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RESUMO

As leishmanioses encontram-se entre as doencas infectoparasitarias de maior incidéncia no mundo.
Causada por protozoarios do género Leishmania spp., essa doenca acomete mais de 12 milhdes de
pessoas em 88 paises, com cerca de 350 milhdes sob o risco de adoecer. As drogas disponiveis para o
tratamento da leishmaniose apresentam elevada toxicidade e nenhuma delas é suficientemente eficaz.
Vérios trabalhos tém descrito venenos de serpentes, bem como, suas toxinas como compostos com
potencial atividade antiparasitaria. Neste contexto, a producdo de prototipos de farmacos abordando a
micro ou nanotecnologia é uma alternativa promissora, visto que diferentes moléculas podem ser
direcionadas para a célula alvo contendo o protozoéario. O objetivo desse trabalho foi encapsular
toxinas isoladas de Crotalus durissus terrificus em microparticulas poliméricas biodegradaveis,
constituidas pelo Acido Poli Latico co-Glicolico (PLGA) e avaliar sua atividade in vitro contra
Leishmanina amazonensis. Analises de interacdo molecular entre as proteinas de L. amazonensis e as
toxinas crotamina e crotoxina foram realizadas por Ressonancia Plasménica de Superficie (RPS). As
microparticulas produzidas foram caracterizadas in vitro, através da anélise dos diametros, Potencial
Zeta, taxa de encapsulacdo e morfologia. A viabilidade das promastigotas expostas as toxinas
encapsuladas e em solucdo foi avaliada através do ensaio colorimétrico de MTT. O ensaio de
toxicidade de macréfagos murinos incubados com as microparticulas foi realizado pelo método
colorimétrico de MTT. Além disso, foi determinado o indice fagocitico de macré6fagos peritoneais
incubados com microparticulas e o sobrenadante celular foi coletado para dosagem da citocina TNF-a.
Também foi realizado um ensaio de infeccdo in vitro de macrdéfagos peritoneais com promastigotas de
L. amazonensis. Os resultados de interagdo mostraram que a crotamina apresentou uma elevada
afinidade e/ou interacdo com as proteinas presentes no extrato bruto de leishmania. Os diametros e
potencial zeta das particulas controle e contendo crotamina foram (1,3 um e -12,3 mV) e (3,0 ym e -
20,9 mV), respectivamente. As microparticulas contendo crotamina apresentaram efeitos similares
(em torno de 18% de inibicdo) contra as formas promastigotas de L. amazonensis, apos 24 e 48 horas
de incubagdo. As particulas controle e contendo crotamina apresentaram toxicidade inferior a 5% em
macréfagos peritoneais. O ensaio de fagocitose de microparticulas por macréfagos peritoneais mostrou
gue a quantidade de microparticulas contendo crotamina que foram capturadas foi superior a de
microparticulas controle. Os maiores niveis de TNF-a detectados foram obtidos quando os macréfagos
foram incubados com microparticulas contendo crotamina e também crotamina em solucéo.
Macréfagos que capturaram microparticulas contendo crotamina apresentaram menor Indice
Fagocitico quando comparados com os macrofagos apenas infectados. A aplicacdo desta tecnologia no
modelo de infeccdo in vitro por L. amazonensis, envolvendo a liberacdo intracelular de uma toxina
revelou-se segura e inovadora para o desenvolvimento de terapias alternativas/complementares contra
a leishmaniose cutanea.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, Crotalus durissus terrificus, Crotamina, Crotoxina,
Microparticulas biodegradaveis, Terapia



ABSTRACT

Leishmaniases are among the highest incidence of infectious and parasitic diseases in the world caus
by protozoa of the genus Leishmania spp. This disease affects more than 12 million pe nt
countries with 350 million at risk of becoming ill. The drugs available for the treaunct
leishmaniasis show high toxicity and none of them is sufficiently effective. Various studies have
described snake venoms, as well as their toxins as compounds with potential antiparasitic activity. In
this context, the production of prototype drugs addressing micro and nanotechnology is a promising
alternative, since different molecules can be directed to the target cell containing the protozoa. The
aim of this study was to encapsulate toxins isolated from Crotalus durissus terrificus into
biodegradable polymeric microparticles, formed by Acid Poly Lactic co- glycolic (PLGA) and
evaluate their in vitro activity against Leishmania amazonensis. The analysis of proteic interaction
between L. amazonensis extract and toxins (crotamine and crotoxin) was performed by Surface
Plasmon Resonance (SPR) technique. After this analysis, the microparticles produced were in vitro
characterized, by analysing their diameters, Zeta Potential, encapsulation efficiency and morphology.
The viability of promastigotes exposed to toxins encapsulated and in solution form was evaluated by
colorimetric MTT assay. The toxicity test employing the microparticles was performed in murine
macrophages by the MTT colorimetric method. Furthermore, phagocytic index was determined in
peritoneal macrophages incubated with microparticles and the supernatant was collected for cytokine
assay. We also conducted in vitro infection of peritoneal macrophages with promastigotes of L.
amazonensis incubated with the microparticles. The results achieved showed that crotamine presented
high affinity and/or interaction with the proteins present in the crude extract of leishmania. The
diameters and zeta potential of control and encapsulated crotamine were (1.3 pm and -12.3 mV) and
(3.0 um and -20.9 mV), respectively. Microparticles containing crotamine had similar inhibitory effect
(about 18%) against promastigotes of L. amazonensis, both at 24 and 48 hs. The particles containing
crotamine and also control ones showed low toxicity (5%) against peritoneal macrophages. The
amount of microparticles containing crotamine was higher than control microparticles during
phagocytosis assay. The highest levels of TNF-a detected were obtained from macrophages incubated
with microparticles containing crotamine and also its solution form. Macrophages that engulfed
microparticles containing crotamine presented lower phagocytic index compared to infected control
macrophages. The employment of this technology at the infection model assessed, regarding the
intracellular release of toxins, showed safety and has potential for the development of promising new
alternative/complementary therapies against cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Leishmania amazonensis, Crotalus durissus terrificus, Crotamine, Crotoxin,
Biodegradable microparticles, Therapy
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses encontram-se entre as doencas infectoparasitarias de maior
incidéncia no mundo. Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), mais de 12 milhdes
de pessoas encontram-se doentes em 88 paises. Além disso, 350 milhdes de pessoas estdo sob
o risco de adoecer. No mundo, séo notificados 2 milhdes de novos casos ao ano e no Brasil 3
mil casos sao registrados anualmente (WHO, 2013). Transmitida ao hospedeiro vertebrado
pela picada de um flebotomineo infectado e causada por protozoarios do género Leishmania
spp, as leishmanioses sdo manifestadas na forma cutanea (Leishmaniose Tegumentar
Americana — LTA) e visceral (Leishmaniose Visceral — LV). Representam uma doenca
complexa com importante espectro clinico e diversidade epidemioldgica, sendo classificada
como uma doenca negligenciada e um problema de saude publica mundial (BRASIL, 2010;
BRASIL, 2007).

1.1 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA E A RESPOSTA IMUNE DO
HOSPEDEIRO

A LTA é uma doenca infecciosa ndo contagiosa que acomete as estruturas da pele e
cartilagem da nasofaringe de forma localizada ou difusa causada por vérias espécies de
protozoarios digenéticos da ordem Kinetoplastida, da familia Trypanossomatidae e do género
Leshmania. E uma doenca zoonética, afetando animais silvestres e acidentalmente
envolvendo o homem (BRASIL, 2007). Atualmente, existem 7 espécies de Leishmania
envolvidas na etiologia da LTA no Brasil, uma do subgénero Leishmania e seis do subgénero
Viannia, estas sdo: Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania
(V.) guyanensis, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.) shawi e L.
(V.) lindenberge. Esses parasitas apresentam-se nas formas amastigota (arredondada,
aflagelada e intracelular) nos hospedeiros vertebrados e promastigota (alongada e flagelada)
nos vetores invertebrados (BRASIL, 2010). Os vetores constituem um grupo de insetos
hemat6fagos da ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e géneros
Lutzomyia (no Novo Mundo) e Phlebotomus (no Velho Mundo). Ao se alimentarem, os
vetores sugam o sangue de um animal infectado contendo as formas amastigotas, que se
alojam em seu intestino e se transformam em promastigotas. No sistema digestorio dos
vetores, as promastigotas se multiplicam por aparente divisdo simples e assexuada e migram
para a proboscide do inseto onde se diferenciam em promastigotas metaciclicos (BASANO e
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CAMARGO, 2004; DEDET, 2008). As formas promastigotas podem ser inoculadas na pele
do hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo e infectam células do Sistema
Mononuclear Fagocitico, alojando-se principalmente em fagossomos de macrdfagos onde se
diferenciam em amastigotas e se multiplicam por divisdo assexuada até romperem a célula,
disseminando-se pela via hematogénica e linfatica, iniciando uma reacdo inflamatoria e
proporcionando a atracdo de outros macréfagos (BASANO e CAMARGO, 2004) (Figura 1).

Figura 1. Ciclo biologico de Leishmania sp.
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A infeccdo por Leishmania (L.) amazonensis geralmente pode levar a diversas
manifestacdes clinicas como: cutanea, cutdnea disseminada e cutanea difusa, essa Ultima é
uma manifestacdo rara, grave e dificil de ser controlada com a quimioterapia convencional
(SOONG, 2012; BRASIL, 2010). As manifestaces clinicas observadas na infeccdo por
Leishmania (V.) braziliensis, sdo descritas como lesdes localizadas, disseminadas e o grave
comprometimento da mucosa nasal (DE OLIVEIRA;BRODSKYN, 2012; BRASIL, 2010). A
forma mucocutanea também ¢é decorrente da infeccdo por Leishmania (V.) guyanensis e
envolve uma forte resposta inflamatoria e disseminacdo parasitaria a partir de uma lesdo
cutdnea primaria Unica ou multipla (RONET, et al., 2011; BRASIL, 2010). Mais
recentemente, as espécies Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.)
lindenberge e Leishmania (V.) shawi foram descritas em estados das regides Norte e
Nordeste, causando lesbes cutdneas (THIEL et al., 2010; PASSERO et al., 2012; BRASIL,

2010).
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O sucesso na infeccdo por Leishmania sp pode ser atribuido aos mecanismos de
escape que as formas promastigota e amastigota desenvolveram para se evadir do Sistema
Imunoldégico do hospedeiro. Esses mecanismos levam a cronicidade da infeccdo pelo
desenvolvimento de uma resposta de perfil Th2 que confere suscetibilidade do hospedeiro ao
parasita (ROMAO et al., 2007).

Estes mecanismos podem ser classificados como extra e intracelular, de forma que,
apos o repasto sanguineo o parasita recém inoculado no hospedeiro inicia a acdo dos
mecanismos de evasao extracelular, que se déo pela inibicdo do Sistema Complemento. Essa
inibicdo se da principalmente por meio da gp63, uma glicoproteina de superficie do parasita,
que cliva a molécula C3b em C3bi inativando-a e pelo impedimento (por meio da molécula
Lipofosfoglicano - LPG) da formacdo do Complexo de Ataque a Membrana (MAC) na
superficie do parasita (ROMAO et al., 2007). Ao escaparem da acdo da lise mediada por este
complexo, as promastigotas sdo fagocitadas por meio da interacdo com receptores que
reconhecem padrdes moleculares desses parasitas, como os receptores tipo toll (Toll like
Receptors), 0s receptores para fucose-manose, os receptores para fribronectina, dentre outros
(NADERER;MCCONVILLE, 2008).

Ao estabelecerem a infecgdo, as formas amastigotas iniciam o desenvolvimento dos
mecanismos de evasao intracelular (CASTELLANO, 2005). Durante a fase inicial da infeccéo
intracelular, o Lipofosfoglicano (LPG), molécula de superficie do parasita supostamente inibe
a maturacdo e fusdo do fagossomo com o lisossomo e a proteina gp63 possivelmente inativa
as enzimas do lisossomo, caso a fusdo ocorra. A forma amastigota possui enzimas como a
catalase e a superoxido dismutase em grandes concentragfes, 0 que a protege da explosao
oxidativa dos macréfagos. O parasita intracelular também possui um sistema antioxidante
baseado em tripanotiona, responsavel pela defesa contra oxidantes, metais pesados e
xenobidticos e espécies reativas derivadas de oxigénio e nitrogénio (CASTELLANO, 2005;
ROMAO et al., 2007).

Além disso, as infeccdes por Leishmania spp. estdo relacionadas com a capacidade dos
linfocitos se diferenciarem em células TCD4+ ou TCD8+. As células TCD4+ ativam 0s
macrofagos, aumentando a capacidade microbicida e também ativam os linfécitos B,
responsaveis pela producgéo de anticorpos especificos, além da ativacdo de células capazes de
produzir citocinas, que sdo importantes para o desenvolvimento, controle e protecdo do
sistema imune do hospedeiro (ROGERS et al., 2002; HOLZMULLER et al., 2006;
ANTONELLI et al., 2004).
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Na relacdo parasito-hospedeiro, observam-se duas subpopulacdes de células TCD4"
na resposta adaptativa: Linfocitos T CD4+ do padrdo de resposta Thl e do padrdo Th2. A
resposta adaptativa que envolve linfécitos do tipo Thl € necesséaria para o controle da
infeccio e caracteriza-se pelo envolvimento de linfécitos CD4*, CD8" e citocinas como
interlucina-12 (IL-12), interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) ¢
algumas quimiocinas produzidas por macrofagos. Esta resposta tem como resultado a ativacéo
de macrofagos pelo IFN-y, tornando-0s capazes de eliminar de maneira mais eficiente o
parasito, resultando na sintese de intermediarios reativos de nitrogénio e oxigénio e,
consequentemente, na morte dos parasitos intracelulares, controlando a infec¢do. Quando a
resposta do hospedeiro leva a ativagdo de linfécitos do tipo Th2 CD4+, ha o agravamento da
doenca pela producdo de citocinas como a interleucina-10 (IL-10) que desativa os macrofagos
inibindo a producdo de citocina e os mecanismos microbicidas (CUNNINGHAM, 2002;
BOGDAN et al., 1996; BOGDAN;ROLLINGHOFF, 1999; AWASTHI et al., 2004; ABBAS
et al., 2008).

1.2 QUIMIOTERAPIA E USO DE TOXINAS ANIMAIS COMO ALTERNATIVA
TERAPEUTICA PARA A LTA

Durante décadas, o tratamento de primeira escolha da leishmaniose cutanea tem se
restringido ao uso de antimoniais, entretanto, esses compostos sdo altamente toxicos e
apresentam diversos efeitos colaterais. Os farmacos anfotericina B e pentamidina, sdo as
drogas de segunda e terceira escolha, respectivamente, e tém sido utilizados quando ha contra-
indicacdes, intolerancia ou resisténcia do parasita aos antimoniais (FILHO et al., 2008;
ALMEIDA;SANTOS, 2011).

O antimonial estibogluconato de sédio trivalente (Sbh*®), tartaro emético, foi
introduzido no Brasil por Gaspar Vianna em 1912. Sob a forma de antimoniais pentavalentes
(Sb*™), sdo as drogas de primeira escolha desde 1945 para o tratamento das leishmanioses. Ha
comercialmente o antimoniato de N-metilglucamina (NMG) (Glucantime®), na América
Latina e Africa e o estibogluconato de sédio (SGS) (Pentostam®), nos EUA e Europa. O
tratamento consiste na administracdo endovenosa de 15 a 20mg/Sb*°/kg/dia durante 20 dias
para a forma cutanea e 30 dias para a forma mucosa (ALMEIDA;SANTOS, 2011; LAWN,
2003). Acredita-se que o mecanismo de acdo dos antimoniais seja a inibicdo de adenosina
trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP), através da inibi¢do do ciclo do acido citrico e
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da glicélise e a ativacdo e conversdo do antimonial para a forma trivalente (Sb**). Além disso,
parece que o Sh é capaz de alterar o potencial redox tiol da célula, induzindo o efluxo de tiol
intracelular e inibindo a tripanotiona redutase (TDR1), uma enzima especifica do parasito
(LIMA et al., 2007).

Ap06s administracdo endovenosa ou intramuscular, o antimoniato de N-metilglucamina
é rapidamente absorvido e cerca de 90% do mesmo é excretado pelos rins nas primeiras 48 h.
Logo, é necessario administracdo de elevadas doses do farmaco, em regime continuo, para
garantir elevado teor de antiménio nos tecidos e, assim, obter a eficacia do tratamento.
Consequentemente, efeitos colaterais como nefrites, distdrbios gastrintestinais,
cardiovasculares e respiratorios, mialgia, nausea, vémito, pirose, dor abdominal, prurido,
febre, fraqueza, cefaleia, tontura, insénia, chogque séptico, edema, pancreatite e outros tém
sido observados (RATH et al., 2003; LIMA et al., 2007).

Quando hé falha terapéutica dos antimoniais ou em areas endémicas onde a resisténcia
aos antimoniais é comum, a anfotericina B (AmB) é a droga de escolha. Como antifingico
polieno amplamente utilizado para tratar infec¢cdes fungicas sistémicas, a AmB apresenta alta
afinidade pelo ergosterol, o esterol predominante em células fungicas e na membrana de
Leishmania. Ao interagir com o ergosterol da membrana da Leishmania, a AmB induz
formacdo de poros que alteram a permeabilidade celular e o balango i6nico, causando lise
celular (SINGH et al., 2012).

Os portadores da LTA sdo tratados com doses que podem variar de acordo com a
formulacdo de AmB a ser utilizada. As doses podem ser de 1 a 4mg/kg diariamente e por via
de administracdo endovenosa. A anfotericina B é efetiva na leishmaniose cutanea (LC) e
mucocutanea (LM). Seu uso, porém, é limitado pelos efeitos adversos, como anafilaxia,
trombocitopenia, dor generalizada, convulsdes, calafrio, febre, flebite, anemia, anorexia,
diminuicdo da funcdo tubular renal e hipocalcemia em um terco dos doentes (BRASIL, 2010;
LIMA et al., 2007).

Esses efeitos colaterais resultantes da toxicidade de AmB foram contornados por trés
formulag@es clinicas: AmB lipossomal (L-AmB: Ambisome®), dispersao coloidal de AmB
(ABCD: Amphocil) e complexo lipidico de AmB (ABL: Abelcit®). Estas formulagdes
lipidicas de AmB retraem sua atividade antifingica e apresentam alta eficacia na cura da
doenca. A AmB lipossomal € incorporada pelo macrofago e praticamente ndo reage com o
colesterol das células do hospedeiro, aumentando a eficicia e tolerabilidade da droga. Além

disso, o L-AmB tem o melhor perfil de seguranca e é aprovado pela FDA (do inglés “Food
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and Drug Administration”), porém o custo limita o seu uso (SINGH et al., 2012; LIMA et al.,
2007).

A pentamidina é a droga de terceira escolha e sua eficacia € bem menos conhecida. A
pentamidina parece ter sido empregada pela primeira vez para tratamento da leishmaniose na
forma visceral, em 1940, por Kirt e MacDonald. Quanto ao seu mecanismo de agdo, sabe-se
que interfere com o transporte de amino&cidos, compete com poliaminas pelos acidos
nucleicos e pode também preferencialmente ligar-se ao DNA do cinetoplasto (PAULA et al.,
2003; ALMEIDA;SANTOS, 2011).

H& dois sais de pentamidina, o isotionato de pentamidina, disponivel nos EUA e
Europa, e o mesilato de pentamidina, disponivel apenas na Europa (Lomidine®); essas
variacGes de pentamidina diferem entre si quanto a dose e efeito diabetogénico. Poucos
estudos foram realizados nas Américas utilizando a pentamidina como terapéutica da LTA,
contudo, a dose classicamente recomendada € de 4mg/kg/dia, por via de administracdo
intramuscular profunda, alternadamente a cada dois dias, durante trés meses, ndo devendo
ultrapassar a dose total de 2 g/Kg/dia (PAULA et al., 2003; ALMEIDA;SANTOS, 2011).

Os efeitos colaterais implicados a pentamidina sdo divididos em imediatos e tardios.
Os efeitos imediatos incluem hipotensdo, nduseas, vomitos, dentre outros. Os efeitos tardios
descritos sdo sistémicos, e estdo relacionados, por exemplo, ao metabolismo da glicose, tais
como hipoglicemia (8% dos casos) e o efeito diabetogénico (5% dos casos), a alteragdo mais
frequente, entretanto, € a renal podendo chegar a 23% dos casos. Logo, as drogas alternativas
aos antimoniais também apresentam toxicidade, podem ndo curar e manifestar resisténcia
(PAULA etal., 2003; LIMA et al., 2007 ).

Outros medicamentos como miltefosine, paromicina, sitamaquina, alopurinol,
azitromicina, imidazdis (cetoconazol, itraconazol e fluconazol), e associacbes destes com 0s
medicamentos convencionais, bem como, termoterapia e crioterapia tém sido
utilizados/testados em pacientes com LTA e LV, alternativa e experimentalmente ao
tratamento convencional. Entretanto, fatores como toxicidade e resisténcia também
inviabilizam o uso terapéutico desses compostos (LIMA et al., 2007; SINGH et al., 2012;
ALMEIDA;SANTOS, 2011; PAULA et al., 2003; SAMPAIO et al., 2009; FILHO et al.,
2008; DORLO et al., 2012).

Por estas razdes, a quimioterapia da leishmaniose tem sido objeto de estudo de varios

laboratdrios de pesquisa, 0s quais analisam venenos de animais, extratos de plantas, dentre
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outras biomoléculas, com a finalidade de se encontrar novos agentes antileishmania com
menos efeitos colaterais e boa biodisponibilidade (SOARES-BEZERRA et al., 2004).

Vaérios estudos tém obtido sucesso com a utilizagdo de venenos animais, bem como,
suas toxinas purificadas contra Leishmania. Borges e colaboradores (2006) demonstraram o
efeito antileishmania do veneno do escorpido Tityus discrepans, que induziu varias
modificagdes estruturais em promastigotas de Leishmania (L.) mexicana. Fernandez-Gomez
e colaboradores (1994) observaram o efeito do veneno da serpente Cerastes cerastes,
popularmente conhecida como cascavel-de-chifres, sobre as taxas de crescimento do
Trypanosoma cruzi e Leishmania donovani. Os venenos produzidos pelas diferentes espécies
de serpentes brasileiras apresentam uma grande variabilidade de grupos de proteinas na sua
composicdo e diferentes efeitos biologicos, o que os torna, fonte de investigacdo de
compostos em potencial como alternativa terapéutica a quimioterapia da leishmaniose
(PASSERO et al., 2007; RANGEL-SANTOQOS, et al., 2004).

Crotalus s@o serpentes popularmente conhecidas como cascavel sul-americana. Sao
encontradas em regides aridas e rochosas, de vegetacdo rasteira, sendo raramente encontrados
na floresta. Crotalus durissus apresenta trés subespécies denominadas Crotalus durissus
cascavella, Crotalus durrisus collilineatus e Crotalus durissus terrificus, distinguidas entre si
principalmente por sua coloracdo e distribuicdo geografica (RANGEL-SANTOS et al., 2004).

O veneno de Crotalus durissus sp é composto por uma mistura complexa de
substancias biologicamente ativas, que contém: toxinas, enzimas e peptideos (BERCOVICI et
al., 1987). A crotoxina (CTX) é uma neuro e miotoxina, que representa 56,3% da composicdo
do veneno de C.d.terrificus (PASSERO, et al., 2007). Essa toxina é responsavel pelo bloqueio
da transmissdo neuromuscular, efeito miotdxico, letalidade e causa os efeitos agudos no
acidente ofidico (BON et al., 1989; GOPALAK-RISHNAKONE et al., 1984).

Além disso, a CTX é composta por uma subunidade béasica (CB) que é uma
fosfolipase A, (PLA;) e uma subunidade acida (CA) denominada crotapotina, desprovida de
atividades toxicas e enziméaticas (HENDON; FRAENKEL-CONRAT, 1971; BREITHAUPT
et al.,, 1974; BREITHAUPT, 1976b). Acredita-se que a crotapotina se comporta como um
transportador para a subunidade B, reduzindo a sua interacdo nao-especifica e,
consequentemente, aumentando sua ligacdo com o alvo, conduzindo a uma maior toxicidade
da CTX (RUBSAMEN et al., 1971; BON ; JANG, 1979).

A crotamina (CTM) é um polipeptideo altamente basico composto por 42 residuos de

aminoacidos e representa 21,7 % da composicao do veneno de C.d.terrificus (PASSERO et
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al., 2007). Essa toxina foi isolada e purificada ha mais de 50 anos, desde entdo, surgiram
muitos trabalhos, que muito contribuiram para a compreensdo da crotamina frente suas
propriedades estruturais, genéticas, moleculares e seus efeitos farmacologicos e terapéuticos
(PEREIRA, 2011).

A crotamina é uma toxina miotoxica e seus mecanismos de miotoxicidade tém sido
desvendados, por estudos eletrofisioldgicos e bioquimicos realizados em culturas de células
musculares. Tem sido demonstrado que esta toxina pode causar reducdo do potencial de
membrana em repouso e aumento da condutividade da membrana por meio de um mecanismo
mediado por canais de Na* (HONG; CHANG, 1985; BRAZIL; FONTANA, 1993).

O tamanho da crotamina, sua sequéncia priméaria e sua carga positiva, tém levado
alguns pesquisadores a investigar sua atividade de penetracdo nas células. Utilizando-a em
concentragcdes ndo tdxicas para a célula (B16-F10 melanoma), estes estudos concluem que a
crotamina pertence a um grupo natural de peptideos de penetracdo de células (CPPs, do inglés
“cell-penetrating peptides”), que sao altamente catibnicos e de baixo peso molecular. Além
disso, também foi investigado em outro estudo que crotamina induz um efeito analgésico
guando comparados com a morfina (KERKIS et al., 2004; KERKIS et al., 2006).

Hé& anos, varios trabalhos tém descrito venenos de serpentes, bem como, suas toxinas
como compostos com potencial atividade antiparasitaria, podendo inibir bactérias, fungos e
parasitas, tais como Leishmania spp, Trypanosoma cruzi e Plasmodium falciparum (BORGES
et al., 2006; FERNANDEZ-GOMEZ et al.. 1994, QUINTANA, 2012). Este cenario reforca a
importancia desse trabalho, visto que a utilizacdo de microparticulas biodegradaveis como
carreador de toxinas, podem otimizar o efeito antileishmania dessas toxinas, bem como

reverter a citotoxicidade.

1.3 SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA DE FARMACOS

A tecnologia de liberacdo modificada e/ou controlada de farmacos representa uma das
fronteiras da ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares e pode contribuir
muito para o avanco da saude humana. Os sistemas de liberacdo, frequentemente descritos
como “drug delivery systems”, oferecem inUmeras vantagens quando comparados a outros de
dosagem convencional (AZEVEDO, 2002)

A administracdo convencional de drogas (utilizando comprimidos, cdpsulas, injecGes,

etc.), bem como a questdo da solubilidade limitada de muitas drogas disponiveis no mercado
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trazem desvantagens & manutencdo de um regime terapéutico eficaz. Outros protocolos
terapéuticos requerem a administracdo de repetidas doses para se manter uma concentragdo
adequada da droga na corrente sanguinea e proporcionar acdo terapéutica por longos periodos
de tempo. As concentracdes elevadas da droga no sangue e as multiplas administracfes de
doses do medicamento podem levar a flutuagdes significativas da droga na corrente
sanguinea, atingindo parametros toxicoldgicos e gerando reagdes adversas para 0s pacientes
(VILOS;VELASQUEZ, 2012).

Todas estas desvantagens tém levado ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas
mais eficazes e com menos efeitos colaterais para o paciente. O avan¢o da ciéncia na
biotecnologia farmacéutica tem permitido a criacdo de varias estratégias de sistemas de
liberacdo modificada/controlada de farmacos, como lipossomas, hidrogéis, micro e
nanoparticulas poliméricas, entre outros. Os principais objetivos desses dispositivos de
administracdo de medicamentos séo a geragdo de uma libertagcdo prolongada e sustentada do
farmaco ao longo do tempo; uma redugdo da quantidade de doses necessarias para O
tratamento de doencas e a protecdo da inativacdo das drogas antes de atingir o alvo
(VILOS;VELASQUEZ, 2012).

As microparticulas poliméricas (MPs) utilizadas como estratégia de entrega de drogas
tém vantagens sobre os outros sistemas, visto que demonstram maior estabilidade no
ambiente biolégico do que os lipossomas e seus métodos de preparo fornecem suporte para
encapsulacdo de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos, o que amplia significativamente suas
aplicacdes terapéuticas. Os sistemas de entrega de drogas tém sido desenvolvidos utilizando
polimeros naturais e sintéticos. Os polimeros naturais incluem quitosana, alginato de
dextrano, gelatina e albumina. Os polimeros sintéticos compreendem o acido poli lactico-co-
glicolico (PLGA), o poli 3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (PHBV), o poli anidrido do
acido sebacico, entre outros (VILOS;VELASQUEZ, 2012; KOLOTOVA, et al., 2012).

As micro ou nanoparticulas biodegradaveis produzidas a partir de PLGA tém
recentemente atraido a atencdo devido a sua biocompatibilidade clinicamente comprovada.
Essas particulas protegem potencialmente diferentes moléculas, tais como &cidos nucleicos,
peptideos e antigenos proteicos, aumentando a eficiéncia de entrega. As micro ou
nanoparticulas poliméricas séo capazes de apresentar antigenos e ativar as respostas humoral
e celular. Muitos estudos tém discutido o tamanho ideal dessas particulas, bem como, sua

contribuicdo para geracdo da resposta inflamatdria (NICOLETE, et al., 2011).
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Como descrito anteriormente, as formas amastigotas de Leishmania sp residem no
interior de células do SMF, preferencialmente macrofagos. Sua localizagéo é responsavel por
prejudicar a adesdo e a eficacia de drogas terapéuticas. Os sistemas de entrega de drogas
permitem que os efeitos adversos causados por rotas problematicas da administracdo sejam
evitados de forma que a atividade antileishmania seja aumentada e a toxicidade do
medicamento seja reduzida. O Unico medicamento utilizado no tratamento da leishmaniose e
produzido a partir de sistemas de entrega de drogas é o AmBisome® (amfotericina B
lipossomal). Esse farmaco € bastante eficaz, contudo, a via de administracdo é parenteral e a
utilizacdo desse medicamento se restringe ao tratamento da Leishmaniose Visceral
(ROMERO;MORILLA, 2008).

Nesse contexto, a bioprospeccdo envolvendo venenos de serpentes, bem como, suas
toxinas, pode originar protétipos antileishmania promissores. Estes podem ter seus efeitos
potencializados com a encapsulacdo em particulas compostas de PLGA. Dessa forma,
promove-se uma alternativa promissora para o tratamento alternativo/complementar da
leishmaniose cuténea, pois o carreamento de drogas, além de potencializar o efeito
antileishmania, pode direcionar as particulas a célula alvo, reverter a citotoxicidade, proteger
o farmaco ou biomolécula da atividade catalitica de enzimas, modulando a resposta

imunologica celular do hospedeiro.
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2. OBJETIVO

Desenvolver microparticulas biodegradaveis poliméricas funcionalizadas com a
crotamina isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus, visando o desenvolvimento de
prototipos para terapias inovadoras no tratamento alternativo ou complementar da

leishmaniose tegumentar americana.
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3. METODOLOGIA

3.1 Isolamento e caracterizacdo bioquimica das toxinas de C.d.terrificus

As toxinas utilizadas nesse trabalho foram cedidas pelo Centro de Estudos de
Biomoléculas Aplicadas a Saude (CEBIio). O CEBio possui licenca para trabalhar com toxinas
animais, cujo numero é 010627/2011-1 aprovada no Conselho de Gestdo do Patrimdnio
Genético (CGEN). Inicialmente, foram realizadas trés cromatografias por exclusdo molecular
em pH’s e tampdes diferentes. O veneno de C.d.terrificus foi obtido do serpentario Bioagents.
Cerca de 35 mg do mesmo foi fracionado em uma coluna (60 x 1 cm) de filtracdo em gel
(Superdex 75 ou Sephadex G-75), previamente equilibrada com (1): tampdao bicarbonato de
amonio 200 mM, pH 8,0; (2): tampédo acetato de aménio 100 mM, pH 4,5; (3): tampéo
formiato de aménio (NH4Fo) 100 mM pH 3,5 (MANCIN et al., 1998). O monitoramento de
todas as fracdes eluentes foram realizados em absorbancia em 280 nm em sistema de
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC, GE Healthcare). O monitoramento do grau
de pureza foi realizado em eletroforese em gel de poliacrilamida com agente desnaturante
(SDS) a 13,5 % (m/v), segundo a técnica descrita por Laemmli (1970) para a determinacéo de
peso molecular das fragdes obtidas por cromatografia. A dosagem de proteinas das fracoes foi
realizada pelo método de Bradford (1976). Primeiramente fez-se a construgdo da curva padréo
com solugdo BSA (albumina de soro bovino). As amostras foram centrifugadas e diluidas, na
placa de Elisa, adicionou-se 200 uL do reagente Bradford e 7 pL da amostra sendo incubada

por 10 min antes da leitura no espectrofotdmetro a 595 nm.

3.2 Analise de interacdo molecular pela técnica de Ressonancia Plasmonica
de Superficie (RPS)

Foram realizados dois tipos de analise de interacdo molecular. Na primeira foi
analisada a interagdo entre as proteinas do extrato bruto das formas promastigotas de
L.amazonensis e as toxinas crotamina e crotoxina. Na segunda analise foi realizada a
interacdo entre as toxinas (crotamina e crotoxina) e as particulas de PLGA. A preparagdo do
extrato total proteico de L. amazonensis e o fracionamento das fragdes proteicas do parasita
foram obtidas de acordo com a bula do kit (ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction
Kit Cat. No. 539790. As andlises de interacdo molecular entre as toxinas (50 pg/mL - analito)
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e as proteinas do extrato bruto de L. amazonensis (75 ug/mL - ligante), bem como, as anélises
de interacdo entre as toxinas (100 ug/mL — ligante) e as microparticulas de PLGA (7 mg -
filtradas e reconstituidas em agua deionizada na dilui¢do de 1:2), foram conduzidas via RPS
em equipamento Biacore modelo T200 da GELifeScience, utilizando sensorchips tipo CM-5
como suporte para a molécula ligante. O método de acoplamento do ligante a superficie do
chip a ser utilizado foi o0 acoplamento amina que consiste na ativacdo da matriz de dextrana
utilizando como reagente 1-etil-3-(3-dimetil-aminopropil)-carbodiimida — HCI e N-
Hidroxisuccinamida. Os ensaios de interacdo entre o ligante imobilizado e os analitos de
interesse ocorreram em condicGes fisioldgicas utilizando tampdo HBS-P 1x (0,1M HEPES;
1,5M NaCl; 0,5% surfactante P20; pH 7,4), na temperatura de 37 °C.

3.3 Obtencéo e cultivo de Leishmania amazonensis

3.3.1 Parasitas

Foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis
(IFLA/BR/67PH8). A cultura inicial foi obtida de camundongos BALB/c previamente
inoculados com L. amazonensis em uma das patas traseiras, conforme descrito em trabalhos
do grupo de pesquisa (BARROS et al 2013).

3.3.2 Cultivo do parasita

Para o cultivo in vitro das promastigotas, 5x10° parasitas por mL obtidas de cultura de
5° dia de crescimento (final da fase logaritmica), foram centrifugadas a 187 xg durante 15
minutos. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e o precipitado ressuspendido em
meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) suplementado com Soro Fetal Bovino
(SFB). Em seguida, uma aliquota de 10uL foi diluida no corante eritrosina B (Merck,
Darmstadt, Alemanha) a 0,04% (p/v), para a contagem dos parasitas em camara
hemocitométrica de Neubauer (em microscopico Optico de campo claro com aumento de
400X). O numero de promastigotas contadas foi multiplicado pela diluicdo e pelo fator de

correcdo da camara (10%) para se obter o nimero de parasitas por mL. As culturas de
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promastigotas foram incubadas a 33°C e os parasitas repicados a cada cinco dias (BARROS et
al., 2013).

3.4 Ac¢ao do veneno e das toxinas em solugédo sobre as formas promastigotas de L.

amazonensis

A viabilidade das promastigotas expostas as toxinas foi avaliada através do método
colorimétrico empregando o sal MTT (3-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) (NICOLETE, et al, 2009). Aproximadamente 1x10° promastigotas de L.
amazonensis em inicio de fase estacionaria foram incubadas com o veneno e as toxinas nas
concentragdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 pg/mL, em sextuplicata. Como controle
negativo foi utilizado apenas promastigotas incubadas em meio de cultura, e como controle
positivo, estas foram incubadas com solucdo de Pentamidina (100 pg/mL). A suspensao dos
parasitas, foi ajustada por meio de contagem realizada em cadmara de Neubauer (conforme
descrito no item 3.3.2). A placa foi incubada a 25°C, durante 24 e 48h, e apds este periodo
foram adicionados 10 uL da solucdo de MTT, em todos os pogos da placa. Esta foi incubada
por mais 4 horas na mesma estufa. Ap6s o periodo de incubacéo foram adicionados 50 uL de
Dodecil Dissulfato de Sddio - SDS (20 % p/v) em cada poco. Ap6s novo periodo de
incubagdo (12h) em temperatura ambiente, as placas foram levemente agitadas e lidas
espectrofotometricamente a 570 nm. (BARROS et al.,, 2013). Esse mesmo método foi
empregado para avaliacdo da atividade de crotamina encapsulada em microparticulas

poliméricas frente promastigotas de L. amazonensis.

3.5 Encapsulamento em sistema polimérico microparticulado

Os sistemas foram obtidos pelo método de emulsdo multipla e evaporacdo do
solvente, compostos pelas fases agua-6leo-agua (A/O/A) (NIWA et al., 1993; NICOLETE et
al., 2007; NICOLETE et al.,, 2011) e foram feitos dois lotes diferentes, o primeiro lote
continha apenas particulas (controle), o segundo lote continha crotamina encapsulada.
Brevemente, a fase organica foi composta pelo polimero PLGA (PURASORB® PDLG 5002,
Purac Biomaterials, Holanda) (100 mg), com proporc¢des iguais entre o acido lactico e
glicolico (50:50 m/m), dissolvidos no solvente diclorometano (10 mL P.A) (DINAMICA,

quimica contemporanea, Brasil). Um volume de 250 pL da fase aquosa contendo a toxina (4
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mg/mL) foi vertida a fase orgéanica e realizada homogeneizacdo (homogeneizador modelo
T18 basic ultra-turax, IKA, Alemanha) das fases a 15.500 rpm (2,5 min). Esta fase (A/O) foi
vertida numa fase aquosa contendo tensoativo (Alcool polivinilico - PVA 3% m/v, 40 mL)
(Mowiols 40-88, Sigma-Aldrich). A suspensdo de particulas obtidas ficou sobre agitacdo
branda e constante durante quatro horas para a evaporacao do solvente. As particulas foram
lavadas com &gua bi-destilada estéril (3 vezes) e centrifugadas (4.233 xg durante 5 min).
Posteriormente as particulas foram congeladas (-80 °C) e liofilizadas (-40 °C), durante 12

horas.

3.6 Caracterizacao in vitro das particulas

A distribuicdo dos diametros médios do sistema microparticulado foi determinada
apos reconstituicdo do mesmo em agua bi-destilada, pela técnica de espalhamento de luz. A
analise do Potencial Zeta das particulas foi realizada pela técnica de mobilidade eletroforética.
O equipamento utilizado para estas caracterizagdes foi 0 Zeta Sizer Nano ZS (versdo 6.20,
nimero de série: MAL50088, Malvern instruments, Inglaterra). Ambas andlises foram
realizadas em triplicata. A forma e topografia das amostras foram observadas utilizando
microscopio eletrénico de varredura (Jeol Scanning Microscope JSM 5200, Tokyo, Japédo), no
aumento de 1.00 kx. A taxa de encapsulacdo da crotamina a partir das particulas foi
determinada através de dosagem proteica utilizando reagente de Bradford®. Resumidamente,
10 mg de cada lote de particulas foram pesados e solubilizados no solvente diclorometano.
Esse solvente solubilizou as particulas e consequentemente, a crotamina encapsulada foi
liberada da matriz polimérica. Os tubos contendo o solvente ficaram abertos para que o
mesmo pudesse evaporar (12 h) e o precipitado formado foi ressuspenso em agua deionizada.
As amostras foram colocadas na placa juntamente com as concentracfes da curva de BSA (1
a 0,03 mg/mL), adicionado o reagente de Bradford® e lidas espectrofotometricamente a 595

nm. Essa andlise foi realizada em triplicata.

3.7 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c machos com 15 a 20 semanas de idade, com
peso compreendido entre 18 e 20 g. Esses animais foram obtidos do biotério do
IPEPATRO/FIOCRUZ e mantidos em condi¢des de livre acesso a agua e ragéo, respeitando-

se o ciclo claro-escuro de 12 h. Todos os experimentos foram realizados de acordo com as
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normas estabelecidas pela Comissdo de Etica do IPEPATRO/ FIOCRUZ-RO para 0 uso
experimental de animais (Protocolo aprovado n°® 2012/06).

3.8 Obtencao de macrdéfagos peritoneais

Para a obtencdo de macrofagos peritoneais, os camundongos BALB/c foram
inoculados com 2 mL de solugdo de Tioglicolato 3% (p/v) através de administracéo parenteral
intraperitoneal (GORDON et al., 1974). Apds quatro dias, os animais foram mortos por
deslocamento cervical e 5 mL de PBS 1x (Solucdo Salina Tamponada 1x) a 4 °C foram
injetados na cavidade peritoneal e em seguida recuperados com a propria seringa. O liquido
recolhido foi lavado duas vezes por centrifugacdo 187 xg durante 10 min a 4 °C e o
precipitado ressuspenso em 1 mL de meio RPMI suplementado (10% de SFB e 50 pug/mL de
gentamicina). As células obtidas foram diluidas em corante azul de trypan 0,01% (p/v) e
contadas em camara hemocitométrica de Neubauer (em microscopico optico de campo claro
com aumento de 400X) para se obter a concentracdo ideal de células a ser incubada conforme
0 ensaio a ser realizado (BARROS et al., 2013).

3.9 Ensaio de toxicidade celular

Os macrdéfagos peritoneais foram obtidos conforme o item anterior e a suspensao de
células, contendo aproximadamente 1x10° células/mL, foi ajustada por meio da contagem
realizada em camara de Neubauer com o reagente de exclusdo Azul de Trypan. Apds
obtencdo e plagueamento das células, foram adicionadas as diferentes preparacGes
microparticuladas, bem como a crotamina em solugdo. A placa foi incubada a 37°C, durante
24 h, e apos este periodo foram adicionados 10 pL da solugdo de MTT, em todos 0s pocos da
placa. Esta foi incubada por mais 4h na mesma estufa. Apds o periodo de incubagdo foram
adicionados 50 pL de SDS (20 % p/v) em cada poco. Apds novo periodo de incubacdo (12 h)
em temperatura ambiente, as placas foram levemente agitadas e lidas a 570 nm em leitor
espectrofotométrico. Como controle negativo foi utilizado apenas células incubadas em meio
de cultura, e como controle positivo foi utilizado uma solucdo de SDS 10% (p/v). A taxa de
citotoxicidade foi calculada como sendo: % citotoxicidade de cada preparacdo = 1- (média) D.
O. teste / (média) D. O. das células em meio de cultura (controle negativo) x 100. Ensaio
realizado em sextuplicata (BARROS et al., 2013).
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3.10 Ensaio de captura das particulas

Macrofagos peritoneais foram incubados com 100 upg/mL de cada preparacdo de
microparticula durante 24 horas a 37 °C em estufa contendo 5% de CO,. Ap0ds o tempo de
incubacdo, o meio foi aspirado e reservado para quantificacdo de citocinas. As particulas ndo
internalizadas foram removidas por trés lavagens com PBS. Meio RPMI gelado foi
adicionado em cada po¢o e um removedor de células (cell scraper) foi utilizado para que os
macrofagos aderidos fossem removidos e ficassem suspensos no meio. O meio contendo 0s
macrofagos foi aspirado e as células foram lavadas por citocentrifugacéo seguida de coloracdo
pandtica. A porcentagem de células com no minimo uma particula internalizada, e também, a
capacidade fagocitica dos macrofagos, ou seja, o indice Fagocitico (IF) foram calculados
utilizando-se a seguinte equacdo: IF (%) = Particulas contadas x M@ contendo particulas +
100. Ensaio realizado em triplicata (NICOLETE, et al 2011).

3.11 Infeccdo in vitro de macrofagos peritoneais com promastigotas de L.
amazonensis

Macrofagos peritoneais foram coletados como descrito no item 3.8 e utilizados para os
ensaios de infeccdo. Para este ensaio, 5x10° células, em 500 pL de meio de cultura RPMI
completo, foram plaqueadas em laminulas circulares de vidro estéreis em placas de 24 pocos
(Costar 3596, Corning, USA), por 24 horas a 37°C, em atmosfera Umida contendo 5% de
CO,. Em seguida, os pogos foram lavados duas vezes com meio RPMI 1640 em temperatura
ambiente para remocdo de células ndo aderidas e os macrofagos foram infectados com
promastigotas de L. amazonensis na taxa de 5 parasitas para 1 macrofago. Estas células foram
incubadas durante 4 horas a 33°C com 5% de CO,. Apds esse periodo, 0s pocos foram
novamente lavados com RPMI 1640 duas vezes e incubados com 100 pg/mL de cada
preparacdo microparticulada, bem como, a crotamina em solugdo, na mesma concentracao. As
culturas foram mantidas durante 24 horas a 33°C com 5% de CO,. O numero de parasitas
intracelulares, ou seja, as amastigotas foi avaliado pela contagem de 100 macrofagos em
microscopio optico de campo claro em aumento de 1000X apds coloracdo das laminas pela
técnica May Grunwald-Giemsa (MGG) (GIAIMIS et al., 1992). Resumidamente, as células
foram lavadas com meio de cultura e uma aliquota de soro fetal bovino foi colocada sobre a
laminula ficando em temperatura ambiente até secar naturalmente. Depois de secas, o corante
May Grinwald foi adicionado sobre as laminulas por aproximadamente 30 segundos e em
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seguida foi adicionado &gua destilada para remover o excesso do corante. O corante Giemsa,
que é preparado no momento do uso pela adi¢do de uma gota do corante para cada mililitro de
agua destilada, foi acrescentado, por 45 segundos. Finalmente, a laminula foi lavada
rapidamente com &gua destilada e depois de seca foi colada em uma lamina utilizando
balsamo. A taxa de infeccdo foi determinada pela porcentagem de macréfagos infectados.
Além disso, foi determinado o indice fagocitico utilizando-se 0 nimero de amastigotas dentro
de cada macrofago infectado. O indice fagocitico (IF), ou a capacidade fagocitaria dos
macrofagos foi calculada utilizando-se a seguinte equacao: IF (%) = Amastigotas contadas X
M@ contendo Amastigotas + 100. Ensaio realizado em triplicata (BARROS et al., 2013).

3.12 Quantificacao da citocina TNF-a no sobrenadante celular

Para quantificacdo da citocina, uma placa de 96 pocos foi sensibilizada com anticorpos
de captura (anti-TNF-a) solubilizados em tampéo fosfato 0,1M pH 9,0, durante 12 horas, a 4°
C. Em seguida, a placa foi lavada com PBS-Tween (PBS contendo 0,05% de Tween 20) e,
posteriormente, os sitios livres foram blogueados com 200 pL de tampdo de bloqueio,
contendo 10% de SBF em PBS e a placa incubada por 1 hora em temperatura ambiente. Em
sequida a placa foi lavada trés vezes com PBS-Tween e adicionados 100 pL de sobrenadante
de cultura das células ou padrdes e incubados durante 2 horas em temperatura ambiente. Em
sequida, a placa foi lavada 5 vezes com PBS-Tween e 100 pL de solucdo de anticorpos
biotinilados anti-citocina foram adicionados e incubados por 1h a temperatura ambiente. Apos
cinco lavagens, a presenca de anticorpos biotinilados foi detectada com 100 pL de
streptavidina-peroxidase (1:250). Apos incubacdo por 30 minutos em temperatura ambiente,
a placa foi lavada sete vezes com PBS-Tween e adicionados 100 uL de reagente cromogénio
(tetrametilbenzidina 0,1 mg/mL) dissolvidos em tampéo fosfato-citrato 0,05M (pH 5,0),
contendo 0,03% de peroxido de hidrogénio. A reacdo foi interrompida ap6s 30 min de
incubacdo a temperatura ambiente, pela adicdo de 50 pL de é&cido sulfurico 1IM. A
absorbéancia foi determinada em espectrofotdometro a 450 nm e os resultados confrontados a
uma curva padrdo efetuada com a citocina recombinante (1000 a 15,6 pg/mL). Ensaio

realizado em triplicata.
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3.13 Andlise estatistica dos dados

Foram utilizados testes estatisticos de analise de variancia de um fator (ANOVA one-
way - Tukey) e Post test (t-test) e os resultados que P<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. O programa utilizado para fazer as anélises foi o Graph Pad

Prism versdo 5.
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4. RESULTADOS

4.1 PARTE I: ESTUDOS ENVOLVENDO A ATIVIDADE ANTILEISHMANIA
E INTERACAO MOLECULAR DE CROTAMINA E CROTOXINA
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4.1.1 Avaliacéo da atividade antileishmania do veneno de C.d.terrificus

A Figura 2 representa a atividade do veneno de C.d.terrificus contra as formas
promastigotas de L. amazonenses. Esse resultado foi obtido pelo método de MTT, no qual, o
controle positivo utilizado foi a pentamidina (fa&rmaco utilizado na quimioterapia da
leishmaniose) que inibiu 23% dos parasitas. A concentracdo de 100 pg/mL inibiu 13% das
promastigotas. A concentracdo de 50 pg/mL inibiu 18% dos parasitas. As concentracdes de
25 e 12,5 pg/mL apresentaram inibicdo de 14 e 22%, respectivamente. A concentracdo de
6,25 pg/mL inibiu 19% dos parasitas. A maior inibi¢cdo observada foi aquela representada
pela menor concentracdo do veneno: 3,12 pg/mL, a qual inibiu cerca de 29% das

promastigotas.

Figura 2. Atividade antileishmania do veneno de C.d.terrificus.
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Avaliacdo da atividade antileishmania do wveneno de Crotalus durissus
terrificus, ap6s 24 horas de incubacdo a 33°C em estufa de atmosfera Umida
contendo 5% de CO,. Controle de morte utilizado foi o farmaco pentamidina na
concentracdo de 100 pg/mL (Pen100); Testes do veneno 100 pg/mL (100);
veneno 50 pg/mL (50); veneno 25 pg/mL (25); veneno 12,5 pg/mL (12,5);
veneno 6,25 pg/mL (6,25) e veneno 3,125 pg/mL (3,125). Método
colorimétrico de MTT. Ensaio realizado em sextuplicata.
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4.1.2 Avaliagéo da atividade antileishmania da crotamina

A Figura 3 representa a atividade antileishmania apresentada pela toxina crotamina,
pelo método colorimétrico de MTT. O resultado obtido mostra que o controle positivo
utilizado (pentamidina, 100 pg/mL) inibiu 30% dos parasitas. As concentracdes de 100, 50 e
25 pg/mL, inibiram: 10%, 16% e 7,0%, respectivamente. A concentracdo de 12,5 pg/mL,
inibiu 10% dos parasitas. A concentracdo de 6,25 pg/mL inibiu cerca de 18% das
promastigotas e a menor concentracgdo (3,12 pg/mL) apresentou inibicdo de aproximadamente
8% dos parasitas, valor préximo dos observados para as maiores concentragdes testadas.

Figura 3. Atividade antileishmania da crotamina em solugéo.
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Avaliacdo da atividade antileishmania de crotamina em solucéo, apés 24 horas
de incubagdo a 33°C em estufa de atmosfera umida contendo 5% de CO,,
Método colorimétrico de MTT. O controle de morte utilizado foi o farmaco
pentamidina na concentracdo de 100 pg/mL (Penl100); Testes de crotamina
100 pg/mL (100); crotamina 50 pg/mL (50); crotamina 25 pg/mL (25);
crotamina 12,5 pg/mL (12,5); crotamina 6,25 pg/mL (6,25) e crotamina 3,125
pg/mL (3,125). Ensaio realizado em sextuplicata.
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4.1.3 Avaliacao da atividade antileishmania de crotoxina

A Figura 4 representa a avaliacdo da atividade antileishmania de crotoxina, pelo
método colorimétrico de MTT. O resultado obtido mostra que o controle positivo (o farmaco
pentamidina) inibiu aproximadamente 30% das promastigotas. A concentracdo de 100 pg/mL
de crotoxina inibiu cerca de 18% dos parasitas. A maior inibicdo observada foi de
aproximadamente 28%, correspondente a concentracdo de 50 pg/mL, inibicdo proxima da que
foi observada para o controle positivo (pentamidina). A concentracdo de 25 pg/mL, foi
responsavel por 16% de inibicdo. As concentracdes 12,5 e 6,25 pg/mL apresentaram valores
de inibicdo de 7 e 9%, respectivamente. A menor concentracdo (3,12 pg/mL) apresentou a

menor inibicéo (6,0%).

Figura 4. Atividade antileishmania da crotoxina em solucéo.
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Avaliacdo da atividade antileishmania de crotoxina em solucéo, apds 24 horas
de incubacdo a 33°C em estufa de atmosfera Umida contendo 5% de CO,,
Método colorimétrico de MTT. Controle de morte utilizado foi o farmaco
pentamidina na concentracdo de 100 pg/mL (Penl00); Testes de crotoxina
100 pg/mL (100); crotoxina 50 pg/mL (50); crotoxina 25 pg/mL (25);
crotoxina 12,5 pg/mL (12,5); crotoxina 6,25 pg/mL (6,25) e crotoxina 3,125
pg/mL (3,125). Ensaios realizados em sextuplicata.
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4.1.4 Anédlise da interacdo molecular por RPS

O gréfico de interacdo molecular entre as toxinas e 0 extrato proteico de
L.amazonensis (Figura 4) mostrou que a crotoxina nao teve nenhuma afinidade e/ou interacédo
com as proteinas de L. amazonensis. Por outro lado, a crotamina teve uma interacdo de
aproximadamente 450 RU (Unidades de Ressonancia).

Figura 5. Interagdo molecular de crotamina e crotoxina com extrato bruto proteico das

formas promastigotas de L. amazonensis.
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Crotassing Crotosing

Amostras

Anélise de interacdo de crotamina e
crotoxina 50 pg/mL (analitos) com
proteinas do extrato bruto de L.
amazonensis 75 pg/mL  (ligante).
Método de Ressonancia Plasmoénica
de Superficie.
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O grafico de interagdo molecular entre as toxinas e as microparticulas de PLGA
Figura 6), mostrou que a crotamina teve uma elevada afinidade, ou seja, interacdo com as
microparticulas fixadas ao chip (Figura 6A). Por outro lado, a crotoxina teve uma baixa

interacdo ou afinidade as microparticulas de PLGA (Figura 6B).

Figura 6. Interagcdo molecular entre as toxinas (crotamina e crotoxina) e as

microparticulas de PLGA
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Anaélise de interacdo molecular entre crotamina 100 pg/mL (A) e crotoxina
100 g/mL (B) (analitos) com as microparticulas de PLGA (7mg/mL)
(ligante). Método de Ressonéancia Plasménica de Superficie.

Estes ensaios preliminares foram realizados para que fosse possivel selecionar a
toxina que apresentasse maior acdo antileishmania e principalmente, afinidade ou interagéo
com as formas promastigotas de L. amazonensis. A partir dos resultados obtidos foi possivel
concluir que a crotamina encapsulada em sistema de liberagdo modificada na forma de

microparticulas poliméricas torna-se uma promissora estratégia de entrega intracelular.
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4.2 PARTE Il: ESTUDOS ENVOLVENDO A LIBERACAO MODIFICADA DA
CROTAMINA E ATIVIDADE ANTILEISMANIA
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4.2.1 Avaliacédo Taxa de encapsulacéo de crotamina

A taxa de encapsulacdo de crotamina a partir da concentracdo inicial de 4 mg/mL foi

de 32,5%, que corresponde a 0,13 mg/mg de particula.
4.2.2 Anédlise dos diametros das particulas

A Figura 7 mostra a distribuicdo dos didametros das particulas avaliadas. A Figura 7A
mostra que o didmetro médio das microparticulas controle foi de 1,35 um. O indice de
polidispersdo (IP) dessa amostra foi de 1,7. A Figura 7B mostra que o didmetro médio das
microparticulas contendo crotamina foi de 3,09 um, nas mesmas condicdes estabelecidas para

as microparticulas controle e o indice de polidispersdo (IP) desse lote de particulas foi 0,09.

Figura 7. Distribuicao dos diametros médios obtidos para as microparticulas

controle (A) e microparticulas contendo crotamina (B)
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Diametro médio das microparticulas controle, ou seja, sem incorporacéo
da crotamina (A) e das particulas contendo crotamina (B).
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4.2.3 Anélise da morfologia das particulas

A andlise da forma e topografia das microparticulas mostrou formas esféricas,
superficies uniformes e homogéneas, porém houve formacdo de muitos agregados,

possivelmente em virtude da amostra ndo ter sido ressuspensa em meio aquoso, para
realizacdo da andlise (Figura 7).

Figura 8. Fotomicrografia eletrénica de varredura das microparticulas contendo

crotamina

EHT = 20.00 kV Mag= 100K X

Representacdo da morfologia das microparticulas contendo crotamina, avaliada por
microscopia eletrdnica de varredura. Aumento de 1.00 Kx

4.2.4 Analise do Potencial Zeta

Quando as particulas sdo produzidas, as moléculas do surfactante (PVA) formam uma
camada ao redor da superficie do polimero, conferindo um potencial elétrico na particula,
denominado Potencial Zeta. As microparticulas sem a incorporagdo de crotamina tiveram um

potencial correspondente a -12,3 mV. Ja o potencial elétrico das microparticulas contendo
crotamina foi de -20,9 mV.
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4.2.5 Atividade da crotamina em solugéo e encapsulada contra L. amazonensis

A Figura 9 mostra a atividade de crotamina em solucédo e encapsulada sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis, ap0s 24 horas de incubacdo. A figura 9A mostra o resultado
de crotamina em solugédo, no qual, dois controles positivos de morte foram utilizados, o SDS
10% (inespecifico) e a pentamidina (farmaco especifico). O SDS teve 72% de toxicidade,
enquanto a pentamidina na concentracdo de 100 pg/mL mostrou 28% de inibicdo. A
crotamina em solucdo (100 pg/mL) ndo apresentou nenhuma toxicidade contra os parasitas.
As concentragdes de 50 e 12,5 pg/mL apresentaram toxicidade de 8% e 3% respectivamente.
A concentracgéo de 3,1 pg/mL inibiu apenas 1% das promastigotas.

Na Figura 9B foi possivel observar que o SDS foi responsavel por 72% de toxicidade.
Ja a pentamidina (100 pg/mL) mostrou 28% de inibicdo. As microparticulas controle (100
pg/mL) apresentaram toxicidade de apenas 2%. As microparticulas contendo crotamina na
concentragdo de 100 pg/mL mostraram inibicdo de 16% das formas promastigotas. A

crotamina em solugdo (100 pg/mL) ndo inibiu os parasitas.

Figura 9. Avaliacdo da atividade antileishmania da crotamina em solugéo e encapsulada

apos 24 horas de incubacéo
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Avaliacdo da atividade de crotamina em solucdo e encapsulada contra promastigotas de L.amazonensis,
apos 24 horas de incubagdo a 25°C. Avaliagdo de crotamina em solucéo (A), controles positivos SDS 10% e
farmaco pentamidina 100 pg/mL (Penl100); Crotamina 100 pg/mL (Ctm100); crotamina 50 pg/mL
(Ctm50); crotamina 12,5 pg/mL (Ctm12,5) e crotamina 3,1 pg/mL (Ctm 3,1). Avaliacdo de crotamina
encapsulada (B), controles positivos SDS 10% e farmaco pentamidina 100 pg/mL (Penl100), particulas
controle 100 pg/mL (P.Ctel00); particula contendo crotamina 100 pg/mL (P.Ctm100) e crotamina em
solugdo 100 pg/mL (Ctm100). Método colorimétrico de MTT. Ensaio realizado em sextuplicata. Valores
expressos em média + Desvio Padréo.
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A Figura 10 mostra a atividade de crotamina em solucdo e encapsulada sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis, apos 48 horas de incubacdo. A figura 10A mostra o
resultado de crotamina em solucdo, no qual, dois controles positivos de morte foram
utilizados, 0 SDS 10% (inespecifico) e a pentamidina (farmaco especifico). O SDS apresentou
87% de toxicidade, enquanto a pentamidina na concentracdo de 100 pg/mL mostrou 59% de
inibicdo. A crotamina em solucdo (100 pg/mL) apresentou 8% de toxicidade, enquanto as
concentragdes de 50 e 12,5 pg/mL apresentaram toxicidade de 5% e 4,9% respectivamente. A
concentracdo de 3,1 pg/mL apresentou a menor inibicdo observada (3%).

Na Figura 10B foi possivel observar que o SDS foi responsavel por 77% de
toxicidade. J& a pentamidina (100 pg/mL) mostrou 32% de inibigdo. As microparticulas
controle apresentaram toxicidade de 17,6%. As microparticulas contendo crotamina, na
concentracdo de 100 pg/mL mostraram inibicdo de 18% das formas promastigotas. A

crotamina em solu¢do (100 pg/mL) inibiu 12% dos parasitas.

Figura 10. Avaliacdo da atividade antileishmania da crotamina em solucéo e

encapsulada apos 48 horas de incubacéo
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Avaliacdo da atividade de crotamina em solucdo e encapsulada contra promastigotas de
L.amazonensis, ap6s 48 horas de incubagdo a 25°C. Avaliacdo de crotamina em solucdo (A),
controles positivos SDS 10% e farmaco pentamidina 100 pg/mL (Pen100); Crotamina 100 pg/mL
(Ctm100); crotamina 50 pg/mL (Ctm50); crotamina 12,5 pg/mL (Ctm12,5) e crotamina 3,1
pg/mL (Ctm 3,1). Avaliacdo de crotamina encapsulada (B), controles positivos SDS 10% e
farmaco pentamidina 100 pg/mL (Penl100), particulas controle 100 pg/mL (P.Cte100); particula
contendo crotamina 100 pg/mL (P.Ctm100) e crotamina em solugdo 100 pg/mL (Ctm100).
Método colorimétrico de MTT. Ensaio realizado em sextuplicata. Valores expressos em média +
Desvio Padréo.
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4.2.6 Avaliacdo da toxicidade crotamina em solucdo e encapsulada frente

macrofagos murinos

A Figura 11 mostra o ensaio de toxicidade de crotamina frente a macrofagos
peritoneais, pelo método colorimétrico de MTT. Nesse ensaio, quatro preparacdes foram
testadas, dentre elas um controle positivo de morte que foi o SDS 10% (inespecifico). As
outras testadas foram as microparticulas controle, as microparticulas contendo crotamina (100
pg/mL) e crotamina em solucdo (100 pg/mL). A maior toxicidade observada foi a do controle
positivo, conforme esperado, que inibiu 80% da populacdo de macrofagos. As microparticulas
controle e contendo crotamina apresentaram citotoxicidade de 1% e 5%, respectivamente. A

crotamina em solucdo também apresentou baixa citotoxicidade (3%).

Figura 11. Avaliacdo da toxicidade de crotamina em solucéo e encapsulada contra

macréfagos peritoneais murinos
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Ensaio de Citotoxicidade de crotamina em solugcdo e encapsulada em

microparticulas de PLGA. Ensaio realizado com macréfagos peritoneais

murinos pelo método colorimétrico de MTT, incubados durante 24 h a 37°C em

estufa com atmosfera imida (5% CO,). O controle positivo de morte utilizado

foi o SDS 10%  (inespecifico). As células foram incubadas com

micropaticulas controle (100 pg/mL) (P.Cte); microparticulas contendo

crotamina (100 pg/mL) (P.Ctm) e crotamina em solucdo (100 ug/mL) (Ctm).

Valores expressos em média + Desvio Padrdo. Experimento realizado em 43
sextuplicata.



4.2.7 Avaliacéo da captura de particulas pelos macréfagos murinos

A Figura 12A mostra a quantidade de microparticulas por 100 macréfagos contados,
na qual, 130 microparticulas controle foram internalizadas pelos macréfagos. Foi possivel
observar que a quantidade de microparticulas internalizadas contendo crotamina em
comparagdo com as controle, representou aumento significativo de 13,3% (150
microparticulas capturadas). A Figura 12B mostra o indice Fagocitico de microparticulas
controle e contendo crotamina. ApoOs obtencdo do indice foi possivel observar que as
microparticulas controle tiveram um indice de aproximadamente 60%, enquanto as
microparticulas contendo crotamina presentaram valor de aproximadamente 72% (aumento de
16,6%).

Figura 12. Ensaio de captura de microparticulas por macréfagos peritoneais.
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Ensaio de captura de microparticulas de PLGA, ap0s 24 horas de incubagdo. (A) NUmero de microparticulas
por 100 macréfagos contados e (B) indice Fagocitico. As células foram incubadas com microparticulas
controle (100 pg/mL) (P.Cte) e microparticulas contendo crotamina (100 pg/mL) (P.Ctm). Valores expressos
em média + Desvio Padrdo. *P < 0.05.
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Na Figura 13 é possivel visualizar as células desse ensaio de captura de
microparticulas. O painel 13A mostra apenas macréfagos que foram incubados como
controle, para observacdo da morfologia das celulas. O painel 13B mostra macrofagos
incubados com as microparticulas controle (as microparticulas sdo as esferas refringentes
distribuidas no citosol dos macrofagos, indicados pelas setas brancas). J& o painel 13C mostra
a captura das microparticulas contendo crotamina. Nesse é possivel observar que a quantidade
de microparticulas no interior das células ¢ maior que a visualizada no painel 13B, o que

ilustra os resultados obtidos no experimento de contagem (Figura 12).

Figura 13. Fotomicrografias representativas do ensaio de captura das microparticulas

pelos macrofagos peritoneais

£o.

Fotomicrografias do ensaio de captura das particulas, adquiridas por microscopia de campo
claro. Aumento de 1.000 X. Macrdfagos sem particulas (A), macr6fagos contendo particulas
controle, ou seja, sem incorporacdo de crotamina (B) e microparticulas contendo crotamina
(C). As setas brancas representam as particulas engolfadas. Tempo de incubacédo de 24 horas.

4.2.8 Niveis de TNF-a produzidos por macréfagos peritoneais apés incubagao

com as microparticulas

O sobrenadante dos macréfagos utilizados no experimento de captura das particulas
foi armazenado, para que se pudesse investigar se as particulas estavam ativando 0s
macrofagos para a producdo de citocinas. Como critério desta ativacao foi escolhida a citocina
TNF- a. A Figura 14 mostra que apenas macrofagos (controle) produzem baixos niveis desta

citocina (33 pg/mL). As microparticulas controle foram capazes de ativar os macrofagos para
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a producdo de TNF-a (141 pg/mL), valor 76,5% maior se comparado ao controle. Os niveis
de TNF-a produzidos por macréfagos ativados por microparticulas contendo crotamina
também foram elevados (196 pg/mL), valor 83% maior comparado ao controle e 28% maior
comparado as microparticulas controle. A crotamina em soluc¢do (100 pg/mL) foi capaz de
induzir os niveis mais elevados da citocina (257 pg/mL), valor 87% maior comparado ao

controle e 23% maior quando comparado a amostra de microparticulas contendo crotamina.

Figura 14. Quantificacdo de TNF-a no sobrenadante do ensaio de captura das

microparticulas pelos macrofagos peritoneais
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Niveis de TNF-a detectados nos sobrenadantes do experimento
de captura de microparticulas por macréfagos peritoneais, em
pg/mL. Foram incubados: macrdfagos (M@); microparticulas
controle 100 pg/mL (P.Cte); microparticulas contendo crotamina
100 pg/mL (P.Ctm) e crotamina em solugdo 100 pg/mL (Ctm),
As médias + DP com diferenca estatisticamente significante
foram representadas pelo simbolo *** P < 0,001, quando
comparadas ao controle; ## P < 0,01 e ### P < 0,001, quando
comparadas as particulas controle; $$$ P < 0,001, quando
comparadas as particulas contendo crotamina.
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4.2.9 Avaliacdo da atividade das microparticulas contendo crotamina sobre o

crescimento/sobrevivéncia das formas amastigotas

Nesse experimento foram utilizados dois controles, um negativo e um positivo. O
controle negativo continha apenas macrofagos infectados com L. amazonensis e o controle
positivo de morte utilizado foi a pentamidina (100 pg/mL). A Figura 15A mostra a quantidade
de amastigotas em 100 macréfagos contados apos 24 h de incubacdo. Nos macrofagos do
controle negativo foram contadas em media 160 amastigotas. No controle positivo, foram
contadas apenas 47 parasitas (70% menos parasitas que o controle negativo). Nos macrofagos
que foram incubados com as microparticulas controle foram contadas 132 amastigotas, ou
seja, houve uma reducdo de 17,5% dos parasitas comparados ao controle negativo. Na
contagem das células incubadas com as microparticulas contendo crotamina foi observado
149 parasitas. Apesar de se observar aumento significativo (11,4%) da quantidade de parasitas
em relacdo as microparticulas controle, houve reducdo também significativa (6,8%) da
quantidade de parasitas em comparagdo com o controle negativo. Por outro lado, a crotamina
em solugdo (100 pg/mL) foi responsavel pelo valor mais elevado de parasitas intracelulares
(181 amastigotas contadas).

O Indice Fagocitico (Figura 15B) apresentado pelo controle negativo foi de 43,2%. O
controle positivo mostrou um indice de 6,3% (85% menor que o IF do controle negativo). O
indice apresentado pelas microparticulas controle foi de 35,8%, ou seja, 17,1% menor que 0
do controle negativo. A preparacdo que apresentou o menor Indice Fagocitico foram as
microparticulas contendo crotamina (29,2%), na qual se observa uma reducéo de significativa
de 32,4%. O indice apresentado pela preparacdo de crotamina em solucdo foi o maior

observado (50,8%), 14,9% maior que o do controle negativo.
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Figura 15. Avaliagdo da atividade de crotamina em solugéo e encapsulada sobre as

formas amastigotas de L. amazonensis ap0s 24 horas
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Avaliacdo da atividade de crotamina encapsulada e em solucdo sobre as
formas amastigotas de L. amazonenses, ap6s 24 horas de incubagdo a 33°C
em estufa de atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Determinagdo da
quantidade de amastigotas por 100 macrofagos contados (A) e Indice
Fagocitico (B). Macréfagos infectados (Cte); Pentamidina 100 pg/mL
(Penta); microparticulas controle 100 pg/mL (P.Cte); microparticulas
contendo crotamina 100 pg/mL (P.Ctm) e crotamina em solucdo 100 pg/mL
(Ctm). As médias + DP com diferencga estatisticamente significante foram
representadas pelos simbolo *P < 0,05 e ** P < 0,01, quando comparadas ao
controle; ## P < 0,01 e ### P < 0,001, quando comparadas ao farmaco
pentamidina; $ P < 0,05 e $$ P < 0,01, quando comparada as particulas
controle; % P < 0,05 quando comparada as microparticulas contendo
crotamina.
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Na Figura 16 é possivel visualizar as células do ensaio de captura de L. amazonensis
pelos macrofagos peritoneais. Essas imagens foram obtidas através de microscopia de campo
claro com utilizacdo de lente objetiva de aumento 100x e 6leo de imersdo (aumento total de
1.000x). O painel 16A ha apenas macrdéfagos que ndo continham L. amazonensis nem
microparticulas. O painel 16B mostra os macrofagos infectados por Leishmania e estas estdo
no citosol das células (setas pretas). O painel 16C mostra macrdéfagos infectados e incubados
com pentamidina (100 pug/mL), no qual é possivel observar que a célula esta destruida pela
toxicidade desse farmaco.

O painel 16D mostra as microparticulas controle, internalizadas em macréfagos
infectados. O painel 16E mostra os macrofagos infectados incubados com as microparticulas
contendo crotamina. Foi possivel observar que a quantidade de microparticulas controle
dentro dos macréfagos € inferior a quantidade de microparticulas contendo crotamina, o que
corrobora os resultados de contagem obtidos na Figura 15. A crotamina em solucdo ndo foi
toxica para os macrofagos infectados, bem como, para as amastigotas, visto que as células

permaneceram intactas, como pode ser observado no painel 16F.

Figura 16. Fotomicrografias representativas de macréfagos peritoneais infectados

experimentalmente com L. amazonensis e incubados com crotamina encapsulada e em

solucéo
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Fotomicrografias do ensaio de infeccdo de macréfagos por L. amazonensis, visualizados em
microscopia de campo claro, com aumento de 1000 X. Sendo representados: macréfagos (A),
macrofagos infectados (B); macrofagos infectados incubados com Pentamidina (C); macréfagos
infectados incubados com  microparticulas sem incorporagdo de crotamina (D); macrofagos
infectados incubados com microparticulas contendo crotamina (E) e macrofagos infectados incubados
com crotamina em solucdo (F). As setas brancas mostram as particulas no citoplasma celular e as
pretas mostram as amastigotas no interior das células. Tempo de incubacédo de 24 horas.
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5. DISCUSSAO

Animais peconhentos, tais como serpentes e escorpides, apresentam uma variabilidade
de moléculas bioativas na composi¢cdo de seus venenos, como neurotoxinas, miotoxinas,
peptideos, fosfalipases, L-aminoécido-oxidase (LAO), dentre outras. Devido a essa
diversidade de moléculas, varios trabalhos tém mostrado que estas apresentam potencial
atividade antiparasitaria. Borges e colaboradores, (2006) demonstraram o efeito leishmanicida
do veneno do escorpido Tityus discrepans, que induziu varias modificacdes estruturais em
formas promastigotas de L. (L.) mexicana em baixas concentracdes. Fernandez-Gomez e
colaboradores, (1994) observaram o efeito do veneno de Cerastes cerastes (cascavel de
chifres) nas taxas de crescimento de Trypanosoma cruzi e Leishmania donovani.

Nesse estudo, a atividade antileishmania do veneno de C.d.terrificus foi avaliada
apenas com as formas promastigotas, pelo método colorimétrico de MTT. Esse método avalia
0 metabolismo mitocondrial e atividade da cadeia respiratoria das células (Leishmania spp.)
em um Unico tempo. Na Figura 2, a concentracdo de 3,12 pug/mL de veneno apresentou a
maior inibicdo (29%), sendo maior que a observada para a pentamidina (23%), utilizada
como controle positivo.

Fernandez-Gomez e colaboradores (1994) e Borges e colaboradores (2006), acreditam
que alteracOes ultraestruturais causadas nos parasitas por esses venenos envolvem inchaco e
desorganizacdo do cinetoplasto, intensa vacuolizacdo citoplasmatica e alargamento da bolsa
flagelar. Estes autores sugerem ainda que o0s venenos podem afetar a cadeia respiratria
através de esgotamento de ATP em promastigotas e, portanto, estas organelas seriam as
primeiras a sofrer com o tratamento. Passero e colaboradores (2007), relataram a atividade de
venenos crotalicos contra parasitas de L. amazonensis. Os autores estudaram a atividade
antileishmania de trés subespécies do género Crotalus: C. d. terrificus, C. d. cascavella e C.
d. collilineatus, bem como suas fragdes (crotamina, crotoxina, convulxina e giroxina). Com
excecdo do veneno de C. d. collilineatus, os demais venenos (e suas fragdes) inibiram o
crescimento de L.amazonensis. Contudo, apenas as fracbes de C. d. cascavella foram testadas
contra as formas promastigotas deste parasita.

Neste contexto, os resultados deste trabalho mostraram que a concentracdo de
crotamina responsavel pela maior inibicdo de L.amazonensis foi a de 6,25 pg/mL, inibindo
18% dos parasitas. A concentragdo de crotoxina com o efeito antileishmania mais evidente foi

a de 50 pg/mL, que inibiu 28% das promastigotas.
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As toxinas crotamina e crotoxina (fracionadas do veneno de C. d. cascavella) foram
testadas contra as formas promastigotas de L. amazonensis por Passero e colaboradores
(2007). No qual as promastigotas foram incubadas com essas toxinas durante 72 h e ap0s esse
periodo os parasitas vivos foram contados pelo método de contagem direta. O autor afirma
que a Inibicdo de Crescimento de 50% (ICsp) de crotamina foi de 19,9 pg/mL. A crotoxina
apresentou um IC50 consideravelmente superior: 99,8 ug/mL. Contudo, quando as células
ficam incubadas durante mais de 48 h, elas podem ficar mais suscetiveis a morte celular, pela
auséncia de nutrientes em decorréncia da propria metabolizacdo do meio de cultura, o que
poderia facilitar ou induzir involuntariamente a morte das células.

Com base nos resultados obtidos nesse estudo, nao foi possivel calcular o 1Cso porque
as toxinas testadas ndo apresentaram efeito concentracdo-dependente. Além disso, tanto a
crotamina quanto a crotoxina tiveram uma baixa atividade tdxica contra L. amazonensis. Vale
ressaltar que por serem ensaios preliminares em busca da toxina que tivesse o melhor
comportamento para ser encapsulada em um sistema de liberacdo modificada de drogas, essa
atividade foi verificada em apenas 24 h, diferentemente do trabalho realizado por Passero e
colaboradores (2007).

A toxina selecionada para ser encapsulada em sistema de liberagdo modificada de
drogas foi a crotamina, uma vez que apresentou boa interacdo com proteinas do extrato bruto
de L. amazonensis, bem como com as préprias microparticulas de PLGA, pardmetros
analisados pela técnica de Ressonancia Plasmonica de Superficie (RPS). Essa elevada
interacdo da crotamina, tanto com extrato proteico do parasita, quanto com o polimero PLGA
pode ter influenciado nos ensaios de captura das particulas pelos macr6fagos murinos.
Segundo Kerkis e colaboradores (2004), a crotamina é naturalmente um Peptideo Célula
Penetrante (PPC), logo, a incorporacdo desta em um sistema de liberacdo de drogas pode
potencializar sua propriedade de penetracdo, alem de possibilitar liberacdo gradativa da toxina
no interior da célula alvo, quando as microparticulas forem capturadas pelos macréfagos.

O sistema de liberagdo modificada de farmacos utilizado neste estudo consiste na
incorporacdo da molécula bioativa (toxina) em copolimeros de PLGA (Acido Poli Lético co-
Glicdlico). A escala selecionada foi a micrométrica, na qual um lote de microparticulas
controle, ou seja, sem incorporacdo de qualquer molécula foi feito num primeiro momento e,
posteriormente, um segundo lote foi produzido, aquele contendo crotamina microencapsulada.
O didmetro obtido a partir da caracterizagdo desses lotes foi de 1,31 um para microparticulas

controle e 3,09 um para microparticulas contendo crotamina. O didmetro e a incorporagéo de
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bioativos nessas microparticulas sdo importantes para se obter um direcionamento na célula
alvo e maior eficacia da molécula incorporada. Segundo Eldridge e colaboradores (1991),
O’hagan e colaboradores (1993) e Nicolete ¢ colaboradores (2008), as potencialidades para o
uso desses sistemas sdo devido a protecdo do composto a ser administrado, possibilitando
reducdo na quantidade utilizada, aumento da estabilidade dos mesmos in vitro e in vivo e
interacdo com células do Sistema Mononuclear Fagocitico (SMF), uma vez que particulas
com diametro inferior a 10 um sdo fagocitadas de maneira eficiente por macrofagos, o que
pode contribuir para o desencadeamento e/ou modulacdo das respostas imune inata ou
adquirida.

Apo6s a producdo das microparticulas, a taxa de encapsulacdo de crotamina nos
copolimeros foi estimada. Inicialmente foi proposto que 4 mg/mL de crotamina fosse
encapsulado em 100 mg de PLGA. Contudo, apenas 0,13 mg foi encapsulado, ou seja, a taxa
de encapsulacédo foi de 32,5%. Apesar de ter havido uma perda consideravel, a concentracdo
encapsulada ¢ maior que o ICs, da crotamina de C. d. cascavella, obtido por Passero e
colaboradores (2007). Além disso, as microparticulas contendo uma concentragdo menor de
crotamina (que é uma miotoxina) proporciona mais seguranca para a administracdo in vivo da
toxina encapsulada.

Os primeiros testes bioldgicos realizados com as microparticulas foram para avaliar a
atividade antileishmania (em formas promastigotas) da crotamina encapsulada apds 24 e 48 h
de incubacdo. As microparticulas contendo crotamina tiveram praticamente o mesmo efeito
antileishmania nos dois periodos de tempo. Alguns trabalhos tém investigado as atividades
bioldgicas de crotamina encapsulada (como endocitose e terapia anticancer), porém, ainda ndo
foi descrita nenhuma atividade antileishmania de crotamina incorporada em microparticulas
de PLGA. Nesse aspecto esse trabalho € pioneiro e inovador.

As células-alvo utilizadas foram os macréfagos peritoneais de camundongos de
linhagem BALB/C, pois estas células fagocitam as formas promastigotas que se diferenciam
em amastigotas no fagolisossomo das mesmas. Por essa razdo, foi fundamental avaliar a
citotoxicidade da crotamina em solugéo e incorporada em microparticulas sobre estas células.
Foi observado que tanto a crotamina em solugdo quanto encapsulada ndo apresentaram
toxicidade contra macrofagos peritoneais, apos 24 h de incubacdo. Passero e colaboradores
(2007) verificaram que o veneno bruto de C. d. cascavella, bem como, crotamina, nédo
apresentaram efeitos toxicos contra macrofagos da linhagem J774, ap6s este mesmo periodo,

corroborando os resultados obtidos nesse trabalho.
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No ensaio de captura das microparticulas por macrdéfagos peritoneais murinos, a
quantidade de microparticulas capturadas contendo crotamina foi superior a de
microparticulas controle e o Indice Fagocitico teve 0 mesmo comportamento. Hayashi e
colaboradores (2008) verificaram que as células CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary), quando
incubadas com baixas concentracdes de crotamina em solugéo, internalizavam crotamina por
endocitose. Tal fato, corrobora o aumento da fagocitose e do Indice Fagocitico dos
macrofagos murinos, quando estes foram incubados com a crotamina incorporada em
microparticulas.

No contexto dos mediadores inflamatorios produzidos por macréfagos ativados, a
citocina TNF- o € um produto importante para a manutengdo da atividade microbicida nestas
células. Em ensaios in vitro os macrofagos podem ser ativados pelo processo de fagocitose e
produzem citocinas como TNF-o. Esta é capaz de modular a resposta imune inata mediada
por células, aumentando a expressdo da enzima 6Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) para a
producdo do gas Oxido Nitrico (NO), uma molécula pequena, porém responsavel por um
eficiente mecanismo microbicida, dentre outros efeitos.

Diante desse cendario, 0s sobrenadantes das amostras do ensaio de fagocitose das
microparticulas foram coletados e armazenados, para que fosse possivel investigar se 0s
macrofagos haviam sido ativados ap6s a captura das microparticulas. E foi observado que as
microparticulas contendo crotamina encapsulada, bem como a toxina em solugdo foram
capazes de produzir niveis elevados desta citocina.

Cruz e colaboradores (2005) incubaram macrofagos peritoneais com 10 pg/mL de
veneno de C. d. terrificus e observaram nestas células grandes vacuolos, projecbes de
membrana, integridade da membrana plasmatica e perfis de mitocondrias bem preservados,
caracteristicas de boa viabilidade celular. I1sso pode explicar a viabilidade de macrofagos
observados no ensaio de citotoxicidade pelo método de MTT citado anteriormente, pois o
mesmo avalia atividade do metabolismo mitocondrial da célula.

No que se refere ao ensaio de fagocitose e dosagem de TNF-a, estes autores também
sugeriram que o aumento do namero de vacuolos durante a estimulacdo com o veneno foi,
provavelmente, devido ao aumento da exocitose das proteinas inflamatérias, o que poderia ser
detectado nos sobrenadantes das culturas estimuladas. Além disso, os autores verificaram que
a exposicdo dos macrofagos ao veneno de C. d. terrificus aumentou a produgdo de TNF-a.
Esses fatos corroboram os resultados obtidos nesse estudo, uma vez que foi verificado

aumento dos niveis desta citocina quando os macréfagos foram incubados com crotamina
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encapsulada e também em solugdo. Vale ressaltar que os niveis de TNF-o detectados na
amostra contendo crotamina em solugdo foram superiores aos observados para a crotamina
encapsulada. Isso sugere que a ativacdo desencadeada pela crotamina em solucdo gera uma
resposta exacerbada nos macréfagos, o que poderia levar ao extravasamento de outros
mediadores inflamatérios na matriz extracelular, causando dano tecidual. Isso justifica a
importancia de se encapsular a crotamina, pois uma vez incorporada no sistema
microparticulado, a crotamina é liberada gradativamente no interior da célula, minimizando os
riscos de exacerbacdo da resposta e aumentando a seguranca para a administragéo in vivo.

Segundo Pereira (2011), os peptideos que apresentam capacidade de se translocar em
membranas celulares e entrar nas células sdo chamados Peptideos Célula Penetrante (PPC).
Esses PPCs variam em relacdo ao tamanho da sequéncia de aminoacidos e da carga de
superficie, que geralmente incluem sequéncias curtas e catidnicas ou anfipaticas, ricas em
residuos de aminoacidos basicos, tais como, arginina e lisina. Na maioria dos casos, 0s PPCs
conttm um dominio de translocagio de membrana e/ou uma sequéncia de
compartimentalizacdo celular ou ambos.

O fato da crotamina ser classificada como um PPC e poder interagir com as estruturas
intracelulares de forma mais acentuada explica os resultados observados nesse trabalho, nos
quais, macrofagos contendo crotamina encapsulada e em solugio apresentaram um indice
Fagocitico superior ao observado para as microparticulas controle. 1sso sugere que mesmo em
baixa concentracdo de crotamina — foi estimada concentracdo de liberacdo intracelular das
particulas como sendo entre 50 e 60 pg/mL-— a propriedade célula penetrante de crotamina foi
mantida, sendo capaz de promover 0s eventos intracelulares observados, aumentando a
fagocitose e os niveis da citocina TNF-a.

Neste cenéario, Cruz e colaboradores (2005) verificaram que particulas internalizadas
por macrofagos e outras células fagociticas na presenca do veneno de C. d. terrificus levaram
a geracdo de vacuolos fagociticos. Uma tipica caracteristica de tais vacuolos é seu
amadurecimento progressivo ao longo da via endocitica, levando a fusdo com endossomas e
em Ultima instancia, com os lisossomos, onde o material ingerido € degradado. Além disso, 0s
autores observaram a presenga de vactolos apds exposicdo a 10 pg/mL do veneno. Nesse
trabalho, o resultado obtido no experimento com a crotamina encapsulada sobre as formas
amastigotas mostrou que a inibicdo dessas formas foi superior a de amastigotas incubadas
com a crotamina em solucdo. Tal fato sugere que as microparticulas contendo crotamina,

guando capturadas, ativam 0s mecanismos microbicidas de macréfagos, que por sua vez
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produzem mediadores inflamatdrios, como por exemplo, 0 TNF-a, que induz a produgdo de
oxido nitrico, o que promove o fendmeno denominado “burst oxidativo” e consequentemente,
a resolucéo da infeccéo.

Os fendmenos celulares observados mediante exposicdo dos macréfagos as
preparagdes contendo crotamina sugerem que apesar da crotamina encapsulada e em solucéo
ndo terem apresentado significativa reducdo no processo de morte das formas amastigotas
intracelulares, por outro lado, promoveram de forma significativa a ativacdo macréfagos,
induzindo a producdo da citocina inflamatéria TNF-o, essencial para a manutencdo dos
mecanismos microbicidas dos macrofagos infectados com L. amazonensis.

Segundo Vieira e colaboradores (2006) a crotamina é uma neuro e miotoxina, 0
quadro clinico mais evidente e caracteristico por ela induzido € a intensa paralisia flacida dos
membros posteriores em aproximadamente 10 min quando administrada por via
intraperitoneal (20p1g/25g) e menos de 1 min quando administrada por via intravenosa
(519/25¢g). Os autores também verificaram que varios farmacos, inclusive aqueles descritos
como antagonistas de crotamina em diafragma isolado de rato ndo foram eficientes em
reverter seu efeito in vivo.

Os resultados aqui obtidos reforgam a importancia da seguranga na administragdo in
vivo dessa toxina, especialmente quando incorporada em um sistema de liberacdo modificada
de farmacos. Esse sistema microparticulado pode direcionar a crotamina as células e seus
compartimentos alvo, por exemplo, os macrofagos e os fagolisossomos, sendo liberada
gradativamente no ambiente intracelular, favorecendo os mecanismos microbicidas para o
controle da replicacdo de L. amazonensis. Tal abordagem permitird estudos futuros
envolvendo o emprego da crotamina encapsulada associada a farmacos utilizados na

quimioterapia da leishmaniose cutanea como terapia alternativa ou complementar da infecgao.
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6. CONCLUSAO

O veneno bruto de C. d. terrificus e as toxinas crotamina e crotoxina apresentaram

baixa atividade antileishmania, avaliada pelo método colorimétrico de MTT.

A fracdo crotoxina ndo apresentou afinidade e/ou interacdo com as proteinas do
extrato proteico de L. amazonensis e apresentou baixa afinidade pelas microparticulas de
PLGA. Por outro lado, a crotamina apresentou afinidade e/ou interacdo com as proteinas
presentes no extrato proteico, além de também apresentar uma elevada interagdo com o
polimero de PLGA.

As microparticulas de PLGA contendo crotamina apresentaram taxa de encapsulacéo
de 32,5%, bem como forma esférica e superficie regular. Além disso, as microparticulas ndo

apresentaram toxicidade contra macréfagos peritoneais murinos.

As microparticulas contendo crotamina apresentaram perfis similares de inibicdo das

formas promastigotas de L. amazonensis, tanto em 24 quanto em 48 h.

No ensaio de captura das microparticulas por macrofagos peritoneais, a quantidade de
microparticulas contendo crotamina capturada foi superior a de microparticulas controle. O

Indice Fagocitico apresentou comportamento semelhante.

As microparticulas contendo crotamina foram capazes de ativar macrdfagos,

resultando na producéo de niveis elevados da citocina inflamatdria TNF-a.

No ensaio de fagocitose de L. amazonensis, 0s macrofagos que capturaram as
microparticulas contendo crotamina, ndo apresentaram uma reducdo significativa no processo

de morte das formas amastigotas.
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ANEXO A

EPATRO
INSTITUTO DE PESQUISAS
o EM PATOLOGIAS TROPICAIS

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
INSTITUTO DE PESQUISAS EM PATOLOGIAS TROPICAIS

Rua da Beira, 7671 BR364 Km 3,5, CEP 78912-000, Porto Velho, RO, Brazil
Telefone: (55) (69) 3219-6010 - Fax: (55) (69) 3219-6000

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo projeto 2012/6 registrado sob no 2012/6 na folha 11 do livro 1 da
Comissgo de ética no uso de Animais do IPEPATRO (CEUA IPEPATRO), sob a responsabilidade do Dr.
Roberto Nicoiete coordenador do projeto intitulado: “Micro/nanoparticulas biodegradaveis
funcionalizadas com toxinas animais: caracterizaciio e aplicacio mo tratamento da leishmania
cutinea”, estd de acordo com os Principios Eticos de Experimentacio Animal (COBEA) e foi aprovado

pela Comissdo de ética no uso de Animais do IPEPATRO (CEUA IPEPATRO), em 16 de outubro de
2012.

Porto Velho, 16 de outubro de 2012.

Relatores: } ,,/\*

- Dra. Juliana Pavan Zuliani (Presidente CEUA IPEPATRO)
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-Ms. Luiz Herman Soares Gil
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ANEXO B

Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia

Edicao 2012

CERTWICANO

Certificamos que__Sharen Keow. Arogdie macde
participou do(a) I meerifo ole A - 00 _wm Sasicls

com carga horaria de ok horas, realizado(o) em

J9 /__oudtidne de 2012, por ocasido da IX Semana Nacional de

Ciéncia e Tecnologia.

- (AH e randi

Dr. Rodrigo Guertho Stibeli
Diretor PRO96/2009
Fiocruz Ronddnia
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ANEXO C

"92“ Worldleish5  CERTIFICATE

Porto de Galinhas, Permaumbuco, Brazl,
May 13th to 17th 2013

We hereby certify that SHARON ROSE ARAGAO MACEDO; AMALIA DOS SANTOS
FERREIRA; NEUZA BIGUINATI DE BARROS; ROBERTO NICOLETE participated in the
FIFTH WORLD CONGRESS ON LEISHMANIASIS - WORLDLEISH 5 - by presenting the work
entitled BIODEGRADABLE MICROPARTICLES FUNCTIONALIZED WITH ANIMAL TOXINS:
CHARACTERIZATION AND POTENTIAL APPLICATION IN THE TREATMENT OF
CUTANEOUS LEISHMANIASIS in the POSTER sessions - convened from 13th to May 17th,
2013, at Porto de Galinhas, PE, Brazil.
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Sinval P. Brandio Filho Carlos H. N. Costa Claude Pirmez Jeffrey J. Shaw
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Promoters
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ANEXO D

XVIII Internatio .
Congress forl roj the Brazilian Mha;.‘ic!y
— N‘Q'(‘i{,‘ill’&' and Mal ) é}?"“i}g@':@gi ﬁiiﬁf‘(litillc

XXVIII Brazilian Annual Meeting of Applied Research on Chagas Disease, XVI Brazilian Annual Meeting of Applied Research on Leishmaniasis and

oress of

Con

11l Latin American Congress on Travel Medicine

Cantanhede. LM: Silva-Janior. CT7; Ito, MM: Custodio. MGE: Alves, PH: Aragao-Macedo, SR:

Nicolete, R: Salcedo, IMV: Garrido, LM; Pescarini, JM: Krieger, H: Ferreira, RGM
nternation: ) 1 ( e and Malaria and XLVIII

ongress of the Brazil S5 1 1 September

23 to 27,

~

2012, a5 Poster Presentation: Detection of the Leishmaniavirus in patients with cutaneous and

mucocutaneous leishmaniasis in Rondonia. Western Amazonian region
Henr Ne
Ministério da Saide
FIOCRUZ
Fundagio Oswaldo Cruz

Fiocruz Rondénia C ARES

Certificamos que Sharon Rose Macedo
apresentou o trabalho Biodegradable microparticles functionalized with
crotamine isolated from Crotalus durissus terrificus as experimental
therapy in cutaneous leishmaniasis durante a realizagdo do | Simpésio de
Nanobiotecnologia de Rondénia e do Il Encontro de Pés-Graduagao em
Saude de Rondénia, realizado no periodo de 22 a 25 de outubro.

Porto Velho, 25 de outubro de 2013.
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Andreimar Martins Soares Carla Freire Celedénio Fernandes
Coardenador da Comiss&o Organizadora Vice-diretora de Ensino, Comunicacdo
e Informac&o - Fiocruz Ronddnia
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