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RESUMO

A leishmaniose cutanea é uma doenca endémica em varias regides do mundo. No
Brasil, 75% dos pacientes com a doenca exibem uma forma clinica tipica, caracterizada por
uma ou mais Ulceras de bordas redondas e elevadas com um centro necrético. Leishmania
amazonensis € um dos principais agentes etioldgicos de formas clinicas da leishmaniose. O
objetivo do presente trabalho foi o de investigar os efeitos in vitro e in vivo da potencial
atividade antileishmania amazonensis da Fosfolipase A2 (PLA2) da peconha de Bothrops
jararacussu encapsulada em sistema lipossomal. O método de MTT foi utilizado para avaliacéo
da citotoxicidade da PLA2-Asp49-lipossomal em macrofagos J774 apos 48h de incubacdo. Os
macrofagos tratados com a PLA>-Asp49-lipossomal apresentaram viabilidade celular em cerca
de 82% na maior concentracao utilizada (100 pg/mL). No ensaio com as formas promastigotas
tratadas com a mesma concentragdo da PLA2-Asp49-lipossomal ocorreu uma inibigéo de 78%
dos parasitos. Para o teste de infeccdo macrofagos peritoneais de camundongos Balb/c,
infectados e incubados com PLA,-Asp49-lipossomal apresentaram redugéo de 28% no indice
fagocitico e de 55% (p < 0.05) na quantidade de amastigotas intracelulares, apés 48h de
tratamento, comparado ao grupo controle. Os sobrenadantes de cultura dos macréfagos
peritoneais foram coletados para a avaliacdo da producdo de citocinas (TNF-a e IL-10) e de
oxido nitrico. Ndo houve producdo de IL-10 pelos macrofagos tratados com o PLA2-Asp49-
lipossomal in vitro. Entretanto, o grupo tratado com PLA2-Asp49-liposomal produziu niveis
significativos de TNF-a e 6xido nitrico. Ap0s a caracterizacdo fisico-quimica dos lipossomas
foi observado que o tamanho das vesiculas permaneceu proximo ao tamanho da membrana
utilizada na extrusdo, com diametro médio entre 205,2 nm para PLA2-Asp49-liposomal e 241,9
nm para os lipossomas controle. A PLA>-Asp49 foi eficientemente encapsulada nos lipossomas
(69,6%). A atividade dos lipossomas contendo a toxina foi avaliada em camundongos BALB/c,
previamente infectados com 1x10° promastigotas do parasito. Apds seis semanas foi iniciado o
tratamento com as preparagOes dos diferentes grupos de animais, acompanhados por 21 dias.
Foi observado nos animais tratados com PLA2-Asp49-lipossomal diminuicdo de

aproximadamente 18% do tamanho da lesdo das patas, em relacdo ao grupo controle sem



tratamento e aos animais tratados com o farmaco referéncia (Glucantime®). Ao término do
tratamento, os animais foram mortos, os tecidos das patas e linfonodos foram coletados para
recuperacdo de amastigotas e quantificacdo de citocinas e nitritos nos sobrenadantes destes
tecidos. No macerado do linfonodo, no grupo tratado com PLA>-asp49-liposomal observou-se
reducdo da carga parasitaria de 73,5%, comparado com o grupo controle. Ainda nessa
comparacdo, no macerado do tecido da pata houve reducdo de 57,12% dos numeros de
amatigotas transfomadas para promastigotas. Os grupos infectados e tratados com PLA:-
Asp49-lipossomal apresentaram aumentos significativos, respectivamente, nos tecidos dos
linfonodos e patas, nos niveis de 1L-12 (1.200 e 400 pg/mL), fator de necrose tumoral (TNF-a.)
(50 e 100 pg/mL), e de nitritos (32 e 36 uM), quando comparados aos grupos infectados e sem
tratamento. Os resultados sugerem que o sistema lipossomal contendo PLA2-Asp-49 é uma
ferramenta biotecnoldgica promissora para conferir atividade antileishmania a macréfagos
infectados, aumentando seus mecanismos celulares microbicidas e auxiliando para o

estabelecimento de uma resposta imunoldgica mais eficiente.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, Leishmaniose cutdnea, Bothrops jararacussu,

Fosfolipase PLA>-Asp-49, Lipossomas, Terapia experimental.
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ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) is endemic in several regions of the world. In Brazil,
despite the wide variety of clinical manifestations, 75% of patients with CL display a typical
clinical picture, characterized by one or more ulcers and high round edges with a central
necrosis, usually in the lower extremities. Leishmania amazonensis is a major etiologic agent
of a wide spectrum of clinical forms of leishmaniasis. The objective of this study was to
investigate the in vitro and in vivo antileishmania amazonensis activity of phospholipase Az
(Asp49) isolated from Bothrops jararacussu venom encapsulated in liposomal system. The
cytotoxicity of PLA2-Asp49-liposomal was determined by MTT method in J774 macrophages
after 48h of incubation. Macrophages treated with PLA>-Asp49-liposomes had cell viability
around 82% at the highest concentration (100 pg/mL), while promastigotes treated with the
same concentration resulted 78% of inhibition. On the other hand, peritoneal macrophages from
Balb/c mice infected and treated with PLA2-Asp49-liposomes showed a 28% reduction in
phagocytic index and a 55% reduction (p <0.05) in the number of intracellular amastigotes after
48h of treatment compared to the control group. After the treatments, the supernatants of
peritoneal macrophages were collected, and the production of TNF-a, IL-10 and nitric oxide
was evaluated. It was observed that there was no I1L-10 production by macrophages treated with
PLA,-Asp49-liposomes when compared to the untreated control. However, this group
presented significant levels of TNF-a and nitric oxide. After the physicochemical
characterization of the liposomes it was observed that the size of the vesicles remained close to
the diameter of the membrane used in the extrusion, with an average diameter of 205.2 nm for
PLA2-Asp49-liposomes and 241.9 nm for the control liposomes. PLA2-Asp49 were also
efficiently encapsulated in liposomes (69.6%). The molecular docking showed that lipids
strongly interact with the active site of the enzyme PLA2-Asp49. The activity of the toxin-
containing liposomes was evaluated in BALB/c mice, previously infected with 1x10° of the
parasite's promastigotes. After six weeks of infection, treatments in different groups of animals
were initiated and observed for 21 days. The size of the paw lesion in PLA2-Asp49-liposomal

treated animals was observed as decreasing by approximately 18% relative to the untreated



control group and the Glucantime®-treated animals, which was used as a reference drug. At the
end of the treatment, the animals were sacrificed and the paw and lymph node tissues were
collected. Part of the collection was used to recover amastigotes and another to quantify
cytokines and nitrites. In the group treated with PLA-Asp49-liposomes the parasitic load was
observed to be reduced by 73.5% in the macerated lymph node, compared to the control group.
Comparatively, in the paw tissue was observed a reduction of 57.12%. The infected groups
treated with PLA2-Asp49-liposomes showed significant production in TNF-a (45 and 80
pg/mL) and nitrite levels (32 and 36 uM), respectively, in lymph node and paw tissues,
compared to infected untreated groups. The results indicate that the liposomal system
containing PLA2-Asp49 is a promising biotechnological tool to confer an antileishmania

activity in infected macrophages.

Keywords: Leishmania amazonensis, Cutaneous leishmaniasis, Bothrops jararacussu, PLA>-

Asp-49, Liposomes, Experimental therapy.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose é uma importante zoonose que ocorre no Velho Mundo e nas
Américas, caracterizando-se como um grave problema de satde publica nos paises pobres e
uma das endemias prioritaria da Organizagdo Mundial de Satide (OMS). E descrita em 88 paises
e, destes, 72 sdo paises em desenvolvimento, incluindo os 13 mais pobres do mundo. A
Organizagdo Mundial da Saude estima que no mundo haja 12 milh&es de individuos infectados
por Leishmania sp. e 350 milhdes de pessoas sob risco de infecgdo, sendo registrados
aproximadamente dois milhdes de novos casos das diferentes formas clinicas ao ano
(WHO/OMS, 2011).

Dentre as espécie de leishmaniose, este estudo foi direcionado para a pesquisa com
a leishmaniose tegumentar americana (LTA) que se apresenta como uma doenca infecciosa
com diferentes formas clinicas, dentre elas as lesGes de pele, Glceras, principalmente nas partes
expostas do corpo, deixando cicatrizes para a vida toda e muitas vezes, com grave deficiéncia.
Cerca de 95% dos casos de LTA ocorrem nas Americas, na bacia do Mediterraneo, Oriente
Médio e Asia Central. Mais de dois tercos dos novos casos de LTA ocorrem em 6 paises:
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ird e Siria. Estima-se que 0,7 a 1,3 milhdes de novos
casos ocorram em todo o mundo anualmente. De acordo com o SINAN, os estados que
apresentaram os maiores numeros de casos e coeficientes de detec¢do na Regido Norte do Brasil
foram Rondénia (14.277) e Amazonas (20.388), em dados coletados até 2010 (DNDI, 2014).

Em 2009, o estado de Rondénia notificou 1.035 casos de leishmaniose tegumentar
americana, distribuidos em 94% dos municipios do estado, sendo que a cidade de Vilhena, no
sul do Estado, apresentou o maior percentual (16,2%). O coeficiente de deteccdo foi de 68,8
casos por 100.000 habitantes. Com relagdo a evolucéo, 75,8% dos casos tiveram alta por cura
clinica. O sexo masculino representou 88,4% dos casos, 97,6% ocorreram em maiores de 10
anos e 94,7% foram confirmados por critério laboratorial. (BRASIL, 2011).

As espécies do género Leishmania pertencem a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae. S&o transmitidas aos hospedeiros vertebrados por diferentes insetos vetores
da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia — no Novo Mundo e
Phlebotomus — no Velho Mundo (LAINSON e SHAW, 1987). A Leishmania amazonensis é
um dos principais agentes etioldgicos de um grande espectro de formas clinica da leishmaniose
e apresenta ampla distribuicdo geografica nas Américas, coincidindo com areas comuns de
transmissao de outras espécies de Leishmania (BRASIL, 2009).

O aumento da incidéncia da leishmaniose tegumentar associado as altas taxas de

morbidade e a difusdo da doenca para novas areas geograficas, trazidas por viajantes, &€ um
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problema crescente. O aumento global de viagens para areas endémicas tem aumentando essas
taxas, inclusive em areas urbanas, constituindo um grande problema para a saude publica.

A doenca tem apresentado varia¢@es nos padrbes de transmissao, pois hé incidéncia
n&o apenas em focos silvestres, mas se encontra presente em regides peridomiciliares. Associa-
se a isso a dificuldade de medidas de controle dos transmissores e as pessoas que procuram
atendimento encontram barreiras significativas para o tratamento, incluindo atrasos de
diagndstico e dificil acesso a medicamentos antileishmania (DUNAISKI, 2006; SHOWLER e
BOGGILD, 2015).

A Leishmaniose mucocutanea conduz a destruicéo parcial ou total das membranas
mucosas do nariz, boca e garganta. Quase 90% dos casos de leishmaniose mucocutanea
ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru (WHO, 2015).

A leishmaniose pode ser causada por diferentes espécies tais como: Leishmania
(viannia) braziliensis, Leishmania (viannia) guyanensis, Leishmania (viannia) naiffi,
Leishmania (viannia) shawi, Leishmania (viannia) lainsoni, Leishmania (leishimania)
amazonensis, Leishmania (L) mexicana, Leishmania (v.) panamensis, e Leishmania pifanoi. A
espécie envolvida depende da distribuicdo geografica e a doenca pode aparecer como
ulceragcbes simples ou difundir na pele, principalmente na face, fazendo com que haja
mutilacbes e desfiguracdo do paciente. A doenca pode regredir espontaneamente ou evoluir,
exigindo, portanto, tratamento (GRIMALDI, et al., 1991).

Dados divulgados pelo érgdo internacional Drugs for Neglected Diseases Initiative,
relatam que apenas 21 (1,3%) dos 1.556 novos farmacos registrados entre 1975 e 2004 foram
desenvolvidos especificamente para doencas tropicais, embora estas sejam responsaveis por
11,4% da carga global de doencas (DNDI, 2014).

Apesar da evolugdo mundial, o farmaco de primeira escolha para o tratamento das
leishmanioses ainda continua sendo 0 antiménio pentavalente, apresentando severos efeitos
colaterais tais como arritmias cardiacas, nefro e hepatotoxicidade. Além disso, 0 medicamento
é administrado por via parenteral (intramuscular ou endovenosa) diariamente, num periodo de
20 a 40 dias (LIMA, et al., 2007; FIGUEREDQO, et al., 2014). A resposta ao tratamento com
antimoniais pentavalentes ainda é variavel e pode resultar em cura clinica, falha terapéutica ou
reincidéncia da doenca apds resposta favoravel inicial (SANTOS. et al., 2013).

A Organizagdo Mundial de Saude (WHO, sigla em inglés) (2011), diz que para o
controle da leishmaniose ter eficiéncia sdo necessarios medicamentos seguros e eficazes, com
baixo custo e acessiveis, bem como ferramentas de diagnostico e vacinas, para facilitar a
disseminacdo dos resultados da investigacdo. Diversos farmacos veiculados em lipossomas

foram testados no tratamento das leishmanioses, como 0s antimonialis trivalentes, antimoniais
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pentavalentes, Anfotericina B, Pentamidina, dentre outros. O efeito sinérgico da associacao de
antimoniais encapsulados em vesiculas lipossomais no tratamento das leishmanioses tem sido
relatado por varios autores (MIRO, et al., 2011; TORRES, et al., 2011).

Na busca de novas alternativas para o tratamento da leishmaniose, pesquisadores
do Laboratorio de Biotecnologia Aplicada a Saude da FIOCRUZ-RO possuem varios estudos
publicados e em andamento direcionados para pesquisas com compostos naturais extraidos de
plantas e bioativos derivados de venenos de serpentes da Amazonia brasileira que apresentaram
eficacia anti-Leishmania spp com reduzida toxicidade para hospedeiros humanos (FERREIRA,
et al., 2010; CALDERON, et al., 2009; MACEDO, et al., 2015; DE MOURA, et. al., 2014;
TERRA, et. al., 2015). Estudos estes que tiveram como objetivo investigar novos compostos
ou terapias que eliminem o parasito e/ou acelerem a cura das lesbes com estimulagéo do sistema
Imunoldgico.

A partir dessas premissas, 0 presente projeto tem como objetivo investigar a acao
da fosfolipase A2 Asp-49 encapsulada em vesiculas lipossomais sob as formas promastigotas e
amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Acredita-se que a associag¢do possa contribuir de
maneira expressiva para a diminuicdo da parasitemia da lesdo ou até mesmo a cura dos
camundongos infectados com L. amazonensis, por meio do tratamento experimental com os
lipossomos desenvolvidos neste estudo.

De forma a proporcionar uma melhor compreensao da disposi¢do dos contedidos
que serdo abordados ao longo da presente tese, este trabalho foi dividido em duas partes
principais, quais sejam, a primeira parte com o0s experimentos efetuados in vitro e a
subsequente, in vivo.

Além destas duas partes que aqui denomina-se como principais, dentro dos
objetivos do trabalho em tela, ha as demais partes obrigatorias para uma tese, quais sejam: a
parte introdutdria, onde estd descrita toda a motivacao, objetivos fundamentais e uma breve
descricdo da disposicdo dos seus contetdos, a fim de possibilitar ao leitor entender o que se
propBe no estudo. A seguir sdo apresentados a revisdo de literatura onde se apoia este estudo,
abordando os elementos essenciais, tais como os lipossomas, as fosfolipases A2, os farmacos
de tratamento disponiveis para 0s casos clinicos de leishmaniose, a exemplo do Glucantine® e
da Pentamidina®, diferentes métodos de preparacdo e de caracterizagdo de resultados. Na
sequéncia, ha a descricdo dos materiais e métodos, equipamentos e reagentes utilizados, 0
protocolo experimental envolvido na preparagdo e caracterizacdo dos lipossomas. Nessa
sequéncia, chega-se aos experimentos, propriamente dito, onde sdo descritas todas as etapas das
pesquisas, seus resultados e discussdes. Em complemento a essa etapa, sdo apresentadas as

conclusBes com as andlises dos resultados, assim como as potencialidades da utilizagdo das
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substancias analisadas para o tratamento da leishmaniose. Na ultima parte, esta contida a

bibliografia utilizada para o apoio e desenvolvimento do presente trabalho.

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 As Leishmanioses

As leishmanioses séo antropozoonoses que representam um complexo de doencas
com importante espectro clinico e diversidade epidemiol6gica. Sdo consideradas problemas de
satide publica, ocorrendo em diferentes continentes, entre eles: Europa, Africa, Asia e América,
onde apresentam um grau de impacto econémico alto, especialmente em paises
subdesenvolvidos (BRELAZ, et al., 2012). De acordo com WHO (2015) as leishmanioses sdo
consideradas doencas re-emergentes e sdo a segunda causa de morte entre as infeccoes
parasitarias (NOGUEIRA, MONTERIO e ESCOBAR, 2013).

A Organizacdo Mundial da Saiude (WHO) estima que 350 milhdes de pessoas
estejam expostas ao risco, com registro aproximado de dois milhdes de novos casos das
diferentes formas clinicas ao ano (WHO/OMS, 2015; STOCKDALE e NEWTON, 2013). Vale
ressaltar que a importancia dessa doenca ndo se deve apenas a sua alta incidéncia e ampla
distribuicdo geografica, mas também a possibilidade de produzir lesGes destrutivas e
desfigurantes, com importante repercussao no quadro psicossocial do paciente (CARVALHO
et al., 1985; WHO, 2015). A L. amazonensis € um dos principais agentes etiologicos de varias
formas clinicas da leishmaniose e apresenta ampla distribui¢cdo geografica nas Ameéricas,
coincidindo com areas comuns de transmissdo de outras espécies de leishmaniose (WHO,
2015).

O aumento da incidéncia da leishmaniose, associado as altas taxas de morbidade, a
difusdo da doenca para novas areas geogréficas, inclusive urbanas, tem constituido um grande
problema para a saude publica. A doenca apresenta variagdes nos padrdes de transmissdo, pois
incide ndo apenas em focos silvestres, mas se encontra presente em regides peridomiciliares.
Associa-se a isso a dificuldade de medidas de controle (DUNAISKI, 2006).

A leishmaniose pode ser classificada em duas formas clinicas: Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral Americana (LVA). A LTA pode se
apresentar de trés formas principais: leishmaniose cutanea, leishmaniose mucocutanea e
leishmaniose cutaneo-difusa. A leishmaniose cutanea - a forma mais comum - é caracterizada
por lesdes cutaneas, ulcerosas ou ndo, porém limitadas. As lesdes, que acometem a pele,

apresentam-se com forma de Ulcera, podendo ter bordas elevadas e fundo granuloso, com ou
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sem exsudato. No Brasil, é causada pela Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania
(Leishmania) amazonensis ou Leishmania (Viannia) guyanensis (WHO, 2011).

Conforme afirma Maltezou (2010), a forma mucocutanea ocorre entre 1-10% dos
pacientes que apresentaram a forma isolada da leishmaniose. O acometimento da mucosa pode
surgir com a leséo cutanea em atividade, ou anos apés sua cicatrizacdo ou ainda pode acontecer
cerca de um a cinco anos apoés as lesdes iniciais se curarem. Produz lesdes nas mucosas do
nariz, boca e faringe, causando a destruicdo das cartilagens e dos tecidos moles. S&o lesoes
desfigurantes e pode ocorrer a morte em decorréncia de infeccGes secundarias por bactérias e
desnutricdo. Ainda pode ocorrer metéstase para outras partes do corpo distante do local da
picada. A LTA induz resposta imune intensa, do tipo hipersensibilidade tardia. As células do
sistema fagocitico mononuclear (SFM) das mucosas sdo pouco parasitadas. No Brasil, a
leishmaniose mucocutanea é causada por Leishmania (Viannia) braziliensis, porém ja foram
citados casos na literatura atribuidos a Leishmania (Leishmania) amazonensis e a Leishmania
(Viannia) guyanensis (TAVARES, et al., 2009; PEREZ-AYALA, et al., 2009; PAVLI e
MALTEZQOU, 2010).

A forma cuténea difusa é uma forma clinica rara e grave, que ocorre em pacientes
com deficiéncia na resposta imune celular e esta associada as infec¢des por L. amazonensis. As
lesGes sdo formadas por papulas ou nddulos deformantes sem ulceracdes em todas as superficies
do corpo tendo aparéncia semelhante a hanseniase, dificultando o diagnéstico e tornando o
tratamento dificil. Além disso, ndo possui cura espontanea, tendo a caracteristica de apresentar,
em alguns casos, recaidas apos o tratamento (PISCOPO e AZZOPARDI, 2006).

A leishmaniose visceral, também conhecida como Calazar, € uma zoonose causada
por protozoarios pertencentes ao complexo Leishmania donovani, que inclui os parasitos do
sub-género Leishmania: Leishmania (Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania)
infantum em paises do Velho Mundo e Leishmania (Leishmania) chagasi em paises do Novo
Mundo (LAISON e SHAW, 1987). Esta doenca é fatal na maioria das vezes, pela demora em
ser diagnosticada. Quando ndo tratada, a leishmaniose visceral € acompanhada por uma
disseminacéo generalizada de parasitos no sistema mononuclear fagocitario em 6rgdos como
figado, baco, linfonodo e medula 6ssea. As manifestacGes clinicas aparecem geralmente apds
trés meses de infeccdo. Os principais sintomas sdo febre, geralmente noturna e intermitente,
hepatoesplenomegalia, pancitopenia, e perda de peso. Hipoalbuminemia e ativacdo policlonal
com hipergamaglobulinemia (IgG e IgM) sdo caracteristicas constantes (GALVAO, et al.,
1984; BARRAL e COSTA, 2011).
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1.1.2 Ciclo de vida da Leishmania spp

Apobs o repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado, as formas
amastigotas existentes dentro de células fagociticas, tais como os macréfagos, séo liberadas no
intestino do vetor e diferenciam-se em formas alongadas, flageladas e méveis, denominadas de
promastigotas prociclicas, que passam por sucessivas etapas de replicagdo. Ha entdo um
processo denominado de formas promastigotas metaciclicas. Estas ndo possuem capacidade
replicativa, mas altamente infectivas e sdo as responsaveis pela infeccdo do hospedeiro
vertebrado. O vetor contaminado, no momento de um novo repasto sanguineo libera,
juntamente com sua saliva, algumas centenas de formas promastigotas metaciclicas na derme
do hospedeiro mamifero. Os parasitas sdo, na sua maioria, fagocitados por células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM), como macréfagos, células dendriticas e células de Langerhans,
onde se alojam nos fagolisossomos, que originam os vacuolos parasitoforos. Dentro destas
organelas ha a diferenciacdo das promastigotas em amastigotas, que sao altamente infectivas e
responsaveis pelo desenvolvimento da doenca no hospedeiro mamifero (Figura 1) (BATES,
2007).

Figura 1. Ciclo de vida da leishmania spp.
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1.1.3 Resposta Imune nas leishmanioses

Os mecanismos da resposta imune nas leishmanioses envolvem componentes da
imunidade inata e adaptativa, com ativacdo das respostas humoral e celular do hospedeiro
(ROGERS et al., 2002). A primeira resposta a presenca de um patégeno é caracterizada por
uma reacdo inflamatéria, com migracdo de células de defesa, alteracdo na permeabilidade
vascular e a formag&o de mediadores soluveis, tais como as citocinas, quimiocinas e interferons
(IFNs) (TRINCHIERI, 2007).

A espécie do parasita e 0 sistema imune do hospedeiro determinam o tipo de
resposta imune e o aparecimento da infeccdo. Apds a infeccdo por Leishmania pode ocorrer
uma resposta inata complexa incluindo ativacdo de células como os neutréfilos, mondcitos,
macrofagos, células dendriticas (DCs), ” Natural Killer” (NK) e a ativag¢do de receptores “toll-
like” (HAMZA, 2010).

O macréfago pode controlar e eliminar o parasito por meio de indmeros
mecanismos que envolvem a producdo de IL-12, que, por sua vez, estimula linfocitos e células
NK a produzirem IFN-y, que age em sinergismo com TNF-o na estimulagdo dos proprios
macrofagos a produzirem reativos de oxigénio que sdo toxicos para o parasito (GORAK
ENGWERDA e KAYE, 1998; KANE e MOSSER, 2001). Além disso, os macrofagos possuem
receptores que reconhecem padrdes moleculares dos parasitas, como o receptor para fucose-
manose, o receptor para fribronectina, o receptor para a porcao do fragmento Fc dos anticorpos
e o receptor para proteina C reativa, que facilitam a entrada das formas promastigotas
metaciclicas, geralmente de maneira silenciosa, na célula hospedeira (NADERER e
MCCONVILLE, 2008).

Para infectar o macréfago a forma promastigotas de Leishmania utiliza uma
variedade de receptores celulares para mediar a endocitose. Uma vez no interior do macréfago
a Leishmania é protegida da degradacdo do fagolisossomo, pois possuem uma variedade de
adaptac0es para inibir os mecanismos de defesa celulares (SAHA, et al., 2006).

De maneira geral o sistema imune do hospedeiro quando infectado é ativado e
comeca a responder positivamente na tentativa de eliminar o patégeno. No caso do género
Leishmania o parasita consegue evadir aos processos microbicidas do organismo hospedeiro
utilizando—se de mecanismos como:

(1) modulacéo da producdo de citocinas e quimiocinas,
(2) interferéncia nos processos de migracao e apoptose celulares e
(3) modificacdo do microambiente intracelular (CASTELLANO, 2005).
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Os parasitos possuem diversas caracteristicas que estdo relacionadas diretamente
com o0s mecanismos de defesa do hospedeiro e com a patogénese durante a infecgéo.
Dependendo da espécie, o parasito Leishmania consegue escapar da resposta inata e humoral e
remodela mecanismos intracelulares em algumas células como macrofagos e células
dendriticas, afetando fatores de transcrigdo e a expressao génica de citocinas (MURRAY, et al.,
2005; CASTELLANO, 2005). Nota-se que os parasitas evoluiram de maneira a explorar o
sistema imune do préprio hospedeiro, modulando-o e proporcionando um ambiente favoravel
para o desenvolvimento da infecgdo. O desequilibrio da relagdo parasito-hospedeiro seria a
causa tanto da eliminacdo da infeccdo, quanto do processo patogénico nas leishmanioses
(CASTELLANO, 2005).

As infeccBes por Leishmania induzem uma ativacdo especifica da resposta
imunolodgica do hospedeiro, levando-o a resisténcia ou a susceptibilidade a infeccdo. Essa
resisténcia ou susceptibilidade depende da capacidade dos linfdcitos se diferenciarem em
células TCD4+ ou TCD8+. As TCD4 + ativam os macrdfagos, aumentando a capacidade
microbicida e também ativam os linfocitos B, responsaveis pela producdo de anticorpos, além
da ativacdo de células capazes de produzir citocinas, que sdo importantes para 0
desenvolvimento, controle e protecdo do sistema imune do hospedeiro (ROGERS, et al., 2002;
HOLZMULLER, et al., 2006; ANTONELLI, etal., 2004).

Na relacdo parasito-hospedeiro observam-se duas subpopulacbes de células na
resposta adaptativa: Linfocitos T “helper” 1 (Thl) e linfocitos T “helper” 2 (Th2). As células
Th1 produzem IFN-y e sdo associadas a protegdo contra os patdgenos intracelulares, como as
leishmanias, logo, quanto mais intensa a resposta de tipo 1, maior a eficiéncia na eliminacéo do
parasito. Enquanto as células Th2 produzem interleucina (IL) - 4, IL-5 e IL-10 e estdo
envolvidas nos processos alérgicos e na protecdo contra agentes extracelulares. No caso das
infeccBes por micro-organismos intracelulares a ativacao das células Th2 leva quase sempre ao
agravamento (BELKAID et al., 2001; LOPEZ et al., 2009).

No caso da leishmaniose, a resposta do tipo Thl, necessaria para o controle da
infeccdo, caracteriza-se pelo envolvimento de linfocitos CD4 e CD8 e citocinas como IL-12,
IFN-y, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e algumas quimiocinas produzidas por
macrofagos. Esta resposta tem como resultado a ativacdo de macrofagos tornando-os capazes
de eliminar o parasito, via IFN-y, resultando na sintese de intermediérios de nitrogénio e
oxigénio reativo e, consequentemente, na morte dos parasitos intracelulares controlando a
infeccdo (AWASTHI, MATHUR e SAHA, 2004).

Foi demonstrado que camundongos de linhagens susceptiveis, como BALB/c,

apresentam uma doenca progressiva e severa, com um aumento na expressdao de mRNA para



26

IL-4 e na producdo de IL-5, IL-10 e IL-13 (HOWARD, HALE e CHAN-LIEW, 1980; SCOTT
e FARREL, 1998; HIMMELRICH, et al., 2000). A IL-4 diminui a regulacdo da expressao da
subunidade B dos receptores da IL-12 nas células Thl, suprimindo o desenvolvimento de IFN-
Y, 0 que leva ao desenvolvimento da resposta Th2 (WANG, et al., 1994; CARRERA, et al.,
1996). A IL-10 desempenha um papel fundamental na inibicdo da ativacdo macrofagica e
contribui para o crescimento do parasito nas lesdes, uma vez que camundongos BALB/c I1L10-
/- mostraram-se capazes de controlar a progressdo da doenga durante infecgéo por L. major
(KANE e MOSSER, 2001).

1.1.4 Quimioterapia

No Brasil, como primeira escolha para o tratamento da leishmaniose cuténea é
utilizado o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®). Este farmaco atua na
bioenergética das formas amastigotas inibindo a atividade glicolitica e a via oxidativa dos
acidos graxos do parasita (RATH, et al., 2003). A administracdo é feita por via parenteral,
intramuscular ou endovenosa, diariamente, num periodo de 20 a 40 dias. Apresentam severos
efeitos colaterais tais como arritmias cardiacas, nefro e hepatotoxicidade (LIMA, et al., 2007).

A Pentamidina é usada no tratamento de leishmaniose visceral e mucocutanea
refrataria aos antimoniais pentavalentes. E uma diamina aromética que atua interagindo com o
cinetoplasto do parasito e fragmentando a membrana mitocondrial (SUNDAR e
CHATTERJEE, 2006; LIMA, et al., 2007). E usada no tratamento da LTA em &reas endémicas
dos continentes americano, asiatico e africano, possuindo maior toxicidade que os antimoniais
(MURRAY, et al., 2005). A alta toxicidade deste farmaco, com relatos de morte repentina, é
um fator limitante para seu emprego terapéutico. As reacdes adversas mais frequentes sdo: dor,
induracdo e abscessos estéreis no local da aplicacdo, nauseas, vomitos, tontura, mialgias,
cefaleia, lipotimias, sincope, hipoglicemia e hiperglicemia. Também pode ocorrer hipotenséo,
alteracdes cardioldgicas e nefrotoxicidade (RATH, et al., 2003).

Caso estes tratamentos sejam aplicados em pacientes com menos de seis meses de
vida ou mais de 65 anos torna-se necessaria a internacao hospitalar para a administragédo destes
farmacos. Nesse caso devem ser observados, criteriosamente, 0s seguintes sinais e sintomas:
anemia acentuada, diarreia grave ou prolongada, edema generalizado, desnutricdo grave,
presenca de sangramento e infecgfes concomitantes. Entretanto, ha a possibilidade do
surgimento de doencas associadas ao tratamento com este farmaco, tais como: cardiopatia,
nefropatia, hepatopatia e hipertensdo arterial. Pode também apresentar auséncia de resposta ao

tratamento (refratariedade primaria), casos de recidiva e a presenca de ictericia (RATH, et al.,
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2003; LIMA, et al., 2007; MURRAY, et al., 2005). Os farmacos usados na segunda linha de
tratamento também apresentam elevada toxicidade, podem ndo curar e causar resisténcia
(LIMA, et al, 2007; CROFTS e COOBMS, 2003).

A Anfotericina B, um antibi6tico poliénico, atua na inibi¢do da sintese de ésteres
de membrana, ocasionando a morte celular do parasito (BAGINSK, 2005; LIMA, et al., 2007;
RATH et al., 2003). E considerada como um farmaco de primeira escolha no tratamento da
leishmaniose em gestantes e de segunda escolha quando ndo se obtém resposta ao tratamento
com o antimonial pentavalentes ou na impossibilidade de seu uso (BRASIL, 2010). A
anfotericina B incorporada em lipossomos é fagocitada pelos macréfagos, interagindo
diretamente com o ergosterol do parasita, aumentando assim a eficicia da droga e sua
tolerabilidade, reduzindo o tempo de uso no tratamento, sendo por isso considerada menos
toxica (SAMPAIO, RIBEIRO e MARSDEN, 1997; BAGINSK, 2005; MURRAY et al., 2005).

Na Tabela 1 estdo listados os farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose e

seus possiveis mecanismos de acao.

Tabela 1: Farmacos empregados no tratamento da leishmaniose

Nome do farmaco Acéo

Antimoniato de meglumina Inibicdo da atividade glicolitica e via oxidativa dos
(Glucantime®) acidos graxos do parasita.

Gluconato de antiménio (V) sodico ou | Inibi¢do da Atividade glicolitica e via oxidativa dos
Estibogluconato de Sadio acidos graxos do parasita.

(Pentostam®)

Anfotericina B Inibicdo da via de sintese de ésteres de membrana.
Pentamidina Interacdo com o cinetoplasto.

Fonte: Croft e Coombs (2003)

1.1.5 Toxinas de serpentes — Fosfolipases Az

No Brasil, as serpentes peconhentas de interesse médicos sdo representadas por
quatro géneros da Familia Viperidae: serpentes do grupo Bothrops (jararaca, jararacussu, urutu,
caicaca, combdia), o qual, atualmente, estd agrupado em dois géneros — Bothrops e
Botrocophias; Crotalus (cascavel); Lachesis (surucucu-pico-de-jaca); Micrurus e
Leptomicrurus pertence a familia Elapidae (coral-verdadeira) (Brasil, 2016).

A Bothrops jararacussu € uma serpente peconhenta que alcanga quase dois metros
de comprimento, distribuida na regido sudeste em florestas tropicais € no cerrado. Essas

serpentes habitam, preferencialmente, os ambientes Umidos, como mata e areas cultivadas;
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locais de proliferacdo de roedores, zonas rurais e periferias de grandes cidades (BERNARDE,
2009).

Estes animais possuem uma variedade de toxinas em suas pegonhas com grandes
atividades bioldgicas, sendo também uma grande fonte natural de bioativos que séo
extremamente atrativas para 0s cientistas na investigacdo e desenvolvimento de novos
prototipos para farmacos bioldgicos ou sintéticos. Todas as peconhas bothropicas possuem
fosfolipases-A2 (PLA2s) metaloproteases, serino proteases, acetilcolinesterases, L-aminoacidos
oxidases e hialuronidades. Sendo que dois dos componentes mais importantes de venenos de
serpentes séo as fosfolipases- Az (PLA2S) e metaloproteases que exibem uma larga variedade
de efeitos farmacoldgicos (KINI, 1997).

Embora as moléculas semelhantes as fosfolipases PLA: e toxinas PLA tenham alta
semelhancga em sequéncia e estrutura algumas apresentam diferencas na substituicdo da Asp-49
por uma Lys ou Serina, esta mudanca na estrutura promove uma a atividade enzimatica que
pode ser completamente diferente uma da outra (DE PAULA, 2009).

Recentemente foi demonstrado em um estudo filogenético que as fosfolipases A2
presentes na peconha de serpentes da familia Viperidae podem ser classificadas em dois grupos
I e 1l de acordo com sua estrutura quimica (DOS SANTOS et al., 2011). As fosfolipases Az
foram identificadas com base na sua estrutura primaria padrdo e na quantidade de ponte de
dissulfeto encontrada na sua estrutura. O grupo | inclui a familia Elapidae e o grupo II,
Viperidae e subfamilias Crotalinae. Miotoxinas isoladas a partir desses venenos pertencem ao
grupo A e podem ser divididas em dois subgrupos: miotoxinas com atividade enzimatica,
denominados PLA2-Asp49 e miotoxinas sem atividade hidrolitica, denominados PLA, Lys49
homologas. KINI e EVANS, 1989; SOARES e GIGLIO 2004; MURAKAMI, SATO e
TAKETOMI, 2015).

Ainda conforme alguns autores, as Fosfolipases sdo proteinas distribuidas
amplamente na natureza, e sdo agrupadas de acordo com suas estruturas. As fosfolipase do
grupo Az (PLAs; EC 3.1.1.4) pertencem a uma superfamilia de proteinas que hidrolisam a
ligagéo sn-2 em fosfolipidios da membrana para liberar os acidos graxos, &cido araquidonico e
fosfoglicérideos (BURKE e DENNIS, 2009; MURAKAMI E KUDO, 2004; MURAKAMI,
SATO e TAKETOMI, 2011; SIX e DENNIS, 2000).

Segundo os dados da literatura as peconhas botrOpicas apresentam uma
peculiaridade importante que é a de induzir séria reacdo inflamatdria no local da picada onde
ocorre uma forte dor com formacéo de edemas hemorragias e também a mionecrose. O acido
graxo e o cido araquidénico gerados desta reagdo sdo importantes, pois o &cido araquiddnico

é convertido por enzimas metabdlicas em compostos bioativos como as prostagrandinas os
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leucotrienos e os eicosanoides, que sdo mediadores de diversas condicdes patoldgicas
especialmente nos processos inflamatérios (NEEDLEMAN, et al., 1986).

Este diversificado perfil farmacologico podem ser explicadas pelo modo particular
de evolucdo destas toxinas adquiridos através da selecdo positiva nos exons codificadores de
proteinas por um processo evolutivo acelerado que resultou em muitas variantes com diversos
efeitos farmacoldgicos (KINI e EVANS, 1989, SOARES e GIGLIO, 2004).

Nas serpentes dos géneros Bothrops, as PLAs séo 0s principais componentes de
peconhas produzidas por espécies classificadas neste grupo animal. Além de seu papel de
catalisador primario, a PLA>s da peconha de serpente mostra outros efeitos importantes toxico
e farmacoldgico, tais como neurotdxico, miotoxico, edematogénica, hipotensor, agregacéo de
plaguetas, e cardiotoxica atividades anticoagulantes. Alguns destes efeitos estdo
correlacionados com a atividade enzimatica, mas outras sdo completamente independentes
destas atividades (ANDRIAO-ESCARSO, et al., 2002; GUTIERREZ; LAMONTE e KINI,
1997; KINI, e EVANS, 1989; SOARES e GIGLIO, 2004).

A bothropstoxina-I1 (BthTX-11) usada neste projeto é uma fosfolipase A: isolada da
peconha da Bothrops jararacussu, que exibe acdo miotdxica, cuja sequéncia de aminoacidos
foi posteriormente caracterizada e identificada como uma PLA2-Asp49 basica, possui 122
aminoacidos, massa molecular de aproximadamente 14 kDa, apresentando 5 a 8 pontes
dissulfeto (SOARES, et al., 2004; HOMSI-BRANDERBURGO, et al., 1998; ANDRIAO-
ESCARSO, et al., 2000).

Com relacdo ao potencial arsenal terapéutico apresentado por moléculas bioativas
de origem animal, as peconhas de serpentes sdo misturas complexas de substancias
farmacoldgicas com proteinas ativas, como as fosfolipases A2 (PLA2s), um de seus principais
componentes. PLA,s homologas cataliticamente inativas, como as Lys49, Arg49 e algumas
PLA2-Asp49 e Lys49-PLAs, que atuam por um mecanismo independente de célcio ainda ndo
estd bem esclarecido (DOS SANTOS, et al., 2011).

As PLA>-Asp49 constituem componentes do veneno de serpentes e tém sido
extensamente estudadas, ndo sO porque séo abundantes nestes venenos, mas principalmente
porgue exibem grande variedade de efeitos bioldgicos. Alem de sua fungéo catalitica primaria,
as PLA: apresentam ainda atividades farmacologicas adicionais tais como: anticoagulante,
neurotdxica, miotdxica, formadora de edema, hemolitica, hipotensiva, pré e pro-sinaptica,
cardiotoxica, agregadora de plaquetas, bactericida, anti-HIV, antitumoral, antimalarica e
antiparasitaria (SOARES, 2012). Ainda em um estudo recente, foram relatadas atividades pro-

inflamatdrias do veneno da B jararacussu. Os compostos chamados de pré-inflamatorios,
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promovem a inflamacao e com isto secretam muito mais mediadores da inflamagdo como as
citocinas. (STABELLI, et al., 2006, SOARES, 2012, WANDERLEY et al., 2014).

Uma das estratégias experimentais para o estudo da relagdo e estrutura e fungéo de
PLA:s miotdxicas é a modificacdo quimica tradicional de residuos de aminoacidos especificos
(His, Met, Lys, Tyr, Trp e outros). Esta linha de pesquisa tem fornecido informacdes Uteis sobre
o0s determinantes estruturais da acdo destas enzimas e, juntamente com outras estratégias, apoia
0 conceito da presenca de dominios farmacoldgicas distintas do sitio catalitico em PLA2S
miotoxicas do veneno de serpente (SOARES e GIGLIO, 2004).

De acordo com alguns autores, proteinas como as PLA?, derivadas da peconha de
serpentes, sdo consideradas citotdxicas, in vitro, para Leishmania spp, Tripanosoma ssp,
bactérias e Plasmodium ssp. Vérios estudos mostram o potencial antimicrobiano de peconhas
de serpentes neotropicais, especialmente daquelas do género Bothrops (STABELI et al., 2006).
Ainda, CISCOTTO, et al., (2009) demonstra que peconhas de B. jararaca apresentaram uma
inibicdo significativa do crescimento de S. aureus e também contra outros tipos de bactéria

Gram-positivas e Gram-negativas.

1.1.6 Sistemas de liberacdo modificada de farmacos: lipossomas

Uma das importantes aplicacdes de nanotecnologia e nanomedicina é o
desenvolvimento de novas moléculas com dimensdes em nano-escala para aplicagdes médicas
(PARK, et al, 2008). As nanoparticulas tém propriedades que podem ser utilizados para
melhorar as propriedades farmacoldgicas e terapéuticas de drogas. A nano-encapsulacdo de
moléculas bioativas terapeuticamente potentes ndo apenas fornece um meio para uma melhor
distribuicdo dos farmacos, mas também aumentam a estabilidade, biodisponibilidade e
aplicacdo de farmacos especificos (SAHA, et al., 2014).

O avan¢o da pesquisa no campo da tecnologia de nanoparticulas tem atraido
cientistas para explorar os dominios de potenciais bioativos como biomoléculas de animais. A
conjugacdo de nanoparticulas com toxinas visa direcionar a entrega de bioativos, aumentar a
eficacia do medicamento, melhorar o diagndstico por imagem e gerar alguns medicamentos de
baixo custo para a medicina alternativa do futuro (BISWAS, et al., 2012).

Um exemplo desta abordagem seria a de encapsular potentes venenos-toxinas de
origem animal em nanoparticulas pelas suas propriedades terapéuticas Unicas, aumentando
assim o seu valor medicinal, e a0 mesmo tempo as nanoparticulas com veneno-toxinas podem
atuar como uma ferramenta para melhorar a entrega de drogas, como terapia-alvo, melhorando

a interacdo em nivel celular, e aumentando assim a eficicia da toxina-veneno e o valor
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medicinal das biomoléculas, e ainda abrindo novos caminhos para encapsular peconhas de
serpentes em lipossomos. (BISWAS, et al, 2012).

Os sistemas carreadores como nanoparticulas, lipossomas entre outros sdo
naturalmente fagocitados pelos macrofagos por endocitose e, portanto, podem ser usadas como
carreadores de drogas sendo possivel de direcionar o bioativo para o sitio da infeccdo. Este fato
levou ao desenvolvimento de varios tipos lipossomas e dispersdes coloidais, com base em
formulagdes de complexos lipidicos como do AmBisome, Amphotec e Abelcet. Estes farmacos
encapsulados tém-se mostrado possuir grande atividade quimioterapéutica superior em
tratamento de leishmaniose em relacdo ao tratamento convencional. Essa superioridade é
atribuida ao sistema de entrega intracelular de drogas para os macrofagos. O aumento da
eficdcia do tratamento foi associado com a diminuicdo da toxicidade da Anfotericina B
incluindo nefrotoxicidade e hipocalemia (TEMPONE, et al., 2010).

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas e microscopicas compostas de fosfolipidios
naturais ou sintéticos que se agregam em bicamada. Sao compostos de uma ou mais bicamadas
lipidicas concéntricas, separadas por fases aquosas e englobando um compartimento aquoso
interno. Estes podem encapsular substancias hidrofilicas ou lipofilicas, sendo que as primeiras
ficam no compartimento aquoso interno e as lipofilicas inseridas ou adsorvidas na membrana
lipidica (EDWARDS e BAEUMNER, 2006).

Por serem biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicas per se, 0S
lipossomas sdo estruturas versateis com caracteristicas de reduzir potenciais toxicidades das
substancias. Além disso, permitem modificacdes na sua composicao lipidica, que permitem o
seu enderecamento para alvos celulares especificos (BHOWMICK; RAVINDRAN e ALL,
2009). Sdo de natureza anfétera, pois sdo constituidos por uma fase externa contendo um
sistema de membranas fosfolipidicas e uma fase interna constituida por um meio aquoso. Sendo
possivel encapsular uma grande variedade de moléculas dentro desses espagos.

Estes sistemas vesiculares representam uma terapia mais eficiente para algumas
doencas, como por exemplo, para o tratamento da leishmaniose com Anfotericina B lipossomal.
No tratamento desta doenca os lipossomas controlam a liberacdo da droga, aumentando a sua
farmacocinética nos tecidos e reduzindo a toxicidade (NICOLETTI, et al., 2009). Estas
vesiculas sdo constituidas basicamente por fosfolipideos, esteréis e um antioxidante (VEMURI
e RHODES, 1995).

Os lipideos mais utilizados nas formulacgdes de lipossomas sdo 0s que apresentam
uma forma cilindrica como as fosfatidilcolinas, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e
esfingomielina, que tendem a formar uma bicamada estdvel em solugdo aquosa. As

fosfatidilcolinas s&o as mais empregadas em estudos de formulagdo de lipossomas, pois
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apresentam grande estabilidade frente a variacdes de pH ou da concentracdo de sal no meio
(BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007).

Barros, et al., (2013) demonstrou que formas promastigotas e amastigotas
intracelulares de L. amazonensis tém seu crescimento inibido, assim como a reducdo do indice
fagocitico, quando submetidas ao tratamento com Lupano-lipossomal. Além disso, foi
observado que nos camundongos infectados com L. amazonensis e submetidos a tratamento
com Lupano-lipossomal houve significativa reducdo no tamanho das lesdes da pata (33%),
quando comparadas aos grupos infectados e ndo tratados. Esse tratamento também se
demonstrou capaz de ativar as células na produgdo de TNFa, IL 12 e de inibir a producéo de IL
10.

Além de aumentar a resposta das células T CD4+, os lipossomos podem induzir
resposta de linfécitos T CD8+ (CHIKH e SCHUTZE-REDELMEIER, 2002). No caso da
leishmaniose, principalmente com fins de imunizacdo, esta € uma grande vantagem, pois 0S
linfécitos T citotoxicos também participam da protecdo desenvolvida contra a doenca
(COLMENARES, et al., 2004).

A interacdo dos lipossomos com as células no organismo € a base da sua aplicacéo
no transporte da molécula ativa. A liberacdo do farmaco pode acontecer de varias maneiras
(Figura 2). O lipossomo pode ser adsorvido a membrana celular, onde ocorrera a liberacéo de
alguns componentes no fluido extracelular, alguns dos quais podem passar através da
membrana, entrando na célula. As vesiculas lipossomais podem ser capturadas pelo processo
de fagocitose ou endocitose e entdo serem degradadas pelos lisossomos, liberando seu conteido
no citoplasma. O conteudo lipossomal pode também entrar na célula diretamente e o lipossoma
se fundir com a membrana celular e os lipossomas podem ainda intercambiar seus lipideos com
os da membrana celular (LASIC, 1993).

Os lipossomas constituidos de fosfolipidios naturais e colesterol possui uma
farmacocinética caracterizada por alta velocidade de depuracdo do plasma. Essas vesiculas sdo
rapidamente removidas da circulacdo por macréfagos (FRANK, 1993).

Os lipossomas funcionam como um sistema de liberagéo de farmacos até os tecidos-
alvo, disponibilizando apenas uma fragdo controlada do farmaco para o sitio de acéo.
(MACHADO; GNOATO; KLUPPEL, 2007). A captura dos lipossomas pelas células-alvo
ocorre pelo processo de opsonizacdo, assim que os lipossomas entram em contato com 0s
componentes do sangue. Nesta fase, as proteinas do complemento C3b ligam-se a superficie
dos lipossomas e servem como sinal para os macrofagos fagocitarem (BORBOREMA, et al.,
2011).
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Figura 2: Interacéo entre o lipossomo e células do organismo
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Os lipossomos podem interagir especificamente com a célula (a) ou fundir-se na superficie da célula (b). Pode
ocorrer a adsor¢do dos lipossomos a superficie da célula (c), onde os lipossomas podem ser submetidos a troca
direta ou transferéncia mediada por proteinas dos componentes lipidicos com a membrana celular. Via pinocitose,
o farmaco pode entrar e ser liberado na célula (d). Os lipossomas podem realizar intercambio molecular entre a
parede dos lipossomos e a parede da célula (e). Por endocitose (f), o lipossoma pode ser entregue pelo endossomo
ao lisossomo e o farmaco ser liberados no citoplasma (g). Ou ainda o lipossomo pode provocar desestabilizacdo
no endossomo, que resulta na liberagdo do farmaco no citoplasma da célula (h). (Fonte: (BORBOREMA, et al.,
2011) com modificagdes.

Estudos tém apontado novas e praticas formas de utilizacdo dos lipossomas como
transportadores de substancias terapéuticas como ferramentas alternativas nos tratamentos de
doengas. Atualmente os lipossomas ocupam uma posicdo de destaque no tratamento de
leishmanioses, esquistossomose, doenga de Chagas e cancer. Encontram ainda largo emprego
como transportadores de imunobioldgicos e de medicamentos antimicrobianos. Os resultados
obtidos nessas situacfes sugerem que esse € um sistema transportador ideal para direcionar
medicamentos aos sitios afetados. As pesquisas atuais estdo focadas na obtencao de lipossomas
com alto grau de seletividade e especificidade para tecidos e que apresentem tempo de
permanéncia no local significativamente prolongado (MACHADO; GNOATO; KLUPPEL,
2007). Dentre essas alternativas, peconhas naturais e suas toxinas isoladas, existentes nas
serpentes, podem ser potencialmente encapsuladas em lipossomas.

Devido ao grande impacto da leishmaniose na satde pablica mundial, a ampliacao
da incidéncia da doenca, incluindo a difusdo para novas areas geogréficas - inclusive urbanas -
as dificuldades associadas aos tratamentos empregados e a auséncia de tratamentos eficazes,
torna-se relevante a busca de novas medidas curativas e preventivas.

A pobreza esté intrinsicamente relacionada com a ocorréncia de doencas tropicais
negligenciadas (DTNs). Os principais paises com 0s menores indices de desenvolvimento

humano (IDH) e a maior carga de DTNs estdo nas regides tropicais e subtropicais do globo
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terrestre (DNDI, 2014). A importancia dessa doenca ndo se deve apenas a sua alta incidéncia e
ampla distribuicdo geogréafica, mas também a possibilidade de produzir lesGes destrutivas e
desfigurantes, com importante repercussdo no quadro psicossocial do paciente. Essas doengas
sdo consideradas negligenciadas devido a falta de investimento no desenvolvimento de novas
drogas e vacinas e também pela pouca eficacia dos programas de controle (LINDOSO e
LINDOSO, 2009).

As limitag6es no uso dos farmacos leishmanicidas atuais e o aumento da resisténcia
do parasita a farmacos convencionais, bem como a presenca de proteinas de grupos diferentes
em peconhas de serpentes justificam o desenvolvimento deste trabalho na busca novos
compostos bioativos antileishmania a partir de peconha/toxinas da serpente B. jararacussu,
encapsulados em sistema lipossomal.

Estudos voltados para explorar o potencial terapéutico dos lipossomas no
tratamento contra a leishmaniose revestem-se de importancia, pois estas vesiculas podem ajudar
a minimizar os efeitos colaterais/adversos causados pelas atuais terapéuticas e também podem
servir de veiculo para processos de vacinacgdo, favorecendo assim o desenvolvimento de novas
tecnologias que auxiliardo no tratamento do paciente.

Acredita-se que o encapsulamento da PLA2-Asp49 possa contribuir de maneira
expressiva para a diminuicdo da parasitemia da lesdo ou até mesmo a cura dos camundongos
infectados com L. amazonensis. O desenvolvimento de novos protétipos de farmacos € o grande
desafio mundial do momento e este estudo tem por objetivo avaliar o efeito antileishmania de
uma PLA2-Asp49 encapsulada da pegonha de Bothrops jararacussu sobre as formas

promastigotas e amastigotas de L. amazonensis.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro e in vivo a potencial atividade antileishmania amazonensis da PLA-

Asp-49 de Bothrops jararacussu encapsulada em sistema lipossomal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar:

A caracterizacdo in vitro dos lipossomas através do tamanho, potencial Zeta e taxa de
encapsulacao.

A citotoxicidade in vitro da Fosfolipase PLA2-Asp49 utilizando macréfagos peritoneais
de camundongos BALB/c e promastigotas de L. amazonensis.

O crescimento e a sobrevivéncia in vitro de L. amazonensis em macrofagos peritoneais
murinos apos incubacdo com lipossoma contendo a fosfolipase PLA: -Asp49.

A producéo das citocinas TNF-a, IL-10 e IL-12 e éxido nitrico no sobrenadante dos
macrdfagos peritoneais murinos incubados com os lipossomos e também no soro de
camundongos infectados com L. amazonensis e tratados com a PLA2-Asp49 lipossomal.
A acdo da PLA2-Asp49 encapsulada em lipossoma na infeccdo experimental em
camundongos BALB/c.

A reducdo do tamanho da lesdo ap6s o tratamento com PLA2-Asp49 lipossomal.

A recuperacgdo de amastigotas dos tecidos linfonodo e pata e histologia dos tecidos a
fim de observar o efeito do tratamento.

A producdo in vivo de TNFa, IL-10 e IL-12 &xido nitrico no sobrenadante do macerado
dos tecidos linfonodo, pata e soro de camundongos infectados com L. amazonensis e
tratados com PLA2-Asp49-lipossomal.

Em concentracOes diferentes de fosfolipases e em diferentes tamanhos de lipossomas

na busca dos melhores resultados dos objetivos acima.
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ESTUDOS IN VITRO



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 FLUXOGRAMA DOS EXPERIMENTOS COM PLA>-ASP49

Figura 3: Esquema do fluxograma in vitro
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Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c, machos, com 8-10 semanas
de idade, pesando de 20-28g, obtidos do Biotério do IPEPATRO/FIOCUZ-RO. Os animais

foram mantidos em condic¢des padronizadas de biotério. Os experimentos foram realizados de

acordo com as normas estabelecidas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do

IPEPATRO-FIOCRUZ-RO, mediante aprovacgdo do projeto de pesquisa sob n° 2013/1.

3.3 PARASITAS

Neste trabalho foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania amazonensis

(IFLA/BR/67/PHS8), cuja cultura original foi cedida pelo Dr. Francisco Juarez Ramalho Pinto,

da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil.
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As culturas foram mantidas a partir de camundongos BALB/c, previamente
inoculados com 10° promastigotas de L. amazonensis, pela via subcutinea, na pata traseira
direita. Depois de dois meses de infecgdo os animais foram eutanasiados e as patas contendo a
lesdo foram removidas e a pele necrosada retirada, em condigdes estéreis. Em seguida as patas
foram maceradas em meio RPMI liberando as amastigotas de L. amazonensis. Essa cultura foi
mantida a 24°C para a transformacédo das amastigotas em promastigotas.

O material obtido da maceracéo foi centrifugado a 1000 RPM por10 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi removido cuidadosamente e o pellet, ressuspenso em meio RPMI/SFB
(RPMI suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino).

Para a propagacao in vitro destas promastigotas, uma aliquota de parasitas, em fase
estaciondria de crescimento, foi diluida em eritrosina B (0,04%) e contada em camara de
Neubauer espelhada, em microscopio éptico (aumento de 400X). Os parasitas corados de
vermelho foram considerados mortos e aqueles birrefringentes e moveis foram considerados
vivos. O célculo foi feito utilizando-se a formula:

N° de parasitas = n° de parasitas contados x inverso da dilui¢do x 10*

Apos a realizagdo dos calculos, 5x10° promastigotas/mL foram colocadas em meio

RPMI/SFB. Os parasitas foram mantidos a 24°C e repicados, a cada cinco dias, por sucessivas

passagens, até um maximo de oito passagens.

3.4 MEIO DE CULTURA

O meio de cultura utilizado para a propagacdo in vitro das promastigotas de L.
amazonensis foi 0 RPMI 1640 (Sigma Chemical Co St. Louis, MO, USA), suplementado com
10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco™, Invitrogen). O RPMI 1640 foi preparado,
reconstituindo-se o p6 em 1 L de agua destilada, adicionando 20nM de HEPES (N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-22, acido etanosulfonico; GIBCO BRL) e 50ug/mL de gentamicina.
Depois de preparado, o0 meio RPMI 1640 foi esterilizado por filtragio em membrana de

nitrocelulose de poro 0,22um (Millipore).

3.5 FOSFOLIPASE A; A SER ENCAPSULADA

A PLA-asp49 utilizadas neste trabalho foi isolada da peconha da serpente B.
jararacussu e gentilmente cedida pelo Centro de Estudos de Biomoléculas aplicadas a saude
(CEBI0), da universidade Federal de Rondénia (UNIR) e Fundagdo Osvaldo Cruz Rondénia,
Porto velho-RO. Autorizagdo CGEN, n°® 010627/2011-1


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=N-2-hidroxietilpiperazina-N%E2%80%99-22,+%C3%A1cido+etanosulf%C3%B4nico&spell=1
http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=N-2-hidroxietilpiperazina-N%E2%80%99-22,+%C3%A1cido+etanosulf%C3%B4nico&spell=1
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4. METODOLOGIA

4.1 PURIFICACAO DA FOSFOLIPASE A,

A BthTX-II (PLA2-Asp49) utilizada neste trabalho foi obtida conforme
procedimento descrito por Andrido-Escarso, e coloboradores (2002) e Stabelli, et al., (2012),
com modificacdes. De forma sucinta, 40mg de peconha bruta da serpente B. jararacussu foi
solubilizada em tampdo bicarbonato de amoénio (AMBIC) 50 mM, pH 8,0 e centrifugadas por
10 minutos a 10.000 xg para sedimentacdo do material insolvel.

O sobrenadante foi aplicado em coluna contendo resina CM-Sepharose© (1cm X
40cm) previamente equilibrada com o tampdo utilizado para solubilizar a amostra. O
fracionamento cromatografico foi realizado em sistema Akta Purifier 10©, sob gradiente linear
de AMBIC 50 a 500 mM por 5 volumes de coluna, sob fluxo de 1 mL/minuto. A eluigéo das
proteinas foi monitorada em 280 nm e as fracGes coletadas manualmente. Gentilmente cedida
pelo Centro de Estudos de Biomoléculas Aplicadas a Medicina (CEBIO), da Universidade
Federal de Rondénia (UNIR) e Fundacdo Oswaldo Cruz Rondoénia, Porto Velho-RO.

4.2 PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram preparados conforme descrito por Barros, et al., (2013) com
modificacbes. Na preparacdo dos lipossomas foram utilizados os lipidios
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS) e colesterol, na
proporcéo (5:1:3 m/m). Os lipidios foram dissolvidos em 1 mL de solucéo cloroférmio/metanol
(1:1 v/v). Em seguida, o tubo foi submetido ao vortex e banho ultrassom (2 minutos
vortex/2min. banho), repetidas vezes, até os lipidios se dissolverem por completo formando
uma emulsdo. Com a dissolugdo dos lipidios, a solugdo cloroférmio/metanol foi removida
através de evaporacdo, dando origem a um filme de lipideos na parede interna do recipiente.
Este filme foi secado a vacuo em um dessecador, por cerca de 18h e posteriormente, os lipideos
foram ressuspensos em 1mL de tampé&o PBS 1X, pH 7,4. A solugéo foi incubada por 1 h a 60°C,
com agitacGes em vortex a cada 10 minutos.

A emulséo foi submetida a um extrusor (LiposoFast™, Avestin, Canada) com uma
membrana de policarbonato com poros de 200 nm de diametro, por 30 vezes, para produzir uma
populacéo de lipossomas de tamanho uniforme. Para a preparacdo de PLA2-Asp49-lipossomal,
2 mg de PLA>-Asp-49 diluido em 1 mL de PBS 1X, pH 7,4 foram adicionados a solugéo de

lipideos no inicio da preparagéo.
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4.2.1 Determinacdo do tamanho e potencial zeta dos lipossomas

A determinagdo do tamanho das vesiculas foi realizada a 25°C, por meio de
medidas de espalhamento de luz dindmico (DLS). A distribuicdo do tamanho é obtida pelo
indice de polidispersédo (IP). O potencial zeta € medido por um instrumento no qual € inserida
uma pequena amostra da suspensdo, oferecendo leitura em mV, que pode ser um ndmero
positivo ou negativo. O valor medido fornece uma indicacdo a respeito da estabilidade da
suspenséo.

As medidas do potencial zeta médio das vesiculas foram realizadas a 25°C, pela técnica
de micro eletroforese associada a anemometria Doppler. As medidas foram realizadas com
amostras diluidas na faixa de vinte vezes, utilizando agua destilada como meio de disperséo,

em equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern, Inglaterra).

4.2.2. Determinacédo do teor de proteinas de PLA2-Asp49 em lipossomas

A taxa de PLA>-Asp49 encapsulada nos lipossomas foi determinada pelo método
indireto, em que a fosfolipase livre foi determinada no sobrenadante, enquanto a concentragédo
total foi quantificada ap6s quebra do lipossoma em suspensdo. Para a determinacdo da
concentragéo total de toxina nos lipossomas foi adicionado Triton X-100® (3%) a uma aliquota
da suspensdo, mantendo em banho-maria a 37°C por 30 minutos para quebra dos lipossomos.
Apbs esse periodo a suspensdo foi centrifugada para a separacdo das fases e uma aliquota foi
coletada da fase aquosa para quantificacéo.

A PLA>-Asp49 livre foi determinada no sobrenadante apos a centrifugacdo de outra
aliquota da suspencdo (100xg; 30 min). Em seguida foi realizada uma diluicdo em placa de 96
pocos da seguinte maneira: uma aliquota (10ul) do sobrenadante foi coletado e adicionado em
cada poco da placa contendo 200 uL do mix do reagente de BCA 50:1 (196 pL do reagente A
+ 4 uL do reagente B). Foi incubado por 30 min a 37°C. Curva padrao com albumina bovina
(BSA), utilizando a solucdo de BSA padréo incluida no kit. A curva padréo foi preparada em
eppendorfs, sendo transferido um volume para a placa de 96 pocos para quantificagéo,

conforme descrito na tabela a seguir:
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Tabela 2: distribuicdo dos volumes curva padrao

Tubo  Agua (uL) BSA Sol (uL) Volume usado (pl)* [BSA] (pg/mL)
1 0 300 do estoque 10 2000
2 125 375 do estoque 10 1500
3 375 325 do estoque 10 1000
4 175 175 do tubo 2 10 7al)
5 325 325 do tubo 3 10 500
f 325 325 dotubo 3 10 230
7 325 325 dotubo b 10 125
8 400 1] 10 (= branco

Referéncia Olson e Markwell, (2007).

A taxa de dosagem de proteinas de PLA2-Asp49-liposomal determinada pelo
método BCA (BCA 4,4'-dicarboxi-2,2'- biquinolina), por meio de curva padrdo obtida atraves
das concentragbes de 2000 até 125ug/mL de soro albumina bovina (BSA) (OLSON e
MARKWELL, 2007).

A leitura de absorbancia das amostras foi realizada por leitora de placas de 96 pogos
(ASYS, UVM 340) em 595 nm. Os dados de absorbancia das solu¢bes da curva padréo foram
plotados e uma curva correspondente a absorbancia x concentracao proteica foi construida. Os
dados de absorbancia das amostras foram substituidos na equacdo da reta e a concentracao

proteica de cada amostra foi obtida em pg/mL.

4.2.3 Obtencéo dos macréfagos peritoneais

Para a obtencdo de macréfagos peritoneais, camundongos BALB/c foram
inoculados, por via i.p., com 2 mL de solucdo Tioglicolato 3%. Apds cinco dias 0s animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical. Em seguida, 5 mL de meio RPMI gelado foram
injetados na cavidade peritoneal e em seguida recuperados com pipeta de Pasteur. O lavado
peritoneal foi centrifugado a (239xg) por 10 min a 4°C e o sobrenadante, desprezado. Em
seguida, o “’pellet’’ foi ressuspenso em 1 mL de meio RPMI e as células obtidas, contadas em
camara de Neubauer.

Os macrdfagos (2,5 x 10°/pogo) foram plaqueados em placa de 24 pogos contendo
laminulas estéreis e incubados a 37°C em estufa com atmosfera umida contendo 5% de CO:
(Estufa modelo RCO3000TVBB, REVCO Technologies, Asheville, USA).
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4.2.4 Analise in silico (docking)

Para a pesquisa e a recuperagdo da estrutura de proteinas foi utilizado o Protein
Data Bank (PDB) (http://www.pdb.org). O alvo da busca foi a estrutura da BthTX-11 de B.
jararacussu depositada em PDB (ID: 3JR8) para ser analisada com Chebi: 79098,
(Fosfotidilcolina), Chebi: 16.113 (colesterol) e PubChem: 24898720 (Fosfotidilserina). Para
identificar potenciais locais de ligagdo dos compostos, foi realizado um processo de docking-
molecular automatizado utilizando o software Swiss Dock (GROSDIDIER; ZOETE e
MICHIELIN, 2011; 2011). O acoplamento foi realizado utilizando o pardmetro "exato”, sem
nenhuma regido de interesse definida (encaixe cego).

As estruturas dos compostos foram extraidas da base de dados ChEB
(https://www.ebi.ac.uk/chebi/init.do) e Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). A
visualizacdo interativa, analise e conversdo de estruturas moleculares foram realizadas em
Swiss-PDB viewer (GUEX e PEITSCH, 1997) e UCSF Chimera (GODDARD; HUANG e
COUCH, (2004) enquanto que as imagens da estrutura com Persistence of Vision Raytracer
(POV-ray) 3.62 (http://www.povray.org).

4.2.5 Ensaio de citotoxicidade

Os macrdfagos J774 foram plaqueados (2,5 x 10°células/pogo) em placas de 96
poc¢os. Apos 24 horas foram adicionadas diferentes concentragdes de lipossomos em cada poco.
Apbs incubacdo de 48 horas foram adicionados 10 pL de solucdo de MTT (5 mg/mL).

Apbs 4 horas de incubacdo a 37°C em estufa com atmosfera imida contendo 5% de
CO; foram adicionados 100 pL de DMSO para dissolver os cristais de formazan formados. A
leitura da absorbéncia foi realizada em espectrofotometro de placa a 570 nm. Os valores de
IC50 (50% de inibicdo de crescimento celular) foram calculados utilizando a analise de
Probabilidade (MINITAB® 14.1. Minitab Inc. 2003 Statistical Software).

Os célculos foram realizados utilizando-se a equagéo 1:

D. 0. amestra
O inibicio = 1 — x 100
D.0.controle



http://www.pdb.org/
https://www.ebi.ac.uk/chebi/init.do
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.povray.org/
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4.2.6 Atividade antileishmania in vitro de PLA2-Asp49-liposomal

A atividade antileishmania amazonensis foi determinada pelo método MTT
(brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]- 2,5 difeniltetrazdlio). As promastigotas (5x10°
células/pogo) foram plaqueadas em placas de 96 pogos. Apds plaqueamento, diferentes
concentragodes (100, 50, 12,5, 6,25ug/mL) de PLA2-Asp49 solucdo, PLA2-Asp49-liposomal, e
lipossoma controle foram adicionados em cada poco, além do farmaco Pentamidina® (5ug/mL)
como controle de referéncia. Ap6s 48 horas de incubacéo, foram adicionados 10 pL de solucéo
de MTT (5mg/mL). A seguir, a placa foi incubada em estufa B.O.D. a 24°C, por 4 horas.
Decorrido o tempo foram adicionados 100uL de DMSO. Apds 1 hora foi realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro de placa a 570 nm. Os resultados foram expressos conforme

equacao descrita no item anterior.

4.2.7 Determinacao do indice de seletividade

Para avaliar o indice de seletividade de PLA>-Asp49-lipossomal, foram realizados
ensaios de citotoxicidade com os macréfagos J774 e as formas promastigotas de L.
amazonensis. Os ensaios de MTT foram realizados conforme o item 4.2.5 descrito por
NICOLETE et al. (2009).

Os calculos foram realizados utilizando-se a equagéo 2:

LC50 (Macréfagos)
©ICs50 (promastigotas)

IS = indice de seletividade
IC = Concentracdo capaz de inibir 50%
LC = Concentracao letal 50%

4.2.8 Infeccdo e tratamento de macréfagos peritoneais

Para avaliacdo da atividade antileishmania da PLA2 (Asp49) foram realizados
ensaios de infeccdo em macrofagos peritoneais. Estes ensaios foram realizados conforme
descrito por Silva-Jardim, et al., (2004). Os macrofagos, depois de 24 horas de incubacéo, foram
lavados duas vezes com meio RPMI e, em seguida, infectados com promastigotas de L.
amazonensis na proporcao de 5 parasitas x 1 macrofago. As células infectadas foram incubadas
“overnight” a 33°C em estufa com atmosfera Umida contendo a 5% de CO..

Apos esse periodo os pocos foram novamente lavados com RPMI e tratados com

100, 50, 12,5 e 6,25 ug/mL de uma solucéo estoque de 2.000 ng/mL de PLA>-Asp49-solucao,
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lipossomo controle e PLA2-Asp49-lipossomal a 25%. Para o controle contendo uma droga de
referéncia foram adicionados 150 uL de Glucantime® (300 pug/mL), em um volume final de
500 plL/pogo. Para controle positivo da infeccdo foram utilizadas células infectadas néo
tratadas. As culturas infectadas e tratadas foram mantidas por 48 h a 33°C. Apds esse periodo,
0 sobrenadante das culturas foi coletado e congelado para posterior dosagem de citocinas e NO.

A taxa de infeccdo e o nimero de parasitas intracelulares foram avaliados pela
contagem de 100 macré6fagos, em microscopio éptico - aumento de 1000X, apos coloracdo das
laminas pela técnica May Grinwald-Giemsa (MGG) (modificado de GIAIMIS, et al., 1992).
Resumidamente, as células foram coradas com kit panotico (New Prov). Inicialmente, foi
colocada a solugdo n° 1 dentro do poco por 10 seg. e retirada, a seguir colocada a solugéo n° 2
por 20 seg. e retirada e por fim colocada a solugdo n° 3 e em seguida retirada. Finalmente, a
laminula foi lavada rapidamente com agua destilada e, depois de seca, montada com balsamo

sobre uma lamina de vidro. O indice fagocitico foi determinado utilizando-se a equacéo:

Indice fagocitico = % de macréfagos infectados x n° total de Leishmania

4.2.9 Producao de Oxido Nitrico e citocinas TNF-a, IL10, IL 12 in vitro

As citocinas TNF-a, IL-10 e IL-12 foram quantificadas nos sobrenadantes de
cultura dos macréfagos e no sobrenadante dos macerados do tecido da pata e dos linfonodos.
Para cada citocina as dosagens foram realizadas através do teste imunoenzimatico ELISA de
captura. Para isso foi utilizado o kit BD OptEIA™ (BD Biosciences), de acordo com instrucdes
do fabricante. A producdo de éxido nitrico (NO) pelos camundongos infectados com parasitos,
tratados ou ndo, a concentracao de nitritos como medida indireta da producdo do gas NO foi
quantificado nos sobrenadantes do macerado dos tecidos, pata, linfonodos e soro.

O acumulo de nitrito no sobrenadante foi medido pelo método de Griess, que
consiste em adicionar 100 pL do reagente de Griess recém preparado a igual volume dos
sobrenadantes das culturas. As concentracdes de nitritos nos sobrenadantes das culturas foram
calculadas a partir de uma curva padrdo de nitrito de sodio (NaNO2) com concentraces
variando de 100 a 0,29 uM. A absorbancia foi determinada em leitor de ELISA (Labsystems
Multiscan) em um comprimento de onda de 540 nm. Em todos os experimentos foram utilizados
controles sem adicdo de droga e controles com e sem estimulo. Todos os testes foram realizados

em duplicata.
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4.2.10 Andlise Estatistica

As analises estatisticas dos resultados foram realizadas considerando-se as Médias
+ Desvio Padrdo obtidos. A anélise de variancia foi realizada om determinagdo do nivel de
significancia para p < 0,05, aplicando-se teste de comparag¢6es mdaltiplas (One-way ANOVA,
seguido de pos-teste de Bonferroni). Foi utilizado o software GrafhPad prism 5 Demo 5.03;
SPSS Inc. GPW5-614601-RAG-1147, 2013.
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RESULTADOS IN VITRO
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5. RESULTADOS IN VITRO

5.1 DETERMINACAO DO TAMANHO, POTENCIAL ZETA E DA TAXA DE
ENCAPSULACAO DOS LIPOSSOMAS

Neste estudo utilizamos vesiculas unilamelares grandes (LUVS), que s&o
lipossomos formados por uma Unica bicamada lipidica e com tamanhos superiores a 200 nm.
Foram preparados lipossomos contendo o composto bioativo e os lipidios estruturais, formando
assim PLA>-Asp49-lipossomal; e para controle foram preparadas vesiculas de lipossomo
contendo somente os lipidios sem o composto ativo, denominados Lip-controle. O potencial
Zeta é uma ferramenta Util, para prever e controlar a estabilidade do tamanho e o potencial zeta
das vesiculas. Sdo também usadas na elucidacdo do mecanismo de associa¢do de substancias
ativas as vesiculas (ALONSO, et al., 1991). A medida desta propriedade permite obter
informacdes sobre a estabilidade do sistema e de como as propriedades superficiais séo
modificadas nos processos e formulaces.

Logo apos a preparacdo dos lipossomos foram realizados os estudos dos tamanhos
das vesiculas pelo Zetasizer Nano ZS (Malvern, Inglaterra), onde a particula com carga
superficial negativa, cujo potencial elétrico em relagdo a uma superficie de referéncia pode ser
medido em miliVolts (mV). Esta superficie, contendo cargas elétricas negativas, atraird as
cargas elétricas positivas presentes na suspensdo, formando em torno de si um envoltério com
cargas positivas que possui um potencial elétrico em relacdo a mesma superficie de referéncia
medido em mV. Apo6s andlise, os resultados demostraram que houve uma populacdo de
vesiculas entre 205,2 para lip-controle e uma populacdo homogenia de 241,9 para PLA>-Asp-

lipossomal.

Tabela 3: Resultados das andlises de tamanho, potencial zeta e taxa de encapsulacdo de

lipossomas.
. Taxa de
< Tamanho Potencial Zeta % (0
Formulacéo ("m) = DP IP +DP (MV) % DP inéi)psulagao (%)
Lip-controle 241,9+326 0,128 +0,06 -18 + 3,01
PLA2-Asp49- 205,2+29,5 0,218 £ 0,05 -25,4+£1,13 69,6 + 2,90
lipossomal

Tamanho do lipossomo controle e de lipossomos que contém A, (Asp49-lipossomasal) em (nm) e o potencial Zeta
em (mV). As medidas foram realizadas com amostras diluidas cerca de vinte vezes, utilizando 4gua destilada como
meio de disperséo, a 25°C. Os valores foram obtidos a partir de quatro lotes diferentes.

PI = indice de Polidispersio.
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52 INTERAGAO MOLECULAR ENTRE A PLA-ASP49 E OS LIPIDEOS QUE
CONSTITUEM OS LIPOSSOMOS

Com o objetivo de investigar as possiveis interacbes entre PLA>-Asp49 e o0s
lipideos presentes na composi¢cdo do lipossoma foi realizado um estudo in silico de docking
molecular. A acoplagem do molecular docking dos compostos resultou em 32, 28 e 46 clusters
para CheEBI: 79098, CheEBI: 16,113 e PubChem: 24898720, respectivamente. A maioria dos
clusters estdo localizados no mesmo local da BthTX-1l. Os top-score dos clusters, para cada
composto, teve a menor FullFitness (GROSDIDIER; ZOETE e MICHIELIN, 2007) do que em
outros clusters (Tabela 4). Este local de ligacdo é formado por residuos na extremidade do N
terminal (residuos 1-30) e parte da a hélice (residuos 45-52), seguida por uma curva (residuos
68-70) (Figura 4).

Tabela 4. Resultados obtidos ap6s anélise de Docking molecular

Compostos Lipidicos F I\I/:Iezlir':ggss A G Estimado Ligacdo H
N° de Clusters u (kcal/mol)
ChEBI_: _7909_8 32 - 933.00 -10.15|Gly30
Fosfotidilcolina
ChEBI: 16113 28 - 8.02 |PLA2-Asp49
Colesterol -803.08
Pubchem: 24898720 46 - 11.52 |PLA2-Asp49
S -085.48

Fosfotidilserina

Nuamero de clusters gerados, mostra os melhores resultados de encaixe de fungéo FullFitness e ligacGes das pontes
de hidrogénios entre BthTX-I1 e os trés compostos.

Figura 4. Interacdo molecular entre as fosfolipases e os lipideos — anélise docking

Figura 4. O sitio de ligacdo de BthTX-Il é demonstrado pela superficie de cor laranja que é considerada mais
hidrofébica. Visdo geral do melhor resultado da ancoragem de (a) Chebi: 79098, (b) Chebi: 16.113 e (c)
PubChem: 24898720. Os compostos sdo apresentados em esferas e bastdes verdes. Fosfotidilcolina (a), Colesterol
(b) e Fosfotidilserina (c).
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5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DE PLA;-ASP49-LIPOSSOMAL EM
MACROFAGOS J774 E ATIVIDADE ANTILEISHMANIA EM PROMASTIGOTAS DE L.
AMAZONENSIS

Na tabela 5 € possivel observar que na PLA2-Asp49-solucdo houve um indice
seletividade de aproximadamente 0,827ug/mL; o PLA2-Asp49-liposomal ficou em torno de
10,65ug/mL. Na citotoxicidade nos macrdfagos de linhagem J774 os dados mostram um
resultado de LCso de 153pug/mL para PLA2-Asp49-solucdo e viabilidade de 100% para PLA>-
Asp49-liposomal.

A inibicéo contra as formas promastigotas com PLA>-Asp49-solucdo resultou em
ICs0 de 185ug/mL e para A2 Asp49-lipossomal um ICso de 14,36pg/mL.

A porcentagem de inibicdo em formas promastigotas quando tratadas com PLA;-
Asp49-solucdo teve um resultado em torno de 82% e 40% nas concentragcdes de 100 e
12,5pg/mL, e para PLA2-Asp49-liposomal foi de aproximadamente de 78% e 60% nas mesmas
concentragoes.

Tabela 5: Resultado da atividade citotoxica de PLA>-Asp49-lipossomal em macrofagos J774 e
formas promastigotas de Leishmania amazonensis.

PLA:2 -Asp49-solugéo

PLA2-Asp49-liposomal

indice de Seletividade (IS) 0,827 10,65
indice de Viabilidade J774 CCso 153ug/mL 100%
~ 0
C.C Concentracgéo
% Formas promastigotas ICso de 185ug/mL ICso de 14,36pg/mL.
Concentracédo Concentracédo

%
Inibig&o/promastigotas

[ 1 100ug/mL = 82%
[112,5ug/mL = 40%

[ ]1100ug/mL = 78%
[112,5ug/mL = 60%

A citotoxicidade para macré6fagos e promastigotas foi comparada utilizando o indice de seletividade (IS), que
consiste na razdo entre a Concentracdo Citotdxica 50% (CC50) para células e (IC50) = Concentracdo capaz de
inibir em 50% o nUmero de protozoarios em cultura. Os macrofagos J774 e promastigotas de leishmania
amazonenses foram plaqueados a 2,5x10° e 5x10° células/pogo em placas de 96 pocgos. Foram adicionadas
diferentes concentracfes de PLA,-Asp49-solugdo, PLA,-Asp49-lipossomal e Lip-controle em cada pogo. Apos 48
horas, foram adicionados 10 pL de solucdo de MTT na concentracdo de 5ug/mL. Apos 4 horas de incubacdo a
37°C com 5% de CO», 100uL de sobrenadante foi removido e o cristal de formazan formado foi dissolvido em
DMSO. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 570 nm. Os dados representam a média dos experimentos
feito em sextuplicata.

54 ACAO IN VITRO DE PLA;-ASP49-SOLUCAO E PLA,-ASP49-LIPOSSOMAL NA
PORCENTAGEM DE INFECCAO DE MACROFAGOS POR L. AMAZONENSIS E A
SOBREVIVENCIA DOS PARASITAS DENTRO DAS CELULAS HOSPEDEIRAS APOS
TRATAMENTO COM PLA,-ASP49 SOLUCAO E PLA,-ASP49-LIPOSSOMAL.

Na figura 5 foi observado que, o indice de macréfagos infectados reduziu em 28%
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quando tratados com PLA>-Asp49-lipossomal, comparado com o grupo controle sem
tratamento e lip-controle. Porém, quando comparado ao grupo Glucantime este indice foi de
10%. Quando PLA>-Asp49-liposomal foi comparado a PLA>-Asp49-solugdo este indice foi de
15%. O grupo Glucantime apresentou uma diferenga de cerca de 30% em relagdo ao grupo de
macrofagos infectados e ndo tratados. Nas figuras 5 (A) e (B) pode ser visualizado que o grupo
tratado com PLA>-Asp49-lipossomal apresentou uma reducéo significativa de 9,3 amastigotas
por macrofagos apos 48h de tratamento, com uma diferenga de 55% em relacdo ao grupo
controle, de 30% em relagdo ao grupo lipossoma controle é de 35% em relacdo ao grupo
glucantime (p<0,05).

Por outro lado, o grupo lipossomo controle apresentou uma reducéo significativa
de 35% (p<0,05) em relacéo ao grupo infectado. Entretanto o grupo tratados com PLA>-Asp49-
liposomal quando comparado ao grupo PLA2-Asp49-solugédo apresentou uma reducédo de 17%
(p<0,05), em uma média 11 amastigotas por macrofagos. Na figura (6) representacdo
fotomicrogréaficas do ensaio de infeccdo de macréfagos por L. amazonensis, e tratados com
Glucantime, PLA2-Asp49-solucdo, lip-controle e PLA>-Asp49-liposomal visualizados em
microscopia de campo claro, com aumento de 1000 X. Foi observado que o grupo tratado com
PLA,-Asp49-liposomal inibiu a quantidade de amastigotas no interior dos macrofagos e ainda
preservou as células que ndo estavam infectadas. Os demais grupos quando comparado ao grupo
controle infectados também foi observado uma reducdo na quantidade de macrofagos
infectados.

Figura 5. Indice fagocitico de macréfagos peritoniais.

A
100+

80+

Hkk

indice fagocitico (%)

Amastigotas/100 macrofagos

Figura 5 (A) indice fagocitico de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/C. Na (B), Analise do
crescimento e da sobrevivéncia dos parasitas dentro das células hospedeiras apés tratamento com PLA,-Asp49-
lipossomal. O controle sdo macrdfagos infectados sem tratamento. Cada barra representa a média + SD de dois
experimentos independentes, realizados em triplicata. Diferencas significativas estatisticamente (p < 0,05) em
relacdo ao controle infectado sdo indicadas pelo simbolo (***); quando comparado ao grupo glucantime pelo
simbolo (#).
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Figura 6. Representacdo fotomicrografica dos grupos avaliados in vitro.

50 um
r—

Figura 6. Representagdo microgréafica dos grupos avaliados. Macréfagos infectados (A); macrofagos infectados +
Glucantime (B); macrdfagos infectados + PLA2-Asp49-solucdo (C); macrofagos infectados + lip-controle (D) e
macrdfagos infectados + Asp49-liposomal. Os macrofagos peritoneais infectados foram tratados com 100 pg/mL
de lip-controle, PLA>-Asp49-solugdo, PLA>-Asp49-lipossomal e Glucantime (300 ug/mL). Para determinar a
porcentagem de macréfagos peritoneais infectados com L. amazonensis, as laminulas foram coradas e 100
macro6fagos foram contados entre infectados e ndo infectados em microscépio 6ptico.

55 PLA2-ASP49-LIPOSSOMAL AUMENTA A PRODUCAO DE NO E TNF-a PELOS
MACROFAGOS

Podemos observar, pela analise da figura 7A a producdo de 6xido nitrico, em 48
horas apos tratamento os macrofagos do grupo controle infectado, PLA2-Asp49-solucao e lip-
controle liberaram cerca de 60 UM de Oxido nitrico. Ja no grupo infectado e tratado com PLA-
Asp49-lipossomal a producdo foi de aproximadmente 160 uM de 6xido nitrico em relagdo a
todos grupos diferenca estatistica (p<0,05) para PLA2-Asp49-liposomal. Entretanto nédo
ocorreu a producdo de 6xido nitrico com o grupo tratados com Glucantime®. Observa-se, no
entanto, que no tratamento de referéncia ndo foi detecdado o 6xido nitrico.

Na figura (B) observamos a producdo de TNF-a no grupo infectado e ndo tratado

produziu, aproximadamente, 60 pg/mL dessa citocina. Ja os grupos macréfago, Glucantime®,
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PLA,-Asp49-solugéo e lip-controle produziram somente os niveis basais. O grupo tratado com
PLA2-Asp49-liposomal apresentou nivel de TNF-o de aproximadamente 270 pg/ml desta
citocina, sendo considerado estatisticamente significativa em relacdo ao grupo infectado e néo

tratados e também aos demais grupos. (p< 0,05) para PLA2-Asp49-liposomal.

Figura 7. Niveis de nitritos produzidos por macrofagos infectados e tratados com PLA2-Asp49.

Nitrito (M)

Figura 7 (A) Niveis de nitritos (UM) e (B) TNF-a (pg/mL) produzidos pelos macréfagos infectados com L.
amazonensis e tratados com PLA>-Asp49-lipossomal. Foram determinados nos sobrenadantes em cultura de
macrdfagos infectados e incubados com PLA;-Asp49-solucdo, lipossomo controle e PLA-Asp49-liposomal.
Dados como sendo média + SD de dois experimentos independentes. O simbolo (***) indica diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao controle, grupo infectado, e em relagdo ao Glucantime pelo simbolo

(#) e diferenca estatistica (p< 0,05) para PLA,-Asp49-liposomal.
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6. DISCUSSAO

As limitagdes no uso das drogas leishmanicidas atuais e 0 aumento da resisténcia
do parasita a drogas convencionais, bem como a presenca de proteinas de grupos diferentes em
peconhas de serpentes justificam a busca deste trabalho em estudar novos compostos bioativos
antileishmania a partir de peconha/toxinas da serpente B. jararacussu. Com o intuito de
desenvolver novas terapias experimentais capazes de controlar o desenvolvimento do parasita
da leishmaniose, bem como de estimular a resposta imune do hospedeiro, apresentando menos
efeitos adversos, a PLA2-Asp49 isolada da serpente B. jararacussu, denominada BthX-Il, foi
encapsulada em vesiculas lipossomais como nova estratégia terapéutica contra a doenca.

A quimioterapia antimonial convencional para leishmaniose sofre vérias
limitacbes, como a necessidade de doses de injecOes diarias, surgimento de efeitos
adversos/colaterais, resisténcia e desisténcia do tratamento. As propriedades farmacoldgicas
dos lipossomos fazem destes sistemas transportadores ideais para direcionar/carrear
medicamentos leishmanicidas para os sitios de infeccdo e aumentar sua eficacia no tratamento
(FREZARD, et al., 2005).

O desenvolvimento de novos medicamentos € uma das atividades mais promissoras
da industria farmacéutica. Para contornar sua toxicidade, uma abordagem tecnoldgica é
encapsular toxinas de animais potencialmente terapéuticas em nanoparticulas. O
encapsulamento de toxinas de serpentes em lipossomos pode melhorar sua liberacéo, para ser
usado como terapia-alvo e para melhorar a interacdo ao nivel celular, aumentando assim a
eficiéncia da biomolécula com valor medicinal (BISWAS, et al., 2012). Em relacdo as
fosfolipases encapsuladas em vesiculas lipossomais, a maioria das fosfolipases PLA2-Asp49
tém atividades cataliticas ativas, como afirmam vérios autores. (PEREIRA, et al., 1998;
TOYAMA, et al., 1999; CORREA, et al., 2008; ANDRIAO-ESCARSO, et al., (2002).

Corréa, et al., (2008) mostrou em seu estudo que a regido do loop de ligacdo ao
calcio na estrutura do BthTX-Il é distorcida para ambos os monémeros quando comparadas
com outros tipos PLA2-Asp49 classicos (PLA2-Asp49 cataliticamente ativas). Esta distor¢édo
foi associada a baixa atividade enzimatica exibida pela proteina, uma vez que a literatura indica
que a PLA2-Asp49 sdo proteinas miotoxicas com baixa atividade catalitica (PEREIRA, et al.,
1998; TOYAMA, et al., 1999; CORREA, et al., 2008).

Conforme relatado por Andrido-Escarso, et al., (2002) a BthTX-Il é uma PLA>-
Asp49 com alta miotoxicidade, mas possui baixa atividade catalitica, ndo sendo capaz de fazer
rupturas em lipossomas, sugerindo que seus residuos sdo menos importantes para a atividade

de hidrélise na estrutura de fosfolipidios. A cadeia lateral do residuo Tyr28, presente nesta
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regido, estd na posicdo oposta na PLA2-Asp49 cataliticamente ativo. Estas modificagcdes
impedem a ligacdo de ions de calcio e, portanto, podem ser responsaveis pela baixa atividade
catalitica encontrada em BthTX-1I (CORREIA, et al., 2008). Ainda Dos Santos, et al., (2011)
diz que, quando realizaram experiéncias com cultura celular, usando a BthTX-11, esta se mostra
desprovida de atividade catalitica, como j& observado em outras variantes PLA2-Lys49.

Os lipossomos convencionais sdo compostos de fosfatidilserina, fosfatidilcolina e
colesterol, nos quais os lipideos sdo carregados negativa ou positivamente para evitar a
agregacdo de vesiculas, aumentando assim a estabilidade da suspensdo. As caracteristicas
fisico-quimicas, como o tamanho da vesicula, sdo importantes para a eficacia do lipossomo.

Neste estudo, vesiculas lipossomais foram desenvolvidas e os seus tamanhos foram
determinados pela técnica de espalhamento da luz. Os tamanhos das vesiculas produzidas estao
proximos de 200 nm, que é o tamanho poroso da membrana de policarbonato utilizada na
técnica de extrusdo. A analise das vesiculas lipossomais composta apenas de lipidios,
denominada de lipossomos controle, resultou em um tamanho de 241,9 nm, enquanto o PLA-
Asp49-lipossomal resultou em um tamanho de 205,2 nm. Além disso, na andlise de
polidisperséo (IP), os resultados mostraram um valor baixo, tanto de Lip-controle quanto de
PLA,-Asp49-lipossomal indicando que as preparagdes tém um alto grau de homogeneidade.

Além do diametro e da distribuicdo das particulas, o Potencial Zeta (PZ) também é
um indicativo da estabilidade das particulas. Em geral, devido a repulsdo eletrostatica,
particulas com carga se agregam menos durante a estocagem (UNER, et al., 2007). A
determinacdo do Potencial Zeta é uma ferramenta usada na elucidacdo do mecanismo de
associacdo de substancias ativas as vesiculas (ALONSO, et al., 1991).

A medida desta propriedade permite obter informacdes sobre a estabilidade do
sistema e de como as propriedades superficiais sdo modificadas nos processos e formulagdes.
Desta forma, foi observado que, o efeito eletrostatico, que evita a agregacdo provocada por
colisBes ocasionais, foi confirmado pelas cargas negativas que vém dos fosfolipidios, quando a
PLA-Asp49 foi adicionada as vesiculas, a carga superficial negativa foi mantida ficando entre
-18 mV para o lip-controle e -25,4 mV para PLA2-Asp49-liposomal de acordo com o controle,
indicando que a toxina néo interfere com o PZ das vesiculas. Valores elevados indicam
formulacBes mais estaveis fisicamente, pois a repulsdo entre as vesiculas previne a agregagao
(GODDARD, HUANG e COUCH, 2004).

A determinacdo da taxa de encapsulacdo para dosagem de proteina foi realizada
utilizado o método colorimétrico de BCA, que € um reagente cromogénico especifico para ions

cobre. O método BCA é mais tolerante aos detergentes i6nicos e ndo idnicos, tais como NP-40,
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Triton X-100 e agentes desnaturantes. Os resultados da caracterizacdo fisico-quimica
comprovam que a PLA2-Asp49 foi eficientemente encapsulada nos lipossomos (69,6%).

O docking molecular € um método de analise in silico utilizado por vérias décadas
devido a sua importancia em prever por técnicas computacionais a for¢a de associa¢do ou
afinidade de ligacdo entre as moléculas (COTRIM, et al., 2011). Novaes e Scott, 2015)
adicionaram novas informacdes sobre este método que preveé a orientacdo preferencial de uma
molécula a uma segunda, quando ligados entre si para formar um complexo estavel. O
conhecimento da orientacdo preferida por sua vez pode ser utilizado para prever a forca de
associacdo ou a afinidade de ligacdo entre duas moléculas.

Neste estudo, os lipideos fosfatidilcolina e fosfatidilserina, utilizados para produzir
a estrutura lipossomal, mostraram uma conexao positiva com o local ativo do complexo PLA-
Asp49. O docking molecular demonstrou que os lipideos interagem com o sitio ativo da enzima
PLA>-Asp49 (BthTXII), com fortes ligacdes entre -10,15 kcal/mol para a fosfatidilcolina, que
ainda apresentou uma populacédo de 32 clusters fazendo interacdo com a glycina na posicao 30.
A fosfatidilserina também manteve uma ligacao forte em torno de -11,52 kcal/mol ligando-se
com PLA>-Asp49 e formando uma populagéo de 46 clusters. Tanto a fosfatidilcolina quanto a
fosfatidilserina apresentaram uma ligacdo favoravel com o complexo do sitio ativo da PLA?
guando comparados com o colesterol, que apresentou energia livre de interacdo de -8.02
kcal/mol e um menor nimero de clusters.

Conforme afirmado por Dos Santos, et al., (2011) a PLA2-Asp49 ndo é capaz de
estabelecer uma ligacdo com Ca?* o que indica que ela tem baixa atividade catalitica. Outros
autores demonstraram que sPLA2-Asp49, ndo possuem atividades de fosfolipase como seria de
esperar para qualquer PLA2-Asp49, pois retém todos os residuos considerados importantes para
a atividade catalitica e fosfolipasica. Nesse contexto, os resultados aqui obtidos sugerem que,
quando encapsulada em vesiculas de lipossomos, esta toxina estd bem acomodada dentro da
estrutura do lipossoma e ndo interage com a membrana lipossomal, preservando a integridade
desta. Além disso, PLA>-Asp49 apresentaram baixas atividades cataliticas e de ruptura de
lipossomas, corroborado por relatado de estudos de Andrido-Escarso, et al., (2002).

Nos ensaios com as formas promastigotas e macrdfagos, os valores de 1C50 e IS
foram determinados com diferentes concentracbes de PLA2-Asp49-solucdo, lipossomos-
controle e PLA>-Asp4-lipossomal. Essa avaliagéo serviu para verificar se a toxina poderia ou
ndo afetar também as células hospedeiras, representadas pelos macréfagos da linhagem J774.

Quando o indice de seletividade foi comparado entre a toxina solucdo e as
encapsuladas, os resultados mostraram que o PLA2-Asp49 lipossomal apresentou maior 1S em

comparagdo com a PLA2-Asp49-solugdo (10.65 pg/mL vs. 0,82pg/mL), indicando toxicidade
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seletiva contra promastigotas de L. amazonensis, preservando a viabilidade dos macrofagos.
Esta avaliacdo é critica, uma vez que a eficacia de um composto contra protozoarios
intracelulares, como Leishmania, depende da sua capacidade de transpor as bicamadas lipidicas
e destruir os parasitas sem afetar a célula hospedeira.

Peichoto etal., (2011), verificou que a PLA2Trimorphin, uma PLA2-Asp-49 isolada
de Trimorphodon biscutatus lambda, exibe potente efeito citotoxico contra Leishmania (L.)
major, inibindo o crescimento de 50% dos parasitos na concentracgao de 3,6 pg/mL. Foi relatado
por Costa (2008), ao avaliar uma fosfolipase isolada da serpente Bothrops brazili (PLA2-Asp49
MTX-II), que esta apresentou um efeito antileishmania de aproximadamente 90% na
concentragdo de 100 ug/mL. Estas pesquisas corroboram o estudo e os resultados obtidos neste
trabalho. Laing, et al., (2003), estudando a jararhagin, uma metaloproteinase isolada do veneno
de B. jararaca, também verificou morte celular por apoptose e indugdo génica de mediadores
inflamatorios em células endoteliais.

Estudos realizados por varios autores corroboram os resultados aqui obtidos,
sugerindo que PLA2-Asp49-solucéo inibe o crescimento das formas promastigotas e ainda que
a PLA>-Asp49-lipossomal inibe as formas promastigotas e preserva a viabilidade dos
macrdfagos (STABELI, et al., 2006; SOARES, 2012; WANDERLEI, et al., 2014; NUNES, et
al., 2013; BHATTACHARYA, et al., 2013).

O efeito da PLA2-Asp49-solucdo e Asp49-lipossomal na produgéo de 6xido nitrico
(NO) por macréfagos também foi avaliado in vitro e in vivo, uma vez que este é um importante
mediador nos processos de sinalizacdo e infeccao por parasitas, como na leishmaniose murina.
O gas NO desempenha um papel crucial na morte de parasitas in vitro e in vivo (LIEW, WEI e
PROUDFOQT, 1997). Também foi demonstrado por Liew et al., (1990) que os macréfagos
possuem a enzima iNOS, que sintetiza NO, e ainda que estas células possuem a capacidade de
eliminar os parasitas do género Leishmania. Neste trabalho foi demonstrado que a fosfolipase
(PLA2-Asp49) encapsulada em lipossomos € capaz de ativar a producdo de NO pelos
macrofagos infectados e tratados apresentando uma concentracdo de 160 pM, sugerindo assim
a morte dos parasitos intracelularmente.

Quanto a outras moléculas antimicrobianas, TNF-a € uma citocina pro-inflamatoria
produzida por macréfagos e linfécitos ativados que desempenha um importante papel no
controle da multiplicacdo de parasitas intracelulares, na fase inicial da infeccéo por Leishmania,
mas que também esta associada com o desenvolvimento da lesdo (LIEW, et al., 1990;
KORNER, et al., 2010). O presente estudo demonstrou que, quando os macrdfagos infectados
foram tratados com PLA2-Asp49-solucdo e PLA>-Asp49-lipossomal, a infecgéo foi reduzida,

diminuindo o numero de amastigotas intracelulares e que ainda os macréfagos peritoneais
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produziram quantidade significativa de TNF-a (270 pg/mL). Uma vez que os macroéfagos sao
células envolvidas na inflamacéo, esses resultados podem indicar um efeito pro-inflamatério
através da ativacao de macrdfagos e consequentemente, a liberagdo de citocinas que, por meio
de efeitos autocrinos e paracrinos, provocam a proliferacdo de macréfagos no local da infecgéo.

Varios estudos experimentais em seres humanos e em camundongos mostraram que
a resisténcia a infeccdo por Leishmania esta associada a uma resposta do padrdo Thl com
producdo de citocinas como 0 TNF-a, IL-12 e IFN-y, enquanto a susceptibilidade ¢ devido a
uma resposta reguladora com producdo de IL-4, IL-10 e TGF-B (CLISSA, et al., 2006;
MURRAY, et al., 2002).

Ainda no contexto da producdo de TNF-a e efeito antileishmania, outro estudo
realizado por nosso grupo de pesquisa mostrou que, quando os macréfagos peritoneais de
camundongos infectados com L. amazonensis foram tratados com a toxina crotamina,
encapsulada em microparticulas, observou-se que houve um aumento de 12% no indice de
fagocitose e também nos niveis de TNF-o (196 pg/mL). A conclusdo ¢ a de que o
encapsulamento de toxinas ou fracGes de veneno em particulas de polimero pode reduzir sua
toxicidade, conseguindo assim efeito antileishmania mais acentuado (MACEDO, et al., 2015).

Vaérios estudos tém demonstrado o uso dos lipossomos como uma ferramenta
terapéutica promissora. As vesiculas carreadoras lipossomais tém sido importantes para o
tratamento de vérias doencas, incluindo a leishmaniose, devido ao fato de reterem os principios
ativos encapsulados e direciona-los aos alvos celulares especificos, reduzindo sua toxicidade e
impedindo sua degradacédo antecipada.

Atualmente, os farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose apresentam
inimeros efeitos colaterais, tais como toxicidades renal, hepética e cardiaca. Assim, a utilizacéo
de compostos encapsulados em lipossomos torna-se uma alternativa viavel para diminuir estes
efeitos, tornando o tratamento mais facil de ser continuado pelo paciente.

Assim, o uso de compostos encapsulados em lipossomas, especialmente aqueles
com efeitos bioldgicos distintos, como mostrado por toxinas de serpentes (por exemplo, PLA>-
Asp49) tornam-se uma alternativa viavel para diminuir esses efeitos colaterais, aumentando a
atividade microbicida dos macrofagos infectados com Leishmania e, em consequéncia,
aumentando o potencial biotecnolédgico para ser empregado como um novo candidato a farmaco

com agéo antileishmania.
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ESTUDOS IN VIVO
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7. MATERIAIS E METODOS

Figura 8. Esquema do fluxograma in vivo.
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7.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c, machos, com 8-10 semanas
de idade, pesando de 20-28g, obtidos do Biotério do IPEPATRO/FIOCUZ-RO. Os animais
foram mantidos em condicGes padronizadas de biotério. Os experimentos foram realizados de
acordo com as normas estabelecidas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
IPEPATRO-FIOCRUZ-RO, mediante aprovacdo do projeto de pesquisa sob n° 2013/1.

7.2 PARASITAS

Neste trabalho foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PHS8), cuja cultura original foi cedida pelo Dr. Francisco Juarez Ramalho Pinto,
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade S&o Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil.

As culturas foram mantidas a partir de camundongos BALB/c, previamente
inoculados com 10° promastigotas de L. amazonensis, pela via subcutinea, na pata traseira
direita. Depois de dois meses de infecgdo os animais foram eutanasiados e as patas contendo a

lesdo foram removidas e a pele necrosada retirada, em condicdes estéreis. Em seguida as patas
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foram maceradas em meio RPMI liberando as amastigotas de L. amazonensis. Essa cultura foi
mantida a 24°C para a transformacéo das amastigotas em promastigotas.

O material obtido da maceracéo foi centrifugado a 1000 RPM por10 minutos, a 4°C.
O sobrenadante foi removido cuidadosamente e o pellet, ressuspenso em meio RPMI/SFB
(RPMI suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino).

Para a propagacao in vitro destas promastigotas, uma aliquota de parasitas, em fase
estacionaria de crescimento, foi diluida em eritrosina B (0,04%) e contada em camara de
Neubauer espelhada, em microscopio éptico (aumento de 400X). Os parasitas corados de
vermelho foram considerados mortos e aqueles birrefringentes e moveis foram considerados
vivos. O célculo foi feito utilizando-se a formula:

N° de parasitas = n° de parasitas contados x inverso da dilui¢do x 10*

Apos a realizagdo dos calculos, 5x10° promastigotas/mL foram colocadas em meio
RPMI/SFB. Os parasitas foram mantidos a 24°C e repicados, a cada cinco dias, por sucessivas

passagens, até um maximo de 08 passagens.

7.3 MEIO DE CULTURA

O meio de cultura utilizado para a propagacdo in vitro das promastigotas de L.
amazonensis foi 0 RPMI 1640 (Sigma Chemical Co St. Louis, MO, USA), suplementado com
10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco™, Invitrogen). O RPMI 1640 foi preparado,
reconstituindo-se o p6 em 1 L de agua destilada, adicionando 20nM de HEPES (N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-22, acido etanosulfonico; GIBCO BRL) e 50 ug/mL de gentamicina.
Depois de preparado, o meio RPMI 1640 foi esterilizado por filtragio em membrana de

nitrocelulose de poro 0,22 um (Millipore).

7.4 INFECCAO IN VIVO E EFEITO DO TRATAMENTO COM PLA,-Asp49-LIPOSSOMAL

As promastigotas de L. amazonensis transformadas recentemente foram diluidas
em PBS e injetadas intradérmica na pata traseira direita (1x10°) de camundongos BALB/c
machos entre 10 a 12 semanas, com aproximadamente 25 a 30 gramas. ApG4s seis semanas, 0S
animais foram divididos em 5 grupos com 6 animais cada. O grupo I (controle - infectados sem
tratamento) recebeu apenas PBS intraperitoneal. O grupo Il (controle positivo) foi tratado com
20pg/kg por via intraperitoneal de Glucantime®, farmaco padrdo para leishmaniose. O grupo
I11 foi tratado com 12ug/camundongos de PLa2s (Asp-49) solucdo. O grupo IV foi tratado com

12ug/camundongo de Lipossomas-controle e o grupo V, com 12ug/camundongo de PLA2S


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=N-2-hidroxietilpiperazina-N%E2%80%99-22,+%C3%A1cido+etanosulf%C3%B4nico&spell=1
http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=N-2-hidroxietilpiperazina-N%E2%80%99-22,+%C3%A1cido+etanosulf%C3%B4nico&spell=1
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(Asp-49) encapsuladas em lipossomas. Todos os tratamentos foram realizados em dias
alternados durante 21 dias.

A progressao da lesdo foi monitorada através da medida do tamanho das patas, com
0 auxilio de um paquimetro manual. Os animais foram avaliados trés vezes por semana, por um
periodo de 21 dias, pela comparacdo do tamanho da lesdo da pata infectada com a pata

contralateral ndo infectada.

7.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA DA LESAO DA PATA E ORGAOS DOS
CAMUNDONGOS INFECTADOS COM L. AMAZONENSIS

Apbs decorrido o tempo de tratamento os animais foram eutasianados. Os tecidos
da pata, linfonodos e soro foram coletados, sendo macerado parte dos tecidos da pata e
linfonodo, enquanto que o sobrenadante foi coletado para quantificacdo de citocina e éxido
nitrico e para recuperacdao das amastigotas. As patas foram coletadas e os linfonodos foram
fixados em formol 10% por um periodo de 24 horas. Decorrido este periodo, as patas foram
estocadas em formalina tamponada (10% v/v) até o processamento histoldgico. Os cortes foram
desidratados e diafanizados em concentracfes crescentes de alcoois e xildis, corados com
hematoxilina e eosina e cobertos com laminulas e meio de montagem permanente com balsamo
do Canada sintético para posterior analise em microscopia de luz em aumento de 400 vezes

para avaliar o padrdo e intensidade das alteracdes teciduais e infiltracdo celular.

7.5.1 Taxa de recuperacdo de amastigotas do tecido linfonodo e da lesdo de pata dos
camundongos infectados e tratados com PLAz-asp49-solugdo e encapsuladas em

lipossomos.

Os camundongos foram eutanasiados e as patas e os linfonodos removidos em
condicdes estéreis. Em seguida partes dos tecidos das patas e linfonodos foram maceradas em
meio RPMI completo liberando as amastigotas de L. amazonensis e outra parte foi pesada e
acondicionada em formol para futura analise histologica. Ao término o macerado foi diluido
100x em meio RPMI completo e plagqueado em placa de 96 pocos com um volume final de
200pl.

O macerado concentrado foi centrifugado a 1000 RPM por 10 minutos a 4°C. Parte
do sobrenadante foi removido cuidadosamente e acondicionado em eppendorf a -20°C para
posterior quantificacdo de citocinas. Apds 6 dias, uma aliquota destes parasitas foi diluida em

eritrosina B (0,04%) para contagem em camara de Neubauer espelhada em microscépio optico
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(aumento de 400X). Os parasitas corados de vermelho foram considerados mortos e aqueles
birrefringentes e mdveis foram considerados vivos.

O calculo foi realizado utilizando-se duas equagdes:

N° de parasitas = n° de parasitas contados x inverso da dilui¢cio x 10*

n° de parasitas contados
peso tecido (mg)

N° de parasitas = /100

7.5.2 Produg&o de citocinas TNF-a, TL10, IL 12 e Oxido Nitrico in vivo.

As citocinas TNF-a, IL-10 e IL-12 foram quantificadas nos sobrenadantes de
cultura dos macrofagos e no sobrenadante dos macerados do tecido da pata e dos linfonodos.
Para cada citocina as dosagens foram realizadas através do teste imunoenzimatico ELISA de
captura. Para isso foi utilizado o kit BD OptEIA™ (BD Biosciences), de acordo com instrugdes
do fabricante. A producéo de 6xido nitrico (NO) pelos camundongos infectados com parasitos,
tratados ou ndo, a concentragdo de nitritos como medida indireta da producéo do gas NO foi
quantificado sobrenadantes do macerado dos tecidos, pata, linfonodos e soro.

O acumulo de nitrito no sobrenadante foi medido pelo método de Griess, que
consiste em adicionar 100 pL do reagente de Griess recém preparado a igual volume dos
sobrenadantes das culturas. As concentracdes de nitritos nos sobrenadantes das culturas foram
calculadas a partir de uma curva padrdo de nitrito de sédio (NaNO2) com concentracBes
variando de 100 a 0,29 uM. A absorbancia foi determinada em leitor de ELISA (Labsystems
Multiscan) em um comprimento de onda de 540 nm. Em todos os experimentos foram utilizados
controles sem adi¢do de droga e controles com e sem estimulo. Todos os testes foram realizados
em duplicata.

7.5.3 Andlise Estatistica

As analises estatisticas dos resultados foram realizadas considerando-se as Médias
+ Desvio Padrdo obtidos. A anélise de variancia foi realizada om determinagdo do nivel de
significancia para p < 0,05, aplicando-se teste de compara¢des multiplas (One-way ANOVA,
seguido de pos-teste de Bonferroni). Foi utilizado o software GrafhPad prism 5 Demo 5.03;
SPSS Inc. GPW5-614601-RAG-1147, 2013.
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RESULTADOS IN VIVO
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8. RESULTADOS

8.1 EXPERIMENTO PILOTO

Inicialmente, com o intuito de descobrir se a concentragdo utilizada causaria danos
aos orgdos ou causaria a morte dos camundongos, foram realizados experimentos pilotos
durante meses e em concentracdes diferentes. Os animais foram divididos em trés grupos, com
seis camundongos cada grupo, tratados via intraperitoneal por 21 dias em dias alternados da
sequinte forma: G1 (PBS 1x; controle), G2 (tratados com 6,25 ug de PLA>-Asp49-
solucdo/camundongo) e G3 (tratados com 12,5 ug de PLA>-Asp49-solucdo/camundongo). Apos
21 dias todos os camundongos permaneceram vivos. Comparados com o grupo controle, todos
0s sinais vitais, peso e pelo estavam sem nenhuma alteracdo. Além disso, a analise histoldgica
realizada nos grupos G2 e G3 demonstrou que ndo ocorreram danos nos tecidos do figado em
nenhuma das concentragdes de PLA2-Asp49-solucdo utilizadas. Desta forma, prosseguiu-se ao

experimento in vivo utilizando Pla2-Asp49-lipossomal. Dados ndo mostrados

8.2 O TRATAMENTO COM PLA;-Asp49-LIPOSOMAL DIMINUI A PROGRESSAO DA
LESAO DA PATA DOS CAMUNDONGOS INFECTADOS E TRATADOS.

A figura 9 mostra o aumento da lesdo das patas dos camundongos no decorrer de
21 dias. O aumento do tamanho da lesdo é uma das caracteristicas da leishmaniose nos
camundongos BALB/c sem tratamento. Foi observado que no 21° dia que os animais dos grupos
Lip-controle e PLA>-Asp49-lipossomal apresentaram uma diminui¢cdo do tamanho da leséo
quando comparado ao grupo controle sem tratamento. O grupo PLA2-Asp49-lipossomal
apresentou uma reducdo de aproximadamente 18% e o grupo Lip-controle de cerca de 8%.
Também pode ser observado que até o 18° dia os grupos PLA2-Asp49-solucdo e Glucantime
diminuiram o tamanho da lesdo, porém no 212 dia a lesdo voltou a crescer, ndo sendo
considerado um resultado significativo. Pode-se notar que no 21° dia, os animais dos grupos
Lip-controle e PLA>-Asp49-lipossomal apresentaram reducdo significativa do tamanho da

lesdo da pata quando comparado ao grupo controle sem tratamento. (p< 0,05).
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Figura 9. Gréafico evolucao dos grupos na infeccao experimental
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Figura 9: Analise do efeito do PLA,-Asp49-lipossomal na infec¢do experimental de camundongos BALB/c com
L. amazonenses. Camundongos BALB/c foram inoculados com promastigotas de L. amazonensis e apds seis
semanas foram tratados por via intraperitoneal, durante 21 dias com 300pl de PBS (controle), 300l de lipossomo,
300l de PLA,-Asp49-lipossomal (12,5ug/camundongo), e 300ul de Glucantime (20pug/kg). O tamanho da leséo
da pata foi monitorado com o auxilio de um paquimetro durante 21 dias sendo trés medidas por semana. Os dados
representam a média aritmética + desvio pad&o dos valores obtidos para as lesdes em trés experimentos sendo dois
s6 com PLA,-Asp49-solucdo como pilotos. Em cada experimento foram utilizados seis animais por grupo. O
grupo controle infectado é comparado ao PLAZ2-asp49-liposoamal pelo simbolo (***). O (##) compara a
diferenca entre o gulcantime e PLA2-Asp49-liposssomal. O simbolo ($$$) compara PLA2-Asp49-solugdo com
PLA,-Asp49-liposomal. O simbolo (%) compara o grupo PLA2-Asp49-lipossomal comparado Lip-controle. O
simbolo («~+) indica a diferenca estatisticamente significativa a partir do 15? dia de tratamento entre o grupo Lip-
controle e apartir do 6° dia para PLA>-Asp49-lipossomal diferenca estatistica ( =~). (p<0,05) indica diferencas
significativas estatisticamente.

83 O TRATAMENTO COM PLA;-Asp49-LIPOSSOMAL REDUZIU TAXA DE
TRANSFORMAGCAO DE AMASTIGOTAS PARA PROMASTIGOTAS RECUPERADAS DOS
TECIDOS LINFONODO E PATA DOS CAMUNDONGOS INFECTADOS E TRATADOS.

Para avaliar a eficicia dos tratamentos in vivo realizou-se a coleta de tecido
linfonodo da pata dos camundongos suscetiveis (BALB/c) como descrito no item 7.5.1, em
materiais e métodos. As figuras 10A e 10B representam o macerado dos tecidos derivados dos
linfonodos, onde no sexto dia o grupo infectado e ndo tratado apresentou 7,8x108 promastigotas,
0 grupo Glucantime® 2,9x10?, o grupo PLA2-Asp49-solucdo aproximadamente 4,1x10% o
grupo Lip-controle 5x10° e 0 grupo PLA,-Asp49-liposomal reduziu em aproximadamente
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1,6x10" as promastigotas ou (73.5%). Assim, verifica-se que entre os grupos tratados o grupo
PLA>-Asp49-liposomal apresentou uma diminuigdo estatisticamente significativa nas
contagens de promastigotas comparado aos demais grupos.

Ainda na figura 10B, que representa o resultado do macerado do tecido da pata, o
grupo infectado e ndo tratado apresentou 17,78x10% de promastigotas no sexto dia; o grupo
Glucantime® e o grupo PLA2-Asp49-solugdo, aproximadamente 7,15x10"; o grupo Lip-
controle, 8,17x10° e o grupo PLA2-Asp49-liposomal reduziu, em aproximadamente, 4,5x10*as
promastigotas no tecido ou (57,1%).

Embora o tratamento ndo tenha eliminado totalmente as promastigotas, observamos
que houve uma diminuicéo estatisticamente significativa quando comparamaos 0s grupos tratado
PLA>-Asp49-liposomal em relacéo aos grupos infectados e néo tratados, Glucantime®, PLA>-

Asp49- solugéo e lip-controle.

Figura 10. Analise do indice de amastigotas recuperadas.
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Figuras 10A e 10B: Analise do indice de amastigotas recuperadas do macerado do linfonodo dos camundongos
BALB/C tratados com PLA2-Asp49-lipossomal. Macerado dos tecidos dos linfonodos infectados e tratados
como descrito em materiais e métodos. Cada barra representa a média + erro padrdo de 6 N. O simbolo (***),
indica a diferenca estatisticas entre os grupo PLA2-Asp49-liposomal, Glucantime e PLA2-ASp49-solugdo
comparado ao grupo controle infectado sem tratamento, Figura 10A e 10B. Quando PLA2-Asp49-lipossomal
comparado Glucantime pelo simbolo figura 10A (=). Em relagdo aos demais grupos ndo houve diferencas
significativas estatisticamente. (p<0,05) significa a diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo
infectado.
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8.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA DA LESAO DA PATA E ORGAOS DOS
CAMUNDONGOS INFECTADOS

A analise histoldgica foi realizada com o intuito de observar se a PLA2-Asp49-
lipossomal seria capaz de diminuir a quantidade de amastigotas de L. amazonensis no tecido do
linfonodo e da pata dos camundongos infectados e tratados.

As fotomicrografias, apresentadas na pagina seguinte, nas formas das figuras 11A,
11B, 11C, e 11D representam a histopatologia do macerado dos linfonodos. Para uma melhor
visualizacdo inseriu setas vermelhas para destacar a presenca de ninhos de amastigotas. Pode
ser observado que o grupo controle infectado sem tratamento, 0 grupo tratado com
Glucantime®, o grupo PLA2-Asp49-solucdo e o grupo Lip-controle, em ambas as seccdes,
exibem ninhos de amastigotas no tecido do linfonodo. Entretanto, no grupo infectado e tratado
com PLA>-Asp49-lipossomal (Figura 11E) ndo se visualiza tais ninhos de amastigotas. Esta
fotomicrografia sugere, portanto, que o tratamento o tratamento com a fosfolipase conseguiu
inibir o desenvolvimento das formas amastigotas nas células teciduais dos linfonodos.

Da mesma forma, nas fotomicrografias 12A, 12B, 12C, e 12D, nota-se que no
grupo controle infectado sem tratamento, no grupo tratado com Glucantime®, no grupo PLA-
Asp49-solucéo e no grupo Lip-controle, ambas as secgdes exibem varios ninhos de amastigotas
no tecido da pata indicados pelas setas vermelhas. Assim como na fotomicrografia anterior, no
grupo infectado tratado com PLA>-Asp49-liposomal observou-se na Figura 12E uma
diminuicdo significativa nos ninhos de amastigotas. Além de apresentarem um menor numero
de parasitas e também um namero menor de macr6fagos com aumento de vacuolizagdo, quando
comparados aos demais grupos. Assim como na figura 11D, o resultado sugere que a fosfolipase
utilizada é capaz de inibir o desenvolvimento da forma amastigotas nas células dos tecidos da

pata infectada com o parasito.
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Figuras 11. Histopatologia da leséo linfonodo in vivo — fotomicrografia.

-

Figuras 11A, 11B, 11C, 11D e 11E: Micrografias histolégicas dos linfonodos representada pelas figuras com
indicacéo pelas setas vermelhas (11A) controle infectado, (11B) Glucantime, (11C) PLA2-Asp49-solucdo, (11D)

lip-controle, (11E) PLA2-ASp49-liposomal.
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Figuras 12. Histopatologia da lesdo da pata in vivo — fotomicrografia.
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Figuras 12A, 12B, 12C, 12D e 12E: Micrografias histoldgicas dos tecidos das patas, representada pelas figuras
(12A) controle infectado, (12B) Glucantime, (12C) PLA,-Asp49-solugdo, (12D) lip-controle, (12E) PLA2-
Asp49-liposomal.

8.5 O GRUPO TRATADO COM PLA;-Asp49-LIPOSSOMAL FOI CAPAZ DE ATIVAR O
SISTEMA IMUNE DOS ANIMAIS PRODUZINDO CITOCINAS COMO TNF-e, IL12 E AS
MOLECULAS REATIVAS COMO O OXIDO NITRICO

Ao analisar a liberacdo de citocinas pode-se observar nas figuras 13A e 13B
(sobrenadantes do macerado do linfonodo e pata), no macerado do linfonodo, que houve
liberacdo de niveis significativo, de aproximadamente 1.100 pg/mL, na producéo de IL-12 nos
grupos experimentais tratados com PLA>-Asp49-lipossomal e que no grupo Lip-controle a
liberacdo foi de cerca de 300 e 400 pg/mL; quando comparados aos grupos controle somente
infectado, estes liberaram somente 100pg/mL. Na figura 13B do macerado do tecido pata, no
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grupo infectado e no grupo tratado com Glucantime® e PLA2-Asp49-solucédo a producéo foi
de aproximadmente 100pg/mL; no grupo tratado com lip-controle houve uma producdo dessa
citocina em, aproximadamente, 300 pg/mL; ao mesmo tempo, no grupo tratado com PLA.-
Asp49-lipossomal essa producdo apresentou nivel aumentado significantemente de,
aproximadamante, 400 pg/mL de IL12. Pode-se observar neste quesito em analise a eficacia
nos resultados neste ultimo grupo, ao ser comparado com 0s grupo controle-PBS, ao grupo
tratado com Glucantime®, o tratamento de referéncia, Lip-controle, PLA2-Asp49-solugéo.

A figura 14A, 14B (sobrenadante do macerado linfonodo, pata) mostra uma
diferenca significativa dos niveis de TNF-a nos grupos dos animais tratados com Glucantime®,
PLA>-Asp49-solucdo e Lip-controle, que apresentaram niveis significativos em relacdo ao
grupo infectado sem tratamento de aproximadamente em média 25 pg/mL. Entretanto, o grupo
tratado com PLA2-Asp49-lipossomal apresentou uma producdo significativa desta citocina em
relacdo ao demais grupos e ao grupo infectado sem tratamento. Na figura 13B (sobrenadante
do macerado do tecido da pata) foram observados praticamente 0s mesmos eventos nos mesmos
grupos tratados. Entretanto o grupo tratado com PLA2-Asp49-lipossomal foi observado uma
liberacdo de aproximadamente 100 pg/mL de TNF-a quando aos demais grupos.

Foi observado na figura 15A, e 15B que os grupos infectados sem tratamento, Asp-
49-solucdo e lip-controle apresentaram baixos niveis de nitritos, de aproximadamente 10uM.
Entretanto, observa-se que 0s grupos tratados com Glucantime apresentaram um nivel de
aproximadamente 20 UM Oxido nitrico, no sobrenadante linfonodo comparados aos controle-
PBS, PLA>-Asp49-solucdo e Lip-controle. Entretanto, pode-se observar que nos grupos
tratados com PLA2-Asp49-lipossomal houve uma liberagéo significativa de aproximadamente
32uM de éxido nitrico.

Na figura 15B (sobrenadante do macerado do tecido da pata) foram observados
praticamente 0s mesmos eventos nos mesmos grupos tratados, exceto no que continha o
experimento encapsulado. Nos grupos tratados com PLA2-Asp49-solugéo foi observado uma
producdo de aproximadamente 20uM de éxido nitrico quando comparado aos grupos controle-
PBS, Glucantime e Lip-controle. Porém no grupo tratado com PLA2-Asp49-lipossomal
notamos um aumento significativo de oxido nitrico, nos sobrenadantes da pata, quando
comparados aos demais grupos, de aproximadamente 36UM. Estes resultados sugerem que
este tratamento pode estar ativando o sistema imune, conduzindo assim a um efeito
leishmanicida nos animais. Finalmente, com relagéo a producéo de IL 10 pelos animais tratados

e infectados, ndo observado a producédo desta citocina.
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Figuras 13A e 13B. Producéo de IL 12 no sobrenadante.
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Figura 13A, 13B: Producéo de IL-12 no sobrenadante do macerado tecido do linfonodo e pata, dos camundongos
BALB/C infectados Leishmania amazonensis e tratados com PLA2-Asp49-lipossomal. Sobrenadantes do
macerrado dos tecidos do linfonodo, pata infectados e tratados como descrito em materiais e métodos. As
concentragdes das citocinas foram determinadas por ELISA de captura (BD OptEIA™). Cada ponto no grafico
representa a média + erro padrdo da producdo da citocina, em pg/ml. (#). Figura 13A (linfonodo) O grupo PLA,-
Asp49-liposomal comparado ao grupo controle infectado (**), PLA2-Asp49-liposoamal comparado ao Glucantime
(=) PLA2-Asp49-liposomal comparado ao lip-controle (#). 13B (pata). O grupo PLA>-Asp49-solugdo e PLA,-
Asp49-liposomal comparado ao grupo controle infectado (***), PLA2-Asp49-solugdo comparado ao Glucantime
(=). PLA2-Asp49-liposomal relagdo ao Glucantime (=). PLA;-Asp49-liposomal comparado a PLA>-Asp49-
solugdo (€), PLA2-Asp49-liposomal comparado ao lip-controle (p<0,05) indica diferencas significativas
estatisticamente.

Figuras 14A e 14B. Avaliacdo da producdo in vivo de citocinas TNF-o.
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Figuras 14A e 14B: Avaliagdo da produgdo in-vivo de citocinas TNF-o por camundongos BALB/c infectados com
Leishmania amazonensis e tratados com o PLA;.Asp49-lipossomal. (A) linfonodo e (B) tecido pata. As
concentragdes das citocinas foram determinadas por ELISA de captura (BD OptEIA™). Cada ponto no grafico
representa a média da producdo da citocina, em (pg/ml). O simbolo (***) indica a diferenca estatisticamente em
relagdo ao controle infectados grupo glucantime, lip-controle e PLA>-Asp49-liposomal para figura A e B. Figura
14A macerado tecido linfonodo quando o grupo PLA2-Asp49-lipossomal comparado ao Lip-controle (%),
comparado PLA;-Asp49-solucéo (#), comparado ao Glucantime® ( = ). O grupo PLA>-Asp49-solugdo em relacéo
Glucantime® (¢). Figura 14B macerado tecido pata comparacdo do grupo PLA>-Asp49-lipossomal ao Lip-
controle (=), comparado PLA>-Asp49-solucdo (#), comparado ao Glucantime® (= ). O grupo Lip-controle em
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relagdo Glucantime® (£). O grupo Glucantime® em relacdo a PLA,-Asp49-solucdo (). P<0,005) indica
diferenca estatisticamente significativa de PLA2-Asp49-lipossomal em comparagao ao grupo controle infectado.

Figuras 15A e 15B. Niveis de nitrito.
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Figura 15A, 15B: Niveis de nitritos (uM) produzidos pelos macréfagos infectados com L. amazonensis e tratados
com PLA;-Asp49-lipossomal. Figura 15A (linfonodo) PLA,-Asp49-lipossomal comparado ao Lip-controle (=).
PLA,-Asp49-liposomal comparado a PLA2-Asp49-solucdo (#), PLA2-Asp49-liposomal comparado ao Glucantime
(=). Figura 15B (pata). PLA>-Asp49-liposomal comparado ao Lip-controle (=). PLA2-Asp49-liposomal
comparado a PLA2-Asp49-solucdo (#), PLA2-Asp49-liposomal comparado ao Glucantime (= ). PLA>-Asp49-
liposomal comparado a PLA2-Asp49-solucdo (#), PLA2-Asp49-liposomal comparado ao Glucantime. Diferenca
estatistica (p< 0,05) para PLA>-Asp49-liposomal.
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9. DISCUSSAO

A Leishmania amazonensis é um parasita intracelular obrigatério, responsavel pela
leishmaniose cutanea cronica. A defesa do hospedeiro vertebrado se inicia com células do
sistema imune inato no inicio da infec¢do, com influxo predominante de neutrofilos ativados.
E realizada por “fagdcitos profissionais” que fagocitam microrganismos, eliminando-0s no seu
interior (SOUZA-LEMOS, et al., 2011). A leishmaniose é uma doenca parasitaria em que 0s
macrofagos e outras células do sistema reticuloendotelial (RES) servem como hospedeiro, bem
como o sitio de replicacdo dos parasitas. Como estes parasitas vivem dentro dos macrofagos,
tem-se a dificuldade dos farmacos antileishmania em atingi-los intracelularmente para
promover, de forma eficaz, a eliminacdo do parasito. Este é o principal obstaculo encontrado
para o tratamento da leishmaniose. (SINGODIA, et al., 2012; ALSAADI, 2012).

Assim, torna-se necessario a busca de uma forma de tratamento que ofereca uma
melhor eficécia, otimizando o efeito do fArmaco no combate ao parasito e, a0 mesmo tempo,
que ndo atinja com a mesma intensidade as demais células do organismo do paciente. A
distribuicdo de farmacos via sistemas de entrega para macrofagos reflete uma estratégia
promissora objetivando essa eficiéncia farmacoldgica. Como por exemplo, nanoparticulas
biocompativeis, incluindo os lipossomos, que mudam suas propriedades em resposta ao
microambiente que circundam ou a um estimulo externo (AROURI e MOURITSEN, 2013).

Quanto a busca por farmacos que tenham um melhor resultado no tratamento de
doencas diversas, as peconhas de animais possuem uma variedade de toxinas e sdo também
uma fonte de bioativos extremamente atraentes pelo fato de apresentarem varias atividades
bioldgicas, que estdo relacionadas aos mecanismos cataliticos procedentes destas enzimas.
Assim, sdo também utilizadas para a investigacdo e desenvolvimento de novos farmacos
bioldgicos ou sintéticos. (KINI, 2003; MARCUSSI, et al., 2007). As peconhas de serpentes
possuem moléculas que compreendem cerca de 90% a 95% do seu peso seco, incluindo muitas
proteinas toxicas e ndo tdxicas. Nas serpentes do género Bothrops encontram-se as
metaloproteinases, serinoproteases, fosfolipases, desintegrinas, miotoxinas e neurotoxinas, que
s80 0s principais componentes quimicos.

De acordo com Correia, et al., (2008) e outros autores, as PLA2s sdo proteinas
multifuncionais capazes de participar como mediadoras de varios processos inflamatorios,
podendo ser aplicadas em diversas areas da medicina, por exemplo, na deteccdo de preé-
eclampsia severa, nas acdes gerais de anestesicos, no tratamento de artrites reumatoides,
atuando como agentes bacterioldgicos em glandulas lacrimais e outros tecidos, bloqueando a

entrada do virus dentro da célula hospedeira e destacando-se como um potencial agente
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antimalarica (UHL et al., 1997; MOREIRA et al., 2002 e SOARES e GIGLIO, 2004). Dentre
estes componentes sdo encontrados as fosfolipases, em que a Az (PLA?2) é a mais estudada
devido as suas caracteristicas estruturais e por possuir diversos efeitos farmacoldgicos
(CUNHA, FULY e ARAUJO, 2011).

Trés enzimas foram purificadas do veneno de Botrrops jararacucu: uma Lys49-
PLA: (BthTX-I), com atividade miotoxica, e duas PLA2-Asp49, sendo uma acida (BthA-1) com
alta atividade catalitica, mas ndo miotoxica, e outra basica (BthTX-11), que, embora seja uma
PLA,-Asp49, possui baixa atividade catalitica, mostrando-se, porém, miotoxica. (ANDRIAO-
ESCARSO, et al., 2002; CORREA, et al., 2008). Ainda foi demonstrado que 0s mesmos
residuos que sdo determinantes da miotoxicidade do BthTX-I também estdo envolvidos na
hiperalgesia e inflamacéo, enquanto que os residuos responsaveis pela atividade citolitica s6
contribuem para o efeito nociceptivo da proteina (ZAMBELLI, et al., 2017).

Lomonte, Angulo e Moreno (2010) dizem que apesar de existir diferencas sobre as
fosfolipases Az-asp49 e a Lys-49, no que diz a respeito das atividades enzimaticas, ambas
possuem a capacidade de induzir miotoxicidade e respostas inflamatérias. Ou ainda de maneira
similar induzem perturbagdo das membranas por mecanismos ainda ndo elucidados.

H& em desenvolvimento varios novos sistemas transportadores incluindo
lipossomas, niosomas, microesferas, nanoparticulas, nanotubos de carbono, entre outros, que
estdo sendo explorados para tratamentos em que sdo fagocitados por meio de macr6fagos em
ambos os sentidos, tanto passiva quanto ativamente e, portanto, podem direcionar os farmacos
passivamente para o sitio alvo (ALSAADI, 2012; SINGODIA, et al., 2012; JAIN, et al., 2013).
A administracdo orientada nos macréfagos de doxorrubicina utilizando sulfato de dextrano em
microparticulas de quitosana mostrou um declinio significativo no nimero de parasitas de
Leishmania em hamsters sirios dourados (KUNJACHAN, et al., 2011).

A formulacéo lipossomal a base de fosfatidilserina de buparvaquona se mostrou
também de grande potencial para a terapia dirigida para leishmaniose (REIMAO, et al., 2012).
Andresen, Jensen e Jorgensen, (2005), demonstraram que a utilizacdo de sPLA; encapsuladas
em lipossomos para a distribuicdo seletiva de farmacos anticancerigenos é uma abordagem
promissora proporcionada pela sua aplicabilidade in vivo. Além disso, outros autores mostram
que a liberacdo do farmaco ocorre gradualmente durante o processo de hidrolise, em que 0s
defeitos ou aberturas da membrana tendem a se reorganizar rapidamente devido ao rearranjo
difuso répido dos componentes da membrana (DAVIDSEN, MOURITSEN e JORGENSEN,
2002, ROSHOLM et al., 2012).

Nos ultimos anos, foram descritas por varios autores que as SPLA2 possuem varias

aplicacdes farmacoldgicas, incluindo uma atividade potencial contra parasitas (COSTA,
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DANTAS e TOYAMA, 2010; DEREGNAUCOURT e SCHREVEL, 2000; GUILLAUME, et
al., 2004, 2015; PASSERO, et al., 2008). Ainda buscando um pouco mais de referencial
observamos que outros autores como Hansen, Mouritsen e Arouri (2015), demonstraram que a
utilizacdo de lipossomas susceptiveis a SPLA2 é uma ferramenta de abordagem promissora pela
sua aplicabilidade que sugere proporcionar uma distribuicdo seletiva de farmacos para
tratamento anticancerigenos in vivo. Ja outros autores descreveram a capacidade da PLA:
derivado da peconha de serpente em inibir bactérias, fungos e parasitas, como a Leishmania
spp, Giardia duodenalis, Trypanosoma cruzi e Plasmodium falciparum (ADADE, et al., 2010;
GUILLAUME, et al. 2004, SANTA MARIA, et al., 2005, SHINOHARA, et al., 2006).

Os macrofagos séo fagocitos naturalmente agressivos, onde sistemas carreadores
como nanoparticulas, lipossomas, entre outros, sdo por eles fagocitados por endocitose.
Portanto, os macr6fagos podem ser usados como alvo de farmacos, sendo possivel direcionar o
carreador para o sitio da infeccdo com o objetivo de aumentar a eficacia do farmaco. Houve
uma extensa busca da pesquisa na década passada para desenvolver ferramentas para entregar
ativamente os farmacos a célula-alvo em concentracfes suficientemente elevadas (PARK,
2014). Um exemplo sdo as nanoparticulas biorresponsivas, incluindo lipossomas, que alteram
suas propriedades em resposta ao microambiente circundante ou a um estimulo externo
(AROURI, MOURITSEN, 2013).

Dentro deste contexto, neste estudo, o sistema de liberacdo PLA2-Asp49-lipossomal
foi desenvolvido como uma terapia antileishmania, uma vez que este micro-organismo
sobrevive dentro deste sistema fagocitario. Portanto, sugere-se que o lipossomo seja uma
ferramenta essencial, porque uma vez na circulacdo ou microambiente tecidual, sera fagocitado
pelos macrofagos e degradado dentro do vacuolo parasitoforo, ou seja, no sitio da infeccgéo.

O desenvolvimento do PLA2-Asp49-lipossomal foi realizado com o intuito de
avaliar se a fosfolipase A2 (Asp-49) também possui atividade antileishmania in vivo quando
encapsuladas em lipossomos, uma vez que esta ja demostrou uma taxa de inibicdo bastante
significativa in vitro (55% em relacdo ao grupo controle).

No presente estudo podemos observar que quando os camundongos BALB/c
infectados com Leishmania amazonensis foram tratados com PLA>-Asp49-lipossomal, 0s
macrofagos conseguiram controlar melhor o crescimento das amastigotas. Isto porque houve o
processo de internalizacdo macrofagica da substancia, cuja agdo direta promoveu uma
significativa reducdo na evolucédo das lesGes, que estabilizaram e regrediram a partir do sexto
dia de tratamento, enquanto que nos demais grupos, tanto o controle quanto o Glucantime®, a
lesdo continuou se desenvolvendo. Mesmo o Glucantime® sendo o tratamento de primeira

escolha, sozinho ndo mostrou eficacia em inibir o crescimento das patas.
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Pode-se notar no 21° dia que os animais dos grupos Lip-controle e PLA>-Asp49-
lipossomal apresentaram uma diminuicdo do tamanho da lesdo quando comparados ao grupo
controle sem tratamento. Na figura 9 pode ser constatado uma reducdo de aproximadamente
18% do tamanho da lesdo da pata do grupo tratado com PLA2-Asp49-lipossomal, quando
comparado com o grupo controle, e ao ser comparado com o grupo Lip-controle esta diferenca
foi de aproximadamente 10%. Também foi observado que no grupo Glucantime® e no grupo
PLA>-Asp49-solucéo houve a diminui¢do do tamanho da leséo até o 15° dia. Porém, a partir dai
néo foi mantida essa tendéncia, com a consequente inversao e a volta do aumento do tamanho
da leséo.

No modelo murino da doenca por Leishmania amazonensis a reducdo da espessura
da pata infectada muitas vezes esta relacionada com a diminuicdo da carga parasitéria no local
da infeccdo. Estes resultados sugerem que os tratamentos com PLA2-Asp49-lipossomal foram
capazes em inibir o crescimento de formas amastigotas de L. amazonensis quando comparados
com 0s outros grupos tratados, reforcando o fato de que a fosfolipase-Az (Asp49) encapsulada
em lipossomos afeta diretamente o crescimento intracelular de L. amazonensis. Ainda foi
observado nos grupos tratados com PLA2-Asp49-liposomal, que esta ndo possui toxidade para
0s camundongos, comparada aos farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses.

Os ensaios experimentais realizados neste estudo mostram que a carga parasitaria
diminui ficando em torno de 1,6x10' promastigotas, conforme demonstrado na figura 10,
resultante do macerado do tecido do linfonodo, bem como nas fotomicrografias da figura 11E,
onde verifica-se que nos grupos tratados com PLA2-Asp49-lipossomal ndo foi possivel
visualizar células contendo ninhos de amastigotas. Ainda, foram analisados o macerado do
tecido da pata, onde se observa a inibicdo em aproximadamente 4,5x10%, diferentemente do que
foi observado na curva de diferenciacdo do grupo controle sem tratamento, onde o nimero de
promastigotas foi muito maior, ficando em torno de 17,78x10%.

Corroborando com estes resultados, as fotomicrografias do controle mostram varios
ninhos de amastigotas com muitos macrofagos vacuolizados, porém, quando analisado o grupo
tratado com PLA2-Asp49-lipossomal, observou-se claramente uma reducdo do numero de
amastigotas intracelulares, bem como a visualizagio de membrana dos macréfagos,
vacuolizacdo e nucleo definido, no tratamento com a dose de 1,47 pg/mL. Este resultado sugere
que a PLA2-Asp49-lipossomal foi capaz de diminuir a carga parasitaria dos macréfagos,
diminuindo ainda a o processo inflamatério. Moraes e Silveira, (1994) afirma que foram
realizados estudos com mais de 30 casos da forma leishmaniose cutanea causada por L. (L.)
amazonensis na Amazonia, no qual o principal achado foi a presenca de grande quantidade de

macrofagos vacuolizados, ricamente parasitados, junto ao infiltrado celular linfoplasmocitéario.
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Segundo Silveira et al., (2008), em uma revisdo bibliografica da histopatologia da infeccédo
causada por L. amazonensis, a principal caracteristica observada é de que ha grande predominio
de macrofagos vacuolizados, ricamente parasitados.

Corroborando o resultado antileishmania deste trabalho, Barbosa, et al., (2005),
afirma que a miotoxina Il do veneno de B. jararacussu apresentou alta atividade bactericida,
causando ruptura na parede celular e membrana bacteriana de Xanthomonas axonopodis. Ainda
Toyama, et al., (2006), demonstraram que as miotoxinas tem acdo significativa em cepas de
Leishmania sp. Além disso, Costa Filho, et al., (2008), relataram que duas PLA> miotdxicas do
veneno de Bothrops brazili (MTXI, cataliticamente ativo, e MTX-II, cataliticamente inativas)
exibiram atividade parasiticida efetiva contra espécies de Leishmania (L. amazonensis e L.
braziliensis). Ciscotto, et al., (2009) publicou estudos em que demonstra que 0s experimentos
realizados in vivo com venenos de serpente do género Bothrops mostraram ser mais potentes
como anti-Stafilococus, tendo uma acdo bactericida notavel contra stafilococus aureus na
concentracdo de 12.5mg/mL. Notavelmente, os venenos de B. jararacussu e B. jararaca
demonstraram a maior atividade.

Zuliani, et al., (2005), Wei, et al., (2013), Taketomi, et al., (2013) sugerem que as
SsPLA: de serpentes podem contribuir também para a regulacdo das respostas inflamatorias de
acordo com a capacidade que estas peconhas possuem de aumentar a atividade fagociticas e
microbicidas de macr6fagos e ainda em induzir producdo de células dendriticas e também dos
mastdcitos induzindo o recrutamento e desgranulacdo de mastocitos.

Pereira, et al., (2011) demonstrou que a crotamina isolada de Crotalus durissus
terrificus apresenta eficacia contra células de melanoma em camundongos com 5ug/ml, sendo
letal para células de linhagem B16-F10, Mia PaCa-2 e SK-Mel-28, ap0s 21 dias de tratamento,
porém, inofensiva contra células normais. Apresentando ainda seletividade para células
tumorais e sendo bem tolerada sistemicamente.

Rosas, et al., (2013), em ensaios experimentais, confirmou que a peconha da B.
jararaca apresentou a IC50 de 103.9 a 241.9 pg/mL em promastigotas e 137.6 a 234.1 pg/mL
em tripomastigotas. Nas amastigotas de L. chagasi e T. cruzi as 1C50 foram de 55.6 a 90.9
pg/mL e 209.2 a 496.8 ug/mL, respectivamente. Ainda, a peconha de Crotalus durissus
terrificus, O. scutellatus, Naja nigricolis e Naja mossambica vém demonstrando que a sua PLA;
possui potente a¢do contra o virus HIV-1 (MATA et al., 2017). Bhattacharya, et al., (2013) em
experimento realizados com veneno de Bungarus caeruleus, quando em corte histologico
sugeriu que ocorreu diminuicdo na contagem de amastigotas em 54,9% e 74,2% no bago e
41,4% e 60,4% no figado de camundongos BALB/c infectados.



78

As principais funcdes desta celula na defesa do organismo sdo limitar a
disseminacao inicial ou crescimento de agentes infecciosos e modular as rea¢6es imunoldgicas
subsequentes, tendo fungéo tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa (STAFFORD,
NEUMANN e BELOSEVIC, 2002). Os macréfagos desempenham um papel crucial na
infeccdo por leishmania e um tratamento bem-sucedido de todas as formas de leishmaniose
depende da eliminacéo eficiente dos parasitas por macréfagos ativados.

Sabe-se que a derme do hospedeiro possui células macrofagicas as quais, além da
protecdo contra 0s micro-organismos, também sdo células hospedeiras de Leishmania spp.
Estas células fagociticas participam no sistema de defesa imunoldgico através do
reconhecimento e eliminacdo de agentes patogénicos e também de células auto senescentes. A
resposta imunitaria a Leishmania € iniciada no local de entrada do parasito, através das células
sentinelas, onde as formas promastigotas séo interiorizadas, promovendo a ativacao da resposta
imunitaria (FREITAS e PINHEIRO, 2010).

Freitas e Pinheiro (2010) adicionaram mais informacdes sobre a infec¢do causada
por Leishmania spp, a resposta imunitaria € modulada por um sistema integrado que
potencializa a imunidade inata e adquirida. TRINCHIERI (2003; 2007) descreve em seus
estudos que trabalhos experimentais em humanos e especialmente em camundongos
demonstraram que a resisténcia a infeccdo por Leishmania esta associada a uma resposta Thl
com a producéo de citocinas (TRINCHIERI, et al., 2003; TRINCHIERI, 2007).

Coelho-Castelo et al., (2009), afirmam que para que haja o estabelecimento de uma
infeccdo, em um hospedeiro suscetivel, é necessario o envolvimento de varios mecanismos,
sendo um dos mais relevantes 0 modo de interacdo do micro-organismo com o sistema imune
e a resposta desse contra o0 agente invasor. Esta interacdo do sistema imune com os agentes
infecciosos ocorre de uma maneira dindmica, com mecanismos de controle da infeccéo e de
escape sofisticados. Estes eventos fazem com que o sistema imune do hospedeiro reaja
produzindo citocinas, e a IL-12 pode ser uma destas citocinas.

A IL-12 é uma citocina heterodimérica secretada por macrofagos e outras células
apresentadoras de antigenos (APCs). Ela é essencial para o desenvolvimento de células Thi,
que por sua vez produzem IFN-y e, assim, ativam o0s macrofagos. Durante o seu
estabelecimento no hospedeiro, o parasita contraria o desenvolvimento da resposta imune do
tipo Thl, através da modulagéo da producdo de citocinas pelo macrofago: suprime a expansao
da sub-populacdo Thl por inibicdo da producdo de IL-12 e estimula os macrofagos a
produzirem TGF-B e IL-10, as quais, por sua vez, inibem as funcdes efetoras dos macrdfagos e
das células NK (BOGDAN e ROLLINGHOFF, 1999).
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Conforme experimentos realizados por Tuon et al., (2008) in vivo, a IL-12 é uma
citocina muito importante na resposta imune contra Leishmania. Esta citocina desenvolve um
padrdo Thl e pode ser ativada por TLR9. Muitos outros fatores podem influenciar o
desenvolvimento de uma ou de outra sub-populacéo ap0s a infeccdo, nomeadamente o tipo de
células apresentadoras de antigenos (APCs) (KONECNY, STAGG e JEBBARI, 1999), a
natureza dos antigenos reconhecidos (SKEIKY, et al., 1998) e diferencas nas interagcdes entre
as moléculas do MHC |1 e receptor das células T (TCR) (KAYE, VASQUEZ e HEDRICK,
1992).

Quando ativado, o sistema imune do hospedeiro é quem vai determinar a resisténcia
ao desenvolvimento da leishmaniose, esta resposta inicia-se com a producéo da citocina IL 12
por células macrofagicas no local. Esta citocina atua sobre células natural Killer (NK), que
passam a produzir IFN-y. O IFN-y, juntamente com IL-12, induzem a diferenciacdo de células
CD4+ Tho para o fenotipo Thl (KEMP, 1997).

Nesse contexto, os dados obtidos neste trabalho mostraram que a producao de
citocinas préinfamatdrias como IL-12 pelo grupo tratado com PLA>-Asp49-lipossomal foi
estatisticamente significativa, quando comparados com os demais grupos, apés 21 dias de
tratamento. Como consequéncia do evento, pode ter ocorrido um favorecimento do
desenvolvimento de uma resposta TH1, por estar inibindo a producédo de IL-10 e induzindo a
producdo de I1L-12, esta favoravel ao sistema imune do hospedeiro para debelar a doenca. Foi
observado na figura 12 que nos animais tratados com PLA2-Asp49-lipossomal houve uma
producdo significativa de IL-12, de aproximadamente 1.100 pg/mL no sobrenadante do
macerado do tecido do linfonodo. Os mesmos eventos foram observados nos sobrenadantes do
macerado da pata, com uma quantidade de aproximadamente 400 pg/mL (figura 13B). A IL-12
é o principal mediador da resposta imune natural inicial a micro-organismos intracelulares e
também o indutor essencial, para a ativacdo das células natural killer (NK) para uma resposta
imune mediada por células. A resposta imune adquirida, contribui, desta forma, para uma
rapida ativacdo dos mecanismos do sistema imune do hospedeiro vertebrado (TUON, et al.,
2008).

Alguns autores afirmam que nos animais tratados experimentalmente com
fofolipases Az nos locais onde s&o injetadas, acontece mionecrose e inflamagéo caracterizada
por edema intenso. Ainda que esta inflamag&o é decorrente em parte de a¢do de estimulos das
fosfolipases em células que reside nos tecidos, como as celulas fagociticas macrofagicas, as
células endoteliais e os mastocitos estimulados, que liberam uma cascata de mediadores que
induzem o processo inflamatdrios. (WEY, et al., 2013; LOMONTE, ANGULO, MORENO,
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2010; GUTIERREZ, et al., 1984, 2009). Esses processos inflamatorios induzem ativacdo dos
macrofagos e estes, ativados, produzem a citocina TNF-a.

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria e esta relacionada a eventos que ocorrem
na defesa do hospedeiro contra numerosos patdgenos intracelulares por meio da estimulagdo de
diferentes células efetoras que participam de varios mecanismos antimicrobianos (BEUTLER
e CERAMI, 1997). Conforme descrito em Brito (2012) o TNF-a age sobre o crescimento,
diferenciacdo e apoptose de células imunes e ndo imunes; age nas respostas agudas as infeccbes
e no restabelecimento da homeostase (KASSIOTIS e KOLLIAS, 2001). Quando o TNF-a é
produzido e liberado, este vai ligar a receptores especificos denominados de receptores de TNF
(p55ep 75 TNFR) que sdo encontrados em diferentes células para produzir seu efeito bioldgico
(MCDONNELL; ABBOTT e MOHLER, 2001).

O TNF-a ¢ produzido por mondcitos e macrofagos ativados quando ocorre uma
resposta a produtos de membrana que se ligam a receptores toll-like, sendo também produzido
por células natural killer (NK). O Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma citocina
usualmente presente na resposta imunoldgica mediada por células, assim descrita na literatura
com base em estudos realizados em camundongos. Sendo também uma das diversas citocinas
usualmente encontradas em manifestacGes clinicas da leishmaniose tegumentar (THOMAS,
2001).

Esta citocina também participa do dano tecidual em inflamaces cronicas, doengas
infecciosas e autoimunes. O perfil de citocinas produzido durante a infeccdo por Leishmania é
determinante para a suscetibilidade ou resisténcia do animal (AFONSO e SCOTT, 1993). Este
estudo sugere que o tratamento com PLA2-Asp49-lipossomal foi capaz de produzir uma
resisténcia protetora nos grupos dos animais que receberam este tratamento, ja que além de
produzir citocinas do perfil TH1, ainda manteve o tamanho da lesdo préximo ao da primeira
medida avaliada.

Com o objetivo de avaliar a influéncia do tratamento com PLA2-Asp49-lipossomal
em ativar o sistema imune dos animais infectados para produzir citocinas como o TNF-a,
quantificou-se esta citocina nos sobrenadantes do macerado dos tecidos das patas e dos
linfonodos. Podemos observar nas figuras (14A e 14B) que ocorreu uma significativa producéo
de aproximadamente 50pg/mL desta citocina no sobrenadante do macerado da pata, e de
aproximadamente 80 pg/mL no macerado do sobrenadante do linfonodo. Bhattacharya, et al.,
(2013) em seus estudos observou gque o tratamento com veneno da serpente Bungarus caeruleus
em animais infectados com leishmania donovani aumentou significativamente a producéo de
TNF-0, e ainda que em estudos histologicos mostraram diminui¢ao da formagao de granulomas

no figado tratado, quando comparado com o controle. TNF-a tem um papel fundamental na
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patogénese, pois células mononucleares de sangue periférico (CMSP) de pacientes com LM
secretam altos niveis de TNF-a em relagdo aos individuos com Leishmaniose cutanea
(OLIVEIRA e BAFICA, 2011).

A literatura descreve que experimentos com L. amazonensis demostraram que
macrofagos infectados com essa espécie de Leishmania fagocitam neutr6filos humanos em
apoptose, causando um aumento na carga parasitaria, dependentes de TGF- e PGE2. Mas,
quando macrofagos infectados fagocitam neutr6filos em estado de necrose é favorecida a morte
de L. amazonensis, um processo dependente de TNF-a e elastase produzido pelos neutrofilos o
qual esta associado a producéo de peroxido (AFONSO, et al., 2008).

Gawronska-Kozak, et al., (2006), em estudo realizado com camundongos nocaute
mostrou que a participacdo dos mecanismos do sistema imune vai além da prote¢&o dos tecidos
com lesdo contra possiveis infecgdes, reforcando sua participacdo na manutencao e reparo pela
secre¢do de citocinas e fatores de crescimento (PARK e BARBUL, 2004).

Além das citocinas, outra molécula importante na resposta a infecgcdo por parasito
de leishmania é o 6xido nitrico (NO). Devido a estes fatores, a resposta imune do hospedeiro é
fundamental para resolver a infeccdo. A ativacdo do macrofago, através da resposta imune CD4
Th1, resulta na producdo do oxido nitrico (NO), que juntamente com o stress oxidativo
representa importante mecanismo de eliminacdo do parasito (PANARO, et al., 2001).

Portanto, a eliminagdo das amastigotas da leishmania, quando encontradas dentro
das células fagociticas, parece ser mediada por uma cascata de mecanismos dependente da via
metabolica importante que é a explosdo respiratoria (burst) no fagolisossomo dos macréfagos
ativados (ZAMUNER, et al., 2001). Esse evento é caracterizado pelo aumento do consumo de
oxigénio e consequente geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo o peroxido
de hidrogénio (H202) e o &nion superoxido (027) (CURNUTTE, 2004).

Alguns autores afirmam que BthTX | e Il (PLA2s) induzem a migracdo leucocitaria
in vivo, sendo que BthTX Il (PLA Ay) parece mais potente nesse aspecto (DE CASTRO et al.,
2000; PEREIRA et al., 2009). Quando ocorre uma inflamacéo no local desta, os neutrofilos sao
ativados e realizam fagocitose. Esta atividade desencadeia uma série de eventos, que induzem
a sinalizacao para os macréfagos a expressarem genes pro-inflamatdrios, como o 6xido nitrico
sintetase (INOS) (HENDRA, et al., 2011).

A producgdo de NO no sobrenadante do macerado de tecido do linfonodo e pata
(Figura 15A, 15B) nos camundongos infectados com L. amazonensis mostrou-se
significativamente maior nos grupos tratados com PLA>-Asp49-lipossomal, de
aproximadamente, 36 (UM). Conclui-se que um complexo de padrédo de sintese e secrecéo de

citocinas e 0xido nitrico ocorreu quando estes animais receberam o tratamento. Este evento
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sugere que este tratamento é capaz induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio em
resposta a infeccdo. Todos os demais tratamentos também produziram valores de niveis basais
de Oxido nitrico, porém nao foram considerados significativos quando comparado com o
tratamento PLA2-Asp49-lipossomal, sugerindo uma modulagdo da resposta celular para a
producdo acentuada de NO (Figura 14A e 14B). Petricevich, et al., (2000) em ensaio
experimental observou que a peconha B. asper and B. jararaca induziu a producdo de oxido
nitrico em uma concentracdo de 150(uM). Bhattacharya, et al., (2013) em experimento
realizados com pegonha de Bungarus caeruleus sugeriu que o tratamento aumentou a
producdo de NO em camundongos infectados.

Além disso, sugere-se que alguns mediadores, como 0 TNF-a, a IL-1 e 0 0xido
nitrico possam desempenhar um papel relevante na fisiopatologia das alteraces sistémicas
induzidas por estas peconhas (PETRICEVICH, et al., 2000). Gongalves et al., (2002) sugere
gue a peconha de bothrops jararaca cause uma alteracdo na mitocondria do parasito e com isto
altera a cadeia respiratdria e, consequentemente, diminui os niveis de moléculas de ATP. Com
isto, leva a falta de energia para a célula e por meio deste evento a morte do parasito. Giudice
etal., (2007), sugerem que a resisténcia da leishmania ao 6xido nitrico confere o beneficio de
sobrevivéncia dos parasitas dentro do macrofago e, possivelmente, exacerba o curso clinico da
leishmaniose humana.

O Oxido nitrico € uma das ferramentas microbicidas dos macréfagos de
camundongos susceptivel a doengas, e o tratamento com PLA: de crotalus durissus terrificus
foi capaz de estimular estes reativos (SAMPAIO; LUCAS e COSTA FILHO, 2007). Portanto,
algumas espécies de Leishmania como Leishmania amazonensis e chagasi sao capazes de inibir
a producdo de oxido nitrico (LUZ, et al.,, 2012). Neste contexto, durante a infeccdo por
Leishmania, sdo produzidas citocinas como IL-12, TNF-a e outros mediadores produzidos pela
resposta Thl protetora que sdo importantes para prevenir o crescimento e a sobrevivéncia dos
parasitas intracelulares (formas amastigotas) e controlar a sua disseminacgéo para outros tecidos
e 6rgdos. O sucesso da infeccdo em macrofagos depende da capacidade do parasita de aderir e
serem fagocitados por estas células, escapando dos mecanismos microbicidas (ALEXANDER
e RUSSELL, 1992).

Sharma, et al., e Jaafari, (2006) afirmam que antigenos sozinhos sdo geralmente
pouco imunogénicos e necessitam de um adjuvante para induzir uma imunidade protetora.
Porém, uma proteina deve ndo somente ser protegida da degradacéo extracelular, mas precisa
também ser apresentada para células alvos relevantes do sistema imune. Lipossomos sao Uteis

como adjuvantes imunolégicos para varios antigenos de leishmania sendo usados como uma
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estratégia para aumentar o efeito da vacina e liberar especificamente o antigeno no 6rgéo alvo
(KANEDA, 2000; SINGH e O'HAGAN, 2003).

Estes dados da literatura corroboram com os resultados obtidos neste estudo, pois
os camundongos infectados e sem tratamento ndo produziram as citocinas e as moléculas
reativas protetoras do sistema imune. Ainda, houve o aumento do tamanho da leséo e quando
foi realizado a recuperacdo de amastigotas nos tecidos do linfonodo e pata, observou-se que
estes possuiam uma maior quantidade de parasitos, dados que também sdo mostrados nas
microfotografias histoldgicas. Por outro lado, o grupo tratado com PLA>-Asp49-lipossomal foi
capaz de ativar a resposta imune celular dos animais tratados, produzindo citocinas como TNF-
o, IL12 e as moléculas reativas como o 6xido nitrico.

Além disso, foi capaz de diminuir o tamanho da lesdo da pata e induziu uma inibicéo
acentuada na quantidade de amastigotas nos tecidos do linfonodo e pata. Finalmente, foi
observado que quando as amastigotas foram colocadas em cultura, ocorreu menor nimero de
transformacdo em promastigotas, quando comparado ao grupo controle sem tratamento. Estes
resultados sugerem que o0 PLA2-Asp49-lipossomal pode ser uma eficiente abordagem
terapéutica antileishmania. Os resultados obtidos neste trabalho pode, ainda, ser de utilidade
para a continuidade de novas pesquisas em formulacdes lipossomais com as PLA2-Asp49, bem
como proporcionard uma base para prever o perfil de liberacdo dos lipossomas in vivo no local
da inflamacdo. Entretanto, o efeito do PLA2-asp49-lipossomal sobre a ativacdo do sistema
imune ainda n&o havia sido determinada. Para que possam ser considerados ideais para 0 uso
terapéutico, os lipossomas devem apresentar algumas caracteristicas: proteger o farmaco dos
processos metabdlicos, proteger os tecidos adjacentes e aumentar a captacdo do farmaco pelas
células alvo, ampliando sua eficacia (FUSAI et al., 1995).

Neste contexto, apds todo processo de pesquisa e de andlise, os resultados deste
estudo sugere que PLA2-asp49, encapsuladas em lipossomas, podem ser Uteis como adjuvantes
imunoldgicos. Ao longo da pesquisa foi observado que, nos grupos de animais tratados com
PLA:-asp49-lipossomal, houve a producdo de citocinas do tipo TH1, resultados estes que
trazem eficacia ao tratamento da leishmanisose.

O controle de algumas infecgdes por Leishmania esté associado ao desenvolvimento da
resposta imune adaptativa a antigenos especificos, com producéo de INF-y pelos linfocitos T e
a subsequiente ativacdo de macrofagos com producdo de Oxido nitrico BOGDAN &
ROLLINGHOFF, (1998).
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9. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste estudo stricto sensu, pode-se concluir que:

v

v

A PLA>-Asp49 foi eficientemente encapsulada nos lipossomas com a obtencéo
do indice de 69,6% de encapsulamento;

O docking molecular demonstrou que os lipideos presentes nos lipossomas
interagem fortemente com o sitio ativo da enzima PLA2-Asp49, conferindo
estabilidade para a estrutura;

A PLA2-Asp49-lipossomal demonstrou ao longo dos estudos ser um eficiente
inibidor das formas promastigotas, ao mesmo tempo em que manteve preservada
a viabilidade dos macrdfagos in vitro.

PLA2-Asp49-solucdo e PLA2-Asp49-lipossomal sdo capazes de inibir o
crescimento das formas amastigotas intracelulares;

PLA,-Asp49-lipossomal aumenta a producdo de NO e TNF-a pelos macrofagos
infectados, resultando na reducéo dos parasitos ali presentes;

O tratamento com PLA2-Asp49-liposomal diminui a progresséo da lesdo da pata
dos camundongos infectados com promastigotas de L. amazonensis e tratados.
Os grupos tratados com PLA2-Asp49-liposomal apresentaram uma reducdo
significativa na quantidade das amastigotas de Leishmania amazonensis quando
a taxa da carga parasitaria foi determinada tanto no macerado do tecido do
linfonodo quanto no tecido da pata dos camundongos (Balb/c) apds infecgédo e
tratamento.
A andlise histopatoldgica da lesdo da pata e 6érgdos dos camundongos infectados
com L. amazonensis demonstra que 0s grupos tratados com PLA2-Asp-49-
lipossomal reduziram estatisticamente a quantidade de amastigotas presentes no
interior dos macrofagos.

Nos animais tratados com PLA>-Asp49-lipossomal houve a ativacdo da resposta
imune celular, resultando na producdo de citocinas como TNF-a, IL-12 e

moléculas reativas como o 6xido nitrico.
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