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ANNA LEA SILVA BARRETO

Atividade anti-Leishmania amazonensis do extrato da esponja marinhaStoeba
latex.

ORIENTADOR: Rosangela Maria de Araujo Soares

Resumo da Dissertacdo de Mestrado apresentadaogmafa de Pés-Graduacdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiolagi Prof. Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como pdo® requisitos necessarios a
obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas

O estudo teve como objetivos avaliar o empregoxi@t® aquoso d&toeba
latex sobreLeishmania amazonensisom testef vitro, em formas promastigotas e em
cultura de macroéfagos infectados, analisando adatie leishmanicida, a acdo sobre
proteases celulares, atividade da enzima argimasiteracdo parasimacrofago e na
ultraestrutura do parasito. Os promastigotas fareacidos em meio Schneider Insecta
a 26C. Para realizacdo dos experimentos, os parasitamfcrescidos na presenca ou
na auséncia do extrato aquoso $teeba latexO teste de atividade leishmanicida
revelou valores de MIC e kg de 372 e 150 pug/ml, respectivamente. “In vitro”, o
extrato foi capaz de inibir parcialmente a ativielald enzima arginase e a atividade de
serina proteases. Parasitos crescidos na preseni&xyddo extrato aquoso tiveram a
expressdo de gp63 e cisteina protease b aumemtadadancas no perfil de proteinas
totais associadas a célula com a diminuicdo daesgfo de proteinas de 40, 21 e 10
kDa. O extrato aquoso d& latexprovocou altera¢des ultraestruturais no nucleos n
acidocalcissomas de promastigotad.damazonensjgjuando estes eram crescidos em
150 pg/ml do extrato. Quando analisamos o efeitoegvato sobre amastigotas
intracelulares, observamos reducédo de 32,6% demeia de macrofagos infectados,
apos 24 horas de tratamento; no entanto, ndo feéreada influéncia na interacéo
parasito-macrofago. Levando-se em consideracdooblepnatica da resisténcia ao
tratamento e os efeitos colaterais provocados pgeasos medicamentos usualmente
utilizados no combate as leishmanioses, além dafeogdoLeishmaniaHIV, nosso
estudo revela novos aspectos sobre o emprego gdcegtn esponj&. latexsobreL.
amazonensis

Palavras chavé:eishmania amazonensiStoeba latexarginase; enzimas proteoliticas



ANNA LEA SILVA BARRETO

Activity against Leishmania amazonensis extract from the marine
spongeStoeba latex

ORIENTADOR: Rosangela Maria de Aratjo Soares

Abstractda Dissertacdo de Mestrado apresentada ao ProglarRés-Graduacdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiol@gi Prof. Paulo de Gobes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como pdo® requisitos necessarios a
obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas

The goal of this study was to evaluate the useqokaus extract oStoeba latexon
Leishmania amazonensis vitro tests. Promastigote forms and infecteccrophages
were used, analyzing the leishmanicidal activitbe fction of cellular proteases, the
enzyme arginase, effect on parasite-macrophageaatiens and the ultrastructure of
the parasite. The promastigotes were grown in Sdaris Insecta medium at %5 and
then the experiments were performed after the pjlasawere grown in the presence or
absence of aqueous extractStbeba latexThe tests showed leishmanicidal activity
values of MIC and Igy of 372 and 150 pug/ml, respectively. The extracs whle to
partially inhibit the activity of the enzymes argse and serine proteases "in vitro”. The
aqueous extract ofs. latex induced ultrastructural changes in the nucleus and
acidocalcisomes df. amazonensipromastigotes, when they were grown in Lgiml
extract. When analyzing the effects of the ext@actintracellular amastigotes, it was
observed a 32.6% reduction in the percentage etiaefl macrophages, after 24 hours
treatment. However, there was no effect on parasgerophage interaction. Parasites
grown in the presence of the aqueous extract ai@ggconcentration presented an
increase on the expression of gp63 and cysteinegse b, as well as changes in the
profile of total protein associated with cell, whigresented a decrease on the
expression of proteins of 40, 21 and 10 kDa. Takimg account the problem of
resistance to treatment and side effects causetieojew drugs usually used against
leishmaniasis, and coinfection of Leishmania-HIUr study shows new aspects on the
use ofS. latexextract orL. amazonensis

Key words:Leishmania amazonensStoeba latexarginase, proteolytic activity.
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1 - INTRODUCAO

1.1- O GéneroLeishmania

A primeira observacdo de parasitos do génkeishmaniafoi feita por
Cunningham (1885) na india, em casos de leishmanizseral; no Brasil, em 1855
Cerqueira observou a existéncia da leishmaniosineatidentificando-a como “botéao
de Biskra”. Entretanto, a natureza leishmaniotes ldsdes cutdneas e mucocutaneas so
foi confirmada por Lindenberg em 1909 e Gaspar Waarem 1911 denominou-a
Leishmania brasiliensidNEVES, 1998).

No Brasil, até a década de setenta, todos os adsokishmaniose eram
atribuidos aL. brasiliensis porém com o aprimoramento de técnicas de anafises
estudos epidemioldgicos, outras espécies foram rithlssccomo causadoras da
leishmaniose tegumentar (LT) (BASANO & CAMARGO, 200

Estes protozoarios alocam-se no sub-reino ProtddoaSarcomastigophora,
subfilo Mastigophora, ordem Kinetoplastida e familirypanosomatidae. Essa ordem
abrange individuos com uma organela caracteristicajetoplasto, que contém DNA e
€ capaz de auto-replicacdo (REY, 1991; MURR& I, 2004).

O géneroLeishmaniafoi subdividido em complexos fenotipicos agrupados
dois subgénerosieishmania e Viannia O subgéneroViannia tem distribuicdo
neotropical, causam leishmaniose cutanea e mucwaté compreende as espécies
descritas primeiramente como do compléxobrasiliensis como:L.(V.) brasiliensis, L.
(V). guyanensisL.(V.) panamensise L.(V.) peruviana (REY, 1991). O subgénero
Leishmaniaabrange espécies que causam a leishmaniose cu@hsdho Mundo com

L. (L.) major e L. (L.) tropica e dois complexos, o complexao mexicanaonde se
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incluem as espécids. (L.) mexicanalL. (L.) amazonensjsL. (L.) pifanoi e L. (L.)
venezuelensie 0 complexd.. donovanicujos membros sab. (L.) donovanil. (L.)
infantume L.(L.) chagasique causam leishmaniose cutanea e visceral, tespeente
(GRIMALDI et al, 1989).

Esses parasitos apresentam duas formas evolutivaste seu ciclo de vida,
amastigotas e promastigotas. As formas amastigedias tipicamente ovodides ou
esféricas, podemos encontrar vacuolos em seu &simpl, um nucleo ovoide e o
cinetoplasto em forma de bastéo situado proximatabeo, o flagelo esta presente na
bolsa flagelar. As formas promastigotas (figurasd® alongadas e da bolsa flagelar
emerge um flagelo livre; no citoplasma também d@sersados vacuolos e o ndcleo é
semelhante ao da forma amastigota. O cinetoplagevadmente ovoide situado entre a
extremidade da regido anterior (da bolsa flagedag nucleo, variando bastante sua

posicao (VANNIER-SANTOS:t al, 2002).

Figura 1. Promastigotas delLeishmania sp. Disponivel em

http//:www.fiocruz.Br/ccs. Acesso em 19 abr. 2008.
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1.2 - Ciclo de vida

A infeccdo causada por espécies do gérszshmania se inicia quando
promastigotas metaciclicos sédo introduzidos nauleigdo do hospedeiro vertebrado
pela fémea do flebotomineo, que durante o repastguéneo regurgita estes parasitos
infectivos, devido a grande quantidade de indivédpesentes em seu trato digestivo.
Uma vez na circulacdo, essas formas serdo fagasitpodr células fagocitarias,
inclusive macrofagos (ANTOINEt al, 1998). Os parasitos invadem macréfagos por
receptores mediadores de endocitose, como por dxenyla receptores de
complemento, que sao clivados por proteases daifmgrales se multiplicam em pH
baixo em fagolisossomos ricos em aminoacidos esemmetabolismo adaptado a este
microambiente (STUARTet al, 2008). Dentro do hospedeiro mamifero, espécies de
Leishmaniase apresentam sob a forma amastigota, se mudtiplacpor divisdo binaria
dentro do fagolisossoma dos macréfagos infectadstes macréfagos se rompem,
liberando os amastigotas que infectam outros mago&f Durante um novo repasto
sanguineo do vetor, estas formas amastigotas sg@dasl e se transformam em
promastigotas prociclicos, que se multiplicam pgeisédo binaria no trato digestivo do
hospedeiro invertebrado, sendo encontrados naéemegle proventriculo e esofago,
onde sofrem a metaciclogénese, que consiste nafdraracdo de promastigotas
prociclicos fracamente infectivos em promastigotestaciclicos, altamente infectivos
(SACKS & KAMHAWI, 2001).

Essa transformacdo € acompanhada pelo aumentdiliddde para infectar e
sobreviver no hospedeiro vertebrado, quando o ip@ar@satacado pelo sistema imune

daquele que o hospeda (SACKS, 1989).
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Sandfly stages
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. Infective stage

Sandily takes a blood meal,
|n[ect|ng promastigotes into human
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Amastigotes transform into
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Figura 2. Ciclo de vidaeishmaniaspp. (STUARTet al, 2008).
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1.3 - Fatores de viruléncia e evasdo do sistema inau

As espécies do géneilceishmaniaexpressam moléculas que as habilitam a

invadir e estabelecer infecgdo no hospedeiro mamiédentre as principais podemos

citar a lipofosfoglicana, uma molécula de supegfie promastigotas, um polimero de

dissacarideos fosfatados, ancorado a superficiecalala por uma &ancora de

glicosilfosfatidilinositol (GPI) e quando ocorre diferenciacdo em amastigotas seus
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niveis sao reduzidos e sua estrutura quimica #isggremente alterada. Sua expressao
esta relacionada com a viruléncia no que diz resgesobrevivéncia em macrofagos,
além de mostrar sinais de inibicdo na atividaderdama proteina cinase C (PKC) que
medeia transducdo de sinal em macréfagos e terapal pmportante na ligacdo de
promastigotas ao epitélio intestinal do inseto (MABHEWSKI, 2001). Estudos
indicam que a lipofosfoglicana protege os promasig) de espécies reativas de
oxigénio durante a fagocitose e diminui a ativagéorespostas microbicidas como a
producao de citocinas pré-inflamatérias (NADERERI&CONVILLE, 2008).

Os (glicosilinosilfosfolipideos formam um glicocaiem formas amastigotas,
juntamente com glicoesfingolipideos derivados dspledeiro e este serve como escudo
para hidrolases lisossomais minimizando a poss#éulk de que peptideos liberados
pelo parasito sejam apresentados ao sistema imomerpteinas MHC de classe |l
(NADERER et al, 2004). Estudos mostram que GIPLs estdo distrisuid
preferencialmente em microdominios de membranademoestar associados com a
transducdo de sinais e mecanismos de reconhecitagesdo parasito-célula
hospedeira (YONEYAMZAet al, 2006).

As proteases produzidas por tripanossomatideopapem ser intracelulares ou
extracelulares possuem diferentes especificidddeKERROW et al, 2006) e também
tem implicagbes em uma gama de mecanismos adastaticluindo modulagcéo do
sistema imune do hospedeiro, invasao e destruighdeddos, disseminagdo dos
parasitos e aquisi¢cao de nutrientes (SADJI & McKERR 2002).

As cisteina proteases parecem ter um papel imgertaa sobrevivéncia e no
crescimento de amastigotas no interior de macréfagmdo consideradas fatores de
viruléncia e moduladoras da resposta imune do ldese (TRAUB-CSEKOet al,

1993; MATLASHEWSKI, 2001). Estudos mostram as ¢iseproteases deeishmania
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organizadas em trés grupos, designados CPA, CHB eeGnformacdes sobre a funcao

e a importancia destas proteinas na relacdo patasspedeiro vém sido obtidas atraves
de estudos com mutantes deficientes em genes qdiicam estas proteases
(MOTTRAM et al, 2004). Mutantes déeishmania mexicanaleficientes de CPB
tiveram sua viruléncia atenuada no que diz resgeitapacidade de induzir lesbes em
animais suscetiveis (ALEXANDERt al, 1998). Khoshgoo e colaboradores (2008)
mostraram que cisteina protease tipo Il (CPC)clpaz de proteger camundongos
BalbC contra infeccdo pdr. infantum sugerindo que estas enzimas possam ser boas
candidatas a antigenos vacinais.

A metaloprotease gp63, também conhecida como |aisimisina e protease
maior de superficie (MSP), é descrita como um inmbe fator de viruléncia por
conferir resisténcia a lise mediada por complemetitando e convertendo C3b para
sua forma inativa iC3b e mediando a fagocitose spebacréfagos, ainda é descrita
como um ligante receptores dos macrofagos como €C&d proteinas de superficie do
hospedeiro como o receptor para fibronectina. Elasiftetizada no reticulo
endoplasmatico e ancorada na superficie por umaranie GPI, podendo ser liberada
por promastigotas no meio extracelular (McKERR@AW al, 2006). No caso de
algumas espécies como chagasiL. major e L. mexicanaforam identificadas classes
distintas de gp63 que diferem primariamente em segies C-terminal e em alguns
casos possuem expressao diferencial durante o adéchida do parasito (YA@t al,
2003).

Estudos indicam que a gp63 é uma endopeptidaspagigehidrolisar uma vasta
gama de substratos incluindo hemoglobina, fibranactaseina, gelatina e albumina,
sendo codificada por uma familia de genes altammoriservados (YAQt al, 2007).

Homoélogos da gp63 tém sido descritos em outrosandpsomatideos incluindo
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parasitos monoxénicos de insetBsytomonagSANTOS et al, 2006), Trypanosoma
brucei(GRANDEGENETTet al, 2007) elrypanossoma cruCUEVASet al, 2003)

Silva-Lopez e colaboradores caracterizaram em 2002 serina protease
secretada pol. amazonensi® sugeriram que esta enzima estaria envolvida na
sobrevivéncia do parasito no interior da célulapkdgira, jA que ela era capaz de
hidrolisar fibrinogénio, colageno e hemoglobinalicando que ela estaria implicada na
aquisicao de hemina pelo parasito. Morgado-Diaal&boradores (2005) mostraram a
localizacdo de uma serina protease de 68kDa emast@utas dd.. amazonensis
sugerindo que esta esteja associada a membraoangartimentos intracelulares.

Choudhury e colaboradores (2009) identificaram efiparam uma serina
protease de 115 kDa em promastigotak.ddéonovanie este mesmo grupo mostrou por
imunocitoquimica a localizacéo na bolsa flagelastalserina protease secretada, além
de demonstrar que a expressao desta enzima enmudiaiquando os parasitos tinham
sua viruléncia atenuada, sugerindo que esta peoteasca um papel na patogénese da
leishmaniose visceral (CHOUDHUR@t al., 2010).

A atividade de algumas proteases é controladamioidores de protease, que
podem ser encontrados no ambiente natural do @manipor exemplo, o genoma
humano contém genes que codificam inibidores dénasee cisteina proteases
(RAWLINGS et al, 2004).

Silva-Lopez e colaboradores (2007) mostraram qubidores de serina
proteases enL. amazonensigafetaram a viabilidade celular e causaram mudancas
ultraestruturais nos parasitos. Mutantes_denexicanasuperexpressando um inibidor
de cisteina protease proprio do parasito tiverasrvguléncia diminuida em testes com
camundongos, induziram uma resposta Thl e os aifoeEm capazes de debelar a

infeccédo, diferentemente de camundongos infectadmspromastigotas selvagens cuja
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resposta induzida foi Th2, (BRYSO®t al, 2009) o que confirma a atuacao destas
proteases como importantes fatores de virulénciaolerevivéncia no hospedeiro
vertebrado. Contudo, estudos com estes mutantdsigromyia longipalpisnostraram
que este inibidor ndo esta relacionado com a sni@msia do parasito no hospedeiro
invertebrado e ndo é capaz de inibir a atividade mlateases do intestino do vetor
(JECNAEet al, 2009).

Savoia e colaboradores (2005) demonstraram quenawidi e saquinavir,
inibidores de proteases do virus da imunodeficénmimana (HIV) inibiram o
crescimento deL. major e L. infantum de maneira dose dependente. Santos e
colaboradores (2009) mostraram que nelfinavir enbopr, inibidores de aspartico
proteases do HIV inibiram o crescimentoldeamazonensie causaram mudancas ultra
estruturais em estruturas vitais para célula conambnana plasmatica e reticulo
endoplasmatico e estudos epidemioldgicos realizatisregido do Mediterraneo
mostraram a diminuicdo da incidéncia de leishma&mdsceral em pacientes em terapia
antiretroviral combinada (HAART) além de mudangamificativas no quadro clinico
da doenca (POZIO, 2004). De fato, Alves e colabmesl (2005) em um estudo “in
vitro”, detectaram a presenca de atividade de @kpantease durante o processo de
diferenciacdo de formas promastigotas a amastigetad.. amazonensisg, mais
recentemente, Valdivieso e colaboradores (200 &ctanizaram, pela primeira vez, uma
atividade de aspartil protease com acao fibrinoljgreoemL. mexicana.

A arginase é uma metaloenzima dependente de mangaeé&atalisa a hidrélise
de L-arginina em L-ornitina e uréia e sua ativideata sido relacionada a regulacdo da
sintese de oOxido nitrico (NO), modulacdo e dispbdédre de L-arginina e
consequentemente relacionada no processo citot@disomecanismos imunoldgicos

(KANYO et al, 1996; DA SILVAet al, 2002).
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A atividade da arginase em membros da familia Thgpamatidae tem se
mostrado especifica em alguns géneros e tem siddaupara identificacdo e
classificacdo. O génetaeishmanigpossui atividade de arginase detectavel e comsider
se que tenha um papel na producéo de ornitina.JIYA, et al, 2002). A L-ornitina
favorece o crescimento do parasito € precursodrdase de L-glutamina, L-prolina e
poliaminas pela via da ornitina descarboxilase (DRANCENDEAU et al, 2003).

Estudos mostram que a arginase tem se mostradaeciedggara o crescimento
do parasito, ja que protozoarios arginase defiegesfio incapazes de gerar poliaminas,
embora estas também possam ser obtidas do mescexiar (ROBERT®t al, 2004).
Iniesta e colaboradores (2005) mostraram que ac@&wwa arginase | favorece a
replicacdo dd_eishmaniaem macréfagos e a inibicdo da arginase reduz ceraiche
parasitos em modelo de infeccdo murino. Um inibfdaologico da arginase controla a
infeccdo celular e inibe a atividade da arginasd..dmajor e L. infantum além de
aumentar a producdo de NO pelos macrofagos, sdgegue a enzima do parasito tem
um papel importante na subversédo da funcdo maccaf@igminuindo os niveis de NO
por competir pelo mesmo substrato que a oxidocoitsintase (NOS) (BOUCHERBt

al., 1999; INIESTAet al,, 2001).

1.4 - Leishmaniose
As leishmanioses sdo um conjunto de doencas parasitausadas por mais de
vinte espécies de tripanossomatideos do gébeighmania cujo parasito dixénico é
transmitido por insetos vetores dos génetagzomyia e Phlebotomus(Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae), podem afetar animéissges e domésticos e ao
homem. Estd amplamente difundida no mundo ocorreado88 paises tropicais e

subtropicais e pode dividirr-se em dois grupos: agishinanioses
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dermotrépicas/mucotropicas (tegumentares) e ashnhaisioses viscerotropicas
ASHFORD, 2000; DAVID & CRAFT, 2009).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uman¢lmejue acompanha o
homem desde a antiguidade existindo relatos e idésesr desde o séc. | d.C. Nas
Américas foram encontradas ceramicas pré-colombitatas por indios peruanos que
apresentavam mutilacdes de labios e narizes cesdict®s da leishmaniose cutaneo-
mucosa (BASANO & CAMARGO, 2004); que se caractegpano uma parasitose de
ciclo heteroxénico ndo contagiosa de evolucao cebgue acomete principalmente pele
e/ou mucosas e distingui-se pelo aparecimentosdeseulcerosas. A LTA é endémica e
com alta incidéncia em regides tropicais africanagjericanas, indianas, do
Mediterraneo e do Sudeste Asiatico. No Brasil ests® o0 aparecimento de
aproximadamente 35000 casos clinicos por ano enastams regibes do pais
(HEPBURN, 2000; GONTIJO & CARVALHO, 2003).

A LTA apresenta um espectro de manifestacées abné& imunoldgicas que
variam de um polo anérgico (leishmaniose cutantea) (REY, 1991; FAUCI, 1996;
SILVA & CAMARGO-NEVES, 2004), na qual os parasitesigram por vasos
linfaticos causando o aparecimento de lesGes ma o pele (HANDMAN, 2001,
GONTIJO & CARVALHO, 2003) a outro hiperérgico (Iermaniose cutaneo-mucosa)
(FAUCI, 1996; SILVA & CAMARGO-NEVES, 2004), onde ome o
comprometimento e destruicdo das mucosas e esisuteiduais relacionadas, além de
estar freqientemente associado com edema e infecgéeterianas secundarias
produzindo mutilacdo facial (MURRAY¥t al 2004). A doencga constitui um problema
de saude publica, pois além da alta incidéncia elardistribuicdo geografica a

possibilidade da patologia assumir formas que podetarminar lesdes destrutivas,
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desfigurantes e incapacitantes constitui uma fepercussdo no campo psicossocial do
individuo (SILVA & CAMARGO-NEVES, 2004).

O diagnéstico pode ser definido por varias técnitaseado em parametros
clinicos e epidemiolégicos (BASANO & CAMARGO, 2004A demonstracdo do
parasito pode ser feita por biopsia ou esfregasdeddes, corados por Giemsa, Wright,
Leishman ou Feulgen; pode-se utilizar também aadeirmoreacdo de Montenegro
(IDRM) (FURTADO, 1980) que consiste na observaca rdacdo intradérmica
suscitada por antigenos preparados com formaslugacdelLeishmaniasp. A IDRM
detecta a presenca de hipersensibilidade tardia, wez que a LTA se caracteriza
imunologicamente pelo aparecimento de uma resjgesiéar durante a doenca ou apos
a cura da infeccdo, porém o teste € usualmenteivieges casos de leishmaniose
cutanea difusa e em pacientes imunodeprimidosrelestmétodos soroldgicos pode-se
utilizar a reacdo de imunofluorescéncia indiretare&dcdo em cadeia da polimerase
(PCR) também pode ser utilizada para diagnostioggrp seu uso € limitado devido as

exigéncias técnicas e o custo (GONTIJO & CARVALI003).

1.5 — Tratamento
O tratamento utiliza como drogas de primeira escalitimoniais pentavalentes
como antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®)estibogluconato de sédio
(Pentostam ®) que tem como provaveis mecanismegale a inibicdo da formacao de
ATP através da inibicdo do ciclo do &cido citricgliedlise, com ativagéo e conversao
do antimonial para forma trivalente. Como medicao®rme segunda escolha tém a
Pentamidina que se liga ao DNA do cinetoplastoinai® sua funcdo, porém o

mecanismo de agdo primaria € desconhecido, e atekimioa B que interage com o
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ergosterol da membrana celular do parasito alterangermeabilidade celular (LIMA
et al, 2007; SING & SIVAKUMAR, 2004).

Outros farmacos podem ter acfes sinérgicas quassdeiadas aos antimoniais
como Alopurinol que atua incorporando-se ao aciddéico do parasito e inibindo o
anabolismo de purinas (SAMPAIO & MARSDEN, 1997; B#®RN, 1997);
Paramomicina, um antibiético aminoglicosideo gqueteaf atividade mitocondrial em
Leishmania (MAAROUF et al, 1997), o Miltefosine, um derivado alquil-
lisofosfolipideo, tem acdo antiproliferativa sendoginalmente empregado para o
tratamento de cancer. Acredita-se que sua formatdacdo antileishmania seja a
interferéncia na homeostase do calcio e 0 aumentitatoxidade dos macréfagos pelo
estimulo da producdo do estresse oxidativo e ouconsda glicose (AZZOUZt al,
2005).

Além dos citados acima temos os antifungicos (imdtleos) que tem atividade
contra a sintese de ergosterol (LIMA d., 2007; SING & SIVAKUMAR, 2004), e
atuam inibindo a demetilacdo do carbono 14 alfalatwsterol pela ligacdo com
enzimas do citocromo P450 (PALLASCH, 2002). Entreiaas desvantagens de todos
esses agentes terapéuticos consistem nos modadndeistracdo, longa duracao do
tratamento, e a resisténcia do parasito (HERWALDAQ9) além dos diversos efeitos
colaterais assim como nausea, vomito, trombociiapeansuficiéncia renal aguda,
alteracdes cardiacas e isquémicas dentre outrivs\(ket al, 2007).

Os mecanismos de resisténcia as drogas envolvemsén® de fatores que
incluem a pressao seletiva exercida pelos medidasien estado imunolégico do
paciente, que afeta a eficacia do farmaco e agipdagles farmacocinéticas das drogas,
pois seus atributos também podem determinar sgacedi em diferentes locais de

infec¢@o na leishmaniose como visceras, pele ovsautasal (CROF&t al, 2006).
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Estudos mostram que a resisténcia aos antimoreaisiyalentes que necessitam
serem convertidos para sua forma trivalente parar atontra o parasito, pode ocorrer
pela reducdo ou perda da ativacdo da droga (OUETEEGt al, 2004). Pesquisas
recentes tém mostrado a expressao de analogosaepdrtadores ABC na superficie
de promastigotas de cepas antimbnio resistentegrisdg o efluxo da droga
(LEGARE, et al,, 2001; OUELLETTEet al, 1998).

Apesar de a Pentamidina ser um componente alteonat tratamento de
pacientes com leishmaniose antiménio-resistentedéatificado um locus que é capaz
de conferir resisténcia ao medicamento (COEL&tGal, 2004). Esta resisténcia esta
associada a mudancas nas concentracdes intraesldm@arginina e poliaminas, pois se
acredita que seu mecanismo de entrada na célalarsgiado por transportadores de
arginina ou poliamina, além de uma bomba de efld&otipo transportador ABC
(OUELLETTE et al, 2004). A resisténcia a Anfotericina B emerge @modificacdo
da fluidez da membrana que envolve a substituigderdosterol e seus isbmeros por
outro esterol de membrana levando a uma baixadafiei do medicamento por esta
membrana modificada (MBONGE al., 1998).

A vacinacao tem sido utilizada com fins profilaa® terapéuticos associadas as
drogas normalmente utilizadas (MAYRIN& al, 2006). Tem sido descrita também a
ocorréncia de LTA em individuos portadores da Simdr da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA); o HIV modifica a apresentacdonath da patologia em todas as
formas de leishmaniose, jA& que imunidade destemmnias esta comprometida. A
possibilidade de visceralizacdo da doenca em camgosinfeccdo por espécies
essencialmente dermotropicas surge como uma cagabc das condicbes de
imunossupressao e a diversidade clinica da doeegses pacientes dificultam ainda

mais a terapéutica (SAMPAI& al, 2002; PAREDE®t al, 2003).
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1.6 - Substancias ativas a partir de poriferos

Produtos naturais terrestres e marinhos represeantamfonte inexaurivel de
componentes com potencial antimicrobiano e antivigBAD et al, 2000). A
exploracdo do ambiente marinho € uma estratégimipsora na busca de novos
medicamentos ja que o surgimento de resisténciaaatérias, fungos, protozoarios e
virus vém inviabilizando o emprego de drogas w@ides atualmente (DONIA &
HAMMAN, 2003).

A fauna marinha no Brasil ainda € pouco exploraag@squisa por produtos
com atividade biolégica e novas estruturas quimigae podem ter relevancias
taxondmicas e filogenéticas, embora o litoral beasi seja 0 segundo em extensao
perdendo somente para Australia (BERLINEKaL, 2004).

As esponjas, incluidas no filo Porifera, sdo arsnmaulticelulares sem 0rgaos,
porém com tecido conjuntivo bem desenvolvido nol @sacélulas executam varias
funcdes. Poriferos sdo animais seésseis, filtradqres utilizam células flageladas,
conhecidas como coandcitos para circular aguamaosistema de canais caracteristicos
do filo e, embora existam 150 espécies de agua deseritas, elas sdo animais
marinhos com a maioria das espécies descritasitassa ambientes bentbnicos
ocorrendo em todas as profundidades (RUPPERT & BARN1996; BRUSCA &
BRUSCA, 2007).

Os Poriferos tém tamanhos variaveis, principalmeetedo a estrutura interna
destes organismos. Algumas esponjas exibem sinrattial, porém a grande maioria
mostra-se irregular ostentando diversos padréescmscimento (ARAUJO &
BOSSOLAN, 2006). Sua arquitetura € Unica, sendstagitla ao redor de canais de

agua e seu esqueleto relativamente complexo forsgsentacdo para as células do
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animal e consiste em espiculas que podem ser iealc&ilicosas ou de espongina
(RUPPERT & BARNES, 1996). Usam defesas quimicasraqmredadores e sdo uma
fonte rica de metabdlitos secundarios para o estiedprodutos naturais marinhos e
novos compostos (FAULKNER, 2001).

A classe Demospongiae contém 90% das espécietbuiidas de aguas rasas a
profundas, e ambientes marinhos, dulcicolas o@esgie estuario e possuem espiculas
de silica e espongina ou ambos (BRUSCA & BRUSCA),72(05toeba latexoriginaria
e endémica do arquipélago Sdo Pedro & Sao PaulasilBipertence a ordem
Astrophorida e familia Pachastrellidae (MORAES & RIQY, 2007). Todas as
espécies conhecidas desta familia sdo incrustgmesnchendo usualmente cavidades
em substratos calcareos (MALDONADO, 2002).

Estudos realizados com algumas espécies mostraltackss promissores, como
por exemplo, a Agelasina F isolada degelas sp. exibiu atividade contra
Mycobacterium tuberculosidMANGALINDAM et al, 2000). Extratos d@etromica
citrina e Agelassp. mostraram potencial antiviral quando testagfasHerpes virus
simples e Adenovirus (DA SILVAt al, 2006). Compostos isolados ialiclona spp.
mostraram atividade contr&€andida tropicalis Candida glabrata Cryptococcus
neoformans e dermatdfitos sendo mais ativo contrilicrosporum canis
(WATTANADILOK et al, 2007) e um composto isolado Baragrantiacf. waguensis
inibiu o crescimento d&taphylococcus aureus Escherichia coli(TIANERO et al,
2009).

No que diz respeito d.eishmania spp., as pesquisas trazem resultados
estimuladores para novos estudos. Uma substalueikide isolada dé&mphimedon
viridis mostrou atividade sobre a proliferacdo de promeaists dd.. mexicanaalém de

mudancas ultra estruturais no parasito (MARCH#&NL, 2000); uma lectina isolada de
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Cliona varianspromoveu aglutinagcdo em promastigotad_dehagasialém de possuir
um forte efeito em bactérias Gram positivas patmgdncomoBacillus subtilis e
Staphylococcus aureMOURA et al, 2006). Extratos metandlicos e n-butandlicos de
Haliclona exiguademonstraram eficacia frenteLa donovani(DUBE et al, 2007) e
substancias derivadas delakortis angulospiculatusmanifestaram atividade em
promastigotas de. chagasie tripomastigotas dérypanossoma cruzlém de potencial

antineuroinflamatério (KOSSUGAL al, 2008).
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2 — JUSTIFICATIVA

Mediante a problematica da resisténcia ao tratamenos efeitos colaterais
provocados pelos poucos medicamentos regularmetiligados no combate as
leishmanioses, além da co-infeccBeishmaniaHIV, faz-se necessaria a busca de
novos compostos quimicos, que possam ser protoppos confeccdo de farmacos

eficazes contra a doenca.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o emprego de compostos oriundos de espomesinhas na
quimioterapia experimental, com testes vitro, cultura axénica e em culturas de

macroéfagos peritoneais de camundongos.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Analisar o efeito leishmanicida de diferentes em®ede esponjas;
Analisar a atividade leishmanicida do extrato aquiesStoeba latex
» Analisar o efeito do extrato aquoso Slelatexnos seguintes aspectos da
biologia celular dé&.. amazonensis
» expressao e atividade de proteases associadaday cél
» atividade da enzima arginase;
» ultra estrutura celular;
> interacdo  parasito-macrofago, utilizando  macréfagos
peritoneais de camundongos;
> Analisar o efeito do extrato aquoso 8e latexna interacdo parasito-
hospedeiro, utilizando macréfagos peritoneais deucalongos;
» Analisar o efeito do extrato aquoso 8elatexsobre amastigotas de
amazonensiesm macrofagos infectados;
» Avaliar a citotoxidade do extrato aquosoSlidatexfrente a macréfagos

de camundongos.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Microorganismo

Foi empregada a cepa MHOM/Br/75/Josefaleggshmania amazonensiEm

todos os experimentos foram utilizados promastgyaihtidos a partir de cultivo

axénico em meio Schneider insecta (S9895 SIGMA)esugntado com 10% de soro

bovino fetal e gentamicina (80 pug/ml).

4.2 - Extratos de esponja testados eblreishmania amazonensis

Os extratos foram cedidos pelo laboratorio de Bimiza de microbiana do

Professor Antdnio Pereira do Instituto de Microbgi& Professor Paulo de Goes/UFRJ

e pelo Professor Guilherme Muricy, Museu NaciongRJ.

D)

Esponja Extrato Locais de ocorréncia
Petromica citrina(l) Etandlico Litoral sul e sudeste do Brasil (MURICY & HADJU, @8).
_ o . Litoral sul e sudeste do Brasil (MURICY & HADJU, @8).
Petromica citrina(2) Etandlico
o _ . Litoral BA, SP e RJ, Brasil. (MURICY & HADJU, 2006)
Polymastia janeirensigl) | Etandlico
o _ . Litoral BA, SP e RJ, Brasil. (MURICY & HADJU, 2006)
Polymastia janeirensi®) | Etandlico
) ] ] . Trinidad e Tobago, Venezuela e Brasil (RN, CE,RE,BA, ES, RJ, SP
Geodia corticostilyfera Etandlico (MURICY & HADJU, 2006).
Stoeba latex AQUOSO Arquipélago de Séo Pedro e Szgggaulo, Brasil (MOR&ABVMURICY,
. Jamaica e Brasil (RN) (MURICY & HADJU, 2006).
Agelas sventres Etandlico
Caribe (Bahamas, Jamaica, Republica Dominican#g Rico, Ilhas
Adgelas dispar Etandlico Virgens, St. Martin, Guadalupe, Bonaire, Colomigi@rasil (PA, CE, RN
9 P Atol das Rocas, Fernando de Noronha, AL, BA, B® tla Trindade e R
(MURICY & HADJU, 2006).
Holoxeasp. Etandlico
— N Atlantico tropical ocidental (Carolina do Norte Uk até S&o Paulo —
Hymeniacidon heliophila | Aquoso

Brasil)

OBS: (1) e (2) — Extratos obtidos de coletas difexen
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4.3 - Teste de atividade leishmanicida e determinag da concentracao
inibitéria de 50% (IC s0)

Foram utilizados 2 x POpromastigotas de fase exponencial, que foram
incubados em placas de 96 pogosC2por 120 horas com meio de cultura e diluigbes
seriadas dos extratos partindo da concentracdaomdgnil em duplicatas, utilizando
200u! de meio de forma que fosse estabelecida@ntmacdo minima inibitéria (CMI).
A droga de referéncia foi a Anfotericina B (80ugjmL

A viabilidade dos promastigotas foi observada @sado método de exclusdo do
corante vital azul de Trypan e contagem em camardNeubauer. A concentracéo
inibitéria de 50% foi calculada pela equacdo y225,98x + 84,085 obtida por analise

de dispersdo em Microsoft Excel®.

4.4 — Efeito do extrato aquoso d&toeba latex sobre a ultraestrutura de
promastigotas delL.. amazonensis
Parasitos controle e tratados com @pl@o extrato foram fixados em 4% de
formaldeido, 2,5% de glutaraldeido 0,1M de tampacodilato pH 7,2. As células
foram pos-fixadas, desidratadas e impregnadas coescrito em Bissagio e
colaboradores (2006). Cortes ultrafinos foram astidom um ultamicrotomo Reichert
UltraCut S, contrastados com acetato de uranilanaisados e fotografados em

microscoépio FEI Morgagni F268.

4.5 - Efeito do extrato aquoso d&toeba latex sobre macréfagos peritoneais
de camundongos
A viabilidade dos macréfagos foi determinada atsad@ método colorimétrico

de reducdo do sal tetrazolium (3-(4,5-dimetilazg)-2,5-difeniltetrazoliumbromide)
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(SIGMA) cujo anel é clivado em mitocondrias ativasstrando viabilidade celular
(MOSMANN, 1983). Macrofagos peritoneais de camumgofioram incubados em
placas de 96 pocos com diferentes concentracoestdato aquoso d8. latex(0. 40,
150 e 372 pg/ml) em estufa a’@7de atmosfera 5% de GQor 24 h. Apds esse tempo
foi adicionado MTT (5mg/mL) por 3 h, em estufa £@7% atmosfera 5% de GO
depois foi adicionado 100 pl DMSO por 1 h a tempeeaambiente. A leitura foi
realizada em 540 nm. A porcentagem de células igdwee calculada em relacédo ao
controle e os valores foram plotados em graficaniise de dispersdo do Microsoft

Excel® a fim de obter valores de MIC e{C

4.6 — Efeito do extrato aquoso d8toeba latex sobre a atividade da enzima
arginase de promastigotas de. amazonensis

A dosagem de atividade de arginase foi realizagargt Kropf e colaboradores
(2005) com algumas modificacdes.

Os parasitos foram cultivados na auséncia e namgagio IG, do extrato por
72 horas. 19células foram lisadas com 100p! de Triton-X10@®g submetidas a 5
ciclos de 3 min no vortex e 1 min no gelo. Aposa foi adicionado 100ul de Tris-HCI
25mM pH 8,3. Para a dosagem, primeiramente a erpinaéivada, adicionando-se 10
ul de MnC}p 10mM a 100 pl do lisado e em seguida a misturgioral foi aquecida por
10 min a 56C.

A hidrélise da arginina (substrato) foi mensurataubando o lisado com 100 pl
de L-arginina 0,5M pH 9,7, 8C por 20 min. A reac&o foi parada com 800 pl d8®
(96%), PO, (85%) e HO (1/3/7, viviv). A concentracdo de uréia foi meada pela
adicdo de 40 pl de-isonitrosopropiophenone 4% (dissolvido em 100%etinol),

seguida de aguecimento &8%or 30 mim. A leitura foi feita em 540 nm .
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4.7 - Efeito do extrato aquoso d&toeba latex sobre proteases e proteinas de

promastigotas delL. amazonensis

4.7.1 - Obtencéo de extratos celulares totais

Os parasitos (1 x fpcrescidos na auséncia ou na presenca gpde extrato
foram coletados, na fase logaritmica de crescim@t® horas de cultivo), através de
centrifugacéo a 4500 rpm 8Gtpor 3 min. O sedimento foi lavado 3 vezes em PBS
7,2 gelado. Para andlise eletroforética, essatasdioram ressuspensas em 100 pL de
agua destilada e adicionadas de 200de 1% de dodecil sulfato de sodio (SDS) e
submetidas a 3 ciclos de 2 min no gelo e 1 minortex: desta maneira, 0s parasitos
foram lisados, possibilitando o obtencdo dos exsrptotéicos totais.

A concentracdo de proteinas foi determinada peltodoédescrito por Lowry

(1951), usando soro albumina bovina (BSA) como goadr

4.7.2 — Dosagem quimica da atividade proteolitica
Para quantificar a atividade proteolitica 10ug detgina dos extratos celulares
provenientes de células tratadas e ndo tratadas @woextrato da esponja foram
adicionados a 20 pL de uma solugdo de BSA a 0,1% wlume da reacdo foi
completado para um volume final de 100uL com tarmgddsfato 50mM pH 5,5 2mM
DTT , fosfato 50mM pH 5,5, PBS pH 7,2 e glicina pB,0. Em seguida, as misturas de
reacdo foram incubadas por 6h a°G7e foram adicionados 50 puL de solucdo de
Comassie Brilliant Blue (Comassie Blue-G a 0,028%nol 11,75% e acido fosférico a

21,25%) e 50 pL de &gua. A leitura foi realizadésapO min de contato das misturas de
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reacdo com o corante, em espectrofotdmetro 595\w®.sistemas controle, os extratos
celulares foram incubados a°87por 6 h apenas na presenca dos tampdes. Apos esse
tempo, adiciona-se simultaneamente o substrato YBS#reagente (Comassie Brilliant
Blue). Para determinacdo da atividade total enzémah absorbéancia do controle foi
subtraida da absorbéncia do poco teste. Todassasras de reacdes e 0s controles foram
preparados em triplicatas (BUROKER-KILGORE & WAN@993). A atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enziewessaria para causar um aumento
de 0,001 unidades na absorbancia. Alternativamestéeensaio foi realizado com extrato
de células sem nenhum tratamento com droga nangeaeske inibidores proteoliticos (1-
10 fenantrolina, E64 e PMSF) e do extrato aquos8.datex Neste caso, as amostras
foram inicialmente incubadas individualmente cordacam dos inibidores por 5 min a

temperatura ambiente e, em seguida se adicionohsbrato.

4.7.3 — Efeito do extrato aquoso d8toeba latex sobre na expresséo de gp63
e cisteina protease B por citometria de fluxo
Promastigotas de. amazonensigicubados na presenca ou ha auséncia gp IC
do extrato aquoso de. latexpor 72 horas foram lavados e fixados durante 30 ani
temperatura ambiente em paraformaldeido 4% dilefdd®BS. Apos fixacdo as células
foram lavadas trés vezes em PBS gelado. Os padsiamlos foram analisados por
microscopia Gtica para observacado da integridad#goidgica. Os promastigotas foram
entdo incubados por 1 h com os anticorpos primg@atislonais anti-cpb de.mexicana
(reativo contra cisteina protease bldamexicana e anti-gp-63 (reativo contra gp-63
recombinante dé..mexicang, (cedidos pelo Professor André Santos, IMPPG/JFRJ
diluidos 1:500. ApGs este periodo, as células fdearadas extensivamente em PBS e

incubadas com o anticorpo secundario (IgG) conjagadsotiocianato de fluoresceina
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(FITC) na diluicdo de 1:100. Finalmente as célditaam lavadas e examinadas por
citometria de fluxo, onde foram lidos 10000 even@élulas ndo tratadas e tratadas
somente com 0 anticorpo secundario foram utilizadasio controles negativos

(MARINHO, 2009).

4.8 — Efeito do extrato aquoso d8toeba latex sobre perfil de proteinas totais

Os protozoarios foram crescidos na presenca ows@naia do Ig do extrato
aquoso dé&. latexpor 72 horas e lisados conforme descrito no itedri4

Para a analise do perfil de proteinas totais fizado um gel de poliacrilamida
a 12% (SDS-PAGE), contendo gel de empacotamenb,ad8 acordo com o sistema
descrito por LAEMMLI (1970). As amostras foram adimadas de 5% de 2-b-
mercaptoetanol e aquecidas, em banho-maria, poxiapgdamente 1 min, a 100°C. Os
géis foram carregados com 30 pg de proteina rdéssein amostra e a eletroforese
processada a 100 V, a 4°C. As proteinas foramadaslatravés da coloracdo dos géis
com 0,2% de Coomassie Brilliant Blue R-250 em matanido acético:agua (50:10:40

v/viv) ou com solucéo de nitrato de prata (GONCAISHE al, 1984).

4.8.1- Massa molecular aparente de proteinas e peatses
As massas moleculares aparentes das proteinateage® foram determinadas
por comparacao com proteinas padrées de massasutaods conhecidas (Fermentas)

aplicadas ao gel de poliacrilamida.

4.9 — Efeito do extrato aquoso d8toeba latex na interacdoL eishmania-

macrofago
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Foram utilizados camundongos da linhagem Balb @e#s com 3 meses de
idade. Os animais foram estimulados por 4 dias 2onk. de Tioglicolato (HIMEDIA -
MO010) 3% estéril injetado no peritdnio. Apds esteigdo foram anestesiados com éter
e colocados em frasco com alcool 70% para desifdeda pele e sacrificio.

Para retirada dos macréfagos a pele superficialddada e injetado PBS pH 7,2
gelado e imediatamente recolhido com seringa, s@odteriormente centrifugado a
1300 rpm a 4°C por 8 minutos e ressuspensos emDiiM (GIBCO) suplementado
com 10% de soro fetal bovino. Foram plaqueadosl& xmacréfagos em placas de 24
pocos em duplicatas, contendo laminulas redondasamidas em estufa 37°C em
atmosfera de 5% de G@or 30 minutos para adesdo. Apés este tempo odfagos
foram lavados em PBS pH 7,2 estéril a 37°C paieadet de células ndo aderidas e
mantidas em 300ul de meio DMEM (GIBCO) em estudd¥C em atmosfera de 5% de
CO; por 12 horas.

Para observacdo da interferéncia do extrato aqdes®. latexna interacao
parasito — célula hospedeira, foi utilizada a catregéo inibitéria de 50% (1G). Os
parasitos foram tratados por uma hora com o exicattdrifugados a 4500 rpm, 4°C por
3 minutos, lavados duas vezes em PBS pH 7,2 gaadesssuspensos em DMEM
(GIBCO) para ajuste do inéculo que foi de 5 R @élulas por poco.

Os macrofagos foram lavados em PBS pH 7,2 a 37P&rptrada do meio de
cultura e incubados com os parasitos em 300 ul @&o PDMEM (GIBCO)
suplementado com 2% de soro fetal bovino em e8fi@ em atmosfera de 5% de £O
por uma hora.

Apos interagdo o material foi fixado em metanol fEorminutos, lavado,

desidratado em acetona:xilol nas concentragdes 190: 70:30, 30:70 e 0:100
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respectivamente, corado com Giemsa 36% por 40 osnerh temperatura ambiente e

aderido a lamina 26 x 76 com resina Permout.

4.10 — Analise do efeito do extrato aquoso @toeba latex sobre amastigotas

intracelulares (Pds-tratamento)

Para observacéo do efeito do extrato em amastiguataselulares, foi utilizada
a concentracao inibitéria de 50% (Kg). Os parasitos foram cultivados por 72 h,
centrifugados a 4500 rpm, 4°C por 3 minutos, lagati@as vezes em PBS pH 7,2 estéril
gelado e ressuspensos em DMEM (GIBCO) para ajusiedtulo que foi de 5 x £0
parasitos.

Os macrofagos foram lavados em PBS pH 7,2 esté@il°€ para retirada do
meio de cultura e incubados com os parasitos emu3@® meio DMEM (GIBCO)
suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) stufae 37°C em atmosfera de 5%
de CQ por uma hora.

Apos interacéo, as células foram lavadas em PB3,pld 37°C para retirada de
parasitos ndo internalizados e foi adicionado 308gLmeio DMEM 10 % SFB com
sistemas na presenca ou auséncia do extrato adeSsdtatex

Apos 24 e 48 h, o material foi lavado, fixado entanel por 5 minutos, lavado
novamente, desidratado em acetona:xilol nas corgg@es 90: 10, 70:30, 30:70 e
0:100 respectivamente, corado com Giemsa 36% panidGtos e aderido a lamina 26

X 76 com resina Permout.



38

5. RESULTADOS

5.1- Teste de atividade leishmanicida

Foram testados 10 extratos de 8 espécies de espspjare formas
promastigotas de. amazonensiglabela 2). Como podemos observar, os valores de

MIC variam de 372 pg/ml a 5mg/ml. Foi entdo seleada a esponjdtoeba latex

extrato aquoso, com os resultados mais promisstaddIC e 1G, de 372 e 150

png/ml, respectivamente (Grafico 1).

Esponja Extrato MIC

Petromica citrina(1) Etandlicol 625ug/mi

Petromica citrina(2) Etandlico > 1 mg/ml

Polymastia janeirensi€l) |Etanolico 625ug/ml

Polymastia janeirensi@) |Etandlico > 1 mg/mi

Geodia corticostilyfera |Etandlico > 1 mg/ml

Stoeba latex Aquoso | 372ug/ml
Agelas sventres Etanolico 5 mg/ml
Agelas dispar Etandlico, 625ug/ml
Holoxeasp. Etandlicol 625ug/ml

Hymeniacidon heliophila| Aquoso | 1,25 mg/ml
OBS: (1) e (2) - Extratos obtidos de coletas diasin

Tabela 2. Avaliagdo da concentracdo minima inibitéria (MIC)sdextratos testados em formas promastigotat.de
amazonensisOs protozoarios foram crescidos em meio Schnéi@fC por 120 horas na presenca de diluicdes seriadas
dos extratos das diferentes esponjas como desgritmateriais e métodos. Foi utilizada a anfotesidcomo droga

referéncia. Os resultados refletem a média detg@srimentosP < 0,001.
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Gréfico 1. Efeito do extrato aquoso & latexsobre promastigotas dle amazonensisOs protozoarios foram crescidos
em meio Schneider & 4B por 120 horas na presenca de concentracdes desderextrato como descrito em materiais e

métodos. Como controle utilizamos o crescimentoadhsas sem adi¢cdo do extrato. Os resultadogeefla média de

trés experimentos + erro padrao.

5.2— Citotoxidade

Foi determinado o MIC e o kg para macréfagos peritoneais de camundongo
com o objetivo de avaliarmos a citotoxidade doagtaquoso d&. latex A Tabela 3
mostra os valores obtidos em comparacdo com ogegalgpara o0 parasito. Como
podemos observar o MIC ed§para a forma promastigota Heamazonensié 31% e

13%, respectivamente, menores que as doses emasquaa 0S macrofagos.
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Leishmania amazonensis Macréfagos
MIC (ug/mL) 372 +0,65 540 + 0,06
ICso (Lg/mL) 150 + 0,65 174 + 0,06

Tabela 3. Avaliacdo da atividade antileishmania e efeitmtoitico do extrato aquoso d&
latex. Para avaliar a capacidade do extrato em inibir esaimento delL. amazonensi®e
citotoxidade em macrofagos foi realizado teste caieecrito em material e métodos. Os

resultados refletem a média de trés experimentosatpadréo.

5.3- Efeito do extrato aquoso deéStoeba latex sobre a ultraestrutura de
promastigotas delL. amazonensis
Dentre os diferentes extratos de esponjas testadestrato aquoso ds. latex
foi 0 que apresentou efeito relevante sobre a gadida viabilidade de formas
promastigotas dé&.. amazonensis. A partir desses resultados, realizamos a analise
ultraestrutural através de microscopia eletronieatrdnsmissdo, com a finalidade de
evidenciar possiveis alteragcbes causadas por edtatoe quando utilizado na
concentracdo de 150 pg/ml & Os resultados obtidos mostraram perturbacdes na
morfologia celular, tais como: a descontinuidadenggnbrana nuclear (Figura 3 D e F)
e 0 condensamento da cromatina (Figura 3 D), aEmudancas na elétron densidade

dos acidocalcissomas (Figura 3 E, G, H e I). Ogltados sdo mostrados na Figura 3.
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Figura 3. Andlise por microscopia eletronica de transmiss@igmmastigotas de. amazonensigatados ou mdo com extrato
aquoso dé. latex.As células controle (A-C) foram cultivadas por 128 26°C sem adicdo do extrato. Nas células tratadas, os
promastigotas foram cultivados por 120 h &@2®&a presenca de 150 pg/ml do extrato aquos®.datex(D-1), e entéo
processadas para microscopia eletrdnica de tras@misNote: setas menores: descontinuidade da meanlmaclear; setas
maiores: acidocalcissomas (controle) e perda derléensidade nos acidocalcissomas (tratado).
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5.4— Efeito do extrato aquoso dé&. latex sobre proteases dé. amazonensis
A andlise do efeito do extrato sobre as proteaskesgaces mostrou que quando
10 pg de proteina do extrato celular foi incubaact@mpéo fosfato pH 5,5 observamos
inibicdo em torno de 100%, semelhante ao sistenma BMSF, inibidor de serina
protease. Resultado semelhante foi obtido em pHO52esultados sdo mostrados nos

Graficos 4 e 5.

0,06

0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -

Gréfico 4. Efeito extrato aquoso dgtoeba latesobre proteases celularesldeamazonensisO extrato celular
foi obtido como descrito em materiais e métodosxtpato celular foi incubado com BSA em PBS pH 7,260
h a 37C na auséncia ou presenca de PMSF 1 mM, e extramsacleS. latex Os valores da atividade

proteolitica, expressos em unidades arbitrariag) (& 0,05.
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Gréfico 5. Efeito extrato aquoso d&toeba latesobre proteases celularesldeamazonensisO extrato celular foi
obtido como descrito em materiais e métodos. CGaextrelular foi incubado com BSA em tampao fosfato5h6
por 6 h a 3%C na auséncia ou presenca de PMSF 1 mM, e extramsagleS. latex Os valores da atividade

proteolitica, expressos em unidades arbitrariag),(Ux 0.05.
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A analise do perfil protéico dos lisados de proimgasis controle e tratado mostrou
diferencas em proteinas de médio e baixa massautle Proteinas na faixa de 40

kDa, 21 kDa e 10 kDa tiveram sua expressao dimiudd resultados sdo mostrados na

Figura 4.

40kDa

21kDa

P
10kDa

«—
N

Figura 4: SDS-PAGE mostrando o perfil protéico Itate parasitos crescidos por 72 h na auséncia ou na

presenca de 150pg/ml do extrato aquosS.datex Utilizou-se 30ug de proteina referente ao exteatalar obtido

como descrito em materiais e métodos e os géismformados com solugdo de nitrato de prata. A tralen B —

tratado.

A citometria de fluxo revelou o aumento da expressa gp63 (Figura 5C) e

cisteina protease b (Figura 6C), quando compargamsitos controle com parasitos



45

crescidos na presenca de 150 pg/ml do extrato aqi®S. latex Os resultados séo

mostrados nas Figuras 5 e 6.

VEME

102 10+
FL1-Height

Figura 5. Andlise de citometria de fluxo mostrando a ligagéanti- GP63 & superficie celularlde
amazonensigA) Autofluorescéncia. (B) Células cultivadas naéncia do extrato. (C) Células cultivadas na
presenca do extrato. Os protozoarios foram cres@do meio Schneider a%Bpor 72 horas na presenca de
150 pg/ml do extrato como descrito em materiaisééodos. O eixo vertical representa o nimero dda=lu
analisadas enquanto o horizontal a intensidadeideecéncia.

123

Ewents

FL1-Height

Figura 6. Andlise de citometria de fluxo mostrando a ligad@aanti-cpb a superficie celular deamazonensigA)

Autofluorescéncia. (B) Células cultivadas na ausédoigxtrato. (C) Células cultivadas na presenca tratex Os
protozoérios foram crescidos em meio Schneider®& P®r 72 horas na presenca de 150 pg/ml do exterm
descrito em materiais e métodos. O eixo vertigategenta o nimero de células analisadas enquamidzontal a
intensidade de fluorescéncia.
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5.5. — Andlise do efeito do extrato sobre atividadda enzima arginase
Foi analisada a atividade da enzima arginase easip@s crescidos na auséncia
e na presenca do §gdo extrato. Observamos que o tratamento foi cdpazduzir em
28,66% a atividade da enzima. Os resultados satrados no Grafico 8 e mostram a
quantidade de uréia em pg/mL apdés 30 minutos dedllsd de L-arginina pelos

extratos celulares correspondentesBpHbasitos controle e tratado.

Concentracéo de uréia pg/ml

0 150

Concentracdo do extrato aquoso de  Stoeba latex pg/ml

Graéfico 8. Efeito do extrato aquoso &e latexna atividade da enzima arginase em promastigethsamazonensis.
Os protozoarios foram crescidos em meio Schnei@&@ por 72 horas na presenca de 150 pg/ml do extoao ¢
descrito em materiais e métodos. Depois desse teoyp@rotozoarios foram lavados, lisados e foiizadh a
dosagem da atividade da enzima arginase como tescriitem 4.7. Os valores representam as médiasrrds
padréo de trés experimentos diferentes, realizaosiplicata.
5.6 — Andlise do efeito do extrato aquoso & latex na interagdoL eishmania-
macrofago
Buscando observar o efeito do extrato aquosdsueba latexna interacdo

parasito-célula hospedeira, foi realizado um ens#itizando promastigotas pré-

tratados com o 165 do extrato (150 ug/ml) por 1 hora antes e colosgmisteriormente
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em contato com macrofagos peritoneais de camundBalipC. Ndo foram observadas
alteracdes significativas no percentual de maco¥agfectados, indice endocitico e no
percentual de parasitos por macréfago, mostrandoagextrato testado ndo exerce

influéncia na interacabeishmaniamacroéfago.

5.7 — Analise do efeito do extrato aquoso & latex sobre amastigotas
intracelulares (P6s-tratamento)
Objetivando a analise do efeito do extrato sobrasdigotas intracelulares, foi
realizado experimento de pds-tratamento de maaéfagfectados. Os macréfagos
infectados foram tratados por 24 e 48 h com o exaguoso d&. latexe observa-se a
reducao de 32,6% do percentual de infeccdo em & Aoincubacao por 48 horas nao

ocasionou alteracdes significativas. Os resultadosnostrados no grafico 7.

|

24 horas

& Controle @ Tratado

Gréfico 7. Efeito do extrato aquoso d& latexsobre amastigotas de amazonensiem macrofagos peritoneais de
camundongo. Os percentuais de macréfagos infectado24 e 48 de tratamento com o extrato da esgforga
calculados como descrito nos materiais e métodas.v@ores representam as médias +/- erros padrédtréde

experimentos diferentes, realizados em triplicata.
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6. Discussao

Aproximadamente 350 milh6es de individuos residem &eas com risco de
contrair leishmaniose, anualmente é estimado dua 2, milhdes de adultos e criancas
desenvolvem a doenca sintomatica e ocorram 7000€snpor ano. E uma doenca
negligenciada e um problema de saude publica nieegpaobres (DAVID & CRAFT,
2009). A co-infeccaolLeishmaniaHlV surge como fator preocupante, ja que a
diversidade quanto ao comportamento clinico e indgiwo e a recidiva da doenca
destes pacientes influi de maneira decisiva npie{(&AMPAIOet al, 2002).

Ao longo dos anos, produtos naturais tém um pappbitante no processo de
descoberta de novas drogas. Extratos de plantadéeutas quimicamente definidas de
origem vegetal tém mostrado atividade leishmani@Rl@CHA et al, 2005) e embora
grande parte das pesquisas de novos compostos egantes infecciosos derivem de
produtos naturais de plantas (ALVIANO & ALVIANO, @0) a possibilidade da
utilizacdo de produtos naturais marinhos sdo bestamomissores e corroboram com
estudos prévios de outros autores (LAPGR@l, 2009).

Alteracbes na membrana nuclear e cromatina, alésigddicativas modificacbes
nos acidocalcissomos foram observadas por micrasoelptronica de transmisséao,
quando os parasitos foram tratados com 150pg/méxtiato aquoso d8toeba latex
Cabe ressaltar que as concentracdes obtidas parasvde MIC (372 pg/ml) e Ko
(150 pg/ml) estimulam os esforcos para purificacko extrato e testes com o0s
componentes isolados.

Muitas funcdes tem sido atribuidas aos acidocalgiss como estocagem de
compostos de alta energia, calcio e outros catiatean de regulacdo do pH e

osmolaridade celular (MORENO & DOCAMPO, 2003). Asdeberta de novas
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enzimas nesta organela que estdo ausentes emscdtul@amiferos abre espaco para
exploracdo de funcéo e estrutura dos acidocalcs@sugere um novo alvo potencial
para acdo de drogas no combate a doencas paeassifBIOCAMPO & MORENO,
2008). Vannier-Santos e colaboradores (1999) detmawas que inibidores da sintese
do ergosterol tinham efeito direto sobre a esteutlgsta organela como aumento de
volume, ligacdo com reticulo endoplasmatico e maasnna elétron densidade.
Rodrigues e colaboradores (2002) mostraram aumentoUumero destas organelas
quando promastigotas e amastigotas Ldeamazonensiseram tratados com 22-26
azasterol, inibidor de uma enzima da via sintadw&rgosterol.

Os acidocalcissomos pertencem a uma classe de etagarelacionadas aos
lisossomos e interferéncias na aquisicdo ou moeelade esfingolipidios causam
mudancas na biogénese destas organelas em fornaasigotas e podem intervir na
sobrevivéncia destas formas na célula hospeddANKG et al,, 2005).

Estudos ultraestruturais com promastigotasdonovani tratados com drogas
complexadas a Ro6dio (Rh mostraram alteracdes no nlcleo do parasito como
condensacao da cromatina e estudos “in vivo” caimsanesmas drogas diminuiram a
carga parasitaria esplénica em ratos Wistar padasit (RODRIGUEZ-CABEZAS:t
al., 2001). Um estudo empregando formas tripomastgyate Trypanossoma cruzi
tratados com L-leucina-metilester mostrou um efeigéoencolhimento da membrana
nuclear e danos mitocondriais (ADALHE al,, 2007). O tratamento de promastigotas de
L. amazonensicom 0 Oleo essencial d€roton cajucaramostrou alteracbes na
organizacdo nuclear e na cromatina do cinetop(&@5Aet al, 2003). De uma forma
geral 0 nucleo de protozoarios se apresenta commembrana nuclear tipica. No
entanto, sdo relatadas peculiaridades como a nmp@teda integridade desta

membrana durante o processo de divisdo, diferemtient® que ocorre com células de
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mamiferos. Essas particularidades refletem emettifas bioquimicas e moleculares em
relacdo ao nucleo tipico de células de mamiferosstituindo dessa forma, um alvo
potencial para drogas antiparasitarias (DE SOUZA82.

No presente estudo foram observadas alteracdegmédnmana nuclear sugerindo a
descontinuidade da mesma, além de condensaca@matitra em regidées do ndcleo,
corroborando com o estudo de Kossuga e colabomd@@08) que observaram o
mesmo tipo de alteracdo quandochagasifoi tratada com compostos derivados da
esponja marinh®lakortis angulospiculatualém da alteracéo da elétron densidade dos
acidocalcissomos , 0 que poderia justificar, peémos em parte, a perda da viabilidade
celular.

Proteases de microbios patogénicos tém atraidengéd de muitos laboratoérios a
respeito do seu papel na patogénese. Analiseseito efe drogas sobre as enzimas
proteoliticas destes organismos podem suscitasengelvimento de poderosos agentes
quimioterapicos contra estes patdogenos (MOTTRAMNL, 2004; GRANDGENET Tet
al., 2007).

A abundancia de leishmaniolisina, uma metalopreteagpressa em ambas as
formas, promastigotas e amastigotas de espéciegédero Leishmaniatem sido
relacionada com importantes funcées no curso dshri@niose. Ela atua como
mediadora da ligagdo de promastigotas com macrsfdigante de receptores de
macrofagos e receptores para fibronectina (YAOQR01

Outro fator de viruléncia inclui as cisteina pregesmque tem atraido atencéo pela
sua relevancia em atividades vitais para o parasitoo a destruicdo de proteinas do
hospedeiro, nutricdo e neutralizagdo da respostanen{MOTTRAM et al, 2004).
Amastigotas promovem um aumento da expressao wénaiproteases lisossomais e a

endocitose de proteinas do limen ou da membrantadite do fagolisossomo do
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hospedeiro, tendo desta forma uma fonte alterndgvaminoacidos. Parasitos mutantes
para cisteina proteases lisossomais tiveram su#naia atenuada sustentando, desta
forma o papel destas proteinas na aquisicdo deiem#s (NADERER &
MCCONVILLE, 2008).

No presente estudo, observamos o0 aumento da edpreles gp63 e cisteina
protease b em promastigotas crescidos na presenta0dug/ml do extrato aquoso de
S. latex O aumento da expressao de ambas as enzimas; dpestanos causados nas
células, pode funcionar como um processo compansatdantendo os niveis de
interacdo com 0s macrofagos, no entanto sendo damcae manter a sobrevida
intracelular.

Outros trabalhos demonstram que o tratamento cogadrpode afetar organelas,
enzimas ou pontos chave do metabolismo celularcanmento da expresséo de outras
moléculas como um sistema de equilibrio (AYR&Sal, 2007; BRENZANet al,
2007).

Silva-Lopez e colaboradores caracterizaram em 200f@& serina protease
secretada pol. amazonensi® sugeriram que esta enzima estaria envolvida na
sobrevivéncia do parasito no interior da célulapkdgira, jA que ela era capaz de
hidrolisar fibrinogénio, colageno e hemoglobinalicando que ela estaria implicada na
aquisicao de hemina pelo parasito. Este mesmo gmgsirou, que um inibidor de
serina protease obtido de uma anémona do mar f@izcde afetar a viabilidade dos
promastigotas de. amazonensi(SILVA-LOPEZ et al, 2007).

Choudhury e colaboradores (2009) identificaram|fijparam e caracterizaram
uma serina protease de 115 kDa em promastigotas denovani com pH 6timo 7,5
porém tendo atividade numa faixa de pH que varniee 5,0 e 9,0. Este mesmo grupo

mostrou a localizacdo desta protease na bolsaldtaggém de demonstrar que a
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expressdo desta enzima era diminuida quando ositpardinham sua viruléncia
atenuada, sugerindo que esta protease exerca whr@apatogénese da leishmaniose
visceral (CHOUDHURYet al,, 2010).

Quando se analisou a capacidade do extrato aques®. datex modular a
expressao de serina proteases, observou-se d@mithécatividade proteolitica do extrato
celular de promastigotas em pH 5,5 e pH 7,2, caulteedo semelhante ao da inibicao
causada por 10mM PMSF, um inibidor de serina psei&ao que sugere que o extrato
tenha efeito direto sobre esta classe de protdaseetanto, quando analisamos a
possivel modulacdo de ectoenzimas, como a ¢gp63 steima proteases, em
promastigotas crescidas também na presenca e diC extrato, observamos um
aumento da expressdao da metaloprotease e da kgib-kenzimas sabidamente
importantes para o estabelecimento da infeccaonaiteracdo do parasito no interior da
célula hospedeira.

A habilidade de sobreviver e se multiplicar nos mfgos € caracteristica de
diversos agentes infecciosos incluinfiypanossoma cruz Leishmania Na tentativa
de sustentar a infeccéo cronica, os parasitos gebvea atividade de células de defesa e
impedem o desenvolvimento de uma imunidade prat€dbitEXANDER et al, 2002).

O mecanismo mais importante de eliminacad.eishmaniae controle da infeccéo € a
producido de NO pelos macréfagos (HOLZMULLERalL, 2006). E postulado que em
Leishmaniaa atividade da arginase pode modular a atividadendana 6xido nitrico
sintase, ja que a L-arginina é um substrato comuativaidade das duas enzimas
(BOUCHEREet al, 1999; WANASEN & SOONG, 2008).

Como resultado observamos a inibicdo parcial dadatle da enzima arginase,
um alvo potencial para o desenvolvimento de drggaa o controle da leishmaniose,

uma vez que Iniesta e colaboradores (2001) mostraree a inibicdo desta atividade
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enzimatica foi capaz de controlar a infeccdo celela macréfagos infectados cdm
major e L. infantum

Existem algumas possiveis explicacbes para o eflmt@extrato aquoso sobre
formas amastigotas intracelulares, ja que obsersatteracoes em importantes fatores
que permitem a sobrevivéncia do parasito no intedm macréfago. A atividade de
arginase, como demonstrado por Kropf e colaborad(®605), atividade de serina
proteases, bem como alteracdes nos acidocalcissamnganelas importantes para
homeostase do parasito (ZHANGal, 2005).

Foi demonstrada a presenca de terpenos, mais fEsgpeente um
furanosesterterpendide eBtoeba extensautra espécie do género (LEf al, 2007).
Mikus e colaboradores (2000) demonstraram quenenpk4-ol foi mil vezes mais
toxico paraTrypanossoma brucedo que para células humanas da linhagem HL-60,
além de estudos com nerolidol, um sesquiterpendajumpaz de inibir 0 crescimento
“in vitro” de promastigotat. amazonensjd.. braziliensise L. chagasie amastigotas de
L. amazonensis inibir a biossintese de isoprendides (ARRUDAY3)0

Desta forma, nossos resultados se somam a ouaballtos que buscam em
produtos naturais originados de plantas e animarsnitos novas fontes de compostos
com atividade antimicrobiana (BRAG#t al, 2007; DUBEet al, 2007; PASSER@t
al., 2007; ROSAet al, 2003). Todavia mais estudos sao requeridos ad@nmvestigar
o efeito dos componentes isolados do extrato eagoessivel aplicagdo como terapia

alternativa, isoladamente ou em conjunto com faom@ empregados na clinica.
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7. Conclusao

De acordo com os resultados, podemos concluir que:

1 — O extrato aquoso d&toeba latexquando comparado com o extrato aquoso
de Hymeniacidon heliophilae com os extratos etandlicos dRetromica citrina
Polymastia janeirensjs Geodia corticostilyfera Agelas sventres Agelas dispar
Holoxea sp. foi eficaz em inibir o crescimento de prongmtis deleishmania
amazonensjs

2 — O extrato aquoso dStoeba latexalterou a ultraestrutura do parasito,
causando diminuicdo da elétron-densidade do admssamo;

3 - O extrato aquoso dstoeba latexinibiu o crescimento de amastigotas
intracelulares, nao tendo, contudo efeito na ig@garasito-macréfago;

4 - O extrato aquoso d&toeba latexibiu a atividade de serina proteases;

5 - A expresséao da gp63 e cpb-like por promastigoéh. amazonensigatados
com extrato aquoso d8. latexfoi maior quando comparada com 0s parasitos sem
tratamento;

6 - O extrato aquoso d&toeba latexoi capaz de inibir a atividade da enzima

arginase.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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