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RESUMO

As lectinas ScLL e Artin M extraidas, respectivamente, do latex de Synadenium carinatum e
da semente de Artocarpus heterophylus tém um importante papel na modulacdo da resposta
imune contra patégenos. Ainda ndo relatos na literatura focando no papel destas lectinas no
tratamento da toxoplasmose, doenca causada pelo Toxoplasma gondii, que representa um
sério problema de saude publica. Portanto, o presente estudo objetiva avaliar o efeito
imunomodulatério destas lectinas no controle da infeccdo pelo T. gondii. Primeiro nos
avaliamos a citotoxicidade de diferentes concentraces destas lectinas em macrofagos
derivado de medula dssea (BMDMSs) de camundongos C57BL/6. Apds, investigamos a
producdo de citocinas e Oxido nitrico (NO) em BMDMs com estimulo em diferentes
concentragdes de lectinas. Nossos resultados demonstram que quantidades maiores do que 1.8
ug de ScLL foram toxicas para os macrdéfagos, ao passo que a Artin M, nas concentragdes
testadas, ndo apresentaram efeito citotoxico. Além disso, ScLL induziu maiores niveis de IL-
12, enquanto Artin M induziu maior producdo tanto de IL-12 como de IL-10. Ambas as
lectinas foram capazes de induzir 0 aumento nos niveis de NO. Também avaliamos o efeito da
ScLL e Artin M no controle da infeccdo causada por de T. gondii cepa ME-49 em
camundongos C57BL/6. Os animais foram infectados e tratados com as lectinas ScLL e/ou
ArtinM ou sulfadiazina, e foram avaliados a producdo de citocinas, carga parasitaria cerebral
e mortalidade. Nosso resultados demonstram que ScLL e Artin M também foram capazes de
induzir aumento nos niveis de citocinas in vivo. Além disso, a carga parasitaria foi menor nos
animais tratados com as lectinas ScLL e/ou Artin M quando comparado aos animais nédo
tratados. Também foi encontrada uma taxa de sobrevivéncia maior nos animais tratados com
ScLL em comparagdo aos ndo tratados. Em sintese, os dados do presente estudo sugerem que
0s mecanismos imunomoduladores mediados pelas lectinas ScLL e Artin M podem contribuir

para o controle da infecc¢éo pelo T. gondii.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Lectinas. ScLL. Artin M.



ABSTRACT

ScLL and Artin M are lectins from the Synadenium carinatum latex and Artocarpus
heterophyllus seeds that have important role in modulation of immune responses to pathogens.
Considering that there are no reports in the literature focusing in the role of these lectins for
toxoplasmosis treatment and that this protozoan disease is a serious health public problem caused
by Toxoplasma gondii, the aim of this study was to evaluate the immunomodulatory effect of
ScLL and Artin M in treatment of toxoplasmosis. First, we performed a cytotoxicity assays in
bone marrow-derived macrophages (BMDMs) from C57BL/6 mice with different lectin
concentrations. After, we investigated the in vitro cytokine and nitric oxide (NO) production by
macrophages derived from BMDM cells, when stimulated with different lectin concentrations.
We found that amounts higher than 1.8 ug of ScLL were cytotoxic for host cells, whereas Artin
M had no cytotoxic effect. Also, ScLL presented high capacity to induce pro-inflammatory
cytokine in macrophages, such IL-12, while Artin M had high potential to induce both pro and
anti-inflammatory profile, by IL-10 and IL-12 production. Further, both lectins were able to
increase macrophages NO levels. Hence, we evaluated the treatment effect of ScLL and Artin M
in C57BL/6 mice infected by ME-49 strain of T. gondii. The animals were infected and treated
with ScLL, Artin M, Artin M plus ScLL or sulfadiazine, and analyzed for cytokine production,
brain parasite burden and mortality. Our results demonstrated that ScLL and Artin M were able
to increase cytokines levels also in in vivo model, presenting stronger immunostimulatory effect.
In addition, parasite burden was lower on mice treated with ScLL or Artin M plus ScLL. Also
we found a higher survival rate in animals treated with ScLL compared to untreated. Overall, our
findings suggests that the immunomodulatory mechanisms mediated by lectins ScLL and Artin

M can contribute to the control of T. gondii infection.

Keywords: Toxoplasma gondii. Lectins. ScLL. Artin M.
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Toxoplasmose é a infeccdo causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, sendo uma
das zoonoses parasitarias mais comuns no mundo. Sua capacidade de distribuicdo e seu grau
de adaptacdo fazem do T. gondii uns dos parasitos mais bem sucedidos na relacdo parasito-
hospedeiro. O sucesso do parasito pode ser evidenciado pelo alto indice de infeccdo e
acredita-se que atualmente cerda de 1/3 da populagdo mundial adulta seja infectada pelo T.
gondii.

Embora a toxoplasmose seja assintomatica para a maioria dos individuos sadios, sem
causar nenhuma alteracdo clinica evidente ao longo de toda vida, ela possui sérios efeitos

sobre uma parcela da populacéo.

Pacientes imunodeprimidos e recém-nascidos sdo seriamente acometidos pela doenca,
podendo apresentar quadros graves com desenvolvimento de sequelas irreversiveis ou até
mesmo a morte. O aumento do namero de individuos imunodeprimidos, devido ao advento da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), a gravidade do quadro em neonatos e alta
taxa de distribuicdo na populacdo fazem da toxoplasmose um sério problema de salde

publica.

Até o momento, o Unico método de tratamento eficaz para toxoplasmose é a
administracdo de uma combinagdo de farmacos, entre eles, a sulfadiazina, no entanto, o
tratamento preconizado ndo é capaz de curar o individuo acometido pela doenca e causa uma
série de efeitos colaterais, como alteracGes hematoldgicas, além do potencial teratogénico dos

farmacos utilizados.

Portanto, sdo necessarios estudos na tentativa de buscar o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas que possam ser uma alternativa ao tratamento padrdo da

toxoplasmose.

A utilizacdo de lectinas como ferramentas no combate a infec¢bes parasitarias vem
sendo estuda em diferentes modelos devido a capacidade dessas glicoproteinas em ativar
mecanismos efetores da resposta imune. Lectinas ja foram estudadas como adjuvantes em
modelos de infeccdo por Neospora caninum, Leishmania amazonensise no combate a

infeccdo por fungos Paracoccidioides brasiliensis.

Contudo, ainda ndo se tem registro de estudos de lectinas como mecanismo de controle
a infeccdo pelo T. gondii. Sendo assim este estudo prop06s investigar o potencial de duas
lectinas especificas no controle da infeccdo pelo T. gondii por meio da capacidade

imunomoduladora que estas moléculas exercem no sistema imune.
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2.1 Toxoplasma gondii

2.1.1 Parasito

Toxoplasma gondii, agente etiologico da toxoplasmose, € um protozoario intracelular
obrigatdrio que pode invadir e se multiplicar em células nucleadas do hospedeiro. Tal parasito
é identificado por sua morfologia apical Unica, onde estdo localizadas organelas especificas

como roptrias e micronemas (DE SOUZA, 1974).

T. gondii foi primeiramente identificado em 1908 e 1909 em uma espécie de roedor
(Ctenodactylus gundi) tipico da regido norte africana, por pesquisadores do Instituto Pasteur
da Tunisia, ao analisarem células do figado e baco do animal (NICOLLE; MANCEAUX,
1908). Concomitantemente no Brasil, Afonso Splendori realizava estudo no qual observou e

isolou o T.gondii de coelhos domésticos (Oryctolagus cuniculus) (DUBEY, 2008).

Pesquisadores brasileiros também participaram dos estudos iniciais com T.gondii, no
possivel primeiro caso de toxoplasmose congénita relatado. JA& em 1927, Carlos Bastos
Magarinos Torres observou lesdes como meningoencefalomielite e parasitos no Sistema
Nervoso Central de um recém-nascido autopsiado, sugerindo neurotoxoplasmose (TORRES,
1927).

Com relacdo a sua taxonomia, T. gondii pertence ao Reino Protista, Filo Apicomplexa,
Ordem Eucoccidiida, Subordem Eimeriina, Familia  Sarcocystidae, Subfamilia

Toxoplasmatinae, Género Toxoplasma, e Espécie Toxoplasma gondii (NEVES, 2011).

No filo apicomplexa também estdo inseridos outros parasitos de grande relevancia a
salde publica como, os do género Plasmodium responsavel pela malaria, Eimeria causador da
coccidiose, tanto em mamiferos quanto em aves e o Cryptosporidium responsavel pela
criptosporidiase que assim como a toxoplasmose possui grande relevancia em individuos com
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (DUBEY, 1993).

Tem sido recentemente republicado que T. gondii pode infetar tanto mamiferos quanto
aves, sendo parasito de enorme versatilidade e distribuicdo mundial (YAROVINSKY, 2014).
Nos humanos a principal forma de infec¢do ocorre por alimento contaminado, carne crua ou
mal passada contendo cistos ou por contato indireto com fezes de gatos contendo oocistos,

além da transmissdo transplacentaria. O parasito é bem tolerado pela grande maioria da
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populacdo, porém individuos imunodeprimidos, como pacientes com AIDS sofrem os efeitos
mais danosos da infeccdo pelo T. gondii (YAROVINSKY, 2014).

2.1.2 Morfologia e organizacgéo estrutural

A palavra toxoplasma que d& nome ao género da espécie, remete a morfologia do

parasito, toxon (arco) e plasma (molde) ambas derivadas do grego.

Como célula eucariota, T.gondii possui nucleo organizado, reticulo endoplasmaético
rugoso, complexo de Golgi, mitocondria e granulos densos, além de organelas especializadas,
como micronemas que participam da migracdo do parasito entre as células, possibilitando a
invasdo e replicacdo do T. gondii no tecido do hospedeiro (CARRUTHERS, V. B,
TOMLEY, 2008).

No envoltério do parasito sdo distinguidos trés tipos de membranas, uma membrana
externa ou membrana plasmatica e duas membranas internas. A primeira € continua,
responsavel por proteger e manter a osmolaridade do parasito, e as segundas sdo porosas
(possuem microporos) permitindo o trafego de nutrientes oriundos da célula hospedeira
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

Sendo apicomplexa, T. gondii apresenta complexo apical, esta estrutura esta localizada
na extremidade anterior do parasito, sendo formada pelo condide (apicomplexas cocideos),

anéis apicais, anéis polares e microttbulos subpeliculares (DUBEY et al., 1998).

Além dos elementos do citoesqueleto acima citados, o complexo apical apresenta
conjunto de organelas secretoras formado por micronemas, roptrias e granulos densos que
conferem ao parasito, capacidade de adesdo e invasdo as células do hospedeiro
(CARRUTHERS, V. B., 1999).

As micronemas sdo organelas que interagem com 0s componentes da superficie da
célula hospedeira, utilizando proteinas sintetizadas no reticulo endoplasmatico e glicosilada
no complexo de Golgi, que funcionam como adesinas (CARRUTHERS, V. B.; TOMLEY,
2008).

Como bem revisado por SOUZA e colaboradores (2010), as micronemas podem
secretar até 11 tipos de proteinas diferentes, designadas de MIC1 a MIC11, cada uma com
dominio de ligacdo especifico, podendo ser classificadas em quatro grupos, sdo eles,
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semelhantes & lectinas (MIC3 e MICS8), integrinas (MIC2), trombospondina (MIC1 e MIC2)
e tipos Fator de Crescimento Epidermal (EGF) (MIC6, 7,8 e 9).

As roptrias sdo organelas fundamentais para a penetracdo do parasito a célula
hospedeira, seu contetdo proteico € liberado apos a secrecdo de proteinas das micronemas
durante a internalizacdo do parasito. Estéo localizadas na regido anterior ao nucleo do parasito
e sdo delimitadas por membrana (GUBBELS; DURAISINGH, 2012).

Assim como as micronemas, roptrias também possuem conteudo proteico variado, sdo
conhecidas vinte e nove proteinas que foram localizadas no interior da organela, definidas de
ROP1 a 29. A secrecdo de ROP1 (enzima proteolitica) juntamente com ROP2, 3, 4 e 18
ocorre na invasdo a célula hospedeira (BOOTHROYD; DUBREMETZ, 2008). Devido ao seu
papel chave na infeccdo do T. gondii, as roptrias e seu conteido proteico foram associados a
fatores de viruléncia do parasito (BRADLEY; SIBLEY, 2007; HUNTER; SIBLEY, 2012).

Por fim temos o terceiro grupo de organelas secretérias do T. gondii, os granulos
densos. Essas organelas estdo distribuidas no citoplasma do parasito e ao que tudo indica
secretam seu contetdo proteico posterior a invasdo da célula hospedeira (SOUZA et al.,
2010).

A secrecdo do contetdo proteico dos granulos densos ocorre no limite do vacuolo
parasitoforo, as glicoproteinas secretadas ficam ligadas a sua membrana, sendo responsaveis
pela estabilizacdo do vacuolo e contribuindo para evasdo do parasito as respostas da célula
hospedeira (CARRUTHERS, V.; BOOTHROYD, 2007).

2.1.3 Invasao a célula hospedeira

A principal forma de contato do hospedeiro com o parasito ocorre pela ingestdo de
alimento (carne) ou &gua contaminados com, respectivamente, cistos ou oocistos, do T.
gondii. Apds a passagem pelo estbmago os cistos ou oocistos sdo estimulados (pela variagdo
de pH e temperatura) a mudar sua morfologia, se diferenciam em trofozoitos (no caso da
ingestdo de cistos) ou esporozoitos (no caso da ingestdo de oocistos) e infectam a mucosa do
intestino delgado (WILHELM; YAROVINSKY, 2014).
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Apesar de ndo ser definido um alvo especifico, acredita-se que os enterdcitos presentes
nas vilosidades intestinais e as células caliciformes sejam a porta de entrada para o parasito
(DUBEY et al., 1997).

Toxoplasma gondii penetra na célula hospedeira de forma ativa, ou seja, diferentemente
de outros micro-organismos, ele ndo necessita ser fagocitado ou endocitado por células do
hospedeiro (CARRUTHERS, V. B., 2002; SIBLEY, 2010). A capacidade secretéria
juntamente com mudancas rapidas em seu citoesqueleto permite ao parasito invadir
rapidamente a célula hospedeira, levando de 5 a 30 segundos desde o reconhecimento da

celula alvo até a penetracéo total (SIBLEY, 2004).

A grande motilidade do T. gondii durante a invasdo a célula hospedeira é possivel
gracas a mudancas rapidas em seu citoesqueleto, no chamado “gliding” (movimento em
espiral ativo) o parasito penetra nas células do hospedeiro (SIBLEY, 2010). O movimento
“gliding” ocorre com a participagao de miosina, como TgMyoA (Toxoplasma gondii Miosina
A), sendo verificado aumento dos niveis de célcio intracelular e fosforilacdo de TgMyoA em
uma via célcio dependente, proporcionando além da invasdo, a saida da célula infectada
(TANG et al., 2014).

O processo inicial de invasdo (reconhecimento, adesdo, secrecdo de proteinas e
variacdo do citoesqueleto) é fundamental para que o parasito tenha éxito nas etapas
posteriores da infecgdo, por isso 0 mesmo ocorre rapidamente, em poucos segundos
(KASPER; MINEO, 1994; MINEO et al., 1993).

2.1.4 Ciclo de biolégico e formas evolutivas

O ciclo evolutivo de T. gondii é heteroxénico, apresenta reproducdo assexuada nos
hospedeiros intermediarios (aves e mamiferos em geral) e reproducdo sexuada em felinos,
sendo estes os hospedeiros definitivos (Figura 1). O parasito exibe trés formas evolutivas,
esporozoitos no interior de oocistos, bradizoitos em cistos teciduais e taquizoitos que se

multiplicam assexuadamente no interior de células nucleadas (DUBEY et al., 1998).

O ciclo assexuado ocorre em diferentes células tanto dos hospedeiros intermediarios,
guanto nos definitivos (felinos), ja a fase sexuada se desenvolve apenas nas células do epitélio
intestinal (IECs) dos hospedeiros definitivos (DUBEY, 2004).
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Devido a complexidade, o ciclo de vida completo do T. gondii s6 foi totalmente
desvendado 60 anos apds sua descoberta. Até meados de 1970 a comunidade cientifica havia

definido apenas a fase assexuada do ciclo bioldgico do parasito (DUBEY, 2009).

Ao final da década de 1960 pesquisadores verificaram que o gato era o elo chave na
toxoplasmose, uma vez que eram 0s hospedeiros definitivos do parasito e disseminavam
oocistos pelas fezes (FRENKEL; DUBEY; MILLER, 1970).

O ciclo sexuado se inicia quando o felino (doméstico ou selvagem) ingere carne
contendo cistos, no trato digestivo sob a acdo de enzimas gastricas, a parede do cisto se rompe
e os trofozoitos sdo liberados, estes por sua vez infectam os enterdcitos. A multiplicacdo
inicial é assexuada (esquizogonia) e auto-limitada, da origem aos merozoitos, segue-se 0
desenvolvimento dos gametdcitos (gametas masculino e feminino), apés a fertilizacdo é
formado o oocisto que permanecem dentro dos enterdcitos, até a excrecdo nas fezes ja em sua
forma esporulada (esporozoitos). O ciclo biolégico é apresentado abaixo (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

Figura 1 — Ciclo biol6gico de Toxoplasma gondii.
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Fonte: adaptado de ROBERT-GANGNEUX; DARDE (2012).
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2.1.5 Resposta imune

As interagOes entre a resposta imune do hospedeiro e o Toxoplasma gondii sdo
complexas, envolvem mecanismos imunes inatos e adaptativos de defesa e a modulacdo dos
mesmos pelo parasito. A pressdo do sistema imune sobre o parasito leva o estabelecimento do
equilibrio resposta imune/multiplicacdo do parasito, marcado pela mudanca conformacional

do parasito em estados lentos de replicacédo (DUBEY, 1986).

A resposta imune do hospedeiro contra T.gondii utiliza mecanismos da imunidade inata
e adaptativa. Estudos realizados ao longo das ultimas duas décadas concluem que o padrdo de
resposta adaptativa T auxiliar tipo 1 (Thl), conduzidas por citocinas IFN-y e IL-12,
produzidas pelas células da imunidade inata (macréfagos, células dendriticas e células NK) é
essencial no controle da infeccdo (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Apds a ingestdo de cistos ou oocistos, contendo, respectivamente, bradzoitos ou
esporozoitos, estes invadem as células epiteliais do intestino delgado, se diferenciam em
taquizoitos que multiplicam rapidamente invadindo qualquer célula nucleada, incluindo
fagocitos profissionais. Nesse estagio inicial ocorrem as primeiras interaces e modulacao da
resposta imune do hospedeiro pelo parasito (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Células da imunidade inata detectam T. gondii diretamente pelo reconhecimento de
moléculas especificas do parasito por receptores semelhantes a Toll (TLRs) e por danos
teciduais causados nas etapas inicias da infeccdo. Esses receptores estdo distribuidos na
superficie das células ou em seu interior, como TLR4 e TLR2 de endossomos, envolvidos no
processo de reconhecimento da molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI) do parasito. Tanto
receptores de membrana quanto citoplasmaticos utilizam a via de sinalizacdo MYD88 para
ativacdo do fator 8 regulador de Interferon (IRF8) e Fator de Transcricdo NF-KB, resultando
na producdo das citocinas IFN-a IL-12 e respectivamente (YAROVINSKY, 2014).

Citocinas 1L-12, IFN-y e IFN-a sdo mediadores soltuveis que modulam a resposta
imune, atuam de forma sinérgica para controlar a infecgcdo pelo T. gondii, regulando processos
inflamatdrios que controlam o crescimento parasitario. IL-12 precede a liberacéo de IFN-y por
linfocitos T, que por sua vez inibem a proliferacdo do parasito (SCHARTON-KERSTEN et
al., 1996).

A citocina IL-12 possui grande importancia no combate ao T. gondii, é produzida por

macrofagos, células dendriticas (sobretudo pelas do subtipo CD8a") neutréfilos e mondcitos
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inflamatorios. IL-12 € um heterodimero, torna-se ativa quando a subunidade p40 se liga
covalentemente a subunidade p35, Camundongos deficientes em sua producdo sao
drasticamente mais sensiveis a infeccao pelo T.gondii (SANECKA; FRICKEL, 2012).

IL-12 produzida por macréfagos e demais células da imunidade inata, na presenca do
T.gondii estimulam a proliferacdo de células TCD4" que conduz ao padrdo de resposta Thl e
secrecdo de IFN-y (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Além de IL-12, macrofagos
ativados produzem ROI (Intermediérios Reativos de Oxigénio) e NO (Oxido Nitrico), estas
moléculas participam do processo de apresentacdo de antigeno aos linfécitos e exercem agédo
citotdxica diretamente ao parasito (DUNAY; SIBLEY, 2010).

Outro mecanismo utilizado pelo sistema imune na resposta a infeccao pelo T.gondii é a
producdo de Oxido nitrico (NO) por células de defesa. ApOs estudos iniciais, foram
estabelecidas as funcbes do NO ndo apenas sobre o endotélio vascular e em processos
inflamatérios, mas também nos imunopatolégicos. Na década de 90 pesquisadores
comprovaram a participagdo do NO de macrdfagos, formado na presenga de iINOS na defesa

contra patdgenos intracelulares, incluindo o T. gondii (KHAN et al., 1997).

Células da imunidade inata, como macro6fagos, utilizam NO para combater infeccdes.
Segundo WOODS et al. (2013), o NO ¢ produzido com auxilio de enzimas especificas como
INOS que atuam em conjunto com outras enzimas produtoras de formas reativas de oxigénio

para reduzir a multiplicagdo do T.gondii.

A utilizacdo do NO na defesa do hospedeiro contra a infec¢do pelo T.gondii também
estd presente em células dendriticas e células Natural Killers (NK). Por meio da acdo do NO
ocorre reducdo da replicacdo do T. gondii devido a reducdo da oferta de arginina, uma vez que
este € um aminoacido essencial para o crescimento do parasito (YAROVINSKY, 2014).

A relacdo entre os mecanismos efetores de defesa das células do hospedeiro via NO e
parasitos estd em constante evolucdo, atualmente sabe-se que o T. gondii é capaz de inibir a
producdo de NO em macréfagos pela degradacdo de INOS (SEABRA; DE SOUZA;
DAMATTA, 2002).

Em estudo realizado em macrofagos de linhagem (J774-Al), concluiram que a
degradacdo da enzima iNOS, apds a infec¢do pelo T. gondii envolve a via proteolitica da
ubiquitina-proteassoma, acarretando em menor quantidade de NO para o combate ao parasito
(PADRAO JDA et al., 2014).
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2.1.6 Doenca, Aspectos Clinicos e Epidemiologia

A doenca causada pelo T. gondii é denominada toxoplasmose, classificada como
zoonose de distribuicdo cosmopolita. Sua manifestacdo clinica apresenta espectro variado,
desde infeccdo assintomatica a quadros mais abrangentes e graves. Na pratica, a doenca pode
ser distinta de acordo com a manifestacdo clinica e/ou populacéo afetada em: toxoplasmose
febril aguda, linfadenite toxopladsmica, toxoplasmose ocular, neotanal, em pacientes

imunodeprimidos e na gravidez (BRASIL, 2010).

A fase aguda é na maioria das vezes, em individuos imunocompetentes, assintomatica,
contudo a infeccdo inicial pode causar febre acompanhada de exantema e outras
manifestacdes sistémicas. As lesdes sdo decorrentes da rapida proliferagdo do parasito nas
células do hospedeiro, podendo acometer, pulmdes (pneumonia difusa), cérebro (encefalite),
figado (hepatite) e coracdo (miocardite), porém esta fase tem evolucdo benigna, sendo auto-
limitada (BRASIL, 2010).

Na linfadenite toxoplasmica o hospedeiro apresenta linfadenopatia localizada,
geralmente envolvendo nodulos linfaticos cervicais ou em casos raros, linfadenopatia
generalizada. As alteracdes linfaticas parecem ser mais comuns em mulheres, o quadro se

estende por periodo de uma semana a um més, associado a fase febril aguda (BRASIL, 2010).

A toxoplasmose ocular é caracterizada por lesdo de natureza inflamatdria, sendo a
principal causa de uveite posterior e coriorretinite. Em casos mais graves, a toxoplasmose
ocular pode evoluir e causar cegueira, nos Estados Unidos cerca de 250 mil atendimentos
oftalmoldgicos sdo associados a doenca (PLEYER; SCHLUTER; MANZ, 2014).

Outra forma clinica da doenca é a toxoplasmose congénita, resulta da infeccdo intra-
uterina durante a gestacdo, as intensidades das lesdes variam de acordo com a idade fetal e
fatores imunoldgicos. A principal complicacdo da toxoplasmose congénita € a coriorretinite e
nos recém-nascidos a toxoplasmose é acompanhada de leucocitose com aumento relevante do
numero de leucocitos e monacitos, estabelecendo relacdo direta entre a doenca e a resposta
imune do hospedeiro (MACHADO et al., 2014).

Um grupo seriamente afetado pela toxoplasmose sdo 0s pacientes portadores do virus
HIV, que desenvolvem AIDS. Nesses individuos devido ao comprometimento da resposta
imune, ocorre o desenvolvimento de quadro clinico grave, como encefalite (LUFT et al.,
1984).
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Analisando sua distribuicdo epidemioldgica, T. gondii se destaca como um dos
protozoarios de maior sucesso na relagdo de parasitismo com seus hospedeiros, capaz de
infectar a maioria dos vertebrados homeotérmicos (DUBEY, 1998). Toxoplasma gondii pode
ser definido como o mais bem sucedido protozoario parasito intracelular obrigatdrio
(DUBEY, 1998; SIBLEY, 2003). Segundo dados mais recentes os indices de soroprevaléncia
sdo elevados em diversas regides do globo como Ameérica do Sul, Europa e Oceania (Figura
2).

Figura 2 — indice de distribuicdo mundial do Toxoplasma gondii.
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Fonte: Adaptado de Andrews, Fisher e Skinner-Adams (2014)

De acordo com o Centro de Controle de Doengas (CDC, do inglés, Centers for Disease
Control) em alguns lugares do mundo o indice de infeccdo pelo T. gondii chega ser de 95%,
nos Estados Unidos estima-se que 22,5% da populagdo esteja infectada. No Brasil também ha
ampla distribuicdo do parasito, cuja prevaléncia da infec¢do chega a ser de 50% em criancas e
80% em mulheres com idade fértil (DUBEY et al., 2012).

Um dos fatores responsaveis pelos elevados indices de transmissao da toxoplasmose ao

homem € a enorme quantidade de felinos infectados com T. gondii. Estima-se que
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praticamente 100% dos felinos selvagens e de 30 a 40% dos domeésticos sejam infectados pelo
parasito (SCHLUTER et al., 2014).

Cada felino infectado elimina milhares de oocistos ao longo da vida, 0s oocistos sdo
adaptados para permanecerem viaveis por longo periodo de tempo no meio ambiente, assim o
T. gondii se dissemina (solo, &gua, pastagens) e infecta ruminantes, ovinos, suinos e aves, que
sdo fonte de alimento ao homem. Portanto, a relagdo entre 0 homem e animais infectados
contribui para os elevados indices epidemiologicos da toxoplasmose (SCHLUTER et al.,
2014).

2.1.7 Tratamento

No Brasil, o Ministério da Salde estabelece que o tratamento especifico para
toxoplasmose nem sempre € indicado a individuos imunocompetentes, uma vez que a doenca
possui curso benigno e é bem tolerada nesse grupo. Deve ser avaliada a possibilidade de
infeccdo pelo HIV em individuos imunocompetentes com sintomas clinicos e sorologia

positiva para toxoplasmose (Brasil, 2010).

O tratamento tradicional é preconizado para gestantes, recém-nascidos e pacientes
imunodeprimidos, segue 0 esquema terapéutico descrito a seguir (Tabela 1). Gestantes
seguem normas especificas de tratamento, deve ser prescrito espiramicina, 750 a 1000 mg, via
oral (VO), a cada 8 horas, ou clindamicina VO, na dose de 600 mg a cada 6 horas. Nos casos
de toxoplasmose ocular, a fim de reduzir o processo inflamatdrio, necrose e minimizar a
cicatriz ocular, deve ser administrado prednisona na dose de 40 mg/dia VO, por uma semana e
20 mg/dia por outras sete semanas. O farmaco pirimetamina é contraindicado no 1° trimestre
de gravidez, devido sua acdo teratogénica, e a Sulfadiazina no 3° trimestre pelo risco de
kernicterus (BRASIL, 2010).
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Tabela 1 — Esquema terapéutico preconizado pelo Ministério da Saudde a pacientes gestantes, recém-nascidos e

imunodeprimidos

Adultos

Nos 3 primeiros dias de tratamento No 4° dia em Tempo de
diante tratamento

Pirimetamina 2mg/Kg 1mg/dia 4a6
Sulfadiazina 25mg/Kg/dia 25mg/Kg/dia Semanas

4x/dia 4x/dia
Acido folinico 5 a 10mg/dia 5 a 10mg/dia

Crianca

Pirimetamina 2mg/Kg 1mg/dia 4 Semanas
Sulfadiazina 25mg/Kg/dia 25mg/Kg/dia

4x/dia 4x/dia
Acido folinico img 1mg

Fonte: Brasil (2010).

Os farmacos utilizados possuem estrutura molecular e funcgdes antiparasitarias
especificas. Pirimetamina atua como inibidor seletivo da sintese de &cido félico em
taquizoitos do T. gondii e na inibicdo da sintese de &cidos nucleicos. Sua acdo € efetiva
quando combinada com outras drogas antiparasitarias, contudo deve ser usada com cautela
devida sua toxicidade, uma vez que interage com processos bioquimicos do hospedeiro.
Soma-se a isto sua acdo toxica sobre a medula dssea, podendo causar trombocitopenia,
anemia megaloblastica e leucopenia. Para prevencdo as agressdes & medula éssea a
pirimetamina deve ser administrada juntamente com é&cido folinico (CHENE; THIEBAUT,
2009).

Outra classe de farmacos utilizadas no tratamento da toxoplasmose sdo as sulfonamidas,
como a sulfadiazina que possui acao parasitostatica, por inibir a sintese de folatos. Apds sua
administracdo por via oral as sulfonamidas sdo absorvidas no tracto digestivo e se distribuem
por todos os tecidos e liquidos corporais. Sulfonamidas sdo efetivas apenas sobre taquizoitos
do parasito, sua atividade ocorre pela droga ser analoga estruturalmente ao PABA (Acido p-
aminobenzoico), onde por meio de competicdo (pelo mesmo sitio de ligacdo) impedem a
incorporagdo do PABA na biossintese do &cido diidropteroico, culminando na agéo
antimetabolito (BOSCH-DRIESSEN et al., 2002).

Atualmente novos desafios surgiram no tratamento da doenga, assim como outras

infeccdes parasitarias, na toxoplasmose também ocorre o fendmeno da resisténcia as drogas
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disponiveis. E cada vez maior a necessidade de descoberta e o estabelecimento de novos
esquemas terapéuticos (ANDREWS et al., 2014).

Nesse sentido, o presente trabalho visa estudar os efeitos de lectinas isoladas de plantas
no tratamento a toxoplasmose, utilizando um modelo experimental in vitro e in vivo de

camundongos infectados com T. gondii.

2.2 Lectinas

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas com a capacidade de interagir com moléculas
de carboidratos, também chamadas de hemaglutininas, devido a sua capacidade de aglutinar
eritrocitos. Os primeiros estudos envolvendo lectinas sdo datados de 1888, desenvolvido por
Peter Hermann Stillmark que trabalhando com sementes de mamona (Ricius communis)
conseguiu isolar a molécula proteica denominada ricina, potencialmente toxica,
posteriormente identificada como lectina (VAN DAMME, 2014).

Apbs observacdes iniciais, Ehrlich em 1891 verificou que a ricina era capaz nao apenas
de aglutinar hemacias, mas também precipitar diversas proteinas do soro. Os estudos com
ricina possibilitaram o entendimento de processos imunes, como transmissao da capacidade
protetora ao longo das geracOes, quando o gado era estimulado pela ingestdo de pequenas
guantidades de ricina e adquiria resisténcia a intoxicacdo por Ricius communis (VAN
DAMME, 2014).

Lectinas apresentam distribuicdo universal na natureza, ou seja, sdo produzidas e
encontradas em uma extensa variedade de seres vivos como, bactérias, fungos, plantas,

insetos, crustaceos, mamiferos e até mesmo em virus (INGALE; HIVRALE, 2013).

Os estudos a respeito de lectinas, suas estruturas e fungdes, focaram em sua grande
maioria nas lectinas de origem vegetal, desenvolvendo praticamente um novo ramo da ciéncia
conhecido como “lectinologia”. Ao longo da década de 1970 a lectinologia se desenvolveu e
pesquisadores conseguiram isolar a primeira lectina de origem animal, denominada lectina
hepatica de mamiferos (STOCKERT; MORELL; SCHEINBERG, 1974).

O conhecimento acumulado ao longo dos anos possibilitou maior compreensdo dos

eventos bioldgicos envolvendo lectinas, Atualmente sabe-se que 0 processo de
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reconhecimento proteina-carboidrato é fundamental para a ativagdo, migracdo e adesdo de
diferentes tipos celulares. Lectinas interagem com carboidratos por dominio especifico de
ligacdo denominado CRD (Carbohydrate Recognition Domain), cada lectina possuem pelo
menos um dominio ndo catalitico que se liga de forma especifica e reversivel a

monossacarideos, oligossacarideos e glicoconjugados (DIAS et al., 2015).

Em animais e micro-organismos as lectinas atuam como mediadores bioldgicos de
eventos relacionados ao reconhecimento celular, nas plantas sdo relevantes nos processos de
defesa contra patogenos além de fungdes fisioldgicas (CAVADA et al., 2001).

Plantas assim como animais estdo constantemente sujeitas a invasdo de agentes
patogénicos, lectinas sdo parte do sistema imune vegetal e foram isoladas de diferentes
compartimentos como, raizes, sementes, casca, flores, tubérculos, folhas, latex, seiva e
ovarios (DIAS et al., 2015). A maioria dos estudos de caracterizacdo e isolamento de lectinas
é referentes as familias Leguminosae, Euphorbiaceae e Moraceae (KABIR, 1998).

Lectinas de plantas sdo um grupo importante de substancias bioativas estudada desde a
década de 60 como ferramentas de defesa devido a sua interacdo com receptores que possuem
porcdo de glicanos, localizados na superficie de células de defesa. A ativacdo desses
receptores via lectinas produzem eventos bioquimicos em cascata com consequente producdo
de citocinas (SOUZA et al., 2013).

As lectinas estabelecem relacdo estreita com as células do sistema imune, atuam como
receptores de reconhecimento de PAMPs (PadrGes Moleculares Associados a Patdgenos),
incluindo lectinas sollveis, como colectinas (nas quais encontramos as lectinas ligantes de
manose, MBLs), ficolinas e pentraxantinas (como as proteinas C-reativas) e lectinas integrais
(lectinas do tipo C exercem a fungdo de receptores de membrana em macréfagos

reconhecendo porg¢des de manose) (VASTA, 2009).

AplicacOes préaticas para as lectinas vegetais foram verificadas gracas ao seu potencial
imunoestimulador, estudos comprovaram a alta especificidade das lectinas por agucares e seu
potencial ativador das respostas imunes na ativacdo de macrofagos com producdo de IL-12 e
neutrofilos (PANUNTO-CASTELO et al., 2001) (TOLEDO et al., 2009).

Entre as aplicacOes ja estudas com lectinas estdo, tratamento de cancer, proliferacdo de
linfocitos humanos (atividade mitogénica), potencial fungicida e como possivel ferramenta
para inibicdo do crescimento de bactérias e virus (INGALE; HIVRALE, 2013).
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As aplicagdes de lectinas como ferramentas bioldgicas contra patdgenos que infectam o
homem ¢ atualmente uma das fronteiras do conhecimento na medida em que cada vez mais

estudos promissores sdo publicados (DIAS et al., 2015).

2.2.1 Lectina do latex de Synadenium carinatum (ScLL)

Entre as lectinas extraidas de plantas estudadas como substancias imunomoduladoras,
temos a lectina (ScLL) extraida e purificada do latex da Euphorbiaceae Synadenium
carinatum. Conhecida como “leiterinha santa” S. carinatum foi primeiramente cultivada no
Brasil como planta ornamental, posteriormente seu latex passou ser utilizado na medicina

popular no tratamento de véarias doencas (Souza et al., 2005).

Acreditando no potencial imunoestimulador e adjuvante da ScLL Afonso-Cardoso
(2007) estudou o efeito dessa lectina em modelo de vacinacdo contra leishmaniose cutanea,
concluindo que a ScLL associada ou ndo ao antigeno soltvel de Leishmania amazonensis na
imunizacdo de camundongos induziu uma potente resposta Thl e secrec¢do das citocinas IL-12
e IFNy além de garantir efeito protetor aos animais reduzindo a taxa de infec¢do apds o

desafio com L. amazonensis.

ScLL também foi utilizada em modelo in vitro de leishmaniose, onde macréfagos
murinos peritoneais ~ foram pré-tratados e posteriormente infectados com formas
promastigotas de L. amazonensis. Os resultados mostraram que a lectina foi capaz de ativar 0s
macrdfagos, estimular a produgdo de citocinas IL-12, IL-1 e TNF-a e reduzindo crescimento
de amastigotas no interior das células (AFONSO-CARDQOSO et al., 2011).

Apo0s a caracterizacdo por Souza e colaboradores (2005) e os estudos iniciais com L.
amazonensis, pesquisadores também avaliaram o potencial adjuvante da ScLL na vacinagdo

contra neosporose em modelo murino (CARDOSO et al., 2012)

2.2.2 Lectina da semente de Artocarpus heterophylus (Artin M)

Artin M é uma lectina extraida das sementes do fruto da planta de origem indiana

conhecida como Jaca (Artocarpus integrifolia). Os primeiros estudos descrevendo lectinas nas
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sementes de Artocarpus integrifolia foram desenvolvidos em 1979, onde pesquisadores
observaram a forte capacidade hemaglutinante e a presenca de glicoproteinas na estrutura da
“lectina da Jaca” (CHATTERJEE et al., 1979).

A lectina isolada das sementes do fruto da Jaca, foi primeiramente denominada jacalina,
rapidamente se tornou ferramenta em estudos de imunomodulacédo. Devido a presenca de mais
de uma lectina isoladas a partir de A. integrifolia, surge o termo Lectinas Relacionada a
Jacalina (JRL) utilizado para denominac¢do do conjunto de lectinas, com afinidades por
carboidratos diferentes (PEREIRA-DA-SILVA; ROQUE-BARREIRA; VAN DAMME,
2008).

Artin M, primeiramente denominada KM+ ou Artocarpina, possui afinidade especifica
por monossacarideos o-D-manose, a-D-glucose e o-metil manoside, a modificacdo na
nomenclatura levou em consideracdo sua especificidade, como lectina ligante de manose, e
tem o objetivo te facilitar a comunicagédo e evitar confusdo em publicagdes que utilizam a
lectinas derivadas de Artocarpus integrifolia (PEREIRA-DA-SILVA et al., 2008).

Assim como outra lectinas, Artin M € capaz de modular a resposta imune, ativando
células de defesa como neutrofilos, podendo ser utilizada como possivel ferramenta no
tratamento a infec¢des (TOLEDO et al., 2009).

Artin M interfere em diferentes mecanismos da resposta imune ela é capaz de ativar
macrofagos a liberarem IL-12, que por sua vez estimulam linfécitos a produzirem IFN-y
modulando, portanto, tanto a resposta imune inata e quanto adaptativa (PANUNTO-
CASTELO et al., 2001).

Estudos mais recentes revelam o potencial de Artin M como agente cicatrizante em
tecido de mucosa oral, pela inducdo de TGF-b (Fator de Transformacdo do Crescimento) e
liberacdo de VEGF (Fator de Crescimento Vascular Endotelial), aumentando a proliferacédo
celular. Evidenciando mais uma vez o potencial de lectinas como ferramentas biomoduladoras
(KIM et al., 2013).



3 Objetivos
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3.1 Geral

Avaliar o efeito e o potencial imunoestimulador das lectinas de Synadenium carinatum

(ScLL) e Artocarpus integrifolia (Artin M) no controle da toxoplasmose.

3.2 Especificos

- Analisar o efeito in vitro das lectinas ScLL e Artin M na producdo de citocinas por
macrofagos primarios derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6.

- Analisar o efeito in vivo das lectinas ScLL e Artin M em camundongos C57BL/6
infectados com cistos de Toxoplasma gondii cepa ME-49 através mensuracdo da carga

parasitaria cerebral e curva de mortalidade.

- Analisar o efeito na producdo de citocinas em modelo in vivo de camundongos
C57BL/6 infectados com cistos de Toxoplasma gondii cepa ME-49, tratados com lectinas
ScLL e/ou Artin M.



| 4 Material e Méetodos
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4.1 Extracao das Lectinas ScLL e Artin M

A lectina de Synadenium carinatum (ScLL) foi obtida a partir do extrato aquoso do
latex da planta como descrito por Souza e colaboradores (2005), com algumas modificaces .
O latex extraido da planta foi homogeneizado com agua destilada (1:10) a 4°C por 24 horas,
centrifugado (3.500 x g, 30 minutos, 4°C) (centrifuga de eppendorf) e filtrado em membrana
clarificante (0,45 um; Merck, Gottingen, Alemanha), originando o extrato aquoso total. Este
extrato foi congelado a - 20°C por 48 horas. Apds o descongelamento o extrato foi novamente
filtrado em membrana clarificante (0,45 um; Merck, Géttingen, Alemanha). O extrato filtrado
foi submetido & cromatografia de afinidade em coluna de D-galactose imobilizada em agarose
(Pierce, Rockford, IL, EUA) e a fracdo ligante foi eluida com D-galactose (Sigma Chemical
Co.) a 0,2M em solucdo salina tamponada com Borato (BBS) a 5 mM (pH 8,0) e, em seguida,
concentrada e dialisada em sistema Amicon® (Merck, Gottingen, Alemanha ) com membrana
de separacdo proteica cut off de 40kDa. A concentracdo proteica foi determinada pelo método
de Bradford (BRADFORD, 1976). As aliquotas das lectinas foram armazenadas a - 20°C até

a data de sua utilizacdo nos experimentos.

A lectina de A. integrifolia (Artin M) foi enviada purificada para realizagéo dos ensaios
pela Dra. Maria Cristina Roque-Barreira do Laboratorio de Glicobiologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP. A preparacdo do
extrato total de sementes de Artocarpus integrifolia e a obtencdo da lectina ligante de manose
Artin M séo descritos no estudo realizado por (BUNN-MORENO; CAMPOS-NETO (1981);
ROQUE-BARREIRA et al., 1986).

4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para confirmar se as alteracgdes feitas no protocolo original de extracdo da lectina ScLL,
ndo comprometeriam o processo de purificagdo, realizamos analise do material processado
por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%, em presenca de dodecil sulfato de sodio sob
condiges redutoras(SDS-PAGE) (LAEMMLLI, 1970).

Amostras de ScLL foram diluidas em tampé&o de amostra (Tris-HCI 0,1 M pH 6,8, SDS
a 4%, azul de bromofenol a 0,2%, glicerol a 20%) e incubadas por 5 minutos a 100 °C para

analise por SDS-PAGE, utilizando sistema de eletroforese vertical em mini-gel (Hoefer
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Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, EUA). Um volume de 15 pl de cada amostra
(aproximadamente 20 ug de proteina total) foi aplicado em paralelo aos padrbes de peso

molecular (Sigma Marker, Sigma Chemical Co.; Bench Mark™

Protein Ladder, Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA). Apos a separacgdo eletroforética, o gel foi corado por Coomassie blue

ou Coomassie blue coloidal (G250; Sigma Chemical Co.).

4.3 Ensaios in vitro

Apbs a obtencdo das lectinas realizamos ensaios in vitro para verificar seu efeito
citotoxico e sua capacidade imunomodulatéria em célula do sistema imune. Para tanto,

utilizamos macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDMs) de camundongos C57BL/6.

4.3.1 Obtencdo de Macrofagos

Para obtencdo de macro6fagos utilizamos protocolo previamente estabelecido (MARIM et
al., 2010).

Camundongos C57BL/6 (n=2) de 6 a 12 semanas de idade foram eutanasiados. Apos a
eutanasia tiveram seus membros inferiores pulverizados com alcool 70% e feita remocéo e
dissecacdo dos fémures. Com fémur removido foi realizado corte na articulacdo fémoro-tibial
e coxo-femoral, cada epifise foi retirada e transferida a tubos de 15 ml com meio RPMI 1640
incompleto. Em camara de fluxo laminar, os ossos foram colocados em &lcool 70% por 1
minuto e as epifises foram cortadas com o auxilio de tesoura e pinga estéreis. Toda técnica e
manuseio do material foram realizados de forma asséptica. Os o0ssos foram lavados com o
auxilio de uma seringa contendo meio RPMI 1640 incompleto com agulha de 26G de

diametro.

A suspensdo celular obtida foi centrifugada e ressuspendida em meio RPMI
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/ml de penicilina, 100mg/ml de

estreptomicina, 2 mM de L-glutamina e 30% de meio condicionado de células L929, LCCM .

A suspensdo celular foi distribuida igualmente em placas de Petri (9 ml/placa) e
incubadas em estufa a 37°C e 5% CO2. Ap6s 96 horas de incubag&o, foi procedida a troca do

meio, adicionando novamente 9 ml/por placa de meio suplementado (conforme descrito no
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pardgrafo anterior) e incubado por mais 72 horas (sob as mesmas condicfes iniciais). Ao
término do periodo de incubacdo, o sobrenadante das placas de Petri foi descartado e

realizado o descolamento dos macréfagos com 10 mL de PBS estéril gelado por pogo.

Por fim, as células foram centrifugadas a 500 x g por 10 minutos, o pellet obtido foi
ressuspendido em RPMI 1640 suplementado com 2% de soro fetal bovino. A contagem global
das células foi efetuada em cadmara de Neubauer, partindo-se da suspensdo de 1 ml diluida 10
vezes em solucdo de Azul de Trypam para avaliacdo da viabilidade celular e contagem do

namero total de macréfagos.

As células entdo foram utilizadas nos procedimentos experimentais que se seguem.

4.3.2 Teste de Citotoxicidade

Para verificar o efeito citotoxico das lectinas ScLL e Artin M foi realizado ensaio
colorimétrico de MTT (MOSMANN, 1983) em macréfagos derivados de medula dssea
(BMDMs). Este método colorimétrico é baseado na capacidade da enzima desidrogenase
mitocondrial das células vivas reduzirem o sal MTT (3- (4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolium brometo) no produto colorido denominado formazana.

Brevemente, os macrdfagos foram aplicados em placa de 96 po¢os na proporcdo de
3x10* células/poco/200 pl. As células entdo foram incubadas em quadruplicada com ScLL
(50pg, 16,6 ug, 5,5 ug, 1,8 ug, 0,61 ug, 0,20 pg e 0,06 pg. *A quantidade de ScLL refere-se a
massa de lectina aplicada por poco.), Artin M (1ug/pogo, 0,33 ug/pogo, 0.11ug, 0,037 pug,
0,012 ng, 0,004 nug, 0,00013 ng, 0,00004 ug. *A quantidade de Artin M refere-se a massa de
lectina aplicada por pogo) e meio RPMI e incubadas a 37°C e 5% CO2 por 48 horas. Ao
término desse periodo, foram retirados o sobrenadante da placa e as células lavadas com 10 pl
de reagente MTT (Sigma) a 5mg/ml em 90 ul de meio com SFB 10% por 4 horas. O sal de
tetrazdlio (MTT) foi entdo reduzido pela atividade metabdlica das células vivas formando
cristais de formazana, de cor azul que por sua vez foram solubilizados com SDS (Dodecil
Sulfato de Sédio) 10% (Sigma) e 50% de N,N Dimetilformamida (Sigma). A densidade

oOptica foi mensurada apds 30 minutos em espectrofotdometro a 570nm.

As quantidades iniciais de lectinas utilizadas nesse ensaio foram determinadas com base
em estudos anteriores (AFONSO-CARDOSO et al., 2007; CARDOSO et al., 2011).
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4.3.3 Determinacdo da producao de citocinas e nitrito in vitro

Os macréfagos murinos (BMDMs) obtidos como anteriormente descrito, foram
plaqueados (placa de 96 pogos) com suspensdo celular (3 x 10* células/200 pl/poco) e

estimulados em triplicata com diferentes diluicGes de ScLL ou Artin M.

As aliquotas de lectinas foram filtradas (membrana de 0,22 um) e adicionadas a placa

nas seguintes concentragoes:

ScLL (50 pg/ml, 16,6 pg/ml, 5,5 pg/mi, 1,8 pg/ml, 0,61 pg/ml, 0,20 pg/ml e 0,06
pg/ml) e Artin M (1 pug/ml, 0,33 pg/ml, 0.11ug/ml). As concentragdes de ScLL e Artin M
foram estabelecidas com base em observacdes de estudos anteriores (CARDOSO et al., 2012;
PANUNTO-CASTELO et al., 2001).Como controle foram utilizados meio RPMI e LPS (1
pg/ml) de Escherichia coli (Lipopolisaccharide B E.coli 0111:B4 — Product number L4130 —
Sigma., St. Louis, MO, USA) em PBS (tampdo fosfato salino). As células foram incubadas

com as lectinas e os controles durante 48 horas a 37°C e 5% CO?2.

Para determinacdo da concentracdo de IL-10 e IL-12 contidas no sobrenadante, foi
realizado Ensaio de Imunoabsorcdo por Ligacdo Enzimética (ELISA) de acordo com as

recomendacdes do fabricante (BD Biosciences) como descrito a seguir.

Placas de alta afinidade de 96 pocos (Costar/Corning) foram sensibilizadas com
anticorpos de captura da respectiva citocina pesquisada e incubadas por 12 horas (overnigth) a
4°C. Em seguida as placas foram lavadas 3X com PBS-T (PBS-Tween 0,05%) e bloqueadas
durante 1 hora a temperatura ambiente com PBS + 10% SFB. Apos nova lavagem, (3X com
PBS-T) foram adicionados 50ul das curvas de cada citocina (2000pg/ml tanto para IL-12
quanto para IL-10) e 50ul de cada amostra dos sobrenadantes de macrofago e incubadas por 2
horas a temperatura ambiente. Posteriormente, apds lavagens (5X com PBS-T) as placas
foram incubadas com Detector de Trabalho (anticorpos de deteccdo + estreptavidina
conjugada com peroxidase + diluente) por 1 hora a temperatura ambiente no escuro. Foram
entdo lavadas (6X PBS-T) e adicionados 50 pl por pog¢o de substrato (10mM de tampido
citrotofosfato, 0,4 mM de 3,3°,5,5- Tetrametilbenzidina (TMB) (SIGMA) e 1,2 mM de
peroxido de hidrogénio H202) por 30 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi
interrompida adicionando-se 25 pl por poco de Stop Solution (H2SO4.2N) e finalmente
procedida leitura da densidade Optica em espectrofotdometro (SpectraMax M2e, Molecular

Devices) a 450 nm. As concentracBes de citocinas nas amostras de sobrenadante foram
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calculadas por meio da compara¢do com uma curva padrdo construida com citocinas murinas

recombinantes.

A presenca de nitrito no sobrenadante de cultura foi analisada por meio da Reacéo de
Griess (GREEN et al., 1982).

Em resumo, 50 ul do sobrenadante de cada pogo separadamente foram adicionados
(v/v) ao reagente de Griess ( 0,1 % N-1-naphthyl-ethylenediamina em &gua destilada 1%
sulfonamida em 5% de acido fosférico) em placas de 96 pocos. O conteudo de nitrito foi
determinado utilizando-se curva de nitrito de sodio (NaNO,) como padréo e procedida leitura

em espectrofotdmetro (Espectofotdmetro SpectraMax 340, Molecular Devices) a 540nm.

4.4 Ensaios in vivo

Para verificar o potencial imunomodulatério protetor das lectinas ScLL e Artin M na
infeccdo pelo T. gondii, utilizamos modelo animal de camundongos C57BL/6 infectados via

oral com cistos do parasito, cepa ME-49.

Apbs a obtencdo das lectinas, a primeira etapa dos ensaios in vivo foi a verificacdo da

capacidade dos camundongos resistirem as doses de lectinas propostas por nosso protocolo.

A segunda etapa foi a andlise da capacidade protetora das lectinas por meio da
construcdo de curva de sobrevivéncia dos camundongos infectados e tratados com protocolo

experimental de lectinas ou sulfadiazina e animais ndo tratados.

A terceira etapa foi a anélise do efeito imunomodulador das lectinas ScLL e Artin M
por meio da comparacdo dos niveis de citocinas presente no soro dos camundongos
infectados tratados com protocolo experimental de lectinas, sulfadiazina ou ndo tratado. Por
fim, o Gltimo ensaio foi & averiguagcdo da capacidade protetora do tratamento experimental
com as lectinas por meio da andlise do parasitismo no tecido cerebral de camundongos

infectados e tratados com lectinas, sulfadiazina ou ndo tratados.

O presente estudo foi realizados com camundongos fémeas de 8 a 10 semanas, linhagem
C57BL/6 obtidos na UFU (Universidade Federal de Uberlandia), MG, Brasil, e mantidos no
Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CEBEA) da UFU, sob condi¢cbes padrdes
em ambiente com temperatura controlada (25°C com variagdo de 2°C) em ciclos de 12h de luz

e 12h de escuro, com agua e ragdo ad libitum. O experimento foi aprovado pelo Comité de
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Etica para Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob
o0 protocolo de nimero (Anexo ).

A seguir estdo descritos os procedimentos de cada etapa dos ensaios in vivo.

4.4.1 Teste da letalidade da dose experimental de ScLL

No presente estudo, propomos um protocolo onde cada camundongo infectado receberia
6 doses de lectinas ScLL e Artin M separadas ou combinadas. Para ScLL, cada dose foi
estabelecida como 50 pg de lectina diluida em 200 pL de PBS estéril e para Artin M 1 ug
diluida em 200 pL de PBS estéril. As quantidades das lectinas foram definidas com base em
observacdes de estudos anteriores (CARDOSO et al., 2012; CARDOSO et al., 2011).

Por entender que o maior risco seria aos camundongos que receberiam a formulagéo
contendo 6 doses de ScLL (50 ug por dose), realizamos um teste de letalidade com 5
camundongos. Sendo um animal (1) controle, que recebeu seis doses de 200 pl PBS estéril por
via intraperitoneal (IP) e quatro animais (Il, II, IV e V) que receberam seis doses via IP de

ScLL (50 ug, 20 ug, 10 ug ou 5 ug) respectivamente, diluidas em 200 pL de solucdo tampéo.

Os animais foram observados por 30 dias, ao final desse periodo todos estavam vivos
e com padrdes semelhantes de peso, temperatura e mobilidade na gaiola. Entendemos entéo,
que a formulagdo com 6 doses de ScLL (50 pg) poderia ser utilizada nos experimentos

posteriores.

4.4.2 Obtencéo dos parasitos

Os cistos de T. gondii cepa ME-49 foram obtido do cérebro de Calomys callosus
previamente infectados (30 a 45 dias antes) com 20 cistos por via oral, como anteriormente
descrito (BARBOSA et al., 2007).

Em resumo, um animal foi sacrificado, seu cérebro removido e homogeneizado em 10
ml tampdo fosfato salino (PBS; pH 7,2, 0,01M) estéril e com seringa e agulha (25x7). O
material foi entdo lavado por centrifugacdo & 1000 x g por 10 minutos, em temperatura

ambiente. Apds a lavagem, foi feita a contagem de cistos pela adicdo de uma aliquota de 20 pl
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da solucdo de suspensdo, colocada entre ldmina e laminula (24x24mm) e observada em

microscopio de luz na objetiva de 10x.

Determinada a contagem, uma dose de 200 pl da solucéo contendo 10 cistos em PBS foi

administrada as fémeas por via oral C57BL/6, nos experimentos que se seguem.

4.4.3 Curva de Sobrevivéncia

Foram utilizados 25 camundongos C57BL/6 fémeas de 8 a 10 semanas de idade
divididos em cinco grupos infectados com 10 cistos cepa ME-49 via oral (VO) e tratados com
ScLL e/ou Artin M.

As doses das lectinas foram administradas por via intraperitoneal (IP). O grupo | foi
definido como animais tratados com ScLL (50 pg), grupo Il tratados com ScLL (50 pg) e
Artin M (1 pg) e Grupo Il tratados com Artin M (1 pg). O Grupo IV compreendeu animais
ndo tratados, que receberam aplicacbes IP de PBS estéril e o Grupo V tratados com
sulfadiazina, droga padrdo utilizada no tratamento da toxoplasmose (250 mg diluidas em

400ml 4gua de beber oferecida aos animais durante 6 dias).

| 1 ]| v Vv
(ScLL) (ScLL+Artin (Artin M) (PBS) (Sulfadiazina)
M)
Tratamento
ScLL 6x (50ug) 6x (50ug)
Artin M 6x (1ug) 6x (1ug)
PBS 6x (PBS)
Sulfadiazina 250mg

As doses das lectinas foram estabelecidas com base em estudos anteriores (CARDOSO
etal., 2012; CARDOSO etal., 2011).
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Protocolo de tratamento
Dia (-1)-------dia (0)-------- dia (1)------- dia (2)------- dia (3)------- dia (4)
1% dose 2% dose 3*dose 4*dose 52 dose 6% dose

Infeccéo

Ao término do tratamento os animais foram observados diariamente, ao final de 30 dias
apos a infecgdo todos os animais sobreviventes foram eutanasiados e seus cérebros recolhidos

para realizacdo da andlise da carga parasitaria.

4.4.4 Efeito imunomodulador das lectinas ScLL e Artin M na infec¢do por T. gondii in

Vivo

Foram utilizados 20 camundongos C57BL/6 fémeas de 8 a 10 semanas de idade
divididos em 4 grupos, com 5 animais por grupo infectados com 10 cistos cepa ME-49 V.O

(Via Oral) e tratados conforme descrito abaixo.

As doses das lectinas foram administradas por via intraperitoneal (IP). O grupo | foi
definido como animais tratados com ScLL (50 pg), grupo Il tratados com ScLL (50 pg) e
Artin M (1 pg), grupo Il animais ndo tratados, receberam aplicages I.P de PBS estéril e
grupo IV tratados com sulfadiazina (250 mg diluidas em 400 ml &gua oferecida aos animais

durante 6 dias).

Grupo | 1 i v
(ScLL) (ScLL+Artin (PBS) (Sulfadiazina)
M)
Tratamento
ScLL 6x (50ug) 6x (50ug)
Artin M 6x (1ug)
PBS 6x (PBS)
Sulfadiazina 250mg
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O protocolo de tratamento foi idéntico ao proposto no ensaio de sobrevivéncia.
Dia (-1)------- dia (0)-------- dia (1)-------- dia (2)-------- dia (3)-------- dia (4)

1°dose 2%dose 3%dose 4%dose 5%dose 6%dose

Infeccéo

Foram realizadas duas sangrias nos animais, uma antes do tratamento com 0s animais
ainda ndo infectados e outra um dia apds o término do tratamento. ApGs a sangria 0S SOros
foram separados do sangue total e guardados em freezer a -70°C para posterior dosagem de

citocinas.

A deteccdo de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF) foi realizada pelo
método de citometria de fluxo utilizando o kit Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Thil,
Th2, Th17 Cytokine Kit (BD®Biosciences, USA). Em resumo, 0s soros e as curvas de
concentracdo padrdo das citocinas do kit foram incubados em tubos de poliestireno, fundo
redondo com beads de captura recobertas com anticorpos especificos para cada citocina, e
com anticorpo de deteccdo marcado com ficoeritrina (PE). Ap6s a incubacdo, foi adicionada
500 pl de solucéo de lavagem, os tubos foram centrifugados a 1300 rpm, 18°C por 7 minutos.
O sobrenadante foi descartado e as amostras foram ressuspensas em 200 pl de solucéo de
lavagem, por fim foi efetuada a leitura no aparelho FACSCanto Il (BD Immunocytometry
Systems, San Jose, CA, USA). Os resultados obtidos foram analisados pelo software FlowJo
BD CBA Analysis Software por meio da obtencdo de curvas de calibracdo obtidas dos padrbes

de citocinas do kit, sendo a concentracdo dos analitos na amostra determinado em pg/mL.

Ao término do tratamento os animais foram observados diariamente, ao final de 30 dias
apos a infeccdo todos os animais foram eutanasiados e seus cérebros recolhidos para

realizacdo da analise da carga parasitaria.

4.4.5 Andlise do parasitismo por gPCR

Para avaliar o efeito no controle da infeccé@o pelo T. gondii dos camundongos tratados
com ScLL, Artin M e ScLL, sulfadiazina e néo tratados (PBS) foi realizado PCR quantitativa

a partir de amostras de tecido do cérebro dos animais.
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A presenca do DNA de T. gondii no tecido cerebral dos animais sobreviventes do ensaio
de curva de sobrevida e dos utilizados para analise de citocinas (segunda e terceira etapa

respectivamente dos ensaios in vivo) foi investigada por PCR quantitativa.

A extracdo de DNA foi realizada utilizando Proteinase K (PK) (Promega Corporation)
com adaptacOes para extracdo a partir de tecido do protocolo de MILLER; DYKES;
POLESKY (1988). O aproximadamente 100 mg de tecido cerebral foi tratado com 500 pl de
Tampéo NLB, 16 ul de SDS 10% e 8 pl de Solucdo PK 50°C overnight.

As amostras foram entdo submetidas a extracdo pela adicdo de Tampdo NaCl 6
M\centrifugacdes\etanol absoluto\ etanol 75%\. Ao final do processo o DNA total foi
precipitado e o pelete ressuspendido com 200 ul de dH,O. A quantificacdo do DNA extraido
foi determinada por espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Thermo Scientific) UV

(260nm) e ajustada 20ng/mL com agua estéril livre de DNAse.

A quantificagdo do DNA de T. gondii no DNA total foi realizada por meio do sistema
SYBER green (lvitrogen, San Francisco, CA) conforme anteriormente descrito por
EDVINSSON et al. (2006). Foram utilizados os seguintes pares de primers: (Forward: 5 -
GCTCCTCCAAGCGTCTTG-3’; Reverse:5- TCCTCACCCTCGCCTTCA- 3).

Os ensaios para quantificar o grau de parasitismo cerebral foram realizados no
equipamento de PCR em tempo real (7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) e a contagem de parasitos foi calculada pela interpolacdo da curva
padrdo com quantidades equivalentes de DNA extraidos de 10° taquizoitos de isolado de T.
gondii mantidos em cultura. Os resultados foram expressos em concentracdo da relacdo de

picogramas de DNA do parasito por microgramas do DNA de camundongo.

4.5 Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad 5.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA ). Os dados foram expressos como média + desvio
padrdo para os experimentos de dosagem de citocinas, tanto in vivo como in vitro e na
dosagem de nitrito. Nos ensaios in vivo a comparacdo dos dados foi feita entre todos os

grupos com o grupo controle (RPMI) pelo teste de ANOVA (“one- way”) e pelo pos-teste de
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compara¢do multipla de Dunnett’s. A comparagdo entre os niveis de citocinas apds 0
tratamento experimental no ensaio in vivo foi realizada entre todos os grupos de uma so vez
pelo teste de ANOVA (“one-way”) e pelo pos-teste de comparagdo multipla de Tukey’s. A
comparacdo das curvas de sobrevivéncia dos camundongos C57BL/6 infectados com T.
gondii e tratados com lectinas, sulfadiazina ou PBS foi realizada pelo método de Log-Hank.
As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.



5 Resultados
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5.1 Adaptacao do protocolo de extragdo da lectina ScLL

As adaptacgdes no protocolo de CARDOSO et al (2012) mostraram-se eficientes e ndo
interferiram no grau de pureza da lectina ScLL. A homogeneidade e pureza do material
extraido foram verificadas pela analise eletroforética do extrato total do latex de S.carinatum
em gel de poliacrilamida 12% contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) coradas com

Coomassie Brilliant Blue (Figura 3).

Figura 3. Perfil eletroforético da lectina ScLL em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-

PAGE) a 12% corado com Coomassie blue. PM: marcador de peso molecular, expresso em kiloDaltons (kDa).

5.2 Ensaios in vitro

5.2.1 Atividade citotdxica das lectinas ScLL ou Artin M

A porcentagem de viabilidade celular de macr6fagos (BMDMs) na presenca de
diferentes quantidades de ScLL e Artin M foi determinada. Com relagdo & ScLL, foram
obervadas taxas superiores a 80% de viabilidade celular em quantidades iguais ou inferiores a
1.8ug da lectina (Figura 4). Em relacdo a Artin M, ndo observamos efeito citotdxico
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consideravel nas quantidades de lectina testadas, a taxas de viabilidade celular mantiveram-se
sempre superiores a 80% (Figura 5).
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Figura 4. Atividade citotdxica da lectina ScLL in vitro determinada por ensaio de MTT. Macréfagos
(BMDMs) foram incubados em placa de 96 pogcos com ScLL (50 g, 16,6 pg, 5,5 pg, 1,8 pg, 0,61 pg, 0,20 ug e
0,06 pg. *A quantidade de ScLL refere-se a massa de lectina aplicada por pogo) ou meio de cultura (controle)
por 24 horas. Os resultados foram expressos como a porcentagem de células vidveis. Os dados sdo

representativos de um experimento realizado em quadruplicada.
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Figura 5. Atividade citotoxica da lectina Artin M in vitro determinada por ensaio de MTT. Macrofagos
(BMDMs) foram incubados em placa de 96 pocos com Artin M (1 pg, 0,33 pg, 0,11 pg, 0,037 pg, 0,012 pg,
0,004 ug, 0,00013 ug, 0,00004 ug. *A quantidade de Artin M refere-se a massa de lectina aplicada por pogo) ou
meio de cultura (controle) por 48 horas. Os resultados foram expressos como a porcentagem de células viaveis.

Os dados sdo representativos de um experimento realizado em quadruplicada.
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5.2.2 Determinagéo da producéo de citocinas e nitrito em sobrenadantes de macrofagos
murinos apds a estimulacao com diferentes concentragdes de ScLL ou Artin M

A producdo de citocinas foi analisada no sobrenadante de cultura de macréfagos
murinos (BMDMs) apds estimulo com diferentes concentragdes de ScLL e Artin M (Figura 6
ev).

Niveis de IL-12 foram significativamente elevados ap6s 24 horas de estimulo com as
concentragdes das lectinas ScLL (1,8, 0,61 e 0,20 ug/mL) e Artin M (0,33 e 0.11pg/mL) em
relacdo ao meio de cultura ( ANOVA, p<0.05) (Figura 6A e 7A). Analisando a producédo de
IL-10, ndo encontramos niveis significativamente maiores que o meio de cultura quando as
células foram estimuladas com ScLL (Figura 6B). Em contraste, Artin M nas concentraces
de 1,0 e 0,33ug/mL foi capaz de estimular significativamente as células (ANOVA p<0,05)
(Figura 7B).
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Figura 6. Quantificacdo de citocinas em sobrenadante e cultura de macrofagos (BMDMSs) ap6s estimulo
com diferentes concentracgdes da lectina ScLL. Niveis de IL-12 (A) e IL-10 (B) no sobrenadante de cultura de
macrdfagos estimulados com diferentes concentrages de ScLL, LPS ou somente meio ap6s 24 h de incubagdo.
Os niveis das citocinas foram mensurados por ELISA sanduiche. Resultados sdo expressos como média + desvio
padrdo obtidas de culturas em triplicata. A comparacdo estatistica entre macréfagos estimulados com diferentes
concentragdes de ScLL ou LPS com meio (RPMI) foi feita por ANOVA.*** p<0,0001.
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Figura 7. Quantificacdo de citocinas em sobrenadante e cultura de macréfagos (BMDMSs) ap6s estimulo
com diferentes concentracdes da lectina Artin M. Niveis de IL-12 (A) e IL-10 (B) no sobrenadante de cultura
de macrofagos estimulados com diferentes concentragfes de Artin M, LPS ou somente meio apds 24 h de
incubacdo. Os niveis das citocinas foram mensurados por ELISA sanduiche. Resultados sdo expressos como
média £ desvio padrdo obtidas de culturas em triplicata. A comparacdo estatistica entre macrofagos estimulados
com diferentes concentrages de Artin M ou LPS com meio (RPMI) foi feita por ANOVA.*** p<0,0001. **

p<0,001.

Como indicativo da producdo de NO, os niveis de nitrito foram mensurados no
sobrenadante de cultura de macré6fagos (BMDMSs) estimulados com as lectinas ScLL, Artin
M, LPS ou somente meio (RPMI). Niveis significativamente maiores de NO foram
produzidos pelos macréfagos quando incubados por 48 horas com ScLL (1,8 e 0,61ug/mL) e
Artin M (1,0,0,33 e 0,11 pug/mL) em comparacdo com o meio de cultura (ANOVA, p<0,005)
(Figura 8A e B).
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Figura 8. Quantificacdo de nitrito em sobrenadante e cultura de macréfagos (BMDMs) ap6s estimulo com
diferentes concentrages das lectinas ScLL ou Artin M. Producdo de éxido nitrico (NO) por macréfagos
murinos (BMDMs) estimulados com diferentes concentragfes de ScLL, Artin M, LPS ou somente meio. A
concentragdo de nitrito no sobrenadante de cultura apds 24 h de incubacdo foi determinada pelo método de
Griess. Os dados sdo representativos de um experimento realizado em triplicata para cada condigdo. A
comparacdo estatistica entre niveis de nitrito de macrofagos estimulados com diferentes concentragfes das
lectinas (ScLL ou Artin M) ou LPS com meio (RPMI) foi feita por ANOVA.*** p<0,0001. ** p<0,001.
*p<0,01.

5.3 Ensaios in vivo

5.3.1 Avaliagéo da letalidade da lectina ScLL

Cinco animais, sendo um animal (I) controle que recebeu seis doses de 200 ul PBS
estéril por via intraperitoneal (IP) e quatro animais (11, I11, IV e V) receberam seis doses via IP
de ScLL (50 pg, 20 ng, 10 ug ou 5 pg) respectivamente, diluidas em 200 uL de solucgéo
tampé&o. O limite superior de 50 pg foi definido com base em estudo anterior de imunizacao
(CARDOSO et al., 2012). Os animais foram observados diariamente ao longo de trinta dias.
N&o ocorreu morte de nenhum animal, sendo estabelecida a maior quantidade (50 pg) de

ScLL para o tratamento.
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5.3.2 Avaliacao da mortalidade dos animais C57BL/6 infectados com T. gondii e tratados
com ScLL, Artin M, ScLL e Artin M ou sulfadiazina

Os camundongos foram observados diariamente quanto a mortalidade ap6s a infeccdo
pelo T. gondii e o tratamento experimental com as lectinas. O acompanhamento da

mortalidade seguiu até o 30° dia de infecéo, quando os animais foram eutanasiados.

Todos os camundongos C57BL/6 infectados e tratados com ScLL ou sulfadiazina
sobreviveram até o 30° dia apds a infecgdo (Figura 9). Com relagdo ao tratamento com a
combinacdo de ScLL com Artin M, 80% dos animais infectados sobreviveram até o dia do
sacrificio. O grupo tratado com Artin M apresentou taxa de sobrevida de 60%. Apenas um
animal C57BL/6 do grupo infectado e ndo tratado sobreviveu a infec¢do por T. gondii (Figura
9). Foi encontrada diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre a curva de
sobrevivéncia dos animais submetidos ao tratamento com ScLL ou sulfadiazina e ao grupo

controle negativo (animais infectados e tratados com PBS).

Os dados indicam que o tratamento experimental para os camundongos C57BL/6 com
ScLL, Artin M ou a combinacéo de ScLL e Artin M parece estar relacionado a diminuicéo da

taxa de mortalidade durante a infeccdo pelo T. gondii.
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Figura 9. Curva de sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 ap0és a infeccdo com 10 cistos da cepa ME-49
de T. gondii e tratamento com ScLL, ScLL e Artin M, Artin M e sulfadiazina. Os animais foram tratados
com 6 doses de lectinas, ScLL (50 pg por dose), ScLL e Artin M (50 ug + 1 pg por dose respectivamente), Artin
M (1 pg por dose) e sulfadiazina (250 mg: 4gua de bebida, durante 6 dias). As curvas de sobrevivéncia dos
animais submetidos ao tratamento com ScLL e sulfadiazina foram significativamente maiores que aquela dos

animais infectados e tratados com PBS (grupo controle negativo). Teste do Quiquadrado ( %) e log-rank teste.
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5.3.3 Efeito imunomodulador das lectinas ScLL e Artin M no controle da infecgdo por T.

gondii in vivo

Com o intuito de verificar se as lectinas ScLL e Artin M exerceriam efeito
imunomodulador capaz de conferir protecdo a infeccdo pelo T. gondii, os niveis de diferentes
citocinas foram mensurados em amostras de soro de camundongos infectados com o parasito

e submetidos ao tratamento experimental.

O soro de todos os camundongos foram coletados no inicio do ensaio, antes da infec¢édo
ou qualquer manipulacdo (NT-ndo tratado/NI-ndo infectado). Apos a infeccdo com 10 cistos
de T. gondii cepa ME-49, os animais foram divididos em quatro grupos e tratados conforme
protocolo proposto. Um dia ap6s a administracdo da Ultima dose do tratamento, foi realizada

nova coleta de soro.

Os dados indicam que as lectinas foram capazes de modular a resposta imune dos
animais que receberam o tratamento (Figura 10), estimulando a producéo de citocinas tanto
do padrdo Thl como Th2 e também Th17. O nivel de diferentes citocinas, dosadas ao término
do tratamento foram significativamente maiores (ANOVA, p<0,05) nos grupos tratados com
lectinas quando comparados ao grupo controle (que receberam apenas PBS) e ao grupo

tratado com sulfadiazina.

Foi observado que os animais tratados com ScLL apresentaram maiores quantidade de
IL-2 e IFN-y comparados com os animais tratados com sulfadiazina, ScLL e Artin M e 0
grupo de animais ndo tratados (grupo PBS) (Figura 10A e B), sendo que essa maior producéo
foi estatisticamente significativa (ANOVA p<0,05).

Os niveis de IL-4 foram significativamente maiores nos animais tratados com ScLL ou
com a combinagdo de ScLL e Artin M em relagdo aos tratados com sulfadiazina (ANOVA p
<0,05), contudo ndo foi observado diferenca estatistica entre os niveis dessa citocina nos
animais tratados com as lectinas e ndo tratados (Figura 10C). Em relag&o a producdo de IL-6,
0s animais tratados com ScLL ou Artin M e ScLL apresentaram niveis mais elevados da

citocina no soro que os animais tratados com sulfadiazina ou n&o tratados (Figura 10D).

Observando os resultados, verificamos que a combinagdo das lectinas Artin M e ScLL
possui maior tendéncia em induzir o aumento de citocinas regulatdrias, que ScLL sozinha. Os

niveis de 1L-10 e IL-17 foram detectados em maior concentragdo nos animais tratados com a
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combinacdo de ScLL e Artin M em relacdo aos demais grupos (Figura 10E e F) (ANOVA
p<0,05).

Por fim, em relacdo aos niveis de TNF, embora tenhamos verificado uma tendéncia da
lectina ScLL em induzir sua producdo, o tratamento com as lectinas ndo alterou

significativamente a producgéo de TNF (Figura 10G).
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Figura 10. Niveis de citocinas em amostras de soro de camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii
tratados com ScLL, Artin M e ScLL, sulfadiazina ou PBS. Os niveis de citocinas foram quantificados de
amostras coletadas antes da infeccdo e do inicio do tratamento e um dia ap6s o término, com 0s animais
infectados. Os dados sdo representativos de amostras em triplicata para cada animal nas condi¢des NT/NI, I, II,
Il ou IV. Os niveis de IFN-y (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-10 (E), IL-17 (F) e TNF (G) foram
mensurados por citometria de fluxo. *Diferenca estatistica entre niveis de citocinas comparados simultaneamente
entre todas as condi¢cdes (ANOVA. *** p<0,0001. ** p<0,001. *p<0,01).
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5.3.4 Andlise do parasitismo por PCR guantitativa

Apos o tratamento experimental com as lectinas, sulfadiazina ou PBS a carga parasitaria
cerebral dos camundongos infectados com T. gondii foi determinada por PCR em tempo real
(Figura 11). Foram utilizadas amostras tanto dos animais submetidos ao ensaio de curva de

sobrevivéncia quanto os utilizados para dosagem de citocinas.

Camundongos tratados com ScLL ou Artin M + ScLL, demonstraram carga parasitaria
cerebral significativamente menor em relacdo ao grupo controle (PBS) ( ANOVA. p<0,05).
Os camundongos tratados com sulfadiazina também apresentaram carga parasitaria cerebral

significativamente menor em relagéo ao grupo controle.

Os resultados indicam que o tratamento com ScLL ou Artin M e ScLL reduziu a
proliferacdo de T. gondii com efeito relevante. Comparando o tratamento experimental com o
de sulfadiazina podemos verificar neste modelo de estudo, igual capacidade de controle da
infeccdo pelo T. gondii. Os resultados sugerem que agao protetora das lectinas pode ocorrer

por meio da sua capacidade imunomoduladora.
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Figura 11. Andlise do parasitismo no cérebro de camundongos C57BL/6 infetados com 10 cistos via oral
de T. gondii cepa ME-49 tratados com ScLL, Artin M e ScLL, sulfadiazina ou PBS. O efeito do tratamento
proposto com as lectinas ScLL ou Artin M e ScLL no controle da infec¢do pelo T. gondii foi avaliado pela
andlise da carga parasitaria cerebral dos camundongos 30 dias apés a infeccdo. A quantificagdo de DNA do
parasito foi realizada por meio de PCR em tempo real. Os indices de parasitismo nos animais dos grupos tratados
(11, 11 e 1V) foram comparados com os dos animais do grupo PBS (). *Diferenca estatistica entre niveis de

parasitismo comparados entre 0s grupos tratados com grupo PBS (ANOVA. *** p<0,0001).



6 Discussao
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O tratamento convencional para a toxoplasmose consiste na administragdo de uma
combinacdo de farmacos. O critério de selecdo e definicdo a respeito da combinacdo e dose
dos medicamentos leva em conta fatores como, forma de manifestacdo clinica da doenca,
caracteristica imunoldgica do hospedeiro como criancas imunodeprimidas infectados pelo
virus HIV e no caso de gestantes o periodo gestacional. Entre os farmacos atualmente
administrados temos sulfadiazina, pirimetamina, dapsona, clindamicina e espiramicina
(BRASIL, 2014; BRASIL, 2010).

Todavia, este tratamento possui efeitos colaterais danosos ao hospedeiro devido a
toxicidade da medicagdo administrada. Além disso, recentemente tem se observado o
desenvolvimento de resisténcia do T. gondii as drogas disponiveis, exigindo a administracdo
de combinacdo cada vez maior de medicamentos. Nesse sentido, novas alternativas ao
tratamento da toxoplasmose sdo necessarias (ANDREWS et al., 2014; SEPULVEDA-
ARIAS; VELOZA; MANTILLA-MURIEL, 2015).

Analisando os dados publicados até a presente data, este & o primeiro trabalho em que se
propbe a utilizacdo das lectinas ScLL e Artin M como ferramentas no tratamento a

toxoplasmose.

Lectinas sdo proteinas envolvidas no processo de interagdo proteina-carboidrato
(SOUZA et al., 2013). Sabe-se que as interacfes proteina-carboidrato sdo essenciais para a
inducdo de resposta imune, nesse sentido lectinas desempenham papel importante nos
fendmenos de ativacdo celular e modulacdo da resposta imune. Lectinas ativam as células da
resposta imune pela ligacdo com os receptores de superficie celular, como os receptores de
reconhecimento padrédo (PRRs) (LANNOO; VAN DAMME, 2014; VASTA, 2009).

A interacdo de lectinas com glicanos da superficie das células imunes implica na sua
participacdo em diferentes fenébmenos bioldgicos, tais como regulacéo da ativacdo, migragéo e
adesdo de macrofagos, células dendriticas e linfocitos, sendo, portanto uma potencial

ferramenta para o tratamento de infeccdes parasitarias (PRANCHEVICIUS et al., 2012).

Devido a seu efeito imunoestimulatorio as lectinas ScLL e Artin M ja foram utilizadas
em diferentes modelos de infeccBes parasitidrias (AFONSO-CARDOSO et al., 2007,
AFONSO-CARDOSO et al., 2011; PANUNTO-CASTELO et al., 2001; TEIXEIRA et al.,
2006). Entre estes temos estudos realizados com ScLL como fator de protecdo a infeccéo por

Leishmania amazonensis (AFONSO-CARDOSO et al., 2007), imunizacdo contra Neospora
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caninum (CARDOSO et al., 2012) e agdo imunorreguladora em modelo murino de asma
(ROGERIO et al., 2007).

Com relacdo a lectina Artin M, além de seu efeito imunoestimulador positivo em
doencas parasitarias, foi demonstrado seu efeito protetor em modelo murino de infecgéo pelo
fungo Paracoccidioides brasiliensis (COLTRI et al., 2010).

Em nosso trabalho utilizamos a lectina purificada do extrato aquoso da Euphorbiaceae
S. carinatum e a lectina extraida das sementes de A. heterophyllus para promover a
imunomodulacdo de camundongos C57BL/6 infectados com cistos de T. gondii cepa ME-49 a
fim de auxiliar a resposta imune dos hospedeiros no combate ao parasito, buscando assim

nova alternativa no tratamento a toxoplasmose.

Antes de dar inicio aos ensaios in vivo, realizamos experimentos in vitro para verificar a
capacidade das lectinas purificadas em promover ativacdo celular. Para tanto, utilizamos

modelo de macrofagos murinos derivados da medula 6ssea (BMDMs).

O primeiro teste realizado foi a analise do potencial citotdxico das lectinas ScLL e Artin
M. As quantidade iniciais de lectinas utilizadas ( 50 pg para ScLL e 1 pg para Artin M) foram
definidas com base em estudos anteriores (AFONSO-CARDOSO et al., 2007; AFONSO-
CARDOSO et al., 2011; ALBUQUERQUE et al., 1999; CARDOSO et al., 2012; SANTOS-
DE-OLIVEIRA et al., 1994).

Observou-se que ScLL em quantidades superiores a 1,8 g mostraram efeito citotoxico,
enquanto Artin M na quantidade proposta (1ug) ndo resultou em citotoxicidade em

macrofagos.

Na etapa seguinte, verificamos a capacidade das lectinas purificadas em promover a
producdo de citocinas inflamatoria e regulatoria. Nossos experimentos demonstraram que

tanto ScLL quanto Artin M sdo capazes de induzirem macrofagos a produzirem IL-12.

Segundo estudos realizados, a ativacdo dos macrdfagos ocorre por meio da ligagéo entre
lectinas e porgdes de glicano da superficie celular (PANUNTO-CASTELO et al., 2001).
Lectinas utilizam receptores do tipo TLR (Receptores Semelhantes a Toll), para promover a
ativacdo das células imunes, a exemplo da lectina Artin M que interagi com receptor TLR2

promovendo inducdo da expresséo de citocinas (MARIANO et al., 2014).

Além de macrofagos, neutrofilos e células dendriticas também sé@o capazes de produzir

IL-12. Esta citocina ¢ fundamental na resposta imune contra o T. gondii, uma vez que



56

estimula a producédo de IFN-y pelos linfdcitos da imunidade inata (células NK-natural killer)
(SANECKA; FRICKEL, 2012). IL-12, também esta envolvidas no processo de resisténcia a
infeccdo pelo T. gondii no sistema nervoso central (SNC), por estimular a producao de IFN-y
por células imunes do SNC capaz de controlar a proliferacdo de taquizoitos do parasito no
cérebro (SUZUKI et al., 2011).

Analisando a capacidade regulatoria das lectinas, em nossos ensaios in vitro verificamos
que Artin M apresentou maior capacidade para induzir a producdo de IL-10 quando
comparada a ScLL. Somente a lectina Artin M foi capaz de estimular de maneira significativa
a producdo de IL-10. Artin M no ensaio realizado apresentou uma relacdo dose dependente
direta com IL-10, ou seja, a medida que a concentracdo da lectina era reduzida a quantidade
de IL-10 no sobrenadante de cultura era menor, ao passo que a reducdo na concentracdo de

Artin M induzia o aumento de I1L-12.

Citocinas regulatérias como IL-10 controlam a resposta imune minimizando os danos
causados pela inflamacdo, atuando como mecanismo de controle fisiologico. IL-10 conduz a
resposta imune para o perfil Th2 a medida que inibe o padrdo Th1. O balango entre respostas
inflamatdrias e anti-inflamatérias garante a reducdo dos danos causados pela infeccdo do T.
gondii (DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER, 2012).

A capacidade das lectinas ScLL e Artin M em estimular células imunes a produzirem
citocinas foi verificada em diferentes estudos. Em estudo realizado com L. amazonensis e
ScLL, foi verificado o aumento da expressaio de mRNA dos genes de IL-12 e TNF em
macrofagos pré-tratados com a lectina (AFONSO-CARDOSO et al., 2011). A modulacao da
resposta imune, por meio do estimulo da producdo de IL-12, IL-10 e TNF por Artin M foi
verificada em diferentes modelos de infecgdes, tanto parasitaria como fangicas (COLTRI et
al., 2010; PANUNTO-CASTELO etal., 2001; TEIXEIRA et al., 2006).

Juntamente com as citocinas IL-12 e IL-10, realizamos a dosagem de nitrito no
sobrenadante de cultura como marcador indireto da capacidade de ScLL e Artin M em
estimular macrofagos a produzirem 6xido nitrico (NO). Nossos resultados mostraram que
ambas as lectinas foram capazes de induzir significativamente a producdo de NO, revelando

mais uma vez sua capacidade de ativacdo dos mecanismos efetores da resposta imune.

As moléculas de NO podem ser produzidas por mondcitos inflamatorios e macrofagos
exercem fungdo antiparasitaria e atuam como mediadores inflamatdrios, participando
efetivamente do controle da infeccdo pelo T. gondii (DUNAY; SIBLEY, 2010). NO é
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sintetizado nas células por meio da acdo de um grupo de isoenzimas conhecidas como 6xido
nitrico sintases (NOS), por meio da catalise enziméatica do aminoéacido L-arginina (DUNCAN,
2003). A reducao da oferta de arginina ao T. gondii causa alteracbes em seu ciclo reprodutivo,
reduzindo as formas de multiplicacdo rapida (taquizoitos) (FOX; GIGLEY; BZIK, 2004).

Apos as analises in vitro, demos inicio a segunda etapa do nosso trabalho verificando o
efeito das lectinas ScLL e Artin M modelo murino infectados pelo T. gondii cepa ME-49.

Foram utilizados no primeiro ensaio 25 animais distribuidos em 5 grupos (5 animais por
grupo), todos infetados via oral com cistos de ME-49. Os animais foram tratados com lectinas
ScLL, Artin M ou a combinagdo de ScLL e Artin M e comparados com animais tratados com
sulfadiazina. Analisamos o padréo de sobrevivéncia dos diferentes grupos ao final de 30 dias
apos a infeccdo. No grupo ndo tratado o indice de sobrevivéncia foi de apenas 20%, ja nos
grupos tratados com a lectina ScLL houve a sobrevivéncia de 100% similar ao indice de
sobrevivéncia do grupo tratado com sulfadiazina. Para o grupo tratado com a combinacéo de
Artin M e ScLL a taxa de sobrevivéncia foi de 80% e por fim o grupo tratado com Artin M

este indice foi de 60%.

A segunda etapa dos experimentos in vivo foi verificar o efeito modulatério das lectinas
em animais infectados e submetidos ao protocolo experimental de tratamento, para isso
realizamos a dosagem de citocinas do perfil Thl e Th2 no soro dos camundongos.

Neste ensaio utilizamos 20 animais divididos em 4 grupos (5 animais por grupo), sendo
um grupo controle negativo e ndo tratado, um grupo controle positivo, tratado com
sulfadiazina e dois grupos tratados com lectinas, ScLL e a combinacdo de Artin M e ScLL. A
coleta do soro foi realizada antes da infeccdo e do inicio do tratamento e um dia ap6s o
término do tratamento. Nossos resultados mostraram que a lectina ScLL e a combinacgéo de
Artin M e ScLL foram capazes de modular a resposta imune dos camundongos resultando no

aumento dos niveis tanto de citocinas do padrdo Thl como Th2.

Os camundongos tratados com ScLL apresentaram niveis significativamente maiores de
IL-2 e IFN-y quando comparados aos grupos controle, ndo tratados e tratados com
sulfadiazina, demonstrado a capacidade desta lectina em induzir respostas de perfil Thl. A
capacidade de induzir resposta pré-inflamatéria, perfil Thl, da lectina ScLL in vivo foi
primeiramente descrita em modelo com camundongos BALB/c desafiados contra L.
amazonensis (AFONSO-CARDOSO et al., 2007).
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ScLL e Artin M combinada a ScLL, induziram o aumento nos niveis de IL-6,
significativamente maiores que os grupos controle. IL-6 é uma citocina de perfil inflamatério
que possui efeito sinérgico com IFN-y no estimulo e adequacao da resposta imune contra T.
gondii (LANG; GROSS; LUDER, 2007).

A combinagdo de Artin M e ScLL foi mais efetiva que ScLL sozinha em induzir
citocinas do padrdo Th2, os niveis de IL-4 e IL-10 no grupo tratado com a combinacdo das
lectinas foram significativamente maiores quando comparados aos animais dos grupos
controle. O balanco da resposta imune, mediado por citocinas regulatorias na infeccdo pelo T.
gondii, é importante por prevenir danos teciduais ao hospedeiro causados por excesso de
resposta inflamatdria (GAZZINELLI et al., 1996).

Os camundongos tratados com a combinacdo das lectinas também apresentaram
aumento nos niveis de IL-17 quando comparados aos grupos controle. 1L-17 é produzida por
linfocitos efetores Th17 que contribuem para o controle das respostas inflamatérias durante
infecgBes parasitarias (KORN et al., 2009; MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Os 20 animais submetidos ao experimento foram eutanasiados 30 dias apés a infeccdo
para coleta do cérebro e andlise da carga parasitaria. A quantificacdo de parasitos no tecido
cerebral foi feita por meio da técnica de PCR quantitativa (qQPCR). Este método é altamente
sensivel e apropriado para determinar taxas de parasitismo em modelos animais de infec¢des
por T. gondii (LIN et al., 2000).

Como esperado, a maior taxa de parasitismo foi encontrada no grupo estabelecido como
controle negativo (ndo tratado), camundongos dos grupos tratados com as lectinas, ScLL ou
Artin M e ScLL apresentaram carga parasitaria cerebral significativamente menor que 0s
camundongos do grupo controle negativo, indicando eficiéncia do protocolo experimental de

tratamento.

A reducdo da carga parasitaria decorrente da acdo das lectinas ScLL e Artin M foi
observada em estudos anteriores com outros modelos de infec¢do. Um estudo observou que a
associacdo ente Artin M e o antigeno soltvel de L. amazonensis (SLA) induziu a producdo de
IFN-y em camundongos BALB/c, diminuindo a carga parasitaria dos animais desafiados
contra promastigotas de L. amazonensis (TEIXEIRA et al., 2006). Pesquisadores também
verificaram em modelo de imunizagdo, que a associacdo ente ScLL e o antigeno soltvel de
Neospora caninum (NLA) resultou em menor taxa de parasitos no SNC dos animais
(CARDOSO et al., 2012).
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No presente estudo, o padréo da resposta imune observado nos animais infectados com
T. gondii e tratados com as lectinas pode ter influenciado na carga parasitaria cerebral,

propiciando aos camundongos uma resposta imune mais eficiente contra o parasito.



7 Conclusoes
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e As lectinas ScLL e Artin M exerceram atividade imunomoduladora em macrofagos
(BMDMs), sendo capazes de aumentar os niveis de 1L-12, IL-10 e NO em comparacao
as células incubadas apenas com meio RPMI. A lectina ScLL induziu maiores niveis
de IL-12 enquanto que Artin M induziu maior producdo tanto de IL-12 como de IL-10.

e O parasitismo tecidual no cérebro de camundongos C57BL/6 dos grupos submetidos
ao tratamento com as lectinas foi significativamente menor quando comparado ao
grupo dos ndo tratados. O efeito na reducdo do parasitismo dos animais tratados com
ScLL ou Artin M e ScLL foi similar ao dos animais tratados com sulfadiazina.

e O tratamento com as lectinas ScLL ou Artin M e ScLL foi capaz de reduzir o nUmero
de mortes de camundongos C57BL/6 infetados com T. gondii. Os grupos de animais
tratados com as lectinas, separadamente ou em conjunto apresentaram maiores taxas

de sobrevivéncia quando comparado ao grupo de animais nao tratados.

e As lectinas ScLL e Artin M exerceram efeito imunomodulatério in vivo. Os niveis de
citocinas Thl, Th2 e Th17 foram maiores em camundongos C57BL/6 tratados com
ScLL ou com a combinacdo de Artin M e ScLL quando comparados aos animais néo
tratados e aos trados com sulfadiazina. ScLL induziu o aumento significativo de IL-2,
IFN-y, IL-4 e IL-6, enquanto que a combinacdo de Artin M e ScLL induziu
significativamente o aumento dos niveis de IL-4, IL-6, IL-10 e I1L-17.

Em sintese, os dados do presente estudo sugerem que 0S Mmecanismos
imunomoduladores mediados pelas lectinas ScLL e Artin M podem contribuir para o controle

da infeccéo pelo T. gondii.
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ANEXO A — Aprovacédo do Comité de Etica

I Universidade Federal de Uberlandia

7 A
u — Comlssio de Etica na Utilizag8o da Animais — 5::';':.'{, :;';,"r':r:

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo para uso de animais cm
experimentacdo n” 056/14, sobre o projete de pesquisa intitulado
"Efcito imunomodulatério da loctina de Synadenium carinatum
{ScLL) na resposta imune inata e adaptativa em modelo in vitro e in
vivo contra Toxeplasma gondii’. sob a responsabilidade do Prof. Dr.
José Roberto Mineao esta de acordo ccm os principios éticos na
experimentacdo animal conforme regulamentagdes do Conselho
Nacional de Controle e Experimentacao Animal (CONCEA) e foi
APROVADO pela Comisséo de Elica na Utilizagao de Animais
(CEUA) — UFU em reuniao d= 10 de outubro de 2014.

W3 cartfy 18t the protocol n® 052714, atout *Efaito imunomedulaidio da lectina ca
Synadenivm cannahim (SclL) na resposia imune inata o adaptat va em medele n vifro 2 in
vivio cordra Toxaplasmia gondy”, agrees with ha ETHICAL PRINCIPLES CN ANIMAL
RESEARCH as regulations of Nations Advice of Conire’ and Arimal Experimeniation
{CONCEA) anc spprovad by Ethics Cemmissicr or Use of Animals ([CEUA) - Feders!

Urivarsity of Ukerlandia in 12010120 14).

Uberlardia. 12 de outubro d= 20°4.
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Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coarcenaaor da CLUAUSU



