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1 Lista de Abreviaturas

L. ama ou L. a — Leishmania amazonensis

L. braziliensis ou L. b — Leishmania braziliensis

B. moojeni — Bothrops moojeni

NO — oxido nitrico

1iNOS — oxido nitrico sintase

PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida

SDS — dudecil sulfato de sédio

MTT - 3-(4,5-Dimetil-2-Tiazolil)-2,5-Difenil-2H-Tetrazolium-Bromidico

IFN-y - interferon Gama

TNF-o. - fator de necrose tumoral

MHC - Complexo de histocompatibilidade principal

Th1 / Th2 — reposta Linfécitos T helper 1 / Linfécitos T helper 2

LPG - lipofosfoglicana

GP63 — glicoproteina com peso molecular de 63 kDa

OMS - organizag¢do mundial da saide



PLA2 — fosfolipases A2

AMBIC — tampao bicarbonato de amonio

BHI — Brain Heart Infusion

ABS — absorbancia

NEED — a —Naftiletilenoaminohidrocloro

PBS — salina tamponada com fosfato

PHS — Leishmania amazonensis

M?2903 — Leishmania braziliensis
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2 Resumo

O estudo do tratamento de doencas infecciosas vem desenvolvendo ferramentas
alternativas e muitas substincias estdo sendo testadas no tratamento de parasitoses, como
Leishmanioses. Com esta proposta, a peconha de serpentes tem sido estudada como droga capaz
de alterar a viabilidade de parasitos. Neste trabalho, foi avaliado o efeito da peconha de Bothrops
moojeni e suas FracOes protéicas na viabilidade, na producdo de NO, na infectividade e nas
proteinas de promastigotas de Leishmania ‘in vitro’. A peconha de Bothrops moojeni foi
fracionada em cinco Fracdes (E1 a ES) por cromatografia de troca i6nica e usadas no tratamento
de promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis. A viabilidade foi analisada
utilizando-se o MTT como substrato e a producdo de 6xido nitrico foi determinada no
sobrenadante das culturas dos parasitos pelo método de Griess. Foi observado que a Fracdo ES
inibe fortemente a producdo de NO em diferentes concentragdes em L. amazonensis, enquanto
em L. braziliensis a producdo de NO apresentou aumento. Também foi observado que a peconha
inibe a viabilidade de ambos parasitos de forma dose-dependente, enquanto a Fracdo ES5 inibe a
viabilidade de L. amazonensis. Além disso, os parasitos tratados com peconha apresentaram a
proteina de 64 kDa de L (L.) amazonensis aparentemente degradada em duas outras proteinas de
56 e 51 kDa respectivamente. Quando Leishmania spp foi tratada com Fracdo E5 e com
anfotericina B ndo foi observado nenhuma alteracdo no perfil eletroforético dos parasitos. E apds
os estudos com a Fracdo E5 obtida na cromatografia de troca idnica, a mesma foi eluida em
cromatografia de exclusdo molecular e foram obtidos seis novos picos de Fragcdes protéicas
(E5GI1 a E5G6). Estes foram testados na viabilidade celular de Leishmania (L.) amazonensis € o

parasito somente foi sensivel as subFracdes ESG1 (= 0.156 pg) e E5GS (= 0.313ug).
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Adicionalmente foram analisados o efeito da peconha de Bothrops moojeni e da Fracdo E5 na
progressao da lesdo de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis. Durante o periodo
de acompanhamento da evolucdo da les@o (6 semanas), verificou-se que a espessura das patas
dos animais infectados com parasitos tratados até este periodo, ndo aumentou em relacdo a pata
contralateral ndo infectada. Assim, demonstramos que peconha de Bothrops moojeni e suas
Fragdes protéicas alteram o perfil protéico e reduzem a viabilidade celular e a producdo de NO
por Leishmania, levando a diminui¢do da infectividade dos parasitos tratados, observados pela
auséncia de lesd@o nas patas dos camundongos inoculados com parasitos tratados com as

respectivas drogas.

Palavras Chave - Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia)

braziliensis, B. moojeni; Oxido Nitrico; Viabilidade de Promastigotas.
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3 Abstract

In order to develop alternative tools to subdue infectious diseases, several substances
have been tested toward treatment of parasitoses, such as Leishmaniasis. For this purpose, snake
venoms have been used as future drugs that disrupt the viability of protozoan. In this report, we
evaluated the effect of Bothrops moojeni venom and its fractions on viability, protein profile,
infectivity and nitric oxide production of Leishmania promastigotes ‘in vitro’. Bothrops moojeni
venom was fractionated into five protein fractions (E1 to ES) by ion exclusion chromatography
and used to treat on L. (L.) amazonensis and L. (V.) braziliensis promastigote forms. The
viability of Leishmania promastigotes was evaluated by MTT test and nitric oxide production
was detected in supernatants of Leishmania culture. It was observed that ES fraction strongly
inhibited NO production in different concentrations in L. amazonensis, while in L. brasiliensis
the NO production was enhance in ever concentration. It was also observed that crude venom of
B. moojeni inhibited the viability of the both parasites in a dose dependent manner. However the
ES fraction only inhibited the viability of L. amazonensis. Also a peptide of 64 kDa of L (L.)
amazonensis was apparently degraded in other two peptides with 56 and 51 kDa respectively.
Moreover, when Leishmania spp was treated with ES fraction and amphotericin B was not
observed degradation of proteins. And after studies with the E5 fraction in DEAE (-) Sephacel, it
was realized the exclusion cromatography and was obtained six new fractions (E5G1 and E5G6)
and the cellular viability Leishmania (L.) amazonensis was sensitive to ESG1 (> 0.156 pg) and
E5GS5 (= 0.313ug). Adicionaly, it was analyzed the effect of Bothrops moojeni venon and the ES
fraction in the lesion progression of BALB/c mice infected with L. amazonensis and during the

following period of lesion evolution (six weeks) it was verified that the thickness of the footpads
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of all infected animals with pre treated parasites did not increase in comparison to the non
infected contralateral footpad. Thus, we demonstrated that Bothrops moojeni venom inhibited
NO production, altered the protein profile and reduced the viability and infectivity of Leishmania

promastigotes ‘in vitro’.

KeyWords - Leishmania (Leishmania) amazonensis; Leishmania (Viannia) braziliensis;

B. moojeni venom; Nitric oxide; Promastigote viability.
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4 Introducao

4.1 Leishmania

As Leishmanioses constituem um grupo de doencas zoondticas, endémicas e tropicais,
considerada geralmente relacionada a pobreza (ALVAR, et al., 2006) e que acomete tanto o
homem quanto animais. Afetam a pele, mucosa ou visceras, resultantes do parasitismo dos
macréfagos pelo protozodrio flagelado do género Leishmania, inoculado pela picada de fémeas
de flebotomineos (JARDIM, 2001). Sdo encontradas em cerca de 88 paises no mundo, a maioria
se encontram nos tropicos e subtrépicos, afetando 12 milhdes de pessoas no mundo e
aproximadamente 350 milhdes de pessoas moram em dreas de risco (PALATNIK-DE-SOUZA,
2008). Mais de 90% dos casos de leishmaniose cutanea ocorrem no Afeganistdo, Algéria, Brasil,
Iran, Iraque, Peru, Ardbia Saudita e Siria. E mais de 90% dos casos de leishmaniose visceral
aparecem em Bangladesh, Brasil, India, Nepal e Sudao (COSTA et al., 2007).

No Brasil, em 2002, todos os estados apresentaram casos de leishmaniose tegumentar e a
leishmaniose visceral atinge cerca de dezenove estados, principalmente os da Regido Nordeste,
onde se concentram 87% dos casos (BAILEY; LOCKWOOD, 2007). Em ambos os casos vém
ocorrendo uma expansao da doenca. Nesse sentido a leishmaniose tem se tornado uma doenca de
grande preocupacdo na saide publica e muitos estudos surgem como forma de apresentar
compostos que possam interferir na viabilidade do parasito (BRASIL, 2000).

As Leishmanioses sdo consideradas de transmissdo essencialmente silvestres e em
ambientes rurais € o homem € apenas um hospedeiro acidental das vdrias espécies

potencialmente patogénicas. Hoje apresentam mudangas no padrdo de transmissio em
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decorréncia das modificacOes socio-ambientais, como o desmatamento € 0 processo migratorio
caracterizado pelo €xodo rural, levando o homem para as periferias das grandes cidades (COSTA
et al., 2007). A diferenciacdo da dindmica de ocorréncia das diferentes Leishmanioses no mundo
€ devido as varidveis relacionadas aos parasitos, aos vetores, aos ecossistemas e aos processos de
producdo de uso do solo (BERMAN, 1997).

O género Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida, a familia Trypanossomatidea e
agrupa espécies de protozodrios unicelulares, digenéticos (heteroxenos), e € caracterizado pela
presenca de uma organela rica em DNA, semelhante a mitocondria, o cinetoplasto (LODGE,;
DESCOTEAUX, 2005). Estes protozodrios parasitos podem se apresentar de duas formas: uma
presente no intestino médio de hospedeiros invertebrados, que possui flagelo Unico, nicleo no
terco médio da célula e cinetoplasto em posi¢cdo mais anterior, denominada promastigota (Fig.
1A); ou outra, presente nos vactolos parasitoforos no interior de macréfagos do hospedeiro
vertebrado, ndo apresenta flagelo livre, possui forma esférica, nicleo na posi¢do central e
cinetoplasto adjacente ao mesmo, denominada amastigota (Fig. 1B) (MICHALICK, 2005). Este

género compreende muitas espécies epidemiologicamente diversas e complexas.



16

E & B
w e ~
O N

Figura 01 — TIlustracdo das formas promastigotas de Leishmania spp (A) e das formas

amastigotas (B).

As Leishmanioses podem se manifestar em trés principais tipos de doencas: visceral,
cutanea e mucocutanea. A Leishmaniose visceral ou calazar caracteriza-se por lesdes em 6rgaos
internos (figado e baco) e pode ser fatal se ndo tratada. A leishmaniose cutanea apresenta lesoes
com bordas elevadas e pode apresentar-se nas formas, localizada, disseminada (numerosas lesoes
em vdrias areas do corpo) ou difusa. A leishmaniose mucocutanea inicialmente apresenta lesoes
na pele e mucosas, com comprometimento mucoso que ocorre por extensao da lesdo ativa na
pele situada préxima de mucosas (LYNN; MCMASTER, 2008). Essas manifestagdes sao
resultados da infec¢do por diferentes espécies do parasito.

LAINSON E SHAW, 1987, propuseram a divisdo do género Leishmania em dois
subgéneros: Viannia e Leishmania, seguindo as diferenciagdes do parasito no desenvolvimento
nos vetores naturais, no meio de cultura e na pele de hamster. O subgénero Viannia compreende

espécies do complexo brasiliensis, como por exemplo, Leishmania (Viannia) guyanensis, L.



17

(Viannia) panamensis e L. (Viannia) brasiliensis, responsdveis pela leishmaniose cutanea e
mucocutinea no Novo Mundo. No subgénero Leishmania estido espécies do complexo donovani
e do complexo mexicana. No complexo donovani as espécies sdo causadores de leishmaniose
visceral no Velho (L. (Leishmania) donovani) € no Novo Mundo (L. (Leishmania) chagasi), € no
complexo mexicana provocam leishmaniose cutinea e mucocutdnea no Novo Mundo, por
exemplo, L. (Leishmania) mexicana e L. (Leishmania) amazonensis. No Velho Mundo, a
leishmaniose cutinea e mucocutinea sdo causadas por espécies que nido se enquadram nos
complexos citados, como L. (Leishmania) major, L. (Leishmania) aethiopica e L. (Leishmania)
tropica (JARDIM, 2001).

Os sitios onde ocorrem o ciclo evolutivo e a transmissdo em ciclo natural de Leishmania
spp sdo basicamente nos flebotomineos (dipteros fémeas de Lutzomia sp no Novo Mundo e
Phlebotomus sp no Velho Mundo) e nos hospedeiros vertebrados. O ciclo biolégico da
Leishmania spp inicia-se quando o inseto vetor alimenta-se de um hospedeiro infectado e captura
formas amastigotas durante o repasto sanguineo (BAILEY; LOCKWOOD, 2007). Quatro a
cinco dias ap6s o repasto em um hospedeiro infectado as formas amastigotas se transformam em
promastigotas, multiplica-se por fissdo bindria, migram para as partes anteriores do tubo
digestivo atingindo o aparelho picador sugador. Ao picar outro animal, ocorre inoculagdo das
formas promastigotas, que sdo englobadas por macréfagos do hospedeiro. Nas células
fagocitdrias do hospedeiro vertebrado, os parasitos se transformam em formas amastigotas, que
se multiplicam por fissdo bindrias dentro dos vacuolos parasitoforos, e sobrevivem neste
ambiente devido a uma variedade de mecanismos de defesa. A célula infectada multiplica-se,
dividindo seus parasitos entre as células filhas, ou se rompe liberando as amastigotas que sao,

entdo, fagocitadas por outros macréfagos e tornam a se multiplicar. Em outros repastos
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sanguineos, novos flebotomineos ingerem macréfagos infectados. No tubo digestivo do inseto, as
formas amastigotas transformam-se em promastigotas, multiplicam-se por fissdo bindria e o ciclo

recomeca (Fig. 2) (MICHALICK, 2005).

Figura 02 - Ciclo de vida de Leishmania spp. (1) Mosquito retira sangue do hospedeiro e injeta
promastigotas. (2) Promastigotas sdo fagocitados pelos macréfagos. (3) promastigotas se
transformam em amastigotas no interior dos macréfagos. (4) Amastigotas sdo liberados e
infectam outras células. (5) Mosquito ingere sangue infectado do homem. (6) Ingestdo de células
parasitadas. (7) Amastigotas se transformam em promastigotas no estdmago do mosquito. (8)
Promastigotas se multiplicam no estdbmago do mosquito transmissor. Adaptado de:

www.dpd.cdc.gov/.../ body_Leishmaniasis_pagel.htm
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A interacdo entre os parasitos e os hospedeiros intermedidrios e os hospedeiros
definitivos se apresenta de forma diferenciada em cada um. Nos flebotomineos durante o repasto
sanguineo provocam lesdes na epiderme, formando um microambiente no qual as formas
promastigotas encontram condi¢des para infectar o mamifero (MICHALICK, 2005). A saliva do
flebétomo contribui por meio de um peptideo de 7 kDa vasodilatador conhecido como Maxadilan
(MAX), com capacidade de imunomodula¢do, que desvia a resposta imune tipo Thl para Th2 e
favorece a evolucdo da doenga, e assim promove um campo perfeito para a inje¢do do parasito
em seu hospedeiro, com resposta inflamatéria minima (AIRES et al., 2005).

Ja nos mamiferos, como o protozodrio € um parasito intracelular, a forma promastigota
precisa ser fagocitada. E o processo de instalagdo do parasito € muito complexo, dependendo da
viruléncia da cepa e da resposta imune do hospedeiro. Muitas moléculas de superficie tém sido
descritas na mediacdo da internalizacdo do protozodrio pelos macréfagos (KIMA et al., 2000).
Uma variedade de molécula é importante para a relagdo dos parasitos com seu hospedeiro,
determinando a viruléncia, infecciosidade, sobrevida e patogénese (MICHALICK, 2005). O
principal glicoconjugado de superficie em promastigotas de Leishmania € conhecido como
lipofosfoglicana (LPG), sendo expresso em toda a sua superficie incluindo o flagelo. Outra
importante molécula na interacio com a célula é uma protease chamada de gp63, uma
glicoprotease de 63 KDa (MOSSER; BRITTINGHAM, 1997).

A fagocitose pelos macrofagos apresenta dupla funcdo para o parasito, fornecendo o
ambiente propicio para seu desenvolvimento ou sendo responsavel pela sua destrui¢do. Envolve

basicamente dois fatores: a adesdo e a internalizagdo. Para ambos estdo envolvidos receptores
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presentes na célula do hospedeiro. Os principais sdo os receptores de complemento CR3 e CR1
(SWANSON; FERNADEZ-MOREIA, 2002).

O protozodrio apresenta trés caminhos de adesdo. Ao entrar no organismo pode ativar
diretamente a molécula do complemento C3 por acdo da LPG ou da gp63, liberando a Fracdo
C3b que interage com o receptor CR1 e é quebrada em C3bi, um ligante do receptor CR3 e uma
forma inativa de ativacdo das outras moléculas do complemento, e esta associacdo fornece uma
adesdo estdvel para permitir fagocitose (MOSSER; BRITTINGHAM, 1997). Além disso, pode
permitir fixacdo direta da proteina gp63 em CR3 ou das fosfoglicanas em sitios de ligacdo de
lectina no CR1 ou CR3. E em todos ocorre impedimento da explosdo respiratéria e a
opsonizagdo por complemento, aumentando a sobrevida do parasito no interior da célula
(HANDMAM, 2000).

Ap06s engolfamento pelos macréfagos ha formacdo do vacuolo parasitéforo (interagdo do
fagossoma e lisossoma), um ambiente d4cido, rico em peptideos microbicidas, enzimas
hidroliticas e Oxido Nitrico (NO) (COSTA et al., 2007). A producdo de NO pela célula afeta
uma variedade de funcdes celulares como a interagdo célula-célula, citotoxidade, mecanismos de
manutencdo da homeostase e numerosos outros papéis fisioldgicos (FERREIRA et al., 2008).

O 6xido nitrico € produzido da L-arginina pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) em
duas reacdes de oxidagdo resultando em L-citrulina e NO (STUHER, 1999). A enzima (NOS) ja
foi purificada de uma variedade de tecidos de mamiferos, mas em poucos organismos
unicelulares (TEMPORAL et al., 2005). PIACENZA e cols. (2001) demonstraram a utiliza¢do de
L-arginina por Trypanosoma cruzi para a producdo de poliaminas capazes de modular a apoptose
do parasito via producdo de NO. As formas promastigotas de L. amazonensis também

apresentam a via da L-arginina na interacdo parasito-hospedeiro e formas promastigotas



21

infectivas (formas metaciclicas) de Leishmania produzem cerca de duas a trés vezes mais NO
que formas ndo infectivas. Formas amastigotas também produzem NO, e esse fato pode
participar na regulacdo da resposta Th1/Th2 pelos macréfagos facilitando a sobrevida do parasito
no interior da célula (GENESTRA et al., 2006).

Para sobrevivéncia nesse novo meio a transformacgdo para forma amastigota € obrigatoria,
perdendo flagelo e reduzindo drasticamente de tamanho (MAUEL, 1990). Assim o protozodrio
consegue alterar muitos dos mecanismos microbicidas, mas mantém o pH e o trifico vesicular,
precisando entdo desenvolver mecanismos para sua sobrevida. As modificacdes incluem tornar a
membrana mais resistente, funcdo da proteina gp63 que inibe a acdo do 6xido nitrico. Além
disso, essa membrana permite exploracdo do gradiente protdnico para transporte de alimento e
assim garantir sua nutricdo. A enzima ATPase também é responsdvel por essa translocacdo de
prétons em troca de alimentos. Para a sobrevida também hd a diminuicdo da respiracdo e do
catabolismo de glicose e ha formacao da superéxido dismutase e catalase, que estimuladas por
IFN-vy e TNF-0, baixam a explosdo respiratéria (BALESTIERI et al., 2002). Essas modificacOes
permitem que o protozodrio se multiplique e sobreviva no interior da célula.

A resposta imune do hospedeiro vertebrado é determinante na evolug¢do da infeccdo por
Leishmania, que apesar de ser um parasito intracelular, tem seus antigenos apresentados
preferencialmente através de moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC)
de classe II, contrastando com a utilizacdo do MHC de classe I pela maior parte dos organismos
intracelulares, como os virus e o Trypanosoma cruzi (LOCKSLEY; REINER, 1995). Este fato
ressalta a importancia de células T CD4+ na resposta imune contra este parasito, sendo

comprovado por LOCKSLEY e cols.. (1993), os quais demonstraram que camundongos
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deficientes em MHC de classe Il eram incapazes de resistir a infec¢do por Leishmania major,
apesar da presenca de células T CD8+ normais.

Em contrapartida, WANG e cols. (1993), demonstraram que camundongos depletados
para o gene da f2-microglobulina que possuem células CD4+ normais, mas sem células CD8+,
sdo capazes de curar-se do desafio com Leishmania major. As células T CD4+, ou linfécitos T
“helper”, possuem um papel determinante na resposta imune, uma vez que sdo capazes de
polarizar esta resposta para imunidade celular (resposta Th1l) ou humoral (resposta Th2) pela
liberacao de diferente perfil de citocinas. A ativacdo dos macréfagos pelas citocinas derivadas de
células T € muito importante no controle da infeccdo e progressao da doenca, uma vez que nestas
células a inibi¢do do crescimento ou destrui¢cdo do parasito é mediada pela producdo de 6xido
nitrico, a partir da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), que € ativada principalmente
pelo IFN-y (GRADONI, 2001).

Considerando a variabilidade antigénica de Leishmania spp e a relacdo parasito-
hospedeiro envolvida no processo de infec¢do existem um pequeno numero de drogas capazes de
interferir na viabilidade de Leishmanioses, entre elas estdo anfotericina B e antimoniais
pentavalentes, como o sodium stibogluconate (Pentostan®) e o N-metil-glucamine antimoniate
(Glucantime®) (TAVARES et al., 2007). Entretanto o mecanismo de acdo dos antimoniais
pentavelentes ainda ndo esta claramente determinado (AMATO et al., 2008). E todas essas
drogas apresentam uso limitado devido a alta toxicidade, caréncia de eficicia em dreas
endémicas (devido a crescente resisténcia do parasito as drogas) e dificuldade de administracao
devido ao longo periodo de tratamento e seus altos custos (DAVIES et al., 2003). Assim a
quimioterapia para controle das Leishmanioses é limitada e ainda ndo existem vacinas efetivas

no combate ao parasito (PALATNIK-DE-SOUSA, 2008).
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Indmeras drogas alternativas estdo sendo testadas na viabilidade do parasito tanto in vitro
como in vivo. NAULA e cols., em 2005, revisaram o uso das proteinas kinases como alvo no
tratamento de Leishmanioses e tripanossomiase africana. RODRIGUES e cols.., em 2006,
verificaram o efeito do imidocarb e levamisole em infec¢des experimentais em camundongos
BALB/c por Leishmania (L.) amazonensis, mostrando esses como potencias drogas no
tratamento da leishmaniose tegumentar. E a pesquisa de drogas consideradas naturais esta em
ascensdo, com estudos sobre plantas, algas marinhas e abelhas com atividade leishmanicida
(BRAGA et al., 2007; FREILE-PELEGRIN et al., 2008; AYRES et al., 2007).

Outro tipo de estudo envolve as peconhas de serpentes como possiveis drogas que
alteram a viabilidade de protozodrios. Em 2005, DEOLINDO e cols. observaram a inducdo de
morte celular em Trypanosoma cruzi por peconha de Bothrops jararaca, através de inducdo de
estress nas formas epimastigotas. TEMPONE e cols., em 2001, mostraram a indu¢do da morte
celular, in vitro, nas formas promastigotas de espécies de Leishmania spp pela acdo da peconha
da serpente Bothrops moojeni, provavelmente pela caréncia de catalases e peroxidases que
provocam, ja que estes servem como mecanismo de defesa do parasito. Para entender esses

efeitos € preciso conhecer a composi¢do das peconhas de serpentes.
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4.2  Peconhas

As serpentes sdao animais vertebrados e pertencentes ao grupo dos répteis. Elas
subdividem-se em peconhentas e nao peconhentas (PINHO; PEREIRA, 2001). Existem no
mundo aproximadamente 3000 espécies de serpentes, das quais 10% a 14% sdo consideradas
peconhentas. A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) calcula que ocorram em nivel mundial
aproximadamente 2.500.000 acidentes por serpentes peconhentas por ano, com 125.000 mortes.
Ja no Brasil, ocorrem por ano, entre 19.000 a 22.000 acidentes ofidicos com aproximadamente
115 6bitos (PINHO et al., 2004).

No Brasil, as espécies de serpentes peconhentas pertencem aos géneros Bothrops
(jararacas), Lachesis (surucucus), Crotalus (cascavéis) e Micrurus (corais). Sendo que o primeiro
€ responsdvel por cerca de 90% dos acidentes (CARDOSO et al., 1993).

As serpentes do género Bothrops compreendem cerca de 30 espécies, distribuidas por
todo o territério nacional. As espécies mais conhecidas sdo: B. atrox (jararaca ou caicaca),
encontradas no norte do Brasil; B. erythromelas, encontradas na regido nordeste; B. neuwiedi
(jararaca pintada ou boca de sapo), encontradas em todo territério nacional, exceto regido norte
do pais; B. jararaca (jararaca), distribuidas na regido sul e sudeste; B. jararacussu (jararacugu)
encontradas no cerrado da regido central e em florestas tropicais do sudeste e B. alternatus
(urutu), distribuidas ao sul do pais (PINHO; PEREIRA, 2001) e B. moojeni (caicaca) freqiientes
na regido Central e Sudeste do Brasil, no dominio morfoclimatico do Cerrado (BORGES;
ARAUIJO, 1998). Habitam zonas rurais e periferias de grandes cidades, preferindo ambientes

umidos como matas e dreas cultivadas e locais onde haja facilidade para proliferacdo de roedores
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(paidis, celeiros, depositos de lenha). Tem hébitos predominantemente noturnos ou crepusculares
(PINHO; PEREIRA, 2001).

As peconhas de serpentes sdo um complexo de agentes téxicos e ndo toxicos que
possuem efeitos fisioldgicos no sistema cardiovascular, na permeabilidade vascular, na fun¢do
renal e na hemostase (ESTEVAO-COSTA et al., 2000). Elas podem apresentar variagdes na
composicdo, diferenciando-se entre as familias, géneros e espécies ou mesmo dentro de uma
mesma espécie. Diferencas intra-especificas na composi¢cdo do veneno sdo decorrentes de
variacOes geograficas, sexuais, ontogenéticas e sazonais (ROCHA; FURTADO, 2005). Proteinas
e peptideos sdo os principais componentes das peconhas, constituindo de 90 a 95% de seu peso
seco. Além destes, hd uma por¢do ndo protéica representada por fons metalicos, carboidratos,
nucleosideos, aminas e uma baixa propor¢do de lipideos e aminodcidos livres (MARKLAND,
1998).

As peconhas de serpentes botrOpicas apresentam grande atividade proteolitica,
caracteristica responsavel pelos principais efeitos sist€émicos observados apés o acidente ofidico
(BERNARDES et al., 2008). A larga variedade de proteases presentes afetam diferentes etapas
da cascata de coagulacdo sanguinea, podendo induzir incoagulabilidade sanguinea por consumo
de fibrinogénio, responsavel pela coagulacdo do sangue (ESTEVAO-COSTA et al., 2000).
Também possui importantes atividades fisiopatolégicas, com lesdes locais e destrui¢do tecidual
(também devido a acdo proteolitica), promove liberacao de substincias hipotensoras e provoca
lesdes na membrana basal dos capilares por acdo das hemorraginas (acdo hemorragica), que
associada a plaquetopenia e alteragdes da coagulacdo, promovem as manifestagdes hemorragicas

freqiientes ap6s acidente ofidico por serpentes botropicas (PINHO; PEREIRA, 2001).
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Assim os efeitos locais e sistémicos causados pela inoculagdo da peconha da serpente se
manifestam devido a ac@o dessas proteases presentes. Os efeitos locais sdo equimoses, isquemia,
necrose e eventualmente gangrena. As manifestagdes sist€émicas mais comuns sao a inducdo do
estado de choque, distirbios na coagulaciao sanguinea, alteracdes cardiovasculares, hemorragias
gastrintestinais, nduseas, vomitos e hematiria (BARRAVIERA, 1999).

Essas proteases sdo um grupo heterogénio de proteinas com uma larga escala de massas
moleculares entre 15 e 380 kDa (KINI; EVANS, 1992). Muitas sdo proteinas de cadeia tnica
(GAO et al., 1998) e outras sdo proteinas com multi-subunidades (FRY, 1999). As proteases
documentadas até o momento podem ser classificadas de acordo com suas interacdes com
inibidores, em dois grupos: metalo e serinoproteases.

As metaloproteases sdo enzimas dependentes de fons metélicos para exercer sua funcao
bioldgica e tem acdo sobre o fibrinogénio do sangue impedindo a coagulagdo sanguinea
(BERNARDES et al., 2008) . Elas sdo secretadas em uma forma latente e possuem um mol de
zinco por molécula, requerendo ativagdo para desenvolver atividade proteolitica (MATRISIAN,
1990). A remocdo do zinco por agentes quelantes como o EDTA e 1,10 fenantrolina podem
inibi-las, eliminando completamente sua atividade (BJARNASON, FOX, 1988/89).

As serinoproteases sdo caracterizadas principalmente como enzimas com atividade tipo
trombina (KAMIGUTI, SANO-MARTINS, 1995). Tais enzimas possuem um residuo de serina
altamente reativo, o qual exerce um papel critico na catdlise. Inibidores dessas proteases como
diisopropilfluorfosfato (DFP) e o fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) reagem com a serina do
sitio ativo, inativando irreversivelmente essas proteases. Estas proteases sdo andlogas aos fatores
enddgenos da coagulacdo e ativam a cascata sanguinea em etapas especificas (BERNARDES et

al., 2008).
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As proteases em conjunto com outras classes de proteinas, conhecidas como fosfolipases
e miotoxinas, sdo responsdveis pela complexa lesao causada por peconhas botrépicas que se deve
a somatoria dos efeitos isolados dos diferentes componentes, com agdes bioldgicas distintas ou
com acdo sinérgica (BERNARDES et al., 2008).

As fosfolipases A2 (PLA2) sdo enzimas miotéxicas nas membranas plasmdticas das
células musculares (STABELI et al., 2006) extensamente distribuidas na natureza e de alto
interesse médico-cientifico devido ao seu envolvimento em vdrias doencas inflamatdrias
humanas e no envenenamento por peconhas de serpentes e abelhas (NEVALAINEN et al.;
2004). Supde-se que as miotoxinas agem no sarcoplasma, desorganizando os fosfolipideos e o
influxo de fons Ca* (RODRIGUES et al., 1998). Estas enzimas sao encontradas tanto no interior
quanto no exterior das células. As PLA2s extracelulares sdo abundantes em tecidos pancredticos
e nas peconhas de serpentes e artropodes (SOARES, 1997).

As secregOes toxicas liberadas pelas serpentes tambem ocultam compostos protéicos e
enzimas que atuam no tratamento e preven¢do de desordens trombdéticas (OLIVEIRA, 2001), no
efeito da pressdo arterial, na contencdo de crescimento de células malignas e at€é mesmo como
potente analgésico. Alem disso, trabalhos recentes vem demonstrando a acdo dessas peconhas na
viabilidade de varios parasitos, incluindo Leishmania (STABELI et al., 2006; DEOLINDO et al.,
2005; GONCALVES et al., 2002; TEMPONE et al., 2001).

Na regido do Triangulo Mineiro a serpente Bothrops moojeni é a principal causadora dos
acidentes ofidicos confirmados e registrados pelo Hospital das Clinicas de Uberlandia (BRITES;
BAUAB, 1988) e a grande presenca de proteases em sua peconha desperta interesse na

comunidade cientifica. Nos dias atuais, as eficientes técnicas de purificacdo e caracterizacao
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protéica tém permitido o isolamento de proteinas (BERNARDES et al., 2008; STABELI et al.,
2006) e a obtencao de proteinas constituintes da peconha de serpentes ofidicas.

Assim a peconha de serpente Bothrops moojeni apresenta importante atividade
fisiopatoldgica, com lesdes locais e destrui¢do tecidual (acdo miotéxica) (BERNARDES et al.,
2008). Ativa a cascata de coagulacdo sanguinea podendo induzir a incoagulabilidade por
consumo de fibrinogénio (acdo coagulante) e pode promover a liberacdo de substancias
hipotensoras, provoca lesdes na membrana basal dos capilares por acdo das hemorraginas (acdo
hemorragica) (PINHO; PEREIRA, 2001). E, além disso, € capaz de desencadeiar uma rede de
ativacdo ou inibi¢cdo de citocinas, alterando a resposta imune do organismo afetado (COSTA et
al., 2001). Como a infec¢do por Leishmania spp apresenta grande resposta inflamatdria no
hospedeiro € de grande interesse a pesquisa sobre o efeito das proteinas presentes na peconha de

Bothrops moojeni nesse parasito.
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S Objetivos

5.1 Geral

Objetivou-se avaliar a acdo da peconha da serpente Bothrops moojeni sobre a viabilidade

e o crescimento de protozodrios do género Leishmania spp.

5.2  Especificos

. Cromatografar a peconha da serpente Bothrops moojeni;
. Avaliar a atividade das Fracdes protéicas dessa peconha sobre a viabilidade do parasito;
. Avaliar o efeito ‘in vitro’ dessa peconha e de suas Fracdes sobre a producdo de 6xido

nitrico pelo parasito;

. Avaliar o efeito das proteinas presentes na peconha sobre as proteinas de Leishmania spp;
. Avaliar também o efeito ‘in vivo’ da peconha e suas Fragdes sobre o crescimento da lesdao
em camundongos BALB/c provocadas por Leishmania spp;

. Realizar uma caracterizacdo das fracOes protéicas, que apresentaram efeito sobre os

parasitos, quanto ao perfil eletroforético.
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6 Materiais e Métodos

6.1 Obtencao das peconhas

A peconha da serpente Bothrops moojeni foi adquirida do Serpentario Bioagents,
Batatais-SP, sob responsabilidade da bidloga Alexandra Jardim Sandrin. Apds a coleta, a
peconha foi imediatamente dessecada a vacuo em temperatura ambiente e conservada a -20°C até

o momento do uso.

6.2 Fracionamento da peconha bruta de Bothrops moojeni e Fracoes

6.2.1 Cromatografia de troca ionica da peconha bruta de Bothrops moojeni em gel de

DEAE (-) Sephacel

O fracionamento da peconha bruta de B. moojeni seguiu técnicas descritas por
OLIVEIRA (2001). Cerca de 200 mg da peconha bruta de Bothrops moojeni foram dissolvidos
em 2,0 mL de tampao bicarbonato de aménio (AMBIC) 0,05 M pH 7,8, centrifugados a 10.000g
por 10 min em temperatura ambiente e aplicados a uma coluna de DEAE (-) Sephacel (Sigma
Chemical Co) (1,5 X 15 cm). As amostras foram eluidas com um gradiente convexo de
concentracdo de bicarbonato de amdnio (0,05 — 0,3 M) pH 7,8, utilizando uma camara de mistura
com um volume de 150 mL. As Frag¢des, contendo 3,0 mL cada, foram coletadas num fluxo de

20 mL/hora, por um coletor de Fracdes Bio Rad. A absorbancia de cada Fracdo foi acompanhada



31

em 280 nm, num espectrofotdmetro ULTROSPEC 1000E (Pharmacia Biotech). Em seguida um
gréfico foi construido, sendo as amostras delimitadas, reunidas em “pools”, dosadas, liofilizadas

e armazenadas a - 20 °C até o momento de uso.

6.2.2 Cromatografia de exclusao molecular em Sephadex G-75 das Fracoes obtidas

As principais Fragdes obtidas na cromatografia de troca idnica, e que, apresentaram
melhores efeitos sobre o parasito, foram reunidas em um “pool”, liofilizadas, ressuspendidas em
3 mL de tampao AMBIC 0,05 M, pH 7.8, e aplicadas a uma coluna de Sephadex G-75 (Sigma
Chemical Co) (1,0 X 100 cm), equilibrada com o mesmo tampao (AMBIC 0,05 M). As Fracdes

foram coletadas, monitorizadas e reunidas conforme descrito no item anterior.

6.3  Determinacio quantitativa de proteinas

As dosagens protéicas em solugdes contendo de 0,1 a 2,0 mg de proteina seguiram o

método do microbiureto, conforme descrito por ITZHAKI e GILL (1964). A reta padrao foi

construida utilizando-se soroalbumina bovina.

6.4  Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicoes desnaturantes para a
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determinacio do peso molecular

A determinacdo da massa aparente das amostras foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 14%, com agentes desnaturantes, conforme a técnica descrita por LAEMMLI
(1970). Foi utilizado um gel de empilhamento a 5% em pH 6,8 contendo 0,125M de Tris-HCl e
0,1% de SDS e um gel de separacdo a 14% em pH 8,8 e 0,1% de SDS, mantendo a relacdo

acrilamida:bis-acrilamida de 30:0,8 (m/m).

O padrao de massa molecular utilizado foi fosfolirase b (97 kDa), albumina soro bovina
(66 kDa), albumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20.1 kDa) e a-
lactoalbumina (14.4 kDa). Os géis foram corados em Coomassie brilhante blue R-250 e ou
Nitrato de Prata. A massa relativa das proteinas foi estimada pelo software Kodak 1D image

analysis.

6.5 Parasitos

Os parasitos foram obtidos por meio de cultivo axénico de promastigotas de Leishmania
(Leshmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS8), doadas do Centro de Controle de Zoonoses do
municipio de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil, e Leishmania (Viania) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), doadas do Centro de Doencas Infecciosas da Universidade Federal do
Espirito Santo, Vitéria, Brasil, em meio BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid LTD, Basingstoke,

Hampshire, UK) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab, Campinas, BR), 1% de
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antibidtico e 1% de L-glutamina (Gibco BRL-Life Technologies, New York, USA) a 25°C até
atingirem a fase estacionaria.

A alta viruléncia das cepas foi obtida pela inoculagdo das mesmas em camundongos
BALB/c. Foram avaliados os parametros: formac¢do de lesdes cutianeas e tempo de evolugdo das

lesoes.

6.6 Tratamento das formas promastigotas de Leishmania com peconha Bothrops

moojeni e suas Fracoes

Leishmania promastigotas foram cultivados em placa de 96 pocos (2 x 10°
parasitos/poco) e incubados a 25° C por 72 horas com diferentes concentragdes de peconha bruta
de Bothrops moojeni (25, 12.5, 3.125, 1.56 pg) ou suas Fragdes protéicas obtidas por
cromatografia (2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 pg) ou anfotericina B (25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 pg),
controle positivo, em triplicata. A viabilidade dos parasitos foi analisada por teste MTT. Depois
as placas foram centrifugadas e o sobrenadante foi coletado para determinacdo da producdo de
Oxido Nitrico pelos parasitos. As amostras de parasitos tratados também foram utilizadas para
analise do efeito da peconha de Bothrops moojeni no perfil protéico de Leishmania spp. Depois
de centrifugacdo, o sedimento foi tratado com dodecil sulfato de s6dio (SDS) e 2-mercaptoetanol

e aquecido a 100 °C por trés minutos e entdo corridas em gel de Poliacrilamida a 14%.
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6.7  Determinacao da viabilidade celular pelo método do MTT

A viabilidade celular de Leishmania spp foi determinada pelo método do MTT (3-(4,5-
Dimetil-2-Tiazolil)-2,5-Difenil-2H-Tetrazolium-Bromidico) de acordo com MOSMANN, 1983.
Ap6s o cultivo dos parasitos em placa de 96 pocos, a mesma foi centrifugada a 2.000 x g por 15
minutos a temperatura ambiente, sobrenadante foi coletado para dosagem de Oxido Nitrico
produzido pelos parasitos, e foram adicionados 100 pL. de meio BHI completo e fresco e em
seguida 10 uL de solucdo de MTT a 5 mg/mL e a reac@o ocorreu durante 4 horas. Em seguida, a
reacdo do MTT foi interrompida com 100 pL de isopropanol-dcido (2,5 mM é&cido cloridrico em
Isopropanol) e incubada por 10 minutos. A leitura foi feita a 540 nm em leitor de placas
(Molecular Devices, USA) a 570 nm (ABS). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A

taxa de viabilidade foi calculada pela seguinte equacao:

% viabilidade = ABS teste x 100 - 100

ABS controle

6.8  Dosagem de Oxido Nitrico pelo Método de Griess

A producdo de 6xido nitrico (NO) foi analisada pelo método de Griess descrito por
GREEN e cols. (1982). Para dosagem de NO foi utilizada uma curva padrao com N,NO; (peso
molecular 69) e a curva iniciada com 200 uM ate a 11° dilui¢do na razdo 2, em dgua destilada.
As amostras (sobrenadante de cultura de parasitos) foram utilizadas puras. O reagente de Griess

foi preparado adicionando-se em uma solucdo a 2,5% de H3;PO, Sulfanildamida (para a
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concentracdo de 1%) e a-Naftiletilenoaminohidrocloro (NEED) (para concentracio de 0,1%). A
reacdo foi realizada adicionando-se 100 uL de cada dilui¢do da curva em placas de 96 pocos e
também as amostras de sobrenadante de cultura de parasitos. Em seguida, foram misturadas na
propor¢do de 1:1, NEED e Sulfanilamida (reagente de Griess) e adicionados 100 pL nos pogos
contendo a curva e as amostras. A reacao foi lida em leitor de microplacas a 540 nm (Molecular
Devices, USA). Como controle da reacao foi utilizado 100 uL de dgua adicionado de 100 puL do

reagente de Griess. Todas as reagdes foram feitas em triplicatas.

6.9 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, fémeas de 6 a 8
semanas, mantidos no Biotério do Laboratério de Experimentagdo Animal da Universidade

Federal de Uberlandia (LEA-UFU).

6.10 Infeccdo experimental em camundongos

Formas promastigotas metaciclicas de Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS),
na fase estaciondria mantidos em cultura sem tratamento, tratadas com 25 pg de peconha de
Bothrops moojeni ou com 5 ug da Fracdo E5 foram colhidas, centrifugadas por 10 minutos a
1000 x g, e ressuspensas em salina tamponada com fosfatos (PBS a 0,15 M, pH 7,2). A contagem

dos parasitos foi realizada em cAmara de NEUBAUER e ajustada para a concentracio de 2 x 10°
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parasitos em 50 uL. de PBS. O in6culo foi realizado por via subcutinea no coxim plantar de

camundongos BALB/c. Em todos os tratamentos foram utilizados animais em triplicata.

6.11 Evolucao da lesao

A evolucdo da lesdo nos animais infectados e no grupo controle (somente tampao PBS)
foi avaliada semanalmente, por um periodo de 10 semanas, pela medida do tamanho da lesao da
pata infectada em relacdo a medida da pata contra lateral ndo infectada, utilizando-se de um
especimetro manual (Mitutoyo). Os resultados foram expressos como média +/- e desvio padrao

das diferencas do tamanho da pata infectada e a contra lateral ndo infectada.

6.12 Analises Estatistica

Comparagdes estatisticas foram realizadas por andlises das varidncias (one-way-
ANOVA) e as diferencas estatisticas dos dados foram analisadas por teste de comparacio
multipla de Tukey (Statistics Package for Social Sciences, version 10.0). As diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0.05.
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7 Resultados

7.1 Fracionamento da peconha de Bothrops moojeni e suas Fracoes protéicas.

7.1.1 Cromatografia de Troca Ionica (DEAE (-) Sephacel) e SDS-PAGE das Fracoes

protéicas obtidas

Peconha de B. moojeni foi fracionada em cinco Fracdes protéicas através da
cromatografia de troca idnica em coluna DEAE (-) Sephacel, que foram denominadas de Fracao
El, E2, E3, E4 e E5 (Fig. 3A). Depois da cromatografia foi feito um gel de SDS PAGE a 14%
com agentes desnaturantes com as mesmas concentra¢des de cada Fracdo (Fig. 3B), E1 mostrou
conter proteinas bem evidentes com peso molecular estimado em 14 kDa, 15 e 24 kDa (Fig 3B).
A Fragdo E2 apresenta fortes bandas coradas com peso molecular correspondente a 15 e 24 kDa.
Trés principais bandas s@o observadas na Fracdo E3, com aproximadamente 36, 25, 15 kDa. A
Fracao E4 mostrou bandas pouco coradas e com 15, 27 e 46 kDa. As proteinas presentes na
Fracao E5 ndo apresentam forte marcagdo, mas as proteinas de 15 e 35 kDa sdo claramente

visiveis (Fig. 3B).
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Figura 3 — Proteinas da peconha de Bothrops moojeni e Fragdes protéicas obtidas por
Cromatografia de Troca I6nica. (A) Peconha de B. moojeni foi fracionada em cinco Fracdes
protéicas através de cromatografia de tor¢a iOnica em coluna DEAE (-) Sephacel e foram
denominadas de Fracdo El, E2, E3, E4 e ES5; (B) Gel SDS-PAGE (14%) em condi¢des
desnaturantes das FracOes protéicas obtidas da cromatografia de DEAE (-) Sephacel. Linha 1 —
padrdo de peso molecular; Linha 2 — peconha de Bothrops moojeni; Linha 3 — Fracdo El; Linha
4 — Fracdo E2; Linha 5 — Fracao E3; Linha 6 — Fracdo E4; Linha 7 — Fragcdo ES. O gel foi corado

com coomassie brilhante blue R-250.
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7.2 Cromatografia de Exclusao Molecular (Sephadex G-75) e SDS-PAGE das

subFracoes protéicas da Fracao ES

Ap6s os estudos realizados com as Fracdes obtidas apds cromatografia de troca iOnica, 0s
resultados com a Fracdo ES nos levaram a realizar uma nova cromatografia, agora de exclusdo
molecular em resina Sephadex G-75. A Fracdo ES foi reunida em “pool” protéico e eluida com
tampao AMBIC em coluna de exclusdo molecular, permitindo que as proteinas de maior peso
molecular sejam coletadas primeiro € as com menores pesos sdo coletadas por ultimo. Foram
obtidos seis novos picos de Fracdes protéicas, chamados de E5G1, E5SG2, ESG3, E5G4, ESGS5 e
E5G6 (Fig. 4). Ap6s a cromatografia foi realizado um gel de SDS PAGE a 14% com agentes

desnaturantes com as mesmas concentragdes de cada subFra¢do da Fracdo ES (Fig. 5),
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Figura 4 — Cromatografia de Exclusao Molecular das SubFracdes protéicas da peconha de
Bothrops moojeni. A Fracao protéica ES, obtida apds a peconha de Bothrops moojeni ser eluida
em cromatografia de coluna DEAE (-) Sephacel, foi fracionada em seis Fracdes protéicas através

de cromatografia Sephadex G-75 (E5G1, E5G2, ESG3, E5SG4, ESGS, ESG6)
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Figura 5 - Eletroforese em Poliacrilamida a 14% em condi¢des desnaturantes das subfracdes da
fragao ES. Linha 1 — padrio de peso molecular; Linha 2 — Subfracdo ESG1; Linha 3 — Subfracio
E5G2; Linha 4 — Subfracdo E5G3; Linha 5 — Subfragdo ESG4; Linha 6 — Subfracio E5GS;

Linha7 — Subfracao E5G6; Linha 8 — Fracdo ES. O gel foi corado com Nitrato de Prata.

7.3  Analise do efeito da peconha de B. moojeni e suas Fracoes protéicas em

Leishmania

A peconha de B. moojeni e suas Fragdes protéicas foram utilizadas para analise sobre a
viabilidade de Leishmania através da degradacdo de MTT pelas células vivas, e a peconha bruta
e a Fracdo E5 demonstraram atividade sobre a viabilidade dos parasitos atingindo uma taxa de
50% de morte, enquanto as outras Fracdes (E1, E2, E3 e E4) mostraram alteragdes irregulares na
viabilidade celular. Foi observado que tanto a peconha bruta quanto a Fracdo E5 apresentam

atividade inibitéria dose dependente, apresentando maior taxa de morte de acordo com o



42

aumento da dose no tratamento (Fig. 6). L. (L.) amazonensis demonstrou maior sensibilidade ao
tratamento, tanto para a peconha bruta (= 0.78 pg) quanto para a Fracdo E5 (= 0.156 ng) (Fig.
6A e 6B). L. (V.) braziliensis foi sensivel ao tratamento somente em altas concentracdes da
peconha bruta de Bothrops moojeni (25 e 12.5 pg) e quando a concentracdo da Fracdo ES era
baixa (0.156 pg), havendo aumento na viabilidade em altas concentracdes deste tratamento (Fig.
6A e 6B). Durante o tratamento com anfotericina B ambas as cepas apresentaram-se sensiveis
em todas as concentracdes analisadas (Fig. 6C) e andlises estatisticas entre a anfotericina e
peconha e suas Fragdes mostraram que eles agem significativamente diferente um do outro, com
p < 0.001, e somente a comparacdo entre peconha e a Fracdo E5 ndo mostrou diferencas
estatisticas entre eles. Entretanto todos os tratamentos apresentaram-se distintos devido a forma

de atuagdo de cada um na viabilidade celular.
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Figura 6 — Viabilidade de Leishmania amazonensis (PH8) e Leishmania brasiliensis (M2903)
utilizando o teste MTT. Parasitos (5 x 10° células/poco) foram incubados por 72 horas com
peconha bruta (A), Fragdao E5 (B) ou anfotericina B (C), em diferentes concentragdes, e entao
tratadas com MTT a 5 mg/ml. Foi observado que a peconha inibe a viabilidade de ambas as

cepas de parasitos de forma dose dependentes, enquanto a Fracdao ES5 inibe somente a cepa de L.

amazonensis.
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A Fracao E5 foi reunida em pool protéico e eluida em cromatografia de exclusdo
molecular, em resina Sephadex G-75, e assim seis novos picos foram obtidos que foram testadas
na viabilidade celular de Leishmania (L.) amazonensis e o parasito somente foi sensivel as
subFragoes ESG1 (= 0.156 pg) e ESGS (= 0.313ug). A viabilidade dos parasitos foi diminuida de
forma dose dependente (Fig 7). Nessas subFracdes estdo, provavelmente, as proteinas

responsaveis pelos efeitos observados apds tratamento com a Fracao ES.
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Figura 7 - Viabilidade de Leishmania (L.) amazonensis utilizando o teste MTT. Parasitos (5 x
10° células/poco) foram incubados por 72 horas com as subFracdes E5SG1 e E5G5 da Fracdo E5
da peconha de Bothrops moojeni, em diferentes concentragdes, e entdo tratadas com MTT a 5

mg/ml.

Em adicdo, as proteinas de Leishmania spp tratadas com peconha, Fracdo ES5 e
anfotericina B foram analisadas em SDS-PAGE a 14%. Foi observado interessante perfil
eletroforético das proteinas de L (L.) amazonensis depois do tratamento com a peconha bruta de
B. moojeni quando comparado com parasitos ndo tratados. A proteina com peso molecular de
aproximadamente 64 kDa sofreu aparentemente processo de degradacdo resultando em duas

outras proteinas de 56 ou 51 kDa respectivamente (Fig 8). Entretanto quando o tratamento dos
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parasitos foi feito utilizando a Fragdao ES ou a anfotericina B ndo foi observado mudanca no

perfil protéico por eletroforese (Fig. 8).
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Figura 8 — Perfil protéico de L.(L.) amazonensis (A) e L.(V.) brasiliensis (B) por gel SDS—
PAGE (14%) em condicdes desnaturantes depois do tratamento. A proteina de 64 kDa de
Leishmania spp €, aparentemente, degradada em outras duas proteinas de 56 e 51 kDa
respectivamente. Linha 1 — padrido de peso molecular; Linha 2 e 3 — Leshmania sem tratamento;
Linha 4 e 5 - Tratamento com peconha (25 ug ); Linha 6 e 7 — Tratamento com Fragao ES5 (5 pg);

Linha 8 e 9 - Tratamento com Anfotericina B (25 pg). O gel foi corado com Nitrato de Prata.
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7.4  Analise da producao de 6xido nitrico por promastigotas de Leishmania apos

tratamento com peconha de Bothrops moojeni e suas Fracoes protéicas

Os niveis de NO foram determinados em sobrenadantes da cultura de formas
promastigotas de L (L.) amazonensis e L (V.) braziliensis tratadas por 72 horas com as Fracdes
protéicas e a peconha bruta de B. moojeni e anfotericina B em diferentes concentragdes. Na
analise do sobrenadante da cultura de L (L.) amazonensis (Fig. 9) foi observado que a Fragdao E5
(Fig. 9B) e a peconha inibem fortemente a producdo de NO pelos parasitos em diferentes
concentracoes (Fig. 9A) e apresentam significativas diferencas estatisticas com p < 0.001 quando
comparados com o tratamento com anfotericina B. Por outro lado, quando os sobrenadantes da
cultura de L. (V.) braziliensis foram analisados (Fig. 9) foram observados aumento na producdo
de NO pelo parasito tratado com a Fracao E5 (Fig. 9B), em qualquer concentragdo enquanto a
peconha mostra inibi¢do irregular na sintese de NO, ndo apresentando caracteristica dose
dependente com a droga (Fig 9A). O tratamento dos parasitos L. (V.) braziliensis com
anfotericina B leva ao aumento na produ¢do de NO de acordo com a concentracdo do tratamento

(Fig. 9C).
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Figura 9 — Efeito do tratamento na produgdo de Oxido Nitrico (NO) de L. (L.) amazonensis
(PH8) e L. (V.) brasiliensis (M2903). Os niveis de NO foram determinados no sobrenadante da
cultura dos parasitos tratados com peconha (A), Fracdo ES de B. moojeni (B) e Anfotericina B
(C), em diferentes concentracdes, ou sem tratamento (meio de cultura BHI). Fracdo ES5 e a

peconha inibem fortemente a produ¢do de NO em diferentes concentragdes em L. amazonensis.
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7.5  Avaliacao do efeito do tratamento com peconha e Fracao ES na evolucao da

lesao

Os resultados mostraram que parasitos Leishmania (L.) amazonensis provocam lesdes em
camundongos de linhagens susceptiveis (BALB/c). Durante o periodo de acompanhamento da
evolugdo da lesdo realizada até a 6 semana, verificou-se que a espessura das patas dos animais
infectados com parasitos nao tratados até este periodo, aumentou em relagdo a pata contralateral
ndo infectada (Fig. 10). As lesdes produzidas nos animais devido a infec¢cdo foram de aspecto
nodular, e ndo ulcerada. Assim os camundongos da linhagem BALB/c infectados com os
parasitos ndo tratados desenvolveram aumento das patas com as mesmas apresentando-se
também levemente edemaciadas e o desenvolvimento da lesdo comecou a surgir apds a 4*
semana. Ja os animais inoculados com o0s parasitos tratados com peconha (25 pg) e com a Fracdo
ES (5 pg) ndo desenvolveram lesdes, ou apresentaram lesdes pouco significativas nas linhagens
murinas do estudo (Fig. 10).

Pela a andlise dos dados apresentados no presente trabalho, os parasitos tratados
mostraram-se menos infectantes, devido ao pouco crescimento das lesdes cutdaneas aparentes.
Além disso, camundongos BALB/c infectados com o parasito ndo tratado teve o
desenvolvimento da lesdo significantemente maior que os camundongos inoculados com
Leishmania amazonensis tratadas (Fig. 10). Os dados mostram que os camundongos BALB/c
infectados com os parasitos ndo tratados foram mais sensiveis que os camundongos com

parasitos tratados.
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Figura 10 — Efeito da peconha de Bothrops moojeni e da Fragdo E5 na progressao da lesdo de
camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis. Camundongos BALB/c foram infectados
com 10° formas promastigotas de L. (L.) amazonensis nao tratadas (L. ama), tratadas com
peconha (25 pg) ou com Fracao ES (5 ug) e foram monitorados durante 6 semanas apds infeccao
e com a manutencdo de animais controle (PBS). O tamanho da lesdo foi obtido a partir da
diferenca entre a medida do coxim plantar infectado e o coxim plantar contralateral ndo
infectado. As barras indicam o desvio padrao das diferencas entre a média das medidas dos
coxins plantares (n=3). Observa-se que os animais inoculados com os parasitos tratados com
peconha e com a Fracdo E5 ndo desenvolveram lesdes, ou apresentaram lesdes pouco

significativas nas linhagens murinas do estudo.
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8 Discussao

Os estudos envolvendo Leishmania spp apresentam o foco na forma extracelular do
parasito, conhecido como promastigota, ao invés da forma amastigota, devido a facilidade de
manutencdo de cultura in vitro e de ndo envolver outra cultura de células, como macréfagos. Em
nosso estudo avaliamos o efeito da peconha de Bothrops moojeni em promastigotas de
Leishmania spp no que se refere a viabilidade celular, a atividade proteoliticas de suas proteinas
sobre o parasito e a producdo de 6xido nitrico in vitro além de estudarmos os efeitos na
infectividade dos parasitos in vivo.

A peconha de Bothrops moojeni foi eluida em cromatografia de coluna de DEAE (-)
Sephacel. O fracionamento da pegonha em cromatografia de troca ibOnica resultou em cinco
Fragdes. Uma forte banda protéica corada de aproximadamente 15 kDa foi observada na Fracao
El, que poderia se uma miotoxina identificada por SOARES e cols.. (1998 e 2000). A Fragdo E2
apresentou uma banda correspondente a 24 kDa, que tem tamanho relacionado a
metaloproteinase isolada por BERNARDES e cols.. (2008) e essa Fracdo protéica ainda
apresenta forte atividade proteolitica sobre a azocaseina e o fibrinogénio sanguineo identificados
no nosso laboratério (dados nao mostrados). Trés principais proteinas foram observadas na
Fracao E3, e de acordo com OLIVEIRA (2001), a proteina de peso molecular de
aproximadamente 36 kDa pertence a uma familia de proteases com efeito antitrombético, e com
capacidade de uso medicinal. Quando analisamos as proteinas presentes na Fracdo ES,
observamos a presenga de proteinas pouco marcadas, mas com peso molecular de
aproximadamente 15 e 35 kDa. Entretanto essa Fracdo também deve conter proteinas conhecidas

com L-amino oxidase (LAO) com 70 kDa, que foram isoladas por TEMPONE e cols.. (2001) e
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responsavel pela coloracao amarelada da peconha da serpente. LAO também € conhecida por seu
efeito antiparasitario (TEMPONE et al., 2001).

Em nosso estudo, o efeito da peconha de Bothrops moojeni na viabilidade dos parasitos
foi analisado utilizando o MTT como substrato depois do tratamento das Leishmanias por 72
horas com a peconha bruta e as Fragdes protéicas obtidas da cromatografia de troca idnica
(DEAE (-) Sephacel). Neste trabalho nos demonstramos que a peconha € capaz de reduzir a
viabilidade de ambas as espécies estudadas, embora L. (L.) amazonensis tenha se apresentado
mais sensivel ao tratamento (> 0.78 pg) e L. (V.) braziliensis somente foi sensivel a altas
concentracoes da peconha (25 e 12.5 pg).

Em relacdo as Fracoes estudadas, somente a Fracao ES afetou efetivamente a viabilidade
de L.(L.) amazonensis (= 0.156 ug), enquanto as outras Fracdes (El1, E2, E3 e E4) tiveram
resultados negativos na viabilidade, com algumas concentra¢cdes aumentando a viabilidade das
células. Devido ao diferente resultado da peconha e suas FracOes obtidas apds a cromatografia
nas cepas dos parasitos, os mesmos indicam que o tratamento e a dose sdo diferentes para cada
espécie, embora ambas as drogas tenham atuacdo eficiente na morte dos parasitos. Essa diferenca
€ passivel de explicagdo, pois existe todo o envolvimento do gendtipo da espécie para a
viruléncia, efetividade, capacidade de desenvolver patogenia e a resisténcia a drogas dos
parasitos (SMITH et al., 2007).

A Fracdo ES5 foi novamente cromatografada e resultou em seis novos picos que também
foram testados na viabilidade celular dos parasitos. Entretanto somente as subfracdes E5G1 e
E5GS, que provavelmente apresentam as proteinas responsaveis pelos efeitos observados durante
o tratamento com a Fracdo E5. De acordo com TEMPONE e col. (2001) a proteina LAO

apresenta atividade antileishmania, e apresenta peso molecular de 70 kDa, que possivelmente
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seria eluida por cromatografia de exclusao molecular na subFracio E5G3, que ndo apresentou
atividade no nosso trabalho. Acreditamos que isso pode ocorrer devido a liofilizacdo realizada
apo6s cada cromatografia para concentracdo das Fracdes obtidas, e OLIVEIRA (2001) demonstra
a perda de funcdo de algumas proteinas apds o processo de liofilizagdo. E assim, nossos
resultados mostram o efeito de novas proteinas na viabilidade de Leishmania.

A peconha de Bothrops moojeni também foi capaz de alterar o perfil das proteinas
padrdes apresentadas por Leishmania spp. Através de analise por SDS-PAGE, um perfil
eletroforético diferente foi observado nas proteinas de parasitos tratados ou ndo tratados com a
peconha de Bothrops moojeni e suas Fragdes protéicas. Proteinas de Leishmania spp ja vem
sendo descritas e isoladas por diferentes métodos e em diferentes espécies, com uma diferenca de
constituicdo protéica especifica (KUBAR; FRAGAKI, 2006), embora ocorra manutengdo dos
genes de Leishmania por mais de 50 milhdes de anos (LYNN; McMASTER, 2008). Uma banda
protéica de 64 kDa apresentou um perfil eletroforético diferente apds tratamento com a peconha
(Fig. 8). Esses resultados sugerem que a peconha de Bothrops moojeni alterou as proteinas de
Leishmania provavelmente pela degradacdo das proteinas comumente produzidas. Alem disso,
foi observado a acdo da peconha sobre o meio de cultura dos parasitos (BHI completo
suplementado com 10% SFB), também com degradacdo das proteinas presentes no meio (dados
nao mostrados). Essa atividade da peconha pode ser explicada pela sua caracteristica
proteolitica, ja& amplamente descrita (BERNARDES et al., 2008). Baseado nessas observacoes
nos acreditamos que a peconha provavelmente altera o meio de cultura dos parasitos e influencia
0 mesmo a crescer em ambiente alterado e leva a alteragdes fisioldgicas do parasito para se
adaptar ao novo meio (CLAYTON, 2002), além de também promover a atividade proteolitica

sobre o proprio parasito.
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A peconha e as Fragdes também foram analisadas quanto a alteracdo na produgdo de NO
basal de Leishmania. GENESTRA e cols.. (2006) demonstraram que promastigotas de L. (L.)
amazonensis produzem 6xido nitrico, através da utilizacdo de L-arginina presente no meio pela
6xido nitrico sintase (NOS), sugerindo uma associacio entre a infectividade do parasito com a
capacidade de produzir NO no meio, o que facilitaria a fagocitose dos mesmos pelos macréfagos.
Quando GENESTRA e cols., (2006) compararam a producao de NO pelos parasitos infectivos
(promastigotas metaciclicos) e pelos parasitos nao infectivos eles observaram significativo
aumento de NO pelos parasitos infectivos. Nossos resultados indicam, através das andlises do
sobrenadante da cultura de L (L.) amazonensis, que a Fracdo ES e a peconha inibem fortemente a
sintese de NO pelos parasitos em diferentes concentracdes. Por outro lado, quando os
sobrenadantes da cultura de L. (V.) braziliensis foram analisados, observou-se uma aumento na
producao de NO pelos parasitos tratados com a Fracdo ES, em todas as concentragdes testadas,
enquanto que a peconha alterou de forma irregular a sintese de NO (Fig 9A). Assim, a
infectividade de Leishmania pode ter sido alterada pelo tratamento com a pegonha.

Esse fato também pode ser observado pelo ndo crescimento de lesdo na pata dos
camundongos inoculados com os parasitos tratados durante seis semanas de estudos (Fig. 10).
Através dos nossos resultados sugerimos que o tratamento com a peconha ou com a Fracdo ES
afeta a estrutura celular dos parasitos (observado por eletroforese SDS-PAGE na fig. 8),
dificultando que o mesmo se ligue adequadamente aos receptores das células fagocitarias, nao
permitindo a internalizardo dos parasitos ou fazendo com que os macréfagos desenvolvam uma
resposta eficiente contra Leishmania. Em trabalho de AFONSO-CARDOSO e cols. (2007), foi
analizado o efeito da lectina de Synadenium carinatum na resposta imune de camundongos

BALB/c infectados com L. amazonensis demonstrando que a resposta efetiva a produgdo de
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anticorpos estd diminuida e hd aumento de citocinas responsaveis pelo perfil TH1 caracteristico
do controle da infec¢do por Leishmania e conseqiiente ndo aparecimento da les@o nas patas dos
camundongos tratados com a lectina, corroborando com os nossos resultados.

O uso da Anfotericina B ndo modificou as proteinas e a produ¢do de NO por Leishmania
spp- O modo de a¢do da anfotericina B consiste na alteracdo da molécula de ergosterol da célula,
que e um esterdide presente na membrana de Leishmania, aumentando a permeabilidade da
membrana celular e isso permite a forma¢dao de um fluxo de fons para o interior do parasito e
assim provocando a morte da célula (ELLIS, 2002).

A peconha de Bothrops moojeni parece atuar de modo diferente. GONCALVES e cols.
(2002) demonstraram, por microscopia eletronica, que ocorrem modificacdes na molécula de
mitocondria da célula apds tratamento com peconha de Bothrops jararaca. Essa alteracdo
mitocondrial indica que a peconha pode alterar a cadeia respiratéria do parasito, e
consequentemente diminuindo os niveis de moléculas de ATP levando a falta de energia para a
célula e finalmente a morte do parasito.

O presente trabalho demonstra os efeitos da peconha de Bothrops moojeni e suas Fragcoes
protéicas (Fracdo E5) em parasitos L. (L.) amazonensis e L. (V.) brasiliensis in vitro. Nossos
dados estao de acordo com os resultados obtidos por TEMPONE e cols. (2001) que observaram a
atividade da proteina L-amino oxidase presente na peconha de Bothrops moojeni na morte de
parasitos da espécie Leishmania spp. Nossos resultados mostram que a peconha de Bothrops
moojeni apresentam proteinas que inibem a producdo de NO pelos parasitos, alteram as proteinas
comumente produzidas e reduzem a viabilidade de promastigotas de Leishmania spp ‘in vitro’.

Além disso, observamos que a infectividade dos parasitos tratados com a peconha bruta e com a
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Fracdo ES esta diminuida, com auséncia de lesdo nas patas dos camundongos inoculados com

parasitos tratados com as respectivas drogas.
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9 Conclusao

Diante dos resultados do presente estudo concluimos que:

A peconha de Bothrops moojeni apresenta efeito sobre as formas promastigotas de
Leishmania spp, sendo capaz de modificar as proteinas comumente produzidas pelo parasito.

A peconha e suas Fragdes protéicas obtidas apds diferentes cromatografias reduzem a
viabilidade celular e a produc¢do de NO de Leishmania, levando a diminui¢do da infectividade
dos parasitos tratados, observada pela auséncia de lesdo nas patas dos camundongos inoculados

com parasitos tratados com as respectivas drogas.
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