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RESUMO

A leishmaniose € uma doencga causada por protozoarios do género
Leishmania. O tratamento disponivel atualmente apresenta alta toxicidade,
elevado custo, resisténcia do parasito, além de dificuldades de cura. Nesse
sentido, as pegonhas de serpentes constituem uma fonte de estudo promissora,
uma vez que possuem uma série de compostos bioativos com potencial
terapéutico. dentre estes, destacam-se as fosfolipases A> (PLA2). Desta forma,
o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da toxina botrépica PLA2, MjTX-
|, isolada da peconha de Bothrops moojeni na viabilidade e proliferacdo de
formas promastigota de Leishmania leishmania amazonensis, alteracbes na
ultraestrutura do parasito por microscopia de varredura, além de avaliar a agcao
da toxina no processo de infectividade em macrofagos. MjTX-l induziu
citotoxicidade nas formas promastigota do parasito nos tempos de 24 e 72 horas,
com um IC50 = 36,54 ug/mL 72 horas apos o tratamento. Além disso, os
resultados da curva de crescimento demonstram uma inibicdo total da
proliferacdo do parasito na concentracdo de 40ug/mL da toxina apds 48 horas
de tratamento. Estudos ultraestruturais em promastigotas tratados com MjTX-
revelaram presenca de duplo flagelo e arredondamento da extremidade do
parasito. Também foi observado que a toxina (10 e 40 pg/mL) aumentou a
producao de ROS e diminuiu o potencial de membrana mitocondrial no ensaio
utilizando a sonda rodamina 123. A MjTX-I interferiu na capacidade de invasao
do promastigota em macrofagos com uma diminuicdo do numero de células
infectadas e o numero de parasitos por células infectadas. Finalmente o
tratamento dos macroéfagos infectados diminuiu a proliferacdo dos parasitos
tratados com 10 pg/mL da PLA2 por 72 horas. Nossos resultados sugerem que
a PLA2 MjTX-I € uma importante ferramenta para a descoberta de novos alvos
no parasito que possam ser explorados para o desenvolvimento de novas drogas

para a terapéutica da leishmaniose.



Palavras Chave: Leishmania leishmania amazonensis, fosfolipases A2, peconha

de serpente, Bothrops moojeni.

Abstract

Leishmaniasis is a disease caused by protozoa of the genus Leishmania.
The currently available treatment presents high toxicity, high cost, parasite
resistance and difficulties in cure. In this sense, snake venoms are a promising
source of study, since they have a series of bioactive compounds with therapeutic
potential, among these, phospholipases A2 (PLA2) stand out. Thus, the objective
of the present study was to evaluate the effect of PLA2 MjTX -, isolated from
Bothrops moojeni venom on the growth and viability of promastigote forms of
Leishmania Leishmania amazonensis. In addition, were evaluated, changes in
the parasite's ultrastructure and action of the toxin in the process of infectivity in
macrophages. MjTX-l showed activity against the promastigote forms of the
parasite at 24 and 72 hours, with an IC50= 36.54 ug / mL 72 hours after treatment.
Furthermore, the results of the growth curve demonstrate a total inhibition of
parasite proliferation at a concentration of 40ug/ mL of the toxin after 72 hours of
treatment. Ultrastructural studies by scanning electron microscopy in
promastigotes treated with MjTX-| revealed the presence of a double flagellum
and rounding of the parasite tip. It was also observed that the toxin increased the
production of ROS and decreased the membrane potential in the assay (10 and
40 pg / mL) using the rhodamine 123 probe. MjTX-I interfered with the invasion
capacity of the pre-treated promastigotes (10 and 40 pg / mL), decreasing the
number of infected cells and the number of parasites per infected cell. Finally, the
treatment of infected macrophages reduced the proliferation of parasites (10 ug
/ mL) at 72 hours. Our results suggest that PLA2 MjTX-I is an important tool for
the discovery of new targets in the parasite that can be exploited for the

development of new drugs for the treatment of leishmaniasis.

Keywords: Leishmania amazonensis, phospholipases A2, snake venom,

Bothrops moojeni.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANOVA — Anaélise de variancia

Asp 49 — Fosfolipase A2 com aspartato na posicado 49
ATP — Trifosfato de adenosina

BHI — Meio Brain Heart Infusion

BnSP-7 — PLA: Lys49 do veneno de B. pauloensis
DCF - Diclorofluoresceina

DNA — Acido desoxirribonucleico
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LC — Leishmaniose Cutanea
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m — Massa

M — Mol
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca cronica multissintomatica cujos agentes
etiologicos sdo parasitas do género Leishmania, pertencente a familia
Trypanosomatidae (MUKUNYA et al, 2019; AKHOUNDI et al, 2016; ALVAR et
al., 2013) e é transmitida entre animais e humanos através da picada de fémeas
de mosquitos flebotomineos de diferentes géneros (COURA et al., 2018). A
leishmaniose afeta um grande numero de pessoas, possui altas taxas de
mortalidade e é considerada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como
uma doenga tropical negligenciada. Em 2017, 49.959 casos foram notificados a
Organizacao Pan-Americana da Saude (SisLeish - OPAS/OMS) por 17 paises
endémicos. Em geral, houve uma diminui¢do no numero de casos em 9 paises
endémicos, no entanto, o numero total de casos na regido manteve-se estavel
em relacéo a 2016 devido ao aumento no Brasil (38%), Costa Rica (94%), México
(88%) e Equador (36%). Do total de casos de 2017, 72,6% foram notificados pelo
Brasil (17.526).

As formas mais comuns da doenca sdo a leishmaniose cutanea (LC), a
leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar e a leishmaniose
Mucocutanea (LMC). A LC é a forma mais comum e costuma produzir ulceras
nas partes expostas do corpo, como rosto, bragos e pernas. além disso, podem
existir muitas lesbes que podem causar incapacidades graves. Leishmania
(Leishmania) amazonensis afeta a pele causando ulceras caracteristicas da
leishmaniose cutanea (CROFT, et al., 2003;O0UELLETTE, et al., 2004).

As leishmanioses representam um desafio para a saude devido a variagao
sintomatologica e tratamentos com elevados custos, a falta de terapias
eficazes, os efeitos adversos dos tratamentos e as restricbes das vias de
administracdo contribuem para a dificuldade no tratamento da patologia e
consequente desenvolvimento de cepas resistentes a medicamentos. A terapia
de primeira escolha para a leishmaniose baseia-se em compostos antimonial
pentavalente, enquanto a anfotericina B, a pentamidina e a paromomicina sao
consideradas alternativas para casos resistentes (CROFT, et al., 2003;
OUELLETTE, et al., 2004, PELISSARI, et al., 2011). Nas ultimas décadas, o
tratamento da leishmaniose permanece como um desafio constante (AKBARI et
al., 2021). Portanto, é imperativo explorar novas substancias com propriedades



antiparasitarias, particularmente para o tratamento da leishmaniose. Nesse
contexto, as Fosfolipases A2 (PLA2s) presentes nos venenos de serpentes
emergem como alvos promissores para essa investigagao.

As PLA2s sao capazes de hidrolisar a ligagao 2-acil éster dos fosfolipidios,
liberando acidos graxos e lisofosfatideos (ARNI, et al. 1996; KINI, 2003). Porém,
a substituicdo do aminoacido aspartato por uma lisina na posi¢cao 49 provoca
perda da atividade enzimatica destas PLA2 (LOMONTE et al.,, 2003).
Curiosamente, estas Lys49-PLAs cataliticamente inativas ainda provocam
muitos efeitos farmacolégicos ao perturbar a integridade das membranas
(LOMONTE et al., 2003, 2012).

Diversas PLA2s foram caracterizadas de diferentes venenos por seu potencial
antileishmania, como Bothrops pauloensis (NUNES et al., 2013), Bothrops
moojeni (Stabeli et al., 2006), Bothrops mattogrossensis (MOURA et al., 2014) e
Bothrops brazili. (COSTA et al., 2008). BnSP-7, uma PLA2 Lys49 do veneno de
B. pauloensis inibiu o crescimento de promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis e induziu um atraso na diferenciacdo amastigota-promastigota e
alteracdes ultraestruturas na morfologia das promastigotas. Diante desses
aspectos, este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos antiparasitarios
da PLA: Lys49 MjTX-I de Bothrops moojeni em promastigotas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis e em macréfagos murinos infectados em abordagens

in vitro.

2. Referencial Teorico

2.1. Leishmaniose - Epidemiologia

Leishmaniose € considerada uma doenga multissintomatica cronica
causada por parasitas do género Leishmania e da familia Trypanosomatidae.
Diagnosticos de Leishmaniose sdo reportados em mais de 98 paises e 3
territorios, colocando mais de 1 bilhdo de pessoas em risco (MUKUNYA et al,
2019; AKHOUNDI et al, 2016). Os tipos de leishmaniose afetam mais de 1 milhdo
de pessoas a cada ano, sendo que a leishmaniose visceral leva cerca de 20.000
a 40.000 pessoas a oObito anualmente (ALVAR et al., 2013). No continente
americano, casos de leishmaniose sao registrados em 76 paises. Dos casos
registrados, a maioria ocorre no Brasil. De acordo Organizacdao Mundial de saude



(OMS), estima-se que a doencga afete mais de 3.500 pessoas.

A leishmaniose € uma zoonose, transmitida entre animais e seres
humanos. A transmissdo se da através da picada de fémeas de mosquitos
flebotomineo dos géneros Lutzomya e Phlebotomus (COURA, F. M. et al.,

2018).

Os hospedeiros de leishmaniose incluem caes, roedores e
outrosmamiferos. Até o momento, mais de 70 espécies de mamiferos e répteis

foramidentificadas como reservatérios de leishmaniose (READY et al., 2014).

2.2. Agente Etiolégico

Os agentes etiologicos causadores da Leishmaniose sdo protozoarios do
género Leishmania. Este género foi criado em 1903 por Ross, ap6s observacdes
feitas no parasito. Desta forma, taxonomicamente a localizagado sistematica
destes parasitos unicelulares causadores da leishmaniose comega no reino
protista, transpassando o filo sarcomastigophora, ordem kinetoplastida, familia
trypanosomatidae, alcancando o género Leishmania, e ainda se dividindo nos

subgéneros Leishmania e Viannia (ASSIS et al., 2021).

A leishmania - abarcada pelo reino Protista, o qual possui exemplares de
diversas classes e tipos, uni e pluricelulares, € caracterizado por ser um reino
polifilético, pois seus descendentes ndo compartiham um mesmo ancestral
comum, ainda pode ser definida por outras caracteristicas presentes nas
definicdes seguintes, como o filo Sarcomastigophora e a ordem Kinetoplastida,
que juntos definem organismos capazes de se locomover gragas aos seus
flagelos, cujo DNA mitocondrial se encontra numa regiao préxima ao corpusculo
basal do flagelo denominada cinetoplasto (LUPI et al,. 2009; DA CUNHA et al.,
2013; DA ROCHA et al., 2017).

Os organismos pertencentes ao género Leishmania possuem dois estagios
morfoldgicos diferentes durante seu ciclo de vida: 1) Amastigota, presente no
interior de células fagociticas como macréfagos, nado possuem motilidade, é
aflagelada e possuem formato arredondado; 2) Promastigota, presente nos
mosquitos flebotomineos dos géneros Lutzomya e Phlebotomus, o parasito
encontra-se na forma promastigota, caracterizada por ser flagelada,
apresentando capacidade motora, sendo extracelular (CROFT et al., 2003;



MARLOW et al., 2013; MOREIRA et al., 2015; TELES et al., 2019).

Ambos os estagios do parasita possuem estruturas em comum, como
complexo de golgi, nucleo e reticulo endoplasmatico, vista a necessidade de
regulacéo e producédo de componentes de membrana celular, além da expressao
em sua superficie de sinais que consigam evitar seu reconhecimento e morte
nos hospedeiros. Porém, alguns elementos diferem nestas estruturas, a
principal delas € a existéncia de um flagelo motor na estrutura promastigota e
sua auséncia na fase amastigota, essa diferenca é gerada pela falta de
necessidade de mobilidade a partir do momento que os amastigotas invadem as
células fagociticas, como macréfagos. Estas variagbes na estrutura da
leishmania é caracterizada por variagbes na disponibilidade e tipo de
nutrientes, pH, temperatura e disponibilidade de oxigénio. A estratégia adotada
pelos parasitas para sobreviver a essas mudangas € se tornar altamente
especializado e desenvolver formas adaptadas, desta forma, os estagios
alcancados por este parasita variam suas necessidades nutricionais, seu
crescimento e velocidade de divisao celular (BESTEIRO et al., 2007; URSINE
et al., 2021; VARIZA et al., 2016).

Existem diversas espécies de Leishmania descritas no mundo, e dentre
essas, aproximadamente 20 podem gerar sintomas de leishmaniose no homem.
Com o desenvolvimento de pesquisas, foi-se observando que além da
nomenclatura que utilizava vetores e distribuicdo geografica, estas linhagens
poderiam ser intituladas de acordo com reacdées moleculares e bioquimicas
apresentadas pelos mesmos, visto que eles ndo sofrem influéncia do meio
ambiente ou do hospedeiro infectado. Dando seguimento a estes estudos, foi
proposta uma classificacdo de subgénero para as leishmanias, surgindo entéo
as Vianna e Leishmania, que variam sua nomenclatura devido ao local do
intestino do vetor em que estes parasitas amadurecem (ROCHA et al., 2018;
KEVRIC et al., 2015; DAVID et al., 2009; HANDER et al., 2015).

Estes subgéneros dao origem as espécies mais estudadas de leishmanias,
porém, € importante ressaltar que ainda existem outros tipos de parasitos
advindos deste grupo predecessor, conhecido por euleishmania. Este grupo

também engloba o subgrupo de Sauroleishmania e Mundinia. Devido a esta
capacidade de desenvolvimento em diversos tipos de situagdes, sejam

ambientes diferentes ou até mesmo o local de maturacao dos parasitos, além de



caracteristicas intrinsecas de cada subgénero, as cepas de leishmania
desenvolvem métodos diferentes de interagdo com o ser humano, causando

diferentes tipos de lesdes e sintomas.

2.3. Vetores e Hospedeiros

A transmissao destes parasitos de diversas espécies de leishmania esta
relacionada com seu vetor primario, onde este parasito sera amadurecido. Este
vetor pertence a familia Psychodidae, que compreende insetos hematéfagos
normalmente com habitos noturnos, dentro desta familia ainda €& possivel
aprofundar a subfamilia phlebotominae, e os géneros que estdo mais associados
a transmissao dos parasitas sao Lutzomyia e Phlebotomus. Estes insetos sao
dipteros, de pequeno porte, corpo piloso, delgado e diferem-se dos demais
dipteros por, principalmente, desenvolverem seu estagio larval completo em
matéria orgénica contida em solo, e ndo em gua. Quando adultos, estes insetos
apresentam dimorfismo sexual, e enquanto os machos alimentam-se de seiva
para manter a homeostase corporal, as fémeas precisam de uma dieta
sanguinea, necessaria para a maturagao ovariana e assim prosseguir com a
oviposi¢cao, dando continuidade ao ciclo vital dos insetos (RISPAIL et al., 1998;
ARANSAY et al., 2000).

Insetos do género Lutzomya e Phlebotomus estao presentes em diversos
paises, dentre eles, o Brasil. Por serem encontrados em lugares diferentes
dentro de um pais de propor¢des continentais como o Brasil, existem algumas
variagbes de nomes populares para estes insetos, como “mosquito-palha”,
‘cangalha”, “tatuira”, entre outros. Como dito anteriormente, as fémeas possuem
alimentacao baseada em sangue, entdo a transmissao destes parasitos, caso o
inseto esteja contaminado, pode ocorrer entre diversas espécies de animais,
tais como canideos, primatas, roedores e até mesmo marsupiais. O homem
também é alvo destes insetos, podendo servir como hospedeiro para o
parasito, porém a manutencao do ciclo de vida deste protozoario na natureza
nao parece ter dependéncia com o ser humano (LAINSON et al., 2010; ASATO
et al., 2009).



2.4. Ciclo de vida

O ciclo de vida dos parasitas € heteroxénico, necessitando de um hospedeiro
intermediario para realizar maturagbes necessarias, desta forma, os parasitas
vivem alternadamente em hospedeiros vertebrados mamiferos e insetos, que
s&o os vetores de transmissdo (EFSTATHIOU et al., 2021; MANN et al., 2021).

O ciclo se inicia a partir da ingestdo de macrdfagos contaminados ou
amastigotas livres presentes na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado
mamifero contaminado pela fémea de flebotomineo. Estas células amastigotas
ao se depositarem no intestino do inseto passam por uma intensa modificagéo,
onde estas se tornarao promastigotas prociclicas, caracterizadas por formato
alongado e com mobilidade flagelar. O amadurecimento destas células segue
quando os promastigotas prociclicos passam pela metaciclogénese, onde se
diferenciam em promastigotas metaciclicas enquanto sdo enviadas a porgao
valvular da faringe dos insetos, fato importante sobre a metaciclogénese € que
as células agora as células ndo sdo capazes de se dividir, porém adquirem uma
maior capacidade infectiva. Desta forma, quando o mosquito realiza a
aspiracao de sangue durante a alimentacao, ele inocula no hospedeiro certa
quantidade de promastigotas metaciclicas (EFSTATHIOU et al., 2021; MANN et
al., 2021; SASIDHARAN et al., 2021; DAMIANOU et al., 2020).

As espécies de mosquitos hematdéfagos possuem em sua saliva
componentes anticoagulantes que ajudam o sangue a continuar fluindo sem a
formacao dos complexos de plaquetas para estancamento de sangue, além de
componentes bioquimicos que possam aumentar o influxo de sangue para o
local, modulando uma resposta imune no hospedeiro, que na maioria das vezes
nao sente a picada do inseto, visto que os mesmos possuem habitos noturnos
(SERAFIM et al., 2021; LAZAR et al., 2020; EFSTATHIOU et al., 2020).

Os parasitas em sua forma promastigota metaciclica sdo entao fagocitados
por células da primeira linha de resposta a infec¢des, macréfagos, neutrofilos e
células dendriticas. Como visto anteriormente, os promastigotas possuem uma
estrutura chamada acidocalcisoma, enzimas capazes de regular o PH e a
osmolaridade de estruturas, desta forma, ao ser engolfado por células
fagociticas mononucleares e formado o lisossomo primario, esta enzima é capaz

de interferir na metabolizacao e destruicao os parasitas. A fusdo dessas células



com os lisossomos nao forma o lisossomo tardio, que seria excretado da célula
por meio de exocitose, agora a estrutura formada é o vacuolo parasitéforos.
Dentro deste vacuolo existe entdo a ultima diferenciagdo a qual o parasita
passara, as células promastigotas metaciclicas passam a ser amastigotas, que
nao possuem motilidade devido a perda do flagelo e s&o intracelulares
obrigatérios (ANTONIA et a., 2020).

Apods se multiplicarem dentro dos vacuolos dos macréfagos, as amastigotas,
que sao altamente infectivas, lizam as barreiras do macrofago e séo liberadas
na corrente sanguinea, onde encontrardo outros macrofagos e continuardo se
replicando, aumentando drasticamente sua quantidade no hospedeiro. Até o
momento em que uma fémea de flebotomineo necessite da ingesta de heméacias
e acabe aspirando macrofagos contaminados ou amastigotas livres, reiniciando
o ciclo (ASSIS et al., 2021; BAKER et al., 2021; YASMIN et al., 2022).

2.5. Manifestacdes clinicas

Apds a infeccdo pela picada do inseto e internalizagdo do parasita nos
macrofagos, € iniciado o quadro se sintomas relacionados a doenga. Como visto
anteriormente, existem diversas espécies de leishmania e dependendo da
localizacdo de maturagao no inseto vetor, e a espécie do inseto vetor, algumas
caracteristicas desses protozoarios podem variar, 0 que acarreta em sintomas
diferentes para cada interacdo especifica, pois, além de variar a espécie do
agente infeccioso, também varia a capacidade imunoldgica do paciente, bem
como seu estilo de vida, variando o espectro sintomatico apresentado. Dada a
toda essa variacao, a leishmaniose ndo € considerada uma doenca simples,
mas sim um complexo de doencgas com diferentes manifestagdes clinicas, uma
doenca multissintomatica (ABADIAS-GRANADO, et al. 2021).

Deste modo, para compreender a variagdo sintomatica causada pelas
diferentes estirpes de leishmania. spp, foram criadas classificagbes que
englobem os sintomas que os diferentes tipos de parasitos possam causar,
sendo as mais comuns: a leishmaniose cutanea (LC), a mucocutanea (LMC), a

lesishmaniose visceral (LV) e a lesihmaniose tegumentar americana (LTA).

Leishmaniose Cutanea (LC) - No local de inoculacdo do parasita se forma




uma papula, que normalmente evolui para um ndédulo que posteriormente se
tornara uma ulcera. Frequentemente € encontrada em locais expostos, como
face ou extremidades corporais. As lesdes da LC podem ser unicas ou multiplas
e podem ter lesdes com distribuicdo esporotricoide. E causada, principalmente,
pelas espécies L. (V.) braziliensis, Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (L.)
mexicana, Leishmania (V.) panamensis e Leishmania (L.) guyanensis, € a forma
mais comum da doenga e é relativamente benigna, porém existem outras formas
de apresentacao da doenga, como lesées eczematosas, erisipeloides, lupoides,
anulares, verrucosas (ARONSON et al. 2019; DE MORAIS et al., 2015).

As lesbes podem sarar naturalmente em periodos de meses e cicatrizar
deixando apenas cicatrizes superficiais, no entanto, alguns podem se tornar
cronicos ou disseminados. A forma crdnica redicivante é tipica da L. tropica, que
se apresenta como papulas na periferia da cicatriz da ulcera anterior. A
cronicidade das lesdes tem sido relacionada, entre outros fatores, ao aumento
da atividade da arginase em leucdcitos polimorfonucleares. Por outro lado, existe
também a forma difusa, produzida por exemplares de L. aethiopica, L. mexicada
e Leishmania (L.) amazonensis, que apresenta multiplas papulas com a
presenca de nodulos nao ulcerados que acometem maior parte da pele, as
lesdes contém diversos parasitas e podem afetar gravemente a face quando esta
€ exposta (GOTO et al., 2010; HANDLER et al., 2015).

Leishmaniose Mucocutanea (LMC) - Durante a infec¢do, o envolvimento das

mucosas pode coexistir com o da pele, em outros casos pode aparecer apos a
resolucao deste ultimo, mesmo que muito tempo apods curada a infeccéo
cutanea. A via de disseminacdo pode ser hematica ou linfatica. Em paises
endémicos, a prevaléncia de acometimento de mucosas pode chegar até 20%.
A maioria dos casos € desenvolvida por espécies de Leishmania (L.) braziliensis,
embora também possa ser causada por Leishmania (L.) amazonensis,
Leishmania (L.) guyanensis e Leishmania (L.) panamensis. As mucosas mais
frequentemente atingidas sédo a nasal e a oral, embora estas lesbes possam se
estender a orofaringe e laringe. As lesbes se apresentam em forma ulcerativa,
podem ser desfigurantes e em caso de inexisténcia de tratamento, até mesmo
fatais (GOTO et al., 2010; HANDLER et al., 2015).



Leishmaniose Visceral (LV) - Através da disseminacdo de macréfagos

infectados pelo sistema reticuloendotelial, podendo atingir a medula 6ssea, bago
e figado, é caracterizado por febre, emagrecimento, hepato e esplenomegalia e
linfadenopatia. E causada principalmente por Leishmania (L.) donovani em
adultos e Leishmania (L.) infantum ou Leishmania (L.) chagasi em criancas e
individuos imunocomprometidos. A LV também pode apresentar manifestacdes
cutaneas, que podem se apresentar como papulas, nédulos ou ulcera. Mas
também podem se apresentar de forma inespecifica, como purpura ou
hiperpigmentacdo (referente ao termo kala-azar, febre negar em hindi). A
presenca desta pigmentacdo estd associada ao aumento de hormdnios
adrenocorticotroficos, porém, em lamina histolégica do tecido, é possivel
visualizar amastigotas internalizadas no tecido. Pode também, apos o tratamento
realizado evoluir para a forma clinica de leishmaniose dérmica pos-calazar (VAN
GRIENSVEN et al., 2019; FIGUEIRO-FILHO et al., 2004).

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) - E caracterizada por ser uma

doenca infecciosa, ndo contagiosa, que acomete pele e mucosas, de forma unica
ou multipla. Pelo menos sete tipos de leishmanias estdo associadas ao
desenvolvimento desta doenga, mas o0s protozoarios mais associados, por
ordem de registro, sdo das espécies Leishmania amazonensis, Leishmania
(Viannia) braziliensis e Leishmania (Viannia) guyanensis (NUNES et al., 2013).

Das espécies citadas, a que se destaca é a Leishmania (L.) amazonensis,
pois sua distribuicdo em territorio Brasileiro € bem difusa, passando pela floresta
amazonica, percorrendo estados do Norte, como o Para, perpassando por
estados do Nordeste, como Maranhdao e Bahia, chegando até o Sudeste em
Minas Gerais. O vetor de contaminacgao relacionado a sua transmissao é do
género Lutzomyia, um flebotomineo hematéfago de habitos noturnos (TASLIMI
et al., 2018).

Durante o inicio dos anos 1900, a existéncia de LTA ja era registrada e
diversas tentativas de tratamentos foram propostos, porém dada a falta de
estudo e de medicamentos especificos para as patologias corretas, muitos
pacientes relatavam intoxicacdo medicamentosa, gerando complicacbes ao
processo de cura. As lesdes causadas por Leishmania (L.) Amazonensis curam-

se espontaneamente principalmente quando expostas ao tratamento adequado,



porém, alguns pacientes que apresentam problemas imunolégicos ou
deficiéncias, como o HIV, estdo mais susceptiveis a desenvolver a forma multipla
da doencga, onde o parasita percorre vasos linfaticos, provocando lesdes em toda
pele e mucosas, podendo se prolongar dentro do hospedeiro. Destaca-se que
nao existe resposta eficaz aos tratamentos quando a doencga alcanga estes
patamares, pois existe o aparecimento de lesbes nao-ulcerosas com focos
necroticos e granulomas, podendo atingir rosto e membros do hospedeiro
infectado (MACHADO et al., 2019).

2.6. Interacao Parasito Hospedeiro

A interacao entre o parasita e o hospedeiro se d4 a partir de sua inoculagao,
como visto anteriormente, as modulagdes causadas pela picada do inseto
contribuem para uma quimiotaxia de células susceptiveis ao parasita. Deste
modo, ambas as formas do parasita, promastigota e amastigota, desencadeiam

reagoes imunoldgicas no hospedeiro (GONCALVES et al., 2019).

A primeira reacao de defesa do organismo infectado é o englobamento do
parasita por células da primeira linha de defesa contra ameacas, macréfagos
residentes no tecido, e mondcitos recém diferenciados em macrofagos por
estimulos inflamatérios, partem para a defesa do corpo e engolfam os
parasitas. Macrofagos sao células de linhagem mieloide, consideradas células
grandes, de possuem diametro entre 25 a 50um, encontrados nos mais
diferentes tipos de tecidos, variando também sua nomenclatura, por exemplo
sendo osteoclastos em tecidos 6sseos e células de Kupfer no figado. Além
disso, os macréfagos tem a capacidade de apresenta o complexo de
histocompatibilidade tipo Il (HLA 1l) presentes nos genes MHC, que sdao mais
especificos e podem ajudar a desenvolver uma resposta humoral mediada por
imunoglobulinas (VOLPEDO etal., 2021; GONCALVEZ et al., 2019).

ApoOs essa fagocitose realizada por macréfagos mediada por padrées de
reconhecimento celulares, que sdo do interesse do parasita, por isso este
apresenta uma série de proteinas em sua membrana que facilitem esse
englobamento, como por exemplo a proteina gp63, o parasita deve sobreviver
ao lisossomo. Esta estrutura tem como principal funcdo a degradacao de
estruturas englobadas e lise de estruturas celulares que estejam em mal

funcionamento ou muito velhas. Essa degradacao se da pelo fato de o lisossomo



apresentar diversas lipases, moléculas desenvolvidas especificamente com a
funcdo de degradar ligacbes, como proteases, nucleases, fosfolipases e
fosfatases, e além de tudo, apresentar um pH proximo de 5,0 (ELMAHALLAWY
et al., 2021; AKBARI et al., 2021; TASLIMI et al., 2018).

Para que o parasita seja bem-sucedido em sua missédo de evadir os
mecanismos celulares, muitas proteinas expressas em sua membrana atuam em
diferentes momentos da infecgdo. Em sua forma Promastigota, por exemplo, a
proteina LGP inibe a fusdo do endossomo e o lisossomo, além de interagir e
retirar radicais hidroxil (H+) através da molécula acidocalcisoma. Dessa forma, o
parasita tem tempo habil a se diferenciar em amastigota e comecgar sua
replicagdao (ELMAHALLAWY et al., 2021; AKBARI et al., 2021).

Desta forma, € notério que o parasita langa mao de diversas vias complexas
para sobreviver aos mecanismos de defesa gerados pela imunidade inata,
macrofagos e neutréfilos sdo consideradas as células primarias que reagem a
infeccdo por leishmania, porém o sistema complemento também possui
interacdo com o parasito no decorrer da infeccdo, bem como varias outras
células imunes, como mondcitos, células dendriticas (DCs), células natural killer
(NK) e células T CD4+ e CD8+, bem como moléculas efetoras , como citocinas,
interferon gama (IFN-y), interleucina (IL-12) e 6xido nitrico (NO) produzido pela
NO sintase induzivel (iINOS), também desempenham papéis distintos na
resposta do hospedeiro (VOLPEDO et al., 2021; GONCALVEZ et al., 2019).

O sistema complemento representa uma rede complexa de ativadores,
reguladores, efetores e sinalizadores que aumentam a capacidade dos
anticorpos e células fagociticas de eliminar o microrganismo. Na infeccdo por
Leishmania sp. a cascata do complemento & diretamente ativada apds a
penetracdo dos promastigotas na derme através da saliva do mosquito, e por
sua vez, € capaz de matar eficientemente cerca de 90% dos parasitas
inoculados. No entanto, a parcela restante de parasitas € capaz ainda de
causar a infecgdo. O grau de resposta ao sistema complemento varia de acordo
com o estagio de desenvolvimento do parasita e sua espécie. Os promastigotas
de leishmania sdo mais sensiveis a lise pelo complemento que os
promastigotas metaciclicos, enquanto que os amastigotas sao mais infecciosos
e mais resistente a lise que os estagios anteriores. Outro papel desempenhado

pelo sistema complemento durante a infecgao por leishmania sp. inclui a



opsonizagdo dos parasitas por seus fragmentos (iC3b e C3b), visto que a
leishmania pode usar o C3b depositado para facilitar sua entrada em
macrofagos e neutrofilos através do receptor do complemento 2 (CR2)
(CARALAHO et al., 2019; VOLPEDO et al., 202).

A resposta imune aos diferentes estagios do parasita € dependente
principalmente de uma resposta imune do tipo |, que se caracteriza pela
producéao inicial de interleucina- 12 (IL-12) pelas células apresentadoras de
antigenos (APCs), isso entdo ativa as células Th1 secretoras de IFN- v.
Desencadeando na ativagdo dos mecanismos microbicidas do macrofago, com
a geracao de espécies de Oxido Nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio
(ROS). Essas citocinas T helper-1 (Th1) s&o neutralizadas por fatores
imunossupressores, como a IL -10 (ELMAHALLAWY et al., 2021).

As células da resposta imune adaptativa, principalmente as células B e
células T, sdo muito importantes para determinar o curso da infec¢cdo por
leishmania e as manifestagbes clinicas da doenca. Sua ac¢do geralmente é
moldada pela producao de citocinas durante os estagios iniciais da resposta
imune inata. Este subconjunto de células também é importante para ligar o
sistema imunoldgico inato ao adaptativo. E valido ressaltar que as células T
possuem receptores de superficie exclusivos que reconhecem proteinas
derivadas de patégenos (PAMPs) ligados ao complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) na superficie das APCs. As células T virgens
tornam-se ativadas apds o reconhecimento do antigeno ligado ao MHC, e essa
ativacdo é potencializada pelos sinais secundarios ou auxiliares. As citocinas
locais secretadas fornecem um ambiente adequado a conduzir a resposta de
células T antigeno-especificas e os subconjuntos de memdéria dos linfécitos T
auxiliares CD4+, acarretando as manifestacdes clinicas da doenca (TOEPP et
al., 2020).

Além disso, as células T efetoras, diferenciam-se em dois subtipos principais,
os tipos Th1 e Th2. As células Th1 sdao geralmente efetoras contra bactérias
intracelulares e protozoarios, e destroem os parasitos intracelulares por ativagao
dos macrofagos parasitados. As principais células efetoras da imunidade Th1
sao macroéfagos, células T CD8+, células B IgG e células T CD4+ IFN-y (TASLIMI
et al., 2018).

Ja as células B, se subdividem em dois subconjuntos, as células B1 e B2. A



B1 sdo o subconjunto de linfocitos B envolvidos nas respostas imunes humorais
e sao representados principalmente pela producdo de anticorpos contra
antigenos gerais. As células B2 fazem parte da resposta imune adaptativa
humoral para liberagao de anticorpos contra antigenos especificos e associados
a geracao de memdria imunoldgica. Alguns estudos sugerem que células B
poderiam estar associadas a exacerbacao da infecgdo por leishmania através da
producao de citocinas. Claramente, o papel das células B durante a leishmaniose
e 0s dados relatados sdo escassos, portanto, estudos futuros sdo obrigatérios
para explorar as principais fun¢des dos subconjuntos de células B em infecgoes
por Leishmania spp. (TOEPP et al, 2020; GHORBANI et al, 2017,
ELMAHALLAWY et al., 2021).

Como foi descrito nos topicos acima, existem diversas moléculas e sistemas
que contribuem para uma melhor defesa a infeccdo de parasitas do género
Leishmania, porém, com o passar do tempo e sucessivas evolugoes, 0s
parasitas desenvolveram métodos de escape ao sistema imune inato,
adaptativo, desenvolvimento de condicbes mais favoraveis ao seu
desenvolvimento nos macrofagos (ELMAHALLAWY et al., 2021).

2.7. Tratamento

O tratamento para leishmaniose vem se aperfeicoando com o passar dos
anos e desenvolvimento cientifico. historicamente, o antiménio pentavalente foi
considerado o tratamento medicamentoso de primeira linha contra leishmaniose,
no entanto, estava associada a cardiotoxicidade, cirrose e toxicidade
pancreatica. A forma amastigota do parasito é sensivel aos antimoniais, pois
somente ele é capaz de realizar a redugdo quimica necessaria dentro do
hospedeiro. Embora fosse o0 medicamento mais utilizado contra a leishmaniose,
0 mecanismo de acao dos antimoniais ainda nao esta claro, o entanto, nas
ultimas décadas, a resisténcia impds sérios desafios ao seu uso no tratamento
da leishmaniose (AKBARI et al., 2021).

Subsequentemente, a anfotericina B, com e sem sua formulacgao lipidica,
surgiram como terapias de segunda linha. Desde entao a miltefosina tem sido
usada nos mais diversos casos de leishmaniose, seja cutanea ou visceral. Como
uma droga anticancer e anti-Leishmania, Miltefosine é a unica medicagao oral

disponivel contra Leishmaniose visceral e cutanea. Além disso, houve relatos de



desconforto gastrointestinal. A miltefosina atua sobre a Leishmania por trés
mecanismos diferentes, inibicado da proteina quinase, que leva a apoptose, efeito
imunomodulador em macréfagos, e alteragcdes na estrutura da membrana
plasmatica do parasita, e esse medicamento tem a vantagem de ser um farmaco
oral com boa eficiéncia e baixo custo, porém a teratogenicidade e a resisténcia
ao farmaco sao suas questdes mais limitantes (ARONSON et al., 2019; GOTO
et al., 2010; AKBARI et al., 2021).

A paromomicina € categorizada como um aminoglicosideo natural. Os
aminoglicosideos sdo eficazes contra varias espécies bacterianas e também
estdo sendo usados por via oral contra parasitas entéricos, como amebas,
giardias e ténias. A forma parenteral da droga é conhecida por ser eficaz contra
espécies de leishmania e, seja na forma de pomada pura ou em combinacgao
com Gentamicina (15% Paromomiicina + 0,5% Gentamicina), também é indicada
para o tratamento da leishmaniose cutanea. A paromomiicina pode afetar a
atividade ribossomal, inibindo a sintese proteica e o potencial de membrana
mitocondrial, 0 que priva o parasita de energia, vale ressaltar que a ligagdo da
Paromomicina aos ribossomos € altamente seletiva e limitada ao parasita, o que
indica sua seguranca como farmaco antileishmania (TSAl et al., 2002;
MITROPOLOUS et al., 2010)

A anfotericina B é um potente medicamento antifungico que também
demonstrou eficacia no tratamento das infeccbes causadas pelo protozoario
Leishmania, particularmente na forma visceral da leishmaniose, que pode ser
fatal se nao tratada adequadamente. A formulacdo lipossomal da anfotericina
B, chamada Ambisome, é amplamente utilizada nesse contexto (KUMARI, et al.
2022).

A acao da anfotericina B contra Leishmania envolve varios mecanismos.
Primeiramente, ela se auto-oxida, levando a producao de radicais livres, que
sdo altamente toxicos para o parasita, danificando sua membrana celular e
componentes internos, eventualmente resultando em sua morte. Além disso, a
anfotericina B se liga a esterdis na membrana do parasita, criando poros que
perturbam o equilibrio idnico, afetando as funcdes vitais do protozoario e
levando a sua destruicao (MOSIMANN, et al. 2018).

Outra caracteristica interessante € a interacao seletiva da anfotericina B

com o colesterol na membrana dos macrofagos, que sao células



frequentemente alvo de infecgdo por Leishmania. Essa interacdo bloqueia a
entrada do parasita em células n&o infectadas, impedindo a disseminacao da
infeccao (MOSIMANN, et al. 2018).

Embora a anfotericina B seja eficaz, seu uso pode ser desafiador, pois
geralmente € administrada por via intravenosa e pode estar associada a efeitos
colaterais. Além disso, a versao lipossomal € mais cara e pode estar disponivel
apenas por meio de organizagdes internacionais de saude, limitando seu
acesso em algumas regioes (VAN GRIENSVEN, et al. 2019).

Apesar dessas limitagées, a anfotericina B continua desempenhando um
papel crucial no tratamento da leishmaniose visceral, particularmente em casos
graves e resistentes a outros medicamentos, contribuindo significativamente
para o controle da doencga. (NUNES et al., 2013; TUON et al., 2008).

Os medicamentos existentes reaproveitados para leishmaniose incluem
miltefosina e petamidina. Antifungicos azdlicos também foram estudados para
serem utilizados em casos de leishmaniose, itrazonazol foi superior ao
cetoconazol e fluconazol para inibir o crescimento da maioria de cepas em
estudos. A pentamidina é usada por via muscula ou por via intravenosa, mas nao
esta disponivel em formulagao oral. Tem a vantagem do baixo custo, mas sua
eficacia varia de acordo com as espécies de leishmania, além de seu uso estar
associado a disglicemia e outros efeitos adversos (ARONSON et al., 2019;
AKBARI et al., 2021).

Além de tratamentos baseados em medicamentos, existem tratamentos
alternativos estudados para casos de leishmaniose. Um destes casos € o uso da
terapia fotodinamica (PDT). Essa terapia envolve o uso de um acido
aminolevulinico (ALA) ou metil-aminolaevulinato aplicado topicamente na pele,
seguido de uma irradiacdo com laser ou pulso intenso claro, variando o
comprimento de onda. Alguns estudos abordam os principios subjacentes ao uso
da PDT para o tratamento de leishmaniose cutdnea. Porém, estudos in vivo
mostraram que o ALA-PDT toépico resultou em extensa destruicao tecidual,
apesar da significativa reducao da carga parasitaria, o numero de macrofagos e
o nivel de interleucina-6 (IL-6) diminuiu na pele infectada. Os efeitos
antileishmania de ALA-PDT para leishmaniose, principalmente cutanea, sao
mediados pela morte das células hospedeiras, devido a falta de dados
suficientes, este tratamento nao é recomendado na pratica clinica (PRADHAN et



al., 2022).

Alguns estudos vém testando novos farmacos para tratamentos relacionados
aos casos de leishmanioses, as quinolonas semelhantes as endoquinas sao
inibidores competitivos do complexo citocromo bc1, que podem afetar a cadeia
transportadora de elétrons (ETC) mitocondrial em varias espécies de
Leishmania. A hidroxinaftoquinona buparvaquona atua depletando os niveis de
trifosfato de adenosina (ATP) e, assim, produzindo inibicdo da ETC em
amastigotas. Novos sais de bisfosfonio derivados de benzofenona sao
leishmanicidas e tém como alvo o complexo |l da cadeia respiratéria do parasita,
levando a morte. A artemisinina mostrou efeito antileishmania desencadeando a
inducdo da parada do ciclo celular e apoptose. A tafenoquina prejudica o
metabolismo bioenergético de promastigotas de Leishmania, causando uma
gueda rapida nos niveis intracelulares de ATP, resultando em apoptose e, assim,
levando a disfungdo mitocondrial. Os principais esterdis essenciais para o
crescimento e viabilidade em tripanossomatideos séo ergosterol e 24-metil
esterol, portanto, a via metabdlica de esterdis e acidos graxos pode ser um
potencial alvo de drogas na leishmaniose. Em estudos experimentais, descobriu-
se que sinvastatina, atorvastatina e resveratrol inibem o crescimento de
promastigotas de espécies de Leishmania, outras enzimas envolvidas na
biossintese de esterois também sao alvos potenciais para drogas antileishmania.
Analogos de alquilfosfolipidos foram recentemente demonstrados como
possiveis farmacos. Em estudos experimentais, a edelfosina matou
promastigotas e amastigotas de Leishmania. As poliaminas estdo fortemente
associadas a sobrevivéncia, crescimento e proliferacao celular, varias enzimas
envolvidas no metabolismo das poliaminas e no metabolismo do folato também
podem ser usadas como alvos para a atividade antileishmania (PRADHAN et al.,

2022; AKBARI et al., 2021; MITROPOLOUS et al., 2010).
Desta forma, € notério que os tratamentos relacionados aos tipos de

leishmaniose ainda precisam de uma validacao cientifica maior, pois estes ainda
apresentam diversas desvantagens, representando assim um obstaculo ao
tratamento adequado a doenca. Alguns dos problemas relacionados a estes
tratamentos previamente descritos sdo alta toxicidade, vias de administragao,
resisténcia do parasita a droga, alto custo e inviabilidade de producao em larga
escala. Neste sentido, estudos seguem buscando o tratamento ideal para o



combate a esta patologia. Diversos compostos estdo sendo testados para
desenvolvimento de uma droga leishmanicida, com baixa toxicidade as células
dos hospedeiros, dentre estes compostos, encontram-se uma gama de
moléculas que ja vem sendo utilizadas através dos tempos, os produtos naturais,
tais como extratos de plantas e compostos derivados destes e peconhas de
animais. Estes compostos moleculares quando isolados apresentam atividades

antiinflamatorias, antibacterianas e leishmanicidas (NUNES et al., 2013).

3. Peconha de Serpente

Dentre as espécies de serpente, o Brasil compreende cerca de 321,
aproximadamente 10% do numero total, e destas, apenas 36 sdo peconhentas.
Estes animais podem estar presentes em varios dos biomas neste pais,
demonstrando adaptabilidade aos mais variados climas. As serpentes brasileiras
peconhentas mais estudadas sao divididas em duas grandes familias, as
Viperidae e Elapidae (BON et al., 1994; OFFOR et al., 2022).

A familia Viperidae é composta por diversas serpentes, as quais apresentam
em semelhanca a presencga de denticao solendglifa, ou seja, possuem presas
retrateis no maxilar superior, além da presenca da glandula de veneno. Estas
serpentes estao divididas em alguns géneros, porém alguns dos mais estudados
sdo os géneros Crotalus, Lachesis e Bothrops, sendo que estas serpentes
estdo amplamente presentes nos acidentes ofidicos (SARKAR et al.,2021).

Os acidentes com serpentes representam a maioria dos acidentes com
animais peconhentos que ocorre no pais. Os acidentes ofidicos séo classificados
como doencga tropicalmente negligenciada desde 2009 pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS), dada a gravidade que essas picadas podem gerar nos
individuos afetados, podendo levar até a morte (BRASIL, 2017).

O envenenamento por peconha de serpentes € caracterizado por eventos
locais e sistémicos, sendo que os locais sao caracterizados por inflamacao,
hemorragia e necrose tecidual. Ja os sintomas sistémicos estao relacionados a
coagulopatias, alteracdes cardiovasculares, choque hipovolémico e alteracdes
renais (WARREL, et al. 2019). Os efeitos toxicos do envenenamento por
serpentes sao atribuidos a acao sinérgica dos diferentes compostos, organicos

e inorganicos, presentes na pegonha, como citotoxinas, cardiotoxinas,



hemotoxinas, L- amino oxidases (LAAQO), Ilectinas, desintegrinas,
serinoproteases, hialuronidases, metaloproteases, fosfolipases A> (PLA2) e
outros (WARREL, et al. 2019).

3.1. PLAz2de serpentes

Dentre estes constituintes, as fosfolipases A2, sao proteinas capazes de
hidrolisar fosfolipideos de membrana, liberando lisofosfolipidios e acidos graxos,
como o acido araquiddnico, que esta presente nas cascatas de cicloxigenase e
5-lipoxigenase, que liberam como resultado as prostaglandinas, tromboxanos,
prostaciclinas e leucotrienos. Estes compostos estdo relacionados a efeitos

inflamatérios e agregacéao plaquetéaria (TEIXEIRA, et al. 2020).

As PLA: estdo presentes em grande parte na peconha de diversas espécies
de serpentes e no acidente ofidico, essas PLA, sao responsaveis por efeitos
como mionecrose, paralisia neuromuscular, edema, uma resposta inflamatoria
exacerbada, inibicdo da agregacao plaquetaria e consequente hemorragia.
2018). Demonstrando assim que esta proteina, quando associada aos outros
componentes presentes na toxina, €& responsavel por uma gama de
acontecimentos durante o processo de intoxicacdo (ARNI, et al. 1996; KINI, et
al. 2003; JIMENEZ, et al. 2019; TEITEIXA, et al. 2020).

As PLA: de peconha de serpente podem ser classificadas em Asp 49 e Lys
49, de acordo com o0 aminoacido presente na posicao 49, assim as Asp49, que
possui um aspartato na posicado 49, sdo cataliticamente ativas, enquanto a
Lys49, que possui uma lisina na posicao 49, sdo cataliticamente inativas. A
substituicdo do aminoacido Asp por uma Lys interfere no sitio de ligagdo do Ca?*,
sendo esse ion um importante cofator para a atividade catalitica dessas enzimas.
Porém, apesar da diferenca de atividade catalitica, ambas isoformas apresentam
atividade citotoxica (BUSTILLO, et al. 2019; TEIXEIRA, et al. 2020).

As PLA2 lys 49 podem ser chamadas de PLA2 homologas devido a essa
variacdo de aminoacidos na posicao 49 da enzima, porém, estas enzimas
apresentam a regiao C-terminal, constituida de uma regido hidrofébica e uma
regiao cationica, € capaz de interagir com fosfolipidios aniénicos presentes nas
membranas plasmaticas, causando a desestabilizacdo desta membrana (DINIZ,
et al. 2018). Essas toxinas também podem interagir com a membrana plasmatica
através de integrinas e outros receptores, como por exemplo o fator de



crescimento endotelial vascular (VEGFR-2). Analogamente, as fosfolipases A
quando isoladas podem apresentar efeitos farmacoldgicos singulares, tais
como atividade antiangiogénica, antiviral, antileishmania e antimicrobiana
(AZEVEDO et al., 2016; BASSETTI et al., 2017; DA SILVA, et al. 2015; NUNES,
et al. 2013; BORGES, et al. 2016).

A serpente Bothrops moojeni, conhecida popularmente como caigcara ou
jararacdo estd vastamente presente no cerrado brasileiro e possui poucos
estudos relacionados aos constituintes de sua pegonha.

Neste cenario, diversos estudos reportam o potencial anti-leishmania de
PLA2 de serpente. Como observado no estudo de Barros e colaboradores
(2015), foi analisado que a PLA: advinda de serpente Crotalus durissus
terrificus foi capaz de inibir a proliferacdo de promastigotas do parasita em 50%
a 83%. O mecanismo de acao proposto é que possivelmente as PLA2 atuem
gerando edemas mitocontriais e a desregulacdo no cinetoplasto, atuando
também na vacuolizagdo do citoplasma e no alargamento da bolsa flagelar.
Além disso, as PLA2 podem afetar a cadeia respiratéria através do vazamento
de ATP, incapacitando a mitocondria e gerando consequente morte celular.
Contribuindo para a teoria de que as PLA: sdo efetivas contra parasitas,
Grabner e colaboradores (2017) descrevem que a fosfolipase A2 advinda de B.
marajoensis foi capaz de inibir o crescimento de parasitas de leishmania e T.

cruzi.

A MJTX-l é uma proteina presente no veneno de serpentes, € seu peso
molecular pode variar dependendo da espécie da serpente que a produz, mas
geralmente esta na faixa de 10 a 15 kDa. Esse valor reflete a soma das massas

de todos os aminoacidos que compdem a proteina (SALVADOR, et al. 2013).

A estrutura proteica da MJTX-| € notavel por sua conformacao tridimensional
unica. Embora seja classificada como uma fosfolipase A2, a MJTX-I difere das
PLA2 convencionais devido a presenca de um residuo de lisina na posicao 49,
em oposicao ao residuo de aspartato encontrado nas PLA2 cataliticas. Essa
diferenca estrutural resulta em uma mudanca fundamental em sua atividade
biolégica. Em vez de atuar como uma enzima catalitica, a MJTX-l Lys-49 se
liga as membranas celulares e interage com fosfolipidios, desestabilizando as
bicamadas lipidicas. Isso leva a ruptura das membranas e a liberacao de



mediadores pro-inflamatérios e neurotoxicos, contribuindo para os sintomas do
envenenamento por picada de cobra (SALVADOR, et al. 2013; BENATI, et al.
2018).

4. Objetivos
4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos antiparasitarios da PLA2 Lys49 MjTX-l sobre formas
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e em macrofagos murinos

infectados.
4.2 Objetivos especificos

4.2.1. Ensaios em Leishmania (L.) amazonensis

e Avaliar a viabilidade e proliferacao celular dos parasitas tratados
coma MjTX-I;

e Avaliar as alteragdes ultraestruturais e morfolégicas dos parasitas
tratados com a MjTX-l;

e Verificar os danos mitocondriais e a susceptibilidade dos parasitas
a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) apoés
tratamento com a MjTX-I.

4.2.2. Ensaios em macréfagos

e Avaliar o efeito da MjTX-l sobre a invasdo e proliferacdo dos
parasitas em macroéfagos.

5. Materiais e Métodos

5.1. Obtencao da MjTX-I

Peconhas de serpentes Bothrops moojeni foram gentilmente cedidas pela
Dr.2 Patricia Bianca Clissa do Instituto Butantan, com cadastro de acesso ao
Patrimdnio Genético n°® A2C2534A. A MjTX-I foi purificada conforme descrito por
Soares e colaboradores, 2004, com modificacbes. Brevemente, 50mg da

peconha bruta e liofilizada foi diluida em 2,5mL de solu¢cdo tampado de



Bicarbonato de Amdonio 0,05M, pH 7,8 (NHAHCO3 — AMBIC) e centrifugada
a 14000g por 5min. O sobrenadante foi aplicado em coluna Mono Q™ 5/50
GL trocadora de anions a um fluxo de 0,75mL/min no sistema AKTA (GE). O
sistema foi equilibrado com passagem do tampdo A (AMBIC 0,05M) por
15min a 0,5mL/min, seguido do tampdo B (AMBIC 0,5M) por 15min a
0,5mL/min e novamente o tampdo A durante o mesmo periodo de tempo e
fluxo. Para a fase eluente foi utilizado um gradiente de 0 a 100% de AMBIC
0,5M, a um fluxo constante de 1mL/min e coleta de fracdes de 1mL, sendo
a absorbancia das mesmas detectadas a 280nm em leitura de dosagem de
proteinas através do Nanovue Plus™ Spectrophotometer (GE). As cinco
primeiras fragbes coletadas na cromatografia em coluna Mono Q foram
recromatografadas em uma nova coluna (HiTrap CM FF) trocadora de cation,
onde 2mL de cada amostra foram aplicados a um fluxo de 1mL/min em
sistema AKTA (GE). Para equilibrio do sistema foi realizada uma passagem
em 15 min do tampao A (AMBIC 0,05M) a 1mL/min, seguido do tampdo B
(AMBIC 0,5M) e novamente o A seguindo o0 mesmo periodo de tempo e
fluxo. Para a fase eluente foi utilizado um gradiente e 0 a 100% de AMBIC
0,5M, sendo a cromatografia realizada a um fluxo constante de 2mL/min.
Foram coletadas fracbes de 1mL e a absorbéncia monitorada a 280nm
conforme descrito anteriormente. Ao final deste processo as amostras foram
separadas em quatro pools referentes a cada pico. Ao final das duas
cromatografias foi realizada a eletroforese em condicbes
desnaturantes (SDS) foi realizada segundo a técnica descrita por Laemmli, 1970
para verificar a homogeneidade das amostras contendo a PLA2 MjTX-I (Dados

nao mostrados).

5.2. Animais e manutencéo de cepas de Leishmania (L.) amazonensis

Os procedimentos realizados com animais foram aprovados pelo Comité de
Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade Federal da Bahia, Instituto
Multidisciplinar em Saude, Campus Anisio Teixeira (Protocolo n? 082/2020).
Foram utilizados camundongos Fémeas da linhagem Balb-c (20-30g) de
aproximadamente 4 meses de idade. Os animais foram mantidos sob condi¢oes
padrao com dieta especifica. Todos os experimentos foram realizados de acordo



com as diretrizes e regulamentos do Comité para o Uso Etico dos Animais. O
uso dos camundongos BALB/c foi necessario para manutengdo da cepa de
Leishmania (L.) amazonensis que foram usados nos experimentos. Com o
auxilio de seringas, foram inoculados 1x108 parasitos de Leishmania (L.)
amazonensis em cada uma das orelhas dos animais previamente anestesiados.
Estes ficaram infectados durante 8 semanas e apds esse periodo, foram
eutanasiados por deslocamento de cervical. Posteriormente, as orelhas
infectadas e o linfonodo regional foram retirados e homogeneizados em 1ml de
meio Brain Heart Infusion (BHI), pH 7,2, suplementado com 10% de FBS, 1% de
penicilina (100UI/mL) e 1% de estreptomicina (100mg/mL), glicose a 2%. Em
seguida, foram realizadas sucessivas centrifugagées, sendo que na ultima, o
Pellet foi ressuspendido em PBS estéril e passado por 6 vezes em seringa de 1
ml para dissociar os parasitos. Por fim, os amastigotas obtidos foram mantidos

em garrafas de cultura em meio BHI completo.

5.3. Cultura de células

5.3.1. Cultura de Macroéfagos

Os macréfagos linhagem RAW 264.7 utilizados nos experimentos foram
concedidos pelo Profa. Dra. Veridiana de Melo Rodrigues Avila, responsavel pelo
laboratério de Bioquimica e Toxinas Animais, Instituto de Biotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). As células foram mantidas a 37°C
em incubadora umidificada contendo 5% de COa. As linhagens celulares foram
mantidas em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 2 mM de L-glutamina, 2 mM de piruvato de soédio, TmM de
aminoacidos nao essenciais, 100U/mL de penicilina e 100mg/mL de

estreptomicina.

5.3.2. Culturade Leishmania

Parasitos Leishmania (L.) amazonensis foram cultivados em meio Brain
Heart Infusion (BHI), pH 7,2, suplementado com 10% de FBS, 1% de penicilina
(100UI/L) e 1% de estreptomicina (100mg/mL), glicose a 2% - BHI completo - a
23 £ 0,5°C. Passados 6 dias de cultura, momento no qual os promastigotas de

Leishmania atingiram a fase estacionaria, os parasitas foram centrifugados a



1800rpm por 10 minutos, ressuspensos e utilizados nos experimentos seguintes.

5.4. Ensaios de Viabilidade dos parasitas

A viabilidade celular dos parasitos cultivados em presenca da toxina nas
concentracdes de 80-0,078 pg/ml foram avaliadas pelo método colorimétrico
baseado na oxidagdo mitocondrial do reagente MTT (Sigma). Promastigotas da
fase log de crescimento foram adicionados em meio BHI completo. A suspenséao
de parasitos foi disposta em placas de cultura de 96 pocos (1x10°
parasitos/pogo) e incubada a 23+0.5°C com concentragdes crescentes da toxina,
por até 72 horas. Culturas tratadas apenas com meio de cultura foram utilizadas
como controle negativo. Apos 24, 48 e 72 horas de incubacao, foram adicionados
diretamente sobre o meio de cultura 20pL de uma solugdo a Smg/mL de MTT e
a cultura mantida a 37°C por 3h. Apo6s este periodo, foram adicionados 100uL
da solucédo de SDS contendo 10% de HCI 0,01M. A intensidade da reacgé&o foi
determinada pela leitura da densidade Optica a 570nm em um leitor de ELISA
(BioTeK - EIx50).

5.5. Ensaio antiproliferativo

Para avaliar os efeitos do MjTX-I na proliferacdo de promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis, os parasitas (5%106 células/mL) foram cultivados
em cultura de 24 pogos contendo meio BHI na auséncia (controle) ou presenca
de MjTX-I (10 e 40 ug/mL). Para visualizagao de células viaveis foi adicionado
azul de tripan. As concentragcées de promastigotas foram monitoradas em 24,

48 e 72 horas em Camara de Neubauer.

5.6. Analise de ultraestrutura e morfologia

Com o objetivo de avaliar alteragdes ultraestruturais, os parasitas foram
analisados por microscopia eletronica de transmissao (TEM). Para isso,
promastigotas (5x106 células/mL, fase log) foram incubados por 72h na presenca
ou auséncia (controle negativo) da MjTX-I nas concentracdes de 10 e 40 ug/mL.
Apés o tratamento, os parasitas foram fixados com glutaraldeido a 2,5% diluido
em PBS 0,1 M, pH 7,2, por 24 horas a 4°C, lavados em PBS e pés-fixados por



1h em solugdo contendo tetroxido de 6smio a 1%. (OsO4) e 0,8% de ferrocianeto
de potassio em PBS. As células foram lavadas em PBS, desidratadas em série
graduada de acetona e embebidas em resina. Cortes ultrafinos foram
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e entdo observados em
um microscépio eletrénico de transmissdo Zeiss EM 109 (Zeiss, Oberkochen,

Alemanha).

5.7. Ensaio de susceptibilidade dos promastigotas a Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS)

Para avaliar o efeito da MjTX-l sobre a formagédo e susceptibilidade de
espécies reativas de oxigénio intracelular, foi realizado o ensaio ROS conforme
Teixeira e colaboradores, 2020 com modificagcdes. Brevemente, parasitas a
(numero de células) foram semeados e tratados com a MjTX-| (concentragdes)
ou meio (controle negativo) por 24h. Posteriormente, ocorreu-se a marcagao dos
parasitas com sonda ROS e PI, e os resultados analisados através da citometria
de fluxo Cytoflex (Beckman Coulter, Estados Unidos) com mensuracdo da
intensidade de fluorescéncia DCF pelo software FlowJo (versao 7.6.3). Os dados

foram apresentados como mediana da intensidade de fluorescéncia.

5.8. Avaliacédo de dano mitocondrial

O corante fluorescente Rodamina 123 foi utilizado para avaliar o potencial
transmembranar mitocondrial de promastigotas. Inicialmente, os parasitas
(5x106 células/mL) foram tratados ou ndo (controle negativo) com a MjTX-I nas
concentracoes de 10 e 40 ug/ml por 24, 48 e 72h. Aliquotas foram incubadas
com rodamina 123 (15 ug/mL) por 15 minutos em temperatura ambiente
protegida da luz. Posteriormente, os parasitos foram lavados duas vezes com
PBS, fixados em paraformaldeido 1% em tamp&o cacodilato e lavados duas
vezes com PBS novamente. A analise da populacéao celular foi realizada através
do citdmetro de fluxo (BD Accuri C6 - Biosciences, CA, EUA) e um total de 10.000
eventos foram adquiridos na regido previamente estabelecida como
correspondente aos parasitas. Trés experimentos independentes foram

realizados.



5.9. Ensaios de Invasdo em macréfagos

Os macréfagos RAW 264.7 (1,0 x 105 células/pogo) foram cultivados
numa placa de 24 pocgos contendo laminulas de 13 mm em cada poco.
Promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (10 parasitas por/célula) foram
pré-tratados ou ndo com 10 e 40 pg/mL de MjTX-l por 1 h, e em seguida
incubados com as células por 3 horas a 23 °C. Posteriormente, as células foram
fixadas com solugcédo de Bouin (HT10132 Sigma Aldrich) e coradas com Giemsa
(1:20 - P3288 Sigma Aldrich). Por fim, as laminulas foram analisadas ao
microscdpio Optico para avaliar os seguintes parametros: numero de células com
parasitas invadidos (taxa de invasdo) e numero total de parasitas invadidos

nessas células em um total de 200 células examinadas aleatoriamente.

5.10. Ensaio de Proliferacdo em macrofagos infectados

Macrofagos RAW 264.7 (1,0 x 105 células/pogo) foram cultivados em
placa de 24 pocos contendo laminulas de 13 mm em cada poco e infectados 10
parasitas por/célula por 3 h. a 23°C. As células foram cuidadosamente
enxaguadas varias vezes com 1x PBS para remover o excesso de parasitas

extracelulares. Em seguida, as células foram incubadas com MjTX-I (10 pg/mL)

ou meio de cultura por 24 e 72 horas a 37 °C e 5% de CO». Além disso, o
presente estudo utilizou a anfotericina B (1 pg/mL) (Sigma #1397-89-3) como
medicamento padrao ouro contra a leishmaniose. Finalmente, as células foram
fixadas e coradas como mencionado acima (5.9), e o numero total de
amastigotas intracelulares foi contado em um total de 100 células infectadas

examinadas aleatoriamente em microscépio optico.

5.11. Anélises estatisticas

Todos os ensaios foram realizados em uma média de 3 experimentos,
sendo os dados verificados primeiramente para distribuicdo normal através dos
testes de D’Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Sminov. As
diferencas estatisticas foram determinadas por one-way ANOVA, two-way
ANOVA e o teste t de Student, de acordo com o projeto experimental (GraphPad

Prism Software version 6.01).
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Abstract

Leishmaniasis is a disease caused by protozoa of the genus Leishmania.
The currently available treatment presents high toxicity, high cost, parasite
resistance and difficulties in cure. In this sense, snake venoms are a promising
source of study, since they have a series of bioactive compounds with therapeutic
potential, among these, phospholipases A> (PLA2) stand out. Thus, the objective
of the present study was to evaluate the effect of PLA2 MjTX -, isolated from
Bothrops moojeni venom on the growth and viability of promastigote forms of
Leishmania Leishmania amazonensis. In addition, were evaluated, changes in
the parasite's ultrastructure and action of the toxin in the process of infectivity in
macrophages. MjTX-l showed activity against the promastigote forms of the
parasite at 24 and 72 hours, with an IC50= 36.54 ug / mL 72 hours after treatment.
Furthermore, the results of the growth curve demonstrate a total inhibition of
parasite proliferation at a concentration of 40ug/ mL of the toxin after 72 hours of
treatment. Ultrastructural studies by scanning electron microscopy in
promastigotes treated with MjTX-| revealed the presence of a double flagellum
and rounding of the parasite tip. It was also observed that the toxin increased the
production of ROS and decreased the membrane potential in the assay (10 and
40 pg / mL) using the rhodamine 123 probe. MjTX-I interfered with the invasion
capacity of the pre-treated promastigotes (10 and 40 pg / mL), decreasing the
number of infected cells and the number of parasites per infected cell. Finally, the
treatment of infected macrophages reduced the proliferation of parasites (10 ug
/ mL) at 72 hours. Our results suggest that PLA2> MjTX-I is an important tool for
the discovery of new targets in the parasite that can be exploited for the

development of new drugs for the treatment of leishmaniasis.

Keywords: Leishmania amazonensis, phospholipases A2, snake venom,

Bothrops moojeni.



1. INTRODUCTION

Leishmaniasis is a chronic multisymptomatic disease whose etiological
agents are parasites of the genus Leishmania, belonging to the
Trypanosomatidae family (Mukunya et al, 2019; Akhoundi et al, 2016; Alvar et
al.,, 2013) and is transmitted between animals and humans through the bite of
female sandfly mosquitoes of different genders (Coura et al., 2018).
Leishmaniasis effects a large number of people with high mortality rates are
considered by the World Health Organization (WHO) to be a neglected tropical
disease. In 2017, 49,959 cases were reported to the Pan-American Health
Organization (SisLeish - PAHO/WHO) by 17 endemic countries. In general, there
was a decrease in the number of cases in 9 endemic countries, nevertheless, the
total number of cases in the region has maintained stable compared to 2016 due
to the increase in Brazil (38%), Costa Rica (94%), Mexico (88%) and Ecuador
(36%). From the total of the 2017 cases, 72.6% were reported by Brazil (17,526).
The most usual forms of the disease are cutaneous leishmaniasis (CL),
visceral leishmaniasis (VL), also known as kala-azar, and mucocutaneous
leishmaniasis (MCL), respectively. CL is the most common form and usually
produces ulcers on the exposed parts of the body, such as the face, arms and
legs. In addition, there may be many lesions which can cause serious
disability. Leishmania (Leishmania) amazonensis affects skin causing ulcers
characteristic of cutaneous leishmaniasis (Grevelink
and Lerner, 1996; Basano and Camargo, 2004; Garcia-Almargo, 2005).

Leishmaniasis are a health problem since of their cost, the absence of
satisfactory treatments, the adverse effects of treatments, their mode of
administration limiting their use and the emergence of drug-resistant strains.
First-line treatment for leishmaniasis is based on pentavalent antimonials
whereas amphotericin B, pentamidine, and paromomycin are second options for
resistant cases (Croft, et al., 2006; Ouellette, et al., 2004, Pelissari, et al., 2011).
During the last decades, the treatment of leishmaniasis remains a challenge

(Akbari et al., 2021). In this sense, there is an urgency to study new compounds



with antiparasitic activities, specifically for leishmaniasis and Phospholipases A
(PLA2s) from snake venoms are promising targets in this research.

PLA2s are able to hydrolyze the 2-acyl ester bond of phospholipids by
releasing fatty acids and lysophosphatides (Arni and Ward, 1996; Kini, 2003).
However, the replacement of the amino acid aspartate by a lysine in position 49
provokes loss of enzymatic activity of these PLA2 (Lomonte et al., 2003).
Interestingly, these catalytically inactive Lys49-PLA>s still provoking many
pharmacological effects by disrupting the integrity of membranes (Lomonte et al.,
2003, 2012).

Several PLA2s have been characterized from different venoms for its
antileishmanial potential, such as Bothrops pauloensis (Nunes et al., 2013), B.
moojeni (Stabeli et al., 2006), B. mattogrossensis (Moura et al., 2014), and B.
brazili (Costa et al., 2008). BnSP-7, a Lys49-PLA; from B. pauloensis snake
venom inhibited growth of Leishmania (L.) amazonensis promastigotes and
induced a delay in amastigote-promastigote differentiation and ultrastructural
changes in promastigote morphology. Given these aspects, this work aimed to
gain insights into the underlying anti-Leishmania mechanisms mediated by
PLA2s. Therefore, we used a distinct Lys49-MjTX-I, isolated from crude venom
of B. moojeni, to assess its direct action on Leishmania (L.) amazonensis

promastigotes, as well as on murine macrophages by using in vitro approaches.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 MjTX-I purification

MjTX-l was purified from Bothrops moojeni snake venom as previously
described by Soares and collaborators [25] in collaboration with the Butantan
Institute (Co-author PBC).

2.2 Cell culture
Murine macrophages cell line (RAW 264.7) was maintained in RPMI 1640
culture medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2mM L-

glutamine, 2mM sodium pyruvate, TmM non-essential amino acids, 100U/mL



penicillin and 100mg / mL of streptomycin at 37°C in a humidified incubator

containing 5% COa.

2.3 Parasite

Leishmania (L.) amazonensis promastigotes (IFLA/BR/67/PH8) were
cultivated in Brain Heart Infusion (BHI) medium, pH 7.2, supplemented with 10%
FBS, 1% penicillin (100UI/L) and 1% streptomycin (100mg/ mL), 2% glucose -
complete BHI - at 23 + 0.5°C. After 6 days of culture, when the promastigotes
reached the stationary phase, the parasites were centrifuged at 1800 RPM for

10 minutes, resuspended and used in the following experiments.

2.4 Cellular viability in promastigote

Cell viability of the parasites was evaluated by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay. Promastigotes (1.0 x 10
parasites/well) were placed in 96-well culture plates and incubated in two-fold
serial dilution of PLA2 (from 0.781 to 80 pg/mL) or Amphotericin B (from 0001 to
1 pg/mL) for 72 h at 23°C. Control parasites were incubated with medium only.
After 24, 72 h, promastigotes were incubated with 5 mg/mL MTT for 3 h at 37 °C.
Next, were dissolved by adding 100pL of PBS containing 10% SDS and 0.01 M
HCI. After 18 h, intensity of the reaction was measured in a multi-well scanning
spectrophotometer (MultiskanGO, Thermo Scientific) at 570 nm. Finally, results
were expressed as the percentages of viable cells in relation to untreated control
(100% viability) Cell viability was reported in percentages (viability %), with the
absorbance of cells incubated only with culture medium considered as 100%
viable. The selectivity index (SI) was determined as the ratio between the half-

maximal inhibitory concentration (IC50) against Leishmania (L.) amazonensis.

2.5 Antiproliferative assay

In order to evaluate the effects of MjTX-I on the proliferation of Leishmania
(L.) amazonensis promastigotes, parasites (5x10° cells/mL) were cultured in 24-

well culture containing BHI medium in the absence (control) or presence of MjTX-



| (10 and 40 ug/mL). The promastigote concentrations were monitored at times
of 24, 48 and 72 h blind counts in a Neubauer Chamber.

2.6 Analysis of ultrastructure of promastigotes

In order to evaluate ultrastructural changes, the parasites were analyzed
by scanning electron microscopy (SEM). Promastigotes (5x106 cells/mL, log
phase) were incubated for 72h in the presence or absence (negative control) of
MjTX-l (10 and 40 pg/mL). After treatment, the parasites were fixed with 2.5%
glutaraldehyde diluted in 0.1 M PBS, pH 7.2, for 24 hours at 4°C, washed in PBS
and post-fixed for 1 h in a solution containing tetroxide. 1% osmium. (OsQO4) and
0.8% potassium ferrocyanide in PBS. Cells were washed in PBS, dehydrated in
a graded series of acetone and embedded in resin. Ultrathin sections were
counterstained with uranyl acetate and lead citrate and then viewed in a Zeiss

EM 109 transmission electron microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany).

2.7 Reactive oxygen species (ROS)

To evaluate the effect of MjTX-I on the formation and susceptibility of
intracellular reactive oxygen species, the ROS assay was performed according
to Teixeira et al., 2020 with modifications. Briefly, parasites (5%10° cells/mL) were
cultured in 24-well culture containing BHI medium in the absence (control) or
presence of MjTX-I (10 and 40 ug/mL) for 72 h. Subsequently, the parasites were
marked with a ROS and PI probe, and the results were analyzed using Cytoflex
flow cytometry (Beckman Coulter, United States) with measurement of DCF
fluorescence intensity by FlowJo software (version 7.6.3). Data were presented

as median fluorescence intensity.

2.8 Assessment of mitochondrial damage

Rhodamine 123 fluorescent dye was used to evaluate the mitochondrial
transmembrane potential of promastigotes. Initially, the parasites (5x10 ¢ cells/

mL) were treated with MjTX-1 (10 and 40 ug/mL) for 72h. Samples were incubated



with rhodamine 123 (15 ug/mL) for 15 minutes at room temperature protected
from light. Subsequently, the parasites were washed twice with PBS, fixed in 1%
paraformaldehyde in cacodylate buffer and washed twice with PBS again. Cell
population analysis was performed using a flow cytometer (BD Accuri C6 -
Biosciences, CA, USA) and a total of 10,000 events were acquired in the region
previously established as corresponding to the parasites. Three independent

experiments were performed.

2.9 Invasion assay

Macrophages RAW 264.7 (1.0 x 10° cells/well) were cultured in a 24-well
plate containing 13-mm coverslips in each well. After adhesion, Leishmania (L.)
amazonensis promastigotes, with a multiplicity of infection (MOI) of 10 parasites
per 1 cell, were pre-treated or not with 10 and 40 pg/mL of MjTX-I for 1 h, and
then allowed to interact with cells for 3 h at 23 °C. Afterwards, cells were fixed
with Bouin's solution (HT10132 Sigma Aldrich) and stained with Giemsa (1:20 -
P3288 Sigma Aldrich). Finally, the coverslips were analyzed under a light
microscope to assess the following parameters: number of cells with invaded
parasites (invasion rate) and total number of parasites invaded to these cells in a

total of 200 cells examined randomly.

2.10 Proliferation assay

Macrophages RAW 264.7 (1.0 x 105 cells/well) were cultured in a 24-well
plate containing 13-mm coverslips in each well and infected with a MOI of 10:1
of promastigote forms of Leishmania (L.) amazonensis for 3 h at 23°C. Cells were
carefully rinsed several times with 1x PBS to remove the excess of extracellular
parasites. Next, cells were incubated with MjTX-l (10 pg/mL) or culture medium
for 24 and 72 h at 37°C and 5% CO.. Also, the present study used the
amphotericin B (1 pg/mL) (Sigma #1397-89-3) as a gold standard drug against
leishmaniasis. Finally, the cells were fixed and stained as mentioned above, and
the total number of intracellular amastigotes were counted in a total of 100
infected cells examined randomly an optical microscope.



2.11 Statistical analysis

All assays were performed in an average of 3 experiments, with the data
first checked for normal distribution using the D'Agostino-Pearson, Shapiro-Wilk
and Kolmogorov-Sminov tests. Statistical differences were determined by one-
way ANOVA, two-way ANOVA and Student 's t-test, according to the

experimental design (GraphPad Prism Software version 6.01).

3. RESULTS

3.1 Cell viability assay of Leishmania (L.) amazonensis
promastigotes

To verify cytotoxicity induces by MjTX-I in promastigotes, a MTT assay
was performed. As shown in Fig. 1A, a significant reduction in the viability of
promastigotes forms of Leishmania (L.) amazonensis was observed only at the
highest concentration tested (80ug/ mL) after 24 hours of treatment with half
maximal inhibitory concentration (IC50>80 ug / mL). Furthermore, the PLA>
inhibited growth of in a concentration-dependent manner with IC50 value of IC 5o
=36.54ug/ mL (Figure 1C). In contrast, Amphotericin B (AmpB) significantly
reduced the viability of the parasites with IC 50 =0,13 pg/ mL (Figure 1B) and IC
s0=0.070 ug / ml (Figure 1D) at 24 and 72 hours respectively.
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Figure 1: Viability of Leishmania (L.) amazonensis promastigotes treated with
MjTX-I (0.781 to 80 pg/mL) or Amphotericin B (0.005 to 1 pug/mL) for 24 hours (Figure A
and B) and 72 hours (Figure C and D). *Statistically significant difference when compared
with the control group. *p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001; ****p < 0.001.

3.2

Proliferation of Leishmania (L.) amazonensis promastigotes

Promastigotes forms were incubated with MjTX-I (10 and 40 pg/ mL) or
medium (negative control) for 24, 48 and 72h and the results of the growth curve

demonstrate a total inhibition of parasite proliferation at 40ug/ mL of the toxin

after 24 and 72 hours of treatment and significant inhibition at 10 pg/ mL of MjTX-
|, when compared with the control (Figure 2).
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Figure 2: Proliferation of Leishmania (L.) amazonensis promastigotes. The
growth of promastigotes was monitored in parasites cultivated in medium at 23
°C in the absence (control) or presence of MjTX-l (10 and 40 pg/ml) up to 72 h.
The toxin was added to the culture at hour 0. The parasite concentration was
determined daily. *Statistically significant difference when compared with the control
group ***p < 0.001.

3.3 Analysis of promastigote ultrastructure

Based on cytotoxic and antiproliferative effects induced by MjTX-l on
Leishmania (L.) amazonensis, the next step was to investigate the effect of toxin
on parasite morphology. The observation of untreated promastigotes forms of
Leishmania (L.) amazonensis by Scanning electron microscopy (SEM) showed
all the typical ultrastructural characteristics of the parasite (Figure 3A), presenting
single flagellum. Parasites treated with MjTX-I revealing the presence of a double
flagellum and rounding of the extremity of the parasite, in both tested
concentrations (10 and 40ug/ mL), as shown in figure 3B and 3C. In addition, also

were observed body multi-septated, and the flagellum shortened.



Figure 3: Ultrastructural and morphological alterations of Leishmania (L.)
amazonensis promastigotes. The parasites were treated with medium (negative control)
(A) and MjTX-l at 10pg/ mL (B) and 40ug/mi(C). Arrows indicate the presence of a single
flagellum (A) and double flagellum (B and C). Scale bar: 5 um.

3.4  Mitochondrial damage

Parasite mitochondrial function was evaluated by ROS production (Figure
4) and by mitochondrial transmembrane potential through the quantification of
rhodamine123 (Figure 5). MjTX-l (10 and 40ug/ mL) significantly increased ROS
production, considering the median fluorescence intensity (H. DCFDA) when
compared to control 72 hours after treatment. In parallel the spectrofluorometric
data presented in Figure 5 indicate a decrease median fluorescence intensity in

rhodamine 123 assay after toxin treatment.
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Figure 4: Measurement of reactive oxygen species by median fluorescence
intensity. Promastigotes were treated with MjTX -l (10 and 40pg/ mL) or medium
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(negative control). Symbol (*) indicates significant difference when compared with the
control group. *p < 0.05.
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Figure 5: Membrane potential measured using the rhodamine 123 probe.
Promastigotes were treated with MjTX -l (10 and 40ug/ mL) or medium (negative control).
Symbol (*) indicates significant difference when compared with the control. ***p <0.001;
****p < 0.001.

Invasion assay of Leishmaina (L.) amazonensis in macrophages

In order to measure the effects of MjTX-I on the invasion of parasites in
macrophages, Leishmania (L.) amazonensis were pre-treated with MjTX -I for
72h. Our data showed that the pre-treatment of promastigote with MjTX-l PLA>
(10 and 40 pg/mL) for 1h reduced number of infected cells and the number of
intracellular parasites in comparison with the untreated control group (p<0.05;
Figure 8A and 8B).
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Figure 8: Invasion of Leishmania (L.) amazonensis in macrophages in two
experimental situations. Leishmania (L.) amazonensis were pre-treated with MjTX -l (10
and 40pg/ mL) for 72h to verify the number of infected cells (A) and the number of
parasites per cell (B). Macrophages were pre-treated with the toxin for 24h to verify the



number of infected cells (C) and the number of parasites per cell (D). Symbol (*) indicates
significant difference when compared with the control group. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p
<0.001; ****p < 0.001.

3.6 Proliferation assay in infected macrophages

To verify the effect of MjTX-l on the proliferation Leishmania (L.)
amazonensis promastigotes forms in infected macrophages, they were treated
with the toxin (10 pg/ mL), medium (negative control) and with Amp B for 24 and
72 hours. For the treatment time corresponding to 24h, no effect of MjTX -I (10
pg/ mL) was observed. on the reduction of parasite proliferation in infected cells,
however, treatment with Amp B (1 pg/ mL) showed a significant reduction in the
number of parasites per cell (Figure 7A). In relation to the same test, performing
the treatments for 72 hours, a considerable decrease in the number of parasites
per cell was verified both in the treatment with MjTX -1 (10 pg/ mL) and with Amp
B (1 pg/ mL) (Figure 7B).
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Figure 7: Number of parasites per infected macrophage. Cells were infected and
treated with MjTX -l (10 pg/ mL), Amphotericin (1 pg/ mL) or culture medium (negative
control) for 24h (A) and (72h) (B). Symbol (*) indicates significant difference when
compared with the control group. *p < 0.05; ***p < 0.001.



4. DISCUSSION

Snake venom phospholipases Az (PLA2s) have been widely explored for
their antileishmanial potential (Tempone, et al., 2000; Nunes, et al., 2012; Torres,
et al., 2010). In this sense, we showed the antileishmanial effects of MjTX-I, a
Lys49-PLA, isolated from Bothrops moojeni snake venom. For this, we first
evaluated if the toxin had any leishmanicidal activity on promastigote forms. Our
results showed that MjTX-I inhibited the growth and viability of promastigote

forms of Leishmania (L.) amazonensis in a time- and dose-dependent manner.

Corroborating with our data, myotoxins | and Il (MTX-l and Il), isolated from
B. brazili snake venom, also induced increased leishmanicidal activity against L.
braziliensis and Leishmania (L.) amazonensis (Costa et al., 2008). In a work
carried out by Moura et al., 2014, BmatTX-l and BmatTX-lll, PLA2s Lys49-like
and Asp49, respectively, isolated from B. mattogrossensis showed
antileishmanial activity at different concentrations, when compared to

Pentamidine, used as a positive control.

In the following assay, we demonstrated that MjTX-I inhibits growth of
promastigotes forms of Leishmania (L.) amazonensis, showing reduction in a
dose-dependent manner of the parasite's growth. In a study carried out by Nunes,
2011, treatment with BnSP-7, a PLA2 derived from B. pauloensis venom, reduced
the proliferation of the same parasite by approximately 70% in the highest
concentrations evaluated (50 to 200pg/ mL) in 96 h of treatment in a dose-

dependent manner.

Interestingly, even without showing catalytic activity, PLA> from snake
venoms have revealed an effect on the viability and growth of the parasites. In
this case, studies suggest that such potential is related to an important region for
this type of toxin, the C-terminus region, corresponding to amino acid positions
between 115 and 129 (Stabeli et al., 2006; Nevalainen et al., 2008)

We further investigated the ultrastructural and morphological alterations in
the Leishmania (L.) amazonensis promastigotes after MjTX-l treatment.
Scanning electronic microscopy (SEM) analyzes demonstrated a reduction and
rounding of the body cellular volume, as well as flagellum duplication and body



was frequently multi-septated, and the flagellum shortened. In line with these
findings, Nunes, 2011 demonstrated a similar effect of BhSP-7 on promastigotes
forms of the same parasite, highlighting rounded shape of the promastigote body,
the blebbing effect, mitochondrial swelling and cytoplasm shrinking observed by
transmission electronic microscopy. In addition, extensive swelling and
vacuolization of the mitochondrion could be observed in L. major induced by B.

jararaca snake venom (Gongalves, et al., 2002).

To unravel the possible mechanism of action of MjTX-l against
Leishmania (L.) amazonensis, we measured both ROS production and the
mitochondrial membrane potential of Leishmania (L.) amazonensis
promastigotes after treatment. The maintenance of mitochondrial membrane
potential is crucial for the functionality of mitochondria since it is involved with
oxidative ATP synthesis and control of ROS production levels (Brookes, 2005).
Thus, the production of ROS such as H202 may influence mild dysfunctions in
the mitochondrial membrane potential and induced signs of the apoptosis-like
processes in Leishmania (Mehta, et al., 2004). Our data demonstrated that the
toxin induced the reduction in ROS (H2DCFDA) production probably as
consequence of a mitochondrial alteration caused by this PLA2. These results
support the hypothesis that MjTX-I may be able to cause apoptosis-like death in
Leishmania (L.) amazonensis promastigotes. Das, et al., 2021, also showed an
increase of intracellular ROS (H.DCFDA) and significant mitochondrial damage
in L. donovani promastigotes, which is an indicative of imbalanced cellular redox
homeostasis and programmed cell death (PCD) in parasites treated with

curcumin analogue, HO-3867.

Finally, to investigate whether the antileishmanial effect of MjTX-|
observed in Leishmania (L.) amazonensis promastigotes extended to intracellular
amastigotes, we promoted the pre-treating of parasites and treated Leishmania
(L.) amazonensis-infected macrophages, and then analyzed the indexes of
invasion and proliferation, respectively. Macrophages are the main phagocytic
cells playing a dual role in Leishmania infection acting as chief host cells
sustaining amastigote multiplication as well as helping in parasite clearance and
play an important role in the immune control of parasites, by means of producing
cytokines and metabolic oxygen compounds such as nitric oxide (NO)



(Balaraman, et al., 2004; Tomiotto-Pellissier et al., 2018). In our study MjTX-I
were able to decrease invasion and proliferation of parasites treated before
infection, which reveals that this toxin is able to be targeting directly the parasites,
as well as to modulate host cells controlling parasite infection. Similarly, BnSP-7
toxin interfered with the infective capacity of promastigotes in murine peritoneal
macrophages, causing statistically significant reductions at all toxin
concentrations tested. Furthermore, macrophages infected with BnSP-7-pre-
treated promastigotes showed a decreased parasite load. Borges, et al., 2012,
also showed a significant reduction in toxoplasma gondii proliferation by BnSP-
7.

5. CONCLUSION

The present research demonstrated the effects of MjTX -I, a Lys49-PLA>
isolated from B. moojeni snake venom on promastigotes forms of Leishmania (L.)
amazonensis, showing reduced cell viability, proliferation of parasites, induction
of morphological alterations, as well as increased production of ROS and
reduction of processes related to parasite infection, as invasion and proliferation
in macrophages. In this sense, it is emphasized that MjTX-l is an important tool
for the discovery of new targets in the parasite that can be exploited for the

development of new drugs for the treatment of leishmaniasis.
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