveis elevados de NO e ROS induzem a apoptose de parasitas intracelulares.
Curiosamente, a internalizagdo de Leishmania em macrofagos promove um
aumento suave nos niveis de expressdo de iNOs, porém, essa ativagdo nao é
suficiente para erradicar a infecgao pelo parasita (Cunninghan 2002).

A incubacéo da fracdo F4 com culturas de macrofagos peritoneais ndo a
expressdo de INOs ap6s 24 horas de incubacdo, porém, as culturas
submetidas ao co-tratamento entre F4 e FG50 ou F4 e LPS demonstraram
expresséo elevada da enzima. Assim, apesar de F4 n&do causar ativagdo de

macrofagos via iNOs, essa fracdo ndo impediu a ativacado dessas células por
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FG50 ou por LPS. Tal fato denota o efeito proeminente de FG50 e LPS na
ativacdo de macrofagos, e também o efeito proeminente do conteddo molecular
de FG50 na ativacdo das células pelo veneno de T. serrulatus.

E demonstrado na literatura o envolvimento de canais de K* (Kor, Ky e
Kir) na ativacdo de macrofagos e na producdo de citocinas (Qiu ET AL. 2002).
Alem disso, foi demonstrado que o estimulo por LPS causa um aumento na
expressao de Kv1.3 e a reducdo na expressao de Kir2.1, sendo que Kv1.5 se
mostrou constitutivo ndo alterando seus niveis de expressédo. Coerente com
esses dados, a ativacdo de macrofagos via estimulo por LPS leva a um
aumento na corrente de efluxo de ions potassio (por Kv1.3, principalmente, e
também de Kv1.5) e a uma reducdo da corrente de influxo de ions potassio
(por Kir2.1) (Vicente ET AL. 2003).

Blogueadores para canais de potassio, tais como o 4AP, podem
bloquear canais Kv e Kir e levar a uma diminuigdo na producdo de citocinas,
como o TNF-a. Porém, o envolvimento de mais de um tipo e subtipos de canais
de K* na ativacdo de macréfagos confere uma dinamicidade a esse processo.
A exemplo disso, os canais constitutivos Kv1.5 parecem desempenhar o papel
de manter a corrente de efluxo de ions K* na ativacdo de macréfagos, sendo
gue ha indicios da presenca de hetero-tetrameros de Kv1.3 e Kv1.5 (Vicente
ET AL. 2008). Tal fato pode justificar a ativacdo de macréfagos incubados,
simultaneamente, com as fracbes FG50 e F4 e com F4 e LPS.

Conforme demonstrado, macréfagos peritoneais murinos tratados por 24
horas com a fracdo FG50 apresentaram um aumento na expressao de iNOs,
sendo que tal aumento se mostrou mais elevado nas células infectadas com
Leishmania. Como ja discutido anteriormente, o aumento na producdo de NO
esta relacionada com a eliminacdo do parasita pela célula hospedeira; assim,
tendo em vista os resultados de ativacdo de macrofagos, néo-infectados e
infectados, prosseguimos para o tratamento in vitro com a fracdo FG50 de
macroéfagos infectados, com o intuito de avaliar se a ativacdo seria eficaz em
levar a morte celuar parasitas internalizados. Os experimentos com marcacao
por laranja de acridina nos macrofagos infectados e tratados com FG50, por 48
horas, demonstraram que grande parte dos parasitas encontrados

interiorizados nos macréfagos se mostravam com nucleo apoptoético, indicando
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a perda da viabilidade celular e a consequente morte das formas interiorizadas.
A presenca de amastigotas em estado apopt6tico com o tratamento com FG50
de macréfagos infectados foi verificada tanto com L. amazonensis, como para
L. chagasi e L. major, demonstrando um perfil semelhante a culturas tratadas
com o medicamento Amphotericina B.

Com isso, foi demonstrado pela primeira vez que o tratamento in vitro
com a fracdo FG50 do VTs, em macrofagos infectados com Leishmania, foi
capaz de ativar os macrofagos, levando a um aumento na producao de iNOs,
provavelmente através do canal ibnico Navl.5, e essa ativagdo foi suficiente
para causar a morte das formas amastigotas intracelulares.

O presente trabalho explicita que o potencial biotecnolégico do veneno
de T. serrulatus pode ser explorado na pesquisa por uma terapéutica
alternativa para as leishmanioses e que, talvez, repertérios diferentes de
compostos provenientes do veneno total de T. serrulatus possam ser utilizados
no tratamento da doenca, seja na forma de blogqueadores de canais de Ca*? ou

de canais de K*, além da ativacao da célula parasitada por canais de Na*.
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6. CONCLUSAO

Com base nos objetivos propostos no trabalho e nos resultados obtidos, pode-

se concluir que:

o O processo de conversdo das formas promastigotas em fase
estacionaria de crescimento para formas like-amastigotas mostrou-se eficaz
nas trés espécies de parasitas, no caso, L. amazonensis, L. chagasi e L. major,
sendo observadas diferencas na morfologia das espécies, bem como na

atividade metabolica analisada entre as duas formas parasiticas

o O veneno total do escorpido T. serrulatus demonstrou atividade
leishmanicida significativa nas trés espécies de Leishmania tanto nas formas
promastigotas em fase estacionaria de crescimento quanto nas formas like-
amastigotas levando, inclusive, a uma alteracdo na morfologia dos parasitas,

coerente com a autofagia.

o O veneno total de T. serrulatus conseguiu reduzir a adesdo de
Leishmania em macroéfagos peritoniais, o que permitiu a diminuicdo da infeccdo

in vitro dessas células.

o Purificacdo, por Gel filtracdo e, consequente analise do conteudo
molecular por espectrometria de massas indicou perfil “classico” do

cromatograma de F2 e F4.

o Fracbes purificadas do veneno tal de T. serrulatus ndo apresentaram

citotoxicidade em macréfagos murinos.
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o Dentre as fracbes testadas, a F4 mostrou a maior atividade
leishmanicida e a fracdo FG50 causou a ativacado de macrofagos via expressao
da enzima iNOs, sendo que essa ativacao foi mais visualizada nos macréfagos

infectados, quando comparados aqueles ndo-infectados.

o F4 nado ativou eficazmente macrofagos via iINOs, porém, ndo impediu a

ativacao dessas células por FG50 nem por LPS.

o O tratamento in vitro de macrofagos peritoniais infectados com L.
amazonensis, L. chagasi e L. major com a fracdo FG50 foi eficaz em estimular
0 mecanismo microbicida de macrofagos e causar a morte celular dos parasitas

internalizados.
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7. PERSPECTIVAS

o Desenvolver experimentos de microscopia eletrbnica de parasitas

tratados com veneno ou fragdes purificadas.

o Purificar, por fase reversa ou troca ionica, tanto F4, que demonstrou
maior atividade anti-Leishmania, quanto FG50, que apresentou propriedades

de ativacdo de macrofagos.

o Caracterizar proteinas purificadas, em atividade biolégica sobre
Leishmania, mas também em afinidade e seletividade sobre canais ibnicos, via

Pach Clamp.

o Selecionar e triar proteinas purificadas que apresentem menor

toxicidade, mas mantém atividade em Leishmania.

o Inserir outras linhagens celulares nos ensaios de citotoxicidade, como
células CHO, e também outros ensaios de citotoxicidade como ensaio de
Cristal de Violeta.

o Iniciar tratamento in vivo com fracdes e proteinas purificas (isoladas e

em co-tratamento) de BALB/c infectados com Leishmania sp..

. Verificar se a ativacdo de macrofagos através de FG50 ou proteinas

purificadas é eficaz no combate a outras parasitoses ou infeccdes.
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