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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca parasitaria amplamente
disseminada na maioria dos paises da América Latina, e pode ser causada por diferentes
espécies do género Leishmania. Este protozoario é um parasito intracelular obrigatorio que
desenvolveu mecanismos para subverter a atividade microbicida dos macrofagos, como a
inibicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO). A
quimioterapia ainda é um dos tratamentos mais efetivos para esta doenca, entretanto, as drogas
leishmanicidas disponiveis sdo, em geral, tdxicas, apresentam custo elevado e necessitam da
utilizacdo por longos periodos. Assim, o desenvolvimento de novos produtos naturais para o
tratamento da leishmaniose se tornou prioridade. As toxinas ofidicas sdo fontes naturais de
produtos bioativos com propriedades terapéuticas amplamente descritas na literatura. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi analisar a acdo da crotoxina (CTX), uma proteina dimérica
e o principal componente do veneno de serpente da espécie Crotalus durissus terrificus, sobre
a interacdo Leishmania (Leishmania) amazonensis e macréfagos. A toxina diminuiu
significativamente em 32,5% o crescimento de promastigotas na concentracdo de 1,2 pg/mL e
24,9% na concentracdo de 2,4 pug/mL apds 96 horas de tratamento (IC50 = 22,86 pug/mL). O
teste colorimétrico (MTT) demonstrou que essa toxina nao induziu efeito tdxico sobre
macrofagos. Também foi observado que macréfagos tratados com CTX apresentaram um
significativo aumento na capacidade de metabolizar o substrato MTT (média = 59,78% + 3,31,
mais elevado) quando comparados ao controle sem tratamento. Além disso, foi observado que
0s macrofagos tratados apresentaram intensa producdo de ROS (média= 35,95% +2,76, mais
elevado) comparado ao controle. Outro dado importante observado foi o fato de células
hospedeiras infectadas e tratadas com CTX apresentarem um aumento significativo na
capacidade fagocitica e na eliminagdo dos parasitas intracelulares, com aumento na producgéo
de NO, aumento da é&rea celular e a intensa producdo de citocinas pro-inflamatorias,
caracterizando o perfil M1 de ativacdo celular. Esta ativagdo teve como consequéncia a morte
dos parasitas através da resposta do hospedeiro, diminuindo o0 nimero de parasitos apés 48h de
tratamento com 2,4 e 4,8 pg/mL de CTX, revertendo, assim, a agdo anérgica promovida pela L.
amazonensis. Portanto, a CTX promove um bom progndstico para esta infeccdo, evidenciando
a possibilidade desta substancia atuar como possivel alternativa de tratamento contra
leishmaniose, especialmente em casos de infeccbes por espécies que induzem respostas

anérgicas.
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Palavras-chaves: Leishmania (Leishmania) amazonensis; crotoxina; Crotalus durissus
terrificus, macrofago
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ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a parasitic disease widely spread in
most countries of Latin America, and caused by different species of the genus Leishmania. This
protozoan is an obligate intracellular parasite that developed mechanisms to subvert the
microbicidal activity of macrophages, such as inhibition of reactive oxygen species (ROS) and
nitric oxide (NO) production. The chemotherapy is one of the most effective treatments for this
disease, although the antileishmanial drugs available are in general toxic, expensive and require
long-term treatment. Thus, the development of new natural products to treat leishmaniasis has
become a priority. Ophidian toxins are natural sources of bioactive products with therapeutic
properties already described. Therefore, we considered analyze the activity of crotoxin (CTX),
a dimeric protein and the main neurotoxic component of Crotalus durissus terrificus snake
venom, against promastigotes of Leishmania (L.) amazonensis and macrophages. The toxin
significantly decreasing of 32,5% on the growth of promastigotes at 1,2ug/mL and 24,9% at
4,8ug/mL after 96 hours of treatment (IC50= 22,86pg/mL). The colorimetric assay (MTT)
showed that this compound presented no cytotoxic effects against macrophages. Interestingly,
CTX treated macrophages presented a significant higher capacity to metabolize the MTT
substrate (mean= 59,78% +3,31, higher) when compared with untreated control. It was
observed that treated macrophages presented intense production of ROS (mean= 35,95% +2,76,
higher) when compared with untreated cells. Treated macrophages presented increased
phagocytic activity and were capable to eliminate intracellular parasites. Besides that, these
cells had it NO and pro-inflammatory cytokines production increased and morphological
alteration that characterizes the M1 cellular activation profile. That activation culminates with
the parasite elimination throughout host response, reverting the anergic action promoted by L.
amazonensis, thereby leading to a good disease prognostic, evidencing that this compound

could be a promising antileishmanial agent.

Keywords: Leishmania (Leishmania) amazonensis; Crotoxin; Crotalus durissus
terrificus, macrophage
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um complexo de doencas que acometem milhdes de pessoas em
todo o mundo, sendo endémica em 98 paises. Estima-se que o0s casos desta doenca atinjam por
ano um total de 1,3 milhdo de pessoas, sendo a maioria dos casos da forma cutinea ou
mucocutanea (Who, 2013). A prevaléncia total indica que 12 milhdes de pessoas possuem
alguma forma da doenca e cerca de 350 milhdes vivem em areas de risco (Desjeux, 2004). Esta
doenca pode ser causada por vinte espécies de protozoarios flagelados pertencentes ao género
Leishmania e a transmissao ocorre através da picada de insetos hemat6fagos, conhecidos como
flebotomineo.

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é caracterizada por um espectro de
manifestacdes clinicas que se subdividem em les6es ulcerativas localizadas no local do repasto
sanguineo realizado pelo vetor, nomeada leishmaniose cutinea localizada (LCL); nédulos
multiplos ndo ulcerados, como na leishmaniose cutanea difusa (LCD); destrui¢cdo da mucosa
que ocorre na leishmaniose mucocutanea (LMC); e um perfil que se enquadra entre as
manifestacdes de LMC e LCD chamada leishmaniose cutanea disseminada borderline (LCDB).
Diversas espécies de Leishmania séo causadoras da LTA, cada uma é conhecida por estimular
um perfil de resposta no hospedeiro. O espectro imunopatoldgico da leishmaniose se apresenta
com a produg&o de citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e TGF- B, que estdo relacionadas com o
favorecimento da replicacdo do parasito, assim como a IL-10 tem o papel de contrabalancear a
acdo do INF-y e TNF-o durante a reacdo inflamatoria. Entretanto, a forma clinica da doenca
esta relacionada aos niveis de producdo de cada citocina, como, por exemplo, a LMC apresenta
altas taxas de producéo de citocinas pro-inflamatérias e baixa producéo de IL-10 o que acarreta
em uma resposta inflamatéria exacerbada (McGwire & Satoskar, 2014; Silveira et al., 2004,
2009).

1.1 CLASSIFICACAO

No Brasil sete espécies causadoras de leishmaniose séo reconhecidas, sendo uma
especie do subgénero Leishmania e 6 espécies do subgénero Viannia. As trés principais espécies
sdo: Leishmania (Viannia) braziliensis, guyanensi e Leishmania (Leishmania) amazonensis.
Nas regides Norte e Nordeste foram identificadas as espécies L. (V.) lainsoni, L.(V.) naiffi, L.
(V.) lindenberg e L. (V.) shawi (Brasil, 2010)
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1.2 MORFOLOGIA

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatorio das células do sistema mononuclear
fagocitario (SMF), com duas formas evolutivas: promastigota e amastigota (Figura 1). A forma
promastigota é encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, representando a forma alongada
do protozoéario com cinetoplasto anterior ao ndcleo e flagelo livre a partir da porcéo anterior da
célula; sdo extracelulares e moveis. A forma amastigota, encontrada nos tecidos dos
hospedeiros vertebrados, apresenta forma oval e com flagelo curto interiorizado na bolsa

flagelar; € intracelular e sdo pouco maéveis (Castellano, 2005).

Flagelo

Bolsa flagelar

Cinstoplasto Flagelo

‘ Mitocondria (interno)
Endos-

soms Cinetoplaste

Mitocéndria

Golgl

Autofagossoma

Acidocalkisoma

A osaoma B

Figura 1. Desenho esquematico da forma promastigota (A) e da forma amastigota (B) (Fonte:
Besteiro et al., (2007) — Modificado).

1.3 CICLO BIOLOGICO

A Leishmania apresenta ciclo evolutivo heteroxénico (digenético), composto de duas
fases: uma extracelular dentro do hospedeiro invertebrado (fleb6tomo) e uma fase intracelular
dentro do hospedeiro vertebrado.

Apds ingerir sangue do hospedeiro vertebrado contendo formas amastigotas, os vetores
albergam estas formas evolutivas no seu trato digestivo no qual, apos a digestdo do sangue,

transformam-se em promastigotas prociclicas. Essas formas extracelulares, altamente
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replicativas e ndo infectivas diferenciam-se em promastigotas metaciclicas com alta capacidade
de infeccdo, através de um processo chamado de metaciclogénese. ApGs esse processo, as
formas promastigotas saem das células intestinais e migram em direcéo ao aparelho bucal do
inseto vetor (Bafiuls et al., 2007).

As promastigotas metaciclicas séo liberadas juntamente com a saliva do inseto, no
momento em que as fémeas infectadas realizam um novo repasto sanguineo no hospedeiro
vertebrado (Figura 2 — 1) (Brasil, 2010). Estas formas resistem a a¢éo litica do complemento e
sdo rapidamente fagocitadas por células do SMF, como neutréfilos e mondcitos que séo atraidos
para o local da inoculagéo por intensa reagdo inflamatdria (Figura 2 — 2) (Neuber, 2008).

No hospedeiro vertebrado, ocorre a diferenciacdo das formas promastigotas em
amastigotas, altamente infectivas e responsaveis pelo desenvolvimento da doenca no
hospedeiro mamifero (Figura 2 — 3) (Bafiuls et al., 2007). As formas amastigotas se multiplicam
no interior das células fagociticas até sua ruptura, ficando livres na circulacdo e infectando
novas células (Figura 2 — 4), além de poderem ser ingeridas novamente por vetores em novo
repasto sanguineo (Figura 2 — 5), mantendo assim o ciclo com o homem como hospedeiro e 0s
animais, muitas vezes domésticos, como reservatorios (Figura 2 - 6) (Reithinger, et al., 2007;

Sakthianandeswaren et al., 2009).

Promastigota

Macréfago /‘ - L

) Transmissao
Antroponético

> Flebotomineo
°'0 "
“Q s l('%;
[~ h
P oK

Amastigota

Figura 2. Ciclo bioldgico de parasitas do género Leishmania. Fonte: (Kumar & Engwerda,
2014) modificado.

1.4 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

Por conta da complexidade e diversidade biolégica do parasito, vetores e dos
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hospedeiros, a leishmaniose apresenta um grande espectro de manifestagdes clinicas. Por isso,
ndo sendo considerada uma simples doenca, mas sim, um complexo de doencas que se
apresentam de diferentes formas (Antoine et al., 2004).

As manifestacdes da leishmaniose apresentam diferencas marcantes na gravidade e
impacto na saude, que se encaixam dentro de duas categorias amplas: Leishmaniose visceral e
Leishmaniose tegumentar americana (LTA) (Murray et al., 2005). A LTA ainda se subdivide
em diversas formas clinicas, dependendo da espécie envolvida na infeccéo.

Nos seres humanos, a LTA pode ser subclinica, ou apresentar manifestacées que véo
desde lesBes cutaneas localizadas, disseminadas ou difusas a lesbes mucocutaneas agressivas e
mutilantes (Gontijo & Carvalho, 2003).

As principais manifestacGes da leishmaniose tegumentar americana sdo: Leishmaniose
Cutéanea Localizada (LCL); Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) e Leishmaniose Mucocutanea
(LMC).

A LCL ¢ a forma menos grave da doenca sendo causada por varias espécies, como
Leishmania mexicana, Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis, Leishmania
panamensis e Leishmania braziliensis em varias regides da América Central e do Sul (Goto &
Lindoso, 2012). A LCL inicia-se com uma area de vermelhiddo em torno da regido da picada
que aumenta de tamanho. Apds 3-4 semanas pode se observar Ulceras planas e margens
elevadas em areas da pele (Figura 3—A) que normalmente estdo descobertas, tais como as maos,
face, ou parte inferior das pernas. A incubacdo pode levar dias ou até mesmo anos, em situacdes
mais raras. Na fase mais grave da doenca, nédulos queratdides podem se desenvolver podendo
ser confundida com neoplasias (Neuber, 2008).

A LMC ¢ a forma mais grave da LTA, que pode evoluir para lesdes traumaticas,
podendo levar meses ou anos apés as lesdes primarias, para se manifestar. E uma infeccéo
decorrente da destruicdo local cronica do tecido nasal (Figura 3-B), boca e oro e nasofaringe e
palpebras, que podem progredir afetando a funcdo respiratoria e dificultando a nutri¢do
(Oliveira & Brodskyn, 2012). A doenca é geralmente refrataria a quimioterapia com 0s
antimoniais e 0s pacientes podem morrer de superinfecgdes secundarias e desnutricdo
(Calvopina et al., 2004).

A LCD caracteriza-se pela presenca de lesbes disseminadas em diversas regides do
corpo (Figura 3-C), contendo macrdfagos intensamente parasitados, sendo associado a fraca
resposta celular do hospedeiro. Geralmente ocorre em individuos anérgicos ou que foram

tratados contra leishmaniose visceral (Ashford, 2000; Grevelink & Lerner, 1996).
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Figura 3. Espectro clinico da leishmaniose tegumentar americana.

A- Lesdo de LCL, causada por Leishmania (Leishmania) amazonensis, presenca de grande
infiltrado de células e abundantes parasitos nas bordas. B — LMC causada por L. braziliensis,
pode-se observar lesdes nas mucosas nasais e do palato (setas). C - LCD causada por L.
amazonensis, com tipicas lesdes cutaneas nodulares com grande quantidade de macréfagos e
parasitos. FONTE: (Reithinger, et al., 2007; Silveira et al., 2004).

1.4.1 Tratamento

No Brasil foram utilizados pela primeira vez em 1913, por Gaspar Vianna, 0S compostos
conhecidos como antimoniais (sob forma de sais trivalentes) no tratamento da LT. Na LV, a
droga foi usada somente dois anos ap0s, na Italia. Na década de 40, os derivados pentavalentes
(Sb+5) foram introduzidos, e desde entdo, estas tem sido as drogas de primeira escolha no
tratamento da leishmaniose (Brasil, 2006).

A OMS e o centro de controle de Doencas (CDC) dos Estados Unidos da Ameérica estao
utilizando nos ultimos anos doses elevadas de antimoniais, devido ao aparecimento de
resisténcia do parasito a essas drogas, principalmente em paises como india, Quénia e Sudao
(Brasil, 2006). Os efeitos colaterais mais frequentes no organismo humano desse composto
sdo: cefaleia, nauseas, vomitos, febre, mialgia e artralgia. Outros efeitos mais graves sao:
toxicidade cardiaca, renal e hepatica (Garcia-Almagro, 2005). Além da toxicidade, o elevado

custo, dificuldade de administragdo da droga e aumento da morbidade ainda sdo limitagdes para
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0 uso dessa droga no tratamento da leishmaniose (Mitropoulos et al., 2010).

Quando ocorre resisténcia ao tratamento com antimonial pentavalente ou este ndo
demonstra resultados satisfatorios, empregam-se drogas de segunda escolha como anfotericina
B e pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina) (Marzochi et al., 2010).

Anfotericina B é a droga leishmanicida mais potente disponivel comercialmente,
atuando nas formas promastigotas e amastigotas do parasita, tanto in vitro quanto in vivo. Seu
mecanismo de acdo se da através da ligacdo preferencial com ésteres (ergosterol ou episterol)
presentes na membrana plasmatica da Leishmania (Brasil, 2006). Os efeitos colaterais mais
comuns incluem néuseas, vomitos, febre, hipopotassemia, insuficiéncia renal, anemia e
alteracOes cardiacas. A toxicidade cardiaca e renal, além de sua aplicacéo via endovenosa e 0s
grandes periodos de hospitalizacdo requeridos impedem seu uso fora do ambiente hospitalar
(Richard & Werbovetz, 2010).

Farmacos como o alopurinol, compostos azdis, paramomicina e miltefosina, sdo boas
opcodes alternativas ao uso dos antimoniais pentavalentes (Mitropoulos et al., 2010). Sendo a
miltefosina (hexadecilfosfocolina) a droga mais recente utilizada no combate as leishmanioses
(Rath et al., 2003). A miltefosina € capaz de ativar de macrofagos de camundongos infectados
por Leishmania spp. além de inibir a sintese de lipideos destes protozoarios (Sindermann et al.,
2004).

O sucesso para a cura desta protozoose depende do tratamento correto, da resposta
imunoldgica do paciente, da cronicidade das lesdes, aléem de outros aspectos. O critério de cura
considerado pelo Ministério da Saude é o clinico, baseado na completa cicatrizacao das lesdes,
que deve acontecer até trés meses depois do tratamento. Caso ndo ocorra o desfecho esperado,
0 caso é considerado como recidiva e entdo um novo tratamento € iniciado (Brasil, 2010).

A alta toxicidade, resisténcia a droga, modo de administracdo, elevado custo e
problemas operacionais, sdo as principais desvantagens apresentadas pelas formulagdes
atualmente disponiveis para o tratamento da leishmaniose. Representando assim, um obstaculo
para um tratamento adequado dos casos da doenca (Basano & Camargo, 2004).

Estudos quimicos e imuno-farmacoldgicos in vitro tém sido empregados com o objetivo
de encontrar novos compostos menos citotdxicos, e que sejam economicamente viaveis para o
tratamento da leishmaniose. Neste contexto, o uso de produtos naturais, como extratos de
plantas e compostos derivados, além de peconhas e secrecbes animais, podem constituir
potenciais agentes medicinais. Atualmente, os venenos tém sido reconhecidos como uma
importante fonte de compostos bioativos e contribuido para o desenvolvimento de novos

medicamentos no combate a diferentes enfermidades humanas (Mayer et al., 2011; Peichoto et
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al., 2011).

1.5 CELULA HOSPEDEIRA E A INTERACAO COM O PARASITO

O sistema mononuclear fagocitario (SMF) responsabiliza-se por grande parte da
imunidade celular, atuando na defesa contra microrganismos, incluindo bactérias, fungos, virus,
parasitas e corpos estranhos, bem como remocéo de células mortas, particulas inaladas, entre
outros (Weinberg, 2009).

Os macréfagos sdo originados a partir de monaocitos e desempenham funcéo de defesa
inata do organismo. Comportam-se como células primarias que fagocitam, reconhecem e
destroem células mortas e patdgenos invasores (Maity et al., 2009; Robinson et al., 2004),
através de receptores de superficie que auxiliam no reconhecimento de antigenos (Gruenheid
& Finlay, 2003).

Ao entrar em contato com microrganismos, a célula hospedeira sofre algumas alteracoes
morfoldgicas adquirindo caracteristicas de célula ativada, como complexo de Golgi bem
desenvolvido, aumento do nimero de lisossomos, além do reticulo endoplasmatico bem
evidente. Junto com essas alteracdes, pode ser observado o rearranjo do citoesqueleto o que
auxilia nos processos de fagocitose (Patel & Harrison, 2008; Smit et al., 2008).

Ja com relacdo a Leishmania, a mesma apresenta algumas moléculas de superficie como
o lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina 63 (gp63) (Mosser & Brittingham, 1997). O LPG
inibe a formacdo do complexo de ataque a membrana, derivada do sistema complemento, além
de atrasar a fusdo do fagossomo ao lisossomo. Ja a gp63 cliva fragmentos C3b em suas formas
inativas C3bi, que opsonizam os parasitos para serem reconhecidos pelos receptores de
complemento CR1 e CR3, facilitando a fagocitose (Pimenta et al., 1994; Sacks & Sher, 2002),
além de inibir a atividade de hidrolases lisossomais, que evita a destruicdo dos parasitos
intracelulares (Zambrano-Villa et al., 2002).

Os macrofagos depois de ativados produzem citocinas como IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a
que estimulam a resposta inflamatoria, porém a expressao destas citocinas varia de acordo com
a resposta do hospedeiro as diferentes espécies de Leishmania (Reithinger et al., 2007).

Apds estimulo do agente infeccioso, os macr6fagos produzem uma série de produtos
citotoxicos como espécies reativas de oxigénio (ROS), anions superoxidos (O2"), perdxido de
hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH’). A producdo desses compostos caracteriza o

chamado “burst oxidativo”, que ira auxiliar a célula a destruir o parasito (Dunand et al., 2006).
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A via utilizada para auxiliar o “burst oxidativo” ¢ a da NADPH oxidase, uma enzima
distribuida pela membrana do fagossomo e citosol, que apds estimulo forma um o complexo
que reduz o Oz em anios superoxidos (O2’), que sdo convertidos em H2O2 por meio da enzima
superdxido dismutase (SOD) ou espontaneamente (Oliveira et al., 2006).

A producéo de alguns radicais intermediarios, como o 0xido nitrico (NO) que ocorre
através da ativacdo da Oxido Nitrico Sintase induzida (iNOS), que ir4 converter a L-arginina
em NO e L-citrulina, é observada nos macrofagos ativados. A iNOS, € uma enzima que esta
ausente em sua forma ativa em macréfagos nédo ativados e apos estimulo com LPS e IFN-y

torna-se ativada (Hortelano et al., 2003).
1.6 PERFIL DE ATIVACAO MACROFAGICA

Desde a sua descricdo em 1905 por Metchnikoff, os macréfagos estdo relacionados a
destruicdo de patdgeno, principalmente através da secrecdo de fatores inflamatérios que
levariam a destruicdo do antigeno intracelular (Liu et al., 2014; Mosser, 2003). Estas células
sdo derivadas de precursores mieldides da medula 6ssea e sdo muito importantes no processo
inflamatério do organismo. Recentemente foi descrito que macréfagos podem apresentar
diferentes fenotipos ap6s serem recrutados, que irdo depender de quais estimulos foram
utilizados e o local para o qual o macréfago realizou a migracao (Bashir et al., 2016; Xuan et
al., 2015).

Macrdéfagos, que anteriormente eram simplesmente chamados de “ativados”, atualmente
apresentam dois principais perfis: ativados classicamente ou M1 e macréfagos ativados
alternativamente ou M2 (Mosser, 2003). Ha ainda autores que defendem que a classificacédo
M1 e M2 de ativacdo macrofagica sdo apenas extremos de um espectro de ativacdo que depende
de estimulos especificos para o direcionamento da acéo celular (Jablonski et al., 2015).

Quanto as suas caracteristicas, os macréfagos M1 séo células efetoras durante a resposta
imune do tipo Th1l e sdo diferenciadas a este perfil por estimulos de ativagdo como a presenca
de INF-y e lipolissacarideo (LPS) (Mosser, 2003). Estas células apresentam marcadores que as
distinguem dos demais perfis, como a elevada producéo de citocinas 1L-12, IL-23, IL-6, TNF-
a e substancias microbicidas como NO e espécies reativas de oxigénio (ROS), além de
alteracbes morfoldgicas como o espraiamento celular e a formacdo de projecGes
citoplasmaticas, fornecendo a capacidade de resisténcia contra parasitas intracelulares e células
tumorais (Cassado, 2011; Xuan et al., 2015).

Em contraste, macrofagos M2 séo ativados durante a resposta linfocitaria Th2 sendo
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estimulados por IL-4, com o objetivo de reparar o tecido e a cicatrizagdo (Cassado, 2011). Estes
macrofagos sdo geralmente caracterizados pela alta produgdo de IL-10 e a diminuida producéo
de IL-12 e IL-23, com grande quantidade de receptores para manose e galactose, e estdo
relacionados a progressdo tumoral. Juntamente a estes fatores, macrofagos M2 apresentam
baixa ou nenhuma producéo de NO e ROS, evidenciando sua reduzida capacidade microbicida
(Figura 4) (Bashir et al., 2016; Liu et al., 2014).

O parasito L. amazonensis é conhecido como indutor da resposta imune do tipo Th2,
levando a diferenciacdo de macrofagos M2, o que permite a proliferacdo eficaz do
microrganismo e o estabelecimento da infeccdo (Bashir et al., 2016). Acredita-se que a variacao
dos niveis de patogenicidade do parasito € responsavel pela variabilidade de formas clinicas
gue os pacientes apresentam quando infectado por este microrganismo (Pereira & Alves, 2008;
Podinovskaia & Descoteaux, 2015; Reithinger et al., 2007; Silveira et al., 2009).

Macrdéfagos
Ativagiio Classica Ativacdo Alternativa
INFy, LPS, TNFa IL-4, IL-13, IL-10, TGFp

ROS, TNFa, IL-1, IL-6, IL-
12, IL-23, Quimiocinas arginase

| |

Citotoxicidade Supressdo imune
Destruigio tecidual Reparagiio do tecido

IL-10, TGFp,

Figura 4. Representacdo esquematica da polarizacdo da ativagdo macrofagica apos diferentes
estimulos, demonstrando o equilibrio na resposta imunoldgica. Fonte Laskin (2010) —
Modificado.

1.7 FORMACAO DE CORPOS LIPIDICOS E PRODUCAO DE PGE?2

Os corpos lipidicos (CL) sdo organelas que apresentam como funcdo o armazenamento

e 0 processamento de lipidios. Eles sdo compostos de lipidios neutros, principalmente
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triglicerideos e colesterol, e dependendo da fase metabdlica, podem apresentar também enzimas
que atuam na sintese ou degradacdo lipidica. Os CLs estdo associados aos imumoduladores
lipidicos como a prostaglandina E2 (PGE2) e cicloxigenases (COX). Estes eicosanoides séo
encontrados comumente no interior de CL e estdo envolvidos nos sinais inflamatorios como o
rubor, devido a vasodilatagdo; suor, consequéncia da maior permeabilidade vascular; dor,
através da ativacao dos receptores nervosos; calor, atuando como agente pirogénico; e por fim
a perda de funcdo (Aradjo-Santos et al., 2014; Furtado et al., 2014; Meester et al., 2011).

A PGE2 ¢é um eicosanoide derivado da oxidacdo do acido araquiddnico e apresenta
diversas fun¢Bes na homeostase do organismo, principalmente na resposta inflamatoria ligadas
areceptores Toll-like e citocinas pro-inflamatérias. A producao de PGE2 esté associada as COX
que se apresentam em duas isoformas COX-1 e COX-2 (Rodriguez et al., 2013). A primeira
isoforma esta relacionada com a estimulacdo da agregacdo plaquetaria e na atuacdo das
plaquetas em resposta a uma leséo tecidual, enquanto que a segunda isoforma atua inibindo a
agregacdo plaquetaria e promovendo a vasodilatacdo (Dennis & Norris, 2015).

A producdo de PGE2 e o acumulo de CL estdo positivamente correlacionadas em
macrofagos que atuam no processo infeccioso. Porém, a atuacdo dos CL na interacdo das células
hospedeiras com patégenos endocitados também pode gerar vantagem ao parasito, uma vez que
este pode utiliza-lo como fonte de energia e na manutencdo da infeccéo (Rabhi et al., 2016).

Durante infecgdo por Leishmania, a produgdo de PGE2 favorece o crescimento
parasitario em macrofagos, principalmente pelo aumento de IL-10 e TGF-B, e na redugdo da
producdo de NO por estas células. Entretanto, € importante determinar a origem do acumulo de
CL, seja do parasito ou da célula hospedeira, para as propriedades fisiologicas desta organela
possam ser direcionadas em favor da eliminacdo do patégeno (Aradjo-Santos et al., 2014;
Arcanjo et al., 2015; Rabhi et al., 2016).

1.8 CROTOXINA DERIVADA DE VENENO DE CROTALUS DURISSUS TERRIFICUS

As serpentes sdo animais vertebrados pertencentes ao grupo dos répteis e podem ser
divididas em peconhentas e ndo peconhentas (Pinho & Pereira, 2001).

As peconhas das serpentes sdo fontes de substancias bioativas com diversas atividades
farmacoldgicas. Esta mistura complexa de componentes tdxicos e ndo tdxicos incluem um
grande numero de enzimas, tais como fosfolipases (PLA2), hiuronidases, L- aminoacido

oxidases (LAAO), esterases, 5’ — nucleotidases, NAD nucleosidades, metaloproteases e
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serinoproteases (cerca de 90% dos constituintes da peconha) (Stocker, 1990). Entre os
componentes enzimaticos toxicos, os que possuem destaque sdo: as fosfolipases A. e as
LAAQ’s, por apresentar potencial citotoxico (Torres et al., 2010).

Os constituintes do veneno de serpente podem apresentar diferentes atividades
fisiologicas, hematoldgicas e neurotransmissoras no homem. Estudos sobre estes fatores tém
contribuido para a descoberta de varios mecanismos moleculares envolvidos no processo
fisioldgico e no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para o tratamento de doencas
cardiovasculares e hematologicas (Kini, 2006).

A cascavel sul americana (Crotalus durissus terrificus), possui uma ampla distribuigéo
geogréfica. Habitando nos cerrados do Brasil central, nos campos e areas abertas da regido
Norte, Sul e Sudeste e nas regides aridas e semi-aridas da regido Nordeste (Melgarejo, 2003).
O estudo da acdo do veneno de Crotalus durissus terrificus (VCdt) é especialmente relevante,
por este género ser responsével pelo alto indice de ébitos em acidentes ofidicos e seu veneno
possuir atividade miotdxica, neurotoxica e coagulante, que resulta em insuficiéncia respiratoria,
insuficiéncia renal aguda e paralisias musculares (Araujo et al., 2003).

O veneno crotalico possui substancias que sao extremamente complexas, compostas por
peptideos, enzimas e proteinas ja identificadas como: convulxina, crotoxina, giroxina e
crotamina (Brasil, 2001).

A crotoxina (CTX), é a principal neurotoxina presente no VCdt. Representa cerca de
60% do peso total do veneno bruto seco. Por apresentar abundancia neste veneno e relativa
facilidade de purificacdo, a CTX tornou-se a primeira neurotoxina animal a ser cristalizada e
purificada, tornando-se uma das toxinas mais pesquisada e estudada (Abe et al., 1977).

Apesar de apresentar agdo neurotoxica, a CTX é capaz de induzir diversos efeitos
farmacoldgicos ndo associados a neurotoxicidade como, por exemplo, analgesia, acdo anti-
inflamatdria e imunomodulatéria (Zambelli et al., 2016).

A CTX é um composto heterodimérico, formado por uma associacdo ndo covalente de
duas subunidades, uma é béasica, chamada de fosfolipase A2 (PLA?) e outra acida chamada de
crotapotina (Lorenzetti, 2006). Estudos da atividade toxica da CTX e de suas fragdes isoladas
demonstram que a PLA> possui toxicidade e uma ac¢do enzimatica in vivo muito menor que a
CTX. Enquanto que a crotapotina ndo possui acdo toxica. Contudo, estudos indicam que esta
ultima, é considerada a molécula carreadora da PLA; para seu receptor na membrana celular.
Na superficie alvo, ocorre a dissociagdo das 2 subunidades seguida da acdo efetora da PLA:.
Os resultados desses estudos mostram entdo que a interacdo entre as 2 subunidades é de

fundamental importancia para a alta toxicidade da CTX (Almeida et al., 2015; Donato et al.,
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1996).

Recentemente, foi demonstrado que a CTX, particularmente o, a PLA; é capaz de atuar
no processo de cicatrizacdo, através da imunomodulacao da producéo de citocinas (Samy et al.,
2016) , e ainda é responsavel pela acéo inibitdria do veneno sobre as funcbes dos macrofagos
(Sampaio et al., 2006a). Além destes resultados, Sousa e Silva, et al. (1996) realizaram estudos
que demonstraram que 0s venenos crotalicos podem exercer efeito anti-inflamatorio em
macrofagos previamente ativados ou residentes. Apos tratamento realizado como VCdt, foi
observado que o espraiamento dos macrofagos e as fungdes fagociticas sao comprometidas, no
entanto, foi verificado uma alta producdo de NO e de espécies reativas de oxigénio, sugerindo
assim que, este veneno é capaz de modular diferentes atividades realizadas pela mesma célula.

Estudos mais recentes mostram a aplicacdo deste efeito imunodulador da CTX no
processo inflamatorio observado no tratamento de doencas crénicas (Almeida et al., 2015). A
CTX ainda se mostra eficaz quando associado a outros medicamentos no tratamento do cancer,
inibindo as propriedades tumorais e sensibilizando as células para a a¢do de substancias ja
estabelecidas no tratamento da doenca (Wang et al., 2014, 2012).

A pesquisa com o VCdt em células de rim de macaco (VERO) tratadas com diferentes
concentracfes do veneno e infectadas com o virus do sarampo, demonstrou um efeito inibidor
da adsorcdo do virus as células (Petricevich & Mendonga, 2003). Estudos realizados por Zieler
et al. (2001) demonstraram que a PLA: apresenta inimeras acdes, entre elas: bactericida, anti-
plasmodial, além de acdo anti-leishmanicida.

Poucos estudos foram realizados sobre a acdo da VCdt em Leishmania, dentre eles
Passero, et al. (2007) demonstraram que este veneno apresentou atividade leishmanicida duas
vezes mais potente quando comparado a acdo de venenos oriundos de outras serpentes, sem
causar danos as células hospedeiras.

Assim, considerando a importancia central do macréfago como célula hospedeira desses
parasitas e a acdo estimulatoria da CTX sobre a capacidade secretdria tanto de macréfagos pro-
inflamatdrios, quanto anti-inflamatorios, o estudo da agdo desta toxina sobre macrdfagos
infectados com L. amazonensis, pode auxiliar na descoberta de novos medicamentos e em novas
perspectivas de conduta terapéutica contra a leishmaniose tegumentar, uma doenca de elevada

incidéncia na regido Amazonica e, portanto, um sério problema de saltde publica.
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1.9 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo in vitro da CTX durante a infec¢do por L. amazonensis.

1.10 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a agdo leishmanicida da CTX;

e Avaliar as alteracdes morfologicas durante a interacdo com L. amazonensis
e apos o tratamento com CTX;

e Analisar acdo microbicida de macr6fagos murinos tratados com CTX;

e Auvaliar a formacao de corpos lipidicos e a producdo de prostaglandina E2
em macrofagos infectados e tratados com CTX;

e Auvaliar o perfil de citocinas produzidos por macrofagos infectados com
Leishmania e tratados com CTX;

e Determinar o perfil de ativacdo de macrdfagos infectados e tratados com
CTX.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENCAO DE CROTOXINA (CTX)

A crotoxina foi cedida pela Dra. Sandra Coccuzzo Sampaio Vessoni do laboratério de
fisiopatologia do Instituto Butantan — Sdo Paulo. A concentracdo estoque (2,3 mg/mL - foi

obtida em solugéo de purificagcdo conforme descrito por Silva et al.(2013).
2.2 CULTIVOE MANUNTENQAO DO PARASITO

As formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (Cepa MHOM26361) nas
fases logaritmica (até 4 dias de cultivo) e estacionaria (a partir de 5 dias em cultura) foram
obtidas em meio NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) provenientes do Programa de Leishmanioses
do Instituto Evandro Chagas, e mantidas em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de Soro
Bovino Fetal (SBF) em estufa B.O.D (Biological Oxygen Demand) a 27°C.

2.2.1 OBTENCAO DE MACROFAGOS PERITONEAIS MURINOS

Macrdfagos peritoneais foram obtidos a partir de camundongos albinos (BALB/c). Os
animais foram anestesiados e eutanasiados para a coleta dos macréfagos através da lavagem da
cavidade peritoneal com solucdo de Hank’s estéril, utilizando agulhas estéreis e seringas. O
material aspirado foi concentrado por centrifugacdo a 1500 rpm durante 10 minutos a uma
temperatura de 4°C. Os macréfagos foram transferidos para garrafas ou placas de cultura de 24
pocos e incubados a 37 °C em estufa contendo 5% de CO., durante 1 hora para adesao.

Apds esse periodo foi feita lavagem com solucgéo salina de fosfato estéril (PBS) pH 7.2
para remocao de células ndo aderentes e, em seguida, adicionado meio DMEM suplementado
com 10% de SBF. Os animais foram sacrificados de acordo com as normas do Comité de Etica
(processo n° BIO053-12 CEPAE/ICB/UFPA) e acondicionados em recipientes plasticos

apropriados e despejados em contéineres para coleta seletiva de material bioldgico.

2.3 PREPARO DA MATRIZ TRIDIMENSIONAL DE COLAGENO TIPO |

Para o preparo da matriz, 566 ul de colageno tipo | derivado de cauda de rato (1,7
mg/mL, Gibco®) foram adicionados em tubo conico, mantido em gelo e adicionado 100 pl de
meio de cultura DMEM 10x e 100 pul de tampé&o de reconstituicdo (NaHCO2 0,26 M, HEPES
0,2 M). Foi utilizado NaOH 0,1 M para ajustar o pH (7.4), em seguida, foram adicionados 234
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uL de PBS e homogeneizados suavemente para evitar formacdo de bolhas. A preparacdo foi
sempre mantida em gelo. A partir dessa preparacdo foram adicionados 150 pL em pocos
provenientes de placas cultura. As placas foram incubadas a 37°C, por 30 min, para a
polimerizacdo do colageno. Apds este periodo foi preparado uma segunda camada de matriz
contendo 566 pL de coladgeno, 100 uL de meio DMEM 10x e 100 uL de tampdo RB 10x.
Também foi adicionado 234 pL de PBS contendo a concentracio de 5x10° macrofagos
peritoneais murinos. A solucdo foi homogeneizada suavemente e foi adicionado 200 puL da
mesma sobre o gel polimerizado anteriormente. As células foram incubadas a 37°C por um
periodo de 30 min para a polimerizacdo do coldgeno. Apos este periodo, foi adicionado 1 mL
de meio DMEM 1x com 10% de SBF as células e mantidas a 37° C por 24h.

2.4  ACAO DA CTX SOBRE MACROFAGOS MURINOS

2.4.1 Viabilidade celular

O MTT é um sal hidrossoltvel que é convertido em cristais de formazan hidrofébicos
pelas desidrogenases mitocondriais. Estes cristais sdo impermeaveis a membrana celular, onde
se acumulam nas células vivas, podendo ser diluidos em DMSO (Fotakis & Timbrell, 2006).
Desta forma, macréfagos foram cultivados como descrito no item 3.2.1, em placas de 24 pocos
e submetidos ao tratamento com concentragdes de 0,3; 0,6; 1,2; 2,4; 4,8 e 9,6 pg/mL de CTX.
As células foram incubadas por 48 horas em meio DMEM e 10% SBF. Apos este periodo, 0
sobrenadante foi retirado e as células lavadas com PBS. Logo ap6s a lavagem, foi adicionado
0,5 mg/mL MTT diluido em PBS sendo, posteriormente, incubados a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO> por 3 horas. Ap6s o término da incubagdo, foi retirado o sobrenadante,
lavado uma vez com PBS e adicionado 200 pL DMSO em cada pogo para solubilizagdo dos
cristais de formazan e a placa foi incubada em agitacdo por 10 minutos. Posteriormente, a
solucdo resultante foi lida por espectrofotometria a 570 nm. Como controle positivo, as células
foram mortas com solucéo de 10% de formol em PBS.

2.4.2 Producédo de ROS

Ap0s 24 e 48h de tratamento nas concentragdes de 0,3 a 9,6 pg/mL de CTX, as celulas
foram lavadas com PBS e incubadas com CellRox Green® (Life Technologies™) na
concentragdo de 5 uM por 30 min em estufa a 37° C em atmosfera de 5% CO>. Em seguida a
cultura foi novamente lavada com PBS e analisada em citémetro de fluxo FACsCanto Il (BD®)
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e a intensidade de fluorescéncia foi calculada utilizando o software WinMDi.

2.5 ATIVIDADE LEISHMANICIDA
2.5.1 Atividade antipromastigota

Os parasitos na fase logaritmica foram adicionados aos po¢os de cultura em uma
concentragéo de 1x10%/mL. A CTX foi adicionada em concentracdes de 0,3; 0,6; 1,2; 2,4; 4,8 e
9,6 ng/mL, em placas de 24 pogos. Foram retiradas aliquotas para contagem em camara de
Neubauer nos tempos de 24, 48, 72 e 96 h apos a adicdo da CTX. A contagem foi realizada em
microscopio optico Olympus BX41 para comparagdo do crescimento de parasitos tratados em
diferentes concentracdes da toxina em relacdo aos parasitos ndo tratados. Em todos o0s
experimentos foi utilizado controle sem adicdo da CTX. Todos os testes foram realizados em

triplicata. Como controle positivo foi utilizado Anfotericina B® (0,8 pg/mL).
2.5.2 Atividade antiamastigota

Os macrofagos peritoneais de camundongos utilizados no ensaio foram obtidos como
descrito no item 3.2.1. Para observar o efeito da CTX sobre as formas amastigotas no interior
da célula hospedeira, os parasitos obtidos na fase estacionaria de crescimento foram mantidos
em contato com macréfagos na proporgéo de 10 parasitos por célula hospedeira, durante 3 horas
a temperatura de 37 °C em atmosfera de 5% de CO..

As células infectadas foram, posteriormente, tratadas com a CTX em concentragdes de
2,4 e 4,8 ug/mL por 24 e 48 horas. Apos este periodo, as laminulas contendo os macréfagos
infectados foram lavadas com PBS pH 7,2 a temperatura ambiente, e fixadas com formaldeido
4% por 30 minutos. O fixador foi removido e as células lavadas com PBS e em seguida, as
células foram coradas com Giemsa por 1h. Apds este tempo, as laminulas foram lavadas com
agua destilada e submetidas a desidratacdo em solucGes contendo acetona e xilol em proporcdes
crescentes até a adicdo de xilol puro. Ao final, as laminulas foram montadas sobre lamina de
vidro utilizando Entellan ® como meio de montagem e analisadas em microscépio optico de
campo claro Olympus BX41.

Foram contados 200 macrdfagos por laminula e o resultado foi demonstrado como
indice fagocitico e de sobrevivéncia, o qual foi calculado da seguinte forma: [porcentagem de
macrofagos com parasitas fagocitados] x [média do niumero de parasitas fagocitados por cada
macrofago] e o indice de seletividade foi obtido através da razdo do ICso de macrofagos tratados

pelo ICso de amastigotas intracelulares.
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2.6 AVALIACAO DO PERFIL DE ATIVACAO DE MACROFAGOS INFECTADOS
APOS TRATAMENTO COM CTX

2.6.1 Producdo de Oxido Nitrico (NO) em macrdfagos infectados com Leishmania

amazonensis

Para a dosagem de NO, macrofagos infectados foram tratados nas concentragdes de 2,4
e 4,8 ug/mL o sobrenadante da cultura foi coletado e o procedimento foi realizado utilizando-
se 0 método de Griess, que consiste em adicionar 50 uL do reagente de Griess (Sulfanilamida
a 1% em &cido fosforico a 5% e Naphtylenediamina a 0,1 % em &gua destilada) a 50 puL do
sobrenadante dos macréfagos tratados ou ndo com CTX, em diferentes periodos. A leitura foi
feita por espectrofotometria sobre um comprimento de onda de 570 nm, e a concentracdo de

nitrito foi expressa em pM de acordo com a curva padrdo estabelecida.

2.6.2 Producdo de prostaglandina E2 (PGE2) em macrdfagos infectados com

Leishmania amazonensis

Para avaliar a producdo do sobrenadante de macrofagos infectados e posteriormente
tratados com 2,4 e 4,8 pg/mL de CTX foi coletado 24 e 48h. Foi realizada dosagem de PGE2
utilizando o ensaio imunoenzimatico Prostaglandin E2 competitive Biotrak® (GE Healthcare)
e seguindo as instrugdes do fabricante. O resultado foi lido por espectrofotometria em um
comprimento de onda de 450nm.

2.6.3 Deteccdo de corpos lipidicos em macréfagos infectados com Leishmania

amazonensis

Os corpos lipidicos intracelulares apresentam como caracteristica a presenca de lipidios
neutros em grande quantidade, sendo a sua dosagem possivel através de um fluoréforo lipofilico
(Bodipy® 493/503) por citometria de fluxo. Para a quantificacido de corpos lipidicos em
macrofagos infectados e posteriormente tratados com CTX, estas células foram infectadas com
promastigotas de L. amazonensis como descrito no item 3.6.2. Apds 24h de tratamento na
concentracédo de 2,4 pg/mL de CTX, o sobrenadante foi coletado e a cultura foi lavada com
PBS, pH 7,2. As células foram incubadas com Bodipy® 493/503 (Molecular Probes
Invitrogen®) na concentragdo de 10 pg/mL em PBS por 20 minutos, na auséncia de luz. Apos
esta incubagdo, a cultura foi lavada e as células raspadas com auxilio de espatula de silicone,

seguida da analise em citbmetro de fluxo BD FACSCanto Il (BD™ Bioscience). Os resultados
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foram analisados utilizando o software WinMDI 2.9.

2.6.4 Quantificacdo de citocinas em macrdéfagos infectados com Leishmania amazonensis

A dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, INF-y, TNF, IL17A, IL-10 foi realizada a
partir dos sobrenadantes de culturas de macrdfagos infectados ap6s o tratamento com CTX nas
concentragdes de 2,4 e 4,8 pg/mL por 24 horas. Foi utilizado o kit BD Cytometric bead array
(BD™ Bioscience), seguindo instrugdes do fabricante e analisados em citdmetro de fluxo BD
FACSCanto Il. Os dados foram obtidos utilizando o software FACSDiva (BD Biosciences, USA)
e a analise foi realizada utilizando software FCAP Array 3.0. Os resultados foram expressos em

pg/mL calculados a partir da curva padrao.

2.6.5 Alteracdes morfolégicas em macrdfagos infectados com Leishmania amazonensis

a. Areacelular

Analise das alteracGes na area celular foi realizada a partir de macréfagos infectados
com L. amazonensis e, posteriormente, tratados com 2,4 e 4,8 ug/mL de CTX por 24h e 48h.
As células infectadas foram processadas e coradas como no item 3.6.2. A medida e a analise
das areas foram realizadas usando o software ImageJ (National Institute of Health) como
descrito por Sokol et al. (1987). Resumidamente, a medida da area foi realizada em 100 células
de cada grupo experimental a partir de imagens obtidas por microscopia de campo claro com o
auxilio de um microscépio Carl Zeiss Axiophot A1, em aumento de 1000x.

b. Analise morfoldgica por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Macrofagos cultivados em matriz extracelular foram infectados com promastigotas de
L. amazonensis e, posteriormente, tratados com 2,4 e 4,8 ug/mL de CTX por 2 horas e 30min
para garantir a visualizacdo da adesdo do parasito a célula hospedeira. Apos o tratamento, as
células foram fixadas em solugéo de 2,5 % de glutaraldeido em tampdo cacodilato de sodio 0,1
M, pH 7,2. Apos a fixagdo, as células foram lavadas e pos-fixadas com solugdo contendo 1%
tetroxido de Osmio e ferrocianeto de potéssio por 15 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, foi realizada desidratacdo em série etanolica (Merck) crescente a 15, 20, 30,
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50, 70, 90% (10 minutos cada etapa) e 100% (3 vezes durante 10 minutos). As amostras foram
secas pelo método do ponto critico (Modelo K 850 - EMITECH) usando CO». O material foi
fixado em suporte apropriado e metalizado com uma fina camada de ouro de aproximadamente
2 nm de espessura, usando o aparelho Emitech K550-England. As imagens foram obtidas no

microscopio eletronico de varredura LEO 1450VP.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados utilizando o GraphPad Prism 6. O teste usado foi a
analise de variancia, ANOVA e Teste t de Student, considerando significantes resultados com
p < 0,05. Para o calculo de IC50, foi utilizado o teste de regressdo linear com auxilio do

programa Microsoft Excel (2007).
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3 RESULTADOS

3.1 ANALISE DA VIABILIDADE DE MACROFAGOS PERITONEAIS TRATADOS
COMCTX

Para avaliar a acdo citotoxica da CTX nas células hospedeiras foi realizado o teste de
MTT que tem como objetivo determinar a atividade mitocondrial das células, uma vez que as
celulas ndo viaveis ndo metabolizam o MTT, enquanto que as células vivas formam uma
solucéo colorimétrica lida por espectrofotometria. Os resultados obtidos mostraram que néo foi
observado citotoxicidade da CTX em macrdfagos peritoneais nas concentracdes de 0,3 a 9,6
pug/mL apdés 48h de tratamento (ICso = 111,20 pg/mL). Porém, foi observado que nas
concentracbes de 1,2; 2,4 e 4,8 pg/mL, os macréfagos tratados apresentaram uma maior

atividade mitocondrial em comparacao as células ndo tratadas (Figura 5).
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Figura 5. Viabilidade celular através do método MTT em macrofagos tratados com CTX por
48h. *p< 0,05. Notar 0 aumento da atividade mitocondrial ap6s o tratamento.

3.2 ANALISE DA PRODUCAO DE ROS POR MACROFAGOS TRATADOS COM CTX.

A producdo de ROS por macrofagos € um importante mecanismo de combate a
patégenos intracelulares, desta forma foi analisada a relagdo do tratamento com a CTX e a
producdo de ROS por macréfagos peritoneais. Através dos resultados obtidos por citometria de
fluxo foi possivel observar um aumento significativo na producdo destes radicais em células
tratadas com 2,4 e 4,8 ug/mL de CTX ap6s 24h (Figura 6A). Entretanto, apds 48h de tratamento,

ndo foi possivel observar diferenca significativa na producdo de ROS entre as células tratadas
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e o controle sem tratamento (Figura 6B). Porém foi possivel observar uma diminui¢do na

producdo destes radicais na concentracdo de 9,6 pg/mL apds 48h de tratamento (Figura 6B).
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Figura 6. Gréafico da analise da producdo de ROS em macréfagos tratados por 24 e 48h. A —
Intensidade de fluorescéncia de células tratadas por 24h com CTX. B — Intensidade de
fluorescéncia de células tratadas por 48h. *p< 0,05; **p<0,01.

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROMASTIGOTA DE CTX

Os parasitos tratados com CTX por 24, 48, 72 e 96h nas concentragdes de 1,2 — 4,8
pg/mL foram contadas em camara de Neubauer para se determinar a acdo toxica desta
substancia sobre formas promastigotas. Foi observado que apds 96 h de tratamento, foi possivel
observar uma reducdo de aproximadamente 32% no ndmero de parasitos na concentragdo de

1,2 pg/mL e apresentando um 1Cso de 22,86 pg/mL (Figura 7).



33

25
4@ Nio-tratado
¥ ANF-B

4 1,2pg/mL
& 2.4pug/mL
24 4.8 pg/mL

20

15

10

n° de Parasitas (x 10%)

0 24 48 72 96
Tempo (h)

Figura 7. Atividade antipromastigota de CTX apds 96 horas de tratamento. Observa-se a
diferenca significativa no crescimento entre as promastigotas néo tratadas e os parasitas tratados
com 1,2 e 4,8 pg/mL. *p<0,05; ANF-B — tratados com anfotericina B® a 0,8 pg/mL.

3.4 ATIVIDADE ANTIAMASTIGOTA

Para analisar se a CTX estimula a fagocitose de L. amazonensis por macrofagos
murinos, o indice fagocitico foi calculado através das culturas de macro6fagos infectados com o
parasito e tratados com CTX nas concentracdes de 2,4 e 4,8 pg/mL por 24 horas. O tratamento
das células com 2,4 pg/mL resultou no aumento da capacidade fagocitica dos macrofagos (2,85
vezes maior, +0,01) quando comparada ao grupo controle ndo tratado (Figura 8 Al-A3).
Entretanto, com a continuidade do tratamento com CTX por 48h, nas mesmas concentracdes
citadas, os macrofagos infectados com L. amazonensis e tratados com CTX, foram capazes de
eliminar as amastigotas intracelulares, uma vez que o indice de sobrevivéncia dos parasitos foi
reduzido significativamente apresentando ICso de 2,28 pg/mL (4,0 vezes menor, +2,47, quando
tratado com 2,4 pg/mL; e 5,33 vezes menor, £0,29, quando tratado com 4,8 pug/mL) quando
comparado as células hospedeiras que estavam infectadas, porém ndo foram tratadas,

apresentando um indice de seletividade (SI) de 48 (Figura 8 B1-B3).
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Figura 8. Macrdfagos foram infectados com L. amazonensis e tratados com CTX por 24h (A)
e 48h (B). Al: indice fagocitico de células hospedeiras que foram tratadas com CTX por 24h.
Notar a diferenca significativa na fagocitose ap6s o tratamento com 2,4 pg/mL de CTX. A2 e
A3: Coloracéo por Giemsa de macréfagos infectados (CTL) e macréfagos infectados e tratados
com 2,4 ug/mL de CTX, respectivamente. Notar a grande quantidade de parasitas no interior
dos macréfagos (setas). B1: indice de sobrevivéncia de parasitos ap6s tratamento com CTX por
48h. B2 e B3: Colora¢do por Giemsa de macréfagos infectados (CTL) e macréfagos infectados
e tratados com 2,4 pg/mL de CTX, respectivamente. **p<0,01.

35 ALTERACOES MORFOLOGICAS
3.5.1 Areacelular

Apos a infeccdo dos macréfagos com promastigotas de L. amazonensis e o tratamento
com CTX na concentracdo de 2,4 pg/mL por 24 horas, foi possivel observar um aumento
significativo da area celular em macrofagos tratados (1,21 vezes maior, +0,91) quando

comparados aqueles infectados, porém sem tratamento com CTX (Figura 9).
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Figura 9. Andlise morfométrica demonstrando o aumento significativo da area média de
macrofagos apds a infeccdo com L. amazonensis e tratamento com 2,4 pg/mL de CTX. *p<0,05.

3.5.2 Morfologia de formas promastigotas e macréfagos por MEV em matriz de
colageno

Ao analisar a interagdo ap0s o tratamento com CTX, foi observado também como estas
células se comportariam quando co-cultivadas em ambiente que mimetizasse as condicdes
préximas as encontradas in vivo. Assim, foi realizada a co-cultura de L. amazonensis e
macrdfagos peritoneais e tratados com 2,4 e 4,8 pg/mL por 2 h e 30 min. E possivel observar
que nos grupos tratados com 2,4 (Figura 10B) e 4,8 pg/mL (Figura 10C) da CTX,
aparentemente ocorre uma maior concentracdo de parasitos interagindo com os macréfagos,

guando comparados ao grupo controle que nao recebeu tratamento (Figura 10A).
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Figura 10. Microscopia Eletronica de Varredura de co-cultivo em matriz de colageno de L.
amazonensis e macréfagos peritoneais murinos pelo periodo de 2h e 30 min. A — Co-cultura
controle, ndo tratada com CTX. B — Interacédo tratada com 2,4 pg/mL de CTX. C — Células
tratadas com 4,8 pg/mL de CTX. Notar o grande nimero de promastigotas interagindo com

macrofagos em B e C.
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3.6 PERFIL DE ATIVACAO MACROFAGICA
3.6.1 Producdo de NO

A producdo de NO também foi analisada em macrofagos infectados, uma vez que é
conhecido na literatura que L. amazonensis apresenta um efeito inibitorio na produgdo de NO
em macrofagos. No grupo controle positivo, os macro6fagos foram estimulados com LPS (2
pug/mL). Porém, foi possivel observar que a CTX foi capaz de reverter o efeito inibitorio
causado pelo parasito nas concentracdes de 2,4 e 4,8 ug/mL apds 24 h de tratamento, com o
aumento significativo da produgdo de NO nestas células (1,17 vezes maior, £0,12 quando
tratado com 2,4 pg/mL e 1,41 vezes maior, £0,23 quando tratado com 4,8 pg/mL,

respectivamente) comparado ao grupo controle que foi infectado, porém néo foi tratado com
CTX (Figura 11).
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Figura 11. Concentracao de nitrito em sobrenadante de cultura de macrofagos infectados com
L. amazonensis e tratados com CTX. E possivel observar uma concentracéo elevada de nitrito
no sobrenadante de cultura de macréfagos tratados com 2,4 e 4,8 ug/mL de CTX quando
comparados aos grupos controles negativos. LPS e INF-y foram utilizados como controles
positivos. * p< 0,05.

3.6.2 Perfil de citocinas

A secrecdo de citocinas por macréfagos infectados com L. amazonensis e tratados com
CTX foi analisada usando o sobrenadante das culturas. Os resultados obtidos por citometria de
fluxo mostraram um aumento significativo das citocinas IL-6 e TNF-a em macr6fagos tratados

com 2,4 pg/mL (5,5 vezes maior para IL-6 e 6,9 vezes maior para TNF-a) e 4,8 pug/mL (6,4
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vezes maior para IL-6; e 7,1 vezes maior para TNF-a) quando comparados as células do grupo

controle infectados, porém sem o tratamento com CTX (Figura 12A e 12B).
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Figura 12 — Concentracdo de citocinas em macréfagos infectados com L. amazonensis e tratados
com CTX. Notar o aumento da producdo de citocinas por macréfagos infectados ap6s o
tratamento nas concentracdes de 2,4 e 4,8 ug/mL de CTX por 24 horas. (A) Dosagem de TNF-
a. (B) Dosagem de IL-6. Anf-B — Anfotericina B como controle de tratamento. * p < 0,05.

3.6.3 Producéo de Prostaglandina E2 (PGE2)

Para avaliar a acdo da CTX na estimulacdo do processo inflamatorio, foi realizada a
dosagem de PGE2 no sobrenadante das culturas infectadas com L. amazonensis e tratadas com
2,4 e 4,8 pg/mL de CTX por 48h. A figura 13 demonstra a concentragcdo de PGE2 nos grupos
experimentais e é possivel observar que nos grupos tratados com CTX ocorre um aumento

significativo da producdo deste eicosanoide, quando comparado a cultura infectada, porém sem
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0 tratamento com a toxina. Como controle positivo para a estimulacdo da resposta inflamatoria,

foram utilizados LPS e INF-y, que também apresentaram grande producdo de PGE2.
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Figura 12. Grafico da producdo de PGE2 no sobrenadante de macréfagos infectados com L.
amazonensis e tratados com CTX por 48h. Notar o aumento significativo tanto no tratamento
com 2,4 pug/mL quanto em 4,8 pg/mL. *p<0,05.

3.6.4 Formacéo de corpos lipidicos

Uma vez que producdo de PGE2 se apresentou aumentada apds o tratamento com CTX,
foi analisado se esta toxina estimulava a producédo de corpos lipidicos durante 0s momentos
iniciais da interacdo macrdfago-Leishmania e também em sua menor concentracdo efetiva.
Assim, foi avaliado a partir da intensidade de fluorescéncia, obtida por citometria de fluxo, a
formacdo destas organelas durante a interacdo parasita-célula hospedeira utilizando o periodo
e a concentracdo na qual a CTX apresentou resultados mais significativo ao decorrer do
trabalho, isto €, apds 24 horas de tratamento e utilizando 2,4 pg/mL da toxina. Foi observado
que esta substancia é capaz de induzir o aumento significativo na formacéo dos corpos lipidicos
nas células infectadas com L. amazonensis. Como controle para o tratamento, foi utilizada
anfotericina B, a qual ndo se mostrou eficaz em estimular a formagéo desta organela (Figura
14).
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Figura 13. Gréfico da intensidade fluorescéncia por citometria de fluxo que representa a
formacdo de corpos lipidicos durante a interacdo macréfago — Leishmania. Notar o aumento
significativo da formacéo de organelas lipidicas no grupo tratado com CTX. *p<0,05.
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4 DISCUSSAO

A leishmaniose € uma doenca infecciosa negligenciada e as terapias atuais para o
combate a doenca apresentam diversas desvantagens, como a alta toxicicidade e o aumento de
casos de resisténcia pelos parasitas a estas substancias dificultando o tratamento e levando ao
mau progndstico da doenca (Adade et al., 2014).

Durante a infeccdo pelo protozoario Leishmania, os macrofagos e os neutrofilos sdo
rapidamente recrutados ao local da infeccdo. Durante a resposta inflamatdria inicial, os
neutrofilos sdo as primeiras células a responderem a infeccdo, seguidos dos macrofagos,
consideradas a célula hospedeira ideal para o desenvolvimento do parasito. Os neutréfilos
infectados sofrem apoptose, induzindo a sua fagocitose pelos macrofagos e transferindo o
protozodrio posteriormente a esta célula (Podinovskaia & Descoteaux, 2015). Desta forma, a
investigacdo de novas substancias que apresentem potencial para aprimorar a capacidade destes
macrofagos em eliminar os parasitos através da modulacdo da resposta imune e, ainda induzir
a producéo de agentes microbicidas, que sdo muito importantes para o controle da sobrevivéncia
destes protozoarios intracelulares.

Diversas substancias derivadas de animais sdo sugeridas como alternativas para o
tratamento da leishmaniose. Dentre estes componentes, as toxinas originadas de animais como
escorpides, aranhas, abelhas e principalmente de serpentes, s&o conhecidas por apresentarem
potentes agentes medicinais (Adade et al., 2013; Almeida et al., 2015; Bhattacharya et al., 2013;
Borges et al., 2006). Dentre estes agentes, podemos destacar a crotoxina, que é o principal
agente neurotoxico do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus. Apesar do potencial
terapéutico destas substancias, poucos trabalhos na literatura descrevem o uso da CTX no
combate ao protozoario Leishmania ou durante a interacdo com a sua célula hospedeira.

No presente trabalho foi possivel observar que ao se utilizar baixas concentracdes de
CTX em macréfagos peritoneais de camundongos, 0s mesmos ndo apresentaram dano celular
apesar da CTX, quando presente no veneno bruto de serpentes, promover efeitos neurotoxicos.
Passero et al. (2007) ao utilizarem a CTX derivada de C. d. cascavella, também observaram
que esta substancia ndo apresentava acdo toxica em macréfagos J774 em concentragcfes de até
100 pg/pogo. Entretanto, Han et al. (2014), estudando os efeitos da CTX derivadas de C. d
terrificus sobre células humanas de carcinoma pulmonar, mostraram que a toxicidade foi dose
dependente e maior com o decorrer do tempo de tratamento, porém em baixas concentragdes
nédo apresentaram alteracOes, similar ao encontrado no presente estudo. Estas observagdes séo

evidéncias da capacidade da CTX em atuar de diferentes formas de acordo com a célula alvo e
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a concentracao utilizada.

Durante a analise da atividade mitocondrial pelo método de MTT, foi observada uma
interessante alteracdo no metabolismo da mitocéndria nas células tratadas com CTX, onde estas
apresentaram um aumento significativo na formacdo de cristais de formazana, indicando
elevada atividade nesta organela. Para avaliar se esta alteracdo mitocondrial nas células tratadas
poderia estar influenciando em algum processo microbicida do macrofago, foi realizada a
quantificacdo de especies reativas de oxigénio (ROS) apos o tratamento com CTX. O resultado
obtido foi interessante, uma vez que as células tratadas por 24h com CTX, apresentaram um
aumento significativo na producdo de ROS. Entretanto, apds 48h de tratamento, ndo foi
observada diferenca, e ainda foi possivel detectar que utilizando a maior concentracdo de CTX,
houve uma diminuicdo da producdo de ROS pelas células. Sabendo que estas moléculas atuam
de forma determinante no estresse oxidativo, este resultado indica que a CTX esta estimulando
a acdo microbicida do macréfago, porém, apds o tratamento prolongado e uma dosagem
elevada, ocorre um feedback negativo, diminuindo a concentracdo de ROS produzido por esta
celula.

Resultados semelhantes obtidos por Costa et al. (2013) demonstraram que houve um
aumento na producdo de H.O> em macrdfagos co-cultivados com células cancerigenas e
tratados com CTX de Cdt. Paiva et al. (2011), utilizando uma fragéo do veneno da serpente
Bothrops atrox, também observaram que esta foi capaz de induzir a producdo de H>O2 em
polimorfonucleares de sangue periférico humano, aumentando a sua capacidade microbicida
frente aos patdgenos. Assim como Bhattacharya et al. (2013), ao estudarem o efeito
imunomodulador ex vivo do veneno bruto da serpente Bungarus caeruleus em esplendcitos de
camundongos, observaram um grande aumento da producdo de ROS nestas células apds o
tratamento do animal. Estas pesquisas indicam o elevado potencial imunomodulador das
substancias derivadas de venenos de serpentes, como a CTX, especialmente no combate a
doengas infecciosas anérgicas.

Como foi observado no presente estudo, a CTX apresenta uma participacdo importante
na modulagdo da resposta microbicida do macréfago, e por esta razdo também foi analisada a
acdo desta toxina sobre o protozoario Leishmania, avaliando a sua taxa de crescimento em
formas promastigotas, que foram tratadas com CTX por quatro dias, e amastigotas apds a
interacdo com macrofagos e tratados por 48h. Como resultado foi observado que esta substancia
reduziu o crescimento em 32% de promastigotas, apresentando um ICso de 22,86 pg/mL.
Também foi observado que a capacidade do macrdéfago em eliminar as amastigotas

intracelulares foi aumentada em quase trés vezes apds o tratamento com CTX (ICso = 2,28
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pg/mL) apresentando um indice de seletividade > 1, indicando que a toxina atua seletivamente
contra as formas promastigotas. Estes resultados podem ser comparados aos de Passero et al.
(2007) que, utilizando CTX derivada de C. d. cascavella, ndo observaram resultados
expressivos ao realizar o tratamento em promastigotas de L. amazonensis, apresentando um
ICso muito elevado (99,80 pg/mL), porém, ao utilizar o veneno bruto de C. d. terrificus, o
mesmo apresentou uma potente atividade leishmanicida, com o I1Cso de 4,7 pg/mL, indicando
que a fonte de obtencdo da CTX é um fator importante a ser considerado para avaliacdo da
atividade leishmanicida.

Outros estudos demonstraram acéo leishmanicida de componentes do veneno bruto de
serpentes, como o trabalho de Nunes et al. (2013), que ao testarem a PLA2 derivada do veneno
da serpente Bothrops pauloensis observaram que esta substancia apresentava tanto uma acgéo
antipromastigota (ICso 58.7 pg/mL), quanto a capacidade de eliminar amastigotas axénicas.
Entretanto, a PLA2 apresentou-se tdxica aos macréfagos peritoneais com um ICso de 5,6 pg/mL
da toxina, o que inviabiliza a utilizagdo desta substancia em estudos in vivo na concentracdo
que apresente atividade leishmanicida. Por outro lado, Adade et al. (2014) observaram que a
crovirina, uma proteina componente do veneno de Crotalus viridis viridis conseguiu inibir o
crescimento de amastigotas de L. amazonensis, no interior de macré6fagos, com um ICso de 1,05
pg/mL, porém esta mesma proteina ndo apresentou acao inibitéria sobre o crescimento de
promastigotas deste protozoario.

Estes estudos evidenciam que, apesar de outras toxinas apresentarem acao
leishmanicida, algumas ainda sdo muito téxicas a célula do hospedeiro, ou atuam somente sobre
uma das formas evolutivas do parasita, enquanto que a CTX derivada de Cdt, no presente
estudo, ndo demonstrou acéo citotdxica e apresentou acao leishmanicida em ambas as formas
do protozoario. Outro aspecto importante avaliado neste trabalho foram as alteracdes
morfoldgicas que a CTX promoveu nos macrofagos infectados com L. amazonensis. Dentre
estas alteracOes, foi observado que macrofagos tratados com CTX por 24 horas apresentaram
um espraiamento celular 1,21 vezes maior quando comparados aqueles néo tratados, sugerindo
alteracdo em sua morfologia, indicativa de ativacdo celular. Sampaio et al. (2006)
demonstraram que ao tratar macréfagos de ratos com CTX derivada de Cdt foi possivel observar
um aumento de projecOes citoplasmaticas quando comparado a macrofagos residentes nao
tratados. Os autores ainda sugerem que estas alteracbes podem estar relacionadas ao aumento
da capacidade fagocitica do macréfago apos o tratamento com CTX.

Este aumento da fagocitose foi observado no presente trabalho atraves da interagdo dos

macrofagos murinos com promastigotas de L. amazonensis, tratados por 24 horas com CTX.
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Ao avaliar os resultados, foi possivel observar que a CTX aumentou cerca de trés vezes a
capacidade dos macrdfagos fagocitarem os parasitas em relacdo aquelas células ndo tratadas.
Por outro lado, outros autores observaram uma acéo inibitoria da CTX (Sampaio et al., 2003,
2006a, 2006b). Entretanto, vale ressaltar que estes estudos avaliaram a acdo da CTX em
macrofagos residentes, ou seja, células que ndo entraram em contato com patdgenos ou outras
celulas.

Assim, é possivel inferir que, ao incubar macr6fagos com parasitos, possam ocorrer
ativacdo de vias distintas que deflagraram acdes fagociticas e microbicidas, levando a um
aumento da capacidade fagocitica e consequente eliminagdo dos mesmos. Diferentes receptores
podem estar relacionados ao processo de fagocitose de patdgenos e estes podem ser modulados
de acordo com as condigdes inflamatdrias da célula (Podinovskaia & Descoteaux, 2015; Ueno
& Wilson, 2012).

Setubal et al. (2011), usando o veneno bruto e toxinas obtidas de Bothrops alternatus,
demonstraram aumento na capacidade fagocitica de macréfagos tratados ao interagirem estas
células com zymosan. Resultados similares foram encontrados por Furtado et al. (2014) quando
macrofagos J774A.1 foram tratados com PLA2 extraida do veneno de Bothrops atrox que
também apresentaram aumento na atividade fagocitica de particulas de zymosan. Entretanto,
Macedo et al. (2015) ao estudarem os efeitos da crotamina, derivada do veneno bruto de Cdt,
ndo observaram nenhum efeito leishmanicida ap6s o tratamento de macré6fagos peritoneais
infectados com L. amazonensis com até 100 pg/mL da substancia. Estes fatos demonstram que
a alta capacidade dos macrofagos fagocitarem os parasitos, induzida pela CTX, observada neste
trabalho ap6s 24 horas, e a destruicdo destas amastigotas apos 48 horas de tratamento, pode
estar relacionada a uma efetiva resposta imune do hospedeiro.

A interacdo inicial entre a célula hospedeira e promastigotas de L. amazonensis também
foi avaliada neste trabalho. Para isto os macrofagos foram cultivados em matriz extracelular de
colageno e incubados com promastigotas de Leishmania por um curto periodo, para demonstrar
0S momentos iniciais do processo de interacdo. Foi observado que em culturas tratadas com
CTX aquantidade de promastigotas interagindo com as células foi aparentemente maior quando
comparado ao controle sem tratamento. Petropolis et al. (2014) demonstraram que a interacéo
macrofago-Leishmania atraves de uma matriz de colageno tipo | é capaz de aproximar da escala
real, a infeccéo pelo parasita. Estes autores ainda demonstraram que a presenca do macréfago
nesta matriz estimula a migracdo dos protozoarios, diminuindo em até 50% do tempo de
migracdo das promastigotas.

Estudos demonstram que o0s parasitas da espécie L. amazonensis apresentam a
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capacidade de suprimir a resposta microbicida da sua célula hospedeira (Balestieri et al., 2002;
Pereira & Alves, 2008). Entretanto, no presente trabalho, a CTX conseguiu reverter este
processo anérgico provocado pelo protozoario, através das alteracdes observadas na
morfologia, na capacidade de fagocitose e na eliminacdo de parasitas intracelulares pela célula
hospedeira. Para entender de que forma a CTX foi capaz de modular a resposta imune do
hospedeiro, foram analisadas a producdo de 6xido nitrico (NO), citocinas, prostaglandina E2
(PGE2) e a formacao de corpos lipidicos.

Ap0s o tratamento das células infectadas com L. amazonensis, foi observado o aumento
significativo da producdo de NO apds 24 horas da administracdo de CTX, indicando a reversao
da acdo inibitéria que a L. amazonensis exerce sobre macrofagos. Faiad (2012) demonstrou que
a producédo de NO por macrofagos derivados de ratos tratados com CTX, foi 77% maior quando
comparados a producdo por células de animais que ndo receberam o tratamento. Resultados
similares foram observados por Costa et al. (2013), ao utilizarem a CTX como imunomodulador
no combate a células cancerigenas. Estes autores observaram um aumento de 28% na producédo
de NO em comparacdo a co-cultura ndo tratada. Estes resultados demonstram a dualidade da
acao da CTX sobre macrofagos durante a resposta imunoldgica.

Ao observar o perfil de citocinas produzidas pelas células infectadas com L.
amazonensis e, posteriormente, tratadas com CTX, os resultados obtidos neste trabalho
demonstraram que o tratamento estimulou a producéo das citocinas inflamatérias 1L-6 e TNF-
a. A TL-6 esta principalmente associada ao desenvolvimento e a multiplicacdo de células Thl7,
as quais irdo produzir IL-17 que € um importante fator recrutador de polimorfo-nucleares para
o0 local da infec¢do (Mosser & Edwards, 2009). Enquanto que o TNF-a indica a ativacdo da
célula, geralmente através de receptores Toll-like e estd associado a producdo de INF-y (Liu et
al., 2014; Mosser, 2003).

A modulacdo da resposta do macréfago no combate a Leishmania, provocada pela CTX,
indica um perfil de ativacdo classica M1 desta célula, que € caracterizada pelo aumento da
producéo de NO e ROS, além de citocinas pré-inflamatorias como a IL-6 e 0 TNF-a que foram
observadas neste estudo (Cassado et al., 2011; Liu et al., 2014). Além das alteracGes
bioguimicas, as mudancas morfoldgicas, caracteristicas do perfil M1 de ativacdo, como o
espraiamento celular e o aumento de projecdes citoplasmaticas se tornam evidentes nestas
celulas (Cassado et al., 2011).

Outros fatores relacionados & imunomodulagdo do macrofago provocada pela CTX
foram avaliados neste trabalho, como a producéo de PGE2 e a formacao de corpos lipidicos

pelas células infectadas com L. amazonensis. Foi observado que ap6s o tratamento, as células
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infectadas com o parasito apresentaram aumento significativo na producdo de PGE2, tal qual
foi observado no grupo controle positivo, onde foram utilizados LPS e INF-y. Resultados
similares foram obtidos por Moreira et al., 2008 que ao utilizarem PLA2, derivada de Cdt, em
macrofagos peritoneais, também observaram aumento na producdo de PGE2. Estes resultados
demonstram a capacidade da CTX de estimular a reagdo inflamatéria do macréfago, o que é
benéfico no combate a infeccdo por L. amazonensis.

A producdo de PGE2 esta intrinsicamente ligada a formacdo de corpos lipidicos, uma
vez que, no interior destas organelas a PLA2 atua na via metabdlica do acido araquidénico que,
através de enzimas como a ciclooxigenase (COX), formam eicosanoides como a PGE2 que vao
ser liberadas para atuar na resposta inflamatéria (Aradjo-Santos et al., 2014; Rodriguez et al.,
2013). Neste estudo foi observado que macréfagos infectados com L. amazonensis e tratados
com CTX foram capazes de produzir mais corpos lipidicos quando comparados aqueles
infectados, porém que ndo receberam o tratamento. Este aumento na formagdo de corpos
lipidicos indica que a CTX estimula o metabolismo inflamatorio do macrofago, fornecendo
mecanismos microbicidas para a resposta imune. Furtado et al. (2014) ao estudarem o efeito da
PLAZ2 derivada de serpente Bothrops atrox observaram que ap6s o tratamento de macrofagos,
que haviam realizado fagocitose, a producdo de corpos lipidicos aumentou significativamente
em comparacdo aqueles que ndo haviam recebido o tratamento.

Desta forma, os resultados aqui apresentados mostraram que a CTX consegue reverter
a acdo inibitéria do protozoario Leishmania, estimulando a célula hospedeira a eliminar o
parasito através de mecanismos microbicidas. Portanto, CTX parece apresentar um grande
potencial terapéutico no combate a leishmaniose, principalmente quando causada por L.
amazonensis, que € responsavel pelo perfil clinico da doenca mais desafiador as terapias atuais.
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5 CONCLUSAO

e A CTX demonstrou atividade antipromastigota e antiamastigota;

e Macrofagos tratados com CTX apresentaram alta atividade mitocondrial com
producdo elevada de ROS;

e A CTX estimulou o espraiamento celular em macrofagos infectados com L.
amazonensis;

e Os macréfagos tratados com CTX apresentaram aumento na capacidade
fagocitica durante a interacdo com L. amazonensis;

e A CTX foi capaz de reverter a inibicdo da producdo de NO em macrofagos
infectados com L. amazonensis;

e Durante a interacdo em matriz extracelular, macrofagos tratados com CTX
apresentaram maior interacdo com promastigotas de L. amazonensis.

e A CTX estimulou a producdo de citocinas inflamatorias em macrofagos
infectados com L. amazonensis, indicando mais uma evidéncia da capacidade
desta toxina em reverter os efeitos inibitorios provocados pelo parasita.

e Macrdfagos infectados com L. amazonensis e tratados com CTX apresentaram
aumento na producdo de PGE2 e aumento na formacdo de corpos lipidicos,
indicando a ativagdo do perfil inflamatorio desta célula.

e A CTX foi capaz de promover a polarizacdo dos macréfagos a um perfil M1,
caracterizado pela acdo inflamatoria, demonstrando que esta substancia
apresenta um potencial terapéutico para doencas anérgicas como a leishmaniose

tegumentar causada por L. amazonensis.
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ANEXO 1

l-

(/ ik comité de ética em pesquisa

- Lﬂ{cepae com animais de experimentagao

PARECER BIO0&3-112
Projeto: Eferto da crotoxina (CTH) denvada de Cretalns dwrizsus ferrificis  sobre
macrofagos co-cultivados com Leishmania (Leishmeania) amazonensiz. ™
Coordenador: Prof Dha. Edilene de Olrvenz da Silva
Area Temitica: Bicloza
Vigéneia: 1002011 a 1072015
Niowe CEPAE-UTPA: BIOO53-12

O projeto acimsa wdenhificade fo avahado pelo Comite de Etica Em Pesqusa Com
Anmars de Experimentagio da Unversidade Federal do Para (CEFPAE). O tema eleifo para
a mmvestigacao e de alfo teor clentifico justificande a uhilizacio do modelo amimal proposto.
(k= procedimentos experimentals uhhzados seguem as normas locals & internacionals para
trataments & mampulagio de amimzrs de expenmentacio. Portanto, o CEPAE, atraves de
seu presidente, no uso das anbuigdes delegadas pela portaria Mo 39882011 do Rertor da
Unrversidade Federal do Pard, resolve APROVAR a2 uihragio de ammais de
expenmentacio nas strvidades do projeto em questio, no periodo de vizéncia estabelecido.
A= atrndades expenmentals fora do periedo de vigéncia devem receber pova autorizagio
deste comité.

Belém 18 de setembro de 2011

e

Presidente do Comuté de Efica Em Pesquis
Com Amimais de Expenmentacio dalhnmldadeFedﬂaldn Para
Federal do Para
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