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Apresentacgao

Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatorio capaz de infectar
e se replicar em qualquer célula nucleada de mamiferos e aves. E o agente
etiologico da doenga toxoplasmose, infectando cronicamente aproximadamente
um terco da populagdo mundial. E uma das infecgdes parasitarias mais comuns
ao homem e a outros animais homeotérmicos. Na maioria dos adultos a
toxoplasmose €&  assintomatica, porém em  alguns individuos
imunocomprometidos causa grande morbidade e mortalidade.

As fosfolipases A, catalisam a hidrolise de fosfolipideos, liberando como
produtos acidos graxos livres e lisofosfolipideos. As fosfolipases das pegonhas
de serpentes sdo amplamente estudadas devido a variedade de seus efeitos
farmacoldgicos como neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, ativacédo
ou inibicdo da agregacao plaquetaria, anticoagulacdo, edema, convulsio,
hipotensdo, dentre outras. Fosfolipases A, de peconha de serpente vem
demonstrando um potencial terapéutico e antiparasitario em varios parasitas, e
por isso o presente trabalho buscou investigar os efeitos de uma fosfolipase A,
isolada da peconha de Bothrops pauloensis em Toxoplasma gondii.

Essa dissertacao foi elaborada de acordo com as normas da Pods
graduagdo em Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia,
sendo o capitulo 1 constituido de uma fundamentagao tedrica, ou seja, um breve
levantamento bibliografico sobre o assunto estudado. O capitulo 2 foi escrito em
formato de artigo a ser enviado a uma revista internacional indexada, abordando,
sobretudo os métodos utilizados, os resultados e sua discussdo. O trabalho
descreve a agdo de uma fosfolipase Lys49 denominada BnSP-7 purificada da

peconha de Bothrops pauloensis sobre Toxoplasma gondii.



Capitulo 1:

Fundamentacao teodrica



1.1 - Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozoario parasito intracelular obrigatorio,
importante patdégeno oportunista em diversos hospedeiros. E capaz infectar
aves, mamiferos e humanos, e ainda tem a capacidade de se multiplicar na
maioria das células desses hospedeiros (DUBEY, 1993; LAVINE e
ARRIZABALAGA, 2009). Isto justifica sua ampla distribuicdo e elevada soro-
prevaléncia. Sendo um dos mais abundantes parasitos eucariontes em humanos
(TENTER et al.; 2000).

Toxoplasma foi descoberto por Splendore em 1908, em um coelho de
laboratério em Sao Paulo, Brasil, e na mesma época por Nicolle e Manceaux em
um roedor africano, o Ctenodatylus gondii (NEVES, 2004). A designacéo do
parasita é devido a sua forma arqueada, originada do grego onde toxon significa
arco (BLACK e BOOTHROYD, 2000) e também do nome desse roedor
(Cterodactylus gondii) onde o parasita foi isolado.

T. gondii faz parte do filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse
Coccidia, ordem Eucoccidia e familia Sarcocystidae (REY, 2001). O filo
Apicomplexa € um dos mais importantes grupos de parasitas protistas
responsaveis por doengas humanas e animais (BESTEIRO, 2012). Neste filo,
estdo incluidos diversos patdogenos de importancia médica e veterinaria, como
Plasmodium spp (agente causador da malaria), Cryptosporidium spp (causador
de diarreias graves em imunocomprometidos), Eimeria spp (causador da
coccidiose em aves) e Besnoitia sp, Babesia bovis e Theileria spp (parasitos de
gado) (SOUZA et al;. 2010). Por isso o estudo e a busca por novas estratégias
para combater esses parasitas estdo constantemente sendo exigidas
(BESTEIRO, 2012).

Os parasitos pertencentes ao filo Apicomplexa apresentam caracteristicas
comuns, como a presenga de um complexo apical composto por organelas, tais
como roptrias, micronemas e conoide. Os micronemas e roptrias sdo organelas
secretoras responsaveis pela mobilidade do parasito, adesao e invasao da célula
hospedeira (CARRUTHERS, 1999; MORRISSETE e SIBLEY, 2002). (Figura 1)
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Figura 1: Morfologia geral da forma taquizoita de Toxoplasma gondii. Representagao
esquematica. Fonte: (Souza et al., 2010)

T. gondii possui trés formas evolutivas conhecidas: taquizoitas,
bradizoitas e esporozoita (KAWAZOE, 2005). Os taquizoitas representam a
forma de multiplicagdo rapida do parasito na célula hospedeira (MONTOYA,;
LIESENFELD, 2004). Apresentam forma em “arco” ou “meia lua” que, por vezes
torna-se arredondada. Medem de 4 a 7 por 2 a 4 um de diametro, sendo sua
extremidade anterior mais afilada do que a posterior (SILVA et al., 2006). Seu
nucleo, na maioria das vezes, € semicentral, localizado na metade posterior. Sao
vulneraveis aos fatores de defesa do hospedeiro e, por isso, sdo estudados como
alvos preferenciais para a escolha, agdo e desenvolvimento de medicamentos
(KIM e WEISS, 2004; RADKE et al., 2006). Sao vistos na fase aguda da infecgéo
distribuida pelo sistema circulatério e tem a capacidade de infectar varios tecidos
(REMINGTON et al., 2001; NISHIKAWA et al., 2008, TENTER, 2009).

Os bradizoitos sdo organismos de proliferagao lenta ou de repouso nos

cistos do Toxoplasma (devido a pressao imposta pela resposta imune) e se
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desenvolvem durante a infecgdo cronica (NEVES, 2004). Tais cistos podem ter
tamanho variavel; os jovens podem medir 5 ym, possuindo 4 bradizoitas; os
cistos mais velhos podem ter até 100 um e conter centenas de bradizoitas em
seu interior (DUBEY et al., 1998). Podem estar presentes em qualquer tecido do
hospedeiro, porem sdo mais frequentes nos musculos esquelético e cardiaco,
tecido nervoso e regido ocular (MONTOYA e LIESENFELD, 2004; NISHIKAWA
et al., 2008; SKARIAH et al., 2010). Intacto, o cisto pode persistir no hospedeiro
sem causar nenhum dano, representando reservatorio da infecgcio. A ruptura de
elevado numero de cistos provoca a liberacdo dos bradizoitas e que
posteriormente ocorrera a diferenciagcdo para taquizoita que proliferardo na
vigéncia de imunossupressdo (REMINGTON et al., 2001; ELSHEIKHA, 2008).

Ja os esporozoitas estdo presentes dentro dos oocistos liberados nas
fezes de felideos e correspondem as formas infectantes oriundas do processo
de reproducdo sexuada do parasito encontrada no ambiente podendo
contaminar agua, solos e alimentos (AMENDOEIRA, 1995; MONTOYA;
LIESENFELD, 2004).

1.2 - Ciclo de vida

Toxoplasma gondii é um protozoario € considerado um dos patégenos
mais bem sucedidos do mundo (BLADER e KOSHY, 2014). Varios fatores
contribuem para esse sucesso, incluindo um complexo ciclo de vida em que o
parasita pode se propagar de maneira eficiente e rapida dentro de hospedeiros
definitivos e hospedeiros intermediarios e ser disseminado por meios verticais e
horizontais (KIM e WEISS, 2004). Possui um ciclo de vida facultativamente
heteroxeno e infecta, todas as espécies de animais homeotérmicos como aves
e mamiferos, inclusive o homem (SILVA et al., 2003). Os gatos domeésticos e
outros felideos s&o os unicos hospedeiros definitivos, mas muitas espécies de
vertebrados servem como hospedeiros intermediarios (MARTINS e VIANA,
1998; HILL et al., 2005).

Seu ciclo de vida é dividido entre infecgdes em felinos e nao felinos, que
estdo relacionadas com a replicacdo sexuada e assexuada desse parasita,
respectivamente (BLACK e BOOTHROYD, 2000). Ao ingerirem cistos teciduais,
oocistos maduros ou taquizoitas, os hospedeiros definitivos de T. gondii
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pertencentes aos géneros Felix e Lynx, se contaminam, dando inicio assim ao
ciclo sexuado no epitélio intestinal desses animais (REY, 2001; KAWAZOE,
2005). Apos a ingestéo de cistos teciduais pelos felideos, a parede do cisto é
rompida por enzimas proteoliticas gastricas e bradizoitas sao liberados,
penetrando nas mucosas do estdmago e/ou intestino delgado.

Estes bradizoitas multiplicam-se assexuadamente dando origem a
merozoitos no interior do vacuolo parasitoforo. Os merozoitos, entdo, darao
origem aos gametas masculinos e femininos. O gameta feminino é fecundado
pelo masculino e apés a fertilizagcdo, a formagao da parede do oocisto € iniciada
em volta do gameta fertilizado, ocorrendo a liberagcdo dos mesmos no lumen
intestinal através da ruptura das células epiteliais intestinais e eliminagado nas
fezes dos felideos. Durante a infecgdo aguda alguns milhées de oocistos sao
eliminados nas fezes dos gatos por 7 a 21 dias (MONTOYA e LIESENFELD,
2004).

Uma vez eliminado, os oocistos levam de 1 a 5 dias para amadurecerem
tornando-se altamente infectante através da esporulacdo e sobrevivem no
ambiente por meses e possivelmente anos. Os oocistos esporulados possuem
dois esporocistos com quatro esporozoitas cada (DUBEY et al., 1998; BLACK e
BOOTHROYD, 2000.; JEFFREY et al., 2005; MOURA et al., 2009). A ingestéao
de oocistos maduros presentes no solo, agua e alimentos; ingestao de cistos
teciduais em carnes cruas ou mal cozidas, por qualquer animal homeotérmico,
se tornara um hospedeiro intermediario para o ciclo assexuado do parasita.
(MONTOYA e LIESENFELD, 2004; JEFFREY et al., 2005; DUMETRE et al.,
2008).

Os esporozoitos que sdo liberados a partir dos oocistos irdo infectar o
epitélio intestinal e diferenciar-se no estagio de taquizoito. O estagio de
taquizoito define a forma de crescimento rapido do parasita encontrada durante
a fase aguda da toxoplasmose (BLACK e BOOTHROYDE, 2000). Os taquizoitos
replicam dentro de uma célula por um tempo de procriagdo de 6 a 8 horas (in
vitro) até romperem a célula e sairem para infectar células vizinhas, usualmente
apos 64 a 128 parasitas terem se acumulado na célula (RADKE e WHITE, 1998).
Assim, depois de seguidas replicagdes, as células hospedeiras sdo rompidas e

os taquizoitos sdo disseminados através da corrente sanguinea e infectam



muitos tecidos, incluindo SNC, olhos, musculos cardiacos e esqueléticos e
placenta.

Os taquizoitos sao transformados em bradizoitos mediante as pressdes
da resposta imune para formar cistos. Os bradizoitos persistem dentro dos cistos
durante a vida do hospedeiro. Eles s&o morfologicamente idénticos aos
taquizoitos, mas multiplicam-se lentamente. Os cistos contém centenas de
milhares de bradizoitos e se formam dentro de células cerebrais, musculos
cardiaco e esquelético dos hospedeiros, 0 que caracteriza a fase cronica da
toxoplasmose (MONTOYA e LIESENFELD, 2004).

Diante da ingestédo desses cistos presentes em carne crua ou mal cozida
de hospedeiros, os bradizoitos irdo infectar o epitélio intestinal do préximo
hospedeiro susceptivel e diferenciar-se novamente em estagio de taquizoito
para completar o ciclo assexuado. Se a ingestao desses cistos for pelo gato, os
bradizoitos podem se diferenciar em estagios sexuais, completando assim
totalmente seu ciclo de vida (BLACK e BOOTHROYD, 2000) (Figura 2).

Figura 2: Representagédo esquematica do ciclo de infectividade do parasita toxoplasma
gondii. 1- Oocistos esporulados séo eliminados nas fezes do gato; 2 - Hospedeiros

intermediarios na natureza (incluindo aves e roedores) podem ser infectados apds
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ingerir agua ou material vegetal contaminado com oocistos; 3- Oocistos transformam
em taquizoitos logo apos a ingestdo. Estes taquizoitos localizam em tecido neural e
muscular e se desenvolvem em tecidos bradizoitos; 4- Gatos sdo infectados apds o
consumo de hospedeiros intermediarios que abrigam cistos teciduais; 5 - Animais
criados para consumo humano e de caga selvagem também podem ser infectados com
cistos teciduais apds a ingestdo de oocistos esporulados no ambiente; 6- Os seres
humanos podem ser infectados ao comerem carne mal cozida de animais que abrigam
cistos teciduais; 7 — Humanos podem consumir alimentos ou agua contaminada com
fezes de gato ou por amostras ambientais contaminadas; 8 - Transfusao de sangue e
transplante de orgéos; 9 - Transmissao transplacentaria; fonte:

http://www.cdc.gov/parasites/toxoplasmosis/biology.html (adaptado).

1.3 - Resposta Imune

Para analisarmos o sucesso de qualquer parasita deve-se, além de
qualificar os disturbios que ele causa a um hospedeiro, mas a sua capacidade
de adaptagédo e integragcdo ao ambiente do hospedeiro. Toxoplasma, assim
como outros parasitas pertencentes ao filo Apicomplexa como: Plasmodium
(malaria) e Cryptosporidious (criptosporidiose) desfrutam de um estilo de vida
intracelular livre de muitas repostas do sistema imune do hospedeiro, com as
quais outros microorganismos extracelulares se deparam. Isso se deve ao
sucesso com que eles entram na célula alvo e evitam as defesas do hospedeiro
como acidificagdo ou hidrolases endolisossomais (CARRUTHERS e
BOOTHROYD, 2007).

Os vertebrados desenvolveram ao logo dos milhares de anos de evolugéo
muitas defesas diferentes contra os patdgenos, e assim como os vertebrados a
maioria dos protozoarios também evoluiu mecanismos para escapar das
consequéncias das respostas do sistema imune de seus hospedeiros (PINON et
al., 2001; TIZARD et al., 2002). Delicadas adaptagcbes do parasito com o
hospedeiro asseguram a sobrevivéncia do parasito sem induzir doenga no
hospedeiro (TENTER et al., 2000; LANG et al., 2007). T. gondii por ser um
parasita intracelular obrigatorio depende desse balango da sua interagdo com
seus hospedeiros intermediarios, tornando possivel uma interagdo de longa

duragao para a sua sobrevivéncia.



A imunidade celular é considerada um componente chave na resposta
imune do hospedeiro, uma vez que é responsavel pelo controle da replicagao de
T. gondii (SCHLUTER et al., 1991). O controle da infecgdo é o resultado de
mecanismos complexos que envolvem elementos da resposta imune inata e
adaptativa. A resposta imune inicial ou inata envolve a participacdo de
macrofagos, ceélulas dendriticas e células Natural Killer (NK), além de outras
células de natureza ndo hematopoiética (HAUSER et al., 1983). Essas células
constituem a primeira linha de defesa contra o parasito durante a fase inicial da
infeccdo (SHER et al., 1993; GAZZINELLI et al., 1993). A citocina IL-12,
produzida por macrofagos, neutrofilos e especialmente por células dendriticas -
é crucial para indugédo de uma resposta imunologica contra T. gondii, que resulta
na diferenciagao e expansao clonal de células de perfil Th1.

Células Th1 secretam IFN-y, TNF-a e TNF-3 e IL-2 que ativam reagdes
mediadas por células. Células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, que
favorecem a producdo de anticorpos (CHERWINSKI et al., 1987). Células NK
também secretam IFN-y e parecem agir em sinergismo com os macrofagos na
imunidade inata (HUNTER et al.,1994).

A ativacdo de macrofagos por IFN-y induz suas atividades microbicidas
que incluem mecanismos oxidativos e n&o oxidativos (PFEFFERKON et al.,
1986; DING et al., 1988; HUGHES, 1988; LANG et al., 2007; HESELER et al.,
2008). IFN-y é a principal citocina envolvida no controle da infecgéo por T. gondii
(SUZUKI et al., 1988), e alem da ativagdo dos mecanismos microbicidas de
macréfagos como ja descrito, possui muitas outras atividades biologicas, dentre
elas a promog¢ao da citotoxicidade de linfécitos TCD8+ (MCCABE et al., 1984), a
conversao de taquizoitas em bradizoitas e, ao mesmo tempo, a prevengao da
ruptura dos cistos teciduais, impedindo a reativagao do parasito no hospedeiro
(BOHNE et al., 1993; SKARIAH et al., 2010).

Isto leva a ativagao células efetoras a controlar a replicagao intracelular
do parasito, ou eventualmente causa destruicdo de T. gondii (YAP e SHER,
1999). Portanto, IFN-y e outras citocinas, tais como TNF-a, IL-6 e IL-1 agem em
sinergismo na indugcdo de uma resposta imunologica adequada contra T.gondii
(SIBLEY et al., 1991).



Um balancgo preciso na producao entre citocinas pré e anti-inflamatérias,
entre as quais podemos destacar: IL-12 e IL-10 respectivamente s&o essenciais
para o controle da infecgao por Toxoplasma (ALDEBERT et al., 2007). Durante
a fase aguda da infecgdo, a interleucina 12 (IL-12), a qual é secretada por
macrofagos, parece desempenhar o principal papel anti-Toxoplasma. A IL-12 é
também essencial na fase crbnica da infeccdo, quando é responsavel pela
manutengao da resposta imune em longo prazo (FILISETTI e CANDOLFI, 2004).

De um modo geral, a resposta imune do hospedeiro contra T. gondii &
tipicamente celular e pro-inflamatéria, caracterizada pela alta produgdo de
citocinas inflamatérias que ativam células fundamentais no controle da infecgao.
Os anticorpos desempenham um papel secundario no controle da infeccao por
T. gondii, no entanto sdo importantes no estabelecimento de diagnostico
sorolégico para a doenga (GROSS et al., 2004; PETERSEN, 2007).

Apesar dessas elaboradas estratégias executadas pelo sistema imune, T.
gondii apresenta inumeros mecanismos capazes de regular a resposta imune do
hospedeiro, no intuito de escapar da resposta e manter-se viavel nas células
hospedeiras (DENKERS, 2003). T. gondii € capaz de modular a resposta
imunologica por estimular citocinas pro e anti-infamatorias. A secregao de IL-10
induzida por ele, por exemplo, pode desativar macrofagos e, consequentemente,
diminuir a atividade microbicida pela diminuigdo da produgéo de IFN-y, facilitando
assim, a sobrevivéncia intracelular do parasito (BOGDAN e NATHAN, 1993).

Outra via de modulacéo por T. gondii envolve o controle da apoptose das
células hospedeiras. A apoptose é crucial por regular a resposta imunolégica
(KRAMMER, 2000). Por ser ele um parasito intracelular obrigatorio, ndo é
interessante que a célula hospedeira sofra danos a ponto de provocar uma morte
celular, o que impossibilitaria 0 desenvolvimento do parasita. Assim, o parasita
modula a apoptose da célula hospedeira 0 que pode ser critico para o curso da
infeccdo (LUDER e GROSS, 2005).

1.4 - Toxoplasmose

A toxoplasmose é a protozoonose causada por T. gondii € € uma das
zoonoses com maior difusdo mundial, possui grande importédncia na saude

publica e acredita-se que cerca de 500 milhdes de pessoas em todo mundo
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apresentam reagdo sorologica positiva para o parasito (MONTOYA e
LIESENFELD, 2004; ELSHEIKHA, 2008; MAROBIN et al., 2004), mas sua
incidéncia € maior em areas tropicais e diminui com o aumento da latitude
(PETERSEN, 2007).

A infeccdo € comum na América Central e do Sul, 50-80% dos individuos
sdo soropositivos para anticorpos IgG contra T. gondii, e um estudo no Brasil
encontrou que a soroprevaléncia é alta, variando de 49,2% para 91,6%, em
populagdes com piores condi¢gdes socioeconbmicas (BAHIA-OLIVEIRA et al.,
2003; PETERSEN, 2007).

Soroprevaléncias muito altas (36-92%) foram encontradas em mulheres
gravidas no Brasil. Estes dados indicam que a soroprevaléncia de T. gondii em
criangas e em mulheres gravidas € um dos mais elevados do mundo (DUBEY
and BEATTIE, 1988; TENTER et al., 2000; DUBEY, 2010). Até 32% das criangas
0-5 anos, 19,5-59% das 6-10 anos de idade, e 28,4-84% das 11-15 anos de
idade no Brasil eram soropositivas. Os dados indicam que, em certas areas,
aproximadamente 50% das criangas pré-adolescentes tinham sido expostas ao
parasita.

A razao para a diferenca na prevaléncia da toxoplasmose no mundo €&
atribuida a varios fatores, tais como o consumo de carne crua ou mal cozida,
condigéo socioecondmica, condigdes climaticas, habitos higiénicos e culturais e
fatores genéticos do hospedeiro (MONTOYA e LIESENFELD, 2004; BOYER et
al., 2005; PETERSEN, 2007; ELSHEIKHA, 2008). A doenga pode causar
importantes alteragées neonatais, lesdes oculares, microcefalia, hidrocefalia,
calcificagcdes cerebrais, alteracbes psicomotoras e retardo mental, tornando a
infeccdo primaria na gestante e, consequentemente a infeccdo do feto por via
transplacentaria, considerando o aspecto mais grave da toxoplasmose humana
(LUCAS et al., 1998).

Quase todas as espécies de animais homeotérmicos sao susceptiveis ao
protozoario T. gondii (ainda que em diferentes graus). A toxoplasmose foi
comprovada em todas as areas zoogeograficas em cerca de 200 espécies de
mamiferos e em muitas espécies de aves (HILL et al., 2005). Nos animais, a
toxoplasmose adquire importancia, principalmente porque quando esses sao
infectados servem de fonte direta ou indireta de infeccdo ao homem, além de

causar danos diretos aos animais de interesse econémico e de estimagdo. O
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parasito se deposita na musculatura e pode infectar o homem pela ingestao de
carne crua ou mal cozida (OLIVEIRA et al., 2001).

O curso da doenca se da em dois estagios: fase aguda onde ha um
predominio de taquizoitas, que se multiplicam rapidamente e invadem novas
células provocando algumas manifestagbes clinicas como febre, dor de
garganta, linfadenopatia, mialgia, astenia, cefaleia e coriorretinite, que podem
ocorrer; e a fase cronica onde ha o predominio de cistos teciduais contendo
bradizoitas no seu interior, e a resposta imunolégica do hospedeiro contra o
parasito torna-se mais eficaz, devido a imunidade adaptativa. Na toxoplasmose,
em pacientes imunocomprometidos (HIV positivos, pacientes em tratamento
quimioterapico, individuos transplantados ou individuos com doengas auto-
imunes) a manifestacdo da doenga quase sempre ocorre como resultado da
reativacdo de cistos pré-existentes. Neste contexto, os bradizoitas voltam ao
estagio de taquizoitas, podendo levar o paciente a Obito (MONTOYA e
LIESENFELD, 2004).

Manifestagbes clinicas e gravidade da doenga estdo diretamente
relacionadas com interagbes entre parasito e hospedeiro, o que inclui:
quantidade e via de in6culo, imunidade, viruléncia da cepa, gendtipo, idade e
integridade de mucosas e barreiras epiteliais do hospedeiro (RONMAN et al.,
2006). Toxoplasma gondii € capaz de infectar uma grande variedade de tipos
celulares, incluindo células epiteliais e células do sistema fagocitario (JOINER e
DUBREMETZ, 1993). A invasao celular ativa leva cerca de 15 a 20 segundos,
em que envolve o processo de reconhecimento, adesdo e mecanismos de
defesa.

A infecgcdo pelo parasito é assintomatica na maioria dos adultos e
criangas, sendo que apenas aproximadamente 10% dos casos apresentam
sintomas nao-especificos que raramente precisam de tratamento (MONTOYA e
LIESENFIELD, 2004; DUBEY e JONES, 2008). No entanto, a doenga é
considerada um problema de saude publica, pois desenvolve um quadro
preocupante em pacientes imunocomprometidos (por exemplo, pacientes com
AIDS ou aqueles submetidos a terapia de droga imunossupressora para o cancer
ou para o transplante de 6rgéos) e em casos de infeccdo congénita. A infeccéo
pelo Toxoplasma gondii pode causar complicagdes graves, como encefalite
necrosante, pneumonite e miocardite (BARBOSA et al., 2007; CARRUTHERS e
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SUZUKI, 2007; NOVOSELOQV et al., 2007), até mesmo a morte (CASTILHO-
PELLOSO et al, 2007; YUAN et al., 2007).

O tratamento atual para toxoplasmose aguda exige uma abordagem
combinada, que utiliza Pirimetamina e Sulfadiazina, ambos inibidores de folato.
Em certas circunstancias, Clindamicina, um inibidor de sintese de proteinas,
pode também ser indicado. No entanto, os farmacos atualmente disponiveis tém
uma variedade de efeitos colaterais incluindo a intolerancia (MONTOYA e
LIESENFELD, 2004). A terapia Antifolato é normalmente mal tolerada ou causa
reagbes alérgicas nos pacientes (CARRUTHERS, 2006), e também ja foi
relatado a resisténcia a alguns dos farmacos classicos de tratamento em T.
gondii (BAATZ et al., 2006) bem como outros apicomplexas como o Plasmodium
falciparum notavelmente resistente a Pirimetamina (MITA et al., 2009). Portanto,
€ importante descobrir novos medicamentos ou ferramentas que possibilitem a

descoberta de possiveis alvos capazes de atuar sobre o parasita.

1.5 — Peconhas ofidicas

Venenos animais, sobretudo as peconhas ofidicas tém sido alvo de varios
estudos que demonstram o seu potencial terapéutico (PASSERO et al., 2008;
COSTA et al, 2008; FERNANDEZ et al., 2010; CARREGARI et al., 2012;
NUNES et al.,, 2013; CASTANHEIRA et al., 2015; de MOURA et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2015)

As peconhas das serpentes sao provavelmente, as mais complexas de
todas as pegonhas animais conhecidas, contendo 20 ou mais componentes
diferentes, sendo que mais de 90% do seu peso seco corresponde a proteinas,
com uma grande variedade de enzimas (CALVETE et al., 2007). Contudo, sua
composic¢ao pode diferir de um individuo para outro, podendo ser de uma mesma
espécie ou de espécies diferentes. Dentre seus principais componentes,
destacam-se metaloproteases, serinoproteases, desintegrinas, fosfolipases A,,
L-amino oxidases, fosfomonoesterases, fosfodiesterases, acetilcolinesterase,
arginina esterase, hialuronidase, 5- nucleotidase e NAD-nucleosidase
(STOCKER, 1990)

Toxinas animais e seus derivados tém sido largamente utilizados na

descoberta de farmacos e conduzem ao desenvolvimento de muitos agentes
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terapéuticos (TEMPONE et al., 2007). O conhecimento do mecanismo de agéo
de toxinas animais tornou possivel sua utilizagdo na elaboragdo de drogas e
aplicagdes clinicas. Essas toxinas e suas propriedades farmacologicas
despertam o interesse de pesquisadores e industrias farmacéuticas por serem
importantes ferramentas para o desenho de modelos moleculares uteis na
terapéutica.

Alguns componentes presentes em peconhas ofidicas ja foram isolados,
estudados e sao utilizados como medicamentos para o tratamento de diferentes
desordens metabdlicas. Peptideos potencializadores de Bradicinina (BPPs)
encontrados na peconha de Bothrops jararaca, por exemplo, sao inibidores de
ocorréncia natural da enzima conversora de angiotensina (ECA) somatica. As
propriedades quimicas e farmacolégicas desses peptideos foram essenciais
para o desenvolvimento do Captopril, correntemente utilizado no tratamento da
hipertensdo humana (HAYASHI e CAMARGO, 2005). A batroxobina
(Reptilase®, Pentapharm, Basel, Switzerland), € uma enzima “thrombin-like” que
foi purificada a partir da pegonha de Bothrops atrox. Essa enzima possui agao
desfibrinogenante e é util no tratamento de doencas cardiovasculares, como
trombose e outras coagulopatias (MARSH e WILLIAMS, 2005).

Durante os ultimos 30 anos, tem havido um crescente interesse no
isolamento e caracterizagao estrutural e funcional de fosfolipases A, presentes
em peconhas de serpentes (RODRIGUES et al., 1998; RODRIGUES et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2007; NUNES et al.,, 2013; FERREIRA et al.,, 2013;
RODRIGUES et al., 2015).

Estas enzimas sado responsaveis por uma variedade de efeitos tdxicos e
farmacoldgicos. Dentre seus efeitos mais comuns estdo: miotoxicidade e edema,
indugcdo ou inibicdo da agregagdo plaquetaria, neurotoxicidade, efeito
hipotensor, bactericida e citotoxicidade (FRANCISCHETTI et al., 1998; KINI,
2003; MASUDA et al., 2005; STABELI et al., 2006; RODRIGUES et al., 2007;
SANTOS-FILHO et al., 2008; FERNANDEZ et al., 2010). Varios autores dedicam
seus esfor¢cos no sentido de elucidar o mecanismo de agao das fosfolipases A;
sobre diferentes tipos celulares.

A acéo in vitro das PLA,s foi verificada em alguns parasitas, como em
formas promastigota de Leishmania sp. Stabeli e colaboradores (2006)
demonstraram que MjTx-Il, uma PLA; Lys-49, isolada da pegonha de B. moojeni
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foi capaz de reduzir aproximadamente 50% da populagéo de Leishmania sp. (L.
(L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (L.) major e L. (L.) donovani).

1.6 - Fosfolipase A». Tipos, estrutura e mecanismos de ag&o

E bem conhecido que fosfolipases A, (PLA;s) desempenham um papel
importante no metabolismo a ag&o intrinseca lipolitica. A hidrdlise de lipideos da
membrana celular promove a perda de sua estrutura, prejudicando assim a sua
permeabilidade seletiva. A hidrolise ocorre especificamente na ligagado 2-acil-
éster, libertando acidos graxos livres e lisofosfolipidios (KINI et al;. 2003;
HIGUCHI et al., 2007). Ambos os produtos da agao catalitica, representam
precursores de moléculas de sinalizagao que podem exercer uma multiplicidade
de fungdes bioldgicas, como a regulagdo do sono, as respostas imunes,
inflamacgéo, a percepgéo da dor e proliferagédo celular, sobrevivéncia e migragéo
(COSTA et al., 2008)

PLA,s foram subdivididas em quinze grupos de acordo com a origem,
massa relativa e quantidade de ligagbes dissulfeto, sendo que as PLA; das
peconhas de serpentes estdo incluidas nos grupos IA e IIA (SCHALOSKE e
DENNIS, 2006). O grupo | inclui a familia Elapidae e grupo Il as familias
Viperidae e Crotalidae (DENNIS, 1994). PLA,s isoladas dessas pegonhas que
pertencem ao grupo Il sdo subdivididos em dois grupos principais: (i) PLAzs
Asp49, que exibem um residuo Asp na posicao 49, com relativamente elevada
atividade catalitica sobre substratos artificiais; (ii) variantes PLAzs Lys49,
mostrando um residuo Lys na posi¢cao 49, com baixa ou nenhuma atividade
catalitica.

A falta de atividade hidrolitica nas PLA,.Lys49 foi atribuido inicialmente a
presenga do atomo de Lys localizado na posi¢do 49 ocupada pelo Ca®* na
PLA2s-Asp49 (ARNI e WARD, 1996; OWNBY et al., 1999; SOARES et al., 2004).
Porém estudos de mutagénese com uma PLA2-Lys49 mostraram que o mutante
Lys49Asp permaneceu cataliticamente inativo (WARD et al., 2002),
demonstrando que ndo apenas a unica substituicdo Asp49Lys, mas também
outras modificagdes estruturais possiveis sado responsaveis pela auséncia da
atividade enzimatica. Todas as PLA;s cataliticas apresentam um residuo de
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tirosina na posi¢cado 28, ao passo que uma asparagina ocupa esta posicdo em
PLA>-Lys49. Uma analise estrutural de Tyr28 em PLAzs revela uma
caracteristica importante para a estabilidade de Ca** no sitio de ligac&o do calcio
com o qual esta associado. Quando ocorre a mutagéo, este sitio se abre
impossibilitando a ligagao do ion. Assim, a inatividade catalitica das PLA,-Lys49
pode ser explicada por duas substituicdes, Y28N e D49K (FERNANDES et al,,
2010)

As PLA2s-Asp49 e Lys49 mostram semelhangas significativas em suas
estruturas tridimensionais, embora exibindo diferentes propriedades
farmacoldgicas, o que os torna alvos interessantes para muitas pesquisas.

A arquitetura molecular, bem como a maquinaria catalitica das PLA2s de
peconhas de serpentes s&o altamente conservadas (DENNIS et al., 2011;
GUTIERREZ e LOMONTE, 2013). No entanto, alteracdes sutis nos residuos de
aminoacidos expostos a superficie durante a evolugao permitiram que as PLA2s
desencadeassem um amplo espectro de efeitos biologicos, adaptando
gradualmente para o reconhecimento de alvos moleculares especificas,
portanto, interferindo em diferentes processos fisiolégicos (LOMONTE et al.,
20009).

PLA,s sao proteinas relativamente pequenas (~13-14 kDa) e possuem
catorze residuos de Cys conservados que formam sete pontes dissulfeto, um
padrao estrutural relevante para a estabilizagdo da estrutura tridimensional
(SCHALOSKE e DENNIS, 2006). Estas enzimas sao constituidas por trés
grandes a-hélices e duas B-folhas anti-paralelas, que sdo mantidas juntas por
pontes dissulfeto. As estruturas conservadas nas PLA,s s&do uma a - hélice na
regiao N- terminal, um /oop de ligag&o ao calcio, hélice anti-paralela, local ativo,
e uma volta B (DENNIS et al., 2011). (Figura 3A)

PLAzs dos grupos | e Il apresentam uma rede catalitica conservada
formada por quatro residuos de aminoacidos: His48, Asp49, Tyr52 e Asp99, ao
lado de residuos do "sitio de ligagdo do calcio" e um residuo de aminoacido
importante, Asp49, que coordena o fon Ca**, o qual desempenha um papel
crucial para a atividade enzimatica (YU et al., 1994; PETAN et al., 2007). Durante
0 mecanismo catalitico, o ion Ca?*, impulsiona o reconhecimento do substrato
no sitio ativo, polariza a ligagao éster cindivel e estabiliza o estado de transicéo
(SCOTT et al., 1990). (Figura 3B)
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Tyr 52

Figura 3: representacéao estrutural tridimensional das fosfolipases. A- estrutura do grupo

II; B- sitio catalitico. Fonte: (Kang et al., 2011)

Muitas PLA2s de pegonha de serpente tem uma forte tendéncia a formar
oligbmeros. A maioria das PLA; podem formar dimeros quando analisadas por
eletroforese e, consequentemente, a maioria das suas estruturas foram
resolvidas como homodimeros (ARNI et al., 1995; MAGRO et al., 2003; SOARES
et al., 2004). PLA2s-Lys49 botropicas sdo as proteinas mais estudadas deste
grupo, e varios experimentos com estas miotoxinas, demonstraram que s&o
proteinas diméricas em solugdo (DA SILVA GIOTTO et al., 1998; ARNI et al.,
1999; MURAKAMI et al., 2007; FERNANDES et al., 2010).

A dissociagao de PLA2 em monémeros demonstrou ser prejudicial para as
suas atividades bioldgicas (DE OLIVEIRA et al., 2001; ANGULO et al., 2005), a
sua montagem oligomérica parece ser relevante para a sua toxicidade. Estudos
de dissociacao induzida por pH, demonstraram uma diminuicdo consideravel da
atividade de danificar a membrana, apos a dissociagcao dimérica (ANGULO et
al., 2005). O estado dimérico também se encontra in vivo, e é estavel mesmo
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apos aquecimento na presencga de b-mercaptoetanol (GIOTTO DA SILVA et al.,
1998; SOARES et al., 2000).

A primeira estrutura de uma PLA2s-Lys49 do género Bothrops foi resolvida
por ARNI et al. (2005) e posteriormente varias outras estruturas foram resolvidas
(DA SILVA GIOTTO et al., 1998; LEE et al., 2001; MAGRO et al., 2003;
WATANABE et al., 2005). Todas estas estruturas adotaram uma conformagao
dimérica comum (dimero convencional). Porém da Silva-Giotto et al. (1998)
resolveram a estrutura da BthTX-l e apresentaram duas estruturas com
diferentes angulos de abertura entre os mondmeros, referidos como
conformacgdes "aberta" e conformagdes "fechadas". Magro et al. (2003) através
de analises de oito estruturas de PLA,s-Lys49 observaram que estas proteinas
poderiam adotar muitas conformacgdes devido a flexibilidade entre os
monémeros e com base nesses dados foi proposto um novo modelo para a
estrutura dimérica das PLA,s-Lys49, referido como “dimero alternativo”.

Um mecanismo abrangente para PLAys-Lys49 foi proposto, em uma
revisdo de Fernandes et al. (2014), onde os autores relataram a presencga de
duas regides conservadas na maioria PLA2s-Lys49: o “cationic membrane-
docking site" (MDoS), formado pelos residuos C-terminais estritamente
conservados (Lys115 e Arg118), eventualmente auxiliado por outros residuos
catidnicos expostos tais como Lys20, Lys80, Lys122 e Lys127; e do “hydrophobic
membrane-disruption site” (MDiS), formado por residuos de Leu e Phe. Este
mecanismo envolve uma transicdo alostérica e a participagcado de dois sitios de
interacdo independente com a membrana alvo e inclui a ligagdo de um acido
graxo no canal hidrofébico, o que leva a transigao alostérica e estabilizagao da
estrutura, expondo MDoS e MDiS para as membranas.

A BnSP-7 é uma fosfolipase A; isolada a partir da peconha de Bothrops
pauloensis (SOARES et al., 2000). Essa toxina é cataliticamente inativa (Lys-
49), com massa molecular de cerca de 14 kDa, e ponto isoelétrico de 8,8. BnSP-
7 também é dimérica e a sua estrutura é essencialmente idéntica a estruturas de
outras PLAys-Lys49, apresentando sete pontes de dissulfeto, aminoacidos
compostos por residuos basicos e hidrofébicos, N-terminal composto por um
residuo de serina e residuos de Gly30, Gly33, His48, Asp 99 conservados em
sua estrutura (RODRIGUES et al., 1998; SOARES et al., 2000; MAGRO et al.,
2003) (Figura 4). Com relag&o a suas propriedades farmacoldgicas, esta enzima
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induz necrose de fibras musculares, edema, libera creatina quinase do musculo
gastrocnémico de camundongos e apresenta atividade bactericida sobre
Escherichia coli (RODRIGUES et al., 1998; SOARES et al., 2000; MAGRO et al.,
2003) dentre outras atividades (RODRIGUES et al., 2015).

“short” helix

“short" helix

Figura 4: Diagrama de fita demonstrando a estrutura de BnSP-7 (Magro et al., 2003)

Estudos com peptideos sintéticos derivados principalmente da regiao C-
terminal (115-129) de PLA2s tém demonstrado resultados promissores para se
buscar a correlagéo entre estrutura e fungdo dessas moléculas. (NUNEZ et al.,
2001; LOMONTE et al., 2003).Esta regido combina aminoacidos catiénicos e
hidrofébicos responsaveis por causar danos as membranas celulares. Os
residuos catidnicos podem interagir eletrostaticamente com grupos aniénicos em
um local de fosfolipidos da membrana, possivelmente carregado negativamente
(LOMONTE et al., 2003), enquanto que os residuos hidrofébicos, especialmente
os aromaticos, podem interagir e possivelmente penetrar na bicamada
fosfolipidica, resultando na sua desestabilizacdo (NUNEZ et al., 2001).

No entanto, o fato de que um unico peptideo possa exercer todas as
principais atividades toxicas da molécula de origem, ndo impede a existéncia de
outras regides que possam participar ou complementar a agao deste sitio toxico
(LOMONTE et al., 2003).
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1.7 — Acdo anti-Toxoplasma de toxinas de Bothrops pauloensis:

A acao de toxinas sobre Toxoplasma gondii ainda € pouco estudada.
Castanheira e colaboradores (2015), mostraram a acdo de uma lectina tipo C
(BpLec) isolada da pegonha de B. pauloensis sobre formas taquizoitas de
Toxoplasma gondii. Os autores mostraram que a BpLec foi capaz de reduzir o
parasitismo de T. gondii apés o tratamento em formas taquizoitas, diminuindo
tanto adesdo quanto a proliferacdo do parasita, quando tratados antes da
infeccdo. Bastos e colaboradores (2008) mostraram que uma metaloprotease
isolada de Bothrops neuwiedi, quando utilizada para o tratamento de células
previamente infectadas ou sobre o parasita antes da infec¢ao, apresentou niveis
de inibigao da infecgao de 71 % e 61%, respectivamente.

Estudos que busquem demonstrar o papel de toxinas animais sobre T.
gondii se mostram promissores. PLA2s de peconhas de serpentes sdo moléculas
promissoras para aplicagéo biotecnologica e terapéutica devido ao seu potencial
antiplaquetario, antitumoral, antimicrobiano, antiparasitarios, dentre outros
(NUNES et al.,, 2013). Aléem disso, podem ser utilizadas como ferramenta na
busca de possiveis alvos para se desvendar o mecanismo de agao de doencgas
e desvendar causas de morte em parasitas, servindo como um modelo de estudo
para acéo de outras drogas.

Esses estudos e a grande variedade de efeitos bioldgicos atribuidos as
PLA2s nos levou a pesquisar suas propriedades anti-parasitaria, com o objetivo
de revelar novos efeitos moleculares especificos e/ou alvos metabdlicos

compativeis com perspectivas de futuro na terapia.
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Capitulo 2:

Efeito antiparasitario sobre Toxoplasma
gondii induzido pela BnSP-7, uma PLA,-
Lys49 homéloga da peconha de Bothrops
pauloensis
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Resumo

A toxoplasmose afeta um tergco da populagdo mundial com alta incidéncia
em areas tropicais. Uma vez que esta doenga tem grande relevancia na saude
publica, a busca por novas abordagens terapéuticas sdo constantemente
exigidas. Neste trabalho nds relatamos os efeitos antiparasitarios da toxina
BnSP-7, uma fosfolipase A, Lys49 homdloga da pegonha de Bothrops
pauloensis, em Toxoplasma gondii. BhSP-7 apresentou citotoxicidade contra
células HeLa em doses mais elevadas (200 pg/mL a 50 ug/ ml), enquanto que
em doses mais baixas (25 ug/ml a 1,56 ug/ml), a toxina ndo interferiu na
viabilidade da HelLa. A toxina n&o alterou a viabilidade de formas taquizotas de
T. gondii, realizado pelo ensaio de exclusao de azul de tripan, mas diminuiu tanto
a adesao quanto a proliferacdo desses parasitas, quando foram tratados antes
da infeccdo. Também foi realizado a dosagem de citocinas a partir de
sobrenadantes recolhidos a partir de células Hela infectadas com formas
taquizoitas de T. gondii previamente tratados com meio RPMI ou BnSP-7. A
producao de MIF e IL-6 foram aumentadas pelas células HelLa apés o tratamento
com BnSP-7. Estes dados sugerem que a toxina BnSP-7 é uma ferramenta
importante para a descoberta de novos alvos de parasitas que podem ser
explorados para desenvolver novos farmacos para o tratamento da

toxoplasmose.

Palavras-chave: Bothrops pauloensis; Fosfolipase A,, peconha de serpente,

Toxoplasma gondii
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Abstract

Toxoplasmosis affects a third of world population with high incidence in
tropical areas. Since this disease has great relevance in health public, the search
for new therapeutic approaches has been considered. Here, we report the
antiparasitic effects of BhSP-7 toxin, a Lys49 phospholipase A, homologue from
Bothrops pauloensis snake venom, on Toxoplasma gondii. BhSP-7 presented
activity against HelLa host cells in higher doses (200 pg/mL to 50 pg/mL) by MTT
assay, whereas in lower doses (25 yg/mL to 1.56 ug/mL) does not interfere with
HelLa viability. Also, the toxin did not presented effects on T. gondii tachyzoite
viability as carried out by trypan blue exclusion, but decreased both adhesion and
parasite proliferation, when tachyzoites were treated before infection. We also
performed cytokine measurements from supernatants collected from Hela cells
infected with T. gondii tachyzoites previously treated with RPMI or BnSP-7. MIF
and IL-6 productions by Hela cells were increased by BnSP-7 treatment. These
data suggest that the BnSP-7 toxin is an important tool for the discovery of new
parasite targets that can be exploited to develop new drugs for toxoplasmosis

treatment.

Keywords: Bothrops pauloensis; Phospholipase A,, Snake venom, Toxoplasma
gondii
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2.0 - Introduction

Toxoplasma gondii is an intracellular protozoan parasite from Apicomplexa
phylum ubiquitously distributed in nature. This parasite provoked a disease
named Toxoplasmosis, and it occurs worldwide and affects a third of the world
population (Montoya and Liesenfeld, 2004). Its incidence is higher in tropical
areas and decreases with increasing latitude (Petersen, 2007). Especially in
Brazil, the incidence of congenital toxoplasmosis is higher than in other parts of
the world, since several types of atypical strains are found promoting severe
symptoms in the children infected congenitally (Gilbert et al. 2008; Dubey et al.
2012). T. gondii has developed mechanisms that make possible a long-lasting
parasite-host interaction to assure its survival without inducing life-threatening
disease in the intermediate host, making it extremely adapted for infection in
humans (Lang and Luder, 2007).

In addition, the standard treatment of toxoplasmosis is limited and
provokes serious side effects and toxicity to the host (Montoya and Liesenfeld,
2004; Carruthers, 2006; Martins-Duarte et al. 2006; Petersen, 2007); thus,
alternative therapeutic compounds are needed. Many studies proposed
alternative strategies for the treatment of toxoplasmosis, including extract plants
(Oliveira et al. 2009), azithromycin (Costa et al. 2009), toltrazuril (KUL et al. 2013)
and enrofloxacin (Barbosa et al. 2012).

Our previous study demonstrated the potential anti-parasitic effect of
BpLec, a C-type lectin isolated from Bothrops pauloensis snake venom, since this
lectin reduced the T. gondii infection in human epithelial uterine cells (HelLa
lineage) (Castanheira et al. 2015). In this sense, animal venoms, especially
snake venoms, have been the subject of several studies that demonstrate their
therapeutic potential (Costa et al. 2008; Passero et al. 2008; Nunes et al. 2013;
Castanheira et al. 2015; Rodrigues et al. 2015). Different proteins present in
snake venoms have showed anti-parasitic effects, among these highlighted
phospholipases A, (PLA) (Guillaume et al. 2004; Stabeli et al. 2006; Torres et
al. 2010; Adade et al. 2010; Costa Torres et al. 2010; Castillo et al. 2012; Nunes
et al. 2013; de Moura et al. 2014).

PLA; consist of 120—-125 amino acid residues able to hydrolyze the 2-acyl

ester bond of phospholipids releasing fatty acids and lysophosphatides (Arni and
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Ward, 1996; Kini, 2003). A subgroup of these PLA; has been shown to be devoid
of enzymatic activity due to critical amino acid substitutions, including the
replacement of Asp49 by a lysine, and therefore these variants have been
referred to as Lys49 PLA, homologues (Lomonte et al. 2003). However, these
Lys49-PLAzs are capable of disrupting the integrity of membranes and provoke
many pharmacological effects (Diaz et al. 1991; Rufini et al. 1992; Lomonte et
al., 2003; Lomonte et al. 2012).

BnSP-7, a Lys49 PLA, homologue, is the most well studied toxin from B.
pauloensis venom (Rodrigues et al. 1998; Soares et al. 2000; Magro et al. 2003;
Oliveira et al. 2009; Nunes et al. 2013). Recently, Nunes et al. (2013) reported
the inhibition of L. (L.) amazonensis promastigotes growth by BnSP-7, as well as
delaying in amastigotes-promastigote differentiation, ultrastructural changes in
promastigotes morphology and reduction in infectivity index. Considering this
high pharmacological potential of BhSP-7 as a structural model for drug design
for protozoan disorders treatment, here we describe the BnSP-7 effects on T.
gondii tachyzoites adhesion and proliferation. In addition, we demonstrated the
profile of cytokines induced by BnSP-7 involved in parasitism control in

toxoplasmosis.

3.0 - Material and methods

3.1- BnSP-7 purification

BnSP-7 toxin was isolated from B. pauloensis snake venom according to
Rodrigues et al. (1998) and Soares et al. (2000) with minor modifications. Briefly,
approximately 200 mg of B. pauloensis was resuspended in 2 mL of 50 mM
ammonium bicarbonate NH4sHCO3 buffer (pH 7.8) and centrifuged at 3000 g for
10 min at 4 °C. The supernatant was recovered and injected on a CM-Sepharose
Fast Flow resin previously equilibrated and initially eluted with the same buffer at
room temperature. Fractions were collected at 1 ml/tube 6,5mL/h (flow rate by a
collector Redifrac fraction (Amersham Biosciences of Brazil Ltda). Fractions
containing PLA; (BnSP-7) were monitored by Ultrospec 1000 spectrophotometer
- Amersham Pharmacia Biotech by absorbance at 280nm. This fraction was

lyophilized and stored at -20°C and after it was rechromatographed by reverse-
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phase chromatography (RP-HPLC) C18 column (GE healthcare). The column
was equilibrated with solvent A (0.1% trifluoroacetic acid, 4% acetonitrile) and
eluted with a concentration gradient of solvent B (0.1% trifluoroacetic acid, 80%
acetonitrile) from 0% to 100%, and a flow rate of 0.5 ml / min for 33 min. The
single peak ABS 280 nm was lyophilized and stored at -20° C and later was
submitted on 12.5% SDS PAGE (v/v) according to Laemmli (1970) for
homogeneity analysis. This protein was assessed further on T. gondii parasitism
as described below.

3.2 - Cell culture

Hela cell line (human epithelial uterine cells) was obtained from American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). These cells were cultured
in 75 cm? flasks with RPMI-1640 medium (GIBCO, Paisley, UK), supplemented
with 23 mM sodium carbonate, 25 mM HEPES, 100 ug/ml streptomycin, 100 U/ml
penicillin (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) and 10% heat-inactivated
fetal calf serum (complete medium) (Cultilab, Campinas, SP, Brazil) in a
humidified incubator at 37 °C and 5% CO, (Barbosa et al. 2008).

3.3 — Parasites

T. gondii tachyzoites (2F1 clone), which are derived from the RH strain,
highly virulent, and express constitutively cytoplasmic -galactosidase, were gift
from Dr. Vern Carruthers, Medicine School of Michigan University (USA). These
parasites were maintained in HelLa cells cultured in RPMI 1640 medium

supplemented with penicillin, streptomycin and 2% FBS at 37° C and 5% COa.

3.4 - Cellular viability in HelLa cells

The cellular viability in the presence of BnSP-7 toxin was performed on
HelLa by a colorimetric assay, based on mitochondrial oxidation of the MTT
reagent (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl
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blue tetrazole) (Sigma), as previously described by Mosmann (1983) with some
modifications. Briefly, HeLa cells were cultured in 96-well plates (3 x 10 cells/200
pl/well) in complete medium for 24 h at 37°C and 5% CO-. Next, cells were treated
with different concentrations of BnSP-7 (200 ug/mL to 1.5625 pg/mL) in serial
twofold dilutions. After 24 h, the supernatants were discarded and 10 pL of MTT
and 90 pL of medium 10% FBS were added to each well during 3 h, at the same
conditions of culture. Afterward, formazan crystals were solubilized in 10%
sodium dodecyl sulfate (SDS) (Sigma) and 50% N, N- dimethyl formamide. The
optical density was determinate at 570 nm in a plate reader (Titertek Multiskan
Plus, Flow Laboratories, Mc Lean, USA). The results were expressed as
percentage of viable cells in relation to controls (100% of the viability). This assay
was performed in triplicate.

3.5 - Tachyzoite viability

Tachyzoites (4 x 108/ mL) were treated with BnSP-7 (50 pg/mL, 25 yg/mL
and 12.5 pg/mL) during 30 minutes and dyed by trypan blue. The control of the
assay was tachyzoites treated with RPMI-1640 medium. Viable cells that present
a clear cytoplasm were counted in an optical microscope (Strober, 2001;

Castanheira et al. 2015). This assay was performed in triplicate.

3.6 - Adhesion Assay

To perform this assay, we choose two treatment approaches. In a first step
of experiments, HelLa cells were treated incubated with BnSP-7 (3.0 pyg/mL and
1.5ug/mL) during 1 or 24 h, and after this time, the cells were infected with
untreated parasites. In a second step, only tachyzoites were treated with BnSP-
7 (50pg/mL, 25ug/mL and 12.5ug/mL) during 30 minutes for posterior infection in
HelLa cells. As a control, tachyzoites or HelLa cells were treated with only RPMI
medium.

Briefly, according to Oliveira et al. (2006), HelLa cells (2 x 10*
cells/200uL/well), previously treated or not with BnSP-7, were cultured in a 24-
well plate containing 13 mm cover slips in each well. After 24 h, cells were fixed
with 4% paraformaldehyde in phosphate buffered saline (PBS) during 30 minutes
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and, after washing in PBS for removing this solution, untreated or treated T.
gondii tachyzoites (1 x 10° cells/mL) were added to each well. After three hours
of interaction, the cells were again fixed overnight. Finally, the cover slips were
stained with toluidine blue by 3 seconds. The cover slips were analyzed in light
microscope in order to verify the following parameters: the number of cells with
adhered parasites and the total number of parasites adhered to these cells in a
total of 200 cells examined randomly. Each assay was implemented using one of
these treatments exclusively. Three independent experiments were performed in
triplicate for each treatment approach.

3.7 - Intracellular Proliferation Assay

Hela cells were cultured on a 96-well culture plate (2 x 10* cells/200
pL/well) in RPMI medium with 10% FBS for 24h at 37 °C and 5% CO.. After, the
supernatant was discarded and RPMI (control) or T. gondii tachyzoites treated
with BnSP-7 (50 pg/mL, 25 pg/mL and 125 ug/mL), 15 x 10°
parasites/200uL/well, were added and incubated for 24 h. Supernatants were
collected and maintained in the freezer at -80 °C for posterior cytokine
measurement. The cells were submitted to 7. gondii intracellular proliferation
using a colorimetric 3- galactosidase assay as previously described by Teo et al.
(2007). Briefly, HeLa cells were incubated with 100 pL of lysis buffer (100 mM
HEPES, 1mM MgSOy, 0.1% Triton X-100, 5 mM dithiothreitol) during 15 minutes.
Afterward, the lysates were mixed with 160 yL of assay buffer (100 mM
phosphate buffer pH 7.3, 102 mM B-mercaptoethanol, 9 mM MgCl,) and,
subsequently, with 40 yL of 6.25 mM CPRG (chlorophenol red- 3 - D-
galactopyranoside; Roche, Indianapolis, IN, USA). The B-galactosidase activity
was measured at 570 nm using a microplates reader (Titertek Multiskan Plus,
Flow Laboratories) and the data were shown as the number of tachyzoites
determined by Microplate Manager Software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
using a standard curve with known tachyzoite concentrations (1x10° to
15.625x10%).
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3.8 - Cytokine measurement

The interleukin (IL)-6, macrophage migration inhibitory factor (MIF) and
tumoral necrose factor (TNF)-a cytokines were measured in the culture
supernatants of HelLa cells from proliferation assay, as described above. The
dosage of the cytokines was measured by ELISA according to the manufacturer’s
instructions (BD Biosciences, San Jose, California, USA). The limit of detection
was 4.7 pg/ml for IL-6 and 62.5 pg/mL for MIF and and 125 ng/mL for TGF-31.

3.9 - Statistical analysis

All data were evaluated as mean + standard error of the mean from three
independent experiments performed in triplicate. Differences between treatments
and controls were analyzed by ANOVA with multiple comparisons by Bonferroni,
using GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). Statistical
significance was established when P<0.05.

4.0 - Results

4.1 - BnSP-7 alters the viability in HelLa cells, but not in T. gondii tachyzoites

BnSP-7 Lys-PLA, was shown to be homogeneous by SDS-PAGE after
chromatographic isolation (results not shown). This toxin was assayed on T.
gondii parasitism as described as follows. The HelLa cells were treated with
different concentrations of BnSP-7 in order to select subtoxic concentrations for
parasite adhesion inhibition tests. When we verified the cellular viability in HeLa
cells, BnSP-7 decreased this viability in all the concentration tested, with
significant differences between the control (RPMI) and treatments with BnSP-7
(P<0.05, Fig. 1A). This toxin reduced 50 and 30% of viability on HelLa cells at
200-50 pg/mL (Fig. 1A). Then, the concentrations of 3.0 yg/mL and 1.5 pg/mL
were selected for adhesion experiments.

We also tested the BnSP-7 effects on T. gondii tachyzoites viability. The
concentrations used in this pre-treatment were determined according to Nunes

et al. (2013), considering the lower doses that were capable of altering the L. (L.)
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amazonensis functions and morphology. Those doses of 50 pg/mL, 25 ug/mL
and 12.5 yg/mL were not cytotoxic to the tachyzoites, as established by trypan

blue exclusion and they were chosen for further experiments (Fig. 1B).

4.2 - T. gondii tachyzoites previously treated with BnSP-7 reduce their

adhesion in Hela cells

For analyzing BnSP-7 effects on parasitism, two approaches were
evaluated: the first by treating the host cells (HeLa) with BnSP-7 and the second
by treat the tachyzoite with BnSP-7 before adhesion/infection. When Hela cells
were treated with BnSP-7 at 3.0 pg/mL and 1.5 pg/mL, doses that were not
cytotoxic to these cells, no action was noted for reducing the number of cells with
adhered parasites (Fig. 2A) as well as the total number of parasites adhered to
these cells (Fig. 2B) after 1 and 24 h in comparison to untreated cells.

On the other hand, when tachyzoites were treated 30 minutes before
interaction with HelLa cells, the adhesion of these parasites was significantly
reduced when compared to untreated parasites (Fig. 3A and 3B). The
comparison between the two treatments conditions suggested that the most
effective for inhibit the adhesion of the parasites to the host cell was the previous
treatment of parasites with BnSP-7-PLA;.

4.3 - T. gondii tachyzoites previously treated with BnSP-7 reduce their

intracellular proliferation in HelLa cells

As the anti-parasitic effects responded better to treatment of the parasite
before infection, we performed the intracellular proliferation assay only using this
approach. As result, it was observed that BnSP-7 was also able to decrease the
intracellular proliferation parasite if compared to untreated parasites as assessed
by B-galactosidase measurement, and this effect was in a dose-dependent
manner (Fig. 4).
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4 4 - BhSP-7 increases the IL-6 and MIF release

In the present work, we also carried out tests to determine the profile of
cytokines involved in the parasite proliferation in HelLa cells. Supernatants
collected from Hela culture previously infected with BnSP-7-treated tachyzoites
were used for the quantification of IL-6, TNF-a and MIF cytokines.

The concentration of TNF-a in the collected supernatants was below the
detection limit (data not shown). IL-6 secretion by HelLa cells was increased in
infected cells with untreated parasites in comparison to uninfected cells (P<0.05,
Fig. 5A). Also, when the parasites were pretreated with BnSP-7, regardless of the
concentration, the IL-6 production was upregulated when compared to untreated
parasites or uninfected cells (P<0.05, Fig. 5A).

Finally, the secretion of MIF by HelLa cells was increased when the cells
were infected by untreated tachyzoites in relation to uninfected cells (P<0.05, Fig.
5B). Also, the previous treatment of tachyzoites with BnSP-7, regardless of the
concentration, induced increased MIF release in comparison to untreated

parasites or uninfected cells (p<0.05, Fig. 5B).

5.0 — Discussion

Several studies have described the PLA; ability derived from snake venom
to inhibit the growth of bacteria, fungi and parasites such as Leishmania spp,
Giardia duodenalis, Trypanosoma cruzi and Plasmodium falciparum
(Deregnaucourt and Schrevel, 2000; Guillaume et al. 2004; Nunez et al. 2004;
Santamaria et al. 2005; Shinohara et al. 2006; Passero et al. 2008; Adade et al.
2010; Costa Torres et al. 2010; Nunes et al. 2013), showing that PLA,s venom
represent a valuable source of molecules with antiparasitic activity. However,
only two studies demonstrated the effects of snake venom toxins in T. gondii
infection (Bastos et al. 2008; Castanheira et al. 2015). These studies encouraged
us to evaluate the effects of a Lys49 phospholipase A, isolated from B.
pauloensis snake venom in the adhesion and proliferation of T. gondii.

BnSP-7 was cytotoxic to HelLa cells when assayed only at higher doses
and was not able to cause cytotoxicity on tachyzoites at 50 ug/mL, 25ug/mL and
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12.5ug/ mL. Nunes et al. (2013) demonstrated a high cytotoxicity induced by
BnSP-7 in Leishmania (Leishmania) amazonensis inhibiting parasite proliferation
60-70% at concentrations of 50—200 ug mL of toxin 96 h after treatment. In the
same way, Stabeli et al. (2006) demonstrated that MjTx II-, a PLA, Lys-49 isolated
from the venom of B. moojeni, was able to reduce approximately 50% of the
population of Leishmania sp. (L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (L.)
major and L. (L.) donovani). Although some works have showed that PLA2s exert
cytotoxic effect on parasites (Stabeli et al. 2006; Nunes et al. 2013; de Moura et
al. 2014), BnSP-7 seems to be non-toxic for T. gondii tachyzoites in the doses
used in our present study.

Pre-treatment of T. gondii tachyzoites with BnSP-7 induced a significant
reduction in the adhesion of these parasites to HelLa cells. The parasite invasion
process involves the interaction of the parasite with the host cell membrane
(Pollard et al. 2008; Blader and Saeij, 2009). Thus, we speculated that BnSP-7
has a potential effect in this process by causing interference in the parasitic
membrane, thereby decreasing the adhesion and consequently the invasion of
the parasite in the host cell. In this sense, Nunes et al. (2013) showed that
Leishmania promastigotes treated with 200 pg /mL BnSP-7 showed a change in
the profile of the parasite protein, suggesting that the toxin may be causing effects
on components of the plasma membrane of the parasite, which would result in
interference infectivity. Also, Castillo et al. (2012) observed changes in the
intraerythrocytic development of Plasmodium after treated with two PLA,s from
Bothrops asper venom, indicating that structural changes occur, as well as
modifications in membrane functions in parasitized red blood cells. These results
indicate that the PLAzs action in parasites cause great interference in their cell
membranes causing structural changes as well as extravasations of protein
content. We suggest that BnSP-7 is also capable of causing changes in
components of the cell membrane of T. gondii, thus resulting in decreased of
adhesion in Hela cells.

After to verify the significant reduction in the adhesion of T. gondii in HeLa
cells using tachyzoites pretreated with BnSP-7, we also investigated the T. gondii
intracellular proliferation when the tachyzoites were pretreated with this toxin. We
could observe again a significant reduction in the parasite proliferation. Thus, it
is possible to conclude that BnSP-7 changes the adhesion and intracellular
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proliferation of T. gondii in HelLa cells. During parasite invasion, the plasma
membrane is stretched to form the parasitophorous vacuole (PV) (Sibley et al.
2007). Once infection is established in the host cell, T. gondii starts a dividing
process called endodiogenia in which two daughter cells are formed inside a
parent cell, which degenerate the end of the process (Sheffield and Melton,
1968). When the tachyzoite is pretreated with BnSP-7 before infecting the host
cell, the permeability and fluidity of its plasma membrane can be changed, which
might affect the functional activity of the vacuole as much as the formation of the
membrane of the daughter cells, therefore reducing its intracellular proliferation,
as we observed in our results. Future studies are necessary to verify the real
mechanisms triggered by BnSP-7 in T. gondii tachyzoites that may explain the
phenomena observed in this present study.

Our findings about influence of BnSP-7 on T. gondii infection are in
agreement with other studies. Castillo et al. (2012) showed the antiplasmodial
effect of Bothrops asper whole venom and two fractions, one containing
catalytically-active phospholipases A, (PLA>) (fraction V) and another containing
a PLA, homologue devoid of enzymatic activity (fraction VI). Both venom and
fractions V and VI exhibited antiplasmodial activity on the FCB1 strain of P.
falciparum, with fraction V being more active than fraction VI. However, a PLA,
homologue devoid of enzymatic activity also resulted in restriction of P.
falciparum multiplication, confirming a catalytically-independent antiplasmodial
activity. The authors attributed this effect to plasma membrane perturbing action
caused by PLAzs homologue, which results in an increase in permeability
(Castilho et al, 2012; Lomonte and Rangel, 2012).

It has been proposed that basic Lys-49 PLA,s promote a disturbance in
the cellular parasite membranes (de Moura et al. 2014) and it has been shown
that the C-terminal region of these PLA, homologues is responsible for this
catalytically-independent membrane perturbation, as demonstrated in bacteria
(Nufiez et al. 2004; Barbosa et al. 2005; Santamaria et al. 2005; Gebrim et al.
2009; Lomonte et al., 2010; Castilho et al., 2012), constituting therefore a different
mechanism from the one described for other PLAys (Deregnaucourt and
Schrevel, 2000; Guillaume et al., 2004).

A comprehensive mechanism for Lys49 PLA,s was proposed, in a review
of Fernandes et al. (2014); in which they have integrated all previous data and
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identify critical residues involved in cytotoxicity (Fernandes et al. 2013). The
authors reported the presence of two conserved regions on most Lys 49 PLA,s:
the “cationic membrane-docking site” (MDoS), formed by the strictly conserved
C-terminal residues (Lys115 and Arg118), eventually aided by other cationic and
exposed residues such as Lys20, Lys80, Lys122 and Lys127; and the
“hydrophobic membrane-disruption site” (MDiS) formed by residues of Leu and
Phe. This mechanism involves an allosteric transition and the participation of two
independent interaction sites with the target membrane and includes the binding
of a fatty acid at the hydrophobic channel, which leads to allosteric transition and
structure stabilization, exposing MDoS and MDiS to the membranes. The
presence of those entire sites is described to BnSP-7 which leads us to suggest
that this is one way of how the toxin can act in Toxoplasma membrane
(Fernandes et al. 2014). However, the exact mechanism of action of this protein
specifically on T. gondii is still currently obscure. Additional detailed studies must
be conducted to better understand the biological and molecular effects of BnSP-
7 toxin on T. gondii.

Additionally, we performed cytokine measurements from supernatants
collected from HelLa cells infected with T. gondii tachyzoites previously treated
with RPMI or BnSP-7. BnSP-7 elicits the increasing of the pro-inflammatory
cytokines IL-6 and MIF. In toxoplasmosis, these cytokines are known to act in the
disease control by the host cell. Several studies have reported that it is a normal
feature the higher production of some pro-inflammatory cytokines such as IL-6,
as a defense mechanism against intracellular parasitism (Jebbari et al. 1998).
Barbosa et al. (2015) have shown an increased IL-6 production in human
trophoblast cells (BeWo lineage) infected by T. gondii, representing a potential
protector mechanism of these cells against T. gondii infection. Additionally,
Castro et al. (2013) showed that the THP-1 (human monocytes) and BeWo cells
infected with T. gondii increased the levels of MIF, IL-12 and IL-6, and decreased
the production of anti-inflammatory cytokines, as TGF-B1. Then, our data
demonstrate that the pretreatment of parasites with BnSP-7 at different doses
induced high IL-6 production, thereby stimulating a more effective immune
response against the parasite. Similar results were observed in other studies
demonstrating that IL-6 participates in the immune response protective against
Giardia duodenalis (Kamda et al. 2012) and Trypanosoma cruzi (Gao and
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Pereira, 2002), and plays a critical role in limiting microbial proliferation during
early infection with Listeria monocytogenes (Dalrymple et al., 1995), vaccinia
virus (KOPF et al. 1994) and Candida albicans (Romani et al., 1996).

BnSP-7 also induced higher secretion of MIF when compared with
tachyzoites treated with RPMI. The role of MIF in parasitic infections seems
complex. MIF is important for host defense against Leishmania major (Satoskar
et al., 2001), Trypanosoma cruzi (Reyes et al., 2006), Taenia crassiceps
(Rodriguez-Sosa et al. 2003) and Schistosoma japonicum (Stavitsky et al., 2003),
reinforcing the microbicidal activity of the innate response. This cytokine has been
correlated with the parasite control in toxoplasmosis in various experimental
models, including mice and in the maternal-fetal interface (Flores et al. 2008,
Gomes et al. 2011, Franco et al. 2011; Barbosa et al. 2014), corroborating effects
of BhnSP-7 on tachyzoites shown here. T. gondii is able to increase the production
of these cytokines by the host cell. However, the pretreatment of parasites with
BnSP-7 enhances even more the cytokine production, thus this toxin show be an
excellent tool in order to optimize the immune response of the host.

The cytotoxic activity of venoms and PLAys is a problem when using them
in future biomedical applications. However, our results show that the PLA,
isolated exerts an anti-Toxoplasma effect at a lower dose than that required to
induce cytotoxicity in HeLa cells. The toxin could be investigated to act as an
adjuvant in the treatment of toxoplasmosis by enhancing the natural immune
response against the parasite. The current work might help to elucidate better the
knowledge about the mechanisms involved in parasite-host interactions and
represents an innovation in Toxinology, since little has been investigated about

the contribution of snake venoms in this intriguing world-wide disease.
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Fig. 1: Effects of BnSP-7 on HelLa and T. gondii tachyzoites viability. RPMI
medium was used as a negative control for cell death. (A) HelLa viability assay
with BnSP-7 treatments ranging from 200 to 1.5625 pg/mL (B) T. gondii
tachyzoites viability with BnSP-7 treatments (50,0 pg/mL, 25 pg/mL and 12.5
pug/mL) (*) Significant differences between the negative control and treatments
with RPMI and BnSP-7 (P<0.05; ANOVA)
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Fig. 2: Effects of BhSP-7 on T. gondii adhesion after treating host cells with
BnSP-7 during 1 or 24 hours before parasite infection. Tachyzoites treated only
with RPMI were considered as the control. This assay was evaluated in terms of
number of HelLa cells with adhered parasites. (A) Total number of cells with
adhered tachyzoites. (B) Total number of adhered parasites. (*) Significant
differences between the negative control and treatments with RPMI and BnSP-7
(P<0.05; ANOVA).
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Fig. 3: Effects of BnSP-7 on T. gondii adhesion after treating T. gondii tachyzoites
with BnSP-7 during 1 or 24 hours before parasite infection. Tachyzoites treated
only with RPMI were considered as the control. This assay was evaluated in
terms of number of HeLa cells with adhered parasites (A) Total number of cells
with adhered tachyzoites. (B) Total number of adhered parasites. (*) Significant
differences between the negative control and treatments with RPMI and BnSP-7
(P<0.05; ANOVA)

66



Figure 4
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Fig. 4. Effects of BnhSP-7 on T. gondii proliferation assay by [(-galactosidase
measurement 24 hours post-infection. Tachyzoites treated only with RPMI were
considered as the control. (*) Significant differences between cells treated with
RPMI or BnSP-7 (P<0,05; ANOVA).
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Figure 5
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Fig. 5: Effects of BnSP-7 on cytokine measurements from supernatants collected
from Hela cells infected with T. gondii tachyzoites previously treated with RPMI
or BnSP-7. The basal cytokine production from Hela cells is designated as non-
infected. Cytokine production by HelLa after infection of tachyzoites treated only
with RPMI is designated as infected cells + RPMI (A) IL-6, (B) MIF productions
were measured by ELISA (BD Biosciences, San Jose, California, USA).
Significant differences between non-infected and infected cells (*) and between
tachyzoites treated with RPMI or BnSP-7 (&) (P<0.05; ANOVA).
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