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RIBEIRO, Karla Raiza Cardoso. Prospeccdo de novas drogas contra a leishmaniose
cutanea: Avaliacdo da atividade bioldgica da lectina de Oreochromis niloticus. 2016.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Centro de Pesquisas
Aggeu Magalh&es, Fundagédo Oswaldo Cruz, Recife, 2016.

RESUMO

As leishmanioses constituem um grupo de doengas crbnicas causadas por protozoarios
pertencentes ao género Leishmania. Tendo em vista a complexidade e ineficacia dos
tratamentos atuais, o desenvolvimento de novas drogas menos toxicas ainda é uma
necessidade. Na prospeccéo de possiveis agentes quimioterapicos contra as leishmanioses, as
lectinas apresentam-se como candidatos promissores por apresentarem um amplo espectro de
atividades bioldgicas. No presente trabalho nos investigamos o potencial leishmanicida e
imunomodulador da lectina Onil. Nossos resultados demonstraram que a Onil apresentou
baixa toxidade sobre células do exsudato peritoneal (CEP) de camundongos (CCso= 317,5 +
0,6 pug/mL), foi efetiva ao inibir o crescimento de formas promastigotas de L. braziliensis
(IC50=150,58+ 0,78 pg/mL), mostrou-se mais seletiva para o parasito do que para célula do
hospedeiro (1ISe=2,1). No entanto, ndo foi capaz de inibir a sobrevivéncia das amastigotas no
interior das CEPs. A lectina Onil causou alteragdes ultraestruturais no flagelo, bem como
mostrou um efeito sobre a divisao celular de formas promastigotas. A marcacdo das células
tratadas com Anexina V (AV) e lodeto de Propidio (IP) mostrou uma pequena subpopulacéo
de células apresentava marcacao para AV/IP compativeis com o processo de morte celular por
necrose/apoptose tardia. A marcacao das células controles e tratadas com Onil com Rho 123
revelou que na grande maioria das células o potencial de membrana mitocondrial foi
preservado. O tratamento com a lectina (75-300 pg/mL) ndo alterou significativamente a
producdo de NO e ndo induziu alterages na producdo de citocinas em CEPs infectadas L.
braziliensis. Por outro lado, uma intensa produgéo de citocinas associadas aos perfis Thl, Th2
e Th17 foi observada em CEPs néo infectadas tratadas com 30 pg/mL da Onil. Nossos dados
apontam para uma possivel utilizacdo da Onil como agente adjuvante ou como carreadora de
drogas para o tratamento da leishmaniose cutanea.

Palavras-chaves: Leishmania. Leishmaniose cutanea. Lectina. Quimioterapia. Biologia
celular.
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ABSTRACT

Leishmaniasis comprises a group of disease caused by protozoa belonging to the Leishmania
genus. Taking in account the complexity and inefficiency of current treatments against
leishmaniasis, the development of new, less toxic drugs is still needed. In a search of potential
chemotherapeutic agents against leishmaniasis, lectins presented as promising candidates
because for presenting a broad spectrum of biological activities. In this regard, in the present
study we investigated the leishmanicidal and immunomodulatory activities of Onil in vitro.
Our results demonstrated that Onil presented low toxicity to mice peritoneal exudate cells
(PEC) (CCsp = 317.5 £ 0.6 pug / mL), was effective to inhibit the growth of promastigotes of
Leishmania braziliensis (ICsp = 150.58 + 0.78 ug / mL) and was shown to be more selective
for the parasite than to the host cell, with Sel=2.1. However, it was not able to inhibit the
survival of amastigotes inside the PEC. The lectin Onil caused ultrastructural changes in the
flagellum, and showed an effect on cell division of promastigotes. The labeling of treated and
controls cells with Annexin V-FITC (AV) and propidium iodide (Pl) showed a small
subpopulation of cells presented AV/IP labeling compatible with the process of cell death by
necrosis/ late apoptosis. The labelling of control and Onil treated cells with Rho-123 revealed
that in most cells the mitochondrial membrane potential was preserved.Treatment with lectin
(75-300 ug / ml) did not significantly alter the production of NO and did not induce changes
in cytokine production in PEC infected with L. braziliensis. On the other hand, an intense
cytokine production associated with Th1, Th2 and Th17 profiles was observed in uninfected
PEC treated with 30 ug / ml of Onil. Our data point to a possible use of Onil adjunctive agent
or as a drug carrier for the treatment of cutaneous leishmaniasis

Keywords: Leishmania. Cutaneous leishmaniasis. Lectin. Chemotherapy. Cell biology.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas cronicas graves causadas por protozoarios
do género Leishmania e endémicas em paises tropicais e subtropicais (CARLSEN et al.,
2015). Estas patologias sdo consideradas como altamente negligenciadas, por afetarem a
parcela mais pobre da populacdo e por essa razdo, ndo despertarem o interesse da industria
farmacéutica para o desenvolvimento de novos quimioterapicos. (BALASEGARAM et al.,
2008; EHRENBERG; AULT, 2005). As leishmanioses sdo caracterizadas por diferentes
formas clinicas com manifestagGes tegumentar ou visceral, as quais dependem da espécie do
parasito envolvido, da interacdo entre o parasito e a genética do hospedeiro, a presenca de co-
infeccdes e do estado imunologico do hospedeiro (MEDEIROS et al., 2011; MURRAY et al.,
2005).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é caracterizada por lesdes Unicas ou
maltiplas na pele, que ocorrem no local da picada do inseto vetor infectado. Estas lesdes
podem ser caracterizadas por pequenas papulas eritematosas até lesdes granulomatosas
(BAPTISTA; WAINRIGHT, 2011). No Brasil, a LTA apresenta ampla distribuicdo com
registros de casos em todas as regides do pais acometendo pessoas de todas as faixas etérias e
ambos os sexos, sendo esta endemicidade atribuida a determinantes histdricos, sociais e
ambientais (ANDRADE et al., 2012).

O tratamento da LTA é baseado em farmacos antimoniais pentavalentes, anfotericina
B e pentamidinas. Entretanto, a utilizacdo destes compostos € limitada, por apresentarem
efeitos secundarios graves associados um tratamento prolongado, o que leva muitas vezes a
interrupcdo do tratamento e a evolucdo da doenca com sérias complicacbes (IQBAL et al.,
2016; SERENO; HOLZMULLER; LEMESRE, 2000). Neste contexto, a descoberta e 0
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos é uma prioridade, pois além da toxicidade
causada pelos medicamentos, ainda ha a falta de uma vacina profilatica eficaz contra a doenca
(ARAUJO et al., 2014; MARR et al., 2012).

Na prospeccdo de possiveis agentes quimioterapicos contra diversas patologias, as
lectinas se apresentam como candidatas promissoras. Lectinas sdo proteinas que tém a
habilidade de se ligar especificamente a carboidratos e aglutinar células (PEUMANS; VAN
DAMME, 1995). Essas moléculas tem atraido grande interesse devido apresentarem diversas
atividades bioldgicas (SINGH; SARATHI, 2012). Desta maneira, as lectinas podem ser
caracterizadas como moléculas valiosas para diversas aplicacfes biomédicas e médicas
(SHARON, 2008; SHARON; LIS, 2004). As lectinas de peixes sdo essenciais para a resposta
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imune inata desses animais frente a infecces, sendo capazes de reconhecer e aglutinar
microorganismos patogénicos (EWART et al., 2001). O presente trabalho visou avaliar o
potencial leishmanicida da lectina Onil obtida do soro de tilapia (Oreochomis niloticus), bem
como seu papel na resposta imune in vitro de células de exsudato peritoneal frente a infecgéo

por Leishmania braziliensis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmanioses

As leishmanioses constituem um grupo de doengas cronicas causadas por protozoarios
pertencentes a familia Trypanosomatidae, género Leishmania, os quais sdo transmitidos por
fémeas de insetos flebotomineos para hospedeiros vertebrados, incluindo o homem
(DOSTALOVA; VOLF, 2012). Essas patologias representam um sério problema de salde
publica no mundo por serem altamente negligenciadas e pelos seus altos indices de morbidade
e mortalidade (ALVAR et al., 2006; SALAM et al., 2014). Diversos fatores sdo determinantes
para que haja a existéncia de surtos epidemiol6gicos dessas doencas, tais como 0s processos
migratorios, processos de urbanizacdes rapidos e desordenados, e riscos individuais como a
co-infeccdo com HIV (LIMA et al., 2014). Além disso, as condi¢fes socioeconémicas das
populacOes afetadas e a falta de acesso aos cuidados basicos de saude também contribuem
para maior risco da doenca (DAWIT et al., 2013; OKWOR; UZONNA, 2016).

As leishmanioses apresentam um amplo espectro de manifestacdes clinicas a depender
de fatores como espécie infectante, a susceptibilidade e as condi¢cdes imunolégicas do
hospedeiro (KATARA et al., 2013). Para efeito de diagnostico clinico, essas manifestacdes
podem ser divididas em trés grupos principais: a) leishmaniose cutanea (LC): causada pelas
espécies L. major, L. tropica, L. aethiopica (Velho Mundo), L. infantun, L. chagasi
(Mediterraneo e Mar Céaspio) e L. amazonensis, L. mexicana, L. braziliensis, L. panamesis, L.
peruviana, e L. guayanensis (Novo Mundo); b) leishmaniose mucocutanea (LMC): causada
pelas espécies L. brazilensis, L. panamensis, L. guyanensis (Novo Mundo), L. infantum e L.
donovani (Velho Mundo); e c¢) leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Kalazar,
febre negra ou febre Dum-dum é causada por espécies do complexo L. donovani, o qual
consiste principalmente das espécies L. infantum, L. donovani e L. chagasi.
(ELMAHALLAWY et al., 2014).

Em escala global estima-se que cerca de 350 milhdes de pessoas vivam em areas
caracterizadas como ativas para transmissdo de leishmanioses, com 14 milhGes de pessoas
diretamente afetadas. Entre as doencas parasitarias a leishmaniose figura como a segunda
causa de morte, superada apenas pela malaria. Além do mais, ela é considerada a terceira
causa de morbidade perdendo apenas da malaria e da esquistossomose. Os casos de
leishmaniose visceral séo calculados entre 0.2-0.4 milhdes de pessoas/ano, com mais de 90 %

dos casos ocorrendo na india, Bangladesh, Suddo, Etiopia e Brasil, com mortalidade estimada
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em 10-20%, especialmente nas areas mais pobres. Ja a leishmaniose cutanea, considerada pela
Organizacdo Mundial de Salude como uma doenca emergente categoria 1, ocorre
principalmente no litoral da regido Mediterranea, nas Américas e leste da Asia, com 75% dos
casos concentrados no Brasil, Siria e Afeganistdo, enquanto aproximadamente 35 mil casos da
forma mucosa da leishmaniose ocorrem anualmente, principalmente no Brasil, Peru e Bolivia.
(Figura 1) (SAVOIA, 2015).

Figura 1 - Distribuicdo mundial das leishmanioses.
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Cutinea / Mucocutinea

Fonte: Adaptado de Rapsodi Against Leishmania (2010).

As leishmanioses sdo transmitidas principalmente por insetos flebotomineos
hematdfagos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae.
Cerca de trinta espécies de flebotomineos pertencentes aos géneros Phlebotomus no Velho
Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo estdo implicados como vetores das leishmanioses e
podem ser encontrados em areas de clima tropical, semitropical e temperado (MORAIS-
BRAGA et al., 2013; SANTOS et al., 2013; SINGH et al., 2014; SOBRAL-SOUZA et al.,
2014). No Brasil, estes insetos sdo popularmente conhecidos como mosquito palha, tatuquira
ou birigui (GOTO; LINDOSO, 2010). Caes e alguns mamiferos silvestres, como roedores,
marsupiais, edentados e primatas, sdo potenciais reservatorios dos parasitos (CARVALHO,
2010). Além da forma vetorial, outras formas menos frequentes de transmissdo tém sido
responsaveis pela disseminacdo da doenga, tais como transfusdo de sangue, acidentes
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ocupacionais, infeccBes venéreas e a via congénita (ELMAHALLAWY et al., 2014; OWENS
etal., 2001).

2.1.1 A leishmaniose cutanea

A leishmaniose cutanea, objeto de nosso estudo, é a forma clinica mais prevalente de
leishmaniose em todo o mundo (DE VRIES et al., 2015), sendo endémica em 82 paises da
Europa, Africa, Asia e Américas, com 90% de todos 0s casos ocorrendo apenas em 7 paises:
Afeganistdo, Algeria, Brasil, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria (ALVAR et al., 2012;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2012) (Figura 2). Nos Gltimos anos, ocorreram
casos em areas nao endémicas como Australia, América do Norte e Norte da Europa devido o
aumento de viagens internacionais e imigracdo para areas endémicas (BART et al., 2013;
KHAIRNAR et al., 2013; ROBERTS et al., 2015). Estima-se que 0,7 milhdes a 1,3 milhdes
de novos casos ocorrem anualmente em todo o mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2015).

Figura 2 - Distribuicdo de individuos infectados no mundo da leishmaniose cutanea.
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Fonte: Adaptado de Organizagcdo Mundial da Satde (2015).

As espécies responsaveis pela leishmaniose cutdnea podem ser divididas em: a)
espécies do Velho Mundo: L. (L.) major, L. infantum e L. (L.) tropica, prevalentes na regido
do Mediterraneo, Oriente Médio, extremo sul da Africa e no subcontinente indiano e b) do
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Novo Mundo: L. (L.) amazonensis, L. (L.) chagasi, L. mexicana L, L. (V.) naiffi, L. (V.)
braziliensis e L. (V.) guyanensis, endémicas nas Américas Central e do Sul. Enquanto as
especies do Velho Mundo causam Ulceras autolimitadas na maioria dos casos, as espécies do
Novo Mundo causam uma sindrome denominada de Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) que compreende a leishmaniose cutanea e uma variedade de outras manifestacbes mais
graves da doenga (DE VRIES et al., 2015).

A Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil tem sido associada a sete espécies
de Leishmania pertencentes a dois subgéneros: (1) Viannia que incluem as espécies L.
braziliensis, L. guyanensis, L. lainsoni, L. naiffi, L. shawi e L. lindenberg, (2) Leishmania
representado pela espécie L. amazonensis (DE BRITO et al., 2012). A LTA encontra-se
distribuida nas regi6es Norte, Nordeste e Sudeste (AMEEN, 2010) (Figura 3). O Estado de
Pernambuco esta entre os 15 estados com maior incidéncia da doenca com 2.292 casos
registrados (BRASIL, 2009; HORTA, 2012). A L. braziliensis é o principal agente etioldgico
da LTA em Pernambuco, assim como na maior parte das zonas endémicas de diferentes
regides do pais (MARTINS et al., 2010).

Figura 3 — Densidade dos casos de LTA notificados no Brasil por municipio durante o periodo de 2005 a 2007,
e casos em 2008.
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A LTA é subdividida em trés grupos principais com diferentes fenotipos clinicos: a)
leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea difusa (LCD) e a leishmaniose

mucocutanea (LMC). Uma quarta forma clinica é derivada das sequelas da leishmaniose
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visceral, conhecida como leishmaniose dermal pds-kalazar (PKDL) (Figura 4) (NYLEN;
EIDSMO, 2012). A LCL é caracterizada por Ulceras crbénicas na pele, que contém numerosos
parasitos e possuem potencial de evoluir para lesdes secundarias em mucosas (BRASIL,
2010). A LCD ¢é marcada pela presenca de lesdes nodulares distribuidas por todo o corpo.
Enquanto a LCM ¢ caracterizada pelo acometimento da mucosa do nariz e boca (KOBETS et
al., 2012). Embora as caracteristicas clinicas da LTA e a gravidade da doenca possam variar
(REVEIZ et al., 2013), uma lesdo classica come¢a como uma papula ou nédulo no local da
inoculacdo do parasito (KUMAR; ENGWERDA, 2014; REITHINGER et al., 2007). Essas
lesbes evoluem lentamente e assumem um aspecto caracteristico de Ulcera com contornos
circulares, bordas infiltradas, indolor e fundo com granulagdes grosseiras (COSTA et al.,
2009).

Figura 4 — Manifestacdes clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana.

Fonte: McGwire; Satoskar (2014); Murback et al. (2011); Zerpa; Convit (2009).
Legenda: (A) Forma cutanea localizada; (B) Forma cutanea difusa; (C) Forma mucocutanea; (D) Forma dermal
pos-kalazar.

2.2 Ciclo bioldgico da Leishmania sp.

O ciclo de vida de Leishmania sp. envolve diferentes estagios evolutivos que se
alternam entre hospedeiros vertebrados (mamiferos) e invertebrados (inseto vetor)
(DOUGALL et al.,, 2011). A fim de se adaptar aos diferentes microambientes dos seus
hospedeiros, garantindo sua sobrevivéncia e proliferacdo, o parasito sofre transformacdes
estruturais e metabdlicas assumindo duas formas evolutivas morfologicamente distintas:
promastigotas e amastigotas (ALMEIDA-BIZZO et al., 2014). As promastigotas sdo formas
extracelulares, flageladas, multiplicativas encontradas no trato digestivo do inseto vetor
(KUMAR; ENGWERDA, 2014; SACKS; KAMHAWI, 2001). Estas formas apresentam
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forma fusiforme, flagelo livre e medem aproximadamente 15 pum de comprimento. O
cinetoplasto (regido onde se concentra 0 DNA mitocondrial) é anterior ao ndcleo e proximo a
bolsa flagelar. As amastigotas, por sua vez, sdo formas intracelulares de células do sistema
fagocitico mononuclear, infectando principalmente macréfagos. Sdo arredondadas, medem
cerca de 5 um de didametro, possuem flagelo restrito a bolsa flagelar e cinetoplasto em forma
de bastdo anterior ao ndcleo (SANTOS; YOSHIOKA; MIYAGUI, 2008).

O ciclo do parasito se inicia quando a fémea do inseto vetor ingere formas amastigotas
durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado (Figura 5). No trato digestivo do
flebotomineo, os parasitos sofrem sucessivas modificagcdes, até que se diferenciam em
promastigotas. Estas migram para as glandulas salivares e passam para formas promastigotas
metaciclicas, tornando-se novamente infectante ao hospedeiro vertebrado. Quando o inseto
realiza um novo repasto, regurgita formas promastigotas metaciclicas juntamente com a
saliva. Uma vez dentro do hospedeiro vertebrado, as formas metaciclicas sdo fagocitadas por
células do sistema fagocitico mononuclear, principalmente pelos macréfagos, transformam-se
em formas amastigotas e multiplicam-se por divisdo binaria no interior dos fagolisosomos até
provocarem o rompimento da célula. Os parasitos livres sdo entdo fagocitados por novos

macrofagos ou entdo sdo ingeridos pelo inseto, reiniciando o ciclo (KAYE; SCOTT, 2011).

Figura 5 - Ciclo de vida da Leishmania sp.
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2.3 Biologia celular da Leishmania sp.

Leishmania sp., assim como 0s demais tripanossomatideos, possui organelas comuns a
outras células eucarioticas, como também apresenta estruturas citoplasmaticas e organelas que
Ihes sdo peculiares, tais como cinetoplasto, acidocalcissomas, glicossomos e megassomos,
além de um citoesqueleto especializado (Figura 6) (DE SOUZA, 2008). Estas estruturas
possuem caracteristicas fisioldgicas Unicas nestes parasitos, as quais podem ser potenciais
alvos de novas drogas terapéuticas (FIGALGO; GILLE, 2011).

Figura 6- Representacéo esquematica da sec¢do longitudinal das formas evolutivas de Leishmania sp.

Fonte: Teixeira et al. (2013).
Legenda: A — Forma promastigota; B- Forma amastigota.

2.3.1 Citoesqueleto

Um dos aspectos mais interessantes da biologia celular de tripanossomatideos € a sua
capacidade de sobreviver e interagir com diferentes ambientes durante o seu ciclo de vida.
Para melhor se adaptar a estes ambientes, os tripanossomatideos flagelados possuem um
citoesqueleto altamente dindmico e plastico responsavel pela manutencdo e modulagdo da
forma celular durante as diferentes etapas do ciclo de vida, além de conferir motilidade a estes
microrganismos. Esses protozoarios possuem duas estruturas bésicas do citoesqueleto: Os
microtUbulos subpeliculares que servem como um citoesqueleto de membrana e o aparato do
axonema responsavel pela motilidade e que participa da interacdo parasito-hospedeiro (DE
SOUZA, 2002a).
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Os microttbulos subpeliculares sdo os principais componentes do citoesqueleto dos
tripanossomatideos, encontrados abaixo da membrana plasmatica e dispostos por todo o corpo
do parasito (DE SOUZA; ATTIAS, RODRIGUEZ, 2009). Os microttbulos subpeliculares
sdo formados por dimeros de a- e B- tubulina, e estdo conectados entre si, com a membrana
plasmética e ao reticulo endoplasmético por pequenos filamentos de natureza desconhecida
(CASANOVA et al., 2015). Embora a associacdo entre elementos do citoequeleto e a
membrana celular seja comum em todas as células eucaridticas, em nenhuma outra célula essa
interacdo é tao forte quanto nos tripanosomatideos, fazendo com que estes parasitos se tornem
bastante resistentes ao estresse mecanico ou quimico (LIBUSOVA et al., 2004; MELOS;
ECHEVARRIA, 2012). Os microtubulos subpeliculares possuem aspectos estruturais e
bioquimicos Unicos e se comportam de forma diferente dos encontrados nas células de
animais superiores. Eles sdo resistentes a acdo de detergentes, altas temperaturas e drogas
direcionadas para microtibulos que sdo efetivas em células eucariéticas (VEDRENNE et al.,
2002).

Todos os tripanossomatideos possuem um flagelo que emerge de uma invaginagédo da
membrana plasmatica denomina bolsa flagelar. Esta regido é altamente especializada no
transporte celular através de endocitose e exocitose. O flagelo dos tripanossomatideos possui
uma estrutura béasica similar a outros flagelos, mostrando um padrdo de nove pares de
microtubulos periféricos e um par de microtubulo central, todos imersos em uma matriz
citoplasmatica revestida por uma membrana celular em toda a sua extensdo (DE SOUZA; DE
CARVALHO; BARRIAS, 2010). O flagelo esta associado a um corpusculo basal que, por sua
vez, estd anexado a membrana mitocondrial externa e ao cinetoplasto. Ao sair da bolsa
flagelar torna-se livre na regido anterior (TEIXEIRA et al., 2011). De acordo com estagio
evolutivo do parasito, o0 comprimento do flagelo varia. Formas promastigotas apresentam um
longo flagelo que € essencial em processos como mobilidade celular e adesdo do parasito a
superficie da célula dos hospedeiros (DA SILVA et al.,, 2013), enquanto as formas
amastigotas possuem um curto flagelo, restrito a bolsa flagelar, provavelmente capaz de
desempenhar papeis importantes na organizacdo celular (GLUENZ; GINDER, MCKEAN,
2010). Em acréscimo, o flagelo também possui um complexo de filamentos altamente
organizado conhecido com estrutura paraflagelar, formada por uma rede de filamentos do
citoesqueleto que se dispdem lateralmente ao longo do axonema. Um grande numero de
proteinas tem sido identificado na estrutura paraflagelar. Entre essas proteinas, a PFR1 e a
PFR2 sdo consideradas as principais. A natureza destes componentes fornecem evidéncias das

funcBes metabolicas, de regulagéo e de sinalizacdo em tripanossomatideos. Alguns mutantes
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mostram uma motilidade reduzida e padrdo de batimento flagelar alterado, ou mesmo uma
imobilizagdo completa (PORTMAN; GULL, 2010). Uma rede de filamentos, denominada de
FAZ (Flagellar Atachament Zone), pode ser encontrada na regido de adesdo do flagelo ao
corpo celular. Nesta regido € possivel encontrar um quarteto especializado de microtubulos,
além de inGmeras proteinas altamente imunogénicas. Pertubacdes na FAZ leva a drésticas

alterac6es morfoldgicas e podem levar a morte celular (SUNTER et al., 2015).

2.3.2 Mitocondria e Cinetoplasto

A caracteristica morfolégica mais marcante nos tripanossomatideos quando
comparado as células de eucariotos superiores € a existéncia de uma Unica e ramificada
mitocondria que se estende por todo corpo celular do parasito (MENNA-BARRETO; DE
CASTRO, 2014). Como nas demais celulas eucariotas, a mitocondria de tripanossomatideos
é altamente dindmica variando em volume e forma de acordo com as condi¢cBes ambientais.
Em uma regido especifica desta organela, logo abaixo do corpusculo basal e préximo ao
flagelo, esta presente uma estrutura complexa formada de DNA, chamada de cinetoplasto (DE
SOUZA, 2002b, 2008). O DNA mitocondrial que forma o cinetoplasto é conhecido como
KDNA e representa 30% do material genético total da célula. Dois tipos de KDNA podem ser
encontrados, os minicirculos e os maxicirculos. Os maxicirculos sdo estruturalmente e
funcionalmente homdlogos ao DNA mitocondrial de eucariotos superiores e responsaveis por
codificar RNAs ribossomais para inUmeras proteinas, muitas delas com fungbes vitais a
celula, como as envolvidas com os mecanismos de transdugdo de energia (CAVALCANTI et
al., 2009). Os minicirculos correspondem a aproximadamente 90% do total da massa de DNA
mitocondrial e sua principal funcdo é codificar pequenos RNAs guias que controlam a
especificidade de edicdo do RNA nesta organela (SCHNEIDER, 2001). A morfologia da
crista e da matriz mitocondrial em tripanossomatideos € bastante variavel e o volume da
organela depende, entre outras coisas, da disponibilidade de nutrientes, alcancando até 12%
do volume do parasito (MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014).

AlteracBes morfoldgicas e fisiologicas observadas através de microscopia eletronica
de transmisséo e citometria, em resposta ao tratamento com diferentes compostos naturais e
sintéticos, fazem desta organela um alvo potencial para drogas. No entanto, chama-se a
atencdo de que as alteracdes observadas podem ser devido a efeitos indiretos que causam a
perda da viabilidade celular mais do que provenientes da acdo direta sobre esta organela
(MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014).
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2.3.3 Acidocalcissomas

Os acidocalcissomas sdo organelas citoplasméaticas presentes em todos o0s
tripanossomatideos, incluindo os pertencentes ao género Leishmania. Estas organelas foram
primariamente denominadas de acidomas devido ao seu conteudo acidico e sua sensibilidade
ao iondforo nigericina, sendo considerados como organelas relacionadas aos lisossomos.
Posteriormente foi demonstrada a presenca da atividade Ca?*-ATPase, sendo entdo designados
de acidocalcissomas para indicar que sdo organelas acidicas que contém calcio. Os
acidocalcissomas sdo normalmente esféricos com aproximadamente 600 nm de diametro,
estdo distribuidos por todo celular (DOCAMPO et al., 2005; MORENO; DOCAMPO, 2009),
e apresentam material eletrondenso no seu interior (DOCAMPO; MORENO, 2008). Estudos
por andlise de raio X demonstraram a presenca de altas concentracdo de fdésforo e calcio
(GOMES, 2007), bem como quantidades consideraveis de magnésio, sédio, potassio e zinco
(DOCAMPO; ULRICH; MORENO, 2010). Uma V-H'-ATPase vacuolar semelhante as
encontradas em bactérias foi identificada na membrana dos acidocalcissomas de varios
tripanossomatideos. Nos ultimos anos, estas organelas tem ganhado destaque com os métodos
de isolamento, sendo identificada também em células de mamiferos. Parece que a funcédo
principal dos acidocalcissomas € o armazenamento de cétions e fésforo, reduzindo o efeito
osmético de grandes quantidades destes compostos no citosol. O papel dos acidocalcissomas
na osmoregulacdo das células fica evidente com a identificacdo de uma aguoporina nestas
organelas (DO CAMPO et al., 2013).

2.3.4 Glicossomos

Os glicossomos, organelas relacionadas a peroxissomos, sdo essenciais na
sobrevivéncia dos tripanossomatideos por apresentarem um grande numero de enzimas
importantes da via glicolitica destes protozoarios, razdo pela qual foram denominadas
glicossomos (SCHROEDERELY, 2011). Estas estruturas possuem formato esférico e matriz
homogénea, medindo aproximadamente 0.7 um de didmetro e sdo distribuidas por todo o
corpo do parasito de maneira aleatéria (OPPERDOES; COOMBS, 2007). Os glicossomos
compartimentalizam enzimas da [B-oxidacdo de &acidos graxos, metabolismo de perdxido,
sintese de éter-lipidios, esterdis, sintese de aminoacidos, pirimidinas e enzimas da via de
recuperacdo de purinas (MICHELS et al., 2000, 2006). No entanto, estas estruturas nédo

possuem um genoma e todas as suas proteinas sao codificadas por genes nucleares, transcritas
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em ribossomos livres e encaminhadas para dentro da organela (MERCALDI, 2010). O
contelldo enziméatico dos glicossomos, bem como o seu nimero podem variar
consideravelmente durante o ciclo de vida da maioria dos tripanossomatideos, indicando que
os diferentes estadios apresentam requerimentos metabdlicos e energéticos distintos.
Acredita-se que a autofagia seja o principal processo de degradacdo e reciclagem dos
glicossomos senescentes (MICHELS et al., 2006). A compartimentalizagdo das enzimas
glicoliticas no interior dos glicossomos conferem aos parasitos uma vantagem evolutiva sobre
as demais celulas eucaridticas, evitando o acumulo de compostos potencialmente nocivos
durante a glicolise (HAANSTRA et al., 2008).

2.3.5 Megassomos

Os megassomos sdo organelas responsaveis pela atividade lisossomal de formas
amastigotas de Leishmania, tendo sido primeiramente decritos em leishmanias pertencentes
ao complexo mexicana. Sdo estruturas que contém fosfatase acida e cisteina-proteinase,
capazes de estocar todas as macromoléculas ingeridas pelo parasito durante o processo de
endocitose (DE SOUZA, 2002a; DE SOUZA; ATTIAS; RODRIGUEZ, 2009). Os
megassomos sdo organelas eletrondensas delimitadas por uma matriz heterogénea, que pode
apresentar perfis de membrana, além de inclusdes densas e vesiculas (UEDA-NAKAMURA,;
ATTIAS; DE SOUZA, 2001). Analise ultraestrutural de rotina revelou variacdes no nimero e
no tamanho dos megassomos de acordo com as espécies de L. amazonensis, L. mexicana e L.
pifanoi, bem como entre as amastigotas de uma mesma espécie obtidas de cultivo axénico e
aquelas derivadas de animais infectados, sugerindo que estas organelas possam estar
relacionadas a viruléncia e infectividade das diferentes espécies de Leishmania (UEDA-
NAKAMURA; ATTIAS; DE SOUZA, 2007).

2.4 A resposta imune das leishmanioses

Os aspectos clinicos e a cura das leishmanioses estdo relacionados com o
desenvolvimento de uma resposta imune eficaz e equilibrada no hospedeiro. O parasito
intracelular deve ser contido, enquanto o resposta imunolédgica deve de ser estritamente
controlada a fim de evitar maiores danos aos tecidos (LAKHAL-NAOUAR et al., 2015).

Células efetoras tais como linfocitos T, macréfagos, células dendriticas, células natural Killer
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e moléculas efetoras como espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, e citocinas estao
envolvidas na resposta imune contra o parasito (LIESE; SCHLEICHER; BOGDAN, 2008).

Apos a infeccdo natural, formas promastigotas metaciclicas de Leishmania ganham
acesso ao hospedeiro onde encontram neutréfilos, macrofagos, células dentriticas e
monacitos, as quais servem como células alvos da infecgdo e sdo os principais responsaveis
pela resposta imune inata contra o parasito. A maneira como a Leishmania interage com essas
células é determinante para evolucdo da doenca. Tem ficado cada vez mais evidente que todos
estes tipos celulares podem ser infectados e que a proporcdo de cada tipo infectado, o
microambiente presente no sitio da infeccdo, o estado de ativacdo destas células e a
intensidade da infeccdo podem levar ou ao sucesso da infeccdo ou a morte do parasito antes
gue a doenca se agrave. Tem sido demonstrado que a infec¢do de neurofilos com Leishmania,
por exemplo, pode levar a morte desta célula por apoptose, a qual é capaz de inibir a ativacao
de macroéfagos e induzir a sua fagocitose, fazendo com que o neutréfilo albergue os parasitos,
funcionando como uma espécie de “cavalo de Trdia”, sendo esta uma forma silenciosa de
manter a infecdo ativa (CECILIO et al., 2014; JOHN; HUNTER, 2008).

A interacdo entre um grande namero de receptores de superficie expressos nas células
imunes efetoras disparam a atividade fagocitica, permitindo que a Leishmania ganhe acesso
ao ambiente intracelular. Estes receptores compreendem receptores de manose-fucose (RMF),
receptor para fibronectina, receptor para produtos avancados de glicosilacdo (RPAG), entre
outros. Além do mais, receptores de reconhecimento padrdo (Pattern Recognition Receptor,
PRRs), tanto de superficie quanto no interior de compartimentos celulares, como o0s
fagossomos, desempenham um papel importante no reconhecimento de patdgenos. Esta
familia de receptores compreende uma vasta gama de moléculas, incluindo os receptores tipos
Toll (Toll Like Receptors, TLR) que reconhecem padrées moleculares associados a patdégenos
distintos (Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMPs) (KAWAI; AKIRA, 2010). Os
TLRs sdo reguladores essenciais da resposta imune contra varios patdgenos e envolvidos em
uma variedade de fénomenos incluindo fagocitose, maturacdo, atividade antimicrobiana do
fagossoma, via inducdo da enzima iNOS e a produgdo de respostas pro- e anti-inflamatorias
responsaveis por primar a resposta imune adaptativa (TUON et al., 2008). A sinalizagdo dos
TLRs ocorre através de uma via que pode ser dependente ou independente do fator de
diferenciacdo (MyD88), que leva a ativacéo de duas proteinas kinases ativadas por mitégeno
(Mitogen Activate Protein Kinases, MAPKSs), ERK1/2 ou p38-MAPK, de a¢do antagdnica que

por sua vez, ativam a transcri¢do de citocinas. Enquanto a regulacdo positiva de ERK1/2
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resulta na supressdo de iINOS por produzir IL-10, a regulacdo positiva de p38-MAPK tem
efeito contrério por produzir INF-y (Figura 7) (SINGH; SRIVASTAVA,; SINGH, 2012).

Figura 7- Representacdo de possiveis ligantes de Leishmania e modulagédo TLR.
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Fonte: Adaptado de Singh, Srivastava e Singh (2012).

Legenda: Ativacdo dos TLRs pela Leishmania regula negativamente p38MAPK e a producéo de IL-12 (citocina
do perfil Thl). Por outro lado, a Leishmania regula ERK1/2 MAPK e IL-10 (citocina do perfil Th2). DNA e
RNA provenientes das Leishmanias podem também funcionar como ligante para varios TLRs citoplasmaticos.

Os macrofagos sdo as principais células efetoras responsaveis pela destruicdo dos
parasitos. Estas células podem ser ativadas por diferentes sinais, 0s quais sao cruciais para
eliminacdo do parasito. Esta ativagdo pode ser dividida em duas vias: a via classica e a via
alternativa. A via classica € mediada por produtos das células Thl e NK (natural killer), em
particular o IFN-y, os quais estimulam os macrdfagos a produzir iNOS (6xido nitrico sintase
induzivel), também conhecida como NOS2 (6xido nitrico sintase 2), uma enzima que catalisa
a L-arginina a gerar oxido nitrico (NO), que é tdxico para o parasito. Por outro lado, a
ativacdo alternativa é induzida pelas citocinas de perfil Th2, tais como IL-4 e IL-13,
envolvidas na biossintese de poliaminas e que favorecem a sobrevivéncia do parasito nos
macrofagos (Figura 8) (LIU; UZONNA, 2012).

Células dendriticas (CD) também participam ativamente tanto da resposta imune inata
guanto da resposta imune adaptativa contra Leishmania. Estas células sdo derivadas da

medula 6ssea e possuem uma distribuicdoo heterogénea e ampla no corpo. Como uma célula
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apresentadora de antigeno, este tipo celular possui um papel central na orquestracdo da
resposta imune, produzindo principalmente IL-12, citocina criticamente importante para
polarizacdo da resposta de células Thl e subsequente producdo de IFN-y. A apresentagdo de
antigenos pelas células MHC classe | (células T CD8") e MHC Il para células CD4", células
NK invariantes, entre outras, culmina no densenvolvimento de uma resposta adaptativa com a
expansdo de células T efetoras e intensa producéo de citocinas (FENJO et al., 2016; SOONG,
2008).

Figura 8 — Esquema da regulacdo orquestrada por macréfagos e células dendriticas contra Leishmania.
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Fonte: Adaptado de Liu e Uzonna (2012).

Legenda: Logo apos a infecgdo, tanto macréfagos e células dendriticas fagocitam a Leishmania levando a
diferentes consequéncias funcionais. CD produzem IL-12, a qual é critica para a producdo IFN-y pelas células
Thl CD4". O IFN-y age nos macréfagos infectados levando a ativagio classica e a producdo de NO. Por outro
lado, a producéo de IL-4 por outros tipos celulares (incluindo queratinécitos e células T VB4 estimulam a
resposta Th2. A producéo de IL-4 e IL-13 leva ao aumento da atividade da arginase e a ativagéo alternativa dos
macrofagos favorecendo a sobrevivéncia do parasito. As células T reguladoras (Treg) e macrdfagos infectados
também produzem IL-10 e TGF-B, que desativam as células infectadas levando a inibi¢do da morte celular do
parasito.

Para sobreviver aos mecanismos de defesa de macrdfagos ativados, a Leishmania deve
modular a ativacdo destas células em favor de sua sobrevivéncia e proliferacdo. O balango
entre fatores do parasito e do hospedeiro € determinante para o destino final do parasito dentro
dos macréfagos infectados. Varios estudos tém apontado que diferencas no background
genético do hospedeiro sdo importantes para definir se um determinado individuo vai

conseguir montar uma resposta efetiva ou ndo contra o parasito (GOLLOB; VIANA,
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DUTRA, 2014). No entanto, para todas as formas clinicas da doenca, as células T CD4" e
CD8+ sdo requeridas para resposta imune contra Leishmania. As células CD4+ séo
responsaveis principalmente por induzir ativacdo dos fagocitos, para que estes eliminem ou
controlem a multiplicagdo dos parasitos, enquanto as células T CD8" também possuem um
papel protetor e sdo requeridos para eliminacdo dos parasitos e a geragédo de uma resposta de
memoria imunoldgica, sendo também denominadas de células T citotdéxicas (MUTISO et al.,
2013). A resposta imune adaptativa ¢ grandemente dirigida pelas células T CD4" Thi, as
quais produzem interleucinas IFN-y, TNF-a e IL-12 envolvidas no controle da infeccdo e
eliminacdo dos patégenos, juntamente com citocinas reguladoras tais como a IL-10. O IFN-y
juntamente com TNF-a promovem a sintese de 6xido nitrico (NO) através da catalise do
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (CUMMINGS; TULADHAR; SATOSKAR, 2010).
Assim, a resposta Thl CD4" tem sido correlacionada tanto com a resisténcia ao parasito,
como também pela exarcebacdo da resposta inflamatéria local (MUTISO et al., 2013). Se por
um lado o perfil Thl estd fortemente relacionado ao controle do parasito e ao
desenvolviemnto de uma resposta inflamatdria eficiente, individuos onde a infec¢do por
Leishmania consegue se estabelecer e progredir tendem a apresentar uma resposta imune do
tipo T CD4" Th2. Neste tipo de resposta ocorre uma predominancia da producéo de IL-4,
TGF-B e IL-10. Em modelos experimentais, a IL-4 tem mostrado regular negativamente a
expressdo de interleucinas do perfil Thl, além de bloquear a producdo de NO por macréfagos
ativados por IFN-y, favorece a multiplicacdo parasitoria e falha ao controlar a infeccdo
(SOUZA et al., 2013).

Este paradigma Thl e Th2 foi estabelecido em modelos murinos infectados com L.
major que contribuiram para elucidar a resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo por
Leishmania gerada por células do hospedeiro (MOSMANN et al., 1986). Entretanto, outros
subtipos de células T CD4", como as células Th17 e células T reguladoras (Treg) também
desempenham papéis importantes na manutencdo do equilibrio imunolégico durante a
infeccdo com Leishmania (NYLEN; GAUTAM, 2010). A funcdo da IL-17 ainda ndo foi
totalmente elucidada nesta doenca. Sabe-se que esta citocina é ativada pelo sinergismo das
citocinas IL-6 e TGF-B, e que seu surgimento pode estar associado com a ineficacia da
resposta do tipo Thl contra os patdgenos, sendo necessaria uma resposta imunologica
exacerbada para elimind-los (BETTELLI et al., 2008; CASTRO, 2013). Em pacientes com
leishmaniose tegumentar causada por L.braziliensis, esta citocina pode estar diretamente
correlacionada com a TNF-a e a danos nos tecidos do hospedeiro (BACELLAR et al., 2009).
Em contrapartida, foi demonstrado por Novoa et al. (2011) que o controle da infeccdo por



34

L.brazilienisis pode ser mediada por resposta imune inata com participacdo de IL-17. Ja as
células T reguladoras (Treg) demonstram ser importantes mediadoras da susceptibilidade a
infeccdo por Leishmania sp., exercendo principalmente atividade supressora através da
producdo de IL-10 e TGF-p (COSTA et al., 2015).

Tanto em modelos experimentais com animais quanto em seres humanos, o
desenvolvimento de uma resposta Thl é crucial para a eliminagdo ou controle dos parasitos.
Pacientes com LTA infectados por L. braziliensis podem desenvolver uma resposta imune
frente aos antigenos do parasito e produzir altos niveis de IFN-y e TNF-a. No entanto, apesar
da presenca desta resposta imune protetora, o sistema imune destes pacientes ndo consegue
controlar a infeccdo e o desenvolvimento de lesdes (COSTA et al., 2013). A gravidade das
infeccbes causadas L. braziliensis tem sido associada a producdo de varias citocinas
inflamatdrias, tais como IL-17, IL-1B e TNF-a (PASSOS et al., 2015).

Desde o rompimento de barreiras epiteliais, a Leishmania possui estratégias para
combater os mecanimos empregados pelas células do sistema imunoldgico do hospedeiro. Os
parasitos sdo capazes de inibir sinais oriundos de antigenos presentes na superficie celular dos
fagocitos com a finalidade de atrasar ou dificultar a resposta de células T (RODRIGUES et
al., 2014). Além disto, os parasitos possuem outros mecanismos de sobrevivéncia intracelular
tais como: ligacdo aos macrdfagos através da glicoproteina gp63 sem induzir um “burst”
oxidativo na célula do hospedeiro; inativagdo por fosforilagdo de componentes do sistema
complemento (C3, C5 e C9); utilizacdo da superoxido dismutase para quelar reativos
intermediarios de oxigénio, supressdo da iNOS e de citocinas de perfil Thl, além da inducéo
de uma resposta do perfil Th2 exarcebada (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

2.5 Quimioterapia das leishmanioses

O tratamento das leishmanioses € restrito a poucas drogas, nenhuma delas considerada
ideal devido sua alta toxidade, longo periodo de tratamento e severos efeitos colaterais, 0s
quais levam frequentemente ao abandono do tratamento. Além do mais, o aparecimento de
fendmenos de resisténcia das diferentes espécies do parasito tem se tornado um desafio a mais
ao sucesso do tratamento (COSTA et al., 2014; HALDAR et al., 2011; SOTO et al., 2008).

Desde a década de 40, o tratamento das leishmanioses € feito através de drogas
antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato de soédio (Pentostan) e o antimoniato de
N-methyl glucamine (Glucantime), sendo utilizados como drogas de primeira escolha

(OLIVEIRA et al.,, 2011). Os antimoniais apresentam de moderados a graves efeitos
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colaterais, tais como pancreatite, nduseas, vomitos, mialgias, alteracGes de enzimas hepaticas,
toxicidade renal e cardiaca, podendo ocorrer morte subita (BRASIL, 2007), devido retencdo
do antiménio nos tecidos (AFONSO- CARDOSO et al., 2011). Desta forma, faz-se necessario
a hospitalizacdo dos pacientes e acompanhamento intensivo. Estes efeitos adversos e o longo
tempo de tratamento sdo os principais responsaveis pela ndo continuidade da terapéutica
favorecendo o surgimento de cepas resistentes (IQBAL et al., 2016). Os antimoniais s&o
indicados para o tratamento de todas as formas de LTA, sendo necessario maior cuidado nos
casos de leishmaniose mucocutanea devido a respostas mais lentas e maior possibilidade de
recidivas (MARINHO JUNIOR, 2010). O mecanismo de agdo pelo qual os antimoniais
pentavalentes agem sobre as formas evolutivas de Leishmania ainda ndo foi totalmente
elucidado. Os compostos antimoniais se ligam a grupos sulfidrila das proteinas e algumas
evidéncias sugerem que antes dessas ligacdes, a forma pentavalente é reduzida a trivalente
(SCHEIBEL, 2005). Os antimoniais trivalentes podem afetar a estrutura celular, a funcéo e a
producdo de energia atraves da inibicdo da fosfofrutoquinase, uma enzima que limita a
velocidade da glicélise (FREZARD et al., 2001; TESSAROLO et al., 2015). No caso do
tratamento da leishmaniose cutdnea demonstrou-se que 0s antimoniais administrados via
parenteral sdo eficientes contra essa forma clinica causada pelas espécies L. braziliensis, L.
major e L.tropica. No entanto, tal administragcdo ndo foi eficaz contra leishmaniose
mucocutéanea causada por L.braziliensis (BAILEY; LOCKWOOQOD, 2007).

Apesar de sua alta toxidade, a anfotericina B tem sido recomendada como uma
segunda linha de escolha em casos de contraindicacdo, intolerdncia ou resisténcia aos
antimoniais. Sua aplicacdo endovenosa causa rigor, tremores e febre associados & miocardite e
nefrotoxidade. Na tentativa de tentar reduzir os efeitos colaterais desta droga e melhorar a sua
farmacocinética e biodisponibilidade, novas formulaces da droga tem sido desenvolvidas
(complexo lipidico, forma coloidal e lipossomal) (ROY et al., 2012). Embora sejam menos
toxicas, o uso destas formulacBes apresenta desvantagens como o seu alto custo e a
dificuldade de se manter a droga estavel em altas temperaturas. Resisténcia a estes farmacos
também tem sido relatada (MONTEIRO, 2009). A anfotericina B é um antibidtico que
interage com o ergosterol, esterdide da membrana das leishmanias, causando aumento de
permeabilidade e morte do parasito (BRASIL, 2007).

A pentamidina, outra droga frequentemente utilizada como segunda escolha de
tratamento também apresenta consideraveis efeitos adversos, tais como diabetes mellitus, uma
severa hipoglicemia, hipotensdo, miocardite e nefrotoxidade e pode levar a morte. Seu uso

tende a se tornar cada vez menos frequente devido o aparecimento de casos resistentes, sua
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alta toxidade e baixa eficacia. Atualmente a pentamidina é principalmente recomendada em
associacdo em protocolos terapéuticos combinados. No parasito, a pentamidina se liga ao
DNA do cinetoplasto inibindo sua replicacdo, causa efeitos sobre o potencial de membrana
mitocondrial, além de inibir a biossintese de poliaminas (CROFT et al., 2006).

A mitelfosina, originalmente utilizada para tratar neoplasias, tem sido uma droga
alternativa no tratamento da leishmaniose e possui uma grande vantagem de ser uma
formulacéo de uso oral. Entretanto seu uso € limitado em mulheres gravidas, visto que possui
efeito teratogénico. Além do mais, esta droga afeta o trato gastrointestinal e promove aumento
dos niveis de transaminases e creatina fosfoquinase (BERMAN, 2008; SOTO et al., 2004).
Outros compostos, incluido rifampicina, tamoxifen, doxyclylina, monomicina, trimethoprim e
nifurtimox, também tem sidos testados, porém com baixa eficicia contra Leishmania. A
Paromomicina, um antibidtico aminoglicosideo que afeta a mitocondria de Leishmania, tem
se mostrando eficaz no tratamento topico das LCs. No entanto o seu uso parenteral causa
sérios efeitos colaterais (ALAVI-NAINI; FAZAELI; O’'DEMPSEY, 2012; SALAH et al.,
2013).

A seletividade das diferentes drogas usadas no tratamento das leishmanioses é bastante
variavel entre as espécies do parasito. Por exemplo, enquanto os antimoniais podem agir em
diferentes espécies de Leishmania, a pentamidina possui atividade limitada contra espécies
especificas. Por outro lado, a paromicina é bem aceita para uso tépico contra L. brazilensis,
mas sua eficicia em outras espécies é questiondvel. Devido ao fato da grande parte dos
farmacos contra leishmaniose serem especificos para determinadas espécies e ndo para outras,
a busca de farmacos e protocolos de tratamento com larga abrangéncia tem sido de grande
importancia na quimioterapia das leishmanioses (DE MENEZES et al., 2015).

Um outro problema enfrentado no tratamento das leishmanioses é a falta de
especificidade das drogas, as quais sdo também toxicas para células do hospedeiro. Visando
suplantar esse desafio, 0 uso de sistemas controlados de entrega e liberacdo de farmacos tem
sido apontado como uma alternativa bastante promissora. A vantagem destes sistemas é
aumentar a eficdcia e seguranca das drogas que sdo adsorvidas ou encapsuladas em
carreadores, reduzindo a dose e os efeitos adversos das formulagdes convencionais. Um
exemplo disso ¢ a formulacdo lipossomal da Anfotericina B, Ambisome™, que tem sido
utilizada com melhores resultados em relacdo ao estibogluconato de sodio. Essa formulacao
também tem sido indicada nos casos de co-infec¢cdo com HIV. Mais recentemente, nanotubos
de carbono funcionalizados tem sido utilizados como carreadores de drogas contra a
leishmaniose (SAUDAGAR; DUBEY, 2014). Tem sido demonstrado, por exemplo, que
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anfotericina B associada a nanotubos de carbono funcionalizados possui uma eficacia superior
que a formulagdoo convencional no tratamento de hamster infectados com Leishmania
(PRAJAPATI et al., 2011, 2012).

O desenvolvimento de novas ferramentas de biologia molecular, bem como das
técnicas de alta performance tem sido de grande valia para identificacdo de novos alvos
quimioterapicos tanto nas células do hospedeiro quanto nos parasitos. Além do mais, estudo
da interacdo parasito-célula hospedeira pode facilitar o design de novas drogas mais eficazes
contra as infecgbes causadas por Leishmania. De fato, o transcriptoma e a protedbmica tem
sido importantes intrumentos para o estudo em larga escala da interacdo Leishmania-célula
hospedeira que podem levar a descoberta em alvos especificos e vias metabdlicas no parasito,
ndo encontradas nas células do hospedeiro vertebrado (DE MENEZES et al., 2015).

Produtos naturais, principalmente os provenientes de plantas tem sido reconhecidos
como uma rica fonte de compostos biologicamente ativos contra leishmaniose. Diversos
extratos de plantas, Gleos essenciais e compostos isolados, a maior parte provenientes do
metabolismo secundarios destes organismos, tais como compostos fendlicos, esteroides,
quinonas, lignanas, terpenos e alcaloides, tém sido testados com resultados promissores,
contra diferentes espécies de Leishmania. Muitos destes compostos além de agirem
diretamente sobre os parasitos também possuem importante atividade imunomoduladora.
Desta forma, a procura por moléculas com um largo espectro de atividade leishmanicida e
efeito sobre a resposta imune contra o parasito pode permitir a identificacdo de novas
entidades terapéuticas Uteis no controle da doenca. Muitos estudos neste sentido tem focado
sua atencdo para os efeitos de 6leos essenciais e extratos de planta na producdo de
interleucinas pro- e anti-inflamatorias. Estes trabalhos sugerem que a inducéo ou inibicéo da
producdo de certas citocinas é um fator critico capaz de levar a destrui¢cdo do parasito sem

produzir um dano excessivo aos tecidos (RODRIGUES et al., 2015).

2.6 Lectinas

Lectinas sdo proteinas, de origem ndo imunoldgica, que se ligam reversivelmente a
carboidratos ou a glicoconjugados de maneira especifica (DA SILVA; CORREIA, 2014).
Essas proteinas sdo capazes de reconhecer glicocodigos presentes nos mais diversos tipos
celulares, e consequentemente estabelecer ligacGes por intermédio de pontes de hidrogénio e
interacbes hidrofébicas com carboidratos (GONDIM, 2014) sem ocasionar modificacdes
estruturais nos mesmos (RUDIGER; GABIUS, 2001).
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Essas biomoléculas podem ser classificadas em cinco grupos de acordo com o
monossacarideo  pelo qual possuem maior afinidade: manose, galactose/N-
acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, frutose e acido N-acetilneuraminico. Lectinas que
apresentam  especificidade por galactose, frequentemente interagem com  N-
acetilgalactosamina, e por esta razdo sdo classificadas dentro de um mesmo grupo de
especificidade (SHARON; LIS, 2004).

As lectinas estdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas em
microorganismos (TSIVILEVA et al., 2008), plantas (SOUZA et al., 2011) e animais
(SPRONG et al., 2009). A abundéancia e o carater diversificado dessas proteinas tém sido de
grande valia no desenvolvimento de sistemas controlados de liberacdo de farmacos, Kits
diagnosticos e agentes quimioterapicos (FUJII et al., 2012). As lectinas regulam varios
eventos fisiologicos e patolégicos importantes, tais como a interacdo parasito-célula,
comunicacao celula-célula, reconhecimento e comunicagdo celular (SITOHY et al., 2007).

Lectinas de animais desempenham papel importante no reconhecimento de
polissacarideos na superficie celular de microorganismos potencialmente patogénicos, além
de possuirem uma variedade de fungbes imunoldgicas (DRICKAMER; TAYLOR, 1993).
Gabius (1997) classificou as lectinas de animais de acordo com suas similaridades estruturais
e propriedades de ligacédo a carboidratos como: tipo P (especifica para manose-6-fosfato); tipo
I (possuem CDR semelhante a imunoglobulinas); tipo S ou galectinas (dependente de tiol);
pentranxinas (possuem arranjo pentamérico de subunidades) e tipo C (dependente de célcio).

Diversos estudos tém relatado amplo espectro de atividades bioldgicas que as lectinas
possuem, como por exemplo, antimicrobiana (CARVALHO et al., 2012), inseticida (PAIVA
et al., 2011), antitumoral (NUNES et al., 2012), anti-inflamatéria (MELO et al., 2011),
antioxidante (JIMENEZ et al., 2014), antinociceptiva (FIGUEIREDO et al., 2009),
antifangica (AMANO et al., 2012; RUAS et al., 2012) e antiviral (ZUO et al., 2012). Além
desses efeitos, funcgdes fisioldgicas independentes da sua capacidade de ligar carboidratos, tais
como ativacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio e modulacdo do sistema imune
tem sido avaliadas (MACIEL et al., 2004; SINGH BAINS et al., 2005).

A Concanavalina A (Con A), lectina extraida de sementes de Canavalia ensiformis,
exerce atividades anti-hepatoma e anti-proliferativa em células de melanomas A375, por
causar alteraces no potencial de membrana mitocondrial e consequentemente induzir morte
celular por apoptose (LEI; CHANG, 2007; LIU et al., 2009). Estudo realizado por Fernandes
et al. (2010) demonstrou a eficacia da lectina Cramoll 1,4 em testes in vitro contra formas

epimastigotas de T. cruzi. Varios estudos tém demonstrado que a resposta do hospedeiro
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contra a tripanossomatideos pode ser modulada por vérios fatores incluindo células do sistema
imunolodgico e produgdo de citocinas (BIRNBAUM; CRAFT, 2011). Neste sentido, foi
demonstrado por Afonso-Cardoso et al. (2007) que a lectina de latex de Synadenium
carinatum (ScLL) causa efeito protetor em camundongos Balb/c infectados com Leishmania
amazonensis. Enquanto, lectinas como a ConBr (Canavalia braziliensis) e KM+ (Artocarpus
integrifélia) estimulam a producdo IFN-y e IL-12, respectivamente, promovendo a producdo
de citocinas padrdo Thl em camundongos Balb/c infectados e resultando em uma acdo
protetora contra L. amazonensis e L. major (PANUNTO-CASTELO et al., 2001).

2.6.1 Lectina de Oreochomis niloticus

A tildpia (Oreochromis sp.) € um peixe teleGsteo, comercialmente cultivado em &gua
doce em todo mundo gracas a sua rapida taxa de crescimento em aguas quentes, sua tolerancia
a condicgdes adversas, relativo baixo custo de producéo, qualidade da carne e sabor, contetido
proteico alto, além de uma alta aceitabilidade por parte dos consumidores (TELLEZ-
BANUELOS et al., 2009). Entre as espécies de tilapia cultivadas mundialmente, a tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) é uma das espécies mais significativas para estudos bioldgicos,
representando um bom modelo para estudos de imunotoxicidade (GIRON-PEREZ et al.,
2009), além de apresentar um sistema imunol6gico robusto capaz de tolerar estresses bioticos
e abioticos (GIRON-PEREZ et al., 2007).

Os peixes teledsteos como Oreochromi niloticus apresentam um repertorio de lectinas
diversificado, incluindo ndo sé os representantes das familias descritos em animais, mas
também membros de lectinas encontrados pioneiramente em peixes, tais como as lectinas
ligantes a L-ramnose, tipo X (especifica para alfa-galactosideos) e fucolectinas (ligantes a L-
fucose e D-galactose) (VASTA et al., 2011).

Lectinas de peixe apresentam importantes atividades bioldgicas tais como aglutinacéo,
fertilizacdo e mediacdo, por ativacdo do sistema complemento, da morte de agentes
patogénicos (RUSSELL; LUMSDEN, 2005). Essas moléculas desempenham um papel ativo
na imunidade inata desses vertebrados (ARGAYOSA,; LEE, 2009) e podem ser facilmente
isoladas a partir do soro, plasma, ovos e até de tecidos que compreendem esses animais
(DUTTA et al., 2005). A Onil é uma lectina purificada do soro do peixe tilapia (Oreochomis
niloticus), caracterizada como glicoproteina &cida com banda Unica de polipeptidio de 17
kDa, tipo C e que possui sitio de reconhecimento a carboidratos com especificidade para

residuos de metil-a-D-manopiranosideo e D-manose (SILVA et al., 2012).
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Nosso grupo tem investigado o papel imunomodulador da Onil, e resultados
preliminares mostraram que esta lectina estimula preferencialmente a resposta celular Thi,
em funcdo da producéo de altos niveis de IFN-y, em esplendcitos de camundongos Balb/c
(SILVA et al., 2012). Além do mais, a lectina Onil apresenta potencial mitogénico com alta
producdo de IL-2 e IL-6 a niveis equivalentes da lectina Con A, um mitégeno ja bem
estabelecido (BECKERT; SHARKEY:; 1970). Em estudo similar com esplendcitos murino e
exsudato peritoneal, uma lectina do ovario do peixe carpa capim (Ctenopharyngodon idellus)
induziu resposta mitogénica com producéo de IL-2 e IFN-y (LAM; NG, 2002).

Apesar do potencial da Onil como molécula moduladora da resposta imune, o estudo
sobre o papel da lectina Onil como agente leishmanicida e como imunomodulador na resposta

contra Leishmania sp., ainda permanece a ser explorado.
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3 JUSTIFICATIVA

As leishmanioses representam um serio problema de satde publica no Brasil, com
perda significativa da capacidade produtiva e da qualidade de vida dos individuos afetados.
Os tratamentos atualmente disponiveis sdo baseados em drogas toxicas e de custo elevado,
levando muitas vezes a desisténcia do tratamento. Sabe-se que a cura ou estabelecimento da
infeccdo por Leishmania sp. é fortemente dependente da resposta imune do hospedeiro.
Considerando a importancia da prospec¢do de farmacos menos toxicos, associados a um baixo
custo e que possam ser utilizados no tratamento da leishmaniose cutanea, pouco incentivo
ainda é dado aos grupos que trabalham neste tema, principalmente na regido Nordeste do
Brasil. Paradoxalmente, os estados desta regido sdo 0s que mais sofrem com esta endemia. As
lectinas, por sua vez, sdo proteinas que tém se mostrado como valiosas ferramentas de
interesse terapéutico para o tratamento da leishmaniose cutanea, uma vez que apresentam um
amplo espectro de atividades bioldgicas ja& comprovadas. A importancia da utilizacdo destas
biomoléculas se deve a falicidade de isolamento, abundancia com que sdo encontradas na
natureza, além da habilidade de se ligarem a carboidratos de forma especifica e reversivel. A
lectina isolada do soro do peixe Oreochromis niloticus tem se mostrado como potente
molécula imunomoduladora sobre esplendcitos de camundongos. Tendo em vista que até o
presente momento, nenhum trabalho foi desenvolvido com lectinas de peixe como potentes
moléculas imunomoduladoras especificamente na infeccdo contra leishmaniose, além de nao
existirem agentes quimioterapicos leishmanicidas que atuem com maior seletividade aos
parasitos sem causar danos ao hospedeiro do hospedeiro, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade citotoxica, leishmanicida e imunomoduladora da lectina de

Oreochromis niloticus.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

A lectina do soro de Oreochromis niloticus (Onil) é um potencial candidato a terapia

contra a leishmaniose cutanea?
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar o papel citotoxico, leishmanicida e imunomodulador da lectina Onil.

5.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o potencial citotdxico da lectina Onil sobre células do exsudato peritoneal de
camundongos;

b) Avaliar o efeito da lectina Onil sobre o crescimento e viabilidade de formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania braziliensis;

c) Identificar possiveis alvos intracelulares da Onil em L. braziliensis;

d) Avaliar o papel imunomodulador da lectina Onil sobre células do exsudato peritoneal

de camundongos infectadas ou ndo com L. braziliensis.
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6 METODOLOGIA

6.1 Lectina de Oreochromis nil6ticus

A lectina de Oreochromis nildticus (Onil) foi purificada no Laboratério de Biologia
Celular de Patogenos — LBCP/ CPgAM — FIOCRUZ e gentilmente cedida pela Dr? Cynarha
Daysy Cardoso da Silva. Segundo protocolo estabelecido por Silva et al. (2012), tilapias
(Oreochromis nildticus) foram obtidas da Estacdo de Aquicultura Continental Johei Koike,
Departamento de Pesca e Aquicultura (UFRPE). O sangue foi coletado, com o menor risco
para a salde dos peixes, que foram em seguida devolvidos ao ambiente. O sangue ficou em
repouso por duas horas para obtencdo do soro e as proteinas presentes foram precipitadas
utilizando sulfato de aménio (20-40% wi/v). A fracdo com maior atividade hemaglutinante foi
dialisada contra solucdo salina tamponada com Tris (TBS, 20 mM Tris-HCI, 150 mM de
NaCl, 20 mM CaCl2, no pH 8,0). A fracdo contendo 0,5 mg de proteina foi submetida a
cromatografia de afinidade em matriz Concanavalina A-Sepharose 4B (Sigma Co., USA) em
coluna de gel previamente equilibrada com 10 mM de CaCl, e 10 mM de MnCl;, em solucgéo
salina tamponada com Tris (TBS), a pH 8,0. A eluicdo da lectina foi realizada com o
carboidrato metil-a-D-mannopyranoside (200 mM), em seguida dialisada. Para avaliar a
atividade hemaglutinante da Onil, eritrocitos de coelho foram tratados com glutaraldeido de
acordo com Correia e Coelho (1995). Solucdo estoque da lectina foi preparada em TBS em
uma concentracdo 50 mg/mL. As solucdes foram guardadas a -20°C, protegidas da luz. A

solucdo estoque foi diluida em diferentes concentracdes para 0s experimentos.

6.2 Animais

Camundongos Balb/c foram adquiridos do Centro de Criacdo de Animais de
Laboratorio (CECAL)-FIOCRUZ e usados para obtencdo de celulas do exsudato peritoneal.
Todos os experimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com os padrdes éticos
da Fundacdo Oswaldo Cruz e aprovados pelo comité de ética em experimentacdo animal
(CEUA- FIOCRUZ n° 77/2014 — ANEXO A).
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6.3 Citotoxicidade

As analises de citotoxicidade foram realizadas através da técnica do MTT, descrita por
Mosmann (1983). Para tal, células do exsudato peritoneal (1 x 10° céls /mL ) foram tratadas
com diferentes concentracdes da lectina Onil por 48 horas. Em seguida foram lavadas em
meio RPMI e incubadas a uma concentragéo de 5 mg/ mL de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) diluido no proprio meio, por 3 horas a 37 °C. Posteriormente, as células foram
solubilizadas em DMSO (100 pl/poco) e a absorbancia foi medida a 490 nm em
espectofotbmetro  Benchmark plus (Bio-Rad®, Califérnia, EUA). A concentracdo 50%
citotoxica (CCsp) para as células de mamiferos foi determinada. O indice de seletividade (1Se)
da lectina foi calculado através da razdo entre os valores da CCsy e da 1Cso (concentracdo
capaz de inibir em 50 % a proliferacdo dos parasitos). Cada ensaio foi feito em quadruplicata

em dois experimentos independentes.

6.4 Cultivo dos Parasitos

Formas promastigotas de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) foram
mantidas em meio Schneider (Gibco, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) a 26 °C foram utilizadas na fase log de crescimento (3 dias). Formas amastigotas
foram obtidas a partir de macrofagos peritoneais de camundongo Balb/c. Macrofagos
peritoneais (1 x 10° céls / mL) foram aderidos em placa de 24 pocos e cultivados em meio
RPMI suplementado com 10% de SFB por 24 horas a 37 °C e 5% de CO,. Por fim, a cultura
de macréfagos foi infectada com formas promastigotas de L. braziliensis na proporcdo de
1:10 por 14 horas a 37 °C e 5% de CO,, e utilizadas nos experimentos conforme descrito

abaixo.

6.5 Atividade leishmanicida

Culturas de promastigotas (2 x 10° parasitos/mL) foram incubadas na auséncia ou
presenca de diferentes concentragfes (200 — 12,5 pug /mL) da lectina a 26 °C. O crescimento
celular foi avaliado diariamente por contagem direta em camara de Neubauer e a ICsy foi
determinada ap0s 48 horas de tratamento. Para cada experimento, foram feitos trés ensaios
independentes em triplicata. Para os ensaios com as formas amastigotas, macréfagos

infectados aderidos em laminulas foram tratados com as concentracfes da lectina
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correspondentes a %2 1Csp, 1x 1Cso e 2xICsy determinadas nos ensaios com formas
promastigotas. Apos 24 horas de tratamento, as células foram fixadas em solucéo de Bouin (5
minutos) e coradas em solucdo de Giemsa (15 minutos). O efeito de Onil sobre as formas
amastigotas foi avaliado a partir do indice de sobrevivéncia de amastigotas no interior dos
macrofagos. Este indice foi determinado multiplicando-se o nimero de amastigotas pelo
namero de células infectadas. Macrofagos infectados e ndo tratados foram utilizados como

controle. Foram realizados 2 ensaios independentes em triplicata.

6.6 Estudo ultraestrutural

Para identificacdo de possiveis alvos intracelulares de acdo leishmanicida da lectina
Onil, utilizamos formas promastigotas de L.braziliensis. Parasitos controles e tratados com 1x
ICs0 e 2X ICsp da lectina foram lavados e fixados em glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a
4%, em tampdo cacodilato de sddio 0,1 M (pH 7,2), durante 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, as células foram lavadas no mesmo tampdo e pos-fixadas em solucdo de
tetroxido de 6smio a 1%, ferricianeto de potassio a 0,8% e cloreto de calcio a 5 mM em
tampdo cacodilato 0,1 M por 1 hora. Apés a fixacdo, os parasitos foram desidratados em
concentracdes crescentes de acetona (50% -100%), infiltrados e incluidos em resina epoxi
(Fluka Analytical, Polysciences). Cortes ultrafinos obtidos no ultramicrétomo Leica EMUC6
(Leica Microsystem, Wetzlar, ALE) foram coletados em grades de cobre de malha 300,
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo, e observados ao microscépio
eletrénico de transmissdo Zeiss EM109 a 80 kV.

A fim de analisarmos as possiveis alteracbes morfoldgicas causadas pela Onil, células
controles e tratadas foram fixadas e pos - fixadas como descrito para a técnica de microscopia
de transmissdo. Apds a pos-fixacdo as células foram lavadas no mesmo tampao e aderidas em
laminulas de 13 mm contendo poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA) por 10
minutos. ApoOs este periodo as células foram lavadas em PBS para retirada das células néo
aderidas. Subsequentemente, as amostras foram desidratadas em séries crescentes de etanol
(30% a 100%) por 10 minutos e secas pelo método do ponto critico (HCP-2 critical point
dryer, Hitachi). Apos este processo, as células foram metalizadas com 20 nm ouro-paladio
(Fine Coat fon Sputter JFC-1100, JEOL) e observadas ao microscopio eletronico de JEOL.
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6.7 Anélise do mecanismo de morte celular induzido por Onil

Para avaliarmos o possivel mecanismo de morte celular induzido pela lectina,
parasitos tratados e controles foram marcados com iodeto de propidio (IP) e anexina V (AV).
O IP entra nas células onde a integridade da membrana estd comprometida se combinando
com &cidos nucleicos e emitindo luz no canal do vermelho, enquanto a AV se liga a
fosfatidilserina exposta na superficie externa da membrana em células em processo de
apoptose, emitindo um sinal fluorescente na faixa do verde. Formas promastigotas de L.
braziliensis na concentracdo 2x10° células/mL em meio RPMI suplementado com 10 % de
SFB foram incubadas em placas de 24 pogos na auséncia ou presenca das concentracfes
referentes a ICsp € 2x 1Cso da Onil por 48 horas em estufa 37° C e 5% de CO,. Apos
incubacdo, as culturas foram lavadas 2x em PBS e em seguida submetidas a marcacdo com 30
ug/mL de iodeto de propidio e 10 pg/mL de anexina V por 10 minutos. Ap6s esse tempo, as
células foram lavadas 3x em PBS, ressuspendidas em PBS e imediatamente observadas no
microscopio confocal a laser Leica SPII/AOBS. As imagens foram adquiridas a 510 nm e 560
para AV e IP, respectivamente processadas através do software Leica Lite 2. Para citometria
de fluxo, as células foram marcadas como descrito acima e imediatamente levadas ao
citbmetro de fluxo FACSCalibur, equipado com software Cell Quest, usando os detectores
530/30 (FL1) para AV e 582/42 para IP (FL2). A intensidade de fluorescéncia foi adquirida
para 20.000 eventos, os dados analizados utilizando o software WinMD12.8., e expressos em
porcentagem de células marcadas em cada um dos canais para os seguintes fenotipos: AV/IP
(células ndo apoptdticas/ndo necréticas); AV'/IP™ (células apoptéticas); AV'/IP* (apoptose
tardia/necrose) e AV'/IP* (necrose). Células tratadas com H,O, foram consideradas como

controle positivo de morte celular.
6.8 Efeito da lectina Onil sobre o potencial de membrana mitocondrial de L. braziliensis

Para avaliarmos o efeito da lectina sobre o potencial de membrana mitocondrial
utilizamos como marcador a rodamina 123, um fluorocromo catibnico que marca
mitocondrias cujo potencial de membrana encontra-se preservado. Formas promastigotas
(2x106 celulas / mL) foram tratadas com as concentra¢Ges correspondentes a ICsp e 2 X 1Cso da
lectina por 48 horas, e em seguida lavadas em PBS. As células foram incubadas com
rodamina 123 (10 pg/mL) por 15 minutos a 37 °C. As analises foram realizadas em citdmetro

de fluxo e microscopia confocal a laser Leica SPII/AOBS em placas de cultivo utilizando o
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laser HeNe 488nm.. As alteraces na fluorescéncia foram quantificadas a partir do indice de
variacdo (IV) calculado pela equagdo MT-MC/MC, onde MT é a mediana da fluorescéncia

dos parasitos tratados e MC a mediana de fluorescéncia dos parasitos sem tratamento.
6.9 Producdo de 6xido nitrico

A fim de analisarmos o efeito da Onil sobre a producdo de 6xido nitrico por
macrofagos peritoneais infectados com L.braziliensis, foram realizados testes de quantificacéo
de nitrito através do reagente de Griess. Os macrofagos foram infectados por 14 horas com
formas promastigotas, conforme descrito anteriormente, e tratados com diferentes
concentragdes da lectina (75, 150 e 300 pug /mL) por 24 horas. Em seguida, os sobrenadantes
das culturas foram incubados com 100 ul do reagente Griess (1% de sulfanilamida / 0,1% de
N- (1-naftil) etilenodiamina, dicloridrato / 2,5% de H3PO,) a temperatura ambiente por 10
minutos. A absorbancia foi medida a 540 nm no leitor de ELISA Benchmark plus (Bio-Rad®,
Califérnia, EUA). A concentracdo de nitrito foi determinada usando uma curva padrdo com

concentragOes conhecidas de nitrito de sodio.

6.10 Analise do perfil de citocinas em células de exsudato peritoneal infectadas por

Leishmania braziliensis

Para avaliacdo do perfil de citocinas (Thl, Th2 e Thl7), os sobrenadantes de células
de exsudato peritoneal infectadas controles (sem tratamento) e infectadas tratadas com Onil
(75, 150, 300 ug/mL) por 24 horas, foram submetidas a dosagem das citocinas IL-10, IL-17A,
TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-4, IL-12p40 e IL-1p através do Kit CBA Mouse Cytokine assay kits
(BD® Biosciences, CA/EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. As medicdes
foram realizadas no citbmetro FACS Calibur (Beckton Dickinson, Mountain View, CA,
EUA). A aquisicdo de dados foi realizada utilizando o programa Cell-QuestTM software
package fornecido pelo fabricante. A anélise dados foi feita no programa FlowJo software
7.6.4 (Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA). Foi realizada uma aquisi¢do de 1800 eventos
(minimo de 300 eventos por bead) para cada preparacdo. Os resultados representam a média

de dois experimentos em duplicata.
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6.11 Analise do perfil de citocinas em células do exsudato peritoneal

No ensaio com baixas concentracfes de Onil, sobrenadantes de cultura de células do
exsudato peritoneal controles e tratadas com a lectina (3,25-30 pug/mL), foram coletados apds

24 horas de tratamento e submetidas a dosagem de citocinas como descrito no item 6.10.

6.12 Andlise estatistica

As analises de regressao linear foram feitas no programa SPSS 18.0 (IBM Co., Nova
lorque, EUA) para Windows. As andlises de significancia, considerado significativo valores p
< 0.05, foram realizadas através do teste ANOVA e o pds-teste de Tukey no programa
GraphPad Prism 5.0 (Graphpad, Califérnia, EUA) para Windows.
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7 RESULTADOS

7.1 Citotoxicidade

A incubacgéo da lectina Onil na presenca de exsudato peritoneal mostrou uma perda
gradativa da viabilidade destas células ja na concentracdo de 62,5 ug/mL correspondendo a
aproximadamente 40% nesta concentragdo e se mantendo nesta proporcdo nas concentragdes
de 125 e 250 pg/mL. No entanto, nenhuma das concentragdes foi capaz de inibir
completamente a viabilidade celular. Na maior concentragdo testada (500 pg/mL),
aproximadamente 40% das células ainda apresentavam-se viaveis. A CCs da Onil

(concentracdo capaz de inibir 50% a viabilidade celular) foi estimada em 317,5 = 0,63 ug/mL

(Figura 9).

Figura 9 - Efeito citotdxico da lectina Onil sobre células do
exsudato peritoneal.

100+ *

% Viabllidade

62,5 125 250
pg/mL

Fonte: Elaborado pela autora (2016).
Legenda: *Valores estatisticamente significativos teste
ANOVA (p< 0.05), seguido do pds-teste Tukey.

7.2 Efeito da lectina Onil sobre o crescimento e viabilidade de formas promastigotas de

L. braziliensis.

O tratamento de formas promastigotas com a lectina Onil reduziu o crescimento de
formas promastigotas na razéo direta as concentrages testadas (Figuras 10). No tempo de 48
horas, o tratamento das células com a Onil inibiu significativamente o crescimento celular nas
maiores concentragdes testadas (100 e 200 pg/mL) com p= 0.0009. Enquanto no tempo de 72

horas apenas a maior concentracdo apresentou-se significatva em relagéo ao controle com p=
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0.046. A ICs da lectina foi estimada apds 48 horas de cultivo foi de 150,58 + 0,8 pg/mL, com

indice de seletividade (1Se) equivalente a 2.1 (Tabela 1)

Figura 10- Curva de crescimento de formas promastigotas de L. braziliensis

tratadas com Onil.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Tabela 1- Atividade in vitro da lectina Onil contra as formas
promastigotas de L. braziliensis, citotoxicidade em células de

mamifero e indice de seletividade (1Se).

ICSO pro CC50

Composto
pug/mL

1Se

Onil 150,58 + 0,8 317,5+ 0,6

2,1

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Legenda: ICso- concentracdo que inibe em 50% o crescimento de
formas promastigotas; CCs, — concentracdo que reduz em 50% a
viabilidade de células de mamiferos; 1Se- indice de seletividade

7.3 Efeito da lectina Onil sobre a viabilidade de formas amastigotas de L. braziliensis

No que diz respeito a atividade da lectina contra as formas intracelulares, o tratamento

com a lectina ndo alterou de forma significativa os indices de sobrevivéncia das amastigotas

intracelulares em macrofagos peritoneais infectados. Ao contrario, um discreto aumento foi

observado em todas as concentragdes testadas, embora de maneira ndo significativa (Figura

11). As micrografias de células tratadas mostram que a quantidade de amastigotas

intracelulares permanece mais ou menos constante em todas as concentragOes testadas,

quando comparadas com o controle (Figura 12).



Figura 11- Efeito da lectina Onil sobre formas amastigotas de L. braziliensis.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Figura 12- Efeito da lectina Onil sobre formas amastigotas de
L.braziliensis observado por microscopio optico.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Legenda: A- Controle sem tratamento; B- Células tratadas com 75
ug/mL. C- Células tratadas com 150 pg/mL; D- Células tratadas com 300
pg/mL.
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7.4 Efeito da lectina Onil sobre a ultraestrutura de formas promastigotas L. braziliensis

Formas promastigotas controles apresentaram morfologia preservada tipica, com
corpo alongado com flagelo localizado na porcéo anterior do parasito, nucleo central,
apresentando heterocromatina eletrondensa associada ao envelope nuclear. Perfis de
mitocondria apresentando matriz heterogénea puderam ser observados abaixo da membrana
plasmatica do parasito (Figura 13A). Células tratadas com a ICsy apresentaram poucas
alteracdes ultraestruturais em relacdo ao controle (dados ndo mostrados). No entanto,
parasitos tratados com 2 x ICsy da Onil apresentaram alteragcbes morfoldgicas significativas
(Figura 13B-F). Em células mais drasticamente afetadas observa-se intensa perda de material
citoplasmatico e apenas resquicios de organelas podem ser observados (Figura 13B). E
possivel observar perda da polaridade celular e um grande nimero de células em processo de
divisdo, apresentando forma aberrante e citocinese incompleta (Figura 13B-D). O
cinetoplasto na maioria das células apresentava 0 kDNA com seu aspecto fibrilar
caracteristico (Figura 13D-E). Alteracdes na membrana do axonema com aparecimento de
ondulacbes na superficie da membrana do flagelo, dilatacdo da membrana do axonema e
processo de vesiculacdo interno também pode ser frequentemente observado nas células
tratadas (Figura 13E-F).

A observacdo ultraestrutural através de microscopia eletrbnica de varredura
demonstrou que formas promastigotas controles ndo tratadas apresentaram corpo alongado e
membrana lisa (Figura 14A). As células tratadas com ICsy (Figura 14B) e 2x ICsq (Figura
14C) de Onil demonstraram encurtamento do corpo celular, aumento no volume e membrana

com aspecto enrugado.
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Figura 13- Efeito da lectina Onil sobre a ultraestrutura de formas promastigotas de L.braziliensis observado pela microscopia eletrdnica de transmisséo.

(Continua)

Legenda: A — Promastigota de L. braziliensis sem tratamento; B- Promastigotas tratadas com 2x 1Cs, da lectina Onil durante 48 horas. (N): Ndcleo; (M): Mitocondria; (Seta):
Célula em processo de divisao anormal.
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Figura 13- Efeito da lectina Onil sobre a ultraestrutura de formas promastigotas de L.braziliensis observado pela microscopia eletrdnica de transmisséao.

(Continuag&o)

Legenda: C - D: AlteracGes ultraestruturais em formas promastigotas de L. braziliensis tratadas com 2x 1Csq da lectina Onil durante 48 horas. (N): nlcleo; (K): cinetoplasto.
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Figura 13- Efeito da lectina Onil sobre a ultraestrutura de formas promastigotas de L.braziliensis observado pela microscopia eletrdnica de transmisséo.

(Concluséo)

i 1 um 1500 nm

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Legenda: E: AlteracGes ultraestruturais no flagelo de forma promastigota de L. braziliensis tratadas com 2x ICsy da lectina Onil durante 48 horas. F: Corte longitudinal do
flagelo. (F): Flagelo.



Figura 14— Efeito da lectina Onil sobre a ultraestrutura de formas
promastigotas de L. braziliensis observado através da microscopia
eletrbnica de varredura

FIOCRUZ-PE

FIDCRUZ-PE

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.
Legenda: A- Controle sem tratamento; B- Células tratadas com
1xICsy; C- Células tratadas com 2xICs,.
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7.5 Anédlise do mecanismo de morte celular induzido pela lectina Onil sobre formas
promastigotas de L. braziliensis

Para analises do mecanismo de morte celular disparado pela lectina em Leishmania
braziliensis, células tratadas e controles foram submetidas a marcagcdo com o Anexina V e
lodeto de propidio (AV/IP), marcadores utilizados para distinguir células apoptdticas de
células necroticas, respectivamente. Quase a totalidade da populacdo de células controles
(99,96%) apresentava fendtipo (AV/IP). Contrariamente, praticamente todas as células
tratadas com H,0O, apresentaram dupla marcacao, ou era positivo para um dos marcadores de
morte celular. O tratamento com a lectina induziu a um incremento de mais de 100 vezes na
morte celular do parasito em relacdo as células controles, embora o total de células nédo
viaveis (AV-/IP+, AV+/IP- e AV+/IP+) ndo tenha chegado a 10% do total da populacdo em
ambas as concentragdes de Onil testadas A andlise dos dot plott mostram que a
necrose/apoptose tardia é o principal tipo de morte celular elicitado pela Onil (Figura 15). As
imagens obtidas através da microscopia confocal a laser mostraram pouca marcacao para
AV/IP com a maioria das células nao tratadas apresentando a morfologia alongada tipica. O
tratamento com H,0, foi possivel ver um aumento no nimero de células marcadas, as quais
apresentavam sério comprometimento da sua morfologia, como observado por Contraste de
Interferéncia Diferencial (DIC) (Figura 16). Ndo houve alteracdo significativa no padréo de

marcacdo do parasito quando comparamos as duas concentracdes de Onil.
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Figura 15 - Andlises por citometria de fluxo de formas promastigotas de L. braziliensis marcadas com AV/ IP.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Legenda: FL1-H: Anexina V; FL2-H: lodeto de propidio; A- Controle sem tratamento; B- Controle com
H,0,; C- Células tratadas com 1xICsy; D- Células tratadas com 2xICsg; E- Relagdo de Morte Celular ( Células
tratadas mortas / Células ndo tratadas mortas).



60

Figura 16 — Marcacéo de formas promastigotas de L. braziliensis com AV/IP

DIC + P

Control

1XIC,

Hydrogen peroxide

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Legenda: (Control) Células controles sem tratamento, (1x 1Csg): células tratadas com
1x IC50 de Onil, (2 x ICsp): células tratadas com 2 x ICsy de Onil; (Hydrogen
peroxide): controle tratado com H,0,. AV + IP, imagens obtidas no canal
correspondente a fluorescéncia do anexina V/ iodeto de propidio; DIC — sobreposicao
das imagens de contraste de interferéncia diferencial (Differential Interference
Contrast).
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7.6 Efeito da lectina Onil sobre o potencial de membrana mitocondrial de formas

promastigotas de L. braziliensis

Para verificar os possiveis efeitos da lectina sobre o potencial de membrana
mitocondrial de L. braziliensis foi utilizado rodamina 123 (Rh 123). As andlises feitas por
citometria de fluxo (Figura 17) mostram que a lectina Onil ndo causou efeito significativo
sobre o potencial de membrana mitocondrial das células tratadas com as concentracdes
equivalentes a 1xICs e 2xICso em relacdo as celulas controles sem tratamento, com a maioria
das células tratadas apresentando uma forte marcacdo para esta sonda, com uma discreta
hiperpolarizacdo da membrana, conforme se observa através dos valores positivos de 1V
(Tabela 2).

Figura 17- Anélises por citometria de fluxo de formas promastigotas de L. braziliensis marcadas com Rh 123.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016.
Legenda: A- Controle sem tratamento; B- Células tratadas com 1xICsy; C- Células tratadas com 2xICx,.

Tabela 2 - Andlise através da citometria de fluxo dos
efeitos da lectina Onil sobre o potencial de membrana
mitocondrial utilizando Rh 123.

Concentragdo .
(ug/mL) Mediana L.V
0 1263,46 0
150 1298,02 +0,03
300 1512 47 +0,20

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Legenda: IV= (MT — MC) /MC, onde MT corresponde a
mediana da fluorescéncia para parasitos tratados e MC aos
parasitos controles.
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Os dados quantitativos da analise por citometria de fluxo corroboram com as imagens
obtidas por microscopia confocal. A incubacdo de células controles ndo tratadas com a
rodamina 123 evidenciou uma forte marcacdo no canal do vermelho. Este perfil ndo sofreu
alteracdes em ceélulas submetidas ao tratamento com a Onil, ndo houve diminuicdo da
intensidade da marcacdo e no numero de células marcadas pela rodamina 123 em rela¢éo ao

controle (Figura 18).



Figura 18 — Marcacéo de formas promastigotas de L. braziliensis com Rh 123.

DIC Rho 123

Control

Methanol

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Legenda: (Control) Células controles sem tratamento, (1x ICsp) células tratadas com 1x IC50 de
Onil; (2 x ICsp) células tratadas com 2 x ICs, de Onil e (Methanol) controle tratado com metanol.
Rh 123, imagens obtidas no canal correspondente a fluorescéncia da rodamina 123; DIC —
sobreposicdo das imagens de contraste de interferéncia diferencial (Differential Interference
Contrast).
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7.7 Efeio da lectina Onil sobre a producdo de 6xido nitrico por macrofagos infectados

com L. braziliensis

A fim de avaliarmos se a lectina Onil possui efeito sobre a producdo de 6xido nitrico
(NO) por macrofagos peritoneais infectados com L. braziliensis, as concentragdes de nitrito
na auséncia e presenca de diferentes concentracfes da lectina foram avaliadas através do
método de Griess. Nossos resultados demonstram que a Onil ndo foi capaz de induzir uma
alteracdo significativa na producdo de NO por macréfagos em todas as concentracdes testadas

quando comparadas com o controle infectado e néo tratado (Figura 19).

Figura 19- Produc&o de 6xido nitrico por macréfagos
infectados com L. braziliensis.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

7.8 Efeito da lectina Onil sobre a producdo de citocinas por células do exsudato

peritoneal infectadas com L.braziliensis

Os efeitos da lectina Onil sobre a producdo de citocinas de perfis Thl, Th2 e Thl7
foram analisados nos sobrenadantes de células do exsudato peritoneal infectadas com
L.braziliensis. Embora, diferengas nos perfil de citocinas das células infectadas e tratadas em
relacdo ao as células controles (infectadas ndo tratadas) tenham sido indentificadas, nossas

analises estastiticas demonstraram ndo serem significativas (Figura 20).
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Figura 20— Produc&o de citocinas por células do exsudato infectadas com L. braziliensis e tratadas com a lectina
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016.
Legenda: *Valores estatisticamente significativos teste ANOVA (p< 0.05), seguido do pos-teste Tukey.
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7.9 Efeito da lectina Onil sobre a producdo de citocinas por células do exsudato

peritoneal

Tendo em vista ndo ter sido identificadas diferencas significativas na producéo de
citocinas em ceélulas infectadas e tratadas, nds investigamos se a lectina em concentracdes
menores e sem a pressdo exercida pelo parasito era capaz de induzir modificagdes no perfil de
citocinas. Desta forma, os sobrenadantes de culturas de células do exsudato peritoneal foram
avaliados para as mesmas citocinas utilizadas nos ensaios de infeccdo. Nossos resultados
mostraram que a Onil é capaz estimular a producdo de citocinas do perfil Th1,Th2 e Th1l7,
nas concentragdes de 15 e 30 pug/mL e inibir de maneira significativa a producdo de TNF-a
nas menores concentracdes. E possivel observar que na maior concentracio testada, a lectina
induziu um aumento significativo na producdo de IL-10 de cerca de 54x e aproximadamente
5x para INF-y, em relagdo ao controle ndo tratado, enquanto a IL-17A teve um incremento de
52 x e IL-6 de 47x quando comparados a producdo basal destas citocinas nas células
controles. No entanto, as alteracdes nos niveis das citocinas IL-1p, IL-12p40 e IL-4 ndo foram

significativamente alterados em relacéo ao controle néo tratado (Figura 21).



Figura 21 — Produgdo de citocinas por células do exsudato tratadas com a lectina Onil.

400+
300
—~ 2004 O
|
E 100 * E
@ I — Hm a2
= 15T -
2 20 N
= 15 2
1.0- =
0.5-
0.0-
0 32 75 15 0
pg/mL
400
3004
O 2004 _
E 100 ud i £
3 ™1 ] 5
o - * £
g T
z L
F Z
0 325 15 15 30
jug/mL
10000+
8000 L
BOOO-
< 7000
E 6000
@ 5000+
£ 0+
HF
- 2001
100+
u-
0 385 15 15 30
pafmL
3-
i
E &1
£
{er]
2
o 41
=~
o
N
5
u-
0 325 15 15 30
pg/mL

400+
3004
200+
100+

400+
3004
2004
100

B0

IL-1p (pg/mL})

3,25

3.25

gfmL

7.4 15 H
palmL

— a3
.|
E
2]
¥
|

n-

7.5 15 30
paimbL

Fonte: Elaborado pela autora, 2016.

Legenda: *Valores estatisticamente significativos teste ANOVA (p< 0.05), seguido do pds-teste Tukey.
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8 DISCUSSAO

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas responsaveis por altos indices de
morbidade e mortalidade (BILBE, 2015). A quimioterapia € baseada em medicamentos
toxicos que necessitam de longo periodo de tratamento e que ndo eliminam completamente 0s
parasitos de todos os individuos infectados (DE MENEZES et al., 2015). Uma vez que estas
doencas atingem uma parcela pobre da populacdo em paises em desenvolvimento, 0s
investimentos globais em pesquisa e desenvolvimento de farmacos alternativos e de vacinas
constituem um mercado pouco atrativo para a indistria farmacéutica privada.
(BALASEGARAM et al., 2008). Desta forma, a procura por novos farmacos com baixo custo
associado e de facil obtencdo pode ser uma saida para atrair novos investimentos na area da
guimioterapia de doencas negligenciadas, como as leishmanioses.

A investigacdo farmacéutica em produtos naturais representa uma importante
estratégia para a descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos (TIUMAN et al.,
2011) para o tratamento de doencas tropicais negligenciadas, especialmente contra
protozodrios parasitos (SINGH et al., 2014). Neste contexto, as lectinas, proteinas que se
ligam com alta especificidade a carboidratos tem se mostrado promissoras, uma vez que
possuem atividades bioldgicas relevantes constituindo ferramentas utéis para fins terapéuticos
e biotecnologicos (KUMAR et al., 2012). Neste sentido, no presente estudo nés investigamos
pela primeira vez o potencial leishmanicida e imunomodulador da lectina Onil isolada do soro
do peixe Oreochomis niloticus.

Inicialmente, avaliamos o potencial citotoxico da lectina Onil sobre células do
exsudato peritoneal de camundongos Balb/c. Esta avalicdo € de extrema importancia, pois um
efeito toxico desta lectina poderia limitar sua aplicacdo biotecnoldgica e quimioterpica
(ARAUJO et al., 2013). Algumas lectinas tém sido descritas como citotoxicas para as células
do hospedeiro, tais como a Visco (Viscum album) e aglutinina de soja (ZANG et al., 2006;
SUNG et al., 2013). O teste de citotoxicidade, pela técnica do MTT, demonstrou que a Onil
reduziu a viabilidade de 50% das células de mamiferos na concentracdo de 317 pg/mL. Em
comparacdo as lectinas Concavalina A (ConA), Canavalia brasiliensis (ConBr) e Cratylia
floribunda (CFL), que possuem mesma especificidade de ligacdo a glicose/manose, a Onil
apresenta menor efeito citotoxico (FAHEINA-MARTINS et al., 2012).

A analise do efeito da lectina Onil sobre formas promastigotas de L. braziliensis
demonstrou que essa lectina possui efeito inibitorio sobre o crescimento das formas

promastigotas. Estudos prévios demonstraram que a Concavalina A (ConA) e
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Fitohematoglutinina (PHA) apresentam efeito inibitorio significativo sobre L.donovani
(SHUBHANKAR et al., 2011). Recentemente, um estudo realizado por Silva et al. (2014)
demonstrou a atividade inibitéria da Cramoll 1,4 frente a formas promastigotas de
L.amazonenesis e L.infantum.

Em relagdo ao efeito da lectina sobre formas amastigotas de L. braziliensis, nossos
dados demonstraram que a Onil ndo foi capaz de inibir a sobrevivéncia intracelular das
amastigotas no interior dos macréfagos. No entanto, nés demonstramos que 0 numero de
amastigotas por células infectadas se manteve constante em relagcdo ao controle independente
da concentracio de lectina testada. E possivel que a Onil ligada aos residuos de manose na
superficie do parasito funcione como uma opsonina, aumentando o reconhecimento destes
parasitos pelos fagdcitos, favorecendo a infecdo. Consistentemente, tem sido demonstrado que
uma lectina ligante de manose (Mannose Bind Lectin, MBL) produzida pelo figado e
secretada na corrente sanguinea como um componente da imunidade inata em vertebrados, se
liga eficientemente a superficie da Leishmania, age como uma opsonina e favorece a infec¢do
de macrofagos (SANTOS et al., 2001). Neste sentido, lectinas que se ligam a manose, tais
como a MBL e a Onil podem ter papéis antagonicos, funcionando como uma “espada de dois
gumes” a depender do tipo celular e da concentragdo. Niveis intermediarios destas proteinas
podem ser mais adequados para a resposta inata aos mais diversos patégenos, incluindo a
Leishmania (GARRED et al., 2003; SANTOS et al., 2001).

Embora a Onil pareca facilitar a entrada dos parasitos e a infecdo de macréfagos,
parece que mecanismos de defesa contra patdgenos intracelulares estejam atuando para
manter o nivel de infecgdo sob controle, explicando a manutencdo do nimero de amastigotas
em relacdo as células ndo tratadas. Receptores Toll (TLR2 e TLR4) (ORSATTI et al., 2010),
assim como os receptores de complemento (CR1 /3) e o receptor de manose presentes na
superficie celular de macrofagos estdo envolvidos no reconhecimento e fagocitose de diversos
microorganismos, incluindo Leishmania (AKILOV; KHACHEMOUNE; HASAN, 2007).
Consistemente, estudos demonstraram que o tratamento de macrofagos com propolis aumenta
a expressdo de receptores do tipo Toll e, por conseguinte a infeccdo com Leishmania (DA
SILVA et al., 2013).

Tendo em vista que a lectina Onil apresentou efeito inibitdrio sobre formas
promastigotas de L. braziliensis, n0s investigamos 0s possiveis mecanismos de agdo e 0s
potenciais alvos intracelulares de acdo da lectina neste parasito. Nossas analises
ultraestruturais demonstraram que as células tratadas com a Onil apresentaram alteracGes

significativas na sua morfologia. Embora ndo tenha sido possivel identificar uma organela
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alvo da acdo desta lectina, a presenca de formas aberrantes, e um grande nimero de células
em processo de divisdo incompleto e citocinese anormal sugerem fortemente que a lectina
Onil tenha um efeito mais citostatico do que citotoxico. Efeitos semelhantes na divisao
celular foram observados com o tratamento de formas sanguineas e prociclicas de
Trypanosoma brucei tratadas com Con A e a lectina Ricinus communis. Estas lectinas
interromperam o curso normal da divisdo celular do parasito além de causar alteragdes no
volume celular e da bolsa flagelar, que levaram a morte do parasito. Tendo em vista que a
Con A e a Onil possuem a mesma especificidade de ligacdo é possivel que estas lectinas
atuem de maneira semelhante tanto em T. brucei quanto em Leishmania (PEARSON et al.,
2000).

Foi também possivel observar a presenca de alteracGes no flagelo das promastigotas,
principalmente na membrana do axonema, sugerindo que talvez a lectina possa interferir na
motilidade do parasito. Além da sua funcdo na motilidade do parasito, o flagelo de
Leishmania participa de varias outras etapas cruciais durante a infecdo. Durante o ciclo de
vida de L. donovani, por exemplo, formas promastigotas entram no macréfago de forma
polarizada através da interacdo do flagelo com a superficie do macrofago, antes de serem
interiorizados em compartimentos lisossomais nestas células. A atividade flagelar persistente
leva uma reorientacdo do flagelo em direcdo a periferia da célula e resulta em um movimento
oscilatorio responsavel pelo escape do parasito e pelos danos a membrana plasmatica
(GADELHA; CUNHA-E-SILVA; DE SOUZA, 2013). Assim, alteracdes no flagelo podem
acarretar em prejuizos para a sobrevivéncia intracelular do parasito, como também diminuir a
sua infectividade (DIAZ et al., 2013; GADELHA; WICKSTEAD; GULL, 2007). Alteracdes
no volume celular e na estrutura da membrana plasmatica do parasito também puderam ser
melhores observados através da microscopia eletrbnica de varredura. Estas alteracbes sdo
compativeis com a perda da viabilidade celular e morte celular que podem ser resultado da
ligacdo direta da lectina com glicoproteinas da membrana ou de uma acéo indireta através de
mecanismos de sinalizacdo ainda ndo conhecidos.

A fim de aprofundarmos nosso conhecimento sobre o0 modo de acdo da Onil em
formas promastigotas de Leishmania e seu potencial como indutora de morte celular, nds
utilizamos as sondas fluorescentes anexina V (AV) e o iodeto de propidio (IP) para
discriminar a morte celular por apoptose ou por necrose, respectivamente. A AV é uma
proteina de ligacdo a fosfatidilserina, a qual nas etapas iniciais da apoptose € exteriorizada na
membrana plasmatica (BRITA et al., 2014; DESOTI et al., 2012). O IP é um fluorocromo

impermedavel a celulas, mas que se liga fortemente aos acidos nucleicos em células nas quais
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permeabilidade seletiva da membrana plasmaética encontra-se comprometida (KROEMER;
GALLUZZI; BRENNER, 2007). Embora nossas analises por citometria e por microscopia
confocal tenha mostrado que a maioria das células encontrava-se viavel, uma pequena parcela
da populacao apresentou fenotipo compativel com a morte celular por apoptose tardia/necrose
(SIBOV et al., 2012).

Tendo em vista que estudos demonstraram o efeito das lectinas Cramoll 1,4 e Con A,
glicose/manose especificas, sobre a reducdo do potencial de membrana mitocondrial de
T.cruzi (FERNANDES et al., 2010) e de fibroblastos, respectivamente (KULKARNI et al.,
1998), nos investigamos o efeito da Onil sobre o potencial de membrana mitocondrial de L.
braziliensis. A mitocondria tem papel fundamental no metabolismo celular ao manter os
niveis de ATP, modular o estado redox e a homeostase do calcio. Entre outras funcbes da
organela destaca-se 0 seu envolvimento nos processos de inducdo da morte celular (OTT et
al., 2007). A mitocondria participa das duas principais formas de morte celular, necrose e
apoptose, por mecanismos que envolvem o aumento da permeabilidade e alteragcbes no
potencial de membrana mitocondrial (SANCHEZ, 2009). Variacdes no potencial de
membrana, induzidas por diversos compostos com afinidade pela mitocondria, estdo
associadas com a morte de tripanossomatideos parasitos como Leishmania e T. cruzi
(FONSECA-SILVA etal., 2011; MACEDO-SILVA et al., 2011).

A rodamina 123 é um corante catidonico lipofilico que atravessa facilmente a
membrana mitocondrial e se acumula no interior da organela inibindo principalmente o
transporte de elétrons e consequentemente retardando a respiracao celular (HUANG et al.,
2007). Quando a membrana mitocondrial estd intacta, o gradiente de concentracdo de
rodamina 123 € determinado pelo potencial diferencial transmembranar, resultando em um
acumulo do corante no interior da membrana. Quando a célula se despolariza, ocorre o
mecanismo inverso, hd menor distribuicdo de cargas negativas no interior da membrana e o
corante se acumula no exterior da membrana, reduzindo a intensidade da fluorescéncia
(KOOPMANN et al., 2005). Embora o0s nossos resultados ndo tenham mostrado alteragdes no
potencial de membrana mitocéndria, a anélise por microscopia confocal mostrou mudancas
no perfil de marcacédo das células tratadas em relacéo as células controles. Enquanto as células
controles apresentavam uma marcacdo homogénea, nas células tratadas a marcacdo
apresentava-se mais pontual sugerindo que a permeabilidade das membranas mitocondriais
possa estar alterada. Além do mais, uma discreta hiperpolarizacdo da membrana pode ser

observada como um resultado do aumento da atividade mitocondrial em resposta ao estresse
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causado pela lectina. Estudos futuros ainda sdo necessérios para elucidar o mecanismo de
acdo da lectina Onil sobre formas amastigotas e promastigotas de Leishmania braziliensis.

Dando continuidade ao nosso trabalho, em uma segunda etapa deste estudo ndés
analisamos o potencial imunomodulador da lectina Onil. Primeiramente, nos exploramos a
capacidade dessa lectina em induzir a producdo de &xido nitrico (NO) por macréfagos
infectados por Leishmania braziliensis. O NO é uma potente molécula envolvida no controle
da leishmaniose (DESCHACHT et al., 2012). Os macrdfagos produzem diferentes niveis de
NO, em resposta a estimulacdo da enzima oOxido nitrico sintetase (iNOS), (THOMAS et al.,
2008) o qual é rapidamente convertido em outras espécies reativas de nitrogénio que podem
estar envolvidas em mecanismos antipatogénicos (BOGDAN, 2001; DO AMARAL, 2011,
MACMICKING; XIE; NATAN, 1997). Embora seja cada vez mais evidente o papel do NO
no controle da infeccdo por Leishmania, estudos tem demonstrado que este parasito € capaz
de bloquear a producédo desta espécie reativa. Em macrofagos, a producdo de NO é induzida
pela interleucina IFN-y em resposta a uma ativagdo de células Th1 apos o reconhecimento do
parasito (KIMA, 2007). No entanto, tem sido demonstrado que a Leishmania externaliza
fosfatidilserina (FS), mimetizando uma célula em processo apoptético. Quando os parasitos
sdo internalizados via receptores de FS expressos em macrofagos, estas células sdo
estimuladas a secretar IL-10 e TGF-B, que bloqueiam a indugdo de iNOS e por conseguinte a
producdo de NO, contribuindo para persisténcia da infeccdo e o silenciamento dos macréfagos
(KIMA, 2007).

Algumas lectinas tais como Con A (Concavalina A), ConBr (Canavalia brasiliensis) e
a PAA (Pisum arvense) sdo capazes de estimular diretamente macréfagos murinos a
produzirem NO (ANDRADE et al., 1999). No entanto, em nosso estudo ndo houve alteracéo
significativa na producdo de NO por células infectadas e tratadas com L. braziliensis em
relacdo ao controle infectado ndo tratado. Nossos achados nos levam a supor que a lectina nao
é capaz de reverter o efeito inibitério que o parasito exerce sobre as células hospedeiras ou
esta lectina esteja estimulando a producdo de citocinas como a TGF- e IL-10, as quais s&o
potentes inibidoras da atividade da iNOS. (GANTT et al., 2003). De acordo com Green et al.
(1994), TNF-a e TGF-B, duas citocinas de efeitos antagdnicos, estdo envolvidas na regulagéo
da producéo do NO por celulas infectadas com Leishmania sp. A ativacdo do gene do TNF-a
atua como um sinal autocrino para producdo de INF-y, que amplifica a produgdo do NO
favorecendo a destruicdo dos parasitos. Por outro lado, se hd uma regulacdo positiva da

producdo de TGF-p, este inibe a agdo do NO e INF-y produzidos por macrofagos, células
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dendriticas e células natural Killer, e consequentemente favorece a sobrevida dos parasitos
(OLIVEIRA et al., 2014; YOSHIMURA et al., 2010).

Em um segundo momento, nos investigamos o perfil de citocinas em células de
exsudato peritoneal infectado tratado ou ndo com diferentes concentracdes de Onil. Os dados
obtidos demonstraram que a lectina ndo induz alteracGes significativas na producdo de
citocinas que foram avaliadas no presente estudo. Uma hipdtese para explicar esse resultado é
que as altas concentracdes da lectina estariam blogueando a ativacdo dos macrofagos. De fato,
tem sido reportado que macrofagos possuem em sua superficie lectinas do tipo C, as quais
funcionam como receptores de manose e além de reconhecerem estes residuos na superficie
patdgenos, também sdo capazes de disparar cascatas de sinalizacdo que levam tanto a
producdo de espécies reativas de oxigénio quanto de citocinas pro-inflamatérias como IL-1p
via inflamassomas (LEFEVRE et al., 2013). Tendo em vista que a Onil também é uma lectina
ligante de manose, sua presenca em altas concentragfes poderia competir pela manose
presente na superficie do parasito impedindo que os receptores de manose presentes na
superficie dos macréfagos possam reconhecer e se ligar a estes residuos. Neste sentindo a
Onil poderia estar silenciando tanto atividade microbicida do macrofago, isto €, a producdo de
NO, quanto da resposta inflamatoria elicitada por estas células. Esta hipdtese também poderia
explicar a ndo inducdo de NO em células infectadas e tratadas com Onil.

Também ndo devemos descartar que a Leishmania sp. utiliza mecanismos que
auxiliam nas estratégias de escape da defesa do hospedeiro. O parasito libera fatores de
sobrevivéncia intracelulares desde sua interacdo com a célula do hospedeiro e também é capaz
de modular a atividade fagocitica das celulas do sistema imune (PODINOVSKAIA;
DESCOTEAUX, 2015; ROTUREAU et al., 2009). Logo, uma segunda hipétese é que os
mecanismos de escape utilizados pelo parasito para bloquear a resposta dos macrofagos séo
superiores a capacidade das lectinas em ativar as células do exsudato a produzir uma resposta
eficiente via citocinas.

Para elucidar esta questdo nos investigamos o efeito da lectina Onil em baixas
concentragOes sobre células de exsudato peritoneal. Nossos resultados demonstraram que 0
tratamento com 30 pg/mL da Onil aumentou significativamente a producgéo das citocinas IFN-
y, IL-17, IL-6 e IL-10. Sabe-se que no sistema imune inato, interacGes entre moléculas
reconhecedoras de carboidratos e receptores presentes na superficie de fagdcitos sdo de
extrema importancia para a conducdo de respostas celulares especificas, como a producdo de
citocinas (PANUNTO-CASTELO et al., 2001). Sendo esta propriedade bastante caracteristica
de lectinas com especificidade a manose (CORIOLANO et al., 2012; JEURINK et al., 2008).
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Como demonstrado por Silva et al. (2012), a lectina Onil se mostrou uma potente molécula
imunomoduladora sobre esplendcitos de camundongos a uma concentracdo de 10 pg/ mL,
com preferencial perfil Thl devido alta producéo de IFN-y ¢ baixa de IL-10.

A IL-17 é uma potente indutora de inflamacéo nos tecidos e tem sido associada a
patogénese de muitas doengas autoimunes experimentais e condi¢des inflamatdrias humanas
(KORN et al., 2009). Bem como, pode desempenhar um papel de protecdo na defesa do
hospedeiro contra certos patogenos (JIN; DONG, 2013). A producdo desta citocina esta
diretamente relacionada com as citocinas IL-6 e TGF-B (VELDHOEN et al., 2006). A TGF-§,
por sua vez, limita as agOes inibidoras do IFN-y sobre o IL-17, permitindo assim, o
desenvolvimento de células Th17 (MANGAN et al., 2006). Essa elevagdo dos niveis de IL-
17, ocasionada pelo tratamento com a Onil, poderia ser explicada devido aumento dos niveis
de IL-6 e por possiveis alteracdes na producéo de TGF-p.

Visto que lectinas ligantes de manose apresentam diferentes efeitos dependendo do
modelo celular em estudo e da concentragdo utilizada, uma alternativa para melhor
aproveitamento dos beneficios da Onil seria através de uma avaliacdo dos possiveis efeitos
imunoestimulantes e adjuvantes. Estudos tém demonstrado que algumas lectinas exercem
estes efeitos sobre diversos modelos experimentais, incluindo a leishmaniose tegumentar.
Afonso-Cardoso et al. (2007) demonstraram que a lectina Scll associada ou ndo com o
antigeno solGvel de L. amazonensis induz uma resposta imune de perfil Thl, esta
caracterizada pela producéo de IL-12, IFN-y e TNF-a, 0 que reduziu as taxas de infeccéo apos
0 desafio com os parasitos. Cardoso et al. (2011) comprovaram que a lectina ArtinM
apresenta efeito imunoestimulatérioe adjuvante mais forte do que a lectina jacalina na
imunizagdo de animais contra neosporose.

Além de potentes imunoestimuladores, as lectinas podem funcionar como ferramentas
bioldgicas na otimizacdo do transporte seletivo de medicamentos através de suas habilidades
em mediar processos de mucoadesdo, citoadesdo e citoinvasio (GABOR et al., 2004). E
importante ressaltar que lectinas que realizam bioadesdo ndo se ligam simplesmente a
receptores, mas podem ultrapassar barreiras bioldgicas e promover transporte ativo de
moléculas (LEHR, 2000). Andrade et al. (2004) constataram que a Cramoll 1,4 quando
encapsulada em lipossomas intensificava a capacidade de inibicéo de crescimento do sarcoma
180 in vivo na terapia do céncer. A lectina jacalina quando conjugada ao hapteno trinitrofenil
(TNP) se mostrou como carreadora e potente adjuvante sobre a resposta imune humoral de
camundongos imunizados com formas epimastigotas de T.cruzi (ALBUQUERQUE et al.,
1999; SELL; DA COSTA, 2000). Neste sentido, a Onil pode ser utilizada para aumentar a
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especificidade de fa&rmacos convencionais ou de novas drogas encapsuladas por tecidos alvos
e melhorar a eficicia do medicamento administrado para o tratamento da LTA ou de outras
patologias.

Nossos achados apontam que a Onil apresenta baixo potencial citotoxico, uma acéo
direta sobre formas promastigotas do parasito e induz efeitos imunomoduladores sobre células
do exsudato peritoneal. Logo, ndo devem ser descartadas possibilidades de estudos futuros
com esta lectina a fim de promover uma melhor compreensdo do seu mecanismo de acao
sobre parasitos do género Leishmania, além de investigar seu efeito sobre outros modelos
bioldgicos e sua possivel utilizagdo como adjuvante ou em sistemas de liberacdo controlada
de farmacos.
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9 CONCLUSOES

a)
b)

c)

d)

e)

f)

9)

h)

A lectina Onil apresenta baixa toxicidade sobre células de exsudato peritoneal;

Os dados mostraram que a lectina foi capaz de inibir o crescimento de formas
promastigotas de Leishmania braziliensis e apresentou-se mais seletiva ao parasito;

A lectina causa alteragOes ultraestruturais sobre o flagelo de formas promastigotas,
bem como impede o processo de divisao celular sugerindo um efeito mais citostatico
do que citotoxico;

Os dados indicam que a necrose/apoptose tardia podem estar envolvidas na morte
celular induzida pela lectina;

A lectina Onil pode funcionar como opsonina facilitando a fagocitose de formas
promastigotas de L. braziliensis por células fagociticas;

Em altas concentracOes a lectina Onil pode competir com os receptores de ligacao de
manose presentes na superficie das células fagociticas bloqueando a sua ativagéo;

Em baixas concentraces a Onil apresentou efeito imunomodulador sobre células do
exsudato, induzindo aumento da producéo de IL-10, INF-y, IL-6 e IL-17, e diminuigdo
de TNF-q;

Os nossos dados sugerem fortemente a utilizacdo da lectina Onil como molécula
adjuvante no tratamento da leishmaniose cutéanea, bem como em sistemas de entrega

controlada de farmacos.
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