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Apresentagao

Peconhas ofidicas constituem uma rica fonte de proteinas de diferentes
classes com inumeras aplicagdes clinicas e biotecnolégicas. Muitas toxinas tém
sido empregadas também como modelos estruturais para a construgdo de
farmacos comerciais. As lectinas tipo-C sao proteinas facilmente isoladas dessas
peconhas e dividem-se entre lectinas tipo-C verdadeiras e lectinas tipo-C-like. As
lectinas tipo-C verdadeiras, apesar de pouco abundantes na composicao proteica
total da pegonha, podem ser obtidas por meio de cromatografia de afinidade, com
o0 auxilio de resinas imobilizadas com acgucares, alvos dessas lectinas. Além
disso, pequenas quantidades sdo necessarias para lectinas verdadeiras
exercerem suas fungdes bioldgicas, com grande potencial clinico.

Lectinas tipo-C verdadeiras de pegonhas ofidicas (SVgallLs) caracterizam-
se por reconhecer [3-D-galactosideos e sao proteinas homodiméricas, capazes de
aglutinar varios tipos celulares e apresentam efeitos inflamatérios, antitumorais,
bactericidas, entre outros. BpLec é uma lectina tipo-C isolada da pegonha de
Bothrops pauloensis, com cerca de 33,6 kDa e ponto isoelétrico de 5,36. Cada
subunidade de BplLec é composta por aproximadamente 132 aminoacidos e a
proteina é bastante estavel em temperaturas até 60°C e qualquer faixa de pH.
BpLec é capaz de aglutinar eritrocitos de gato e cdo em baixas concentragoes,
além de inibir o crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus e
aglutinar formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

De acordo com as normas do Programa de Pds-graduagdo em Genética e
Bioquimica, a tese aqui apresentada foi dividida em trés capitulos, sendo o
primeiro correspondente a uma fundamentacao tedrica sobre o tema experimental
trabalhado durante o curso e os demais capitulos apresentam resultados
advindos de ensaios de agdo antiparasitaria e modulagdo da angiogénese
induzidos pela BpLec. Em razao dos resultados promissores vistos anteriormente
em Leishmania (L.) amazonensis, o presente trabalho teve como objetivo
investigar os efeitos antiparasitarios de BplLec sobre formas taquizoitas de
Toxoplasma gondii, com enfoque em adesao, proliferacdo e modulagdo da
resposta imune, além de ensaios acerca da imunolocalizagdo da toxina, relatados

no capitulo 2. Parte do capitulo corresponde ao artigo de qualificagdo de



doutorado, ja publicado na International Journal of Biological Macromolecules em
2015 (Vide anexo).

Ainda mais, devido a recentes publicagdes emergindo acerca dos efeitos de
lectinas isoladas de peconhas ofidicas sobre a angiogénese, os efeitos de BpLec
sobre células endoteliais e sobre um modelo murino in vivo de angiogénese e
inflamacgédo foram avaliados e relatados no capitulo 3, cujos resultados serao
publicados provavelmente como dois artigos, um abordando os ensaios in vitro e
outro correspondente aos ensaios in vivo, em revistas internacionais indexadas,
ainda a serem definidas. Foram avaliados efeitos in vitro, como viabilidade celular,
adesao, formacdo de vasos e inibicdo da atividade biolégica de BplLec por
diferentes agucares. Também foram avaliados os efeitos in vivo de BpLec
utilizando-se um modelo de implantacéo de esponjas no dorso de camundongos,
analisando-se parametros como quantificagdo de hemoglobina, numero de vasos,

colageno e marcadores inflamatoérios (atividades enzimaticas e citocinas).



CAPITULO 1: FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1. Lectinas: origem, tipos e aplicagoes funcionais.

Lectinas sdo (glico)proteinas que reconhecem e se ligam de forma néo
covalente e reversivel a carboidratos (KISHORE et al., 1997; GARDERES et al.,
2015). Elas também sao capazes de se ligarem a outros alvos, estabelecendo
interacbes proteina-proteina, proteina-lipideo ou proteina-acido nucléico
independente do reconhecimento de carboidratos (KILPATRICK, 2002; SHETTY
et al., 2013). As lectinas geralmente s&o destituidas de atividade catalitica, além
de serem bastante estaveis em uma ampla faixa de pH e temperatura e
resistentes a acado de proteases (HIRABAYASHI et al.,1991; PEUMANS E VAN
DAMME, 1995; MOURA et al., 2006; CASTANHEIRA et al., 2013).

O termo lectina é derivado do latim, legere ou lectus, que significa escolher
(select), sendo que tal nomenclatura foi originada apdés a descoberta da
capacidade das lectinas em selecionar determinados carboidratos presentes na
superficie dos eritrécitos sanguineos, levando a aglutinagao celular in vitro (BOYD
E SHAPLEIGH, 1954). O reconhecimento e especificidade de carboidratos por
lectinas as tornou uma valiosa ferramenta na Glicobiologia, permitindo a
identificacado e analise estrutural de agucares presentes em superficies celulares e
matrizes extracelulares, assim como aqueles conjugados a proteinas soluveis
(DRICKAMER E TAYLOR, 1993). Uma pequena mudanga na estrutura ou
composicdo dos agucares pode alterar o reconhecimento por lectinas,
demonstrando a alta especificidade dessas proteinas (RINI E DRICKAMER,
1997).

A glicbmica representa um campo de grande interesse biotecnologico, visto
que glicanos apresentam estruturas muitas vezes mais complexas que genes e
proteinas, além de serem abundantes nas superficies dos mais variados tipos
celulares (DAN et al., 2016). Estudos nesta area tém demonstrado que lectinas
participam de uma diversidade de processos biologicos, atuando, por exemplo, no
reconhecimento e sinalizagdo celulares, enderegcamento de glicoproteinas,
adesao celular e fagocitose, tipagem sanguinea, processos de reconhecimento

imune, infecgdes virais, bacterianas, micoplasmaticas e parasitarias, fertilizagao,



metastase, crescimento e diferenciagdo celulares (DRICKAMER E TAYLOR,
1993; SHARON E LIS, 2004; NAEEM et al., 2007).

Apés a descoberta da aplicagao de lectinas na obtengao de glicoproteinas
e na investigacdo de carboidratos que compdem a superficie das células, as
lectinas se tornaram foco de estudo de muitos grupos de pesquisa (BOYD E
SHAPLEIGH, 1954; SHARON E LIS, 2004; LUO et al., 2011; WANG et al., 2016).
Lectinas ja foram encontradas em uma diversidade de organismos, desde
procariotos a eucariotos, incluindo microorganismos, plantas e animais,
apresentando uma ampla distribuicdo nos mais diversos reinos, como Monera,
Protista, Fungi, Plantae e Animalia (SHARON E LIS, 2004; YINGSAKMONGKON
et al., 2008; ZHANG et al., 2009; SINGH et al., 2011; LONDRIGAN et al., 2012).

Lectinas de origem vegetal sdo extensivamente estudadas, provavelmente
devido a seu grande rendimento apos o isolamento a partir de extratos brutos de
plantas, possibilitando um melhor entendimento sobre suas propriedades
bioldgicas e possiveis aplicagdes terapéuticas (SENGUPTA et al., 1997; NAEEM
et al., 2007). Concanavalina A, isolada do feijao Canavalia ensiformis (AGRAWAL
E GOLDSTEIN, 1967), foi a primeira lectina cujas estruturas primarias e terciarias
foram primeiramente elucidadas, tornando-se um modelo estrutural e funcional
para a compreensao das possiveis fungdes bioldgicas que as mais diversas
lectinas apresentam (EDELMAN et al.,, 1972; SHARON E LIS, 2004). Ricina e
Abrina, isoladas de Ricinus communis e Abrus precatorius, respectivamente,
estdo entre as primeiras lectinas empregadas comercialmente, servindo como
modelos de antigenos para estudos imunolégicos, devido a seus efeitos
citotoxicos (SHARON E LIS, 2004). Concanavalina A e PHA, isolada de
Phaseolus vulgaris, séo lectinas com atividade mitogénica sobre linfocitos e
contribuiram para novas descobertas sobre o funcionamento do sistema imune,
como a descoberta do fator de crescimento de células T, atualmente conhecido
como interleucina-2 (LINDAHL-KIESSLING, 1972; MORGAN et al.,, 1976;
SHARON E LIS, 2004).

Lectinas vegetais atuam na fixacdo de nitrogénio por leguminosas e
bactérias, em que as lectinas presentes na raiz da leguminosa reconhecem
carboidratos presentes na superficie celular da bactéria, mediando o processo de

nodulagado (SHARON E LIS, 2004). Outra importante fungao de lectinas vegetais é



a defesa contra patdégenos e predadores, corroborada pelo fato de que essas
lectinas reconhecem carboidratos presentes apenas em animais e ausentes em
plantas, além de estarem mais evidentes em regides das plantas mais
susceptiveis a ataques por organismos estranhos, podendo ser consideradas
agentes inseticidas, fungicidas e bactericidas com utilizagdo bastante promissora
na agricultura para proteger as plantagbes contra patdégenos e controle de pragas
(PEUMANS E VAN DAMME, 1995; HAMID et al., 2013; MACEDO et al., 2015;
YAN et al., 2015).

Estudos com lectinas de origem animal vém crescendo desde a década de
1980, principalmente apds o advento de técnicas recombinantes que permitiram a
obtencdo de proteinas pouco expressas em fontes naturais (GARTNER et al.,
1980; ARAGON-ORTIZ et al., 1989; AKAHANI et al., 1997; SHARON E LIS, 2004;
ZHANG et al., 2009; EARL et al., 2011; WANG et al., 2014; ADVEDISSIAN et al.,
2015; TSUTSUI et al., 2015). Estas proteinas sao classificadas de acordo com a
natureza de seus carboidratos ligantes, os processos biolégicos dos quais
participam, suas respectivas localizacbes subcelulares e a dependéncia de
cations divalentes para sua atividade biologica (DRICKAMER E TAYLOR, 1993).
Entretanto, as lectinas das mais diversas classes apresentam como principal
semelhanca estrutural uma porgdo comum, denominada regido de
reconhecimento ao carboidrato (CRD, do inglés, carbohydrate recognition
domain), responsavel pela atividade ligante de carboidratos que lectinas
apresentam (DRICKAMER, 1988). Os principais grupos de lectinas animais
englobam principalmente as, lectinas tipo-S, lectinas tipo-P e lectinas tipo-C
(DRICKAMER E TAYLOR, 1993).

Lectinas tipo-S podem ser encontradas tanto intra quanto
extracelularmente e geralmente dependem de agentes redutores, como grupos
tidis, para sua atividade bioldgica, ligando-se apenas a [(3-galactosideos
(DRICKAMER E TAYLOR, 1993). Lectinas tipo-P possuem manose-6-fosfato
como ligante primordial e possuem atividade independente de calcio, atuando no
transporte de hidrolases do complexo de Golgi para compartimentos endossomais
e lisossomais (DRICKAMER E TAYLOR, 1993; DODD E DRICKAMER, 2001; KIM
et al., 2009).



Outras classes de lectinas animais também ja foram descritas, como as
lectinas tipo-L, que sdo proteinas transmembrana que atuam em compartimentos
celulares em animais, enquanto em plantas estdo encontradas na forma soluvel
em tecidos especializados, sobretudo em sementes de leguminosas (DODD E
DRICKAMER, 2001). Lectinas tipo-I, ou imunoglobulinas ligadoras de acido sialico
(Siglecs), sao proteinas integrais de membrana que se assemelham
estruturalmente as imunoglobulinas e estdo envolvidas em interagbes com
proteinas, anticorpos e moléculas relacionadas a adesao celular, uma vez que
reconhecem majoritariamente acido sialico e glicosaminoglicanos (CROCKER et
al., 1998; DODD E DRICKAMER, 2001; ANGATA E BRINKMAN-VAN DER
LINDEN, 2002). Pentraxinas, proteinas C reativas e proteinas soro-amiléides P
constituem outro grupo de lectinas animais que dependem de calcio para sua
atividade e caracterizam-se por formarem pentédmeros (DRICKAMER E TAYLOR,
1993). Lectinas tipo-R s&o estruturalmente semelhantes a Ricina, sendo
caracterizadas pela presenca de uma subunidade ligante de galactose e bastante
toxica (DODD E DRICKAMER, 2001; CUMMINGS E ETZLER, 2009).

Lectinas tipo-C constituem o maior grupo de lectinas de origem animal e
sdo extracelulares, sendo encontradas em matriz extracelular, membranas e
também secretadas em soro e peconhas (DRICKAMER E TAYLOR, 1993;
CLEMETSON et al, 2009; DRICKAMER E TAYLOR, 2015). Esse grupo de
lectinas requer calcio para sua atividade biolégica, ligando-se a uma ampla gama
de carboidratos, além de apresentarem geralmente entre 115 e 130 residuos de
aminoacidos em cada subunidade que compbe sua estrutura tridimensional
(DRICKAMER, 1993; DRICKAMER E TAYLOR, 1993). Tais lectinas também sao
capazes de formar oligbmeros, maximizando a interagao lectina-carboidrato (RINI
E DRICKAMER, 1997; DRICKAMER E TAYLOR, 2015).

Muitas lectinas tipo-C atuam no sistema imune, provavelmente iniciando a
sinalizagao celular (DRICKAMER E TAYLOR, 2015). Por exemplo, dectina-1, um
importante agente antifungico contra Candida albicans em humanos e
camundongos, € uma lectina animal presente em membranas de macréfagos, que
atua reconhecendo [-galactosideos presentes nas membranas de fungos e,
consequentemente, levando a ingestdo e morte desse patdgeno pelo sistema

imune do hospedeiro, ao desencadear a sinalizagédo por fagocitose e produgao de



citocinas inflamatorias, como TNF-a e IL-6 (MARAKALALA et al, 2013;
DAMBUZA E BROWN, 2015; DRICKAMER E TAYLOR, 2015). Mecanismos
adicionais podem ser utilizados por outras lectinas que atuam no sistema imune
(DRICKAMER E TAYLOR, 2015). Ainda mais, lectinas tipo-C presentes em
membranas celulares atuam como receptores que medeiam a endocitose de
glicoproteinas (DRICKAMER E TAYLOR, 1993). Outras lectinas tipo-C compdem
a estrutura de proteoglicanos, presentes em matrizes extracelulares, como
agrecano, versicano e neurocano (DRICKAMER E TAYLOR, 1993).

Selectinas representam um grupo de lectinas tipo-C, cujos aspectos
funcionais foram bastante explorados. Estas s&o responsaveis pelo rolamento de
leucécitos durante uma resposta inflamatéria, em que atuam na interagcao dos
leucécitos com células endoteliais, sendo consequentes alvos de terapias anti-
inflamatérias (SHARON E LIS, 2004; IMPELLIZZERI E CUZZOCREA, 2014).
Selectinas parecem estar envolvidas também no espalhamento de algumas
células tumorais para outros locais do corpo, constituindo alvos promissores na
terapia antitumoral (SHARON E LIS, 2004). Além das selectinas, as galectinas
provavelmente sdo as lectinas animais mais descritas e caracterizadas por
interagirem com estruturas contendo [-galactosideos presentes tanto em
superficies celulares quanto em matrizes extracelulares (DODD E DRICKAMER,
2001; Sharon e Lis, 2004; ADVEDISSIAN et al.,, 2015). As galectinas estado
relacionadas aos mais diversos processos, como adesao celular, organizagao e
estabilizacdo de dominios de membrana, sinalizagdo celular, enderecamento
intracelular, cicatrizagdo, apoptose, regulacdo do ciclo celular, entre outros, e
representam potenciais alvos terapéuticos, especialmente no cancer e doencgas
inflamatdrias (ADVEDISSIAN et al., 2015; CAU E GUO, 2016).

Atualmente, as THIJSSEN et al., 2015). galectinas tém demonstrado um
papel regulatério sobre a angiogénese tumoral (GRIFFIOEN E THIJSSEN, 2014,
Os efeitos das galectinas sobre a angiogénese estao relacionados a sua interagcao
com glicoproteinas presentes no microambiente tumoral, como as proteinas da
matriz extracelular, que permitem a adesdo das células endoteliais em um
determinado tecido ou 6rgédo (GRIFFIOEN E THIJSSEN, 2014). Glinskii et al.
(2004) relataram que a ativagao das células endoteliais para a formagao de novos

vasos ocorre em resposta a presenca de determinados carboidratos, geralmente



mais expressos na superficies de células tumorais. Dessa forma, a inibicdo de tais
carboidratos, por exemplo, representa um promissor alvo terapéutico no controle
e tratamento metastatico (GLINSKII et al., 2004). Galectinas também participam
da sinalizacao celular associada ao desenvolvimento da angiogénese por meio da
regulacdo da expressao de fatores de crescimento, como fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de
crescimento de fibroblastos basico (bFGF), mostrando-se como eficientes
moduladores da angiogénese (GRIFFIOEN E THIJSSEN, 2014; AHMED E
ALSADEK, 2015).

Visto que um dos efeitos mais notorios das galectinas é a modulagao das
respostas imune e inflamatdria, a agao antiparasitaria de galectinas também tem
sido amplamente investigada, principalmente sobre Toxoplasma gondii
(BERNARDES et al., 2006; ALVES et al., 2010; 2013). Por exemplo, Galectina-3
aumenta a resposta inflamatéria em camundongos infectados por T. gondii,
desempenhando papéis protetor e regulatério, sobretudo no estagio inicial da
infecgao, provavelmente devido as propriedades antiapoptéticas exercidas pela
Galectina-3, assim como em detrimento de sua capacidade de controlar a
produgcdo de citocinas, especialmente aquelas relacionadas ao perfil Th1
(BERNARDES et al., 2006; ALVES et al., 2010; 2013). Tais estratégias estao
relacionadas a um possivel controle da doencga induzido por Galectina-3,
considerando-se que camundongos knockout para Galectina-3 apresentaram
menores taxas de sobrevivéncia quando comparados com aqueles que produziam
Galectina-3 (ALVES et al., 2013). Fichorova et al. (2016) também evidenciaram
uma reducdo da sobrevivéncia de Trichomonas vaginalis em animais knockout
para galectina-3 e galectina-1. Tais relatos sugerem uma potencial aplicagao
dessas lectinas no design de farmacos para doengas autoimunes, inflamatérias e
parasitarias (BERNARDES et al., 2006).

Estudos recentes também relataram a capacidade fagocitaria de galectinas
isoladas dos mais diversos animais contra diferentes patégenos, abrindo um
caminho promissor para novas investigacdes acerca das propriedades
antiparasitarias dessas lectinas ligantes de 3-D-galactosideos (VASTA et al. 2015;
FICHOROVA et al., 2016; THULASITHA et al., 2016). Por exemplo, a agao de
galectinas sobre Trypanosoma cruzi também tem sido bastante investigada



atualmente, devido ao aumento de sua expressdo em locais de invasao
parasitaria, atuando como um marcador da lise do fagolisossomo nessa doenga,
devido ao acumulo de galectina em torno dos parasitos apds evadirem do vacuolo
parasitéforo (MACHADO et al., 2014; PONCINI et al., 2015).

As lectinas tipo-C constituem, portanto, o principal grupo de lectinas, cujas
funcbes bioldgicas foram pesquisadas. Suas agbes tém sido amplamente
demonstradas, principalmente sobre os sistemas imune e nervoso, agregagao
plaquetaria, coagulacdo sanguinea, canais iénicos, entre outros (KONSKA et al.,
2008; CLEMETSON, 2010; GOMES FILHO et al., 2014). Estas proteinas
apresentam potenciais clinico-terapéuticos principalmente relacionados ao
transplante de células, a agdes bactericida, antiparasitaria e antitumoral, além de
serem utilizadas no mapeamento de neoplasias e na entrega sistémica de
farmacos (KONSKA et al., 2008; JAIN et al., 2012; CHRISTIE et al., 2014;
GOMES FILHO et al., 2014; WANG et al., 2014).

1.2 Lectinas de pe¢onhas de serpentes (Snaclecs)

A primeira evidéncia de atividade ligante de carboidratos possivelmente
ocorreu por peconhas de serpentes que aglutinavam eritrocitos e leucdcitos
(FLEXNER E NOGUCHI, 1902). Entretanto, a primeira lectina isolada de
peconhas de serpentes ocorreu muitas décadas depois por Gartner e
colaboradores (1980), que isolaram e caracterizaram a Trombolectina de
Bothrops atrox. Lectinas de peconhas de serpentes pertencem a classe das
lectinas tipo-C, sdo chamadas de Snaclecs (do inglés, Snake venom C-type
lectins) e s&o divididas em lectinas tipo-C verdadeiras, que sdo aquelas que se
ligam a carboidratos, e lectinas tipo-C-like (CLEMETSON et al., 2009).

As lectinas tipo-C verdadeiras geralmente reconhecem [(-galactosideos,
sendo essa atividade dependente de Ca?* (SARTIM E SAMPAIO, 2015).
Apresentam-se como estruturas homodiméricas, compostas por subunidades de
14 a 16 kDa, com 110 a 135 residuos de aminoacidos, possuindo identidade de
82 a 97% em sua estrutura primaria (DRICKAMER, 1992; SILVA et al., 2008;
SARTIM E SAMPAIO, 2015). Excepcionalmente, Earl e colaboradores (2011)
relataram uma lectina ligante de manose, isolada da pegonha de Oxyuranus
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scutellatus. Recentemente, uma nova nomenclatura foi introduzida por Sartim e
Sampaio (2015), que designaram lectinas verdadeiras como SVgallLs, do inglés,
Snake Venom galactose-binding Lectins (lectinas de pegonhas de serpentes
ligantes de galactose).

As SVgalLs podem formar oligbmeros em solugdo, sobretudo em
condigdes fisioldgicas, possibilitando uma multivalente ligagdo a glicoconjugados
presentes em superficies dos mais diversos tipos celulares (HIRABAYASHI et
al.,1991; WALKER et al., 2004; SILVA et al., 2008; SARTIM E SAMPAIO, 2015).
As subunidades sé&o ligadas por interagdes dissulfeto, em que cada subunidade
apresenta um dominio de reconhecimento ao carboidrato (CRD) em sua estrutura
(CLEMETSON, 2010). Estruturalmente, o CRD de lectinas é definido pela
existéncia da triade QPD (Glutamina-Prolina-Aspartato) na posi¢cao 96-97-98 que
sdo determinantes para a especificidade para [(-galactosideos, sendo essa
interagdo mediada por calcio (DRICKAMER, 1992; SARTIM E SAMPAIO, 2015).

SVgallLs também apresentam em sua estrutura um loop ligante de calcio
que esta envolvido tanto na interacado entre as subunidades da lectina, quanto na
formagao do CRD (ABREU et al., 2006). A figura 1 mostra a estrutura do sitio de
interacdo com carboidrato da lectina de Crotalus atrox (RSL), em que pode-se
observar a presenga dos residuos Glu104, Asn119, Asp98 e Asp120, os quais
participam da interagcdo com o calcio e o agucar. A interacdo da galactose
presente na lactose ocorre por meio dos grupos hidroxil do agucar nas posigoes 3
e 4, que formam interagdes de hidrogénio com os residuos GIn96, Asp98, Glu104
e Asn119 da proteina, além da participagcdo de Tyr120 e GIn121, que também
interagem com outras porgdes da galactose, conforme determinado por Walker e
colaboradores (2004) (Fig. 2).
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Figura 1: Representagao estrutural do dominio de reconhecimento ao carboidrato
(CRD) da lectina de Crotalus atrox (RSL) interagindo com a lactose e o calcio,
representados por bastdo e esfera vermelhos, respectivamente. Alguns residuos
de aminoacidos que participam dessas interacbes também estido destacados
(Retirado de SARTIM E SAMPAIO, 2015).

A estrutura primaria de SVgallLs é caracterizada também pela presencga de
oito ou nove residuos de cisteina, altamente conservados, que estdo associados
a formacao de pontes dissulfeto inter e intracadeias (HIRABAYASHI et al.,1991;
ABREU et al., 2006). A presenca dessas pontes dissulfeto pode estar relacionada
a uma protecdo das lectinas contra a degradacgéo por proteases abundantes em
peconhas ofidicas, assim como mantém a estabilidade dessas lectinas quando
em contanto com o sangue e fluidos corporais das presas (HIRABAYASHI et
al.,1991). Além das pontes dissulfeto, interagdes eletrostaticas, como pontes
salinas e interagbes de hidrogénio também contribuem para a estabilizagdo
estrutural de SVgalls, possibilitando principalmente a interagdo entre os
mondmeros (SARTIM E SAMPAIO, 2015).

Outros residuos bastante conservados sdo aqueles também presentes em
lectinas tipo-C isoladas de outros animais, como Leu40, Trp67, Gly69, Trp81,
Trp92, Pro97, Asp120, entre outros, sendo que alguns deles ndo estédo
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diretamente envolvidos na ligagdo aos carboidratos-alvo, mas podem auxiliar na
estabilizacdo estrutural necessaria para a ligacdo de calcio (HIRABAYASHI et
al.,1991). A lectina RSL, uma das primeiras SVgalLs a ter sua estrutura
tridimensional elucidada, possui um nucleo hidrofdbico, caracteristico de lectinas
tipo-C em geral, que € estabilizado pela formagdo das conservadas pontes
dissulfeto (HIRABAYASHI et al.,1991; WALKER et al., 2004). Os autores também
demonstraram que tal lectina apresenta uma abundancia de residuos hidrofilicos,
como aspartato, glutamato e glicina (HIRABAYASHI et al.,1991).

Analises estruturais de SVgallLs séo realizadas baseadas no cristal obtido
de RSL, a unica lectina com estrutura tridimensional completa elucidada até o
momento (WALKER et al., 2004). Com relagao a estrutura secundaria, a maioria
das lectinas tipo-C verdadeiras possuem duas a-hélices e seis folhas-p
conservadas (ABREU et al.,, 2006). Algumas variagbes na proporgao dessas
estruturas ja foram relatadas para a SVgalLs de C. atrox (RSL) e Bothrops
jararacussu (BjcuL), porém a predominéncia de folhas B-pregueadas € uma
caracteristica comum (ARAGON-ORTIZ et al., 1989; WALKER et al., 2004; SILVA
et al., 2008; SARTIM E SAMPAIO, 2015). A figura 2 mostra a predominancia de
folhas-B no monoméro de RSL, que também apresenta em sua estrutura um loop
alternativo ligante de ions, também crucial para a sua estabilizacdo estrutural
(WALKER et al., 2004):
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N
Figura 2: Diagrama de fitas do monédmero de RSL, em que as a-hélices estao

coloridas em azul, as folhas-B em roxo e as cadeias laterais dos residuos de
cisteina representados por bastdes amarelos. O asterisco mostra a Cys86,
envolvida na interacdo dissulfeto entre os monémeros. ions sédio e calcio estdo
representados por esferas de cores preta e laranja, respectivamente, enquanto a
lactose esta mostrada por bastdes cinza e vermelho (Retirado de WALKER et al.,
2004).

Por sua vez, lectinas tipo-C like de peconhas de serpentes apresentam um
CRD incompleto, levando a perda da atividade hemaglutinante caracteristica das
SVgallLs; porém apresentando outras atividades bioldgicas como efeitos pré- e
anticoagulantes (MORITA, 2005a; ABREU et al., 2006). Contrariamente as
SVgallLs, lectinas-like sao heterodiméricas, compostas por uma subunidade a
(cadeia A) de 14-15 kDa e uma subunidade B (cadeia B) de 13-14 kDa, podendo
assumir formas oligoméricas, além de serem mais abundantes (MORITA, 2005b;
ZELENSKY E GREADY, 2005; ARLINGHAUS E EBLE, 2012). Além disso,
lectinas-like sdo caracterizadas pela presenga de uma superficie cbncava entre as
subunidades, que provavelmente representa a regido ligante de alvos nessas
proteinas, assim como apresentam um longo loop nessa regidao (MORITA, 2005b;
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SAJEVIC et al., 2011). Algumas lectinas-like ndo dependem de calcio para a sua
atividade e essa caracteristica parece estar relacionada ao residuo de aminoacido
presente na posicao 120, de modo que a presenca de uma lisina leva a uma
perda na interacdo com o calcio (MORITA, 2005b). Por sua vez, a presencga de
glutamato (Glu120) pode estar relacionada a uma dependéncia de calcio para a
atividade de lectinas-like (MORITA, 2005b).

Em peconhas ofidicas, lectinas-like sdo muito importantes também na
composicao de outras toxinas, como as metaloproteases, que possuem dominios
lectinas-like em sua estrutura ligados por pontes dissulfeto (MORITA, 2005b; FOX
E SERRANO, 2008). Devido a suas caracteristicas funcionais, as lectinas-like
auxiliaram na elucidagdo de mecanismos envolvendo ativagao da coagulagao e
de plaquetas, assim como na determinacgao da relagao estrutura-funcao de fatores
da coagulagdo sanguinea e de glicoproteinas plaquetarias humanas (MORITA,
2005b).

As lectinas isoladas de pecgonhas ofidicas exercem diversas fungdes de
interesse farmacoldgico (MORITA, 2005a; CLEMETSON, 2010; ARLINGHAUS E
EBLE, 2012). Uma de suas aplicagbes inclui a participagdo na modulagdo da
resposta imune e, consequentemente, na inflamacéo, envolvendo a participacéo
de diversas células do sistema imune, como macrégafos e neutrofilos, assim
como na produgéao de citocinas por essas céluals (ELIFIO-ESPOSITO et al., 2011;
Dias-Netipanyi et al., 2016). Por exemplo, BjcuL, uma SVgalL isolada da pegonha
de Bothrops jararacussu, é capaz de ativar neutréfilos, estimulando varias fungoes
imunes, como trafego celular e inducdo de resposta imune inata (ELIFIO-
ESPOSITO et al.,, 2011). Ainda mais, BjcuL também aumenta a adesao desses
neutrdfilos a proteinas da matrix extracelular, como fibronectina e também ao
substrato Matrigel (ELIFIO-ESPOSITO et al., 2011).

Recentemente, Dias-Netipanyi e colaboradores (2016) mostraram que
BjcuL ativa macrofagos, induzindo resposta fagocitaria e produgédo de citocinas
proinflamatérias. De acordo com os autores, a estimulagdo da resposta
inflamatoria por BjcuL pode amplificar os efeitos antitumorais desencadeados pela
mesma toxina, mostrando-se uma ferramenta versatil para o tratamento de
diferentes disturbios (DIAS-NETIPANYI et al., 2016). Galatrox, isolada da
peconha de Bothrops atrox possui propriedades semelhantes a BjcuL, porém liga-
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se a unidades de N-acetil-D-lactosamina presentes em proteinas da matriz
extracelular, modulando a atividade de neutréfilos e estimulando a liberagdo de
mediadores pro-inflamatérios (SARTIM et al., 2014). A ativagcado de neutrdfilos e
macrofagos por BjculL provavelmente envolve o reconhecimento de carboidratos
presentes na superficie dessas células, mas os autores sugerem que O
entendimento de mecanismos intracelulares mais especificos € necessario para
investigacoes futuras sobre as aplicagbes terapéuticas dessa lectina sobre células
do sistema imune inato (ELIFIO-ESPOSITO et al., 2011; DIAS-NETIPANY!I et al.,
2016). De forma geral, assim como lectinas de outras fontes, SVgallLs induzem
mitogénese celular por meio do reconhecimento de agucares presentes na
superficie destas células, desencadeando uma transducao de sinal (SHARON E
LIS, 2004; SARTIM E SAMPAIO, 2015). Por sua vez, os efeitos inflamatérios
induzidos por SVgallLs sdo decorrentes do influxo de neutréfilos ao local de
inflamacdo promovido por uma interacdo direta entre lectinas e a matrix
extracelular e/ou pela estimulagédo de macréfagos residentes ou mastocitos que
levam a expressao de mediadores amplificadores da inflamacéo (SARTIM E
SAMPAIO, 2015).

Lectinas de pegonhas ofidicas também s&o correlacionadas com
aplicagbes antitumorais devido a sua capacidade de inibir adesdo, migragéo,
proliferagdo e invasdo de varias linhagens de células tumorais, além de
apresentarem um promissor efeito antiangiogénico in vivo e in vitro (SARRAY et
al., 2008; JEBALI et al., 2014; DHANANJAYA E SIVASHANKARI, 2015). Assim,
essas lectinas atuam sobre células tumorais promovendo apoptose, além de
restringirem o fornecimento de nutrientes pela corrente sanguinea ao inibir a
neovascularizagcao por meio do bloqueio de integrinas presentes nas membranas
das células endoteliais, levando a consequente morte das células tumorais
(DAMASIO et al, 2014; DHANANJAYA E SIVASHANKARI, 2015). Mais
especificamente, alguns eventos associados a atividade antitumoral de SVgallLs
tem sido demonstrados, como desorganizagao do citoesqueleto celular, ativagao
da cascata de sinalizagdo das caspases, aumento das concentragdes de calcio
citosélico, geragédo de superoxidos mitocondriais e transigdo na permeabilidade da
membrana mitocondrial (NOLTE et al.,, 2012; ARANDA-SOUZA et al.,, 2014,
DAMASIO et al., 2014).
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Estudos acerca da agdo de SVgalLs sobre novos alvos mostram-se
bastante promissores, em decorréncia do amplo reconhecimento de lectinas
sobre varios tipos celulares, sobretudo considerando-se que muitos patdgenos
aderem a célula hospedeira por meio de interagdes proteina-carboidratos (HAMID
et al., 2013; MCCLEARY E KINI, 2013; DHANANJAYA E SIVASHANKARI, 2015,
SARTIM E SAMPAIO, 2015; DIAS-NETIPANYI et al., 2016). Nesse contexto, um
campo de estudos emergente € a agao anti-parasitaria dessas lectinas, uma vez
que a busca por novos componentes de fontes naturais tem sido amplamente
utilizada para promover o tratamento de algumas parasitoses (FERNANDES et
al., 2010). Dessa forma, algumas lectinas tém sido utilizadas no controle
parasitario e na identificagdo de antigenos parasitarios, especialmente em
Toxoplasma gondii (LUO et al., 2011; CASTANHEIRA et al., 2015; HARITO et al.,
2016; WANG et al., 2016). Entretanto, estudos relacionando a identificagdo de
alvos parasitarios por lectinas e possiveis alteragées na progressao da doencga
causadas por lectinas ainda sao alvos de investigacdes futuras, evidenciando um
interessante campo em aberto para estudos com SVgaLs.

Nosso grupo de pesquisas vem demonstrando o potencial antiparasitario
de algumas toxinas ofidicas (BASTOS et al., 2008; CASTANHEIRA et al., 2013;
2015; NUNES et al.,, 2013; BORGES et al., 2016). Com relagdo as lectinas,
Castanheira et al. (2013) mostraram que BpLec, isolada da pegonha de Bothrops
pauloensis, reconhece possiveis alvos nas superficies de promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis e Staphylococcus aureus. Mais recentemente,
Castanheira et al. (2015) mostraram o efeito anti-parasitario de BplLec sobre
Toxoplasma gondii, em que a toxina diminuiu o parasitismo de formas taquizoitas
desse parasito, sem alterar a viabilidade celular, porém reduzindo as taxas de
adesdo e proliferacdo do parasito em sua célula hospedeira. Esse efeito anti-
parasitario induzido por BpLec também foi corroborado por um aumento na
producao de IL-6 e diminuigdo na producédo de TGF-31, marcadores inflamatérios
caracteristicos no controle da doenca pelo hospedeiro.

Dessa forma, Snaclecs apresentam uma ampla aplicagdo tanto no
entendimento de algumas doengas, como em seu tratamento e diagndstico.

Muitas outras aplicagdes ainda estdo sob uma investigagdo mais minuciosa e
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revelam grandes perspectivas acerca de novas descobertas por estudos com

essas proteinas, que representam um emergente campo da Toxinologia.

1.3 BpLec: uma lectina tipo-C isolada da pegconha de Bothrops pauloensis

A peconha de B. pauloensis tem sido bastante explorada por nosso grupo
de pesquisa e dentre os compostos ja isolados, encontram-se quatro fosfolipases
A, basicas e uma fosfolipase A, acida (RODRIGUES et al., 1998; 2004; 2007;
FERREIRA et al., 2013), trés metaloproteases (NAVES DE SOUZA et al., 2012;
ACHE et al., 2015; GOMES et al., 2015), uma serinoprotease (COSTA et al.,
2009), uma L-aminoacido oxidase (RODRIGUES et al. 2009), e uma lectina tipo-C
(CASTANHEIRA et al., 2013). O estudo dessas toxinas permite ndo somente um
entendimento sobre a patofiosiologia do envenenamento, mas contribui também
para o desenvolvimento de drogas utilizadas no tratamento de varias doengas
(MCCLEARY E KINI, 2013; RODRIGUES et al., 2015).

BpLec € uma lectina tipo-C isolada da peconha de B. pauloensis, a qual
representa apenas 0,5% da composicdo proteica da peconha total
(CASTANHEIRA et al., 2013). Os autores neste estudo demonstraram algumas
caracteristicas quimicas e biolégicas dessa toxina, facilmente isolada por meio de
dois processos cromatograficos, que consistem em uma cromatografia de
afinidade em resina de D-galactose, seguida de uma cromatografia de excluséo
molecular. Com relacdo as caracteristicas quimicas, a proteina apresenta um
ponto isoelétrico de 5,36 e massa molecular de 33,6 kDa que indica glicosilagéo
de BpLec. A estrutura primaria parcial de BpLec revelou sua composig¢ao por 132
residuos de aminoacidos para cada subunidade, que incluem residuos acidos,
altamente conservados entre as SVgals, que caracterizam a superficie
negativamente carregada presente em varias lectinas de pegonhas ofidicas
(ABREU et al., 2006).

BpLec também apresenta em sua estrutura o dominio de reconhecimento
ao carboidrato (CRD) caracteristico dessa classe de toxinas, que geralmente é
representado por trés residuos de aminoacidos classicos (GIn96-Pro97-Asp98)
presentes na porgao C-terminal da toxina (DRICKAMER, 1988; ABREU et al.,
2006, CASTANHEIRA et al., 2013). Por fim, BpLec possui em sua estrutura
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primaria nove residuos de cisteinas importantes para a manutengdo de sua
estabilidade conformacional, conservados também na estrutura de outras lectinas
(CASTANHEIRA et al., 2013).

A atividade funcional de BpLec foi avaliada por ensaio de hemaglutinagao
utilizando-se eritrocitos de diferentes animais, de modo que eritrécitos de céo e
gato foram aglutinados por baixas concentragbes de BplLec. A atividade
hemaglutinante de BplLec foi inibida por B-galactosideos, como D-galactose, D-
lactose e N-acetil-D-galactosamina, assim como também foi inibida por EDTA,
demonstrando a dependéncia de BplLec por cations divalentes para executar sua
atividade biolégica. Temperaturas acima de 60°C foram capazes de reduzir a
atividade proteica sobre eritrocitos de cado, enquanto nenhum valor de pH testado
alterou a mesma atividade (CASTANHEIRA et al., 2013).

BpLec inibiu o crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus, mas nao teve efeitos sobre o crescimento de Escherichia coli, uma
bactéria Gram-negativa (CASTANHEIRA et al., 2013). O mesmo foi evidenciado
para BIL, uma lectina isolada da pe¢onha de Bothrops leucurus, de modo que os
autores sugerem que essas lectinas ndo conseguem ultrapassar a membrana
externa de bactérias Gram-negativas para alcangarem o espaco periplasmatico e,
por isso, ndo apresentam efeitos sobre tais bactérias (NUNES et al., 2011). Ainda
com relacdo as caracteristicas funcionais de BplLec, a toxina ndo apresentou
citotoxicidade sobre formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis, mas foi capaz de aglutinar as mesmas, sendo esta atividade inibida
também por [(-D-galactosideos, sugerindo um possivel reconhecimento de
glicoconjugados presentes na membrana do parasito por BpLec (CASTANHEIRA
et al., 2013).

Considerando-se os resultados promissores apresentados nesse estudo
preliminar, novos trabalhos sdo de grande interesse para investigar a contribuicdo
funcional de BplLec nos mais diversos processos bioldégicos e possiveis
aplicagdes dessa toxina. Neste contexto, apresentamos a agao antiparasitaria de
BpLec sobre formas taquizoitas de Toxoplasma gondii e, adicionalmente, devido
aos emergentes estudos relacionados a agdo de Snaclecs sobre células
endoteliais, também demonstramos os efeitos de BplLec sobre angiogénese in

vitro e in vivo.
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Capitulo 2: Antiparasitismo induzido por uma lectina de tipo-C da pegonha
de Bothrops pauloensis sobre Toxoplasma gondii

Resumo: Neste trabalho foram avaliados os efeitos de BpLec, uma lectina tipo-C
que reconhece [B-D-galactosideos, isolada da pegonha de Bothrops pauloensis,
sobre formas taquizoitas de Toxoplasma gondii. BpLec (0,195 pg/mL-12,5 pg/mL)
nao alterou a viabilidade da célula hospedeira HelLa, enquanto concentracdes
maiores que 25 pg/mL diminuiram a viabilidade e alteraram a morfologia celular.
Quando células HelLa foram tratadas previamente a infecgdo com T. gondii,
BpLec nao interferiu nas taxas de adesao e proliferacdo dos taquizoitos. BpLec
(2,5 pg/mL, 5 yg/mL e 10 pg/mL) também nao alterou a viabilidade de formas
taquizoitas, mas reduziu tanto a adesao quanto a replicagao parasitarias, quando
apenas os parasitos foram tratados pela toxina. Sobrenadantes foram coletados
dos ensaios de proliferagdo para a mensuragcdo de citocinas, mostrando que
BpLec induziu uma diminui¢cdo na produg¢ao de MIF e um aumento na secre¢ao de
IL-6 por células HelLa. Ainda mais, a secre¢cao de TGF-B1 foi diminuida pds-
infeccdo, apesar de esse efeito aparentemente ter sido independente do
tratamento com BplLec. Para verificar uma possivel interacdo de BpLec com a
estrutura parasitaria, camundongos C57BL/6 foram imunizados com BpLec e o
sangue dos animais coletado para a obtencao de imunoglobulinas G, que foram
eficientemente purificadas em cromatografia de afinidade em resina Proteina G
Sepharose, sendo entdo denominadas anticorpo anti-BpLec. A validagdo do
reconhecimento de BplLec pelo anticorpo aqui produzido foi confirmada por
immunoblot e imunofluorescéncia, revelando que BplLec interage com a
membrana dos taquizoitos. Os resultados sugerem que BplLec reduz a interagao e
o parasitismo de T. gondii com relagdo a sua célula hospedeira (HeLa) apds o
tratamento de taquizitos com a toxina, indicando que BplLec pode representar
uma interessante ferramenta na busca de antigenos parasitarios envolvidos
nesses processos, assim como pode contribuir para um melhor entendimento

sobre os mecanismos envolvidos na interagao parasito-hospedeiro.

Palavras-chave: Lectina tipo-C, peconha de serpente, toxoplasmose.
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Abstract:

Abstract: Here we evaluate the effects of BpLec, a C-type lectin isolated from
Bothrops pauloensis snake venom, on Toxoplasma gondii parasitism. BplLec
(0.195 pg/mL to 12.5 pg/mL) did not interfere with HeLa (host cell) viability by MTT
assay, whereas higher doses decreased viability and changed HeLa morphology.
In addition, the host cell treatment before infection did not influence adhesion and
proliferation indexes. BpLec did not alter T. gondii tachyzoite viability, as carried
out by trypan blue exclusion, but decreased both adhesion and parasite
replication, when tachyzoites were treated before infection. Galactose (0.4 M)
inhibited the BpLec effect on adhesion assays, suggesting that BpLec probably
recognize some glycoconjugate from T. gondii membrane. Additionally, we
performed cytokine measurements from supernatants collected from HelLa cells
infected with T. gondii tachyzoites previously treated with RPMI or BpLec. MIF and
IL-6 productions by HelLa cells were increased by BpLec treatment. Also, TGF-$31
secretion was diminished post-infection, although this effect was not dependent on
BpLec treatment. Taken together, our results show that BpLec is capable of
reducing T. gondii parasitism after tachyzoite treatment and may represent an

interesting tool in the search for parasite antigens involved in these processes.

Keywords: C-type lectin, snake venom, Toxoplasma gondii.
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1. Introdugao

Toxoplasmose € uma doencga causada por Toxoplasma gondii, um parasito
intracelular obrigatério que tem como hospedeiro definitivo, membros da familia
Felidae, e, como hospedeiros intermediarios, outros animais, incluindo humanos
(TENTER et al.,, 2000). Existem trés formas infectantes do parasito, os
taquizoitos, os bradizoitos e os esporozoitos, que podem ser ingeridos pelo
hospedeiro definitivo, acarretando na progressdo da doenga, sobretudo em gatos
(FRENKEL et al., 1970; DUBEY, 2009). Os oocistos contém os esporoizoitos em
seu interior e representam o estagio de resisténcia existente no meio ambiente,
visto que sao liberados nas fezes dos felideos, garantindo uma maior
sobrevivéncia parasitaria em todo o mundo (DUBEY, 2009). Os bradizoitos séo
adaptados para uma maior resisténcia nos hospedeiros, apresentando uma taxa
de replicagdo mais lenta (SIBLEY et al., 1999; DE LIMA et al., 2015). Por sua vez,
os taquizoitos replicam-se muito rapidamente por divisdo binaria, participando da
fase aguda da doenca (SIBLEY et al., 1999; DE LIMA et al., 2015).

Em humanos, a doenga geralmente é assintomatica, sendo que os casos
de maiores riscos ocorrem entre os individuos imunocomprometidos e gestantes
(TENTER et al., 2000). A toxoplasmose congénita apresenta um alto indice de
morbidez, sobretudo no Brasil, com manifestagdes clinicas que englobam
disturbios neuroldgicos, lesées oculares e perda de audicdo (GILBERT et al.,
2008; DUBEY et al., 2012). A toxoplasmose apresenta uma alta taxa de infecgéo,
de modo que 1/3 da populacdo mundial € considerada soropositiva e muitos
desses casos estdo associados a morte dos individuos (MONTOYA E
LIESENFELD, 2004). No Brasil, a soroprevaléncia de 84% ja foi relatada para
criangas, ao passo que gravidas apresentam taxas entre 36% e 92%,
dependendo da regido do pais analisada e indicando que o Brasil € um dos
paises com as maiores taxas de soroconversao para a toxoplasmose (DUBEY et
al.,, 2012). Ainda mais, a patogénese € mais severa em criangas brasileiras,
quando comparadas as europeias, provavelmente devido a cepa do parasito
presente no Brasil (GILBERT et al., 2008; DUBEY et al., 2012). Outros relatos

apontam a prevaléncia de cepas intermediarias ou altamente virulentas em
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humanos e animais residentes em Minas Gerais, no Sudeste brasileiro
(CARNEIRO et al., 2013).

O desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da toxoplasmose é
de crucial importancia, visto que a terapia mais utilizada atualmente, uma
combinacdo de sulfadiazina e pirimetamina, acarreta varios efeitos colaterais
(PORTES et al.,, 2012). Dessa forma, novas alternativas para o tratamento da
toxoplasmose tornam-se de grande interesse. Muitos estudos demonstram
aplicagbes biotecnoldgicas de toxinas isoladas de pecgonhas ofidicas, sobretudo
para o tratamento de hipertensdo, trombose, cancer, parasitoses, entre outras
(RABELO et al., 2012; BHATTACHARYA et al., 2013; CECILIO et al., 2013;
Rough et al., 2014). Ainda mais, toxinas ofidicas constituem modelos estruturais
para o desenho de drogas comercias (GOMES et al., 2010; KINI, 2011).

Lectinas s&o proteinas abundantes em varios organismos, desde
microorganismos a plantas, e também estdo presentes em pegonhas de
serpentes (LIS E SHARON, 1986; UTARABHAND et al., 2007; CLEMETSON et
al., 2009). Em consequéncia de sua propriedade ligante de carboidratos, essas
lectinas de diferentes origens sao utilizadas como marcadores de glicoconjugados
em varios tipos celulares (FAUQUENOY et al., 2008; HIRABAYASHI et al., 2001;
LUO et al., 2011).

Em T. gondii, muitas glicoproteinas existentes em micronemas, roptrias e
granulos densos influenciam a viruléncia do parasito (MELO et al., 2011). Apesar
de alguns trabalhos relatarem que a glicosilagéao seria um evento raro em T.
gondii, glicoproteinas sao relativamente abundantes em taquizoitos da cepa RH e
participam da progressdao da toxoplasmose (LUO et al.,, 2011). Muitas dessas
glicoproteinas estdo envolvidas na adesédo do parasito a sua célula hospedeira,
assim como no consequente processo de invasdo, sendo identificadas com o
auxilio de metodologias que empregam lectinas, como Concanavalina A (ConA),
WGA e Jacalina (FAUQUENOY et al., 2008; LUO et al., 2011). ConA também
possibilitou a identificagdo de proteinas do glideosoma, sugerindo que o
tratamento com essa lectina interfere nas fungdes parasitarias (FAUQUENOY et
al., 2008; LUO et al., 2011). Interessantemente, uma lectina isolada de Dolichos
biflorus (DBA), especifica para N-acetil-D-galactosamina, tem sido utilizada na
identificacdo da diferenciacdo de formas bradizoitas de T. gondii, além de
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possibilitar a quantificacdo de cistos presentes até mesmo em baixas
concentragdes (MATRAJT et al., 2002; ALDEBERT et al., 2011; PORTES et al.,
2012).

Analises protebmicas de T. gondii com o auxilio de lectinas séao
empregadas ndo apenas para um melhor entendimento da infec¢ao parasitaria,
mas também para se detectar alvos na membrana do parasito utilizados na
confeccdo de farmacos (CHE et al., 2011). Muitos estudos s&o realizados
empregando a marcagao com lectinas de glicoproteinas existentes em taquizoitos
e bradizoitos de T. gondii, mas experimentos demonstrando os efeitos biolégicos
dessas lectinas nas fungbes parasitarias ainda nao foram realizados
(FAUQUENOY et al., 2008; LUO et al., 2011). Neste sentido, o atual trabalho
investigou os efeitos antiparasitarios de BpLec, uma lectina tipo-C isolada da
peconha de Bothrops pauloensis, sobre adesao e proliferacdo de formas

taquizoitas de T. gondii.

2. Material e métodos

21. Peconha bruta e animais

A peconha bruta de Bothrops pauloensis foi obtida a partir de espécimes
mantidas no Serpentario Proteina Bioativas LTDA (Batatais, SP). Este serpentario
possui comprovante de registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (cadastro n® 471301).

Camundongos isogénicos C57BL/6 e camundongos Swiss fémeas de
aproximadamente 6-8 semanas (20-30 g de massa corporal) foram fornecidos
pelo Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Uberlandia (CBEA/UFU) e mantidos em condi¢des padrdes de temperatura
(25°C), umidade relativa do ar 60-65%, ciclo claro-escuro de 12 horas, ragéo e
agua ad libitum. Os procedimentos realizados com animais apresentam
aprovacdo do Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA, nimero dos
protocolos 018/12 e 051/13, respectivamente) da Universidade Federal de
Uberlandia e estdo em acordo com os principios éticos de experimentagao animal

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
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2.2. Obtencao de BpLec e confirmagao de sua identidade

2.2.1. Isolamento de BpLec

BpLec foi inicialmente purificada da pegconha de Bothrops pauloensis, como
descrito por Castanheira et al. (2013). Resumidamente, a pegonha cristalizada de
B. pauloensis foi dissolvida em tamp&o CTBS (NaCl 150 mM, Tris 20 mM, CaCl, 5
mM, pH 7,4) e centrifugada duas vezes a 2450 g por 10 minutos cada, a 4°C, para
a retirada do material insoluvel. O sobrenadante foi aplicado a uma coluna de
afinidade de agarose imobilizada com D-galactose (0,5 x 4 cm, Pierce, EUA) e
incubada por aproximadamente uma hora. A coluna, que havia sido previamente
equilibrada em CTBS, foi eluida inicialmente no mesmo tampéo e, apds a eluigao
das proteinas que n&o interagiam com a resina, adicionou-se ao tampao uma
solugdo de D-galactose 400 mM para a remogéo da proteina BpLec aderida a
coluna. A eluigao da proteina foi acompanhada pela leitura da absorbancia a 280
nm a um fluxo de 0,1 mL/min. Em seguida, para remover a galactose presente
nas fragdes contendo a lectina BpLec, foi realizada uma cromatografia de
exclusdo molecular em gel Sephadex G-25 (1,5 cm x 2,5 cm) no cromatografo
Akta Prime Plus (GE HealthCare, Suécia). A coluna foi equilibrada e eluida com
bicarbonato de aménio 100 mM pH 7,8, a um fluxo de 0,5 mL/min, coletando-se
500 pL/tubo a 280 nm.

A fragdo contendo a proteina BplLec foi recromatografada em sistema de
cromatografia de fase reversa em coluna C18 (2,0 x 2,5 cm, GE HealthCare,
Suécia). A coluna foi previamente equilibrada com solvente A (acido
trifluoroacético 0,1% e 5% de acetonitrila, v/v). A eluicdo da proteina foi realizada
utilizando um gradiente linear de solvente B (0,1% de acido trifluoroacético e 80%
de acetonitrila) de 0% a 100%, a um fluxo de 0,5 mL/min a 25°C a 280 nm. Em
todas as etapas, a quantificacdo proteica da amostra foi realizada de acordo com
o método de Bradford (1976).

2.2.2. Eletroforese em SDS-PAGE
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Eletroforeses em SDS-PAGE 12,5% (m/v) foram realizadas apds o término dos
passos de purificagdo de BplLec para certificar a homogeneidade da proteina isolada,
conforme descrito por Laemmli (1970), com modificagdes. Amostras contendo 10 ug de
proteina foram solubilizadas em 10 yL de tamp&o de amostra [Tris HCI 50 mM pH 6,8,
dodecil sulfato de sédio 2% (m/v; SDS), azul de bromofenol 1% (m/v) e glicerol 10% (v/v)]
e aquecidas a 100°C durante 10 minutos, na presenga de 10 uL de B-mercaptoetanol 5%
(v/v), e entédo corridas em tampao Tris-glicina 250 mM pH 8,3 durante aproximadamente
45 minutos a 10 mA e 300 V. Os géis foram posteriormente corados com Coomassie
Brilliant Blue R-250 0,2% (v/v). Os marcadores de massa molecular utilizados foram:
albumina de soro de bovino (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (36 kDa), anidrase carbdnica (29 kDa), tripsinogénio (24 kDa), inibidor de

tripsina (20 kDa) e a-lactalbumina (14,2 kDa) (Amersham Bioscience).

2.2.3. Atividade Hemaglutinante

A atividade bioldgica da proteina isolada foi confirmada por ensaio de
hemaglutinagdo, como descrito por Castanheira et al. (2013). Resumidamente,
sangue canino, gentiimente cedido pelo Laboratério de Analises Clinicas do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia, foi coletado por
puncdo venosa utilizando-se tubos de coleta a vacuo, estéreis e sem
anticoagulante. Em seguida, as amostras foram centrifugadas trés vezes a 950 g
durante 10 minutos a 25°C, na presenca de tampao CTBS, com o intuito de
separar os eritrocitos das plaquetas sanguineas. Posteriormente, 25 pL da
solugao de eritrécitos a 2% (v/v) foram adicionados em microplacas de 96 pogos
de fundo redondo e imediatamente incubados com 25 pL de BpLec (0,5 pg) a 4°C
durante duas horas. A hemaglutinagdo foi determinada pela analise visual dos
pocos, quando um botao referente a sedimentagao celular ndo foi evidenciado,

indicando aglutinag&o dos eritrocitos.

2.3. Cultura celular

A linhagem de células Hela foi obtida da American Type Culture Collection
(Manassas, VA, EUA) e mantida em garrafas de 75 cm? contendo meio RPMI-
1640 (GiBCO, Paisley, Inglaterra), suplementado com HEPES 25 mM, carbonato
de sédio 23 mM, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e soro fetal bovino inativado a 10% em PBS
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(Cultilab, Campinas, Brasil). As células foram incubadas a 37°C e CO; 5% em
uma incubadora umidificada e repicadas a cada dois dias, apds o descarte do
meio e posterior descolamento das células por incubacdo com um mL de tripsina
por cinco minutos, que foram centrifugadas a 400 g por 5 minutos e retornadas as
garrafas em 15 mL de novo meio RPMI| (BARBOSA et al., 2008).

Taquizoitos da cepa RH de T. gondii foram obtidos de exudatos peritoneais
de camudongos Swiss, previamente infectados de acordo com Mineo e Kasper
(1994) e mantidos por passagens seriadas em células HelLa cultivadas no mesmo
meio com soro fetal bovino a 2%, para a obtencdo de parasitos in vitro
(BARBOSA et al., 2008). Taquizoitos do clone 2F1, derivado da cepa RH que
expressa a enzima citoplasmatica B-galactosidase, foram gentiimente cedidos
pelo Dr. Vern Carruthers (Faculdade de Medicina, Universidade de Michigan,
USA). Os parasitos foram infectados em Hela, onde replicavam e,
posteriormente, evadiam para o meio. O meio contendo os taquizoitos foi
centrifugado a 400 g por 5 minutos e os parasitos retirados do pellet para os

demais experimentos.

2.4, Viabilidade de HelLa

Os efeitos citotoxicos de BplLec sobre HeLa foram testados baseados na
oxidagao mitocondrial do reagente brometo de 3-[4,5-dimetil tiazol-2-il]-2,5-difenil-
tetrazélio [do inglés, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(Sigma) (MTT)], segundo Mosmann (1983), com pequenas modificagdes. Células
HeLa (3 x 10* células/mL) foram crescidas em uma placa de 96 pogos e
incubadas no outro dia com BpLec (0,195 ug/mL a 100 pg/mL) por diluicdo dupla
seriada. Apods 24 horas de incubacdo com a toxina na incubadora umidificada
(37°C e CO; 5%), os sobrenadantes foram descartados, substituidos por novo
meio e 10 pL do reagente MTT (0,5 mg/mL) foram adicionados a cada pogo,
sendo a placa entdo mantida na incubadora umidificada por mais trés horas. Em
seguida, os cristais de formazan foram solubilizados por SDS 10% (m/v) em
dimetilformamida 50% (v/v) e a absorbancia mensurada a 570 nm apds 30
minutos. O ensaio foi realizado em triplicata. Viabilidade celular foi expressa em
porcentagem, considerando-se como 100% o controle de crescimento das células

cultivadas com meio RPMI.

41



2.5. Viabilidade de taquizoitos da cepa RH

Taquizoitos de T. gondii (4 x 10° células/mL) foram tratados com BpLec
(2,5 pug/mL, 5,0 yg/mL e 10 pg/mL) durante 30 minutos e corados com azul de
tripan. As células viaveis, apresentando um citoplasma translucido por excluir o
corante azul de tripan, foram contadas em um microscoépio optico (Strober, 2001).
Taquizoitos mantidos apenas em meio RPMI foram considerados como controle e

expressos como 100% de viabilidade celular. O ensaio foi realizado em triplicata.

2.6. Adesao

Neste experimento, duas abordagens de tratamentos diferentes foram
realizadas separadamente: na primeira, BpLec (3,125 pg/mL, 6,25 pg/mL e 10,0
ug/mL) foi incubada com Hela (2 x 10* células/mL) durante uma ou 24 horas e os
parasitos (1 x 10° células/mL) ndo tratados com BplLec foram adicionados
posteriormente. Na outra abordagem, os taquizoitos foram previamente tratados
com BpLec (2,5 pg/mL, 50 pg/mL e 10 pg/mL) durante 30 minutos e,
posteriormente, utilizados para infectar células HelLa nao tratadas. Cada ensaio
foi realizado utilizando-se apenas um desses tratamentos exclusivamente. Para
testar a especificidade de BpLec, todas as concentracbes de BplLec usadas no
tratamento do parasito foram inibidas por D-galactose 400 mM durante 30
minutos. Como controle, taquizoitos ou células HeLa também foram mantidas
somente com meio RPMI durante o mesmo tempo utilizado no tratamento com
BpLec.

Os experimentos de adesdao foram realizados segundo metodologia
descrita por Oliveira et al. (2006). Em suma, células HelLa (2 x 10* células/mL)
foram crescidas em uma placa de 24 pocos contendo laminas circulares de 13
mm em cada pog¢o. No dia seguinte, apos a adesao das células as laminulas, as
células HelLa foram fixadas por paraformaldeido 8% (v/v) em PBS 4% (v/v)
durante 30 minutos e os pogos foram lavados trés vezes com PBS, de forma que
o paraformaldeido fixa as células, preservando as estruturas celulares.
Taquizoitos (1 x 10° células/mL) foram adicionados a cada pogo e, apds trés
horas de interagdo, os parasitos foram fixados overnight. Uma nova lavagem com

PBS foi realizada apdés o descarte da solugao fixadora, para a remocado dos
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parasitos ndo aderidos. As laminulas foram retiradas das placas e coradas com
azul de toluidina. Em cada laminula, 200 células foram contadas em um
microscopio optico e os seguintes parametros foram avaliados: numero de células
HelLa com parasitos aderidos e o numero total de parasitos aderidos a essas
células. Trés experimentos independentes foram realizados em ftriplicada, para

cada abordagem de tratamento com BpLec.

2.7. Proliferagao

Para os ensaios de inibicdo de proliferacdo do parasito na célula
hospedeira, realizou-se o tratamento de células HelLa ou de taquizoitos
separadamente, como descrito no ensaio de adesao (item 2.6). A proliferagéo
parasitaria foi mensurada baseada na reagdo da enzima [3-galactosidase,
presente nessa cepa modificada do parasito, de acordo com Teo et al. (2007),
com algumas modificacdes. Células HeLa (2 x 10* células/mL) foram incubadas
com BpLec (3,125 ug/mL, 6,25 ug/mL e 10,0 pg/mL) ou meio RPMI em uma placa
de 96 pocgos e mantidas por 24 horas em uma incubadora umidificada (37°C e
CO;, 5%). Para a abordagem de tratamento apenas do parasito com BpLec (2,5
pg/mL, 5,0 pg/mL e 10 pg/mL), células HelLa nao tratadas foram utilizadas e
incubadas com o parasito tratado, seguindo o mesmo procedimento descrito
anteriormente.

Em seguida, o sobrenadante das células foi descartado e parasitos (1,5 x
10° células/mL) tratados ou ndo com BplLec foram adicionados aos pogos e
incubados por 24 horas na estufa de CO,. Os sobrenadantes foram coletados
para a mensuragao de citocinas e as células foram incubadas com 50 uL de
tampéao de lise (HEPES 100 mM, MgSO4 1mM, Triton X-100 0,1% (v/v), ditiotreitol
5 mM) por 15 minutos. Os lisados foram misturados com 160 yL de tampéao de
ensaio (tampao fosfato 100 mM pH 7,3, B-mercaptoetanol 102 mM, MgCl, 9 mM)
e, subsequentemente, com 40 yL de CPRG 6,25 mM (clorofenol vermelho-3-D-
galactopiranosideo; Roche, Indianapolis, IN, EUA). A leitura da absorbancia foi
realizada a 570 nm e os dados foram mostrados como numero total de taquizoitos
determinados pelo software Microplate Manager (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA),
utilizando-se uma curva padrao contendo concentragdes conhecidas de

taquizoitos.
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2.8. Quantificagao de citocinas

Os sobrenadantes provenientes do ensaio de proliferagao (item 2.7) foram
coletados para a mensuragdo de citocinas. Resumidamente, células HelLa (2 x
10* células/mL) foram cultivadas em uma placa de 96 pogos e tratadas com
BpLec (10,0 pg/mL, 5,0 ug/mL e 10 pg/mL) durante 24 horas para posterior coleta
dos sobrenadantes. Taquizoitos (1,5 x 10° células/mL) também foram tratados
com BplLec nas mesmas concentracbes e incubados durante 24 horas com
células Hela tratadas ou ndo com BpLec, coletando-se o sobrenadante também.
Células HelLa cultivadas com meio RPMI durante o mesmo tempo utilizado no
tratamento com BpLec também foram consideradas como controle.

As citocinas foram mensuradas por ELISA de acordo com instrucbes do
fabricante (BD Biosciences, San Jose, California, USA), sendo os limites de
deteccdo: 4,7 pg/ml para IL-6 e IFN-y; 7,8 pg/mL para IL-12 p70 e IL-10; 62,5
pg/mL para MIF (fator de inibicdo da migragdo de macrofagos); 125 pg/mL para
TGF-B1. Brevemente, placas de alta afinidade de 96 pocos foram sensibilizadas
com anticorpos contra cada citocina e incubadas overnight a 4°C ou a
temperatura ambiente, dependendo do anticorpo utilizado. No dia seguinte, as
placas foram lavadas com PBS-T 0,005% (500 pyL de Tween 20 em 1000 mL de
PBS) e bloqueadas com 100 uL de reagente de ensaio (PBS contendo soro
albumina bovina a 10%) por uma hora a temperatura ambiente. Posteriormente,
50 uL de concentragcdes conhecidas de cada citocina ou 50 uL de sobrenadantes
foram adicionados aos pog¢os e incubados por duas horas a temperatura
ambiente. Apds a incubacgao, as placas foram novamente lavadas com PBS-T
0,005% (v/v) e os anticorpos de detec¢cdo conjugados com biotina foram
adicionados aos pogos (1:250 ou 1:1500, dependendo da citocina analisada),
sendo a mistura incubada novamente por uma hora a temperatura ambiente.
Streptavidina conjugada com peroxidase (1:250) foi, entdo, acrescentada a cada
poco e as placas mantidas no escuro por 20 minutos a temperatura ambiente. As
placas foram novamente lavadas com PBS-T 0,005% e reveladas com
tetrametilbenzidina contendo peréxido de hidrogénio 0,003% (TMB). A reacéo foi
pausada por 25 pyL de H,SO4 2N e as absorbancias mensuradas a 450 nm apos

30 minutos. As citocinas foram quantificadas pelo software Microplate Manager
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(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), de acordo com a curva padrdo contendo
concentracdes conhecidas de cada citocina.

2.9. Ensaios imunolégicos

2.9.1. Imunizagoes dos animais e coleta de sangue

Cinco camundongos isogénicos C57BL/6 fémeas de aproximadamente 6-8
semanas (20-30 g de massa corporal) foram imunizados por injecao de 50
pg/animal de BpLec solubilizada em 10 yL de PBS, aplicada via intramuscular na
pata traseira do animal. Foram realizadas trés imunizagdes com intervalos de
duas semanas, sendo a primeira inoculagéo feita com adjuvante de Freund
completo e as demais com adjuvante de Freund incompleto (razdo 1:1 vlv,
solugao imunogénica/adjuvante). Apds o fim dos intervalos, o sangue dos animais
(500 pL) foi coletado por pungédo do plexo venoso retro orbital utilizando tubos
capilares de vidro heparinizados. Quinze dias apds a ultima imunizacao, foi
realizada a sangria dos animais pelo mesmo procedimento, que foram
sacrificados imediatamente por deslocamento cervical. Adicionalmente, também
foi coletado sangue de camundongos isogénicos C57BL/6 fémeas nao
imunizados (n=5), porém previamente infectados com taquizoitos de T. gondii
(tem 2.3) e sangue de camundongos isogénicos C57BL/6 fémeas sem nenhum
tipo de tratamento (ndo imunizados e ao mesmo tempo nao infectados, n=5),
ambos utiizados mais adiante como controles nos ensaios de

imunofluorescéncia.

2.9.2. Preparagao do soro e purificacao das IgGs

Para obtencao do soro total, as amostras de sangue coletadas (item 2.9.1.)
foram mantidas overnight na geladeira para formagdo dos coagulos. Os tubos
foram centrifugados a 524 g por 10 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram
cuidadosamente coletados, evitando-se a aspersdo dos coagulos. Em seguida, as
amostras de soro correspondentes a imunizagdo com BplLec foram agrupadas
para o isolamento das imunoglobulinas G (IgGs) por cromatografia de afinidade
em coluna proteina G Sepharose HiTrap de 5 mL (1,6 x 2,5 cm) no sistema Akta

Prime Plus (GE HealthCare, Suécia), de acordo com as instrugdes do manual do
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fabricante. A coluna foi previamente equilibrada com Tris HCI 100 mM contendo
NaCl 150 mM pH 7,5, sendo a eluicdo realizada na mesma solugédo, num fluxo de
0,5 mL/min a temperatura ambiente, coletando-se 1 mL por tubo. Apds a eluicéo
das proteinas nao especificas e ao atingir-se a linha de base, pelo
acompanhamento das fragdes proteicas a 280 nm, foi introduzido um gradiente
com 100% de glicina 100 mM pH 2,7, para a obtenc¢do das fragdes contendo IgG.
Nos tubos referentes as amostras IgG, foram adicionados 200 pL de Tris HCI 1M
pH 9, para a protecédo do estado nativo destas imunoglobulinas. Em seguida, tais
amostras foram submetidas a dialise por SnakeSkin™ Dialysis Tubing (Thermo
Scientific) em membrana de 22 mm de didmetro em 2 mL de agua MILLI-Q a 4°C,
realizando-se trés trocas do volume de agua a cada duas horas (WALKER, 1996).
A quantidade de proteinas presentes nas amostras foi estimada pelo método de
Bradford (1976).

2.9.3. Confirmagao do reconhecimento de BpLec pela IgG purificada

Para certificar o reconhecimento de BplLec pela IgG purificada, foi
realizada a metodologia de immunoblot. Resumidamente, BpLec (30 ug), em
condi¢cdes nédo redutoras, foi submetida a eletroforese SDS-PAGE a 12,5% (item
2.2.2) e, em seguida, transferida para membrana de nitrocelulose (0,45 pm,
Sigma), por meio de transferéncia semiumida em sistema Multiphor Novablot |l
(Pharmacia-LKB, EUA) durante duas horas a 51 mA, conforme descrito por
TOWBIN et al. (1979). A eficiéncia da eletrotransferéncia foi avaliada pela
coloragdo da membrana de nitrocelulose com Ponceau-S Red a 0,5% (m/v)
preparado em &cido trifluoracético 0,0025% (v/v).

A membrana foi entdo descorada com agua e recortada em tiras de
aproximadamente trés mm para analise da marcagdo por IgG. A tira foi
subsequentemente incubada com leite desnatado 5% (m/v) em PBS contendo
Tween a 0,005% (v/v) (PBS-T) durante uma hora a temperatura ambiente, para
bloquear sitios ndo especificos. Posteriormente, a tira foi incubada overnight a
4°C com a solugao IgG purificada diluida a 1:1000 (v/v) em PBS-T contendo leite
desnatado a 1% (m/v). Apos quatro lavagens, de cinco minutos cada, com 700 uL
de PBS-T, a tira foi incubada com 500 pL de leite desnatado a 10% (m/v)

dissolvido em PBS-T, contendo anticorpo secundario de camundongo anti-lgG
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conjugado com peroxidase (1:1000, Sigma), a temperatura ambiente por duas
horas sob leve agitac&o. Por fim, a tira foi lavada novamente cinco vezes em 700
ML de PBS-T e revelada com DAB [3,3 diaminobenzidino, Sigma; 0,03% (m/v) em
Tris-HCI 20 mM, pH 7,6, contendo H»0, 0,03% (v/v)]. A reacao foi pausada pela
adicdo de agua quando bandas de coloragdo marrom foram visualizadas.

A marcacédo de BpLec foi finalizada pela analise da banda corada na
membrana pelo programa de analise de imagens Image Master 2D Platinum e
comparagao de sua massa molecular (kDa) com padrées de massas moleculares
(The BenchMark™ Protein Ladder; ThermoScientific), sendo eles: fosforilase B
(160 kDa), albumina de soro de bovino (80 kDa), glutamato desidrogenase (60
kDa), alcool desidrogenase (50 kDa), anidrase carbdnica (40 kDa), mioglobina
blue (30 kDa), mioglobina red (20 kDa) e lisozima (15 kDa).

2.9.4. Imunofluorescéncia

O ensaio foi realizado de acordo com Figueiredo et al. (2001), com
algumas modificagdes. Resumidamente, o pellet contendo os taquizoitos obtidos
apos o repique celular (item 2.3) foi incubado com 1 mL de formol 1% (v/v)
durante 30 minutos a 37°C e, em seguida, 10 yL desta solugdo foram adicionados
aos pogos das laminas. Apds a secagem dos pogos a temperatura ambiente, as
laminas foram entdo armazenadas em geladeira até o momento de realizagéo da
marcacao, sendo que cada poco foi previamente analisado em microscopio optico
para se confirmar a fixagdo do parasito. Para a analise das regiées do parasito
reconhecidas por BpLec, foram utilizadas duas abordagens: uma com o parasito
intacto (sem permeabilizagdo de membrana), para avaliar a possivel marcagao da
membrana parasitaria;, e na outra abordagem, os parasitos foram
permeabilizados, para identificagdo de uma possivel marcagcdo de estruturas
internas do parasito por BpLec. Na abordagem de permeabilizagédo, a lamina foi
mergulhada em uma solu¢ao de PBS contendo Triton X-100 0,1% (v/v) durante 30
minutos, responsavel pelo rompimento da membrana parasitaria. Em seguida, a
lamina foi lavada trés vezes em PBS por cinco minutos cada, sendo que os
passos seguintes foram realizados para ambas as abordagens acima descritas.

Assim, os pogos das laminas foram incubados com 10 pyL de BpLec (5 ug,

10 ug e 20 pg) ou apenas PBS durante 30 minutos em estufa a 37°C. Em
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seguida, as laminas foram lavadas duas vezes em PBS e por fim em agua,
durante cinco minutos cada e, apds 0s pogos secarem, o anticorpo anti-BpLec (20
Mg em 10 yL de PBS) foi adicionado aos pogos e incubado por 30 minutos
novamente na estufa. Em um poco tratado apenas com PBS, foi realizado um
controle contendo apenas anticorpo anti-BpLec (1:1), para averiguar se o
anticorpo também poderia interagir com as estruturas parasitarias. Ao mesmo
tempo, um controle contendo apenas soro de camundongos infectados com T.
gondii também foi testado em outro poco tratado com PBS, para analise da
eficiéncia da reagcdo. Também foi feito um controle com soro de animais n&o
infectados, acrescentado a um pocgo tratado também com PBS. Ao fim da
incubacdo, as laminas foram novamente lavadas e 10 pL de uma solucéo
contendo azul de evans e anticorpo anti-mouse conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC; 1:25) foi adicionada a cada pogo, reagindo por 30 minutos na
estufa. As laminas foram entdo lavadas trés vezes e montadas utilizando-se
glicerina tamponada (pH 8,0-8,6), para analise das imagens em microscoépio de

fluorescéncia (EVOS FL Cell Imaging System, ThermoScientific).

2.10. Analise estatistica

Todos os dados foram avaliados como médiatdesvio padrdao de trés
experimentos independentes realizados em ftriplicata. Diferengas entre
tratamentos e controles foram analisados por ANOVA com comparag¢des multiplas
por Bonferroni, utilizando-se GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San
Diego, USA). Resultados foram considerados estatisticamente significantes

quando p<0,05.

3. Resultados e discussao

A acgao antiparasitaria de pegonhas ofidicas e de suas toxinas isoladas tem
sido investigada sobre diferentes patdgenos, como Plasmodium falciparum
(KAYANO et al., 2015; TERRA et al., 2015; EL CHAMY MALUF et al., 2016),
espécies de Leishmania (PASSERO et al., 2007; NUNES et al., 2013; COSTA et
al., 2015; TERRA et al.,, 2015), Toxoplasma gondii (SAFFER et al., 1989;
BASTOS et al., 2008), Trypanosoma cruzi (DEOLINDO et al., 2010; ADADE et al.,
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2011; COSTA et al., 2015), entre outros. Sobre lectinas tipo-C, alguns trabalhos
demonstraram seus efeitos sobre alguns patdgenos de importancia médica
(PASSERO et al., 2005; BARBOSA et al, 2010; NUNES et al, 2011,
CASTANHEIRA et al., 2013; Sartim e Sampaio, 2015). Passero e colaboradores
(2007) demonstraram que a Convulxina, isolada de pegonhas de subespécies da
cascavel Crotalus durissus, possui propriedades leishmanicidas, diminuindo a
taxa de crescimento de promastigotas em concentragées nao tdxicas. Nunes e
colaboradores (2011) também relataram os efeitos bactericidas de BIL (Bothrops
leucurus), em baixas concentragdes, sobre as bactérias Gram-positivas S. aureus,
Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis, ao passo que BmLec, isolada da
peconha de Bothrops moojeni, possui acao antibacteriana sobre bactérias Gram-
negativas, sendo esse efeito causado por aglutinagdo celular, indugdo da
formacgao de vesiculas na membrana celular e ruptura da membrana (BARBOSA
et al., 2010). Recentemente, Klein e colaboradores (2015) mostraram que BjcuL
(Bothrops jararacussu) desfaz a formacgédo de biofilme por diversos patdégenos
bacterianos, que estao associados a infecgdes inflamatdrias persistentes, como a
mastite bovina.

Os efeitos de uma toxina isolada da pegonha ofidica de Bothrops
pauloensis sobre Toxoplasma gondii foram primeiramente demonstrados por
Bastos e colaboradores (2008). Os autores mostraram que a neuwiedase, uma
metaloprotease, reduziu a invasao e replicagcdo de taquizoitos tratados antes e
depois da invasao. Estes estudos nos estimularam a avaliar os efeitos de uma
lectina tipo-C (BpLec), também isolada da pegonha de B. pauloensis sobre a
adesao e proliferagao de T. gondii.

BpLec foi eficazmente isolada apds submissdo da peconha de B.
pauloensis a uma cromatografia de afinidade com D-galactose (Fig. 1A). Apos a
remogao do carboidrato presente na amostra de BpLec por uma gel filtragdo em
Sephadex G-25, o grau de homogeneidade da amostra foi confirmada por
cromatografia em fase reversa, revelando a presenga de um pico proteico
bastante simétrico obtido apos eluicdo em torno de 60% de solvente B (Fig. 2B). A
homogeneidade da amostra também foi confirmada por eletroforese em gel de
poliacrilamida, observando-se uma banda bastante homogénea em torno de 14

kDa, quando a amostra foi incubada com o agente redutor B-mercaptoetanol (Fig.
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1C), corroborando com os valores demonstrados anteriormente para cada
subunidade da proteina (CASTANHEIRA et al., 2013). Os dados aqui obtidos
assemelham-se bastante ao trabalho original de Castanheira e colaboradores
(2013), que descreveram previamente a obtencao e caracterizagdo bioquimica de
BpLec, seguindo-se os mesmos passos cromatograficos. A atividade biolégica da
proteina foi confirmada por hemaglutinagdo utilizando-se eritrécitos de cdo (dados
nao mostrados). Assim, apdés a validagcdo da homogeneidade da amostra e
confirmacédo de suas caracteristicas bioquimicas, o antiparasitismo induzido por
BpLec sobre Toxoplasma gondii foi avaliado.

BpLec néo foi citotdéxica para as células HeLa em concentragdes de 0,195
Mg/mL a 12,5 ug/mL, conforme estimado pela viabilidade por MTT. Por outro lado,
concentragdes acima de 25 pg/mL reduziram a viabilidade de células HelLa e
induziram alteragbes na confluéncia nesse tipo celular (Figura 2). CalL, uma
lectina isolada da esponja marinha Cinachyrella apion, inibiu a proliferagdo de
HelLa de forma concentragdao-dependente, porém baixas concentragbes (até 0,5
pMg/mL) foram suficientes para alterar a viabilidade da célula (RABELO et al.,
2012). Considerando os dados obtidos no presente trabalho, as concentragdes
subtoxicas de 3,125 ug/mL, 6,25 pg/mL e 10,0 ug/mL de BpLec foram escolhidas
para os proximos ensaios. O tratamento de células HeLa com BplLec nestas
concentracdes nio alterou a adesao e a proliferagcao de formas taquizoitas de T.
gondii (Figura 3).

BpLec (2,5 pg/mL, 5,0 pyg/mL e 10,0 pyg/mL) nao interferiu na viabilidade de
taquizoitos do parasito (Tabela 1) e ndo induziu aglutinagdo parasitaria (dados
nao-mostrados), mas foi capaz de diminuir sua adesdo a HelLa apds um
tratamento de 30 minutos dos taquizoitos previamente ao contato com a célula
hospedeira, reduzindo o numero de células com parasitos aderidos (Figura 4A) e
0 numero total de parasitos aderidos a essas células (Figura 4B). D-galactose 400
mM inibiu a agcdo de BpLec sobre a adesao parasitaria (Figura 4). Castanheira et
al. (2013) mostraram que as mesmas concentracdes de BplLec aglutinaram
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, outro parasito
pertencente ao filo Apicomplexa. Este efeito pode ser explicado pela interagcéo
entre o dominio de reconhecimento ao carboidrato (CRD) presente em BpLec e

alguns glicoconjugados presentes na membrana do parasito. Como demonstrado
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pelos autores, esta aglutinagdo dos promastigotas € inibida por D-galactose ou [3-
galactosideos (CASTANHEIRA et al., 2013), o que nos leva a hipotetizar que
BpLec provavelmente reconhece glicoconjugados presentes na membrana de T.
gondii contendo algum desses carboidratos em sua estrutura.

A glicosilagdo € um passo crucial em varios processos celulares, tais como
ancoragem celular, migracao e invasédo (XIE et al., 2009). A invasao de parasitos
do filo Apicomplexa na célula hospedeira € iniciada por interagbes com receptores
da célula hospedeira que sao influenciados por proteinas do micronema, atraindo
0 parasito para a superficie da célula hospedeira (SANTOS E SOLDATI-FAVRE,
2011). Este processo € mediado pela interagado superficie-superficie, de modo
que BplLec talvez esteja reconhecendo alguma glicoproteina na membrana do
taquizoito que bloqueie a adesao do parasito a HelLa. A superficie dos taquizoitos
€ composta por muitas proteinas conhecidas como antigenos de superficie
(SAGs, do inglés, antigenos de superficie) (MA et al., 2009). SAG3, por exemplo,
€ uma glicoproteina presente na membrana de parasitos da cepa RH que
participa diretamente na adesdo e invasao de T. gondii as células hospedeiras in
vitro (DZIERSZINSKI et al., 2000; DUBREMETZ et al., 2012). Por sua vez, SAG1
e SAG2 estdo presentes nas superficies de taquizoitos e bradizoitos, que sao
revestidas por glicosilfostatidilinisitol ancorados, os quais participam dos eventos
de invasdo e modulacdo da resposta imune pelo parasito (BELA et al., 2008).
Uma vez que, em T. gondii, glicoproteinas atuam nos processos de infecgao,
importantes para a sobrevivéncia parasitaria, a glicosilagdo nesse parasito pode
representar um emergente alvo para o tratamento da doenga (FAUQUENOY et
al., 2008; LUK et al., 2008).

BpLec também foi capaz de diminuir a proliferagdo parasitaria, avaliada
pela mensuragdo de B-galactosidase (Figura 5). Luo e colaboradores (2011)
demonstraram que algumas lectinas que apresentam diferentes especificidades
reconhecem constituintes da membrana de taquizoitos da cepa RH, assim como
glicoepitopos citoplasmaticos. Dentre estas proteinas, algumas relacionadas ao
processo de invasdo foram identificadas por Jacalina, uma lectina que interage
com D-galactose, assim como BplLec. As proteinas reconhecidas pela Jacalina
incluem Gra2 (ou p28), Gra7, ROP4, ROP16, TgRONS5, TgSUB2 e Toxofilina, que

sao relacionadas a formacdo do vacuolo parasitéforo, adesdo e invasdo do
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parasito a célula hospedeira (LUO et al., 2011). Em contrapartida, as proteinas
reconhecidas por BplLec ainda precisam ser elucidadas posteriormente, assim
como a relagdo entre os antigenos reconhecidos por BpLec e as alteragdes
provocadas pela toxina no parasitismo de T. gondii.

T. gondii € um parasito intracelular conhecido por influenciar a resisténcia
do hospedeiro afetando as fungdes de varias células do sistema imune
(Bernardes et al., 2006). Nesse sentido, foi investigada a presencga de citocinas no
sobrenadante de células HelLa tratadas com BplLec (2,5 pg/mL, 5,0 ug/mL e 10
pg/mL) durante 24 horas. Niveis de IL-10, IL-12 e IFN-y ficaram abaixo dos limites
de deteccdo (dados ndo mostrados). A secregao de |IL-6 por HelLa foi aumentada
pos-infeccdo pelos tratamentos dos taquizoitos com RPMI e BplLec (Fig. 6A).
BpLec (5,0 yg/mL e 10 pg/mL) induziu uma maior secregcdo de IL-6, quando
comparado com o controle com RPMI. Esta citocina tem sido correlacionada com
o controle do parasitismo em toxoplasmose, corroborando os efeitos bioldgicos de
BpLec sobre taquizoitos vistos neste trabalho (SUSUKI et al., 1999; CASTRO et
al., 2013).

Todavia, todas as concentragdes de BplLec utilizadas no tratamento dos
taquizoitos foram capazes de diminuir a producdo de MIF, enquanto o controle
com RPMI ndo interferiu na secregéo desta citocina (Fig. 6B). Contrariamente aos
nossos resultados, Carvalho e colaboradores (2010) relataram que os niveis de
MIF eram maiores quando Hela era infectada com Neospora caninum, um
parasito pertencente ao filo Apicomplexa bastante relacionado a T. gondii. Os
autores também propuseram que N. caninum e T. gondii possuem diferentes
mecanismos de invasao e evasao, o que poderia resultar em perfis de secrecao
de citocinas distintos pés-infeccdo (CARVALHO et al., 2010). Entretanto, a
discrepancia desses resultados também pode ser decorrente de uma controvérsia
sobre a fungédo do MIF nas doengas protozoarias (ROSADO et al., 2011).

MIF possui um papel critico no controle da infecgcdo da toxoplasmose,
reduzindo mortalidade e provavelmente esta envolvido na resisténcia do
hospedeiro, como demonstrado em pacientes que morreram por toxoplasmose
encefalitica (FLORES et al., 2008; TERRAZAS et al., 2010). BpLec diminui a
secrecdo de MIF pela célula hospedeira, provavelmente por interagir com

proteinas da superficie do parasito relacionadas com inducdo da producao e/ou
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secrecdo de MIF. E possivel que a reducdo de MIF observada neste trabalho
também esteja associada a uma estratégia do parasito para sobreviver em um
meio com menores indices de adesao e proliferagdo induzidos por BplLec, apesar
de que futuros ensaios demonstrando a relacdo entre os efeitos de BplLec no
parasitismo e a redug¢ao na secrecao de MIF sdo necessarios.

Taquizoitos incubados somente com RPMI ou BpLec diminuiram os niveis
de fator de transformacédo de crescimento- 1 (TGF-B1) por HelLa (Fig. 6C),
indicando que tal resultado seria provavelmente causado pelo contato do parasito
com a ceélula hospedeira e ndo exclusivamente seria uma agéo da toxina. TGF-31
pode ser considerado tanto pro- quanto anti-inflamatério, sendo um efeito
espécie-especifico e sem efeitos clinicos benéficos na toxoplasmose
(NAMANGALA et al., 2009). Omer e Kurtzhals (2000) afirmaram que TGF-$1
possui um papel pro-inflamatério quando encontrado em baixas concentracdes,
sugerindo que a diminuigdo de TGF-f1 visto aqui seria uma possivel estratégia da
célula hospedeira em se defender contra o parasitismo de T. gondii. Neste
sentido, uma vez que BpLec reduziu adesao e invasao dos taquizoitos, a reducao
nos niveis de TGF-31 € esperado.

Awandare e colaboradores (2006) demonstraram que a deplecao dupla dos
niveis de MIF e TGF-B1 em criangas com malaria resultou em um aumento na
severidade da doencga. Redugao de MIF e TGF-B1 também foram relatados aqui,
porém se BplLec causa alguma modificagcdo na patogénese da toxoplasmose
ainda precisa ser investigado. Ainda mais, visto que poucas citocinas foram
detectadas no presente estudo, nao foi possivel delinear um perfil de expressao
de citocinas induzido por BpLec, dificultando uma possivel correlagao desse perfil
com as fungdes parasitarias aqui avaliadas.

Visto que BpLec inibiu fungbes parasitarias de T. gondii in vitro, como
adesdo e proliferagcdo, assim como estimulou uma alteracdo na secrecao de
citocinas pela célula hospedeira (HelLa), a deteccao de regides parasitarias
reconhecidas por BpLec sao de grande interesse. Neste contexto, camundongos
fémeas de C57BL/6 foram imunizados com BplLec para a obtencédo de anticorpos
contra a toxina, sendo posteriormente utilizados em ensaios que permitiram a
marcacgao de BpLec. Apds a coleta do sangue dos animais seguida pela obtengao

do soro total, as imunoglobulinas G (IgGs) foram eficientemente purificadas por
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cromatografia de afinidade em Proteina G HiTrap, sendo chamadas de anticorpo
anti-BpLec (Fig 7A). A validagédo do reconhecimento de BpLec pelo anticorpo aqui
purificado foi testada por immunoblot, em que foi identificada a marcagéo de uma
unica banda proteica com massa molecular de aproximadamente 28 kDa (Fig.
7B). Considerando-se que BpLec € uma proteina homodimérica com subunidades
de aproximadamente 14 kDa cada (CASTANHEIRA et al.,, 2013), a proteina
marcada pelo anticorpo anti-BpLec corresponde a BplLec, de modo que tal
anticorpo pode ser utilizado como uma ferramenta de marcagado da toxina nos
mais diversos ensaios de caracterizagao biolégica de BpLec.

Dessa forma, o anticorpo anti-BpLec foi empregado na marcacao de BplLec
em ensaio de imunofluorescéncia. Apds a analise da marcacado parasitaria por
varias concentracdes de BplLec, verificou-se que todas eficientemente marcaram
a membrana parasitaria (dados ndo-mostrados) e a concentragdo de 20 ug foi a
escolhida para as repeticées seguintes. O tratamento com BpLec (20 pg) resultou
na marcagdao da membrana dos taquizoitos ndo permeabilizados (Fig. 8A),
enquanto um controle utilizando-se apenas anticorpo anti-BplLec resultou em
nenhuma marcagdo (Fig. 8B). Tal controle mostra que a marcag&o vista no
tratamento por BpLec refere-se a uma interagdo da toxina com o parasito,
excluindo-se reagdes inespecificas pelo anticorpo. Para confirmar a eficiéncia da
reagcado, um controle utilizando-se soro de camundongo infectado por T. gondii
também foi empregado, mostrando-se uma forte marcagdo parasitaria.
Adicionalmente, para excluir um possivel reconhecimento das estruturas
parasitarias pelo anticorpo secundario (anti-mouse conjugado com FITC), um
controle utilizando-se soro de camundongo nao infectado também foi feito, no
qual nao foi evidenciada nenhuma marcacao.

Uma vez que BplLec reconheceu estruturas do parasito intacto,
possivelmente glicoconjugados presentes na membrana parasitaria, as laminas
foram incubadas em Triton X-100 0,01% (v/v) em PBS, com o intuito de se romper
a membrana parasitaria por permeabilizagao, possibilitando o reconhecimento de
estruturas internas dos taquizoitos. Uma leve marcacdo foi vista apds o
tratamento dos pogos com 20 ug de BpLec (Fig. 8E), porém bastante semelhante
a marcagao discreta também observada para o anticorpo anti-BpLec (Fig. 8F),

sugerindo que BpLec possivelmente apresenta pouca ou nenhuma marcagao de

54



estruturas internas do parasito. O controle com soro de camundongo infectado
com T. gondii mostrou uma forte marcacéao (Fig. 8G), confirmando a eficiéncia da
reacao, enquanto o soro de camundongo nao-infectado n&do marcou as estruturas
parasitarias (Fig. 8H). Sendo assim, os dados de microscopia por fluorescéncia
revelaram que BplLec reconhece a membrana dos taquizoitos de T. gondii e
aparentemente apresenta baixa interacdo com estruturas internas do parasito.
Interessantemente, Luo e colaboradores (2011) mostraram que lectinas
vegetais sdo capazes de reconhecer tanto taquizoitos permeabilizados quanto
taquizoitos n&o permeabilizados, na mesma proporgao. Tal divergéncia pode
estar relacionada a quantidade de lectina utilizada nos tratamentos de cada
trabalho, assim como pode ser devido as diferentes especificidades e
reconhecimentos que lectinas vegetais e animais podem apresentar. Por outro
lado, a descoberta de glicosilagdo de estruturas internas dos taquizoitos € um fato
recente e bastante controverso na literatura, enquanto relatos de que a membrana
parasitaria € enriquecida por glicoproteinas estdo em maior evidéncia (LUO et al.,
2011). Ainda mais, a membrana parasitaria possui um grande numero de
microdominios de membrana constituidos principalmente por glicoconjugados
contendo N-acetil-D-glicosamina (TOMAVO et al., 1992; ODENTHAL-
SCHNITTLER et al., 1993), um agucar reconhecido por BpLec, (CASTANHEIRA
et al. 2013). Portanto, o presente trabalho abre novas perspectivas sobre uma
busca de antigenos parasitarios que seriam reconhecidos por BplLec, sobretudo
aqueles relacionados a inibicdo da adesao e proliferacdo aqui descrita, sugerindo
potenciais alvos terapéuticos. Adicionalmente, estudos estruturais demonstrando
a interacdo de BplLec com os alvos especificos também podem ser bastante
relevantes na caracterizacdo bioquimica e funcional de BplLec, correlacionando as

regides estruturais da toxina que participam de tal interagao.

4. Conclusoes

BpLec mostrou-se de grande interesse clinico visto que pequenas
concentracdes da toxina ndo foram citotoxicas tanto para a célula hospedeira
quanto para o parasito, mas interferiram nas fun¢des parasitarias, quando
taquizoitos foram tratados previamente a infec¢cdo. Portanto, BpLec é uma

ferramenta bastante promissora na busca de proteinas parasitarias relacionadas

55



com a adesao e a proliferacdo de taquizoitos de Toxoplasma gondii, apontando

possiveis alvos para uma futura terapia adicional.
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Tabela 1: Viabilidade de taquizoitos de T. gondii tratados com Bplec,

determinada por exclusao por azul de tripan.

Tratamento Viabilidade celular (%)
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Controle (RPMI)
BpLec 2,5 pg/mL
BpLec 5 pg/mL

BpLec 10 pg/mL

100

100

100

100
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Figura 1: Isolamento de BplLec e caracterizagdo bioquimica. Purificacdo de
BpLec por cromatografia de afinidade em resina de Agarose imobilizada com D-
galactose (0,5 x 4 cm, Pierce, EUA), equilibrada e inicialmente eluida com tampéo
CTBS (NaCl 150 mM, Tris 20 mM, CaCl, 5 mM, pH 7,4), seguida da adi¢ao de D-
galactose 400 mM para a eluicdo de BpLec (A). Cromatografia em fase reversa
utilizando-se a coluna C18 (2,0 x 2,5 cm, GE Health Care, Suécia), equilibrada
com solvente A (acido trifluoroacético 0,1% e acetonitrila 5%) e eluida em
concentracdo gradiente de solvente B (acetonitrila 80% e acido trifluoracético
0,1%) de 0 a 100%, num fluxo de 0,5 mL/min a temperatura ambiente (B). SDS-
PAGE a 12,5% (C). M.M.. marcadores de massa molecular (Amersham

Bioscience).
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Figura 2: Efeitos de BpLec sobre a viabilidade de HelLa testados pelo método do

MTT. Triton X-100 foi usado como controle positivo e meio RPMI como controle
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negativo de morte celular. (*) representa diferengas estatisticamente significantes
entre o controle negativo (RPMI) e os tratamentos com Triton X-100 (0,1%, m/v) e
diferentes concentragdes de BplLec (p<0,05; ANOVA) (A). Fotomicrografias de
células HelLa mostradas por microscopia Optica sob ampliacdo de 40 vezes apds
o tratamento celular com RPMI (B), Triton X-100 0,1% (C) e BpLec (100 a 3,125
pug/mL) (D, F, G, Hel).
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Figura 3: Acao de BpLec sobre a adesao de T. gondii (A e B) e proliferagao (C)
apos o tratamento das células hospedeiras (HelLa) durante 1 ou 24 horas
previamente a infeccdo com taquizoitos. (*) representa diferengas
estatisticamente significantes entre células tratadas com meio (RPMI) e BpLec
(p<0,05; ANOVA).
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Figura 4: Adesdo de taquizoitos de T. gondii tratados com BplLec a célula
hospedeira (HelLa). Dois parametros foram avaliados: numero de células Hela
com parasitos aderidos (A) e numero total de parasitos aderidos a essas células
(B), determinados em um total de 200 células HelLa por laminula. Parasitos
cultivados apenas com meio RPMI, na auséncia de BplLec, foram considerados
como controles. BpLec foi também incubada com galactose 400 mM, previamente
ao tratamento do parasito. (*) representa diferengas estatisticamente significantes
entre o controle RPMI e os tratamentos com BpLec inibida ou ndo por D-galactose
400 mM (p<0,05; ANOVA).
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Figura 5: Proliferacao de taquizoitos de T. gondii tratados com BpLec. O numero
total de parasitos foi estimado pela mensuragdo da enzima B-galactosidase 24
horas apés a infecgdo. Controle com parasitos tratados com RPMI na auséncia de
BpLec foi utilizado. (*) representa diferengas estatisticamente significantes entre
os tratamentos com RPMI e BpLec (p<0,05; ANOVA).
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Figura 6: Produgdo de citocinas por células Hela infectadas ou ndo infectadas
com taquizoitos tratados com BpLec. A produgao basal de citocinas (controle ndo
infectado) foi avaliada pelo tratamento de HeLa com as mesmas concentragdes
de BplLec utilizadas no tratamento do parasito, sendo mostradas por barras
brancas. Barras pretas correspondem a produgao de citocinas pelas células HelLa
apods a infeccdo por taquizoitos previamente tratados com BplLec. As producgdes
de (A) IL-6, (B) MIF e (C) TGF-B1 foram mensuradas por ELISA (BD Biosciences,
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San Jose, California, EUA). Diferengas estatisticamente significantes entre células

infectadas e n&o infectadas estdo indicadas por (*); diferencas estatisticamente

significantes entre o controle RPMI e o taquizoitos tratados com BpLec estédo
indicadas por (&) (p<0,05; ANOVA).
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Figura 7: Obtencdo e validagdo de reconhecimento do anticorpo anti-BplLec.

Purificagdo das imunoglobulinas G obtidas do soro de camundongos foi realizada

por cromatografia de afinidade em coluna proteina G HiTrap (1,6 x 2,5 cm) no

sistema Akta Prime Plus (GE HealthCare, Suécia), previamente equilibrada com
Tris HCI 100 mM contendo NaCl 150 mM pH 7,5, sendo a elui¢do realizada na

mesma solucao, num fluxo de 0,5 mL/min a temperatura ambiente, coletando-se 1
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mL por tubo. A amostra contendo o anticorpo anti-BpLec foi eluida apos gradiente
em 100% de glicina 100 mM pH 2,7, representado pela linha verde (A).
Immunoblot preparado com antigeno BpLec (30 ug), separado por SDS-PAGE
(gel a 12%) e eletrotransferido para membrana de nitrocelulose. A seta indica a
marcagdo da reagdo com anticorpo anti-BpLec. M.M.: marcadores de massa
molecular (ThermoScientific) (B).
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Figura 8: Fotomicrografias de taquizoitos de T. gondii obtidas por microscopia de
fluorescéncia. As laminas foram permeabilizados por incubagdo de 30 minutos em
solugao Triton X-100 0,1% (v/v) em PBS ou n&o permeabilizadas. A marcagao

das estruturas parasitarias pelos seguintes controles e tratamentos foi avaliada:
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BpLec (A e E), anticorpo anti-BpLec (B e F), soro de camundongo infectado (C e
G) e soro de camundongo nao infectado (D e H). Escala das barras: 6,5 um.
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Capitulo 3: Efeitos de uma lectina tipo-C isolada da peconha de Bothrops
pauloensis (BpLec) sobre modelos de angiogénese in vitro e in vivo

Resumo: No presente trabalho apresentamos os efeitos de BplLec, uma lectina
tipo-C isolada da pegonha de Bothrops pauloensis, sobre modelos de
angiogénese in vitro e in vivo avaliados por ensaios de formacgdo de vasos em
Matrigel e por quantificagdo de alguns componentes da angiogénese inflamatéria
induzida por esponjas sintéticas de poliéster poliuretano implantadas no dorso de
camungondos, respectivamente. Inicialmente foi demonstrado que BpLec nao
apresentou citotoxicidade sobre células tEnd em concentragdes até 40 ug/mL; no
entanto, em concentragdes subtoxicas (2,5 pg/mL, 5 ug/mL, 10 uyg/mL e 20
pg/mL), BpLec foi capaz de reduzir a adesao celular a alguns componentes da
matriz extracelular e inibir a formagado de vasos in vitro. B-galactosideos (D-
lactose, N-acetil-D-galactosamina e D-galactose) a 400 mM reverteram a inibi¢ao
da adeséao de células tEnd induzida por BpLec, ao passo que D-galactose (400
mM) reverteu parcialmente a capacidade de BpLec em inibir a formagao de vasos
por células tEnd em Matrigel. O tratamento com BplLec induziu um aumento na
concentragdo de hemoglobina e no numero de vasos sanguineos presentes nos
implantes sintéticos introduzidos subcutaneamente no dorso de camundongos,
bem como reduziu a deposigéao de colageno soluvel e de colageno tipo | e tipo Il
intraimplante, além de induzir uma diminuigdo na secregcao de algumas citocinas
inflamatorias, como IL-6, TNF-a e proteina quimioatrativa de mondcitos-1 (MCP-
1). Por outro lado, BpLec nao apresentou efeitos sobre outros marcadores
inflamatdrios, como atividades das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-D-
glicosaminidase (NAG). Nossos resultados apontam que BplLec é capaz de
modular a angiogénese in vitro e in vivo, seja por inibicdo ou estimulo desse
envento, assim como reduziu a secre¢cao de citocinas pro-inflamatérias e a
deposicao de colageno, representando uma ferramenta promissora na detecgao

de possiveis alvos terapéuticos relacionados a esses processos.

Palavras-chave: Lectina tipo-C, Bothrops pauloensis, angiogénese, inflamacao.
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Abstract: The present work reports the effects of a C-type lectin (BpLec) isolated
from Bothrops pauloensis snake venom upon in vitro and in vivo angiogenesis
models. Initially, we noted that BpLec was not cytotoxic to endothelial cells (tEnd)
in doses up to 40 ug/mL, but lower doses (2.5 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL and 20
Mg/mL) reduced tEnd cells adhesion to some extracellular matrix proteins and
inhibited the in vitro vessel formation in Matrigel assay stimulated by bFGF. B-
galactosides (D-lactose, N-acetyl-D-galactosamine and D-galactose) at 400 mM
reversed the effect of BpLec on t End cells adhesion, whereas D-galactose (400
mM) partially reversed BpLec property of inhibiting vessel formation by tEnd cells
in Matrigel. In vivo assays showed that BpLec increased hemoglobin content and
capillary vessels number in polyether-polyurethane sponge discs subcutaneously
implanted into dorsal skin mice. Additionally, BpLec also reduced collagen
deposition and decreased the production of some inflammatory cytokines, such as
IL-6, TNF-a and Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1), whereas
myeloperoxidase (MPQO) and N-acetylglucosaminidase (NAG) activities were not
altered by BpLec. Taken together, our results indicate that BpLec might represent
an interesting angiogenesis and inflammatory modulator that also could be used

for searching possible therapeutic targets involved in these processes.

Key-words: C-type lectin, Bothrops pauloensis, angiogenesis, inflammation.
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1. Introdugao

Angiogénese consiste na formagdo de novos vasos capilares a partir de
uma vasculatura pré-existente, geralmente suprindo nutrientes vitais e oxigénio a
locais distantes do organismo e, consequentemente, participando de varios
processos fisiologicos e patologicos, como desenvolvimento embrionario,
cicatrizagao, reparo tecidual, crescimento tumoral e metastase (EELEN et al.,
2015; MARCOLA E RODRIGUES, 2015; CHAVEZ et al., 2016). Para que a
angiogénese ocorra, ha participacdo de importantes fatores de crescimento
celular, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de
crescimento de fibroblastos, assim como de outros componentes que
desencadeiam a sinalizagao celular, tais como receptores e proteinas integrais de
membrana presentes nas células endoteliais (FOLKMAN et al., 1971,
GOSPODAROWICZ, 1976; RAPRAEGER et al.,, 2013; GOVEIA et al.,, 2014;
EELEN et al., 2015).

A neovascularizagdo € um passo importante para a progressao de varias
doencas, como asma, fibrose do miocardio, retinopatia, nefropatia diabética,
psoriase, doencas inflamatérias, entre outras, mas principalmente o cancer
(PANDYA et al., 2006; DELCOURT et al., 2015; KORNILUK et al., 2016; SU et al,
2016; WANNER et al., 2016). Por exemplo, para acelerar o processo de
crescimento e inibir a apoptose, levando ao estabelecimento de uma metastase,
as células tumorais beneficiam-se da formacédo de novos vasos no microambiente
tumoral, podendo adquirir rapidamente o0s nutrientes necessarios para
proliferarem (D’AMORE, 1988; KIM et al., 2009; PEIN E OSKARSSON, 2015;
KORNILUK et al., 2016). Dessa forma, interveng¢des terapéuticas que inibem a
angiogénese podem ser bastante benéficas no tratamento de tais patologias,
considerando-se inclusive que as estratégias empregadas atualmente apresentam
eficacia bastante limitada (BERGERS E HANAHAN, 2008; GOVEIA et al., 2014).

Ainda mais, o entendimento dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na angiogénese é de grande interesse, de modo que varias
metodologias tém sido empregadas para se avaliar a agdo de compostos isolados
de fontes naturais sobre a angiogénese (CHUNG et al., 2004; NANGIA-MARKER
et al., 2000; CASSINI-VIEIRA et al., 2014; LIMA et al., 2014; CHAVEZ et al., 2015;
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ACHE et al., 2015). Dentre elas, destacam-se ensaios realizados in vitro que
utilizam linhagens de células endoteliais e abordam sobretudo os efeitos de
diferentes compostos sobre inibicdo da adeséo, migragao e proliferagao celular,
inibicdo da formacado de vasos, entre outros (CHUNG et al., 2004; NANGIA-
MARKER et al., 2000; MOMIC et al., 2012; ACHE et al., 2015). Nesse contexto, o
Matrigel € um substrato sintético composto majoritariamente por proteinas da
matriz extracelular, bastante utilizado tanto em ensaios acerca da angiogénese in
vitro quanto in vivo que incluem formagéao de estruturas semelhantes a capilares e
a complexas redes vasculares, além do implante subcutdneo de um plug de
Matrigel, semelhante a uma matriz sintética, que permite a formagdo de vasos
(KLEINMAN E MARTIN, 2005; ACHE et al., 2015).

A implantacdo de esponjas sintéticas no dorso de camundongos também
tem sido uma metodologia bastante utilizada na avaliagdo da angiogénese
inflamatdria in vivo, visto que permite o estabelecimento de um processo
fibroproliferativo, caracterizado por recrutamento de células inflamatodrias,
angiogénese e deposi¢cao de matriz extracelular (ANDRADE et al., 1987; BAILEY,
1988; ARAUJO et al., 2010; 2011; CASSINI-VIEIRA et al., 2014; LIMA et al.,
2014; ANDRADE E FERREIRA, 2016). Além disso, a presenca de um constante
estimulo, provocado pela inje¢do de algum composto no local de formagao desse
tecido, por exemplo, resulta em inflamacédo crbénica, associada a ativacdo das
cascatas de sinalizagdo angiogénica (LIMA et al., 2014). Alguns trabalhos
demonstram a ac&o de toxinas ofidicas recombinantes (desintegrinas) obtidas a
partir da glandula da peconha de jararacas por meio dessa metodologia,
injetando-se diariamente baixas concentragbes de tais toxinas em esponjas de
poliéster poliuretano implantadas no dorso de camungondos (HIGUCHI et al.,
2011; CASSINI-VIEIRA et al., 2014). Higuchi et al. (2011) mostraram que
Leucurogin (Bothrops leucurus) reduziu a quantidade de hemoglobina
intraimplante apds o regime de tratamento com a toxina, ao passo que Cassini-
Vieira et al. (2014) demonstraram que DisBa-01 (Bothrops alternatus) modula
eventos-chave da angiogénese inflamatodria, como a ativagdo e recrutamento de
células inflamatdrias, a neovascularizagdo e deposi¢cao de matriz extracelular no

tecido fibrovascular proliferativo presente nas esponjas sintéticas.
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As lectinas tipo-C sdo um grupo de proteinas que também modulam a
angiogénese (CHUNG et al., 2004; LEE et al., 2008; ARLIGHAUS et al., 2013;
MOMIC et al., 2012; GRIFFIOEN E THIJSSEN, 2014). Estas proteinas
reconhecem carboidratos e sdo encontradas em uma variedade de fontes
vegetais e animais, incluindo as pegonhas ofidicas, em que sdo designadas como
Snaclecs (CLEMETSON et al., 2009; YAU et al., 2015). Visto que carboidratos
participam de muitas interagdes moleculares, lectinas tém sido associadas a
processos biolégicos e aplicagdes farmacoldgicas, tais como protegcao de plantas
e invertebrados contra patdgenos, indugéo e inibicdo da coagulagdo sanguinea,
estimulacdo da resposta imune, adesao celular, citotoxicidade, terapia e
diagndstico tumorais, dentre outros (PEUMANS E VAN DAMME, 1995;
KILPATRICK, 2002, ABREU et al., 2006; ELIFIO-ESPOSITO et al., 2011, YAU et
al., 2015).

Estudos recentes envolvendo Snaclecs demonstram suas propriedades
anti- e pré-angiogénicas, auxiliando consequentemente num melhor entendimento
sobre os mecanismos envolvidos no progresso da angiogénese e também sobre
caracteristicas do microambiente tumoral, sugerindo importantes alvos
relacionados nesses processos (CHUNG et al.,, 2004; PILORGET et al., 2007,
WANG, 2008; MOMIC et al., 2012; CALDERON et al., 2014; DHANANJAYA E
SIVASHANKARI, 2015). Algumas Snaclecs inibem a adesdo, proliferagcdo e
migracdo de células endoteliais, assim como inibem a formagéo de vasos em
Matrigel, constituindo promissoras ferramentas antiangiogénicas (PILORGET et
al., 2007; MOMIC et al., 2012). Por outro lado, Agglucetin e Aggretin sdo Snaclecs
que induzem angiogénese in vitro e in vivo e possuem como alvos integrinas e,
por conseguinte, desencadeiam sinalizagao celular pela via FAK/fosfatidilinositol
3-quinase (PI3K)/Akt e aumentam a expressao de VEGF (CHUNG et al., 2004,
WANG, 2008).

BpLec € uma lectina tipo-C isolada da peconha de Bothrops pauloensis que
atua sobre diferentes tipos celulares, sendo capaz de aglutinar eritrocitos de céo e
gato e formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, além de
reduzir a proliferagdo da bactéria Staphylococcus aureus (CASTANHEIRA et al.,
2013). Recentemente, os efeitos de BplLec sobre formas taquizoitas de

Toxoplasma gondii foram avaliados e mostraram que a toxina € capaz de diminuir
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a adesao e proliferacdo do parasito em sua célula hospedeira (HelLa), em
concentracdes ndo-tdxicas tanto para o parasito quanto para as células HelLa
(CASTANHEIRA et al.,, 2015). Considerando-se os promissores efeitos de
Snaclecs relatados para diversos tipos celulares, incluindo células endoteliais
(CHUNG et al., 2004; PILORGET et al., 2007; WANG, 2008; MOMIC et al., 2012;
VAIYAPURI et al., 2012), o presente trabalho descreve os efeitos de BpLec, uma
lectina tipo-C isolada da pegonha de Bothrops pauloensis (CASTANHEIRA et al.,
2013) sobre a angiogénse in vitro avaliada por ensaios de viabilidade, inibicdo da
adesao celular e da formagéo de vasos em Matrigel. Também foram avaliados os
efeitos de BplLec in vivo por implantacdo de esponjas sintéticas no dorso de
camundongos, analisando-se as quantidades de hemoglobina, de vasos e de
colageno intraimplante, assim como alguns fatores inflamatérios, como

quantificacdo de atividade enzimatica e dosagem de citonas.

2. Material e métodos

2.1. Animais

Camundongos machos Balb/c com 7-8 semanas (20-30 g de massa
corporal) foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal da
Universidade Federal de Uberlandia (CBEA/UFU) e mantidos em condigbes
padrdes de temperatura (25°C), umidade relativa do ar (60-65%, ciclo claro-escuro
de 12 horas, ragdo e agua ad libitum. Todos os procedimentos animais foram
aprovados pelo Comité de Etica Animal local (CEUA, numero de protocolo
051/13).

2.2. Isolamento de BpLec

BpLec foi isolada de acordo com Castanheira et al. (2013), conforme
descrito no item 2.2.1. (Capitulo 2). Resumidamente, a peconha bruta de
Bothrops pauloensis (50 mg) foi submetida a uma cromatografia de afinidade em
resina de agarose imobilizada com D-galactose (0,5 x 4 cm, Pierce, EUA),
equilibrada e inicialmente eluida com tampao CTBS (NaCl 150 mM, Tris 20 mM,
CaCl; 5 mM, pH 7,4), seguida da adicao de D-galactose 400 mM para a eluigéo

de BpLec. O carboidrato presente na amostra foi removido por cromatografia de
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exclusdo molecular em gel Sephadex G-25 (1,5 cm x 2,5 cm) no cromatografo
Akta Prime Plus (GE HealthCare, Suécia), sendo a elui¢do proteica realizada em
bicarbonato de aménio 100 mM pH 7,8, a um fluxo de 0,5 mL/min, coletando-se
500 pL/tubo a 280 nm.

O grau de homogeneidade de BplLec foi avaliado inicialmente por
cromatografia em fase reversa utilizando-se a coluna C18 (2,0 x 2,5 cm, GE
Health Care, Suécia), equilibrada com solvente A (acido trifluoroacético 0,1% e
acetonitrila 5%) e eluida com solvente B (acetonitrila 80% e acido trifluoracético
0,1%) de 0 a 100%, num fluxo de 0,5 mL/min a temperatura ambiente.
Posteriormente, BpLec (10 ug) foi submetida a eletroforese em SDS- PAGE a
12,5%, sendo solubilizada em 10 yL de tampao de amostra [Tris HCI 50 mM pH
6,8, dodecil sulfato de sodio 2% (m/v; SDS), azul de bromofenol 1% (m/v) e
glicerol 10% (v/v)] e aquecida a 100°C durante 10 minutos, na presenca de 10 pL
de B-mercaptoetanol 5% (v/v), e entdo corrida em tampao Tris-glicina 250 mM pH
8,3 durante aproximadamente 45 minutos a 10 mA e 300 V. Para analise das
bandas proteicas, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2% (v/v)
(Sigma). Os marcadores de massa molecular utilizados foram: albumina de soro
de bovino (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(36 kDa), anidrase carbénica (29 kDa), tripsinogénio (24 kDa), inibidor de tripsina

(20 kDa) e a-lactalbumina (14,2 kDa) (Amersham Bioscience).
2.3. Avaliacao dos efeitos de BpLec sobre células endoteliais in vitro
2.3.1. Cultura celular

Células do endotélio timico murino (tEnd), gentilmente doadas pela Dra.
Patricia Bianca Clissa do Instituto Butantan (Sdo Paulo, Brasil), foram mantidas
em garrafas de 75 cm? contendo meio RPMI-1640 (Gisco, Paisley, Inglaterra),
suplementado com L- glutamina 2 mM, piruvato de s6dio 2 mM, aminoacidos nao-
essenciais 1 mM, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e soro fetal bovino inativado 10% (Cultilab,
Campinas, Brasil), em uma incubadora umidificada a 37 °C e 5% de CO,

(BUSSOLINO et al.,, 1991). Para o plagueamento de células nos ensaios
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subsequentes, o meio foi descartado das garrafas e 1 mL de tripsina foi
adicionado a garrafa para promover o descolamento das células, que foram entéo

centrifugadas e contadas por um microscépio éptico.
2.3.2. Viabilidade celular

Os efeitos de BplLec sobre a viabilidade celular de tEnd foram avaliados
pela oxidagdo mitocondrial do reagente MTT [do inglés, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (Sigma) (MTT)], de acordo com Mosmann
(1983), com algumas modificacdes. Células tEnd (5 x 10* células/poco) foram
semeadas em placas de 96 pocos na presenca de 100 uL de meio RPMI e, no dia
seguinte, o meio foi trocado e BpLec (80 ug/mL-0,625 pg/mL) foi incubada por
diluicdo dupla seriada com as células. Tratamento das células com meio RPMI, na
auséncia de BpLec, foi utilizado como controle. Apds 24 horas de incubagédo em
estufa de CO,, o reagente MTT (20 pL; 5 mg/mL) foi adicionado a cada pogo e a
placa foi mantida na estufa por mais trés horas. Em seguida, os cristais de
formazan foram solubilizados com 100 pL de PBS contendo SDS 10% (m/v) e HCI
10 mM. No outro dia, a absorbancia foi mensurada a 570 nm. A viabilidade celular
foi expressa em porcentagem, considerando como 100% de crescimento celular a
absorbancia de células cultivadas em meio RPMI. O ensaio foi realizado em

triplicata.
2.3.3. Inibicao de adesao a substratos da matriz extracelular

O ensaio foi realizado de acordo com Aché et al. (2015), com algumas
modificagdes. Inicialmente, para se avaliar os efeitos de BpLec sobre a inibi¢do da
adesdo celular, células tEnd (5 x 10* células/poco) foram incubadas com
diferentes concentragbes de BplLec (dissolvida em meio RPMI) ou somente meio
RPMI (controle) durante 30 minutos a 37°C. As células foram entdo semeadas em
placas de 96 pocgos, que foram previamente incubadas com colageno tipo IV (10
pg/mL), fibronectina (5 pg/mL) ou Matrigel (1 mg/mL; Sigma), e incubados em
estufa de CO, por duas horas. Um controle sem nenhum substrato incubado as

placas também foi realizado. Posteriormente, o meio foi retirado e os pogos
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lavados trés vezes com 100 pyL de PBS, para a remocéo de células nao aderidas.
Em seguida, meio RPMI (100 pL) e 20 yL de MTT (5 mg/mL) foram acrescentados
a cada poco e incubados por trés horas em estufa de CO,. Por fim, 100 pyL de
PBS contendo SDS 10% (m/v) e HCI 10 mM foram adicionados a cada pogo € a
leitura da absorbancia foi feita a 570 nm no dia seguinte. Células cultivadas
apenas em meio RPMI foram consideradas como controle de 100% de adesao
celular. O ensaio foi realizado em triplicata, em trés experimentos independentes.
Posteriormente, para se avaliar a inibicdo da atividade biolégica de BpLec
por carboidratos, BpLec (10 ug/mL) foi incubada com diferentes carboidratos (D-
lactose, N-acetil-D-galactosamina, D-galactose e D-maltose; todos a 400 mM)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
incubadas com as células tEnd em placas de 96 pogos (conforme descrito acima)
sem a incubacdo de nenhum substrato da matriz extracelular. As células também
foram incubadas apenas com os carboidratos e com meio RPMI (controles), que
foi considerado como 100% de adesdo celular. O ensaio foi realizado em

triplicata, em trés experimentos independentes.

2.3.4. Inibicao da formagao de vasos em Matrigel

O ensaio foi realizado de acordo com Yeh et al. (2001), com algumas
modificagcdes. Em suma, uma placa de 24 pocgos foi coberta com 50 pL de
Matrigel e, em seguida, células tEnd (0,3 x 10* células/poco) previamente
incubadas com meio RPMI ou BpLec (10 pg/mL) durante 30 minutos a 37°C foram
adicionadas a cada pogo. Um controle de BpLec (10 pg/mL) previamente
incubada com galactose 400 mM (30 minutos a temperatura ambiente; de acordo
com CASTANHEIRA et al., 2013) também foi utilizado, para averiguar a inibigao
da atividade biolégica da toxina pelo agucar. A placa foi mantida em estufa de
CO; por até 18 horas, quando as imagens foram analizadas em microscoépio de
constraste de fase e capturadas sob ampliacdo de 10 vezes. Para a quantificagao
dos vasos totais, cada poco foi dividido em 12 quadrantes e o numero total de
vasos formados foram somados. O ensaio foi realizado como trés experimentos

independentes em duplicata.

2.4. Avaliagao dos efeitos de BpLec sobre angiogénese e inflamagao in vivo
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2.4.1. Implantagao das esponjas

Esse procedimento foi realizado conforme descrito por Araujo et al. (2010).
Brevemente, discos de esponjas sintéticas (poliéster poliuretano) de oito mm de
didmetro e quatro mm de espessura foram mantidos em alcool 70% (v/v) até 24
horas anteriores a implantacdo e, subsequencialmente, fervidos em agua
destilada por 30 minutos. Oito camundongos machos Balb/c, para cada grupo,
foram previamente anestesiados por inje¢cdo intraperitoneal de uma solulgao
contendo xilazina/cetamina (8 mg/kg e 60 mg/kg, respectivamente), e submetidos
a assepsia da regidao dorsal com alcool 70% (v/v). O procedimento cirurgico
consistiu na realizacdo de uma incisdo mediana dorsal de aproximadamente um
cm em direcdo caudal para a introdugdo da esponja, posicionada a
aproximadamente 0,5 cm da regido interescapular. A sutura da incisao foi feita
com fio de nylon 3,0 usando ponto Donati. Apds a recuperagédo da anestesia, 0s
animais foram mantidos em gaiolas individuais com agua e ragao “ad libitum”.

BpLec (10 ng, 100 ng ou 1000 ng dissolvidos em 10 pyL de PBS) foi injetada
intraimplante durante oito dias consecutivos. Ao final do tratamento, as esponjas
foram removidas cirurgicamente para realizagdo das analises bioquimicas e
histologicas e os animais imediatamente sacrificados. Todos os procedimentos
referentes a manipulagdo, processamento e andlise das esponjas foram
realizados no Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de

Uberlandia.

2.4.2. Analise bioquimica dos implantes

2.4.2.1. Quantificagao de hemoglobina

A quantificagdo do conteudo de hemoglobina intraimplante foi feita utilizando-
se 0 método do reagente de Drabkin (PLUNKETT E HAILEY, 1990). Cada
implante foi homogeneizado em 2 mL de reagente de Drabkin (Labtest, Sao
Paulo, Brasil) e centrifugado a 4°C e 12000 g por 40 minutos. Os sobrenadantes
foram filtrados em membranas de 0,22 ym e a concentracdo de hemoglobina
determinada espectrofotometricamente a 540 nm em leitora de placas,

comparando-se com uma curva padrao contendo concentragdes conhecidas de
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hemoglobina. A quantidade de hemoglobina (Hb) foi expressa em ug de Hb por
mg de peso umido de implante.

2.4.2.2 Quantificagao de colageno soluvel

A quantidade total de colageno soluvel foi estimada de acordo com o
meétodo colorimétrico desenvolvido por Phillips et al. (2002), adaptado por
Campos et al. (2006) para o modelo de implantes de esponja, baseando-se na
reacao do Picrosirius Red. Resumidamente, os implantes foram homogeneizados
em salina 0,9% (m/v) contendo Triton X-100 0,1 % (v/v) e 50 pyL dessa amostra
foram misturados com 50 pL de reagente Picrosirius Red. Apdés 30 minutos de
incubacédo a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 10000 g
por 15 minutos, para a separagao do complexo colageno-picrosirius red, seguido
por lavagem em 500 pL de etanol. O complexo foi entdo reconstituido em 1 mL de
NaOH 500 mM e a leitura da absorbéncia realizada a 540 nm em uma leitora de
microplacas. A quantidade total de colageno foi determinada por meio de
comparagao com uma curva contendo concentragbes conhecidas de colageno
(Merck) e os resultados expressos em quantidade de colageno (ug) por mg de

implante.

2.4.2.3. Determinacgao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A atividade da mieloperoxidase foi determinada apdés a coleta de
sobrenadantes provenientes do ensaio de quantificagdo de hemoglobina (item
24.2.), conforme metodologia de Ferreira et al. (2007), com algumas
modificagdes. Brevemente, o precipitado foi homogeneizado em 2 mL de tampéao
fosfato de sédio 50 mM pH 5,4 e as amostras (300 uL) foram misturadas com 600
ML de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB, Sigma) 0,5% (m/v) diluido em
tampao fosfato pH 5,4. As amostras foram congeladas para posterior analise.
Assim que descongeladas, as amostras foram centrifugadas a 10000 g por 10
minutos a 4°C e os sobrenadantes utilizados no ensaio enzimatico. Assim, os
sobrenadantes (200 pL) foram misturados com 100 pyL de perdxido de hidrogénio
0,003% (v/v) e 100 pyL de TMB 6,4 mM (3,3, 5,5'-tetrametilbenzidina, Sigma)
diluido em DMSO (dimetil sulféxido; Merck). A solugao reagiu por um minuto e foi
interrompida pela adigdo de 100 yL de H,SO, 4 M (Merck). A leitura da
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absorbancia foi realizada a 450 nm em uma leitora de microplacas e os resultados
foram expressos em indice de MPO (absorbancia em densidade Optica/g de peso

umido do implante).
2.4.2.4. Determinacgao da atividade da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG)

A atividade enzimatica de N-acetil--D-glicosaminidase (NAG) foi
avaliada segundo Ferreira et al. (2007), com algumas modificagdes. Nesse
ensaio, outra parte do precipitado proveniente da quantificagdo de hemoglobina
(item 2.4.2.) foi homogeneizado em 2 mL de NaCl 0,9% (m/v) contendo Triton X-
100 0,1 % (v/v) gelado e, posteriormente, centrifugado a 3000 g por 10 minutos a
4°C. Os sobrenadantes foram incubados durante 30 minutos a 37°C com 100 pL
do substrato p-nitrofenil-N-acetil-D-glicosamina (Sigma) dissolvido em tampéao
citrato-fosfato pH 4,5 (acido citrico 100 mM; Na,HPO,4 100 mM), sendo a reagao
pausada pela adigao de 100 pL de tampao glicina 200 mM pH 10,6. A hidrélise do
substrato foi acompanhada pela leitura da absorbancia a 400 nm, comparando-se
a uma curva padrao de p-nitrofenol (0-500 nmol/mL), que é produto cromoégeno da
reacgao entre p-nitrofenol-N-acetil-D-glicosamina com a N-acetil-D-glicosaminidase
(NAG).

2.4.2.5. Dosagem de citocinas

Sobrenadantes provenientes do processamento das esponjas no ensaio de
quantificacdo de hemoglobina (item 2.4.2.) foram agrupados e mantidos a -80°C
para a quantificagdo de citocinas pelo método CBA (do inglés, Cytometric Bead
Array), utilizando-se o Kit CBA Mouse Inflammation (BD Biosciences, San Diego,
CA, EUA). A reacéo foi preparada utilizando-se 20 yL de sobrenadante, 20 uL de
beads contendo cada citocina e 18 yL de FITC. Os limites de deteccido foram
5.098 pg/mL para Interleucina-6 (IL-6); 5.043 pg/mL para Interleucina-10 (IL-10);
5.339 pg/mL para proteina quimioatrativa de monécitos-1 (MCP-1); 5.062 pg/mL
para Interferon-y (IFN- y); 5.054 pg/mL para fator de necrose tumoral-a (TNF-a);
5.122 pg/mL para Interleucina-12p70 (IL-12p70). As amostras foram analizadas
por citometria de fluxo no BD Accuri C6 Flow Cytometer (BD Biosciences, CA,

EUA) e os dados foram calculados pelo software FCAP Array™ versdo 3.0 (BD
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Biosciences, San Diego, CA, EUA), a partir de uma curva contendo

concentracdes conhecidas de cada citocina.

2.4.3. Analise histoldgica dos implantes

Para a analise histolégica das esponjas, um novo experimento de
implantacdo de esponjas foi realizado com o mesmo regime de tratamento com
BpLec (10, 100 ou 1000 ng) ou PBS (controle), utilizando-se grupos de seis
camundongos machos BALB/c (20-30 g de massa corporal). Resumidamente, as
esponjas foram fixadas em solugdo Methacarn (metanol 60% v/v, cloroférmio 30%
v/v; acido acético 10% v/v) na geladeira durante trés horas. Os implantes foram
submetidos entdo a etapas de desidratacdo, diafanizacdo, banho e inclusdo em
parafina, seguidos de cortes em micrétomo (secgbes de 5 ym). Posteriormente,
as laminas foram coradas de diferentes formas, de acordo com a analise
desejada. Assim, para quantificacdo de vasos, os cortes foram corados com
hematoxilina-eosina e analisados em microscopio 6ptico (LEICA ICC50). As fotos
foram todas tiradas da periferia do implante, sendo feita a contagem visual dos
vasos sanguineos por fotos e, em seguida, somado a quantidade total de vasos
presentes em todas as fotos de uma Iamina. A quantidade de fotos tiradas sempre
tentou abranger toda a periferia do implante, sendo que no minimo foram
retiradas 15 fotos por cada lamina. Para quantificagdo da deposi¢caéo de colageno
tipo | e lll, os cortes foram corados com Picrosirius red e posteriormente as
laminas foram colocadas sob um filtro de polarizagdo, sendo analisadas no
microscopio Nikon TS 100. A obtengdo das imagens foi realizada seguindo o
mesmo procedimento descrito acima e posteriormente estas foram analisadas no
software Image J, considerandose- que as fibras tipo | se apresentam como fibras
grossas, altamente birrefringentes e na cor vermelha, enquanto que as fibras tipo
Il se apresentam em feixes finos, com fraca birrefringéncia e na cor amarelo-

esverdeado.

2.5. Andlises estatisticas
Dados foram avaliados como média * desvio padrdo de cada experimento,

considerando-se p<0,05 como estatisticamente significantes. Diferengas entre os
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controles dos ensaios in vitro e cada tratamento foram analizados por ANOVA
com comparagdes multiplas por Bonferroni, utilizando-se GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Para os ensaios com as esponjas, a
comparagao entre os dois grupos foi feita utilizando-se o teste t de Student e,
quando os dados consistiram de mais de dois grupos, foi feita a analise de
variancia (ANOVA), seguido do pos-teste de Newman-keuls. Os resultados foram
considerados significativos para p<0,05.

3. Resultados e discussao

3.1. Avaliagao dos efeitos de BpLec sobre angiogénese in vitro

BpLec ndo mostrou citotoxicidade para células tEnd in vitro, exceto na
maior concentragéo testada (80 ug/mL) (Fig. 1A). Concentragbes nao citotoxicas
de BpLec inibiram a adesdo dessas células a proteinas da matriz extracelular
(ECM) (colageno 1V, fibronectina e Matrigel) (Fig. 1B). Surpreendentemente,
concentragdes baixas também apresentaram uma inibigdo em torno de 20% para
as varias condigdes testadas. Com relacdo aos substratos previamente
adicionados as placas, BpLec mostrou uma maior inibigdo na presenca de
Matrigel, principalmente nas menores concentragbes da toxina. Tal fato
provavelmente deve-se a variada composicao do Matrigel, que inclui proteases,
fatores de crescimento, mas principalmente diversas proteinas da ECM, como
laminina, colageno tipo IV, perlecana e entactina, que caracterizam-se também
pela alta taxa de glicosilacdo que apresentam (KLEINMAN E MARTIN, 2005). Um
controle sem nenhuma proteina da ECM também foi realizado (Fig. 1B),
evidenciando que BplLec também inibiu a adesdo celular nessa condicdo, de
modo que BplLec possivelmente reconhece alvos presentes na estrutura celular,
quando nao interage com nenhuma proteina da ECM.

BjcuL, uma lectina isolada da pegonha de Bothrops jararacussu, interage
com Matrigel, fibronectina e vitronectina, sendo essa caracteristica inibida por D-
galactose (ELIFIO-ESPOSITO et al., 2007; 2011; DAMASIO et al., 2014). BjcuL
também age diretamente nas células endoteliais (ELIFIO-ESPOSITO et al., 2007),
enquanto Galectina-3 liga-se diretamente tanto a células endoteliais ou a

proteinas da ECM por meio do dominio de reconhecimento ao carboidrato (CRD)
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presente na estrutura dessa lectina, evidenciando os diversos alvos que lectinas
apresentam na angiogénese, incluindo glicoconjugados (NANGIA-MARKKER et
al., 2000). Estes relatos sao também corroborados pelo fato de que carboidratos
presentes nas membranas das células endoteliais sdo cruciais para estas células
desempenharem seus papéis fisioldgicos, como diferenciagdo e adesao celulares,
interacdo célula-célula, resposta imune e regulagédo de vias de sinalizag&o celular
(SASAKI E TOYODA, 2013).

Uma vez que a adesao de células endoteliais ocorre por meio da interacéo
de proteinas integrais de membrana celular com substratos da matriz extracelular,
alguns trabalhos relatam que Snaclecs inibem a angiogénese tanto in vitro quanto
in vivo por bloquear algumas integrinas presentes na membrana das células
endoteliais (BUSTILLO et al., 2015). Por exemplo, Lebectin, uma lectina isolada
da peconha de Macrovipera lebetina, inibe a formacao de vasos pelas células
microvasculares cerebrais humanas endoteliais (HBMECs) em Matrigel por meio
do bloqueio das fungbes das integrinas a581 e av (PILORGET et al., 2007).
Outras Snaclecs apresentam propriedades antiangiogénicas por inibirem a
integrina a231 (MOMIC et al., 2012; VAIYAPURI et al., 2012; ARLINGHAUS et al.,
2013). Nossos dados mostram que BplLec possivelmente interage tanto com
algum glicoconjugado presente na membrana celular de tEnd, assim como
também pode reconhecer proteinas da matriz extracelular. Contudo, a
identificacdo de possiveis alvos em células tEnd ou proteinas da matriz
extracelular reconhecidos por BpLec ainda precisa ser elucidada posteriormente.

Para verificar a inibicdo da atividade biolégica da toxina, BpLec (10 pg/mL)
foi incubada com uma alta concentragcdo (400 mM) de diferentes carboidratos,
analisando-se a inibicdo dos efeitos de BpLec sobre a adesao de células tEnd por
esses carboidratos. D-lactose, N-D-acetil-D-galactosamina e D-galactose
reverteram a propriedade de BpLec em inibir a ades&o de células tEnd (Fig. 2).
Quando BpLec foi incubada com maltose (400 mM), a porcentagem de células
aderidas foi bastante semelhante ao controle utilizando-se apenas o tratamento
com BplLec, sugerindo que esse agucar ndo apresenta efeito inibitério sobre a
atividade de BpLec e que essa inibicdo da toxina seria apenas provocada por (3-
galactosideos (Fig. 2). Castanheira et al. (2015) mostraram que D-galactose (400

mM) é capaz de inibir os efeitos de BpLec em reduzir a adesdo de formas
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taquizoitas de Toxoplasma gondii a células hospedeira HeLa. Dessa forma, os
resultados aqui obtidos também indicam que BplLec reconhece algum
glicoconjugado presente na superficie das células endoteliais murinas tEnd.
Entretanto, a identificagcdo de possiveis alvos presentes na membrana de tEnd
reconhecidos por BplLec ainda precisa ser determinada em estudos posteriores
envolvendo, por exemplo, ensaios de protedmica.

No presente estudo, também foi avaliada a capacidade de BpLec em inibir
a formagao de vasos em Matrigel. O substrato Matrigel tem sido bastante utilizado
em ensaios in vitro, sobretudo em modelos com células endoteliais, visto que
permite a adesao celular e a consequente formagdo de vasos, numa estrutura
semelhante aos capilares sanguineos que sao formados in vivo, apds poucas
horas de incubacgéo (KUBOTA et al., 1988; KLEINMAN E MARTIN, 2005; ACHE
et al., 2015). Dessa forma, é possivel quantificar os vasos formados apods o
tratamento tanto por estimuladores de angiogénese quanto por inibidores in vitro,
sendo essa uma metodologia bastante empregada na avaliagdo de efeitos de um
determinado composto sobre a angiogénese, permitindo vislumbrar futuras
aplicagdes relacionadas a uma possivel inibicdo e/ou indugdo da angiogénese
(KLEINMAN E MARTIN, 2005). O pré-tratamento de células tEnd com BpLec (10
pg/mL) também resultou na inibicdo da formacgéo de vasos por esse tipo celular
(Fig. 3B), apds a incubagao em Matrigel das células tratadas com BpLec, quando
comparada com a célula mantidas apenas em RPMI (Fig. 3A). Esses resultados
s&o apresentados tanto por imagens fotograficas dos vasos (Fig. 3A e B) quanto
por quantificagcdo dos vasos formados em cada pogo (Fig. 3D). Esses efeitos
mostram que Bplec bloqueia as propriedades de células tEnd in vitro, como
adesao celular e capacidade de formacado de vasos, sem alterar a viabilidade
celular.

Considerando-se que a atividade bioldgica de lectinas tipo-C geralmente
envolve o reconhecimento a carboidratos presentes na membrana de varios tipos
celulares, BpLec foi incubada com uma alta concentragéo de D-galactose para se
investigar o envolvimento da interagdo proteina-carboidrato nas atividades aqui
descritas. Interessantemente, quando D-galactose (400 mM) foi adicionada a
solucdo de BplLec, a inibicado da formagao de vasos por células tEnd induzida por

BpLec foi parcialmente revertida (Fig. 3C e 3D). Ainda mais, o grupo referente a
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BpLec incubada com D-galactose n&o apresentou diferenga estatistica tanto em
relagdo ao controle RPMI quanto a BplLec sozinha, indicando uma possivel
inibicdo parcial de BpLec por D-galactose nessa atividade testada (Fig. 3D).
Castanheira et al. (2013; 2015) demonstraram a inibigdo da atividade de BpLec
sobre diferentes tipos celulares por D-galactose, indicando o envolvimento de
uma regido estrutural da proteina denominada dominio de reconhecimento ao
carboidrato (CRD). Assim, as atividades até entdo descritas possivelmente
estariam relacionadas com a interacdo proteina-carboidrato, em que BplLec
provavelmente reconhece glicoconjugados presentes nas membranas das células
testadas nesses trabalhos (CASTANHEIRA et al., 2013; 2015).

Estudos recentes mostram que a acgao antitumoral de algumas lectinas
também pode estar associada a regides da proteina diferentes do CRD,
representando  um mecanismo adicional (VLADOIU et al.,, 2014). Essa
caracteristica foi descrita para as galectinas que, assim como BpLec, também s&o
lectinas de origem animal ligantes de [p-D-galactosideos (KASAI E
HIBARAYASHI, 1996; VLADOIU et al.,, 2014). Os autores destacam que a
galectina € capaz de reconhecer carboidratos de diferentes tamanhos,
aumentando bastante o espectro de possiveis ligantes que essas proteinas
apresentam, mas também interagem com outros alvos diferentes de carboidratos,
como proteinas, estabelecendo interagbes proteina-proteina (VLADOIU et al.,
2014). Devido a esse amplo reconhecimento, galectinas também podem
apresentar fungbes antagébnicas, incluindo agdes anti- e pro-tumorais (VLADOIU
et al., 2014). Dessa forma, outras regides estruturais de BpLec, que ndo envolvem
seu CRD, também podem estar envolvidos em seu reconhecimento a tEnd, mas
ensaios demonstrando a interacdo entre BpLec e seus alvos em tEnd sao
necessarios para a identificacao de estruturas especificas da toxina envolvidas

Nesse processo.

3.2. Avaliagao dos efeitos de BpLec sobre angiogénese e inflamagao in vivo
Em adicdo aos promissores efeitos de BpLec sobre células endoteliais, as

propriedades de BpLec também foram avaliadas in vivo por meio de um modelo

de implantacdo de esponjas sintéticas em camundongos, as quais induzem

inflamacao, permitindo a caracterizagao de componentes do tecido fibrovascular
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(ARAUJO et al., 2010; LIMA et al., 2014). Visto que este é o primeiro relato acerca
dos efeitos de uma Snaclec sobre angiogénese e inflamacéo in vivo avaliada por
essa metodologia, as concentragcdes de BpLec utilizadas nesse ensaio (10 ng,
100 ng e 1000 ng) foram escolhidas de acordo com as concentragbes utilizadas
no tratamento de esponjas por DisBa-01, uma toxina recombinante obtida da
glandula de pegonha da jararaca Bothrops alternatus (CASSINI-VIEIRA et al.,
2014), seguindo valores semelhantes aqueles utilizados também nos ensaios de
angiogénese in vitro com BplLec nesse trabalho. Os animais ndo apresentaram
alteragdes de comportamento tanto apds o procedimento cirurgico quanto apods a
administracdo de BpLec ou PBS intraimplante, assim como nao foi evidenciada
rejeicdo a esponja sintética em nenhum dos animais (dados nao-mostrados).
Sendo assim, ap6s o regimento de tratamento de oito dias consecutivos, as
esponjas sintéticas foram cirurgicamente removidas e processadas para analises
bioquimicas e histologicas.

BpLec aumentou o conteudo de hemoglobina intraimplante apds a
administragao da toxina durante oito dias consecutivos nos implantes (Fig. 4A), o
que sugere uma potencial agdo pro-angiogénica de BplLec in vivo, relacionada a
um possivel aumento de vascularizagio induzido por BpLec nesse ensaio. Apds a
contagem de vasos pela analise histoldégica dos implantes, também verificou-se
que BplLec levou a um aumento no numero de vasos, apesar de que apenas a
maior concentragcdo testada (1000 ng) foi capaz de induzir um aumento
estatisticamente significante na quantidade de vasos formados intraimplante (Fig.
4B). Fotomicrografias obtidas apods cortes histologicos (5um, coloragao
Hematoxilina-Eosina) da matriz esponjosa dos implantes também evidenciaram
um aumento do numero de vasos sanguineos pelo tratamento por BpLec (1000
ng), demonstrado por um maior conteudo de hemacias presentes no interior dos
vasos (Fig. 5D), quando comparados ao controle (Fig. 5A) e aos demais
tratamentos com BpLec a 10 ng (Fig. 5B) e a 100 ng (Fig. 5C). Tais resultados
mostram uma potencial agdo pré-angiogénica de BplLec, sobretudo considerando-
se a maior concentragéo testada. Chung et al. (2004) mostraram que Aggretin,
uma lectina isolada da peconha de Calloselasma rhodostoma, estimula
angiogénese tanto in vitro quanto in vivo por interagir com a integrina o231,

levando a ativagao das vias PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase), Akt (ou proteina

96



quinase B), e ERK1/2 (quinases reguladas por sinais extracelulares de proteina 1
e 2), e pelo aumento da expressédo de VEGF. Por sua vez, Agglucetin, isolada da
peconha de Agkistrodon acutus, foi considerada um fator de sobrevivéncia sobre
as células endoteliais HUVEC (do inglés, células endoteliais da veia umbilical
humana), promovendo adeséo celular e angiogénese pela ativagdo da vias FAK
(quinase de adeséao focal)/PI3K/Akt apos interagir com a integrina avB3 (WANG,
2008).

Nossos resultados in vitro demonstraram uma propriedade antiangiogénica
de BpLec e uma possivel agao proangiogénica in vivo, mostrando que esta lectina
pode ser utilizada como uma interessante ferramenta na investigacdo da
modulagdo de angiogénese, permitindo a identificacdo de alvos relacionados
tanto com o estimulo quanto com a inibicdo da angiogénese. Essa dualidade
funcional pode ser explicada porque BpLec possivelmente age diretamente sobre
células tEnd ou sobre proteinas da ECM in vitro, inibindo as fungdes celulares.
Por outro lado, muitos outros fatores podem estar envolvidos na angiogénese in
vivo, de modo que inumeros alvos estariam sujeitos a um potencial
reconhecimento por BplLec, o que poderia, consequentemente, acarretar na
inducdo de angiogénese. Apesar de terem sido utilizadas concentragdes
semelhantes de BpLec em ambas abordagens, o tempo de tratamento utilizado
em cada metodologia foi distinto, o0 que pode resultar em diferentes efeitos. Por
fim, a quantificacdo de hemoglobina € uma forma indireta de se avaliar a
angiogénese, de forma que outros ensaios, como expresséo de estimuladores de
angiogénese tais como VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e FGF
(fator de crescimento de fibroblastos), dentre outros, sdo necessarios para
confirmar se ha um possivel efeito pro-angiogénico de BplLec in vivo.

BpLec (1000 ng) também diminuiu a quantidade de colageno soluvel
depositado nos implantes (Fig. 6A), enquanto a quantificagdo de colageno obtida
das analises histologicas das esponjas sintéticas tratadas com BplLec revelaram
que todas as concentragcbes de BplLec nio obtiveram efeitos sobre a deposigcao
de colageno tipo | (Fig. 6B), mas reduziram a deposigcéo de colageno tipo Il (Fig.
6C). As fotomicrografias dos cortes histologicos das esponjas, corados por
Picrosirius Red, evidenciaram uma diminuicdo da deposi¢cdo de colageno por

BpLec em todas as concentragdes testadas (Fig. 7B, C e D), com uma
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significativa redugao de colageno tipo Ill, quando comparadas com o controle (Fig.
7A). Visto que o colageno é o principal constituinte da matriz extracelular, lectinas
isoladas de peconhas ofidicas atuam tanto como agonistas quanto como
antagonistas de receptores de colageno, alterando as fungdes celulares, como
adesado a ECM (MORITA, 2004; ARLINGHAUS et al., 2013; JAKUBOWSKI et al.,
2013).

A diminuicdo na deposi¢cdo de colageno é um evento bastante importante
em muitos processos patoldgicos. Cassini-Vieira et al. (2014) avaliaram a agao de
uma toxina recombinante (DisBa-01) obtida a partir da glandula de Bothrops
alternatus sobre o modelo murino de esponjas sintéticas e mostraram que DisBa-
01 também é capaz de reduzir a deposig¢ao de colageno nas esponjas, sugerindo
um potencial efeito terapéutico da toxina no controle de doencgas
fibroproliferativas. Carapuga et al. (2016) demonstraram que diminuicdo na
deposi¢cao de colageno € bastante benéfica na terapia adjuvante em pacientes
com adenocarcinoma pancreatico, sendo um efeito mediado por cascatas de
sinalizacdo de FGF que altera as fungdes das células endoteliais presentes no
microambiente tumoral. Borza et al. (2012) mostraram que a regulagdo da
producdo de colageno pela inibicdo da integrina o231 leva a uma melhora em
injuria glomerular. A inibicdo de a2B1 tem sido demonstrada para varias Snaclecs
(Chung et al. 2004; MOMIC et al, 2012; ARLINGHAUS et al., 2013;
JAKUBOWSKI et al., 2013), sugerindo que essa integrina constitui um potencial
alvo para BplLec, o que poderia desencadear a redugdo de colageno aqui
descrita. Assim, esses resultados abrem perspectivas para novos estudos que
investiguem o mecanismo pelo qual BpLec diminui a deposi¢do de colageno no
modelo de esponjas.

Para avaliar os efeitos de BpLec nos componentes inflamatérios do tecido
fibrovascular induzido pelos implantes subcutdneos nos camundongos,
marcadores inflamatoérios foram mensurados a partir de sobrenadantes coletados
das esponjas, por meio de atividade enzimatica e detec¢cdo da expressdo de
citocinas. BpLec nado apresentou efeitos sobre as atividades das enzimas
mioloperoxidase (MPO) (Fig. 8A) e N-acetil-D-glicosaminidase (NAG) (Fig. 8B)
que representam a atividade de neutrofilos e macréfagos/mondcitos,

respectivamente (ARAUJO et al., 2010). Interessantemente, algumas Snaclecs
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sdo capazes de induzir ativagdo de neutrofilos, assim como também interagem
com carboidratos presentes nas membranas de macréfagos (ELIFIO-ESPOSITO
et al.,, 2011; SARTIM et al., 2014; DIAS-NETIPANYI et al., 2016). Uma vez que
BpLec nao alterou a atividade das enzimas aqui testadas, BpLec possivelmente
nao atua sobre esses tipos celulares ou ainda as divergéncias refletem diferengas
entre as metodologias testadas nos trabalhos citados.

Os sobrenadantes provenientes do processamento das esponjas também
foram utilizados na mensuragcdo da secre¢cdo de algumas citocinas. IL-10, IL-
12p70 and IFN-y estavam abaixo do limite de deteccdo e ndo puderam ser
determinadas aqui (dados ndo mostrados). Por sua vez, BpLec foi capaz de
diminuir consideravelmente a secrecdo das citocinas pro-inflamatérias IL-6 (Fig.
9A) e TNF-a (Fig. 9B), assim como também reduziu a liberagdo de MCP-1 (Fig.
9C), uma outra citocina pro-inflamatoria, na sua maior concentragdo. Apesar de
nao ter influenciado as atividades enzimaticas testadas acima, BplLec € capaz de
reduzir a secrecédo de citocinas pelas células, possivelmente como consequéncia
de um eventual reconhecimento por BpLec a alguns antigenos presentes nas
membranas celulares. TNF-a, por exemplo, € conhecida por participar na
regulacdo de genes relacionados a glicosilagdo, aumentando a expressdo de
glicoconjugados na superficie de células endoteliais (GARCIA-VALLEJO et al.,
2006; SASAKI E TOYODA, 2013).

Contrariamente aos nossos resultados, Galatrox (Bothrops atrox) e BjcuL
(Bothrops jararacussu) estimulam um aumento na producgao de IL-6 e TNF-a por
macrofagos e células T, apresentando-se como lectinas pré-inflamatoérias. Os
autores relatam que, para BjcuL, o aumento na expressao dessas citocinas
sinaliza para um aumento na inflamagao e, consequentemente, desencadeia um
recrutamento de neutrdfilos (DIAS-NETIPANYI et al.,, 2016). Dessa forma,
considerando-se que BplLec reduziu a liberagao dessas citocinas, um aumento na
populacdo de neutrofilos seria inesperado, corroborando os resultados descritos
acima. Ainda mais, as menores concentracées de BplLec ndo apresentaram
efeitos sobre MCP-1, uma proteina quimioatrativa de mondcitos, 0 que poderia
justificar também os resultados de BpLec sobre NAG descritos aqui. De acordo
com tais resultados, BplLec apresenta uma potencial modulatéria sobre a

secrec¢ao de citocinas inflamatorias in vivo.
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A presenca de citocinas pré-inflamatérias € bastante caracteristica desse
modelo de estudo em esponjas sintéticas, de modo que trabalhos descritos na
literatura j& demonstraram que compostos isolados de diversas fontes também
apresentaram uma diminuicdo na secrecao de tais citocinas (MENDES et al.,
2009; ARAUJO et al., 2011; DE MOURA et al., 2011). Visto que este & o primeiro
relato de uma Snaclec utilizada no tratamento de angiogénese e inflamagdo em
esponjas implantadas em camundongos, o mecanismo pelo qual BplLec reduz a
secrecao endogena de citocinas é bastante desafiador e incentiva investigacoes
mais minuciosas em estudos posteriores. Além disso, uma resposta inflamatoria
exacerbada esta associada a diversos processos patolégicos que resultam em
dano tecidual e lesdes de 6rgaos, como na doenga autoimune, artrite reumatoide
e outras inflamagdes cronicas, por exemplo, que podem representar potenciais
alvos para a aplicagdo de BplLec na atenuacdo desses efeitos (BUCKLEY et al.,
2013; STRYDOM E RANKIN, 2013).

4. Conclusodes

BpLec ndo apresentou citotoxicidade in vitro, mas foi capaz de bloquear
adesdo celular e a formagao de vasos por células tEnd, um fato parcialmente
inibido por D-galactose. Em contrapartida, BplLec levou a um aumento de
hemoglobina e vasos in vivo, mas diminuiu a quantidade de colageno depositado,
assim como reduziu a secrecdo de citocinas proé-inflamatérias, mostrando-se
como um agente promissor também na modulagdo da secregdo de citocinas.
Esses relatos evidenciam que BplLec pode ser utilizada como uma ferramenta
interessante em investigagdes acerca da modulagdo da angiogénese, podendo
auxiliar na busca de possiveis alvos envolvidos nesses processos tanto in vitro

quanto in vivo.
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Figura 1: Efeitos de BpLec em células tEnd in vitro. Viablidade celular foi
testada pelo método do reagente MTT, sendo meio RPMI considerado como
100% de crescimento celular, apds o tratamento das células durante 24 horas (A).
Inibicdo da adesao celular a proteinas da matriz extracelular (ECM) apds a
incubacgédo de células tEnd com meio RPMI (controle) ou diferentes concentragdes
de BpLec durante 30 minutos a 37°C (B). (*) representa diferengas estatisticas
entre o controle RPMI e os tratamentos com BpLec; (&) representa diferengas
estatisticas entre os substratos incubados com as mesmas concentragdes de
BpLec (p<0,005; ANOVA).
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Figura 2: Inibicao por carboidratos dos efeitos de BpLec sobre adesao de
células tEnd. Inicialmente, BpLec (10 pg/mL) foi incubada com diferentes
carboidratos (D-lactose, N-acetil-D-galactosamina, D-galactose e D-maltose;
todos a 400 mM) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras contendo a lectina mais carboidrato foram incubadas com as células
tEnd (5 x 10* células/pogo) durante 30 minutos a 37°C. As células foram
subsequencialmente plagueadas e adeséo celular foi determinada pelo método do
reagente MTT, sendo o o cultivo celular em meio RPMI considerado como 100%
de adesdo. Lac: lactose (400 mM); Gal N: N-acetil-D-galactosamina (400 mM);
Gal: galactose (400 mM); Mal (maltose 400 mM); B: BpLec (10 pg/mL) (¥)
representa diferencas estatisticas entre o tratamento BplLec e os demais
tratamentos; (&) representa diferencas estatisticas entre BpLec incubada com os

carboidratos e o tratamento do carboidrato correspondente (p<0,005; ANOVA).
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Figura 3: Inibicao da formagao de vasos em Matrigel. As células foram
incubadas (30 minutos a 37°C) em meio RPMI (A) ou BpLec (10 pug/mL) (B) ou
BpLec previamente incubada com D-galactose 400 mM (C). Em seguida, as
células tratadas foram cultivadas em Matrigel (Sigma) em uma placa de 24 pogos
por até 18 horas em estufa de CO,. As imagens foram analizadas por microscopia
de contraste de fase sob ampliacdo de dez vezes na lente objetiva. O numero
total de vasos foi quantificado pela contagem total de vasos formados em cada
poco (D). (*) representa diferengas estatisticas entre o controle RPMI e os
tratamentos (p<0,005; ANOVA).
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Figura 4: Influéncia de BpLec sobre angiogénese in vivo. Esponjas foram
implantadas em camundongos Balb/c e tratadas durante oito dias consecutivos
com controle (PBS) ou BpLec (10, 100 ou 1000 ng em 10 pyL de PBS). Ao final do
tratamento, as esponjas foram cirurgicamente removidas e a angiogénese foi
avaliada indiretamete por quantificagcdo de hemoglobina, pelo método de Drabkin
(A) e também por andlise histolégica das esponjas, coradas por
hematoxilina/eosina para a contagem do numero de vasos presentes na area total
do implante (B) (*) representa diferengas estatisticas entre o controle (PBS) e
tratamentos com BpLec (p<0,005; ANOVA).
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Figura 5: Fotomicrografia da matriz esponjosa dos implantes obtida apds
coloragao dos cortes histolégicos (5 um) por Hematoxilina-Eosina sob aumento de
400 vezes (40X lente objetiva; 10X lente ocular). O numero de vasos foi analisado
apos os tratamentos das esponjas com PBS (A); BpLec 10 ng (B); BpLec 100 ng
(C) e BpLec 1000 ng (D).
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Figura 6: Alteragdo da deposicdo de colageno intraimplante apés o

tratamento com BpLec. Apds a remogao cirurgica dos implantes nos animais, as

esponjas sintéticas foram processadas para a analise bioquimica de deposicao de

colageno, quantificado pelo método do reagente Picrosirius Red (A). Em um outro

grupo de animais, as esponjas tratadas por BpLec ou PBS (controle) também

foram retiradas e analisadas histologicamente com relacdo a deposigdo de

colageno | (B) e lll (C) nos implantes, por meio de colorag&o por Picrosirius Red,

sendo expressa como porcentagem (%) de area marcada. (*) representa

diferengas estatisticas entre o controle (PBS) e tratamentos com BpLec (p<0,05;

ANOVA).
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Figura 7: Fotomicrografia de implantes subcutaneos nos camundongos obtida por
microscopia de polarizagdo apos coloragdo dos cortes histologicos (5 ym) por
coloragao Picrosirius Red, sob amplicagédo de 100 vezes (10X lente objetiva; 10X
lente ocular). A deposi¢cao de colageno total no infiltrado de tecido fibrovascular
nos implantes subcutdneos nos camundongos foi avaliada apds o tratamento
intraesponja com PBS (A); BpLec 10 ng (B); BpLec 100 ng (C) e BpLec 1000 ng
(D). As imagens foram analisadas no software Image J. Fibras tipo | se
apresentam-se como fibras grossas na cor vermelha, fibras tipo Il apresentam-se

em feixes finos na cor amarelo-esverdeado.
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Figura 8: Avaliagcao dos efeitos de BpLec sobre marcadores inflamatérios

Sobrenadantes coletados da extragdo de hemoglobina foram usados na

mensuragao das atividades enzimaticas da mioloperoxidase (MPO) (A) e N-acetil-
D-glicosaminidase (NAG) (B) por densidade optica. (*) representa diferengas

estatisticas entre o controle PBS e BpLec (p<0,005; ANOVA).
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Figura 9: Interferéncia de BplLec sobre a liberagao de citocinas. A
quantificagéo da secregao de citocinas foi determinada por CBA (Cytometric Bead

Array), apds a remocdo das esponjas, que foram subsequentemente

119



homogeneizadas em PBS pH 7,4 contendo Tween 0, 005% (v/v), e centrifugadas
a 10000 g por 30 minutos. Sobrenadantes foram coletados e agrupados para a
deteccdo de IL-6 (A), TNF-a (B) e MCP-1 (C) utilizando-se CBA Mouse
Inflammation Kit (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). (*) representa diferengas
estatisticamente significantes entre o controle PBS e os tratamentos com BplLec
(p<0,005; ANOVA).
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Here we evaluate the effects of Bplec, 3 C-type lectin isolated from Bothrops panioensts snake venom, on
Taxoplosma gondid parasitism. BpLec {0,195-12.5 pgfmL) did not interfere with Hela { host cell) viability
by MTT assay, whereas higher doses decreased wiability and changed Hela morphology. In addition, the
host cell treatment before infection did not infleence adhesion and profiferation indexes. Bplec did not
alter T. gondil tachyzoite viability, as carmied cut by trypan Bue exclosion, but decreased both adhesion
znd parasite replication, when tachyzoites were treated before infection, Galactose {04 M) inhibited the
Bplec effect on adhesion assays, suggesting that Bplec probably recognize some glycoconjugste from
T. gondll membrane, Addit:onally, we performed cytokine measurements from supernatants collecied
from Hela cells infected with T gondd tachyzoites previously treated with RPMI or Bplec. MIF and IL-6
peoductions by Hela cefls were increased by Bplec treatment. Also, TGF-pB1 secretion was diminished
post-infecticn, although this effect was not dependent on Bplec treatment. Taken together, our results
shiow that Bplecis capable of reducing T. gondt parasitism after tachyzoite treatment and may represent

an interesting tool in the search for parasite antigens involved in these processes,

© 2014 Elsevier B.Y. All rights reserved.

1. Introduction

Toxoplasmosis presents a high infection rate of 1/3 of the
saropositive population worldwide, associated with death in many
cases [1]. In Brazil, seroprevalences up to 84% have been reported
in children, while pregnant women (between 36% and 92%) may
be seropositive as well, depending on the Brazilian region stud-
ied. These values indicate Brazil as one of the countries with the
highest seroconversion rates for toxoplasmaosis [2]. 1t has also been
stated that the pathogenesis is more severe in Brazilian children
than in Europeans |2 2]. Other Andings demonstrate 2 high infec-
tion rate in human and animal populations from Minas Gerais State,
in Southeast Brazil, emphasizing the importance of investigating
this disease in the country 4L

* Corresponding author at- Pard Avenve T720, CEP 38400002, Uberlindia, M.
Braril. Tel.- 455 34 I2 18312, foe: +55 34 33 1RI A0,
E-muoi addrexe veridiano@ingsh uficbr (V. de Melo Rodrigees k

hitp: Tdw dod ol 100 1016 dibicmac 20014, | LIS
D141-B1300 2014 Elsevier BV All rights reserved.

The development of new drugs for toxoplasmosis treatment is
fundamental considering that its most common therapy, a com-
bination of sulfadiazine and pyrimethamine, displays many side
effects [5]. In this way, new altermatives for toxoplasmosis treat-
ment should be of keen interest. Many studies have demonstrated
the use of snake venom toxins inbiotechnological applications such
as disease therapy, more specifically for hypertension, thrombao-
sis, cancer and antiparasitism, among others [6-3], Furthermaore,
snake venom toxins have been designated as structural models for
targeting commercial drogs [ 10.11].

Lectins are non-enzymatic proteins known for recognizing and
specifically binding carbohydrates in 2 non-covalent, bot reversible
manner [12]. They are present in different organisms besides ani-
mals, from microorganisms to plants [13,14], In snake venoms,
these proteins are divided into C-type lectins and C-type lectin-like
[131. C-type fectins are carbohydrate-binding homodimers, usually
galactose-binding, which present a calcium-ligand loop that is cru-
cial for theirbiclogical activity | 16]. As a consequence of its property
of binding to cell membrane carbohydrates, lectins from different
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organisms can be useful as glycoconjugate markers in many cell
types [ 17-18],

Toxoplasma gondiivirulence isinfluenced by many glycoproteins
from its micronemes, rhoptries and dense granoles [20], Despite
glycosylation being thought to be rare in T, gondii, glycoproteins are
relatively abundant in RH strain tachyzoites and may participate in
disease progression | 18], Many of these glycoproteins are involved
in parasite attachment to its host cell, as well as in the invasion
process, and were identified by technigues employing the asso-
ciation with lectins, such as Concanavalin A (ConAl, wheat germ
agglutinin {WGA) and jacalin, Proteins from tachyzoite glideosome
were also recognized by Cond, suggesting that treatment with
the isclated lectin would interfere with parasite functions [ 17,18,
Interestingly, @ lectin from Dolichos biflorus (DBA) specific for N-
acetylgalactosamine has been used to identify T, gondii bradyz oite
differentiation and for quantifying cystseven at low concentrations
[5.21.22]

In addition, protecmic analyses with lectin association are also
emploved not cnly for understanding the mechanisms of parasite
infection, but also for detecting new drug targets in the parasite
membrane [23] Several studies use lectin labeling to detect gly-
coproteins existent in T, gondii tachyzoites and bradyzoites, but
experiments demonstrating these lecting” effects on parasite func-
tions remain to be unraveled | 17, 18],

In this regard, we have investigated the antiparasite effects
of BpLec, a C-type lectin isolated from Bothrops pauloensis snake
venom [Z4], This protein is capable of inhibiting Gram-positive
bacteria growth and agglutinating cat and dog erythrocytes and
Leishmania (Leishmamnia} amazonensis promastigotes as well. Given
its previously demonstrated biological activities, in the present
work we demonstrate the effects of BpLec uponT. gondii tachyz oite
adhesion and proliferation.

2. Materials and methods

2.1, Bplec purification

The C-type lectin named Bplec was purified from B. pouloensis
snake venom, as described by [ 24|, Briefly, crude dried venom from
B. pauloensis was dissolved in Tris saline buffer containing calcium
chloride (CTBS; 150mM NaCl, 20mM Tris, 5mM CaCl;, pH 741
and centrifuged twice at 2450 = g during 10min each, at 4°C, for
excluding insoluble material, The sample was applied to an affin-
ity agarose column immebilized with p-galactose (0.5cm = 4cm,
Pierce, USA) and incubated for approximately 1h, The column,
which was previously equilibrated with CTBS, was initially eluted
with the same buffer, and later 0.4 M p-galactose was added to the
soluticn for lectin obtention. Subsequently, in order to removing
the carbohydrate, Bplec was subjected to an exclusion chromatog-
raphy on two coupled desalting G-25 columns (1.5 = 2.5 each, GE
HealthCare, Sweden ), equilibrated and eluted with 0,1 ammonium
bicarbonate, at a flow rate of 0.5 ml/min, collecting 500 pl in each
tube.

22, Cell culture

The Hela cell line was obtained from the American Cul-
ture Collection {Manassas, Vi, USA) and coltured in 75cm flasks
with RPMI-1640 medium {GIeco, Paisley, UK), supplemented with
25mb HEPES, 23mM sedium carbonate, penicillin {100U/mL},
streptomycin | 100 wgfmL) [ Sigma Chemical Co., 5t Louis, MO, USA)
and 10% heat-inactivated fetal bovine serum {Cuitilab, Campinas,
Brazil} in a humidified incubator at 37°C and 5% €07 [25)]. Tachy-
zoites of the T. gondii RH strain were initially obtained from
peritoneal exudates of previously infected Swiss mice [28] and

maintained by serial passages in Hela cells coltured in the same
medium with 2% heat-inactivated fetal bovine serum, in order to
obtain in vitro parasites | 25], In this regard, parasites were infected
in Hela, where they replicated and evade to the medium. The
medium contzining evaded tachyzoites was centrifuged and para-
sites were obtained from the pellet for further experiments,

33 Hela viahility

The cytotoxic effeces of Bplec upon Hela were assayed
based on mitochondrizl oxidation of the MTT reagent (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-y|]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl
blue] (Sigma), according to [27], with some modifications, Hela
{3 » 10* cellsimL ) was plated on 2 96-well culture plate and Bplec
(0. 795- 100 pg/ml) was incubated with the cells in serial twofold
dilutions in the next day, After 24h of incubation in 2 humidi-
fied incubator {37 =C and 5% C0; ), the supernatants were discarded
and 10l of MTT reagent {0.5 mg'mL) were added to each well
and maintained in the humidified incubator during 3 h. Afterward,
formazan crystals were solubilized by 10% 505 in 50% dimethyl-
formamide and the absorbance measured at 570nm after 30min.
This assay was performed in triplicate,

2.4 RH strain vighiliy

T. pondii (4« 105 tachyzoites/mL) was treated with Bplec
{2:5pg'mL, 5.0pg/mL and 10 pg/mL) during 30min and dyed by
trypan blue, Viable cells, which present a clear cytoplasm and
exclude trypan blue staining, were counted in an optical micro-
scope | 28], RPMI-treated tachyzoites were considered as a control
The assay was performed in triplicate,

25 Adhesion

In this assay, two treatment approaches were carried out sep-
arately; Bplec (3.125pg/mL, 625pug'ml and 10.0pgiml) was
incubated with Hela during either 1 or 24 h and non-treated para-
sites were added later. The other approach was based on incubating
tachyzoites with Bplec (2.5 pg'ml. 5.0 pg/mi and 10 pa/mL) dur-
ing 30 min before infection, without treating HelLa cells. Each assay
was implemented using one of these treatments exclusively, Also,
for testifying Bplec specificity, all BpLec doses From tachyzoite
treatment were-inhibited with 04 M galactose during 30min, As
a centrol, tachyzoites or Hela were also treated with only RPMI
medium, Briefly, as suggested by [20], Hela (2 x 104 cells/ml)
was plated in a 24-well colture plate containing 13 mm cover
slips in each well. In the following day, cells were fixed with
8% paraformaldehyde/4% PBS during 30min and, after extensive
washing in PBS for removing this selution, T. gondii tachyzoites
(1 10% cells/mL) were added to each well, After 3h of interac-
tion, the parasites were also fixed overnight, after an extensively
washing to discard the excess of T, gondii that did not adhere to
Hela, In the next day, the cover slips were stained with toluidine
blue. On each slip, 200 cells were counted in the light microscope
and the following parameters were analyzed: the number of cells
with adhered parasites and the total number of parasites adhered
to those cells, Three independent experiments in triplicate were
accomplished for each treatment approach,

2.6 Prolferation

Both parasite and Hela treatments were zlso performed
separately, as described above, The assay was based on the B-
galactosidase reaction, according to [30], with seme modifications.
Hela (2 « 10% cellsimLl) was plated on a 96-well culture plate
and incubated or not with Bplec (3,125 pe/mL, 625 pgfml and
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100 pgimL) overnight in 2 humidified incubator {37 °C and 5%
CO%l, Later, the supernatant was discarded and RPMI- or Bplec-
treated tachyzoites (1.5 » 10° parasites/ml) were added to each
well and incubated for 24h, Supemnatants were collected for
cytokine analysis and cells were incubated with 50pL of lysis

buffer {100mM HEPES, 1 mM Mg504, 0.1% Triton X-100, 5 mM
dithiothreitol} during 15min. Afterward, the lysates were mixed
with 180 pL of assay buffer {100mM phosphate buffer pH 7.3,
102 mM B-mercaptoethanol, 9mM MgCl2) and, subsequently, with
A0 pL of 525 mM CPRG (chlorophenol red-B-D-galactopyranoside;

ErTrr o
b

BplLec 100 mL
F -

BplLec 25 pg/mL

|-l-l

BplLec 6.25 pg/mL

atment

Tre

0.1% Triton X-100

Bplec 50 pg/mL

Bplec 12.5 pg/mL

Bplec 3.125 pg/mL

Fig. 1. Effects of Bplec on Hela viability carmed cat by MTT 2ssay. Triton X-100 was used 25 2 positive and RPMI mediam a5 2 negative conrols for cell death. () Sgenificant.
differences between the negative montrol and restmenes weith OLTE Triton X- 100 and Bplec [A){P<0L05; ANOYA . Morphological alterations, shown by microscopy, in Hela
provoked by RPMI comtrol {B), 1% Triton X- 100 {C) and Bplec treatments ranging froen 10K ao 30125 pefmil (D-T)
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Roche, Indianapolis; IN, BSA) Reading wasaccomplished at 570 nm,
The data are shown as the number of tachyzoites determined by
Microplate Manager Software (Bio-Rad, Hercules, A, USA], using a
standard curve with known tachyzoite concentrations.

27. Cytokine determination

Briefly, Hela (2« 10¢cells'ml) was plated on a 96-well
plare and treated with Bplec (3.125pg/ml, 625pg/ml and
10,0 pg'mlL) during 24 h. After this, supernatants were collected for
cytokine measurement, Also, tachyzoites treated or not with BpLec
(25pgml, 5.0pgml and 10 pg'mL) were incubated with non-
treated Hela during 24h and the supernatants were collected as
well. Cytokines were measured from these supernatants by ELISA
according to the manufacturer’s instructions { BD Biosciences, San
Jose, California, USA) The limit of detection was 4.7 pg/ml for 1L-6
and IFM, 7,8 ng/mL fior [L-12 p70 and [L-10, 62.5 pg/mL for MIF, and
125 ng/mL for TGF-B1.

2.8. Statistical analysis

All data were evaluated as mean + standard error of the mean
from three independent experiments pefformed in triplicate, Dif-
ferences between treatments and controls were analyzed by
ANOVA with multiple comparisens by Bonferroni, using Graph-
Pad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) Statistical
significance was established when P<0,05.

3. Results and discussion

Toxoplasmosis is a disease widely distributed in Brazil chat
presents high mortality rates, Morbidity due to congenital toxo-
plasmosis has been reported to be higher in Brazil than in other
parts of the world and the clinical manifestations include newro-
lagical disease, ccular lesions and hearing loss [2,2], Studies to gain
knowledge about the pathology and factors associated with the
progression and/or suppression of the disease are essential in the
COunEry.

The effects of snake venoms toxins on toxoplasmosis were pre-
viously demonstrated by Bastos et al | 31]. The authors showed that
newwiedase, a metalloproteinase isolated from B. pauloensis snake
venom, reduced theinvasion and replication rates of T. gondii tachy-
zoites treated before and after infection, This study encouraged us
to evaluate the effects of a C-type lectin {BpLec) isolated from B
pauloensis snake venom [ 24] in the adhesion and proliferation of T,
gondii.

Bplec was not cytotoxic to Hela cells in doses between
@195 pgfml and 125 pg/ml, determined by MTT assay. On the
other hand, doses higher than 25 pg/ml decreased Hela viabilicy
and induced morphological alterations(Fig. 1) Cal. a lectinisolated
from the marine sponge Cinochyrella apion, also inhibited Hela
proliferation in a dose-dependent manner, but lower doses (up m
0.5 pg/mlL}were sufficient to alter cell wiability [6], According to the
data evaluated in this work, doses of 3,125 pg/'ml, 625 pg/'mL and
10,0 pg'ml of Bplec were chosen for further experiments. Hela
treatment {1 or 24 h) befare infection did not show any effects in
either adhesion {Fig. 2A and B) or profiferation assays (Fig. 2C).

Bplec ar 2.5 pg/mi, 5.0 pg' mL and 10.0pg/ml did notinterfere
with tachyzoite viability (Table 1], although it was able to decrease
parasite adhesion when tachyzoites were treated for 30 min before
infection, reducing the number of cells with adhered parasites
(Fig. 3A) as well as the total number of parasites adhered to these
cells [Fig. 38, These reducing Bplec effects in adhesion assay were
inhibited by 0.4 M galactose {Fig. 31 Castanheira et al. [24] showed
that these same Bplec doses were able to agglutinate Leishmania
(Leishmania) emazonensis promastigotes, another parasite from the

A 80- 1hr 24 hrs

Mumber of cells
with adhered parasites
s

*f@*‘”f LSS
Q’eﬁ oF -&‘3' Qﬁ'g‘ }F‘.ﬁ*f

Treatment

m
g

1hr 24 hrs

total number of
adhered tachyzoites
g

St a s
& ee’bef .,Q’P e‘?f eef

Treatment

O

C 180104
1hr 24 hrs

Number of tachyzoites

HAS A

JEAC T

Fig 1 T. gonii adhesion {A and B} and profiferation () assays after treating host
celis with Bplec {2125 ugiml, 625 pgfml and 10 ugiml ] during 1 or 24 b befone
parasite infiection [*} Significant differences between cells treaced with RPMI or
Bpler [P= 005; ANOYAL
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Table 1
T. gondii tachyraites wizhility treated or not with Oplec, determined by trypan blue
exrhasion

Treatmeni Cell wishifity (%)
RPN 100
Bples 10 peimL 100
Bpler Sppiml 100
Bplec 25 ugiml 100

Apicomplexa phylum. This effect could be explained by an inter-
action between the carbohydrate recognition domain present in
Bplec and some glycoconjugates present on the surface of the
parasite. As the authors demonstrated [24], this cell agglutination
induced by Bplec isinhibited by D-galactose or B-gactosides, sowe
hypothesize that BpLec probably recognize some glycoconjugates
from T. gondii membrane which contain one of these carbohydrates
in their structure.

Glycosylation is a Key step in a number of processes at the cel-
lalar level, such as cell attachment, migration and invasion [32].
Invasion of host cells by Apicomplexan parasites is initiated by
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Total number of
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Fg 3. Effiscr of Bplec incuhated or noe with 04M galactose on T gordn tachy-
roite adhesion o bast oslls [Hela) This assay was evalsated in terms of number of
Hela cells with adbered parasites (A) and the total namber of adhensd parasizes (B)
on 3 intal of 200 Hela cells per lamemola; perfonmed in three independent exsperi-
ments, alliniriplicate, Noo-treated tachye oites were considered as the control, using
only KPMI medium instead of Bplec soluticns. ) Significant differences betwesn
tachyproites reated with BPMI or Bolec [Pe 005 ANDVAL

1. 5=10%+

101054 s

G010

Mumber of tachyzoites

& 4 5
Qe,ac- &,ﬂ*’* &é

Treatment

Fig. 4 Effsct of Nplsc on T. gondii tachyraite profferation determined by B-
galactosidass measurement X4 b post-infection. Non-treated tachyzoites were
cansidered 25 the control by using enly RPMI medium nstead of Bplec schations.
") Segnificant differences between tachyzoites treated with RPMI or Bplec{P< 005;
ANOVAL

interactions with host cell receptors that are influenced by pro-
teins secreted from micronemes, engaging the parasite with the
host cell surface [33]. This process is mediated by surface—surface
interactions, so we suppose that Bplec might recognize some gly-
coprotein in the tachyzoite membrane, invalidating its adhesion to
Hela, It is known that the tachyzoite surface is mostly compaosed of
proteins, so called surface antigens (SAGs) [34]. For example, SAG3
is a known glycoprotein from RH strain membrane that has been
implicated in directly participating in the attachment-invasion of
the parasite to the host cells in vitre [35.36],

BpLec was also capable of decreasing parasite proliferation
as assessed by B-galactosidase measurement, but this effect was
not dose-dependent (Fiz 4), Luo et al, [18] demonstrated that
some lectins with different specificities recognize RH tachyzoite
membrane and cytoplasmatic glycoepitopes, Amongst these pro-
teins, some related to the invasion process were identified by
jacalin, a lectin that interacts with D-galactose as Bplec also
does. These jacalin-recognized proteins include Gra2 or p28, Gra7,
ROP4, ROP16, TgRONS, TeSUB2 and toxofilin, which are related to
parasitophorous vacuole generation and moving junction compo-
sition [ 18], However, the membrane proteins and those secreted
by organelles which are recognized by Bplec remain to be fur-
ther determined, as well as whether this recognition is the event
responsible for the impairment of parasite adhesion and replication
provoked by Bplec treatment,

Considering that T. gondii is an intracellular parasite known
for influencing host resistance by affecting functions of various
immune cell types [37], we colleced supernatants from prolif-
eration assays in order to measure cytokine production by Hela,
Also, Hela cells were treated with Bplec (2.5 pg'mL, 5.0pg/'mL
and 10pg/ml) during 24h and supemnatants were collected for
evaluating the basal cytokine production induced by BpLec, |L-
10, 1L-12 and 1FN-y levels were below detection limits {data not
shown), IL-6 secreticn by Hela was increased post-infection by
RPMI- and Bplec-treated tachyzoites (Fiz. SA) Bplec (5.0pg'mlL
and 10pg mL) induced higher 1L-6 secretion when compared with
RPMI-treated tachye oites, This cytokine has been correlated with
parasitism contrel in toxoplasmaosis, corroberating with Bplec
effects on tachyzoites shown here [38,39],

Dtherwise, all toxin doses used in tachyzcites treatment were
capable of decreasing macrophage migration inhibitory factor
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Fig. 5 Cywoxine measurements from supematants mlbsczed from Hela cells
irdected with T. gondii tachymaites previcoshy treated with R or Bplec. The basal
oysokine prodaction from Hela cells treated or not with Bplec (2.5 ppimL S0 pgml
and 10 pziml] is shown in white bars and is designaied as non-mfected. The black
hary represent infected Hela cells after the treatment of tachyeoites with BPMI or
Hplec (2.5 pgf ml, 5.0 primL and 10 g ml) during 30 min before infection. (&1 L5,
(B MIF and (C) TGF-B 1 productions were measured by ELISA (ED Bicsciences, San
Jose, CA. USA)L Significam differences betwesn non-infected and infected oslls ®)
and between tackhyraites treated with RPMI or Bplec (P 005 ; ANOVAL

{MIF)} production in a dose-dependent manner {Fig, 5B), whereas
RPMI-treated infection did not interlere with MIF production. In
contrase to our results, it was notice somewhere that MIF levels
were higher when Hela was infected with Neaspora coninum, an

Apicomplexan parasite closely related to T. gondii [40], In addi-
tion, the authors proposed that N, coninum and T. gondii possess
different mechanisms of invasion and evasion, which could resule
in a distinctive cytokine secretion profiles after infection [40]
This disagreement may be due to controversy surrounding MIF
function in protozoan diseases [41],

MIF plaws a critical role in controlling toxoplasmosis infection,
reducing mortality, and is probably involved in host resistance, as
shown in patients who died of encephalitic toxoplasmaosis [42.43 ],
BpLec decreases MIF secretion by the host cell, probably by inter-
acting with proteins in the surface of parasite membrane related to
inducticn of MIF production and/or secretion, In addition, we sug-
gest that BpLec could potentially antagonize controlling effects of
MIF in toxoplasmosis as a parasite stratesy for growing in an envi-
renment of reduced adhesion and proliferation, although further
assays correlating decreased MIF secretion induced by Bplec with
parasitism control are required.

RPMI- and Bplec-treated tachyzoites decreased transforming
growth factor-B1 (TGF-B1 ) levels produced by Hela cells( Fig. 4C),
indicating that this fact is probably caused by parasite contact
with host cells-and is possibly not exclusively related to the
action of BpLec. TGF-B1 may be considered both pro- and anti-
inflammatory; this effect is parasite species-specific and presents
no benefcial clinical effects in T, gondii [44] TGF-P1 plays a pro-
inflammatory role when found at low concentraticns, which could
imply that the decreased TGF-B1 noted here is a strategy of host
cells to defend against T, gondii parasitism [45], In this regard, as
BpLec reduced the adhesion of and invasion by tachyzoites, reduced
expression of TGF-B1 is expected, Moreover, TGF-B1 enhances
parasite replication in retinal pigment epithelial cultures and is
associated with immunopathogenesis in animal models of ocular
toxoplasmosis [46]. Considering these data, we might hypothesize
that reduced levels of TGF-B1 secreticn would result in impaired
tachyzaite proliferation, corroborating that it would represent a
preventive infection strategy for host cells.

On the other hand, Awandare et al, [47 ] demonstrated that cou-
pled depletion of MIF and TGF-§1 levels in children with flciparum
malaria enhanced disease severity, The same action was observed
in the present work, but whether Bplec causes some modifications
in toxoplasmosis pathogenesis remains to be established, Since few
cytokines were detected, we could not delineate a cytekine profile
induced by Bplec treatment, a5 well as it is difficult to correlace
with parasite functions altered by the toxin, However, cur resules
cpen new perspectives on searching for parasite proteins or even
cytokine antigens that are recognized by Bplec, In this regard, a pro-
teomic approach focusing on possible BpLec targets in the parasite
structure is well suited for further studies.

4. Conclusions

Bplec was shown to be of great biotechnelogical interest since
low concentrations of this protein do not display cytotoxic effects
to the host cell or parasites, although they interfered with parasice
functions when tachyzoites were treated before infection, Taken
together, these data suggest that lectin treatment would notinduce
adwerse events in the host, but would be effective in decreasing
parasite invasion and replication,
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