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Dedico esse trabalho ao tempo, mestre de

minha vida.



Oragao ao tempo

Es um senhor tdo bonito quanto a cara do meu filho
Tempo tempo tempo tempo, vou |lhe fazer um pedido
Tempo tempo tempo tempo

Compositor de destinos, tambor de todos os ritmos
Tempo tempo tempo tempo, entro num acordo contigo
Tempo tempo tempo tempo

Por seres tao inventivo e pareceres continuo,
Tempo tempo tempo tempo, é€s um dos deuses mais lindos
Tempo tempo tempo tempo

Peco-te o prazer legitimo e o movimento preciso,
Tempo tempo tempo tempo, quando o tempo for propicio
Tempo tempo tempo tempo

De modo que o meu espirito ganhe um brilho definido,
Tempo tempo tempo tempo, e eu espalhe beneficios
Tempo tempo tempo tempo

O que usaremos pra isso fica guardado em sigilo,
Tempo tempo tempo tempo, apenas conte comigo
Tempo tempo tempo tempo

E quando eu tiver saido para fora do teu circulo,
Tempo tempo tempo tempo, ndo serei nem teras sido
Tempo tempo tempo tempo

Ainda assim acredito ser possivel reunirmo-nos,

Tempo tempo tempo tempo, num outro nivel de vinculo
Tempo tempo tempo tempo...

Caetano Veloso
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RESUMO

O veneno de Crotalus durissus collilineatus (C.d.co) foi fracionado primeiramente por
cromatografia em exclusdo molecular, onde as principais fragdes foram purificadas pela
massa molecular. Apds esta primeira etapa, as fracdes provenientes da primeira
cromatografia foram purificadas em HPLC de fase reversa, que permitiram a purificagdo
das isoformas de fosfolipase A2 (PLA2) e crotapotinas (CRP) que foram confirmadas por
eletroforese em PAGE-SDS. Apés o isolamento foi verificado a atividade da PLA2 e CRP,
em promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. Em tal modelo foi verificado
que a PLA2 causou significativa proliferagdo dos parasitos, entretanto a CRP causou
diminuicdo em 50% do numero de promastigotas. Como tais proteinas ndo apresentaram
citotoxicidade aos macrofagos, foi estudada a atividade dessas proteinas em modelos de
infeccdo in vitro. Através da técnica ELISA in situ foi verificado que houve significativo
aumento da infeccdo no modelo tratado com PLA2, entretanto a CRP ndo afetou a
infeccdo. Para verificar se a PLAZ2 influiria na metaciclogénese foi estudada a morfometria
dos grupos tratados e controles, resisténcia das formas promastigotas frente a lise por
soro e quantificacdo de proteinas de lisado de promastigotas. Através desses
procedimentos foi verificado que ndo houve diferencas significativas entre os grupos
tratados e controle. Estudos in vivo mostraram perfil similar, pois nas biépsias de BALB/c
foram encontradas maiores densidades de amastigotas que no grupo controle, o grupo
tratado com CRP apresentou densidade de amastigotas similar ao do grupo controle. A
analise histopatolégica para o grupo da PLA2 mostra que ha muitas regides de necrose
tecidual com grande influxo de células inflamatérias e uma elevada densidade de
amastigotas, o grupo da CRP apresentou poucas regides de necrose tecidual, com um
elevado numero de células inflamatorias no tecido, entretanto, foram encontradas baixas
densidades de formas amastigotas, quando comparado ao grupo controle e ao grupo da
PLA2. Com substrato especifico, foi encontrada atividade fosfolipasica A2 em
sobrenadante e lisado de L.(L.)Jamazonensis, e 0 uso de inibidores especificos de PLA2
como o pBPB diminuiu a atividade enzimatica. Esses dados fortemente indicam que uma
PLA2 esta presente em parasitos L. (L.) amazonensis e que pode estar associada a
viruléncia dos parasitos, possivelmente pela supressdo de macrofagos através da

geracao de metabdlitos do acido araquiddnico.



ABSTRACT

The PLA2 and crotapotin were purified from the Crotalus durissus collilineatus whole
venom by combination of HPLC molecular exclusion and analytic reverse phase HPLC.
The purity degree of the fraction phospholipase A2 (PLA2) or Crotapotin (CRP) were
confirmed by SDS-PAGE and the enzymatic activity of PLA2 or CRP were confirmed using
a synthetic chromogenic substrate specific for secretory PLA2. In promastigote forms the
PLA2 increased the parasite growth rate in 50% (with 32ug/mL), however, the CRP
decrease the parasite growth rate in 50% (with 32ug/mL). Both PLA2 and CRP did not
show cytotoxic activity in macrophages that was estimated through of colorimetric reaction
based in MTT formazan. Thus were evaluated the activities of PLA2 and CRP on infected
macrophages with L. (L.) amazonensis in presence of PLA2 and CRP. After 24 hours was
carried the ELISA in situ technique to evaluated the infection rate. Under this condition
observed that PLAZ2 increased the infection rate, however the CRP did not show any effect
on the infection. Studies about metacyclogenesis (morphometry, lyses mediated for
human and protein quantification) made in presence of PLA2 or CRP did not induced
significant differences between treated and control groups. To verify if the increase of
parasite load was corroborated in vivo, BALB/c mices were infected with pre-treated
promastigote forms with PLA2 and CRP. Through of measurement of footpad swelling was
verify that treated promastigote forms with PLA2 were capable of induced a high footpad
swelling if compared with control group, the CRP until 25" pos-infection day showed
footpad swelling value lesser than the control group. The hystopatological analyses for
PLA2 group showed that there were wildspraied necrosis regions with high inflammatory
cells influx and a high amastigote forms density, the CRP group showed less regions of
necrosis with a high inflammatory cells influx, however, were found few amastigota forms
density, when compared with control and PLA2 groups. With specific substrate, was found
phospholipasic A2 activity in L. (L.) amazonensis supernatant and lysate. The both
phospholipase A2 activity was inhibited with pBPB inhibitor. This data strongly indicate that
a PLA2 is present in L. (L.) amazonensis parasites and this enzyme should be a virulence
factor, was most likely by macrophage suppression through of generation arachidonic acid

metabolites.
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1 —INTRODUGAO
1.1 — Aspectos gerais das leishmanioses

A posigao privilegiada que o homem confere a propria espécie fez com que varios
séculos decorressem antes que aceitasse sua origem comum e reconhecesse suas
relagbes de parentesco com os demais organismos da natureza, e ainda mais tempo até
que fosse firmemente estabelecida a doenga como uma das circunstancias habituais e

naturais da vida humana (Avila-Pires, 2005).

Algumas doencgas que tém re-emergido no territorio brasileiro ndo podem ser
compreendidas simplesmente como uma circunstancia natural da vida humana, pois os
fatores relatados as doencgas re-emergentes estdo firmemente entrelagados a alguns
aspectos negativos da acao antrépica, como devastacao florestal, ocupacao desordenada
do solo e deficiéncia no saneamento basico. Nessa esfera, encontram-se as doencas
infecto-parasitarias, que comumente estdo relacionadas a camada pauperizada da

populacéao.

As doengas tropicais que até décadas atras haviam sido controladas pela
devastagao da cobertura vegetal primitiva dos grandes biomas brasileiros , como a Mata
Atlantica presente no estado de Sdo Paulo, atualmente re-emergem sob um novo perfil
epidemioldgico. As leishmanioses séo praticos exemplos desse fato, pois esta em fase de
expansao geografica, coexistindo dois padroes epidemioldgicos distintos, ou seja, casos
associados com desmatamento para construcbes de vias de acesso a novos
aglomerados populacionais, esse padrao é caracterizado principalmente pela infec¢ao de
qualquer individuo presente no local onde ha a zoonose. O segundo padrdo sao as
leishmanioses em regides de antiga colonizagdo, que nao esta associada ao
desmatamento, mas sim aos animais domésticos e peridomésticos, como gatos, gambas,
raposas e caes (figura 1) que possuem importante papel como reservatério do protozoario
(Neto; Basso; El Kadre 1998).



Figura 1 — Aspectos clinicos da leishmaniose visceral canina. Fotografias de cées, cedidas pela Profa Dra
Marcia Dalastra Laurenti, com diagndstico sorolégico e parasitologico encaminhados ao Centro de

Zoonoses do municipio de Aragatuba. A — Perda de peso. B — Onicogrifose. C — Lesao cutanea ulcerativa.



A partir da década de 80 novos casos da doenga foram notificados, cuja
transmissao foi delegada a fatores antrépicos, sem vinculo algum com grande
ecossistemas florestais, ampliando entdo a distribuicdo espacial da doenca e com

notificagdes compulsorias do numero de casos.

Uma das principais regides com um grande aumento do numero de casos foi a
regiao de Ubatuba, litoral norte do estado de S&o Paulo, onde existia apenas casos
esporadicos até o ano de 1992, com uma média de dois casos anuais e apresentando um
perfil de padréo classico, ou seja, de homens que adentravam as matas com o objetivo de
cacar ou trabalhar. Subsequentemente, foram notificados 14, 30 e 104 casos no litoral
norte do estado de Sdo Paulo nos anos de 1993, 1994, 1995 respectivamente (Sucen,
2003). Nessa nova fase de infecgbes o padrao classico, citado acima, ndo mais ocorreu,
ou seja, todas as faixas etarias e ambos os sexos foram atingidos, sugerindo a

domesticacao dos principais vetores da leishmaniose.

Outra importante regido inclusa na zona costeira de Sao Paulo e que possui sérios
problemas com essa doencga, € o Vale do Ribeira, que data de 1956 com a descri¢gao dos
primeiros casos por Forattini e Oliveira (1957). Atualmente, a regido representa uma
grande importancia epidemioldgica, pois em 1993 apresentou cerca de 30% do numero
total de casos no Estado de Sdo Paulo. De uma forma similar ao do litoral norte, acredita-
se que a transmissdao ocorra no ambiente extraflorestal, sugerindo novamente a
domesticacdo dos vetores, pois Domingos et al (1998) verificaram uma maior
porcentagem de vetores na regido do peridomicilio do que em regides de margem de

mata ou mesmo de mata fechada.

Certos fatores mostram extrema importancia na distribuicdo das leishmanioses, um
deles é o comportamento vetorial, pois alguns vetores sao preferencialmente zoofilicos,
tal como o vetor de Leishmania (Leishmania) amazonensis, entretanto essa espécie de
protozoario esta apta a sobreviver em meio ambiente alternativo, apresentando aumento
em sua distribuicdo no territério brasileiro. Por outro lado, Leishmania (Viannia)
braziliensis possui uma vasta distribuicdo no Brasil, em areas de colonizagdo antiga onde
ha grande desmatamento, e sua transmissao esta associada com diferentes vetores com
distintos comportamentos alimentares (Ministério da Saude, 1991). Contudo, vale

ressaltar que em condigbes naturais, os insetos distribuem-se em comunidades estaveis



e equilibradas com as variaveis dos ecossistemas como um todo.

Assim, pressupbe-se que o surgimento de muitas epidemias esteja ligado aos
problemas de ecologia humana, causados pela introdugdo acidental ou planejada do

homem em regibes onde a presenca dos vetores € desconhecida.

1.2 — Ciclo de vida de Leishmania sp.

O ciclo de vida do protozoario parasita causador das leishmanioses € considerado
digenético (heteroxénico), ou seja, Leishmania passa por dois hospedeiros, um
invertebrado (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) que pertence ao género Lutzomyia,
no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo, e outro hospedeiro vertebrado (Figura
2).
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Figura 2 — Flebétomo no momento do repasto sanguineo em hospedeiro vertebrado. Em A antes do

repasto, em B depois do repasto sanguineo.

O ciclo inicia-se quando o vetor realiza o repasto sanguineo em um vertebrado
infectado, os quais possuem macréfagos como as principais células hospedeiras das
formas amastigotas. Como o aparelho bucal de flebotomineo n&o € capaz de penetrar
nos capilares sanguineos devido ao seu pequeno tamanho, o inseto hematéfago lacera a
pele e pequenos capilares sanguineos, causando uma hemorragia local, assim facilita a
ingestao do sangue e outras células presentes na pele, tal como macréfagos e neutrdéfilos
infectados por formas amastigotas. Ha que se destacar que na saliva do flebétomo ha



potentes peptideos com agao vasodilatora (maxadilan) e outras moléculas anticoagulante
(Lerner et al 1991). No interior da membrana peritréfica, formada no intestino do inseto e
que envolve o bolo alimentar, as formas amastigotas conseguem escapar do interior das
células e se diferenciar em formas promastigotas sem capacidade infectiva (também
chamada de promastigotas prociclicas) que sdo capazes de se multiplicarem por fissdo
binaria. Anterior a excre¢ao do bolo alimentar, Leishmania deve escapar da membrana
peritréfica por acdo de quitinases estagio-especificas, pois um dos componentes da
membrana peritrofica é a quitina, e se aderir ao epitélio intestinal. Essa adesé&o evita a
excregao do parasita do interior da luz intestinal, assim como possibilita a multiplicagao e

posterior diferenciagao.

A principal molécula responsavel pela adesdao ao epitélio intestinal € o
lipofosfoglicano (LPG), um polimero de unidades repetidas ligadas a uma estrutura de
glicano que é inserido a membrana plasmatica via &ncora 1-0-acil-lisofosfatidil-inositol,
que recobre totalmente o parasito como um denso glicocalix (Lodge e Descoteaux 2005).
Apods 120 a 220 horas (periodo que depende da interagao entre a espécie do vetor e do
parasito) da alimentagdo sanguinea, os parasitos passam por um fendbmeno chamado de
metaciclogénese, onde ha profundas modificagdes morfoldgicas, bioquimicas e genéticas,
nessa fase as formas promastigotas tornam-se infectivas, sendo entdo nomeadas pro-

mastigotas metaciclicas.

Morfologicamente, as formas metaciclicas sdo diferenciadas das prociclicas por
apresentar um corpo celular afilado e longo, com o flagelo medindo cerca de duas vezes
ou mais o comprimento do corpo celular. Em contrapartida formas prociclicas apresentam
pequeno corpo celular com um curto flagelo, cerca de uma vez o comprimento do seu

corpo celular (Figura 3).
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Figura 3 — A imagem A mostra formas prociclicas, onde é possivel observar corpo celular e flagelo curtos,
algumas formas estdo em fissdo binaria, caracteristico de fase n&o infectiva (promastigotas prociclicas). Na
imagem B é possivel observar que as formas metaciclicas sao afiladas, com o corpo celular e flagelo longos
e possuem longo flagelo, cerca de 2 vezes ou mais o comprimento do corpo celular e ndo apresentam fis-

sdo binaria. A espécie em questao é Leishmania (Leishmania) amazonensis. Aumento de 400x.

Geneticamente, gragas as técnicas de biologia molecular, foi possivel verificar que
ha diferentes genes sendo expressos em estagios infectivos (promastigotas metaciclicas)
em relacdo aos estagios nao infectivos (promastigotas prociclicas), como Meta 1 e
SHERP (Nourbakhsh et al 1996).

Bioquimicamente, ha duas moléculas principalmente estudadas que séo a LPG e a
metaloproteinase de 63 kDa, também conhecida por gp63 ou MSP (Yao et al 2003). Al-
guns estudos em relagdo a gp63 mostram que ha um aumento de expressao dessa pro-
teina nos parasitos conforme ha um aumento de infectividade (metaciclogénese), estando
principalmente relacionada a inativacdo do complemento, bem como pela sobrevivéncia

dos parasitos intracelulares em estagios recentes de infecgéo.

Durante a metaciclogénese a LPG sofre modificagdes estruturais, com aumento do
tamanho da LPG e substituicdes ou modificagcbes na composicdo de agucares que for-

mam as unidades repetidas na regido terminal da molécula (Figura 4).
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Figura 4 — Comparacédo da LPG expressa em diferentes estagios de promastigotas de Leishmania major.
Em A esta exemplificado a LPG de uma forma n&o infectiva (prociclica) apresentando muitos residuos de
galactose. Em B esta exemplificado a LPG com algumas substituicdes dos residuos de galactose por arabi-
nose, caracterizando assim uma das modificagées bioquimicas durante a metaciclogénese. Extraido de
Muskus e Villa, 2002.

Essas mudancgas bioquimicas na LPG fazem com que o protozoario seja liberado
do epitélio intestinal, por uma possivel agao de cargas elétricas, e migre para a regido da
probdscide para ser transmitido a um hospedeiro vertebrado apdés um novo repasto
sanguineo (Muskus e Villa, 2002). Portanto, apds o processo de metaciclogénese as
formas metaciclicas serdo capazes de infectar um vertebrado durante o repasto. Nesse
processo as formas infectivas serédo regurgitadas através da probdscide na pele lacerada
do vertebrado que contém muitos tipos de células, como macréfagos (histidcitos) que
serao as principais células infectadas pelas formas metaciclicas, se transformando em
amastigotas principalmente no interior dos macrofagos. A figura 5 generaliza o ciclo de

vida digenético de Leishmania sp.



Figura 5 — A figura generaliza o ciclo das leishmanioses. Um individuo infectado possui amastigotas no
interior de macréfagos, que infectara um flebotomineo hematéfago no momento de seu repasto sanguineo.
As formas amastigotas se transformardo em promastigotas prociclicas e apdés sucessivas divisbes passara
por mudangas morfoldgicas, genéticas e bioquimicas, caracterizando a metaciclogénese, onde as
promastigotas infectivas, estardo aptas a infectar um novo hospedeiro vertebrado, parasitando

principalmente as células fagociticas mononucleares.

Ha duas formas basicas de leishmaniose, a primeira é a leishmaniose tegumentar
americana, que é sub-dividida nas seguintes formas: cutanea podendo ser causada pelas
especies: Leishmania (Leishmania) mexicana e Leishmania (Viannia) braziliensis, a forma
mucocutanea, caracterizada por uma acao invasiva e multilante, sendo causada por
Leishmania (Viannia) braziliensis, a forma difusa anérgica, causada por Leishmania
(Leishmania) amazonensis e (L.(V.)braziliensis). A segunda forma é a visceral, causada
pelas espécies L. (L.) donovani e L. (L.) infantum no Velho Mundo e nas Américas tal

forma é causada por L.(L.) chagasi (Figura 6).



Figura 6 — Diferentes formas clinicas da leishmaniose humana. Em A, a chamada Leishmaniose Cutanea
Localizada. Em B a chamada Leishmaniose Mucocutanea, com seu aspecto invasivo e mutilante, em C

Leishmaniose Difusa Anérgica, em D Leishmaniose Visceral (Kalazar).
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O desenvolvimento da doenga depende da interagcdo entre alguns caracteres do
parasito e do hospedeiro, tal como o potencial evasivo do parasito frente aos caracteres

imunopatologicos do hospedeiro.

Quando o parasito atinge a derme do vertebrado, duas principais moléculas
superficiais atuam como ligantes aos receptores macrofagicos, a LPG e a gp63. A gp63
tem como papel na infeccéo inativar o C3 do complemento, a sua forma inativa, o C3bi
que funciona como uma opsonina a Leishmania facilitando sua ligacdo ao receptor de
complemento 3 (CR 3) dos macréfagos. Essa prévia opsonizagdo dos componentes do
complemento ao parasito ndo elicita a explosdo respiratoria dessas células e o
protozoario é internalizado sem dano algum (Wright e Silverstein, 1983). Ha outras vias
para entrada na célula hospedeira independente do CR3, através dos receptores de
complemento 1, manose-fucose, fibronectina e receptores de macréfagos para produtos
finais glicosilados. Para evitar a ligagdo do complexo de ataque a membrana do
hospedeiro, ha certos mecanismos evasivos do parasito, como o Shedding, tal processo
evita a ligagao dos componentes liticos do complemento, como o C5b-C9, a membrana
do parasito, além desse mecanismo ha outras proteinas superficiais responsaveis pela
fosforilagdo desses componentes inativando — os, tal como a proteina quinase de

Leishmania (figura 7).



Fosforilacao
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Figura 7 — Moléculas superficiais de promastigotas (gp63) inativa enzimaticamente o componente
3 do complemento a sua forma inativa, o C3bi que opsonizarao as formas promastigotas com
consequente internalizagdo em macroéfagos. LPG — lipofosfoglicano, gp63 ou MSP — glicoproteina
de 63kDa, Fn — Fibronectina, MAC — complexo de ataque a membrana, LPK — proteina quinase;

CR1 — receptor de complemento 1; CR3 — receptor de complemento 3.

Apos ligacdo aos receptores e entrada na célula hospedeira, Leishmania deve
resistir ao meio acido e rico em proteases do fagolisossomo macrofagico. Para isso o
parasito langa no vacuolo algumas de suas moléculas superficiais, como a LPG que inibe
a acao de radicais hidroxilas e anions superéxidos que sao rapidamente liberados apés
ativacdo de NADPH oxidase durante fagocitose. A mesma molécula inibe a fusao
fagossomo-endossomo. Esse atraso na biogénese do fagolisossomo é visto como um
meio da forma infectante ganhar tempo para se transformar em amastigotas. A gp63, uma
protease, apresenta uma maior atividade em pH acido e neutro e tem a capacidade de
proteger os parasitos da citélise intramacrofagica. Ha outras proteinas que também estéo
relacionadas a protecdo do parasito contra acdo de macréfagos, como a superoxido

dismutase, fosfatase acida e cisteino proteinases.

Algumas moléculas, como a LPG e a gp63 (ndo mais expressas em estagios de
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amastigotas) e outras proteinas, ao serem liberadas do parasito podem elicitar diferentes
tipos de respostas imunoldgicas através de sua apresentagéo pelo MHC-Il e consequente
apresentacao aos tipos de células T (Scott et al, 1988), ou seja, o antigeno que é liberado
do parasito tem a capacidade de direcionar o fenotipo da doenga para um perfil
autocuravel ou a um perfil ndo curavel (Awasthi, et al 2004). O perfil de resolugédo da
doenca esta diretamente correlacionado as células Cd4* subpopulagdo Thelper 1 (Th1).
Enquanto o perfil de progressdo da doenga esta correlacionado ao perfil Cd4*

subpopulagao Thelper 2 (Th2).

Quando macréfagos sinalizam o material antigénico dos parasitos a subpopulagao
Th1, essas sdo capazes de produzir IFN-y, IL-2 e TNF-a que levardo a ativagao de
macrofagos com produgcdo de o6xido nitrico (através da oxido nitrico sintase), com
consequente eliminagdo das formas amastigotas intracelulares. Quando a apresentacao
do material antigénico ocorre as células Th2 ha produgéo de citocinas como IL-4, IL-5,
IL10 e IL-13, com intima associagdo com a progressédo da doenga, pois tais citocinas tém

como funcgéao primordial abolir a fungao leishmanicida dos macroéfagos.

Portanto, a apresentacdo do antigeno parasitario ao sistema imune é a pecga
fundamental do quebra-cabega, pois ele é capaz de dirigir a resposta imune do
hospedeiro vertebrado para um perfil de auto-cura ou de progressao da doenca. Dessa
forma, é primordial o estudo da interacdo entre proteinas parasitarias e resposta
imunoldgica, pois essa estratégia € uma das principais utilizada por Leishmania em sua
relacdo com o sistema imune, além de poder indicar possiveis inibidores que podem ser
utilizados como farmacos, visto que a quimioterapia convencional apresenta muitos
efeitos téxicos, como cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e possuirem caracteristicas
abortivas (Rath et al, 2003). Em relagdo a quimioterapia tradicional deve-se destacar a
resisténcia dos protozoarios aos medicamentos utilizados (Antimoniais e Anfotericina B)
por tratamentos falhos, pois requerem tempo livre do paciente, visto que sua

administragao necessita de internagcédo por um periodo minimo de 48 horas.

Devido a problematica envolvendo as drogas utilizadas na terapia convencional,
em 2004, nosso grupo, apoiado pela Fundagado de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo, estudou venenos de serpentes como alternativa para encontrar novas classes de

proteinas com atividade anti-leishmania. Para isso, analisou os venenos de trés sub-
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espécies de cascavéis brasileiras: Crotalus durissus cascavella, Crotalus durissus
collilineatus e Crotalus durissus terrificus, bem como suas fracbes protéicas. Nessa
analise verificamos que os venenos testados possuiam marcada atividade anti-
leishmania, exceto o de C. d. collilineatus que de forma antagbnica aumentou a
concentracido de parasitos em cultivo. As analises bioquimicas desse veneno mostraram
que havia grandes quantidades de crotoxina, uma proteina dimérica formada pela
associacdo nao covalente de uma subunidade acida, chamada crotapotina e uma
subunidade basica, chamada fosfolipase A2 . Tais analises também mostraram que
nesse veneno havia pouca quantidade de giroxina e crotamina, duas proteinas com
atividade anti-leishmania. Assim, a atividade estimulatéria para L. (L.) amazonensis, na
época correspondente ao projeto, foi atribuida a PLA2, visto que alguns grupos dessa
proteina estdo envolvidos no crescimento celular (Manguikian e Barbour, 2005), em
processos fisioldgicos (Weerasinghe et al, 2006) e na via do acido araquidénico (Erman e
Amiram, 1979).

1.3 — Aspectos gerais das PLA2

As PLA2 séo classificadas em 12 grupos e alguns subgrupos, porém dois tipos
principais sdo reconhecidos: as citosoélicas (CPLA2) possuem altas massas moleculares e
estdo localizadas no citosol, migram para a membrana perinuclear e outros
compartimentos intracelulares das células estimuladas. As secretérias (sPLA2) possuem
baixa massa molecular e permanecem estocadas em granulos celulares e liberadas ao
meio extracelular quando sao requeridas para uma determinada atividade bioldgica
(Triggiani et al 2005).

Ha uma estreita relacdo entre PLA2 e ciclooxigenase (COX), pois as PLA2
hidrolisam fosfolipidios, na ponte éster da posicdo 2, gerando acidos graxos e
lisofosfolipidios. A reacdo da PLA2 é a via primaria de liberacdo de acido araquiddnico
(AA) dos fosfolipidios. O AA é precursor dos eucosanodides, como prostaglandinas que
sdo geradas através da reagdo com a ciclooxigenase (COX), e os leucotrienos, gerados

através da lipooxigenase (Balsinde et al 2002).

Diversos estudos mostram que preferencialmente as cPLA2 sdo responsaveis pela

cascata de formacéao dos eucosandides, porém algumas sPLA2, pertencentes ao grupo I,
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também tém capacidade de gerar esses mediadores da inflamagdo, que ocorre através
da ligagdo dessas proteinas a receptores de membrana, cuja estrutura é similar ao
receptor de manose encontrados em macrofagos (Valentin 2000), apds ligagcdo ha
internalizagao e consequente compartimentalizagdo em granulos que contém fosfolipidios
oxidados e anidnicos, onde ocorre liberacao seletiva de AA, cujas enzimas COX1 (enzima

constitutiva) ou COX 2 (enzima induzida), formarao prostaglandinas.

Como as PLA2 sao enzimas responsaveis por muitos processos fisioldégicos, como
digestdo de presa, defesa e processos envolvidos com a resposta imunologica, o
presente trabalho tem como objetivo investigar o papel da PLA2 em infecgdes
experimentais (in vitro e in vivo) por L. (L.) amazonensis, bem como o da crotapotina (cuja
associacao compde a fracdo protéica da crotoxina), visto que as PLA2 de serpentes
possuem alto grau de similaridade com as presentes em mamiferos além de estarem
envolvidas no processo de invasao de alguns parasitos em suas células hospedeiras,

como em Toxoplasma gondii e Trypanosoma cruzi.



2 - MATERIAL E METODOS
2.1 — Fracionamento do veneno de C. d. collilineatus

O veneno total de C. d. collilineatus foi adquirido junto ao Instituto Butanta e
SIGMA. Todos os solventes, produtos quimicos e reagentes utilizados foram de grau
HPLC, grau sequéncia ou de alto grau de pureza, foram obtidos da SIGMA, Aldrich

Chemicals, Merck e Bio Rad.

2.1.1 - Cromatografia de exclusdo molecular

Aproximadamente 25mg de veneno total foram purificados em uma coluna de
exclusao molecular em HPLC, usando uma coluna Superdex 75 (1 x 60cm), que foi
previamente equilibrada com tampao bicarbonato de aménio 0,3M, pH 7,9 durante 120
minutos a um fluxo de 0,3mL/minuto. O veneno total foi dissolvido no mesmo tampéao de
eluicdo até sua completa dissolugdo e as amostras foram clarificadas por
ultracentrifugacédo a 10000 rpm (4500xg). O sobrenadante foi recolhido e aplicado a
coluna cromatografica, previamente equilibrada. A purificagdo dos componentes do
veneno foi realizada usando um gradiente isocratico de eluigdo com tampao bicarbonato
de amoénio 0,3M; pH 7,9, com um fluxo constante de 0,3 mL/minuto e o monitoramento da
corrida cromatografica foi realizado a 280nm além do monitoramento da atividade

enzimatica fosfolipasica A2. As fragdes coletadas foram liofilizadas e estocadas a — 40°C.

2.1.2 — HPLC de fase reversa

A crotoxina proveniente do primeiro fracionamento foi purificada em HPLC de fase
reversa. Nesse protocolo, uma coluna p-Bonsapack C18 analitica (0,78 x 30 cm) foi
previamente equilibrada com tampao A (TFA 0,1% em agua Milli Q durante 15 minutos)
antes da injecdo da solugdo de crotoxina, que foi preparada a partir de cinco miligramas
dissolvida em 250 pL de tampdo. Esta solugdo foi clarificada usando técnicas de
ultracentrifugacdo. O sobrenadante obtido foi aplicado a coluna cromatografica e a
eluicdo das amostras foi feita utilizando um gradiente linear de concentragéo de tampao B
(Acetronitrila:tampao A; 2:1 v/iv) e o fluxo da eluigdo mantido a 2,0 mL/minuto. O

monitoramento da corrida cromatografica foi realizado a um comprimento de onda de



280nm de absorbancia e o material foi estocado a —40°C

2.1.3 — Eletroforese em PAGE-SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada seguindo-se a metodologia
descrita por Laemmli (1970). As placas de poliacrilamida foram feitas de modo
descontinuo, apresentando um gel de concentracéo de 5% e um gel de corrida de 12,5%.
As placas foram preparadas utilizando-se uma solugcao de acrilamida estoque (30%T,
0,9%C). O gel de concentracdo 5% foi preparado utilizando-se o tampé&o Tris-HCI 0,5M,
pH 6,8. O gel de corrida foi feito utilizando-se o tampé&o Tris-HCI 1,0M, pH 8,8. Em ambos

os géis foram acrescentados 0,1% (v/v) de SDS 20%.

A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de mini placas SE
250 Mighty Small Il (Hoefer Scientific Instruments). As amostras e os marcadores de peso
molecular foram dissolvidos em tamp&o de amostra (Tris-HCI, 0,075M, pH 6,8; 10% de
Glicerol; 4% de SDS; 0,001% de Bromofenol). A corrida eletroforética foi realizada a 40
mA. Os géis foram corados com solugdo de Coomassie Brilhant Blue 0,05% a 37°C e seu

excesso foi removido em acido acético 7%.

2.1.4 - Determinagao da Atividade PLA2

A atividade da PLA2 foi medida usando o método descrito por HOLZER &
MACKESSY (1996), modificado para um sistema de microplacas de ELISA de 96 pocos.
Inicialmente foi preparada uma solu¢do méae de substrato, composta por 3,5mM de acido
4-nitro-(octanoiloxi) benzodico, dissolvida em acetonitrila pura, com grau de pureza
espectroscopio (99,998%), que foi estocada para posterior uso. Solugdo estoque de
enzima feita a partir de 1mg de amostra dissolvida em 1mL de tampao de ensaio (10 mM
de Tris-HCI, 10mM de CaCl;, 100mM NaCl, pH 8,0). As analises sobre a atividade
enzimatica foram conduzidas usando-se uma solugdo com 200 pyL de tampao de ensaio,
20uL de enzima, 20 pL de substrato e 20 pL de agua que foram incubadas a 37°C por 20
minutos. A atividade enzimatica foi calculada baseada no aumento de absorbancia depois
de 20 minutos. As placas foram lidas a uma absorbancia de 425 nm usando u m leitor de
ELISA.



2.2 - Determinagao da estrutura primaria da PLA2

Cerca de 5,0mg da proteina foi dissolvida em acido férmico e adicionados 2
volumes de agua Milli-Q resultando em uma concentragéo final de proteina de 5 a
10mg/mL. Foi entdo adicionado igual peso de brometo de cianogénio, em frasco lacrado,
a temperatura ambiente, por 24h. Apds o periodo foi adicionado 10 a 20 volumes de agua
Milli-Q e o material foi liofilizado, repetindo-se esta operagdo por mais uma vez. A
proteina liofilizada, reduzida e carboximetilada, foi digerida com duas enzimas: a protease
V8 de Staphilococcus aureus, por 3h a 37°C com uma razdo enzima-substrato de 1:100.
ApoOs esse periodo, a amostra foi liofilizada (Houmard e Drapeau, 1972). A digestdo com
clostripaina foi realizada por 3h a 37°C. Apods interrupcdo da reacdo a amostra foi
liofilizada. A hidrélise da proteina com tripsina foi realizada em tampao bicarbonato de
aménio 0,1M, pH 8.0 e interrompia apds 3 horas de reacdo. As amostras da toxina
digerida com clostripaina e com V8 foram repurificadas em HPLC de fase reversa (Water
PDA 991 System) usando uma coluna y-Bondapack C-18. A separacéo dos peptideos foi

feita com um gradiente de 66% acetonitrila em 0.1% de acido trifluoracético (tampao B).

2.3 — Leishmania (Leishmania) amazonensis

Promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, cepa
MHOM/BR/73/M2269 isolada de caso humano de leishmaniose cutanea localizada no
Par4, classificada por anticorpos monoclonais e isoenzimas no Instituto Evandro Chagas,
Belém, Brasil. Estes parasitos mantidos em pata traseira de camundongos BALB/c foram
isolados e expandidos para o meio RPMI 1640 (Gibco - EUA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado pelo calor (Gibco - EUA), 1% de HEPES (SIGMA) e 1% de
antibidticos. Todos os experimentos foram realizados com parasitos com no maximo 3

semanas de isolamento e em fase estacionaria.

2.4 — Extragao de macrofagos

Camundongos BALB/c foram sacrificados por deslocamento cervical e em cabine
de seguranga biolégica nivel 2, foi injetado 5mL de solugéo fisiolégica no peritbneo do

animal, que foi massageado suavemente. Com equipamentos cirurgicos estéreis o
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peritbneo foi aberto, e o lavado peritoneal foi aspirado com pipeta Pasteur e
acondicionado em tubos de 15mL que foi centrifugado trés vezes, com tampéao fosfato pH
7,4 (PBS) estéril, a 1000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Para verificar concentragao de
macrofagos, as células foram contadas em cadmara de Neubauer com auxilio de Trypan
blue (na dilui¢do de 1:9 — 20uL de Trypan blue e 180uL de lavado peritoneal), 50% foram
considerados macréfagos, e com auxilio da formula de dissolugdo (CoxVo=CxVi) 0s
macrofagos foram ajustados na concentragao de 10° macréfagos/mL e aliquotas de 100u
L adicionadas em placa de cultura de 96 pocos. Apos adicionar as células aos pogos, a
placa foi imediatamente colocada em estufa a 35°C com 5% de CO. por
aproximadamente 120 minutos para adesdo de macrofagos. Apds o periodo, 0s pogos
foram lavados trés vezes com PBS a temperatura ambiente para retirar células nao
aderentes, e adicionado novo meio de cultura (RPMI 1640), apos espraiamento, cerca de

12 horas, 0s ensaios com os macréfagos foram realizados.

2.5 — Ensaio de citotoxicidade

Apoés adesao e espraiamento de macrofagos, foram adicionadas a PLA2 e a CRP
nas seguintes concentragdes: 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 e 32,0 pg/poco. Nos controles foi
adicionado PBS. Apds 24 horas os pogos foram lavados 3 vezes com PBS a temperatura
ambiente, sendo entdo adicionado 20uL de MTT na concentragdo de 5,0 mg/mL. Apds 4
horas foi adicionado SDS com 10% HCI. A placa foi lida ap6s 18 horas em leitor de ELISA

em comprimento de onda de 595nm.

2.6 - Atividade da PLA2 em infeccdo experimental (in vitro) de L.(L.)

amazonensis

Apds adesao e espraiamento de macréfagos, o meio de cultura foi trocado e
adicionado 10 promastigotas/macréfago. Apds 24 horas a placa foi lavada com PBS a
temperatura ambiente para retirar parasitos extracelulares. Adicionou-se novo meio de
cultura a temperatura ambiente juntamente com aliquotas de PLA2 e CRP nas
concentragoes: 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 e 32,0ug/poco, nos controles foi adicionado apenas

PBS. Apds 24 horas de tratamento com as proteinas, a quantidade de amastigotas foi



2

avaliada pela técnica ELISA in situ (modificado de Piazza et al,1994). Macréfagos
previamente infectados com L. (L.) amazonensis e tratados com PLA2 ou CRP, foram
fixados com metanol durante 10 minutos. Apds esse periodo foram lavados trés vezes
com PBS com 0,05% de tween 20 (PBST). Para evitar ligagbes inespecificas, as células
foram bloqueadas com leite desnatado por 120 minutos em estufa a 37°C. Apds o
periodo, foram lavadas trés vezes com PBST e entdo adicionado soro hiper-imune como
anticorpo primario (anti-leishmania) de paciente com leishmaniose tegumentar americana,
na diluicdo de 1:100 em PBST durante 45 minutos a 37°C. Apos esse periodo, a placa foi
lavada trés vezes com PBST e entdo adicionado o anticorpo de cabra anti-IgG humana
(SIGMA A 3150) conjugado com fosfatase alcalina na diluicdo de 1:1000 em PBST por 45
minutos a 37°C. A placa entao foi lavada novamente e adicionado substrato cromogénico
p-nitrofenil fosfato - p-NPP - (SIGMA N9389) dissolvido em tamp&o carbonato 0,1M pH

9,6. A placa foi lida em leitor de ELISA em comprimento de onda de 405nm.

2.7 — Utilizagao de inibidores na infecgao experimental (in vitro)

Promastigotas de L. (L.) amazonensis foram tratadas com Indometacina e
Dexametasona na concentragcdo de 10ug/mL por um periodo de 24 horas. Apos esse
periodo os parasitos foram lavados trés vezes a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C em PBS.
Tais promastigotas foram utilizadas para infectar macréfagos e apds 24 horas foi
realizado o ELISA in situ (item 2.6).

2.8 — Testes para avaliagao da metaciclogénese
2.8.1 - Tratamento das promastigotas com PLA2

Promastigotas no 5° dia de cultura foram centrifugadas inicialmente a 1000 rpm por
10 minutos, o sobrenadante foi recolhido e novamente centrifugado a 3000 rpm por 10
minutos. Apos centrifugagdo, as promastigotas foram contadas e sua concentragéo
ajustada para 10° promastigotas/mL. Aliquotas de 32,0ug/mL de PLA2 e da CRP foram
adicionadas a cultura. Apos 72 horas foram realizadas contagens na cultura de parasitos
com camara de Neubauer para verificar atividade das proteinas nas formas

promastigotas. Apdés contagem, os parasitos foram ajustados a uma determinada



concentracio para realizacdo dos experimentos listados abaixo.

2.8.2 - Resisténcia a lise por soro humano

Soro humano colhido de doador saudavel e sem ter ingerido medicamento algum
em um periodo de pelo menos 96 horas foi utilizado. O sangue foi mantido a temperatura
ambiente por 1 hora para retracdo de coagulo. Posteriormente foi centrifugado a 1000
rom por 10 minutos e o soro foi colhido em meio estéril. Promastigotas tratadas com
PLA2 e CRP, foram centrifugadas 3 vezes a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C com PBS
estéril e a concentragdo ajustada para 10° promastigotas/pogo. Foram feitas diluicdes de
soro em PBS nas seguintes proporc¢des: 1:32; 1:64 e 1:128 e as promastigotas foram
incubadas por um periodo de 45 minutos a 35°C. Apds o periodo, foram realizadas
contagens em camara de Neubauer para verificar resisténcia das promastigotas frente a
lise por soro humano. Concomitantemente foi montado um experimento padrdo com
promastigotas recém isoladas, no 2° dia de cultura para verificar perfil de sensibilidade as

diferentes concentracdes de soro.

2.8.3 — Quantificacao de proteinas

Promastigotas tratadas com PLA2 e CRP por um periodo de 72 horas, foram
centrifugadas 3 vezes com PBS estéril a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C e a concentragao
ajustada para 10°promastigotas/mL. Aos pellits foi adicionado 1mL de agua destilada e
procedeu-se ao congelamento e descongelamento das amostras por trés vezes para se
obter o extrato total das promastigotas. Para realizagdo do experimento foi utilizado como
padrdao albumina bovina (BSA) a 1,0 mg/mL solubilizada em &gua destilada. A
concentracao de padrao, para o teste, estava na faixa de:0 a 100ug/mL. Os extratos de
promastigotas tratadas e controle ndo foram diluidos. As diluicdes de albumina e aos
extratos dos grupos tratados e controle foram adicionados 2 mL de solugao reativa (30
mL de solug¢ado de carbonato de sédio 3% em hidréxido de sodio 0,1M; 300 pL de solugéo
de tartarato de sodio e potassio 4% e 300 pL de solugdo de sulfato de cobre 2%) e
incubado por 10 minutos. Apds o periodo foi adicionado em cada amostra 200 pyL de

solugao Folin-Cicateau por 30 minutos. Posteriormente, aliquotas de 200 pL foram



adicionadas a placas de 96 pocos e lidas a 595 nm.

2.8.4 - Morfometria

Para estudar a morfometria dos parasitos tratados com as diferentes proteinas, foi
usada a metodologia descrita por Spath e Beverley (2001). Apds a separagao das formas
infectantes das nao infectantes com gradiente de ficoll, os parasitos foram centrifugados
trés vezes com a 3000rpm por 10 minutos a 4°C em PBS e uma aliquota da solugao de
parasitos foi adicionada a lamina, fixada e corada com Giemnsa. A morfometria foi entao

analisada através de analisador de imagens acoplada a microscépio.

2.9 — Atividade fosfolipasica A2 em promastigotas

Promastigotas de L. (L.) amazonensis no 5° dia de cultura foram centrifugadas trés
vezes a 3000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi colhido e estocado a —80°C para
liofilizagdo. Ao pellit, uma amostra contendo 5,0x10® promastigotas/mL, foi adicionado 1
mL de agua milli-Q, que foi submetido ao congelamento e descongelamento por trés
vezes. Posteriormente a amostra foi submetida a liofilizagdo, seguido por ressuspensao
em 1mL de agua milli-Q para realizar a quantificagdo de proteinas pelo método de Lowry
(descrigcao no item 2.7.3). Para verificar a atividade fosfolipasica A2 foi feita uma reagao
contendo 200puL de tamp&o de ensaio (Tris-HCI 0,1M; CaCl, 2mM; NaCl 0,15M; pH 7,8),
20 pL das amostras (20ug de proteina), 20 uL de agua e 20 uL de substrato, totalizando
260pL (similar ao item 2.1.4). Todas as amostras foram esterilizadas em membrana 0,22

m.

Para os testes de inibicdo foram utilizados os seguintes inibidores: para-
bromofenacil bromideo (p-BPB) a 0,1mM, Indometacina (10ug) e Dexametasona (10ug).

Para esses testes foram utilizados com um volume final de 260pL.

Todas as amostras foram incubadas a 35°C por um periodo de 40 minutos, onde a
absorbancia foi lida em um comprimento de onda de 405nm. Os resultados sao

expressos em nmol/min/mg de proteina.



2.10 - Infecgao in vivo

Para esse experimento foram montados 3 grupos experimentais contendo 4
camundongos BALB/c isogénicos com 6 semanas de vida, obtidos do centro de
bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Promastigotas
controle e tratadas com PLA2 e CRP por 72 horas, foram centrifugadas trés vezes em
PBS a 3000rpm por 10 minutos a 4°C e sua concentragdo ajustada para 2x10’
promastigotas/mL. Para a infecgcédo, os animais foram anestesiados com uma solugéo de
tiopental contendo 1mg/200uL e cerca de 50 pL de solugdo contendo promastigotas
tratadas e controles foram injetados na pata traseira direita de cada animal. A intervalos
regulares de 5 dias foi medido edema da pata e contra pata de cada animal com um

micrémetro, verificando assim o edema devido a infecgao.

2.11 - Analises histoloégicas

Apos 40 dias de infeccdo experimental, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical. As biodpsias foram colhidas da pata onde a solugao de parasitos
foi inoculada. Os materiais foram incluidos em bloco de parafina, onde foram realizadas
seccdes de 4um e realizada coloragcéo de HE (Hematoxilina/Eosina) para cada animal dos
grupos experimentais. Para analise de imunohistoquimica, as laminas foram
desparafinizadas em xilol por 15 minutos a temperatura ambiente, logo apés foram
hidratadas passando por cubas de alcool absoluto, 70%, 50%, 30% e agua, seguido por
recuperagcado antigénica com tampéo citrato 10mM, pH 6,0 a 95°C por 30 minutos em
banho — maria, seguido de 20 minutos para resfriamento, cerca de 50°C. As laminas
foram retiradas do tampéao citrato e foram feitas 6 incubag¢des de 5 minutos em perdxido
de hidrogénio 3% para bloqueio da peroxidase enddgena. Para bloqueio de ligagdes
inespecificas foi realizado uma incubacé&o com leite desnatado (Molico-Nestlé) por 1 hora
a 37°C. Posteriormente, adicionou-se ao tecido anticorpo policlonal anti-leishmania a uma
diluicdo de 1:800 em PBS com 1% de BSA por 2 horas a 37°C. Em seguida as laminas
foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com PBS com 0,05% de Tween 20 (PBST), em
seguida, adicionou-se o anticorpo secundario biotinilado (Biotinylated link — Dako K-0690)
e incubou-se por 1 hora a 37°C. Foram feitas 3 lavagens de 5 minutos com PBST. Apds

lavagens, adicionou-se estreptavidina conjugada a peroxidase (Streptavidin — HRP - Dako
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K-0690) e incubou-se por 45 minutos a 37°C. Apds esse periodo foram feitas 3 lavagens
com PBST por 5 minutos, seguido por incubacgédo por 5 minutos a temperatura ambiente
com uma solugado de diaminobenzidina (DAB — Sigma D 8001) 0,6mg/mL com 0,03% de
peroxido de hidrogénio em PBS. A reacao foi interrompida pela adicdo de agua destilada,
sendo em seguida lavadas com agua destilada para retirar o excesso da solugado de DAB.
As laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris por 1 minuto a temperatura
ambiente, sendo lavadas com agua corrente e desidratadas para montagem com
permount. Posteriormente, foram feitas contagens em 10 campos da Iamina com auxilio
de analisador de imagens para se calcular a densidade de amastigotas e de células

inflamatodrias.

2.11 — Outro modelo experimental
2.11.1 — Trypanosoma cruzi

Epimastigotos de T. cruzi (cepa Y) mantidas em meio Lit a 28°C (Sadigursky &
Brodskyn, 1986), foram centrifugados trés vezes a 4000 rpm durante 10 minutos. Apos
centrifugagcdo os epimastigotos foram ajustados para uma concentracdo de 10’
epimastigotos/mL. Aliquotas de 100uL da suspensao de epimastigotos foram adicionadas
em placas de cultura com 96 pocgos. Imediatamente apds o plaqueamento, aliquotas de
PLA2 foram adicionadas aos pogos nas seguintes concentragées: 1,0; 2,0; 4,0, 8,0, 16,0
e 32,0 pg/pogo. Apds 24 horas, foi verificado a viabilidade dos epimastigotos pela adigéo
de 20 pL de MTT a 5,0mg/mL por um periodo de 4 horas, quando entao foi adicionado
SDS a 20%. Apds quatro horas a placa foi lida em leitor de ELISA a 595nm.
Alternativamente, epimastigotos foram centrifugados trés vezes a 4000 rpom durante 10
minutos. Apos centrifugacéo os epimastigotos foram ajustados para uma concentragao de
10° epimastigotos/mL, e tratados com concentragdes de 8,0 ;16,0 e 32ug/mL. A periodos
regulares de 24 horas, durante 72 horas, foram realizadas contagens em Céamara de

Neubauer.

2.12 — Analise estatistica
Os resultados foram expressos como a média = desvio padrdo de trés

experimentos independentes realizados em duplicata. Para as analises histologicas,
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foram contados 100 campos diferentes nas bidpsias dos grupos experimentais contendo 4
animais. Diferencas estatisticas entre os grupos controle e tratados foram verificados
através do teste t-Student e os dados apresentados sdo considerados significativos

estatisticamente.



3 - RESULTADOS

3.1 -
A2

Fracionamento do veneno de C. d. collilineatus e atividade fosfolipasica

O veneno aplicado a coluna cromatografica de exclusdo molecular, permitiu a

eluicdo de quatro principais picos protéicos, onde o pico em vermelho foi positivo para

atividade fosfolipasica A2 (figura 8), o pico em questado é a crotoxina, principal constituinte

protéico encontrado nesse veneno, pois apresentou cerca de 60% do veneno total, tal

valor foi estimado pela integragdo do pico em vermelho, e corroborada posteriormente

com a massa liofilizada da fragao protéica.

)

- A280nm (

Atividade de PLA2 (—@—)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tempo (min.)

Figura 8 — Perfil da cromatografia de exclusdo molecular do veneno total de C. d. collilineatus. Nesse

veneno ha ce

rca de 4 picos protéicos principais. O pico em vermelho, correspondente a crotoxina, foi

encontrada atividade fosfolipasica A2.

A crotoxina isolada do veneno total aplicada a HPLC de fase reversa para
isolamento da PLA2 e da CRP (figura 9).
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Figura 9 — A crotoxina, eluida na cromatografia de exclusdo molecular, foi re-eluida em cromatografia de
fase reversa para fracionamento da PLA2 e CRP. O teste enzimatico mostra que a fragdo de interesse € a

PLA2 (em vermelho), e foi eluida proximo aos 30 minutos.

Através do perfil eletroforético, observamos que o fracionamento da PLA2 e da
CRP foi realizado com alto grau de pureza (figura 10), onde a massa molecular da PLA2

foi estimada em aproximadamente 15kDa e da crotapotina em 9kDa.

Veneno
Crotoxina

kDa
_~94
=87
—43

—|—30
L

—20
—14

Figura 10 — Perfil eletroforético do veneno total, crotoxina, CRP e PLA2, mostrando que o fracionamento foi

realizado com alto grau de pureza. MK — Marcadores moleculares.



3.2 - Determinagao da estrutura primaria da PLA2

Peptideos foram obtidos a partir de digestao especifica, com a protease V8 e
clostripaina, em seguida, foram adicionadas ao sequenciador automatico. A sequéncia
obtida, contendo 122 aminoacidos foi:
HLLQFNKMIKFETRRNAIPFYAFYGCYCGWGGRGRPKDATDRCCFVHDCCYGKLTGCN
YKWDIYTYSLRSGYIVCGKGTPCEKQICECDRVAAECLRRSLSTYRYKYMLYPDSRCRQ
PSETC (figura 11). Para verificar identidade com outras proteinas crotalicas foi realizada
uma busca nos seguintes bancos de dados: Swiss Prot e Blast. Para verificar identidade
entre a sequéncia adquirida e PLA2 de mamiferos, foi feito levantamento bibliografico e
trés seqléncias de PLA2 foram utilizadas a fim de comparagdes com a proteina obtida
(Ishizaki et al 1989; Mulherkar et al 1993).
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Figura 11 — Através da analise das diferentes sequéncias verifica-se diferenciados graus de identidade

entre as PLA2 crotalicas e de mamiferos, algumas regiées, como o sitio ativo sdo altamente conservadas

entre as espécies. C.d.colli (C.d.collilineatus); C.d.t (C.d.terrificus); C.viridis; C.d.t. F15 (isoforma basica de

C.d.terrificus); C.ada (C.adamanteus); C.atrox; EF (Enhancing factor — PLA2 isolada de intestino de ratos);

R (PLAZ2 de plaqueta de rato); H (PLA2 do liquido sinovial humano).

A figura indica regides na proteina que sao altamente conservadas nas diferentes

Na regido N-terminal, as PLA2 de C.d.t, C.viridis e C.d.t F15

apresentam identidade entre 90 a 100% com a PLA2 de C. d. collilineatus, contudo C.ada

7

especies animais.

e C.atrox apresentam uma pequena identidade, cerca de 36%. A PLA2 nomeada R
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(fosfolipase A2 de plaqueta de ratos) apresenta cerca de 54% de identidade, na mesma
regiao, a PLA2 de C. d. collilineatus. A regiao denominada Loop de Calcio é altamente
conservada em todas as sequéncias protéicas analisadas, onde a identidade varia entre
90 a 70% entre as sequéncias. Na regido denominada Sitio Ativo as PLAZ2 crotalicas sao
100% idénticas. Nessa mesma regido as PLA2 de mamiferos também sao idénticas a de
C. d. collilineatus, a EF (Enhancing factor), isolada de intestinos de ratos e H (PLA2 de
liquido sinovial humano), apresentam cerca de 80% de identidade. A proteina
denominada R apresenta cerca de 72% de identidade. A tabela | sumariza os

diferenciados graus de identidade encontrados entre as PLA2.

Tabela | — A tabela | mostra os diferenciados graus de identidade entre as PLA2 crotalicas
e de mamiferos, todas pertencentes ao grupo Il, caracterizadas como secretorias e de

baixa massa molecular.

Regiao C.dt C.viridis C.d.tF15 C.ada C.atrox EF R H
N terminal 100% 100% 100% 36% 36% 36% 54,4% 45,5%
Loop de Ca* 90% 80% 90% 90% 90% 70% 80% 80%
Sitio Ativo 100% 100% 100% 100% 100% 81,8% 72,7% 81,8%
Folha 3 75% 83,3% 75% 58,3% 50% 0 8,3% 0
Hélice 3 100% 100% 100% 56,25% 56,25% 0 0 0
Regiao Rica

em Lisina 83,3% 83,3% 77,8% 50% 66,7% 55% 55%  55%

As regides hipervariaveis entre a PLA2 de C.d.co e as de mamiferos sao: Folha f3,
Hélice 3 e a regido rica em lisina. Entre as proprias proteinas crotalicas essas regides
também sao hipervariaveis, pois apresenta graus de identidade oscilantes entre as

espécies (como no caso da regido N-terminal de C.atrox e C.d.co) e entre as subespécies

(como no caso da regiao da folha 3 de C.d.t e C. d. collilineatus).

3.3 — Ensaio de citotoxicidade

Através de ensaio de citotoxicidade, verificou-se que a PLA2 e CRP nao possuem
atividade citotoxica a macréfagos peritoneais nas concentragdes testadas (Figura 12),

pois & possivel verificar que com o aumento das concentragdes de proteinas adicionadas



ao meio de cultura a curva permanece constante.
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Figura 12 — A PLA2 e CRP nao apresentaram atividade citotéxica a macrofagos peritoneais, nas
concentragdes testadas. No grafico é possivel verificar que conforme foi aumentada a concentragdo da
PLA2 e CRP, a porcentagem de macrofagos viaveis permaneceu constante. Tais resultados sdo expressos

como médiatdesvio padrao (N=3; p=0,01)

3.4 - Atividade da PLA2 e da CRP na infecgao experimental (in vitro) de L.(L.)

amazonensis

Apos tratamento de macrofagos infectados foi realizada a técnica ELISA in situ. De
acordo com os nossos dados experimentais, a PLA2 causou aumento no numero de
amastigotas em todas as concentragbes de PLA2 utilizadas, pois houve um marcado

aumento da absorbancia (Figura 13).
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Figura 13 — O tratamento de PLA2 em macréfagos previamente infectados com L. (L.) amazonensis causou
marcado aumento do crescimento das formas amastigotas, entretanto nas menores concentragdes

observou-se uma maior taxa de crescimento. A CRP nessa analise experimental ndo causou efeito algum

na cultura celular. Tais resultados s&o expressos como médiatdesvio padrao (N=3; p=0,01).

E possivel ainda verificar que o maior aumento mais marcante ocorreu quando
macrofagos previamente infectados foram tratados com as menores concentragdes da
PLA2. Nas maiores concentragbes utilizadas a curva tende a uma estabilizagao,
entretanto o crescimento ainda é observado. Diferentemente da PLAZ2, o tratamento da
CRP em macrofagos infectados ndo causou efeito algum como é possivel verificar na

estabilizagcao da curva com as diferentes concentragdes de CRP.

3.5 — Atividade fosfolipasica A2 em promastigotas

Para verificar se promastigotas de L. (L.) amazonensis possuiam PLA2 realizamos

teste enzimatico para PLA2 no sobrenadante e em lisado de tais formas.

Apods 40 minutos de incubacdo com substrato especifico a 37°C foi observado que
0 sobrenadante de promastigotas de L. (L.) amazonensis apresentou a maior atividade
especifica para PLA2, aproximadamente 3 vezes maior que a atividade presente no

lisado dos parasitos (Figura 14A), o lisado apresentou a menor atividade especifica



(Figura 14B).
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Figura 14 - A imagem A mostra a atividade fosfolipasica A2 do sobrenadante de promastigotas. Em tal
andlise foi observado que a Indometacina apresentou a melhor atividade inibitoria, seguido pelo pBPB,
entretanto, a Dexametasona nao apresentou atividade inibitéria alguma. A imagem B mostra a atividade
fosfolipasica A2 do lisado, tal analise mostra que o pBPB foi capaz de inibir a atividade fosfolipasica A2 do

lisado. Tais resultados sdo expressos como médiatdesvio padrdo (N=3; p=0,01).

I

inibidores foram a Indometacina, com aproximadamente 55% de inibicdo, o pBPB
apresentou cerca de 33% de inibicdo, a Dexametasona apresentou aproximadamente
8,3% de inibigdo, a menor atividade inibitéria entre os inibidores. Em relagdo ao lisado de
parasitos foi verificado que o pBPB foi capaz de inibir a atividade fosfolipasica dos
parasitos em aproximadamente 30%, entretanto a Indometacina e a Dexametasona nao
foram capazes de inibir a atividade fosfolipasica A2 do lisado, inclusive aumentaram a

atividade enzimatica fosfolipasica A2.

3.6 — Uso de Indometacina e Dexametasona na infec¢ao experimental (in

vitro)

Para verificar se o0 uso de Indometacina ou Dexametasona poderia diminuir o grau
de infecgao (por uma possivel inibicdo da PLA2 dos parasitos), os protozoarios foram
tratados por 24 horas com tais inibidores e posteriormente tais parasitos foram

adicionados a cultura de macrofagos.

Essa analise mostrou que tais inibidores nao foram capazes de inibir a entrada e



consequente crescimento dos parasitos no interior de macrofagos (Figura 15).
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Figura 15 — A imagem mostra que a Indometacina e Dexametasona nao foram capazes de inibir a entrada e

consequente crescimento de parasitos no interior dos macrofagos. Tais resultados sdo expressos como

médiatdesvio padrao (N=3; p=0,01).

Diferentemente do esperado, a Indometacina causou acentuado crescimento dos
parasitos no interior dos macréfagos, cerca de 3 vezes maior que o controle, a
Dexametasona apresentou similar perfil, entretanto o aumento foi menor, cerca de 0,8
vezes o valor do grupo controle. O uso de pBPB, nessa analise, n&o foi possivel, pois seu
diluente era dimetil sulfoxido (DMSO) que é extremamente danoso a muitas linhagens

celulares, inclusive de Leishmania.

3.5 — Testes para avaliagao da metaciclogénese
3.5.1 - Tratamento das promastigotas

Apos tratamento de promastigotas com uma concentragao de 32,0pg/mL de PLA2
e CRP, foi realizada contagem em cadmara de Neubauer, onde foi verificado que a
proteina que causou maior porcentagem de crescimento foi a PLA2, cerca de 50%,
entretanto a CRP causou uma diminuigdo no numero de promastigotas em 50% na

mesma concentragao testada para PLA2 (figura 16).
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Figura 16 — A PLA2 causou um aumento no numero de promastigotas em aproximadamente 50%,
entretando a CRP causou uma diminuicdo do numero de promastigotas de cerca de 50%. Tais resultados

s&0 expressos como meédiaxdesvio padrdo (N=3; p=0,01).

3.5.2 - Resisténcia a lise por soro humano

Promastigotas tratadas com o VT, CTX, PLA2 e CRP foram incubadas com soro
humano nas seguintes porcentagens: 0,78; 1,56 e 3,12. Apds 45 minutos foi verificado
que nao havia diferengas significativas entre os grupos tratados com PLA2 e CRP e o

grupo controle (Tabela II).
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Tabela Il — Promastigotas tratadas com PLA2 e CRP ndo mostraram diferencas
significativas em relagdo ao grupo controle ou a cultura de promastigotas no 5° dia de
cultura, entretanto, os grupos tratados e controle mostraram maiores porcentagens de
sobrevivéncia em relacdo a cultura no 2° dia de cultura. Tais resultados sdo expressos

como médiatdesvio padrao (N=3; p=0,01)

0,78% de soro 1,56% de soro 3,12% de soro

Promastigotas 2° dia de cultura 21,78 + 2,80 7,920 0
Promastigotas 5° dia de cultura 92,05 + 8,95 53,84 + 7,25 36,18 + 6,47
PLA2 97,39 £ 3,05 66,20 £ 7,07 32,50+ 5,07
CRP 100,00+ 0 55,23 + 7,07 29,21+ 7,07
Controle 102,50 + 2,50 65,23 £ 5,05 37,25+ 5,10

Todos os grupos mostraram uma sensibilidade dependente da porcentagem de
soro usado. As analises mostram que promastigotas no 5° dia de cultivo incubadas com
as mesmas porcentagens de soro humano apresentavam taxas de sobrevivéncia
similares aos dos grupos tratados, e que promastigotas no 2° dia de cultivo foram mais
sensiveis nessas mesmas porcentagens. A concentragdao meédia de soro que causou lise
em 50% das populagdes tratadas e controle foi de aproximadamente 1,35%. Na faixa de
teste, as promastigotas do 2° dia de cultura ndo apresentaram 50% de lise, pois foram

altamente sensiveis as menores concentrag¢des utilizadas.

3.5.3 — Quantificagao de proteinas

Proteinas totais de lisado de promastigotas foram quantificadas pelo método de
Lowry. Através de nossas condigbes experimentais, verificamos que nao houve
diferencas significativas entre os grupos tratados e grupo controle na expressao protéica
(Tabela 1lI).
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Tabela lll — Quantificagdo de proteinas pelo método de Lowry. Os dados mostram que
nao ha diferencas significativas da quantidade de proteinas entre os grupos tratados e

controle. Tais resultados sdo expressos como médiatdesvio padréo (N=3; p=0,01).

Grupo Quantidade estimada de proteina (ug/pL)

VT 4,10+0,42
CTX 3,21 +0,19
PLA2 4,08 +0,45
CRP 3,45 +0,20

Controle 3,03 £ 0,52

3.5.4 — Morfometria

Para esse experimento foram utilizados parasitos no 2° e no 6° dia de cultura.
Através da analise de 100 promastigotas foi verificado que havia diferencas significativas
entre o corpo celular, flagelo e largura de culturas infectivas e nao infectivas (Tabela 1).
Foi verificado que a maior parte das promastigotas com caracteristicas infectivas foi
colhida entre as densidades de 8 a 10% de ficoll. Em outras densidades de ficoll havia

promastigotas em divisao celular e com morfometria similar a cultura de 2° dia.

Tabela IV — Promastigotas coletadas em gradiente de ficoll entre 8 a 10% mostrou as
dimensdes celulares mostradas na tabela, quantificadas em microscopio acoplado a
computador e analisado com o software Axion Vision 4.0. Os dados sdo a média de trés

experimentos independentes.

Corpo Celular (um)  Flagelo (um) Largura (um)

Promastigotas 2° dia de cultura 15,21+0,16 9,46+0,58 2,27+0,09
Promastigotas 6° dia de cultura 12,55+1,32 22,63+1,10 1,29+1,10
PLA2 11,23%0,81 26,74+3,45 1,22+0,04
CRP 11,41£1,25 21,28+3,58 1,25+0,01

Apos realizar contagens das promastigotas colhidas entre essa faixa de densidade
de ficoll (8 a 10%) foi verificado que a concentracdo dessas promastigotas era
relativamente baixa, ndo sendo possivel dar continuidade aos experimentos de infeccao
in vivo. A tabela Il sumariza a porcentagem de promastigotas colhidas entre 8 a 10% de

ficoll com os diferentes tratamentos.
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Tabela V — Porcentagem de promastigotas colhidas apds centrifugagdo em gradiente de

ficoll nas densidades entre 8 a 10%.

Grupos Porcentagem
Promastigotas 6° dia de cultura 31%
PLA2 22%
CRP 17%
Controle 23,5%

E possivel verificar que a maior parte de promastigotas foi colhidas na cultura com
seis dias. As promastigotas tratadas com a PLA2 ndo mostraram diferengas significativas
na porcentagem de promastigotas colhidas em relagdo ao controle, entretanto, o grupo
tratado com a CRP apresentou uma menor porcentagem de recolhimento, cerca de 17%,

apresentando diferencas significativas com o grupo controle e os outros grupos tratados.

3.7 — Infecgao in vivo

Promastigotas foram tratadas com PLA2 e CRP por 24 horas e entéo inoculadas na
pata traseira de camundongos Balb/c. A intervalo regulares de cinco dias, durante

quarenta dias, foram realizadas medi¢cdes da pata e contrapata com micrémetro.

Nos primeiros 15 dias foi verificado que o tamanho da lesdo do grupo controle
cresceu mais que os grupos tratados. Posteriormente (apdés 20 dias), observou-se o
acentuado crescimento do grupo tratado com PLA2, superior ao do grupo controle. Nesse
mesmo periodo o tamanho da lesdo causado pelo grupo de promastigotas tratadas com a
CRP mostrou cerca de metade do crescimento do tamanho da lesdo causado pelo grupo

de promastigotas tratadas com PLA2 (Figura 17).
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Figura 17 — Perfil da infecgdo de camundongos Balb/c através de medicdes de patas e contrapatas. E
possivel verificar que apos 20 dias de infeccdo houve uma exacerbagdo do tamanho da lesdo do grupo
tratado com PLA2 em relagéo ao grupo controle. A CRP, entretanto, apresentou valores de lesdo menores
ou similares ao do grupo controle no periodo analisado. Os resultados estdo expressos como a média+

desvio padrao de 4 animais.

No 40° dia de infeccdo, o tamanho de lesdo dos grupos tratados foi

significativamente maior do que o grupo controle.

3.8 — Analises histoldgicas
3.8.1 — Anadlise histopatoldgica através da coloragao hematoxilina/eosina

Através da coloragdo com hematoxilina/eosina foi verificada a caracteristica da
lesdo de cada grupo, onde foi possivel quantificar o numero de leucécitos

polimorfonucleares e mononucleares nos cortes histolégicos.

Em todos os grupos foi observado que ha uma maior quantidade de células

mononucleares em relacdo aos polimorfonucleares.



A) Grupo controle

No grupo controle foi verificado que ha um intenso infiltrado inflamatdrio difuso pela
derme com grande quantidade de polimorfonucleares (cerca de 1890
polimorfonucleares/mm?), mononucleares e macréfagos vacuolizados (5165
mononucleares/mm?), com muitas amastigotas em seu interior, ha poucos linfécitos e
regides difusas de necrose, nessa analise foi verificada uma grande quantidade de
amastigotas fora de células. A figura 18 ilustra as caracteristicas da lesdo do grupo

controle.



0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 TOO00
N° células/mm®

Figura 18 — A imagem A mostra muitos vacuolos (asteriscos) presentes nos macréfagos (100x), as imagens
B e ¢ mostram algumas das células polimorfonucleares (neutréfilos e eosindfilos — setas pretas) préoximos a
regido onde ha vacuolos com amastigotas no interior de células fagociticas (aumento de 400x). A imagem D
mostra uma regido de necrose (Nec) proxima a area de fibras musculares (Mu) (aumento de 200x). A
imagem E mostra que a densidade de mononucleares (MN) é superior ao de polimorfonucleares (PM).



B) Grupo da PLA2

No grupo em que as promastigotas foram tratadas com PLA2 foi verificado que
houve um intenso infiltrado inflamatério difuso pela derme, ha grandes quantidades de
leucdcitos polimorfonucleares (3269 polimorfonucleares/mm?), com grande quantidade de
mononucleares e macrofagos vacuolizados (7850 mononucleares/mm?) com muitas
amastigotas em seu interior, ha uma pequena quantidade de linfécitos e regides de
necrose intensa em faixas. A figura 19 ilustra as caracteristicas da lesdo desse grupo

experimental.
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Figura 19 — As imagens A e B (aumento de 100x) mostram regides de necrose (Nec) em faixa com a
presenga de muitos vacuolos no tecido (asteriscos). As imagens C e D (aumento de 400x) mostram regites
com grande quantidade de células polimorfonucleares (setas) e a presenga de vacuolos (asteriscos), na
imagem C é possivel verificar a presengca de células inflamatérias e amastigotas proximas a regides de
fibras musculares. A imagem E mostra que a densidade de mononucleares (MN) é superior ao de

polimorfonucleares (PM).



C - Crotapotina

No grupo em que as promastigotas foram tratadas com CRP, verificou-se que ha
um infiltrado de polimorfonucleares intenso (2868 polimorfonucleares/mm?). Com uma
grande quantidade de mononucleares e macrofagos vacuolizados (5653
mononucleares/mm?), com moderadas quantidades de amastigotas em seu interior, ha
uma pequena quantidade de linfocitos e moderadas regides de necrose. A figura 20

ilustra as caracteristicas da lesdo desse grupo experimental.
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Figura 20 — A imagem A (aumento de 200x) mostra que em areas de fibras musculares (Mu) ha vacuolos
(asteriscos) com amastigotas no interior ha menores regides de necrose quando comparado com os outros
grupos experimentais. As imagens B, C e D (aumento de 400x) mostram polimorfonucleares. A imagem E

mostra que a densidade de mononucleares (MN) é superior ao de polimorfonucleares (PM).



5
3.8.2 - Quantificagao de amastigotas em tecido através de imunohistoquimica

Através da técnica de imunohistoquimica foi verificada a carga parasitaria da leséo
de cada grupo experimental, onde foi possivel quantificar o nimero de amastigotas/mm?.
Nas biopsias de animais infectados com promastigotas tratadas com PLA2 foram
encontradas maiores densidades de amastigotas em relagdo ao grupo da CRP ou mesmo
no grupo controle.



A) Controle

No grupo controle, foi verificado que a densidade de amastigotas no tecido foi de
aproximadamente 30000 amastigotas/mm? (Figura 21 E), com uma grande quantidade

de células vacuolizadas (21 A, B, C, D, E).
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Figura 21 — A imagem A (aumento 100x) mostra uma regido que possui grande densidade de amastigotas

(tons marrons). As figuras B e C (aumento de 400x) mostram os vacuolos (asteriscos) formados por
amastigotas (triangulos), a figura D (aumento de 1000x) mostra em detalhes os grandes vacuolos e a
disposicao de L. (L.) amazonensis em seu interior, as estrelas mostram os nucleos dos macrofagos. A
imagem E mostra a densidade de amastigotas quantificadas nos tecidos quantificados, cerca de 30000

amastigotas/mm®.



B) PLA2

No grupo em que as promastigotas foram tratadas com a PLA2, foi encontrada
uma densidade de amastigotas no tecido de aproximadamente 50000 amastigotas/mm?
(Figura 22 E), com uma grande quantidade de células vacuolizadas (Figura 22A, B, C,
D, E).
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Figura 23 — A imagem A (aumento de 100x) mostra uma grande densidade de amastigotas (em tons

marrons) por todo o tecido, podendo inclusive ser verificada préxima a regido da epiderme. As imagens B
(aumento de 200x) e C (aumento de 400x) mostram muitos vacuolos (asteriscos) repletos de parasitos
(tridngulos). A imagem D (aumento de 1000x) mostra em detalhes o vacuolo das células fagociticas com
muitas amastigotas em seu interior, as estrelas mostram os nucleos dos macréfagos. A imagem E mostra a

densidade de amastigotas quantificadas nos tecidos, cerca de 50000 amastigotas/mm>.



C - Crotapotina

No grupo em que as promastigotas foram tratadas com a CRP, foi encontrada
uma densidade de amastigotas no tecido de aproximadamente 23000 amastigotas/mm?
(Figura 24 E), com menores quantidades de células vacuolizadas comparadas aos
grupos anteriores. A figura 24 A mostra focos de marcagdes positivas para amastigotas
de L. (L.) amazonensis. A figura 24 A, B, C, D, E mostra poucas células vacuolizadas,

entretanto, ha amastigotas no tecido.
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Figura 24 — A imagem A e B (aumento de 100x) mostram que ha uma menor marcagdo positiva (tons
marrons) para L. (L.) amazonensis quando comparado aos outros grupos experimentais. A imagem C
(aumento de 400x) mostra as amastigotas (tridngulos) presentes no tecido. A imagem D (aumento de 400x)
mostra vacuolos nos tecidos (asteriscos), mas com menores quantidades de parasitos em seu interior. A

estrela mostra o nucleo do macréfago. A imagem E mostra densidade de amastigotas.



3.9 — Outro modelo experimental
3.9.1 — Trypanosoma cruzi

Epimastigotos foram tratados com PLA2 e apds 24 horas foram contados em
camara de Neubauer. Tal analise mostrou que a PLA2 causou significativo aumento de
uma forma dose-dependente (Figura 25). Em outros experimentos (dados néo
mostrados) foi verificado que a PLA2 é capaz de induzir aumento no numero de

parasitos em concentragdes menores.
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Figura 25 — Crescimento do nimero de epimastigotos com as menores concentragdes de PLA2 testadas,

avaliada por contagem em camara de Neubauer. A analise mostrou que o crescimento ocorreu de uma
maneira dose-dependente. Os resultados sao expressos como a médiatdesvio padréo de trés experimentos

independentes (n=3 p=0,01)



4.0 — Discussao

4.1 - Fracionamento do veneno total de C. d. collilineatus e atvidade

enzimatica

Os venenos crotalicos apresentam como principal fragdo protéica a crotoxina,
uma neurotoxina composta por uma subunidade basica com atividade fosfolipasica A2 e
uma subunidade acida denominada crotapotina, desprovida de atividade enzimatica.
Em uma mesma espécie, esse complexo protéico pode apresentar diferengas
quantitativas e qualitativas, como mostra o trabalho desenvolvido por Rangel-Santos et
al (2004), que mostrou diferengas enzimaticas e farmacologicas da crotoxina das
serpentes C. d. cascavella, C. d. terrificus e C. d. collilineatus. Nessas subespécies a
crotoxina perfazia cerca de 60% do veneno e a maior atividade enzimatica foi
encontrada na crotoxina de C. d. fterrificus, outros trabalhos também mostram
similaridades entre o perfil fosfolipasico A2 para crotoxinas de outras subespécies,
como Ponce-Soto et al (2002) e Toyama et al (2003). Outra importante caracteristica
sobre as PLAZ2 secretorias € o requerimento de calcio para que ocorra a atividade
enzimatica, devido a presenga de uma dupla de aminoacidos adjacentes,

Histidina/Aspartato, nas posicdes 49 e 50, respectivamente (Six & Dennis, 2000).

No presente trabalho, a PLA2 do veneno de C. d. collilineatus apresentou
similaridades na quantidade de crotoxina, na atividade enzimatica e no requerimento de
calcio com os dados da literatura cientifica. Pequenas diferencas foram encontradas,
como temperatura e pH oOtimos para atividade enzimatica, esse fato pode estar
relacionado com a biologia das serpentes, pois os habitos alimentares, sexo e idade
das serpentes sao fatores relevantes nas propriedades fisico-quimicas dos venenos.
Generalizando, a PLA2 usada no experimento apresenta caracteristicas compartilhadas
por outras PLAZ2 crotalicas, mostrando assim que essa proteina foi isolada e identificada

Ccom sucesso.

4.2 - Determinacgao da sequéncia de aminoacidos da PLA2

O conhecimento prévio dos residuos de aminoacidos que compde uma proteina
em determinada espécie € de extrema importancia, pois € um pré-requisito para

determinacdo da sua estrutura tridimensional e € necessario para entender seu
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mecanismo molecular de agdo. A comparagao das sequéncias entre proteinas analogas
de espécies diferentes fornece elementos para entender suas fungdes e pode inclusive
revelar relagdes evolucionarias entre proteinas e os organismos que as produzem.
Portanto, estudos comparativos entre estrutura e a funcdo das PLA2 podem revelar

fungdes fisioldgicas similares entre as proteinas.

Como as PLA2 estao distribuidas em diversos grupos animais e celulares, houve
uma separagcao em grupos e subgrupos. O grupo Il abrange uma ampla variedade
dessas enzimas, que compreendem as do veneno crotalico e botropico, do liquido

sinovial humano, do bago e pancreas de camundongos e humanos, entre outras.

Dentre as do grupo Il, algumas sao consideradas proteinas de fase aguda, que
sao expressas em maiores quantidades quando algum estado patologico é
desencadeado (Baumann 1994). Altas quantidades de PLA2 sdo encontradas no liquido
sinovial humano, em pacientes com artrite reumatoéide. Outras PLA2 atuam como fator
de crescimento, essas quando encontram certos tipos de receptores celulares expode
sitios ativos para outra molécula, o fator de crescimento epidermal (Kadan e Mulherkar
1999). Outras PLA2, associadas a membrana tém fungbes ainda ndo totalmente
esclarecidas (Ishizaki et al 1989), porém sabe-se que quando ha ligagbes dessas
proteinas aos receptores de membrana ha uma via de sinalizagdo com consequente
formagao de prostaglandinas. Biologicamente, essas proteinas diferem das PLA2
crotalicas em suas fungbes, porém alguns sitios que s&o conservados entre as
diferentes espécies podem mostrar certas similaridades funcionais. Como verificado na
figura 4, as trés PLA2 de mamiferos apresentam certas regides com sequéncias
altamente conservadas, quando comparadas as de C. d. collilineatus, um exemplo de
identidade entre as diferentes proteinas é o encontrado na proteina EF, cujo sitio ativo
apresenta cerca de 80% de identidade com a PLA2 de C. d. collilineatus. Contudo, ha
regides em que a identidade € muito pequena ou ausente, como foi verificado na alfa

hélice e folha beta pregueada das PLA2 crotalicas e de mamiferos.

Um estudo mais aprofundado que inter-relacionasse regides da PLA2 de C. d.
collilineatus com as atividades encontradas em outros modelos experimentais por
outras PLA2 seriam de importancia fundamental para entendimento dos variados

mecanismos de agao ocasionados pela proteina em questdo. Como exemplo, pode-se
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citar o trabalho realizado por Prijateli et al (2006) onde mostram que a regido C-terminal
da PLA2 da serpente Vipera ammodytes ammodytes provavelmente é responsavel pela
neurotoxicidade e que sua deplecéo e posterior expressao em Escherichia coli, a torna
menos toxica. Dessa forma, sequéncias similares entre a PLA2 de V. a. ammodytes e a

de C. d. callilineatus poderiam estar associadas aos efeitos neurotdxicos.

Diversos experimentos sdo realizados com a finalidade de compreender as
fungdes dessas proteinas, tal como experimentos empregando a mutagénese dirigida,
onde foi verificado que os residuos de aminoacidos 6 e 8 da tricrotoxina, uma
fosfolipase A2, eram responsaveis pela especificidade neuronal e por determinados
substratos. Essas proteinas mutantes apresentavam menor atividade neurotdxica e
enzimatica (Tsai et al 1998). De forma similar, o emprego da mutagénese dirigida
poderia ser utilizada para verificar quais regides da PLA2 de C. d. collilineatus é

responsavel pelos efeitos bioldgicos apresentado nesse trabalho.

Alguns estados patolégicos induzidos por diferentes grupos dessas proteinas,
poderiam ser estudados da mesma forma, um exemplo seria no potencial crescimento
de células tumorais e consequente angiogénese (Murakami 2005) ou mesmo na artrite
reumatdide (Hara 1989). Esse tipo de estudo poderia também elucidar alguns
processos fisiopatoldgicos nas infeccbes, onde se acredita que as PLA2 estédo

envolvidas, como no caso das leishmanioses (Dwyer 1983).

4.3 - Ensaio de Citotoxicidade

As PLA2 possuem uma diversidade muito grande, pois estdo distribuidas em
diversos grupos animais, desde invertebrados até vertebrados. Algumas delas sé&o
responsaveis por digestdo da presa, como no caso de algumas PLA2 de serpentes
(Valentin e Lambeau, 2000). Essas proteinas apresentam diferentes especificidades por
receptores na célula alvo. Algumas PLA2 possuem maior especificidade por receptores
de células musculares esqueléticas (receptores tipo M), desencadeando -efeitos
mionecroéticos, outras possuem maior especificidade por receptores neuronais
(receptores tipo N), presentes em células nervosas e desencadeando, portanto, efeitos

neurotoéxicos.

Recentes estudos tém demonstrado que a PLA2 de Bungarus multicinctus,
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presentes no complexo protéico da [-bungarotoxina, apresenta atividade citotoxica
contra células neuronais cerebelares, porém esse efeito esta ligado a geragcéo de
radicais livres e a ativagao de caspases, enzimas que desencadeiam processo de morte
celular. A B-bungarotoxina foi mais potente que outras toxinas, tais como cardiotoxina,
melittina e a PLA2 de Naja naja. Outros estudos mostram que a fragdo sem atividade de
PLAZ2 da B-bungarotoxina ndo apresentam atividade citotoxica e que a conformacgéo do
complexo protéico é essencial para que efeitos como letalidade e morte celular ocorram
(Chang e Yang, 1993).

Estudos comparativos de atividade citotoxica tém sido realizados com as
diversas PLA2 de serpentes em células endoteliais e mioblasticas, pois tais células séo
um dos principais alvos das toxinas de serpentes. Nas células endoteliais e
mioblasticas, a PLA2 de C. d. terrificus apresentou atividade citotéxica comparada com
as PLA2 botrépicas, contudo, a CRP ndo apresentou atividade significativa (Lomonte et
al, 1999).

Em trabalhos posteriores, Sampaio et al (2001), havia verificado que o veneno
total de C. d. terrificus apresentava efeitos distintos em macréfagos, inibindo o
espraiamento e fagocitose e estimulando a produc¢ao de peréxido de hidrogénio e 6xido
nitrico, assim como o metabolismo de glicose e glutamina, onde nenhuma atividade
citotdxica foi verificada, entretanto, em células de eritroleucemia murina a crotoxina da

mesma espécie mostrou atividade citotoxica e dependente da PLA2 (Corin, et al 1993).

Portanto, a citotoxicidade € um processo em que deve haver interacdes entre a
molécula e a linhagem celular para que seja desencadeada diferente via celular,
podendo inclusive levar a morte da célula. Em nossos modelos experimentais
(macréfagos peritoneais de camundongos), os resultados obtidos mostraram que essa
interagédo entre proteina e célula ndo desencadeou efeitos deletérios como a crotoxina

de C. d. terrificus apresentou em células de eritroleucemia.

4.4 - Tratamento de promastigotas com PLA2 e CRP

Nossos resultados mostraram que as promastigotas tratadas com a PLA2

cresceram significativamente mais do que o grupo controle, esse resultado indica que a
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adicdo de PLA2 exdégena em cultura de promastigotas deve funcionar como uma
espécie de fator de crescimento. Outras PLA2 também s&o consideradas fatores de
crescimento para alguns tipos celulares. A PLA2 denominada EF (enhancing factor), de
14kDa, isolada de intestinos de ratos € um modulador de crescimento especifico das
células Paneth. Essa proteina é capaz de se ligar a receptores especificos de sua
prépria célula e oferecer um sitio ligador para EGF (fator de crescimento epidermal).
Esse complexo, formado por EF/EGF funciona como fator de crescimento para
fibroblastos mantidos em agar (Mulherkar e Deo 1986). Arita 1991 mostrou que a

sPLAZ2 pancreatica também foi capaz de estimular crescimento em fibroblastos murinos.

Outras PLA2 de serpentes também apresentam atividades estimulatdrias em
diferentes modelos celulares. A PLA2 de Bothrops asper mostrou ser um fator de
crescimento usando como modelos as células da linhagem CRL-8062, contudo a dose
foi um fator limitante (Mora et al 2005). A Ammoditina L, proteina homodloga a PLA2,
sem atividade enzimatica, de V. a. ammodytes apresenta atividade miogénica em

fibroblastos de ratos em cultura (Ruffini et al, 1996).

O mecanismo de agao, assim como a regiao responsavel para essas atividades
estimulatérias das sPLA2 de venenos de serpentes sdo, até o momento incertas e

verificadas em muitos tipos celulares.

De forma contraria, a CRP nao apresentou a atividade estimulatéria vista pela
PLAZ2, mas sim atividade anti-leishmania, o que n&o era esperado, pois alguns trabalhos
mostram que a CRP atua como uma proteina chaperone, aumentando as atividades da
PLA2 em alguns modelos experimentais (Bon et al, 1979). Entretanto, outros trabalhos
mostram que a CRP apresenta atividade anti-inflamatéria sendo capaz de se ligar a
PLA2 e assim diminuir ou mesmo inibir a atividade da PLA2 (Garcia et al, 2003). Le
Pape et al (2000) tentando inibir o crescimento de L. donovani com proteina de esponja
verificou que houve mudancas no conteudo lipidico e inclusive na atividade fosfolipasica
A2 dos parasitos, mostrando assim que essas enzimas possuem importante papel na
fisiologia parasitaria, logo a adicdo de um inibidor de PLA2 (a CRP) ao meio de cultivo

certamente influenciaria na viabilidade celular.

O efeito causado pela PLA2 de C. d. collilineatus sob amastigotas e

promastigotas de L. (L.) amazonensis também € verificado em epimastigotos de T.



6

cruzi, um microorganismo pertencente a ordem Kinetoplastida, como Leishmania.
Alguns estudos mostraram que T. cruzi possui PLA2 e PLA1 (Bertelo et al, 2000) e que
essas proteinas estao relacionadas com sua capacidade invasiva na célula hospedeira,
pois a utilizagdo de inibidores especificos foi capaz de diminuir a invasao de formas

tripomastigotas nas células hospedeiras (Connelly e Kierszenbaum).

O crescimento causado pela PLA2 sob L. (L.) amazonensis e T. cruzi também foi
observado em Saccharomyces cerevisae (dados nao mostrados). Muitos estudos
mostram que o metabolismo lipidico de fungos e Leishmania (ergosterol) sdo similares,
pois um dos medicamentos atualmente utilizados contra a leishmaniose (Amphotericina
B) é fungicida (Rath, S et al 2003). E como as PLA2 sdo enzimas que agem em lipideos
ha uma forte evidéncia que o crescimento de S. cerevisae ocorra de uma forma similar.
Yost et al (2001) mostrou que as PLA2 e PLA1 também estdo fortemente
correlacionadas a fisiologia desses microorganismos, pois elas sao essenciais na
manutencdo das membranas mitocondriais nos ambientes acidos. Em Escherichia coli,
uma bactéria gram-negativa, a PLA2 nao causou efeito algum (dados ndo mostrados),
vale ressaltar que a fisiologia bacteriana ndo € semelhante a esses protozoarios e de

forma oposta, as PLA2 tém uma forte atividade bactericida (Buckland e Wilton, 2000).

Portanto, em organismos que apresentam alguma caracteristica
evolucionariamente similar, como Leishmania e T. cruzi (cuja PLA2 ja foi isolada) e
entre Leishmania e S. cerevisae (similares metabolismo lipidico) houve agéo similar da
PLA2, com aumento no crescimento celular, logo as evidéncias sugerem que os

protozoarios do género Leishmania possuam PLA2.

4.5 — Testes de avaliagao de metaciclogénese

O objetivo desses experimentos foi verificar se o tratamento das promastigotas
com PLA2 ou CRP seria capaz de induzir maior infectividade aos parasitos, através de

experimentos classicos.

Diversos trabalhos mostraram que promastigotas n&o infectantes s&o mais
sensiveis a lise por soro do que as infectantes (Franke et al 1985, Camara et al 1995).
Em nosso modelo experimental de lise mediada por soro humano, verificamos que ha

diferencgas significativas entre o grupo de promastigotas no 2° dia de cultivo e o grupo
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controle (6° dia de cultivo), pois a cultura de 2° dia apresentou maiores quantidades de
formas prociclicas que foram mais sensiveis e a lise por soro. Os grupos que foram
tratados com PLA2 ou CRP nao apresentaram diferencas significativas com o grupo
controle, logo, esse experimento indicou que os tratamentos n&o induziram maior
infectividade aos parasitos. Outro fator que poderia indicar maior infectividade seria a
quantidade de proteinas expressas nos grupos tratados e controle, indicando assim
uma maior infectividade. Genestra et al (2004), mostraram que em fragdes de
membrana celular de formas prociclicas e metaciclicas ha diferencas quanto a
quantidade de proteinas, onde as formas metaciclicas expressam maiores quantidades
de proteinas, entretanto, em nosso modelo experimental ndo houve diferencgas
significativas entre os grupos controle e tratados em relagdo a quantidade de proteinas.
A morfometria dos parasitos, que seria outra caracteristica na decisdo de uma maior
infectividade entre os grupos tratados, mostrou que os grupos tratados n&o sao

diferentes estatisticamente do grupo controle.

Portanto, nossos dados de quantificacdo de proteinas, resisténcia a lise por soro
e morfometria indicam que o grupo tratado € semelhante ao grupo controle. E como
essas caracteristicas sdo marcantes de formas metaciclicas, estes dados indicam que a

PLAZ2 n&o induz uma maior infectividade as promastigotas.

4.6 - Atividade da PLA2 em macroéfagos infectados com L. (L.) amazonensis.

A atividade enzimatica indica que uma proteina esta presente em uma dada
amostra biolégica, uma vez que existe especificidade entre substrato e enzima. Em
nossos experimentos de atividade enzimatica, verificamos que o sobrenadante de L.
(L.) amazonensis bem como o lisado apresentaram atividade positiva para PLAZ2.
Entretanto, as amostras apresentaram diferentes atividades especificas. Em primeira
instancia seria coerente dizer que ha diferengcas quantitativas dessa enzima no
sobrenadante em relacdo ao lisado. Para verificar essa hipotese, foram utilizados
inibidores especificos. Tais analises mostraram que a atividade fosfolipasica A2 do
sobrenadante foi inibida pelo uso de pBPB e de Indometacina, entretanto, a atividade
fosfolipasica A2 do lisado foi inibida apenas com o pBPB e em menores taxas, e 0 uso

de Indometacina bem como de Dexametasona, aumentaram a atividade especifica, em
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pequenas taxas, mas tais valores sao considerados significativos estatisticamente. Tal
fato sugere que existem dois tipos de PLA2 em parasitos do género Leishmania. T.
cruzi (um organismo relacionado evolucionariamente com Leishmania sp) possui
diferentes tipos de fosfolipases que estdo relacionadas a remodelagdo de suas

membranas celulares e ao processo de invasédo celular (Bertelo et al, 2000).

Outros patdgenos eucariéticos também utilizam fosfolipases como fatores de
viruléncia, € o caso Entamoeba histolytica, Toxoplasma gondii e Cryptosporidium
parvum. Diversos experimentos sdo realizados com a finalidade de se entender a
funcdo das PLA2 em infecgdes experimentais. Por exemplo, quando se administrou
PLA2 exdgena a cultura de fibroblastos foi aumentada a invasao de T. gondii nessas
células, ja a inibicao dessas PLA2 diminui drasticamente a invasao (Saffer, et al 1989).
Além disso, foi verificado que o lisado desses microorganismos foi capaz de iniciar
liberacdo de acido araquidbénico e subsequente liberacdo de metabdlitos inflamatorios

via ciclooxigenase e lipooxigenase (Thardin et al, 1993).

Em C. parvum um perfil similar foi verificado, onde o lisado desses parasitos
apresentou atividade especifica para PLA2 e o uso de inibidor especifico foi capaz de
diminuiu a infecgdo nas linhagens celulares em uma maneira dose-dependente. Os
autores também discutem sua funcao na lise das células hospedeiras e na indugcao de
uma resposta inflamatéria. Outros trabalhos ainda mostram que De forma similar a
esses estudos que utilizam PLA2 na interagdo parasito/hospedeiro, esse estudo
também mostrou que essa enzima pode ser considerada um fator de viruléncia para L.
(L.) amazonensis, pois houve um aumento exacerbado de formas amastigotas no
interior de macrofagos tratados com a PLA2 de C. d. collilineatus. Portanto, esse dado
indica que provavelmente essa enzima pode participar do processo infeccioso no

sentido de promover a infecgéo.

A implicacao pratica da presenca dessas enzimas em Leishmania provavelmente
esta relegada a inativacdo do sistema imune, pois ha grandes evidéncias que esses
parasitos sao capazes de ativar a cascata do acido araquidénico com consequente
producao de prostaglandinas, principalmente prostaglandina E2 (PGE2) ou mesmo pela

formagao de leucotrienos, similarmente a T. gondii.

Alguns estudos tém demonstrado que as PLA2 pertencentes ao grupo Il formam
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PGE2 (Murakami et al 1999). Essas moléculas sao reconhecidas por suas atividades
antiinflamatdrias (Herschman et al 1996), como foi mostrado por Davidson et al 1998,
ao verificar que a fagocitose de E. coli foi diminuida em mondcitos humanos quando os
pré-tratou com PGE2. Esse fenbmeno foi corroborado em estudos in vivo que
mostraram que injegdes de PGE2 em camundongos também diminuiu indice de
fagocitose de macrofagos com uma concomitante atividade aumentada de linfécitos T
supressores (Kozlov et al 1989). Sampaio et al (2006) também verifica atividade
supressora de macrofagos quando os trata com PLA2 de C. d. terrificus, pois essas
células diminuiram sua atividade fagocitica sobre Candida albicans, com consequente
aumento de PGE2 e 5-lipooxigenase, porém quando os trata com zileuton, um inibidor
de 5-lipooxigenase ou com indometacina, um inibidor de COX, a atividade fagocitica se

restabelece e tais moléculas antiinflamatorias voltam aos padrées normais.

Outros estudos sugerem indiretamente a presenga de PLA2 do parasita, como o
estudo desenvolvido por Catisti et al (2000) que verifica o requerimento de Ca*™ para
producao de acido araquiddnico (AA) — cuja enzima inicial para producao de AA ¢é a

PLA2. Kabututu et al (2000) verifica perfil similar, pois encontra PGE2 nos parasitas.

Um outro estudo que altamente sugere a presengca de PLA2 com origem
parasitaria € o desenvolvido por Matte et al (2001), onde verificaram que mondcitos
humanos infectados com L. donovani nao expressavam RNA mensageiro para PLA2
citosdlica e mesmo assim houve grande producdo de PGE2 associado com expresséo
de RNA mensageiro para ciclooxigenase 2. Um padrdo semelhante foi encontrado em
células de bago de camundongos BALB/c infectados com L. mexicana, porém quando
essas células foram tratadas com indometacina houve uma diminui¢do da producgao de
PGE2 e além disso houve uma polarizagdo da infecgdo para a resposta imune tipo 1,
com produgdo de interleucina 12 e interferon-y, assim como a destruicdo das
amastigotas pela producdo de éxido nitrico (Perez-Santos e Talamas -Rohana, 2001),
sugerindo assim que uma das vias responsaveis pela resposta T-helper 2, bem como
pela sobrevivéncia intracelular da formas amastigotas € desencadeada pela PLA2. Em
infeccbes experimentais in vivo por Leishmania, também foram encontradas grandes
quantidades de fatores depressores de macrofagos, como PGE2 (Bogdan e Rdllinghoff,
1998). Dessa forma, a possivel presenca da PLA2 em protozoarios do género

Leishmania deve estar associada ao inicio da biossintese dos eucosandides, e seu
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papel infectivo ndo esta associado a acdo da enzima, mas sim ao papel

imunossupressor sobre macréfagos.

Na tentativa de inibir a PLA2 dos parasitos com Indometacina ou mesmo com
Dexametasona, tais parasitos foram tratados com tais inibidores por 24 horas,
posteriormente foram utilizados para infectar macrofagos. Nessa analise, verificamos
que de forma inesperada, houve um aumento exacerbado da infecgcdo, mostrando
assim que a Indometacina e a Dexametasona nao foram capazes de inibir a PLA2 dos
parasitos, mas sim os macréfagos, uma vez que tais inibidores sdo conhecidos por suas
atividades anti-inflamatdrias. Diferentemente desse estudo, dois estudos mostram que o
uso de Indometacina nas infeccbes causadas por Leishmania é benéfico, entretanto o
modelo experimental difere do modelo usado aqui. O primeiro modelo, desenvolvido por
Perez-Santos e Talamas-Rohana (2001), mostra que células de bago infectadas com
Leishmania pode ser polarizado para um perfil de citocina T helper 1 apods tratamento
com Indometacina. O segundo modelo, desenvolvido por Jancar, et al (2000) mostrou
que macroéfagos pré-tratados com Indometacina foram capazes inibir o crescimento de
L. (L.) amazonensis por um perfil de citocinas similar ao primeiro modelo. Nosso
experimento difere dos outros provavelmente ao modelo estudado, pois nosso objetivo
foi verificar se a PLA2 parasitaria poderia ser inibida com esses inibidores, vale ainda
ressaltar que a Indometacina e a Dexametasona sao inibidores especificos da
ciclooxigenase, mas muitos pesquisadores a utilizam com sucesso na inibicado da PLAZ2.
Outros estudos ainda mostram que a Dexametasona ndo € um bom medicamento para
caes com leishmaniose, pois tal tratamento auxilia na progressdo da doenca através da
inativagdo do sistema imune (Poot et al, 2005). Logo, mais estudos sdo necessarios

para verificar a real fungdo dessas enzimas em infec¢des experimentais.

7.4 — Infecgao in vivo

A medida da lesdo de pata é um indicador de inflamagdo em modelos
experimentais. Os dados apresentados em relacdo a medida do tamanho de pata
mostram que as promastigotas tratadas com a PLA2 mostraram um maior perfil de
inflamacao. Entretanto, os parasitos incubados com a CRP mostraram valores similares

ao grupo controle a partir do 25° dia. Esse efeito da CRP pode estar relacionado com a



viabilidade das promastigotas, pois no modelo em que foram tratadas com essa
proteina houve 50% de morte, dessa forma, o tamanho da lesdo medido foi menor em
relacdo aos grupos tratados. Tal fato é corroborado através do baixo numero de

parasitos encontrados nos cortes histologicos.

A PLA2 foi a proteina que elicitou uma maior resposta de células
polimorfonucleares, seguida pela CRP. Ha duas linhas contrarias sobre a real fungao
das células polimorfonucleares (neutrdéfilos e eosindfilos) nas leishmanioses. A primeira
delas afirma que os polimorfonucleares possuem papel na progressdo da doenga, pois
quando ocorre a infecgao, tais células sado as primeiras a migrar para o sitio da picada,
e apos fagocitar Leishmania essas células secretam IL-8 que recruta mais neutrdfilos.
Nessa fagocitose, os protozoarios inibem a fungado microbicida dos polimorfonucleares,
e outras proteinas como a caspase-3, uma das enzimas responsaveis pela apoptose
(Squier, 1995), aumentando o periodo de sobrevida dessas células para 2 ou 3 dias,
enquanto que em condigdes fisioldgicas o periodo de meia vida seria de 6 a 10 horas.
Apos dois a trés dias, macréfagos e mondcitos entram no sitio da infecgéo, recrutados
pelas quimiocinas liberadas pelos polimorfonucleares. Esses macréfagos fagocitaréo as
células apoptdticas (polimorfonucleares) por identificar em sua superficie fosfatidil
serina. Esse tipo de fagocitose néo ativa a fungdo microbicida dos macréfagos e assim,
€ uma via ideal de entrada silenciosa dos parasitos em suas principais células
hospedeiras (Laskay et al 2003). A outra linha de pesquisa em relagdo aos
polimorfonucleares nas leishmanioses sugerem que os neutréfilos possuem importancia
na atividade contra esses parasitos, pois em sangue periférico humano, foi observado
que cerca de 47% dos neutrofilos expressavam CD28, e que sua interagdo com
CD80/86 de macrofagos induz a produgao de IFN-y que aumenta a expressdo de MHC-
Il das células apresentadoras de antigeno para iniciar a resposta das células T contra
os parasitos (Venuprasad et al 2002). Lima et al (1998) mostrou que leucdcitos
polimorfonucleares sao importantes na contencao da infecgdo causada por L. major em
modelos animais (susceptiveis e resistentes) através da deplecdo desses tipos
celulares com anti-polimorfonucleares, pois através de microscopia eletrénica de
transmissao verificaram que os parasitos fagocitados por polimorfonucleares,

principalmente neutroéfilos, apresentavam graus de degeneracéo.

Nos modelos experimentais estudados nesse trabalho, verificamos um acentuado
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numero de células inflamatorias nas bidpsias cujas promastigotas foram tratadas com
CRP e PLA2. Entretanto, a carga parasitaria encontrada nessas biépsias sédo totalmente
distintas. No grupo da PLA2 verificamos uma alta densidade de amastigotas, enquanto
no grupo da CRP verificamos baixas densidades de amastigotas. Esses dados podem
estar relacionados aos tipos de receptores expressos nos polimorfonucleares, pois
como verificado na literatura, os neutréfilos podem ser divididos entre aqueles que
expressam CD28 e os que nao expressam CD28. Os neutréfilos CD28" tem a
capacidade de interagir com certos receptores macrofagicos, induzindo IFN-y.. Em
contrapartida, os neutréfilos CD28 ~ ndo possuem essa capacidade e entdo a producao
de IFN-y. ndo ocorre, portanto a resposta Th1 ndo ocorrera, nem a ativagdo de

macréfagos para destruir as amastigotas (Bogdan e Rallinghoff 1998).

Outro fator que pode dirigir a resposta imune € o antigeno apresentado as células
imunes por parte dos parasitos. O grupo de promastigotas que foram tratadas com
CRP, possivelmente pode elicitar uma resposta imune mais efetiva contra os parasitos,
uma vez que essa proteina isolada do veneno de C. d. collilineatus apresentou uma
marcada atividade anti-leishmania. De forma oposta, a PLA2 induz crescimento de
promastigotas e, portanto, deve apresentar uma fungdo na infeccdo de hospedeiros
mamiferos. Beyrodt et al (1997) caracterizou e identificou um antigeno de amastigotas
de L. (I.) amazonensis, com atividade de cisteino-proteinase que elicita uma resposta
imune protetiva do tipo 1 em modelos animais. Portanto, o antigeno liberado pelo
parasita e o0 seu consequente trabalhamento pelo sistema imune do hospedeiro

poderéo dirigir a resposta do individuo.

Nos sitios onde ha inflamagdo uma quantidade muito grande de PLA2 sao
expressas, somado a esse evento, as células inflamatérias, tais como neutrodfilos,
eosinofilos e mondcitos expressam diferentes tipos de PLA2, o que em conjunto pode
gerar grandes quantidades de eucosandides (Triggiani et al 2005). Nas leishmanioses
sdo encontradas grandes quantidades de células inflamatodrias no sitio de infecgao,
portanto, essas PLAZ2 pertencentes aos diferentes grupos celulares, presentes no sitio
da infecgéo, podem agravar o estado dos hospedeiros, visto que alguns tipos de PLA2
(como o grupo V e Xll) podem ser importantes componentes na diferenciacao,
recrutamento e ativagcdo de células T helper 2, grupo de células associadas a

patogénese da leishmaniose (Triggiani et al 2005).
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Com essas multivalentes atividades das PLA2 muitos pesquisadores tém
desenvolvido inibidores seletivos para testar em modelos de inflamagao, como no caso
da molécula nomeada S-5920/LY315920Na com potente atividade inibitéria contra
PLA2 humana pertencente ao grupo Il (Snyder et al 1999) e o Indoxam, cujo uso
diminuiu a produgcdo de citocinas induzidas por essa proteina (Granata et al 2005).
Singh et al (2005) verificaram que a aspirina, um anti-inflamatério ndo esteroidal induz
sua atividade inibitéria através de uma ligacao especifica a PLA2, podendo impedir a
liberagdo de acido araquidénico. Outro possivel inibidor de PLA2 & a 4,5-dihidro-3-(4-
tetradeciloxibenzil)-1,2,4-4H-oxadiazol-5-1 que exibiu uma baixa concentragéo inibitoria
contra PLA2 e ndo apresentou qualquer atividade citotdxica contra linhagens celulares.
Essa molécula foi capaz de bloquear a atividade da PLA2 induzida por lipopolisacarideo
bacteriano. Estudos desenvolvidos por Woodruff et al (2005) mostrou que a PLA2 esta
associada com a patogénese da colite e 0 mesmo grupo demonstrou que o uso de 5-(4-
benziloxiphenil)-4S-(7-phenilheptanocilamino) acido pentandico foi capaz de diminuir o

grau de infecgao e diminuir o indice de morte dos animais.

A literatura cientifica mostra que existem inibidores seletivos de PLA2 e que
esses atuam em diversos estados patologicos. Logo, seria relevante estudar a agéo
desses inibidores em infecgdes, tais como a Leishmaniose e mesmo na Doenca de
Chagas, uma vez que foi verificada a atividade fosfolipasica A2 em sobrenadante e em
lisado de promastigotas de L. (L.) amazonensis, além disso, a literatura cientifica
mostrou que T. cruzi (um parasito que relacionado a Leishmania sp) possui uma PLA2
fortemente associada com a patogénese da doenga de Chagas. Logo, uma forma de
melhor entender a imunobiologia da PLA2 nas leishmanioses seria utilizar certos
inibidores como o Indoxam, ou mesmo o pBPB que em nossos modelos experimentais
foi capaz de inibir a atividade fosfolipasica A2 do sobrenadante e lisado, assim,
poderiamos inferir sobre a verdadeira fungéo dessas enzimas na progressao da doenca

bem como o real papel das células inflamatérias nessa doenca infecciosa.



5 — Conclusao

A PLA2 é a principal proteina presente no veneno total de C. d. collilineatus, onde
sua estrutura primaria é similar com a estrutura primaria de outras PLA2 de mamiferos,

sugerindo fungdes similares.

A PLA2 foi capaz de aumentar o numero de promastigotas de L. (L.)
amazonensis em cerca de 50%, contudo a CRP foi capaz de diminuir em cerca de 50%
0 numero de promastigotas na mesma concentracdo. Tal aumento no numero de
promastigotas ndo foi relatado ao aumento de infectividade, verificado por dois
experimentos classicos para confirmar metaciclogénese (resisténcia a lise por soro e

quantificagdo de proteinas).

Com substrato especifico para PLA2 verificamos atividade fosfolipasica em
sobrenadante de promastigotas de L. (L.) amazonensis. O pBPB foi capaz de inibir a
atividade fosfolipasica A2 do sobrenadante e do lisado, a Indometacina foi capaz de
inibir apenas a atividade fosfolipasica do sobrenadante. Tal fato sugere que esses
parasitos possuem dois tipos de PLA2, pois apresentam diferentes sensibilidades aos

mesmos inibidores. Tal enzima pode estar associada a patogénese da doenca.

O tratamento de macrofagos infectados com PLA2 aumentou a carga parasitaria
nessas células, contudo o tratamento com CRP ndo causou efeito algum, sugerindo
mais uma vez o papel supressor dessa molécula. Corroborando com esses dados, a
infeccdo de camundongos com promastigotas previamente tratadas com PLA2
aumentou a carga parasitaria, com um grande influxo de leucdécitos mononucleares e
polimorfonucleares. Entretanto, o tratamento com CRP induziu uma menor carga
parasitaria com densidades de leucdcitos polimorfonucleares e mononucleares superior

ao do grupo controle.

Finalizando, os dados apresentados aqui sugerem que a PLA2 é um fator de
viruléncia para L. (L.) amazonensis, mas a proteina nao esta envolvida no processo de
metaciclogénese. Tal molécula ainda pode ser o alvo de inibidores especificos para o
tratamento da leishmaniose, representando assim uma alternativa para substituir as

drogas atualmente disponiveis que apresentam sérios efeitos colaterais aos usuarios.
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