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A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como calazar, € uma
protozoonose crénica, causada por parasitas do género Leishmaniasp. (1).
Taxonomicamente estes parasitas pertencem a ordem Kynetoplastidae, familia
Trypanossomatidae e ao género Leishmania, sua transmissao ocorre através

da picada de um vetor flebotomineo(1,2,3).

Com ampla distribuicdo geografica a LV € causada por diferentes
especies pertencentes ao complexo Leishmania donovani que inclui as
espécies: Leishmania donovani encontrada na Asia e Africa, Leishmania (L)
infantum infantum no Mediterraneo e Leishmania (L) infantum chagasi na

América do Sul (2).

A distribuicdo geografica do parasita possui intima relacdo com a
dindmica populacional entre os vetores e hospedeiros, disponibilidade de
reservatorios, modificagcbes ambientais, baixa condicdo econdémica e de
saneamento basico e distribuicdo geografica do vetor (2-4). Estima-se que no
mundo ocorram cerca de 500.000 casos por ano, com uma mortalidade de
59.000 pessoas por ano dos quais 90% dos casos ocorrem na india,
Bangladesh, Nepal, Sudéao e Brasil (5).

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) é causada pelo parasita L(L)
infantum chagasi, € encontrada em pelo menos 12 paises da América Latina,
onde 90% dos casos ocorrem no Brasil (2). Segundo dados do Ministério da
Saude, no periodo de 1990 a 2011 foram notificados 65.235 casos de LV no
Brasil, sendo que 67,85% (44.262 casos) ocorreram na regido Nordeste,

destacando-se nos estados do Maranhao, Piaui, Ceara e Bahia (7-10).

O L(L) infantum chagasi parasita uma grande variedade de mamiferos
como canideos, felideos, roedores, marsupiais, procionideos, ungulados
primitivos e alguns primatas, inclusive o homem (11-12). Porém, para que um
animal hospedeiro seja considerado reservatério para Leishmania, o parasita
isolado do animal deve ser indistinguivel daquele que pode ser encontrado no

humano(13).
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No Brasil, existe de um ciclo selvatico da L infantumchagasi, envolvendo
o cachorro-do-mato (Cerdoncyon thous), o lobo-grara (Chrysocyon brachyurus)
a raposa do campo (Pseudalopex vetulus) e o gamba (Didelphis albiventris)(13-
14).

No ciclo urbano, o cdo € considerado o principal reservatério da LVA
para humanos. Sua suscetibilidade ao parasita, assim como, sua alta taxa
reprodutiva, abandono, adaptacéo do vetor ao meio urbano geram condi¢des

para uma possivel epidemia da enfermidade (15).

Os vetores relacionados com a dispersdo do agente sdo os mosquitos
da familia dos flebotomideos. A espécie Lutzomyia longipalpis, também
conhecida por mosquito-palha, birigui ou tatuquiras, se constitui no principal
vetor brasileiro (16). Estes insetos vivem em habitats variados, mas as formas
imaturas desenvolve-se em ambientes terrestres umidos, ricos em matéria
organica e de baixa luminosidade o que dificulta o controle com inseticidas
(17).

O ciclo de vida de L. (L) infantum chagasi tem inicio com a inoculag¢édo de
formas infectantes do parasito (promastigota metaciclico) no hospedeiro
durante o repasto sanguineo de fémeas infectadas do vetor Lutzomyia
longipalpis (18-19). Ao atingirem a circulagdo sanguinea, as formas
promastigotas de Leishmania sp. utilizam de mecanismos préprios para

sobreviver a lise celular, que é ativada pelo sistema complemento (20).

Devido a este mecanismo protetor, a Leishmania sobrevive ao ataque do
hospedeiro e ainda consegue invadir macréfagos através da manipulacao dos
receptores celulares CR1 e CR3 21.A invasédo de macréfagos é uma estratégia
essencial para a sobrevivéncia da Leishmania sp. Dentro deles, o parasito esta
protegido contra a resposta imune do hospedeiro (20).Apbés fagocitar o
parasita, o macréfago utiliza-se do estresse oxidativo como principal arma para
eliminar o parasita produzindo agentes oxidantes como radicais do oxigénio e

do nitrogénio (22) .

No interior dos macréfagos as formas promastigotas se transformam em

amastigotas, que se multiplicam, levando ao rompimento desta célula
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hospedeira, conforme pode ser observado na figura 1. Alise leva a liberagéo de

grande quantidade de parasitas, que infectam outros macréfagos (23).

Ciclo de vida Leishmaonia (L) infantum
chagasi em de mamiferos.
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Figura 1. Representagdo esquematica do ciclo urbano de vida de Leishmania

(L) infantum chagasi .

Quando individuos infectados s&do picados pelo inseto vetor, as
amastigotas de leishmania sdo sugadas juntas com o sangue. Chegando ao
intestino delgado do vetor, transformam-se em promastigota, e o ciclo se

reinicia (24).

A sintomatologia da LV é caracterizada por um conjunto de
manifestacbes clinicas: hepatoesplenomegalia, caquexia, pancitopenia,
emagrecimento, palidez, hemorragias e febre, que podem levar a morte caso o

paciente ndo seja tratado (25-26).
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No Brasil, a droga de primeira escolha para o tratamento da LVA é um
antimonial penta valente, Sb5+, a N-metil-D-glucamina (Glucantime®) (27-28).
A sua via de administracéo é parental, o tratamento leva de 20 a 30 dias sendo
necessaria internagdo, o que encarece o tratamento, além disso, os efeitos
colaterais podem levam alguns pacientes a interromper tratamento, o que pode

acarretar no aparecimento de cepas resistentes(29).

O mecanismo de acao dessa droga parece estar relacionado a influéncia
na glicolise e B-oxidacdo de acidos graxos das formas amastigota, o que
culmina com a deplegdo dos niveis intracelulares de ATP (30-31). Os seus
efeitos colaterais sdo: dor no local da aplicagdo e nas articulagbes, problemas
gastrintestinais, cardiotoxicidade e em alguns casos, insuficiéncia renal e

hepatica elevacao das transaminases hepaticas (32-33).

A N-metil-D-glucamina é contraindicada para pacientes gestantes,
principalmente no primeiro trimestre da gestacdo, e para pacientes com
cardiopatias, doenga de Chagas, hepatopatias, nefropatias e tuberculose
pulmonar (34). Além da toxicidade, o alto custo, dificuldade de administragéo
da droga e aumento da morbidade ainda s&o limitagdes para o uso dessa

droga no tratamento da leishmaniose (35) .

Quando ndo se obtém resposta satisfatéria com o tratamento pelo
antimonial pentavalente ou na impossibilidade do seu uso, as drogas de

segunda escolha s&o a anfotericina B e as pentamidinas (33, 35).

O desoxicolato de anfotericina B é um antibidtico poliénico de
reconhecida agao leishmanicida, usado desde 1960. Seu modo de acéao
consiste na interferéncia sobre ésteres (episterol precursor do ergosterol) da
membrana citoplasmatica de Leishmania (36; 33).0 24-ergosterol € o principal
esterol existente em membranas de Leishmaniae fungos. Assim, a anfotericina
B altera a composi¢do de ester6is da membrana e, por consequéncia, sua

permeabilidade, levando o parasito a morte (32).

Seu uso é bastante restrito devido aos inUmeros efeitos téxicos que
apresenta, como febre, calafrios, hipotensao ou hipertenséo, nauseas, vomitos,

hipopotassemia e flebite no local da infusdo e os menos frequentes séo
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anorexia, insuficiéncia renal, anemia, leucopenia e altera¢des cardiacas contra-
indicada em pacientes cardiopatas, hepatopatas e, especialmente,
nefropatas(34-37). A via endovenosa e o grande periodo de hospitalizagédo

requerido, impedem seu uso fora do ambiente hospitalar (33,35, 37).

Existe a formulacao lipossomal da anfotericina B a qual € bem absorvida
pelo sistema fagocitario mononuclear, no qual, os parasitas residem, sendo
pouco absorvido pelo rim, érgéo ao qual o farmaco é toxico, porém seu custo é
muito elevado (32, 38).

As dificuldades quanto a administracdo e a duragcdo do tratamento
(aplicagbes diarias durante aproximadamente 20 dias), paralelamente aos
efeitos colaterais, tém estimulado pesquisas visando buscar drogas alternativas

que facilitem o tratamento (38).

Neste sentido, as pegonhas de serpentes sao misturas complexas de
proteinas biologicamente ativas e com alvos especificos e peptidios com
propriedades enzimaticas e ndo enzimaticas. que possuem diversas atividades

biolégicas, os quais compreendem cerca de 90 a 95% de seu peso seco (39).

Seus componentes inorganicos sao ions metalicos como, calcio, cobre,
ferro, potassio, magnésio, manganés, sodio, fésforo, cobalto e zinco (40). Entre
0s componentes organicos nao protéicos encontramos aminoacidos livres e
pequenos peptidios, carboidratos, lipidios, principalmente fosfolipidios e aminas

biogénicas (41).

O Brasil possui cerca de 50 espécies de serpentes peconhentas com
destaque para as serpentes dos géneros Bothrops, Crotalus e Micrurus aos
quais sao relatados a maioria dos acidentes ofidicos. As serpentes do género
Crotalus sao responsaveis por muitos acidentes fatais, os principais
componentes proteicos de sua peconha: giroxina, convulxina, crotoxina e

crotamina, sendo a crotoxina seu componente majoritario. (42, 43, 44)

O envenenamento causado pela picada dessa espécie causa efeitos
neurotoxicos, miotdxicos e coagulopaticos(45).0 principal componente tdxico
da peconha de Crotalus durissus terrificus é a crotoxina, que representa 40 a

60% do peso seco do veneno, (46) e também € a principal neurotoxina desta
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peconha (47). Possui duas sub-unidades com ligacdo nao covalente:
crotapotina (acida) com peso molecular entre 8,0 e 9,0 kDa e fosfolipase A,

com peso molecular entre 14,5 e 16,0 kDa (48, 49)

As PLA; das peconhas ofidicas sao proteinas abundantes que possuem
uma grande diversidade funcional e seus efeitos sistémicos sao miotoxicidade,
cardiotoxicidade, neurotoxicidade, nefrotoxicidade, hepatooxicidade,reprodu-
toxicidade e hemorragia sistémica (50-54). Essas proteinas também induzem a
producdo de mediadores inflamatérios, mediadores vaso dilatadores e vaso
constritores como as prostaglandinas histaminas, kininas, eicosanoides, fator
de ativacdo de plaquetas, catecolaminas, dopamina, oxido nitrico e

endotelinas(55).

Em geral as PLA; possuem estruturas similares e apresentam atividades
biolégicas diversas (56, 57). De acordo com a similaridade de suas sequéncias
de aminoacidos, homologia estrutural, a PLA, catalisa a hidrélise da ligagao 2-
acylester do 3-sn fosfolipidios produzindo &acidos graxos e lisofosfolipidios
(56, 57).

Tendo em vista a similaridade da sequnécias de aminoacidos, homologia
estrutural, pontes disulfidicas e outros critérios a superfamila PLA tem sido
classificada em 15 grupos com 23 subgrupos (58, 59).Baseada na similaridade
da sequéncia de aminoacidos pontes disulfidicas, especificidade tecidual,
funcao celular as PLA; de peconhas de serpentes estao incluidas nos grupos |
e 11(60, 61).

Varias PLA,ja foram isoladas dos venenos de serpentes sao proteinas
com tamanho variando de12- 21 KDa. A maioria das PLA, sdo proteinas
basicas constituidas de 118-132 aminoacidos com sete ligagcbes disulfidicas
(62-64).

As PLA, das peconhas de serpentes podem ser classificadas em 2
grupos: as do grupo | sdo encontradas em serpentes da familia elapidae,
enquanto que as grupo Il estao presente em serpentes da familia viperidae (64,

65). Estas ainda podem ser classificadas em 3 grupos: a) as classicas com

acido aspartico no carbono 49 (Asp*®), as quais apresentam atividade catalitica;
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b) as variantes, contendo lisina no carbono 49 (Lys*); c) as variantes com
serina ocupando a posicdo 49 (Ser®), sendo estas duas ultimas com muito

baixa ou nenhuma acao catalitica (65)

As PLA; das peconhas de serpentes possuem varias bioatividades,
como induc¢do da motilidade de células endoteliais, atividade antimicrobiana,
anticoagulante, antitumor, inibicao da agregacao plaquetaria,
neurotoxicidadepré e pos-sinaptica, miotoxicidade, cardiotoxicidade, podendo
ainda apresentar efeitos convulsivantes, hipotensivos e proé-inflamatoérios (66-
71).

A acéo in vitro das PLA, em formas promastigota de Leishmania sp. foi
verificada por alguns pesquisadores demonstraram que MjTx-Il, uma PLA; Lys-
49, isolada da peconha de Bothrops moojenif oi capaz de reduzir
aproximadamente 50% da populacao de Leishmania sp. (L. (L.) amazonensis,
L. (V.) braziliensis, L. (L.) major e L. (L.) donovani (72). Duas PLA, (MTX-I e Il)
de Bothrops brazili € seus respectivos peptideos sintéticos derivados da regidao
C-terminal (pepMTX-I e pepMTX-Il) foram testadas contra L. (L.) amazonensis
e L. (V.) braziliensis. Tanto MTX-I, uma PLA; Asp-49 quanto MTX-Il, uma
PLA.Lys-* apresentaram efeito anti-parasitario de aproximadamente 90% na
concentragdo de 100ug/mL, enquanto os peptideos foram capazes de matar

cerca de 70% das Leishmania sp. na dose de 120ug/mL (73).

Contrariamente, outro estudo demonstrou, in vivo e in vitro, que a
PLAjisolada de Crotalus durissus collilineatus, uma Lys49 pode estimular o
crescimento de formas amastigota de L. (L.) amazonensis. Segundo os
autores, isso se deve, provavelmente, ao fato das PLA, serem fatores de
progressdo para a leishmaniose cutanea (74). Outra PLA.Lys-*, a BmarPLA,,
de Bothrops marajoensis, foi incapaz de inibir o crescimento de L. (L.)
amazonensis e L. (L.) chagasi (98).Por fim, Peichoto et al. 2011 (75),
verificaram que a PLA;Trimorphin, uma Asp-49 isolada de Trimorphodon
biscutatus, exibe potente efeito citotoxico contra Leishmania (L.) major. Os
autores observaram que concentragbes muito baixas de toxina estimularam a
proliferacdo celular, enquanto concentragdes maiores inibiram a viabilidade

celular do parasito.
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Outros componentes das peconhas de serpentes que tem despertado
interesse sdo os peptideos, que sao moléculas de tamanho reduzido
geralmente com de 8 a 70 residuos de aminoacidos, e alta afinidade e
seletividade a seus sitios de ligagdo, fazendo destas boas candidatas ao

desenho de novas drogas(76-79).

Varios tipos de peptideos, com potencial terapéutico, ja foram
identificados nos venenos de serpentes: peptideos natriuréticos do tipo c,
peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs), sarafotoxinas, waglerinase
peptideos com atividade inibitéria em metaloproteinases (80-95).0s peptideos
potenciadores de bradicinina, isolados do veneno da serpente Bothrops
jararaca, foram os primeiros inibidores naturais da enzima conversora de
angiotensina (ECA)(96).

Estas sustancias foram utilizadas como prototipo para o
desenvolvimento de produtos anti-hipertensivos, como o Captopril® 97.
Recentemente, novos estudos para drogas anti-hipertensivas estdo voltados
para o Evasin (endogenous vaso peptidases inhibitor), substéncia anti-
hipertensiva, mais seletiva do que o Captopril, ndo imunogénica e com agéao

mais prolongada(98).

Do veneno da Crotalus durissus terrificus, foi identificada uma
substancia analgésica mais potente do que a morfina, de longa duracao e que
nao provoca dependéncia e tolerancia também foram identificados
hipotensoras, em outro estudo a fracdo peptidica do veneno teve efeito
hipoglicémico em ratos wistar diabéticos (99).Ainda da peconha de Bothrops
Jararaca, foi isolado o PEP5J um peptideo antimicrobiano (PAM) que foi capaz

de inibir o crescimento in vitro de Candida albicans (100).

Os PAM sao moléculas curtas de (12 a 100 aminoacidos), com carga
positiva (geralmente +2 ou +9), anfifilicos e tem sido isolados de diversos
organismos como: anfibios, aves, insetos e outros invertebrados, mamiferos,

organismos unicelulares, plantas (101, 102 ).

Atuam como primeira linha de defesa do sistema imunologico

participando primariamente no sistema imunologico inato atuando como
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barreira inicial de imunodefesa em muitos organismos, incluindo plantas,
insetos, bactérias e vertebrados (103-105). A expressao desses PAMs pode ser
induzida por estimulos infecciosos ou estimulos inflamatérios com citocinas
proinflamatérias, bactérias ou produtos bacterianos (lipopolisacarideo-LPS) que
provocam imunidade inata (106).De natureza catibnica, apresentam
caracteristicas anfipaticas, que facilta sua insercdo nos lipideos das

membranas externas dos microorganismos (107).

Sao classificados em 4 grandes classes: a) peptideos a-hélice linear
anfipaticos, b) peptideos ciclicos ou ciclicos com extremidades abertas com
uma ou mais pontes de cisteina, c) peptideos ricos em um tipo particular de
aminoacido e d) peptideos gerados a partir da hidrolise de uma proteina

precursora (108).

Mais de 700 PAM de < 5 kDa com um alto nivel de aminoacidos
basicos e hidrofébicos ja foram identificados em muitas espécies (109, 110).
Representam antimicrobiais de amplo espectro contra bactérias fungos e
parasitas. Essas propriedades despertaram o interesse das industrias
farmacéuticas as quais ja produziram varias drogas derivadas de peptideos da
peconha de serpentes e diversos ensaios pré-clinicos ou clinicos estdo sendo
desenvolvidos para o tratamento de dores, diabetes, esclerose mdultipla e

doencas cardiovasculares (111).

Como dito anteriormente, a LVA € um grave problema de saude publica,
o seu tratamento é feito com quimioterapicos, que apresentam uma série de
problemas, como resisténcia do parasita e inducdo de efeitos colaterais, que
limitam a utilizacao, além do tempo prolongado do tratamento (20 a 30 dias)

que exige internacao, encarecendo o tratamento.

A complexidade estrutural dos componentes da pegonha de serpentes
faz deles, modelos ideais para o desenvolvimento de estudos buscando a
producao de novos farmacos eficientes contra a LVA. Porém, faz-se necessaria
prévia avaliacdo desses compostos in vitro e in vivo visando desvendar seu

mecanismo de acéo.
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Assim, este trabalho teve como objetivo pesquisar novos compostos com agéo
antileishmania, usando como recurso a pegonha de serpentes como alternativa

aos farmacos classicos e seus efeitos colaterais.
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Atividade in vitro da fosfolipase A; e da fracao peptidica extraidas do veneno de
Crotalus durissus terrificus sobre formas amastigotas e promastigotas de
Leishmania (L) infantum chagasi

Gustavo A. C. Barros I, Ill, Andréia V. Pereira Il, lll, Luciana Curtolo de Barros
[, 111, Airton Lourengo Jr. IlI, 1ll, Sueli A. Calvi Il, lll, Lucilene D. Santos II, Il
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ABSTRACT. Gustavo A. C. Barros, Andréia V. Pereira, Luciana Curtolo de
Barros, Airton Lourenco Jr., Sueli A. Calvi, Lucilene D. Santos, Benedito
Barraviera, Rui Seabra Ferreira Jr. 2014. In vitro activity of phospholipase A2
and the peptide fraction extracted from Crotalus durissus terrificus on
amastigotes and promastigotes of Leishmania (L) infantum chagasi . Atividade
in vitro da fosfolipase A2 e da fragcéo peptidica extraidas do veneno de Crotalus
durissus terrificus sobre formas amastigotas e promastigotas de Leishmania (L)
infantum chagasi. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Centro de
Estudos de Venenos e Animais Peconhentos da UNESP - CEVAP.
Universidade Estadual Paulista — UNESP, Rua José Barbosa de Barros, 1780.
Fazenda Experimental Lageado, CEP: 18610-307, Botucatu, Sao Paulo, Brazil.
Email: rseabra@cevap.unesp.br, ruicevap@gmail.com. American visceral
leishmaniasis is caused by the intracellular parasite Leishmania ( L ) infantum
chagasi , and transmitted by sand fly Lutzomyia longipalpis. Treatment is based
on classical chemotherapeutics with significant side effects and the search for
new drugs is the greatest global challenge. Thus , this in vitro study aimed to
evaluate the anti - leishmanicidal effect of Crotalus durissus terrificus venom’s
fractions on promastigotes and amastigotes of Leishmania (L) infantum
chagasi. The whole venom were purified two fractions called respectively
phospholipase A, (PLA;) and peptide. Furthermore, promastigotes and
macrophage infected per amastigotes were exposed to serial dilutions of the
peptide fraction and PLA; at intervals varying between 1.5625 pg/mL and 200
pg/mL. Both showed activity against promastigotes and varies according to the
tested doses and the time of incubation. The MTT assay (3-(4,5-Dimethyl-1,3-
thiazol-2-yl)-3,5-diphenyl-2H-tetrazol-3-ium bromide) against promastigotes
showed 1Cs, of 52.07 yg/mL to PLA,, and 16.98 pg/mL for peptide venom’s
fraction. The MTT assay to evaluate the cytotoxicity in peritoneal macrophages
showed an ICs of 98 pg/mL for PLA; and 16.98 pg/ml for peptide. In peritoneal
macrophages infected by Leishmania (L) infantum chagasi amastigotes the
PLA; stimulated growth of parasites, at higher doses was able to control 23 %
growth. The peptide fraction controlled 43 % of the intracellular parasite growth
at a dose of 16.98 ug/mL, showing up this dose toxic to macrophages . Both
fractions stimulated H,O, production by macrophages but only PLA, was able to
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stimulate NO production . The results encourage further studies to describe the
metabolic pathways involved in cell death , as well as the prospect of molecules
with antiparasitic activity present in the peptide fraction of Crotalus durissus
terrificus.

INDEX TERMS: PLA;, leishmanicidal activity, peptide, Crotalus dutissus
terrificus, venom.
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RESUMO. A leishmaniose Vvisceral americana, causada pelo parasita
intracelular Leishmania (L) infantum chagasi, é transmitida pela picada do
mosquito Lutzomyia longipalpis. O tratamento € realizado a base de
quimioterapicos classicos, que desenvolvem importantes efeitos colaterais no
hospedeiro. A prospeccao de novas drogas é o grande desafio mundial do
momento. Assim, este estudo realizado in vitro teve por objetivos avaliar o
efeito anti-leishmania de fracbes do veneno de Crotalus durissus terrificus
sobre as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (L) infantum
chagasi. Do veneno total foram extraidas e purificadas duas fragdes
denominadas respectivamente de fosfolipase A, (PLA:) e peptidica. Além disso,
formas promastigotas e macrofagos infectados por amastigotas foram expostos
a uma diluicdo seriada de PLA; e da fracdo peptidica em intervalos que
variaram entre 1,5625 ug/mL e 200 pg/mL. Ambas demonstraram atividade
contra as formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum chagasi variando
de acordo com as doses testadas e o tempo de incubagdo. O ensaio MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) das fracées contra as
formas promastigotas mostrou IC50 de 52,07 pg /mL para a PLA;, e uma IC50
de 16,98 ug/mL para a fracdo peptidica. O ensaio MTT para se avaliar a
citotoxicidade nos macroéfagos peritoneais mostrou uma IC50 de 98 ug/mL para
PLA; e uma ICs 16,98 pg/mL para a fracdo peptidica. Nos macréfagos
peritoneais infectados pelas formas amastigotas de Leishmania (L) infantum
chagasi a PLA, estimulou o crescimento dos parasitas; em doses mais
elevadas foi capaz de controlar em 23% o seu crescimento. A fragdo peptidica
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controlou 43% do crescimento do parasita intracelular na dose de 16,98
pg/mL., mostrando-se toxica acima desta doe para os macréfagos. Ambas as
fracbes estimularam a producdo de H.O. pelos macrofagos, mas apenas PLA;
foi capaz de estimular a produgdo de NO. Os resultados encorajam novos
estudos para se descrever as vias metabodlicas envolvidas no processo de
morte celular, bem como a prospeccao de moléculas com atividade
antiparasitaria presentes na fragdo peptidica do veneno de Crotalus dutissus
terrificus.

TERMOS DE INDEXACAO: PLA,, Atividade leishmanicida, pepideos, Crotalus
adutissus terrificus, veneno.

INTRODUGCAO

A relevancia epidemiolégica da Leishmaniose Visceral Americana (LVA),
causada pelo parasita Leishmania (L) infantum chagasi, como doenga
negligenciada tem aumentado significantemente na América Latina e
principalmente no Brasil, onde ocorre 90% dos casos (Costa 2011). Transmitida
pela picada de Lutzomyia longipalpis, infectadas com as formas promastigotas
(da Silva et al. 2010), o cédo é considerado o principal reservatorio para os
humanos (OPAS 2010, Dantas-Torres et al. 2012).

Seu tratamento é feito com quimioterapicos como os antimoniais Glucantime,
Pentostan, além da Anfotericina B e Pentamidina, todos estes com altos indices
de efeitos colaterais graves (Berman 1998, Gontijo&Melo 2004, Ordonez-
Gutiérez et al. 2007). A infecgdo desencadeia um conjunto de manifestagbes
clinicas que podem levar a morte, caso o paciente ndo seja tratado. A
toxicidade das drogas, as dificuldades quanto a administragéo e a duragéo do
tratamento, aliados a sua baixa eficacia para os seres humanos e praticamente
inexistente para os animais, estimula a pesquisa de novos compostos
leishmanicidas naturais, tais como aqueles derivados a partir de venenos de
animais.

O veneno de serpentes € composto por uma mistura complexa de proteinas
distintas e apresentam diferentes actividades farmacoldgicas que podem gerar
diferentes moléculas ativas. O veneno de Bothrops mojeeni pode inibir o
crescimento de Leishmania spp. devido ao peréxido de hidrogénio gerado pela
atividade da enzima L-aminoacido oxidase (Tempone et al. 2001). Venenos de
Cerastes, Vipera, e Naja também exercem um efeito inibidor do crescimento
em Leishmania infantum donovani (Fernandez-Gomez et al. 1994). O veneno
de Crotalus durissus cascavella tem trés principais fragdes com atividade anti-
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leshimaniose . A cascavel Sulamericana Crotalus durissus terrificus (Cdt),
possui em seu veneno, varias proteinas biologicamente ativas, como giroxina,
crotamina, convulxina, crotoxina e peptideos.

A crotoxina é o principal componente téxico da peconha de Cdt. E constituida
por duas subunidades, sendo uma acida e sem agao enzimatica denominada
Crotapotina, e uma basica com fungcéo de Fosofolipase A, (PLA;), que possui
acao neurotdxica e miotoxica (Rubsamen et al. 1971; Hendon & Fraenkel-
Conrat 1976). A acéo in vitro de PLA, de serpentes do género Bothrops contra
formas promastigota de Leishmania sp. foram avaliadas obtendo-se resultados
animadores contra estes parasitas (Stabeli et al. 2006, Costa et al. 2008,
Nunes et al. 2013). Outro componente importante da peconha de Cdtf é a
fracdo peptidica, que é composta por moléculas de baixo peso molecular.
Desta fragao peptidica ja foram descritos peptideos com acdo anestésica e um
peptideo natriurético, mas nunca foram avaliados contra Leishmania.

Considerando-se que, os venenos de serpentes s&o grande fonte de
substancias proteicas bio-ativas que podem atuar em diversos sistemas
fisiologicas, o objetivo deste estudo foi avaliar a agcdo de PLA: e da fragéo
peptidica da peconha de Crotalus durissus terrificus contra Leishmania (L)
infantum chagasi , na infecgédo in vitro em macréfagos murinos e em cultura de
promastigotas.

MATERIAL E METODOS

O veneno de Cdt foi gentilmente cedido pelo Centro de Estudos de Venenos e
Animais Peconhentos, UNESP, Botucatu, Brazil. Todo procedimento realizado
seguiu os principios éticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagédo Animal (COBEA), sendo aprovado pela Comissao
de Etica na Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP, CEEA 890-2011.

A concentracdo de proteinas presentes no veneno e das fragdes foi
determinada pelo método de Bradford, usando albumina sérica bovina (BSA)
como padrdo molecular (Sigma, EUA) (Bradford 1976). A eletroforese foi
realizada em condi¢des desnaturantes a 13% (m/v), a fim de avaliar a pureza
das amostras e as massas moleculares das proteinas isoladas (Laemmli 1970).

O isolamento e a purificacdo da PLA, foram realizados utilizando um
equipamento de cromatografia liquida do tipo FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) modelo Akta Explorer 100 (GE HealthCare®). Para tanto, trés
etapas cromatograficas foram realizadas. Nas duas primeiras, a estratégia
cromatografica adotada foi exclusdo molecular, utilizando a coluna Hiprep
26/60/Sephacryl S-100 HR (2,6 x 60 cm, GE HealthCare®). A leitura
cromatografica foi realizada com um fluxo de 1 mL/min sob absorbancia de 280
nm. Um grama de veneno de ¢« liofilizado foi diluido no préprio tampao de
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equilibrio e eluicdo contendo 50 mM de Formiato de Amdnio e 150 mM de
NaCl, pH 3,5. A fragéo eluida entre os volumes 40 e 60 mL foi coletada e
liofilizada, sendo recromatografada nas mesmas condigbes descritas. Em
seqguida, a fracao eluida entre os volumes 42 e 52 mL foi coletada e liofilizada
novamente. Na terceira etapa do processo de purificagdo, empregou-se uma
separacao de proteinas pela estratégia de troca ibnica por meio da coluna
aniénica Hitrap DEAE (0,7 x 2,5 cm, 1 mL, GE HealthCare®) previamente
equilibrada em tampao 6M de uréia e 50 mM de Tris, pH 7,3. Uma solucéo de
100uL com uma concentracdo de 2,7 pg/mL da fragdo protéica purificada
diluida em tampao de equilibrio foi injetada para um fluxo de 0,5 mL/min e
absorbancia de 280 nm, sob um gradiente de 0 a 100% do tampé&o de 6M de
uréia, 50mM de Tris e 1M de NaCl. Apds 27 minutos, a fracdo de interesse foi
coletada. (Hendon & Fraenkel 1971).

A identificacdo da PLA; foi realizada pela atividade fosfolipasica (Costa et al.
2008) e por meio do sequenciamento dos aminoacidos de sua por¢cédo N-
terminal, pela técnica de Quimica Degradativa de Edman (Edman & Begg
1967) utilizando um equipamento automatico modelo PPSQ-21 (Shimadzu®),
seguindo as instru¢cdes padrdes do fabricante. Estes procedimentos foram
utilizados para avaliar se a proteina isolada era a de interesse do presente
estudo.

Para a obtencéo da fracao peptidica, 300 mg do veneno liofilizado de Cdt foram
diluidos 2 mL de TFA a 0,1% (v/v) e homogeneizado. O sobrenadante foi
colocado em um concentrador do tipo Viva spin 2-3000 MW (GE HealthCare®)
e centrifugado a 3000 rpm por 30 minutos. Este processo foi repetido por trés
vezes até a passagem de toda a solugdo pelo concentrador (Barreto et al.
2012) .

Os promastigotas de L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/1972/LD) foram
mantidos em meio bifasico de Agar-sangue, Novy-MacNeal-Nicolle-NNN
associado com meio LIT (Liver Infusion Tryptose) suplementado com 10% (v/v)
de Soro Fetal Bovino (SFB), 10 mg/mL de Gentamicina em estufa Umida
(Biologic Oxygen Demand TE-381) a 25 °C, contendo 5% de CO2 (Diaz & Arm
2003).0s repiques das culturas foram realizados a cada 15 dias. Os
macrofagos foram obtidos a partir da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c, por lavagem com 3 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Roswel Park
Memorial Institute) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal de bovino e
foram mantidas a 37 °C numa atmosfera de CO2 a 5% (Tempone et al. 2008).

Para determinar a concentragéo inibidora 50% (ICsy) contra promastigotas de
L. (L.) infantum chagasi em fase logaritmica tardia de crescimento, as culturas
foram lavados trés vezes em tampéao de fosfato (PBS) e sua concentragéo foi
ajustada a 10%mL, a partir da contagem em camara de Neubauer.
Posteriormente, aliquotas da cultura contendo 5x10° de parasitas foram
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aplicadas em placas de 96 pogcos com meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino. A PLA; e a fragcédo peptidica do
veneno de Cdt foram dissolvidos em PBS, e diluidos em série a partir da
concentracgéo inicial de 200ug/mL, com fator de diluicdo 2, sendo em seguida,
adicionados individualmente as culturas. Para garantir a eficacia do teste,
Anfotericina B foi utilizada como controle positivo e PBS, como negativo.

A susceptibilidade in vitro de promastigotas Leishmania (L.) infantum chagasi
tratados com a PLA; e a fragdo peptidica do veneno de Cdt foi determinada
pelo método colorimétrico, através do estudo da atividade oxidativa
mitocondrial usando o sal de tetrazélio MTT [3- (4,5- dimetthythiazol-2-yl) -
2,5diphenyltetiazoliumbromide] @ uma concentragcdo de 5 mg/mL diluido em
PBS, esterilizados em membrana metilcelulose 0,22um (Millipore®). Em
seguida, foram adicionados 20 y/L por pog¢o e incubados durante 4 horas a 24
°C.

As promastigotas incubadas isoladas foram utilizadas como controle de
viabilidade. A reacdo enzimatica foi realizada e o precipitado foi solubilizado
pela adicdo de 80 mL de SDS 10% (m/v) dissolvidos em agua Milli-Q, a
densidade éptica (DO) foi determinada utilizando um leitor de placas (Multiskan
MS - Uniscience®) a 550 nm. A viabilidade 100% foi definida com base na
densidade o6ptica do controle (Tempone et al. 2008).

Para determinar a concentragdo inibitéria 50% (ICs0) contra amastigotas
intracelulares de Leishmania (L.) infantum chagasi, macrofagos peritoneais
foram obtidos a partir de camundongos BALB/c, e a concentracéo de células foi
ajustada a 8 x 105 células/mL. Apés, a suspensao de células foi incubada em
placas de microcultura com 16 pocos, Nunc® (Sistema Deslize™ Lab-Tek
Camara, EUA) de 16 pocgos, com lamina histoldgica acoplada, na proporcao de
4 x 105 células/pogo e mantidas a 37 °C numa atmosfera de 5% de CO;
durante um periodo de 24 horas para que os macrofagos se aderissem a placa.
O sobrenadante foi retirado e acrescentado meio RPMI-1640 suplementado
com 10% de soro fetal bovino.

Apo6s este periodo, foram acrescentadas as diluigdes de PLA; na primeira linha
de pocgos, e na segunda linha a fragcdo peptidica, ambos comegando com uma
diluicdo de 100ug/ml e continuando com uma diluigdo seriada com fator 2. O
ultimo poc¢o de cada linha foi feito um controle com macréfagos infectados néo
tratados. Os ensaios foram realizados em triplicata e avaliados apds 24, 48 e
72 horas por microscopia Optica. As laminas foram fixadas com metanol e
coradas com Giemsa. O ICs foi determinado pela contagem de 500
macrofagos por pogo pela avaliagdo do numero de macréfagos infectados
(Reiméo et al. 2011).

Para a avaliagcado da citotoxicidade em células de mamiferos, os macréfagos
peritoneais (4 x 10° células/pogo) foram incubadas com 200 pug/mL de PLA; e
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com 100 pg/mL da fragdo peptidica de Cdt e diluidos em série a 37 °C numa
atmosfera de 5% de CO, durante um periodo de 24 horas e 48 horas (Paramo
et al. 1998, Barbosa et al. 2005). A Anfotericina foi utilizada como controle
positivo. A viabilidade das células de mamiferos foi determinado utilizando o
ensaio de MTT wusando um leitor de microplacas MS Multi-skan
(UNISCIENCE®) a 550 nm (Tada et al. 2004).

Para determinacdo da produgdo de oxido nitrico (NO), os macréfagos
infectados foram incubados em microtubos com as diferentes concentragdes de
PLA; e da fragcédo peptidica (200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 ug/mL, 12,5
pMg/mL, 6,25ug/mL, 3,125ug/mL, 1,5625 pg/mL) por 24, 48 e 72 horas. Apos
cada incubacdo o sobrenadante foi recolhido aplicado em microplacas de 96
pocos para a medi¢cao de nitrito (NO;) e nitrato (NO3) (Green et al. 1982). A
dose de nitrito foi verificada pela reacgao de Griess (Tsukahara et al. 1999). Os
resultados foram obtidos por meio de microplacas MS Multi-skan
(UNISCIENCE®) a 540 nm, em comparagdo para um "zero standart"
consistindo de reagente de Griess. Todas as medigdes foram realizadas em
triplicada e os resultados foram expressos em micromoles de NO / 2 x 10°
células, a partir da curva padrao estabelecida com concentragdes conhecidas
de molares de 0,39 a 200 uM NO.-. O controle foi feito com células tratadas
com o LPS (lipopolisacarideo), e com células sem tratamento algum.

A produgado de H;O, foi avaliada pela incubagdo de macréfagos peritoneais
com diferentes concentragées de PLA: e da fragdo peptidica (200 pg/mL, 100
pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 upg/mL, 6,25ug/mL, 3,125ug/mL, 1,5625
Mg/mL), por 24, 48 e 72 horas. Apds cada periodo de incubagédo os macrofagos
foram retirados da estufa e a cada poco foi acrescentado 100 uL de um tampao
contendo 140 mM de NaCl, 10 mM de fosfato, pH 7, Dextrose 5,5 mM, 0,56
mM de vermelho fenol, 0,01 mg/mL de peroxidase Tipo Il - Sigma Chemical Co,
St Louis, MO, EUA). As placas foram incubadas a 37 °C, em atmosfera 5% de
CO,, durante 4 horas, e a reacgéo foi parada pela adicao de 0,01 mL de 1N de
NaOH. A absorvéancia foi determinada num leitor de microplacas automatico
(MD 5000®, Dynatech Laboratories Inc., Chantilly, VA, EUA) com um filtro de
620 nm em relagdo a um "zero Standart' consistindo de vermelho fenol e 1N de
NaOH. Todas as medigbes foram realizadas em triplicada e a produgédo de
H202 foi expressos em nanomoles / 2 x 10° células, como da curva padrao
estabelecida para cada teste. Em condigbes experimentais, a curva foi
realizada com diferentes concentragbes de H.O, de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mM.
O controle foi feito com células tratadas com o PMA (Phorbol Myresteate
acetate) e com células nao tratadas (Pick & Mizel 1981).

RESULTADOS

Isolamento e purificagdo da PLA; e da fragéo peptidica do veneno de Cdt
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A Figura 1A mostrou o perfil cromatografico resultante da exclusdo molecular
do veneno de c4 Os picos eluidos entre 40 e 60 mL (pico 3) foram
recromatografados pela mesma técnica para separagao apenas da crotoxina
(Figura 1B). Os picos eluidos entre 43 e 53 mL (pico 1) foram separados,
liofilizados e seguiram para a cromatografia de troca idnica para a separagéo
dos 2 componentes da crotoxina, a crotapotina e a PLA,. A Figura 1C mostrou
a eluigao de dois picos distintos. O pico 2 foi identificado como PLA, apesar da
eletroforese  SDS-PAGE n&o conseguir demonstrar a individualizacdo dos
picos, visto que a Crotapotina tem 9 Kda e a PLA; tem 14 KDA. A confirmacao
de que o segundo pico tratava-se da PLA; foi feita pelo sequencimento de
Edman e pela atividade fosfolipasica (dados nao mostrados).

Atividade Leishmanicida

As Figuras 2A e 2B mostraram as atividades leishmanicidas da toxina PLA; e
da fragéo peptidica de Cdt, respectivamente. O método colorimétrico MTT em
microplacas revelou que as ICs foram de 52,07 uyg/mL para PLA; e de 16,98
Mg/mL para o fragao de peptideos.

Atividade Citotdxica em Macréfagos.

As Figuras 3A e 3B mostraram a citotoxicidade da PLA; e da fragédo peptidica
de Cdt por meio da utilizagdo de macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c, e avaliada pelo método colorimétrico MTT. As ICs foram
respectivamente de 52,07 pg/mL para PLA;, e de 16,98 ug/mL para a fracao
peptidica.

Determinacéo da producao de Oxido Nitrico (NO) e de Peréxido de Hidrogénio
(H202)

As figuras 4A, 4B e 4C mostraram producdo de NO do sobrenadante de
macrofagos murinos infectados por 1. () chagasi tratados COM PLA2 em trés diferentes
periodos de incubacao (24, 48, e 72 horas).

No periodo de 24 horas (figura 4A) a produgdo de NO pelo controle tratado
com Lipossacarideo (LPS) foi maior em relacdo ao controle constituido de
macrofagos néo tratados (MO). Em relacdo a producdo de NO entre
tratamentos com PLA, e os controles, ndo houve diferenca entre os
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tratamentos T1, T3, T5, T6 e T8 e entre estes tratamentos e o controle MO. Em
relacdo ao controle LPS, estes tratamentos produziram menos NO. O
tratamento T4 apresentou diferenga entre os demais tratamentos T1, T3, T5, T6
e T8 e o controle MO, mas ndo apresentou diferenca em relagdo ao controle
LPS. O tratamento Tr7 apresentou diferenga significativa apenas com o
controle MO.

Apos 48 horas de incubacéo (figura 4B), o tratamento T2 apresentou uma
maior produ¢ao que o grupo sem tratamento, mas n&o diferiu do controle com
LPS. O tratamento T7 apresentou maior produgéo que o controle n&o tratado,
porém nao apresentou diferenca com relagéo ao controle tratado com LPS. Os
tratamentos TS e T6 apresentaram uma menor producdo de NO que o grupo
tratado com LPS.

Em 72 horas (figura 4C) houve apenas uma tendéncia de aumento na
producdo de NO nos grupos tratados com PLA2 porém sem diferenca
significativa em relacéo aos controles.

A fragdo peptidica ndo foi capaz de estimular a produgédo de NO por
macrofagos.

As figuras 5 (A, B e C) mostraram a producéo de H,O, do sobrenadante de
macrofagos tratados com PLA; nos tempos de 24, 48, e 72 horas. No periodo
de encubagcdo de 24 horas (figura 5A), observou-se apenas diferenca no
tratamento 1 (T1) em relagcéo aos dois controles. Em 48 e 72 horas (figuras 5B
e 5C), observou-se um aumento na produgéo de H,O,, mais proeminente apos
72 horas, onde todos os grupos tratados diferiram (p<0,05) dos controles. Nao
houve diferenca entre os tratamentos.

As figuras 6 (A, B e C) mostraram a producéo de H,O, do sobrenadante de
macrofagos tratados com fragéo peptidica de Cdt, nos tempos de 24, 48, e 72
horas. No periodo de encubagao de 24 horas (figura 6A), ndo houve diferenca
(p<0,05) entre os controles e os tratamentos. Em 48 horas de incubagéo (figura
6B), observou-se nos tratamentos T3, T6 e T7 uma produgcdo de H,0,
significativamente (p<0,05) maior em relagdo aos controles MO e PMA. No
periodo de incubacédo de 72 horas, em todos os tratamentos, a producéo de
H,O, foi maior (p<0,05) que os controles MO, e PMA.

DISCUSSAO
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O efeito antiparasitario do veneno de serpentes tem sido amplamente descrito
com o objetivo de se descobrir moléculas alvo. As alteragbes ultra-estruturais
causadas por esses venenos nos parasitas envolvem edema mitocondrial e
desorganizacao do cinetoplasto (Nunes et al. 2013) ou intensa vacuolizacao
citoplasmatica e alargamento da bolsa flagelar (Deolindo et al. 2005). Os
venenos podem afetar a cadeia respiratéria através de esgotamento ATP em
promastigotas e, portanto, essas organelas seriam os primeiros a sofrer com o
tratamento (Tempone et al. 2001, Gongalvez 2002, Deolindo et al. 2005).

Em nosso trabalho podemos constatar que a PLA; isolada e purificada do
veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt) foi capaz de inibir a proliferacao de
promastigotas de Leishmania chagasi, em uma taxa de 50% a 83% nas doses
de 50 a 200 pg/mL respectivamente. Foi observado ainda que esta taxa de
inibicao foi dose dependente.

A acdo de PLA; do veneno de serpentes do genero Bothrops na inibicdo do
crescimento de promastigotas de Leishmania foi descrita contra Leishmania
major, L. (L.) amazonensi, L. (V.) braziliensis, e L. chagasi (Stabeli et al. 2006,
Costa et al. 2008, Nunes et al. 2013). Os resultados encontrados para a PLA;
de Cdt corroboram estes autores, apesar de pequenas diferencas na
composicéo das PLA: e da suscetibilidade dos parasitas. A PLA; de Cdt é uma
Asp-49, enzimaticamente ativa tem sua acédo associada a seu sitio catalitico
(Oliveira et al. 2002, Barbosa et al. 2005) e interage hidrofobicamente com a
membrana plasmatica penetrando na bicamada lipidica causando uma
perturbagao eletrostatica e rompendo a membrana (Kini & Evans 1989, Rufine
et al.1999). Essa acdo direta possivelmente tenha causado a inibicdo do
crescimento dos promastigotas observado em nosso estudo.

Estudos in vivo mostraram que promastigotas de Leishmania amazonensis
tratados com PLA; purificada do veneno de Crotalus durissus colilineatus
aumentou o tamanho das lesbes em camundongos BALB/c. Este estudo
indicou que a PLA, parece ser um fator de progressdo da leishmaniose
cutanea, uma vez que os macréfagos tratados com PLA, apresentaram niveis
aumentados da prostagrlandina E2 (PGE2) (um mediador lipidico inflamatério)
e inibiram os niveis de IL-2, uma citocina associado a resposta Th-1 (Passero
et al. 2007). Os resultados deste estudo corroboram estes autores pois
diluicbes mais baixas de PLAZ2 utilizadas para tratar os macréfagos peritoneais
infectados por amastigotas de L.(L) infantun chagasi induziram a proliferacao
dos parasitas dentro dos macréfagos, e em doses mais altas acima de 100
pg/mL foram capazes de diminuir a infecgdo em até 27,3 %.

Os compostos de baixa massa molecular encontrados nas peconhas de
serpentes tem despertado o interesse da industria farmacéutica, por possuirem
grande variedade de efeitos farmacolédgicos. Varios peptideos ja foram isolados
das pecg¢onhas de serpentes como: peptideos natriureticos tipo-C, peptideos
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potenciadores de bradycinina (BPPs), sarafotoxinas, waglerinas e peptideos
com atividade inibitoria contra metalloproteinases, e peptideos antimicrobianos
(Brogden 2005, Reimao & Tempone 2011).

Os peptideos antimicrobianos, que representam um grupo extremamente
diverso, participam primariamente no sistema imunoldgico inato atuando como
barreira inicial de imuno defesa em muitos organismos, incluindo plantas,
insetos, bactérias e vertebrados (Paramo et al. 1998, Balestieri et al. 2002,
Balaraman et al. 2004). O peptideo Pep5Bj, da peconha de Bothrops jararaca
possui alta atividade inibitoria sobre o crescimento dos fungos fitopatogénicos
Fusarium oxysporum e Colletotrichum lindemuthianum e das leveduras
Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae (Gomes et al. 2005).

A fracédo peptidica da peconha de ¢4 apresentou uma IC50 de 16,98 pg/mL
para, a atividade anti leishmania contra os promastigotas, igual a IC50 da
atividade citotéxica 16,98 pg/mL, sendo capaz de inibir o crescimento das
promastigotas, e também das amastigotas em 43% na mesma dose.

Um fator importante nas leishmanioses é a agdo dos macroéfagos, pois sdo as
principais células hospedeiras do parasita, e também desempenham um papel
importante no controle dos parasitas, por meio da producdo de citocinas e
metabodlicos de oxigénio como o oxido nitrico (NO) (Balaraman et al. 2004,
Tripathi et al. 2007).

O mecanismo de agdo do NO, bem como seus alvos especificos dentro das
vias metabdlicas em Leishmania sp, ja foi descrito anteriormente assim como
sua suscetibilidade a produgédo de NO pelas célula hospedeira (Balestieri et al.
2002, Balaraman et al. 2004). Em nosso estudo, a quantidade de NO produzido
durante a infeccdo, foi mensurada nos tempos de 24, 48, e 72 horas,
mostrando resultados diferentes nestes tempos. Em 24 horas, houve diferenca
entre os controles e no tratamento 7 (1,5625 pg/mL). Apdés 48 horas de
tratamento houve diferenca entre os grupos controles, bem como entre alguns
grupos tratados. Ja em 72 horas, mostrou que ocorre a maior produg¢ao de NO,
bem como nos controles.

O NO é um dos principais agente microbicidas de macréfagos murinos e a sua
producgéo pode ser estimulada pela acao de PLA; do veneno de C.d.t (Sampaio
et al. 2005), porém algumas espécies de Leishmania, como L. Amazonensis e
L. chagasi sdao capazes de inibir a producéo de NO (Santos et al. 2012). Dessa
forma podemos considerar que nas primeiras 24 horas de tratamento os
parasitas tenham suportado as defesas das células através de algum
mecanismo de escape. Porém ap6s 72 horas as defesas produzidas pelos
macrofagos sejam suficientes para suprimir a modulagdo do parasita nas
defesas dos macrofagos. Neste sentido, a acdo da PLA; impediu o parasita de
manter seu mecanismo de escape, fato observado também por (Nunes et al.
2013 ), que mediram a produgédo de TNF-a, NO, e IL-10 no tratamento com
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PLA2 de B. pauloensis na infeccdo experimental de macrofagos murinos com
L. amazonesis.

E importante salientar que em relacdo a produgdo de NO pelo pool de
peptideos, ndo houve diferenga entre os tratamentos e os controles, em
nenhuma das leituras.

A H;O, é um antiparasitario que é produzido pelas células de defesa como o
macrofago, frente a parasitas intracelulares , como Leishmania sp. Foi possivel
observar diferengca na producdo de H202 em nosso estudo, apenas com 48
horas de tratamento

Estudos anteriores (Stabeli et al. 2006, Passero et al. 2008, Nunes et al. 2013)
mostram a resisténcia de Leishmania spp. a H.O,, onde é possivel observar
que os parasitas produzem catalase e superoxido dismutase, enzimas estas
que conferem um mecanismo de escape eficiente a acdo de H,0O,. Essa
resisténcia do parasita a producdo de H.O, pode ser o motivo da baixa
producdo desse metabolito nas primeiras 24 horas, e ap0s esse tempo a
atividade do pool de peptideos tenha perturbado suficiente, as vias metabdlicas
dos parasitas, para que o parasita sesse ou diminua a produg¢ao das enzimas
que degradem o H;O..

Devido a alta toxicidade apresentada pelas drogas utilizadas para o tratamento
da leishmanioses e seus efeitos colaterais importantes, torna necessario o
estudo de novas moléculas com potencial terapéutico para essas doencas.
Neste contexto esse trabalho demonstrou a atividade leishmanicida de PLA; e
da fracédo peptidica do veneno de Crotalus dutissus terrificus. Novos estudos
devem ser realizados para se descrever as vias metabdlicas envolvidas no
processo de morte celular. Além disso, a prospecgdo de moléculas com
atividade antiparasitaria presentes na fragdo peptidica, assim como a imuno
modulag¢ao dessas moléculas deve ser investigada.

Conclusdes
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A fosfolipase A., e a fracao peptidica da peconha de Crotalus durissus terrificus
por acao direta, foram capazes de inibir o crescimento de promastigotas de
Leishmania (L) infantun chagasi .

A PLA; do veneno de Cdt em baixas concentragdes estimulou o aumento do
numero de amastigotas na infecgdo de macrofagos murinos por amastigotas de
Leishmania (L) infantum chagasi, em doses altas foi capaz de diminuir a
concentracdo de amastigotas, porém estas doses foram citotoxicas para os
macrofagos.

A PLA,, embora ndo tenha apresentado efeito inibitorio sobre os as
amastigotas estimulou a producédo tanto de NO, quanto de H,O, pelos
macrofagos.

A fragdo peptidica da peconha de, apresenta uma atividade anti-Leishmania
contra as formas promastigota de mostrou-se capaz de inibir o crescimento do
promastigota, porém este efeito ocorreu no mesma dose citotoxica para os
macréfagos.  Além disso, veneno foi capaz de reduzir a infecdo nos
macréfagos pela estimulagdo da produgdo de H,O, que é um agente
antimicrobiano.
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Figura 1. A) Perfil cromatografico representativo de exclusdo molecular
do veneno de Crotalus durissus terrificus. Os picos correspondem a Convulxina
(1), Giroxina (2), Crotoxina (3) e Crotamina (4). B) Perfil cromatografico
representativo de exclusao molecular da fragédo crotoxina do veneno de
Crotalus durissus terrificus. C) Perfil cromatografico representativo de troca
ibnica da fragc&o crotoxina do veneno de Crotalus durissus evidenciando a
crotapotina (1) e a PLA; (2).
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Figura 2. Curva dose resposta do ensaio MTT para atividade
leishimanicida de PLA; (A) e de fracdo peptidica (B) da peconha de Crotalus
durissus terrificus em promastigotas de Leishmania (L) infantum chagasi
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Figura 3. Curva dose resposta do ensaio MTT, para citotoxicidade em
macréfagos murinos de PLA: (A) e da fragéo peptidica (B) da pe¢onha de
Crotalus durissus terrificus
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Figura 4. Médias * desvio padrdo da média (p<0,05) da producgao de
NO do sobrenadante de macréfagos murinos infectados por L. (L) chagasi
tratados com PLA, em trés diferentes periodos de incubagao 24 horas (A), 48
horas (B), e 72 horas (C). O controle foi feito sem tratamento (MO) e com
lipopolissacarideo (LPS). As doses de PLA; utilizadas no tratamento (T) foram
T1= 100 pg/mL; T2=50 ug/mL; T3=25 pg/mL; T4=12,5 ug/mL; T5= 6,25 ug/mL;
T6=3,125 pg/mL; T7=1,5625 pug/mL; T8=0,78125 pg/mL.
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Figura 5. Médias + desvio padrao da média (p<0,05) da producéo de
H.O, por macréfagos peritoneais de macréfagos murinos infectados por L. (L)
chagasi tratados com PLA; em trés diferentes periodos de incubacéo 24 horas
(A), 48 horas (B), e 72 horas (C). O controle foi feito sem tratamento (MO) e
com estimulagéo por (PMA). As doses de PLA; utilizadas no tratamento (T)
foram T1= 100 pg/mL; T2=50 pyg/mL; T3=25 pg/mL; T4=12,5 uyg/mL; T5= 6,25
pg/mL; T6=3,125 pyg/mL; T7=1,5625 pg/mL; T8=0,78125 pyg/mL.
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Figura 6. Médias * desvio padrao da média (p<0,05) da producgao de
H,O, por macrofagos peritoneais de macréfagos murinos infectados por L. (L)
chagasi tratados com fragao peptidica de Cdt, em trés diferentes periodos de
incubacéao 24 horas (A), 48 horas (B), e 72 horas (C). O controle foi feito sem
tratamento (MO) e com estimulacao por (PMA). As doses de PLA; utilizadas no
tratamento (T) foram T1= 100 pg/mL; T2=50 ug/mL; T3=25 pg/mL; T4=12,5
pg/mL; T5= 6,25 pg/mL; T6=3,125 pg/mL; T7=1,5625 pug/mL; T8=0,78125
Mg/mL.
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