[ . L)
a @j UNIVOERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA 'ﬁﬁ PIPA
“ . 1CBIM INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA APLICADAS

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DA BmooMP-alfa-I, UMA
METALOPROTEASE ISOLADA DA PECONHA DA SERPENTE Bothrops moogjeni, EM
MODELO DE ILEITE INDUZIDA POR Toxoplasma gondii

Tamires Lopes Silva

Uberlandia - MG
Julho - 2017



@j mrﬂ
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA ‘ﬁ
PPIPA

@
“S1CBIM INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA APLICADAS

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DA BmooMP-alfa-I, UMA
METALOPROTEASE ISOLADA DA PECONHA DA SERPENTE Bothrops moogjeni, EM
MODELO DE ILEITE INDUZIDA POR Toxoplasma gondii

Dissertagio apresentada ao
Programa de  Programa de Pds-
graduagdo em Imunologia e
Parasitologia  Aplicadas, como
requisito para a obtengdo do titulo

de Mestre.

Mestranda: Tamires Lopes Silva

Orientador . Prof. Dr. José¢ Roberto Mineo
Co-orientadora: Dra. Carolina Salomao Lopes

Uberlandia - MG
Julho - 2017



Dados Internacionais de Catal do na Publicagio (CIP)

oy

Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

S586a
2017

Silva, Tamires Lopes, 1991
Avaliagio da atividade anti-inflamatéria da BmooMP-alfa-I, uma
lop isolada da pegonha da serpente Bothrops moojeni, em
delo de ileite induzida por Toxopl gondii / Tamires Lopes Silva.
-2017.
76 1. : il

Orientador: José Roberto Mineo.

Dissertagio (mestrado) - Universidade Federal de Uberlindia,
Programa de Pés-Graduagdo em | gia e Parasitologia Aplicad:

Inclui bibliografia.

1. Imunologia - Teses. 2. Toxoplasma gondii - Teses. 3. Crohn,
Doenca de- Tratamento - Teses. 4. Intestinos - Doengas inflamatorias -
Teses. 1. Mineo, José Roberto. 1. Universidade Federal de Uberlindia.
Progr de Pos-Graduagio em | logia e Parasitologia Aplicad:
111 Titulo.

CDU: 612.017




@ SERVICO PUBLICO FEDERAL &
® MINISTERIO DA EDUCAGAO \\(/
@7y UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
U‘@lCBIM INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS PP]PA
Programa de Pés-graduacio em imunologia e Parasitologia Aplicadas

Tamires Lopes Silva

“Avaliagio da atividade anti-inflamatéria da BmooMP-alfa-1, uma metaloprotease

isolada da pegonha da serpente Bothrops moojeni, em modelo de ileite induzida por
Toxoplasma gondii”

Dissertagio apresentada ao Programa de
Pés-graduagio  em  Imunologia ¢
Parasitologia Aplicadas da Universidade
Federal de Uberlandia, para a obtencio
do titulo de Mestre,

Area de concentragio: Imunologia e
Parasitologia Aplicadas.

Banca Examinadora:

Uberlandia, 31 de julho de 2017.

FM —amde K. ool .
Prof. Dr. Fernando dos Reis de Carvalho — IFG

wocde S Pronce~
Dra. Priscila Silva Franco — POS-DOC/UFU
','lv"rg}ﬁ/“. [

Prof. Dr/ José Roberto Mineo — ICBIM/UFU (orientador)

www fmunoparasito.ufibr - E-mail: coipa@ufu.br - Telefax: (034) 3225-8672
Av. Amazonas, s/n - Bloco 4C, Sala 4C218 - Campus Umuarama
Uberlandia, MG, Brasil - CEP: 38.405-320



Dedicatéria

Dedico este trabalho aos meus pais, Vanessa Lira e Edson Silva, que sempre me
impulsionaram para que eu pudesse seguir em frente. E sempre me ensinaram a lutar
pelo que desejo.

Amo voceés!



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus, por ser minha fortaleza e refiigio e por sempre me
acalentar quando preciso.

Agradeco ao meu irméo Heitor pelo apoio!

Agradeco também ao meu orientador, Dr. José Roberto Mineo por ter aberto as portas
do laboratorio e por sempre estar disposto a me ajudar.

Agradeco a professora Dra. Neide Maria Silva por ter aceitado me auxiliar no trabalho.

Agradeco a Carolina Salomao por toda conversa e todo auxilio para elaboragdo do
trabalho.

Agradeco a Flavinha por todo seu auxilio na histologia e disponibilidade em ajudar!

Agradeco a Maraisa por ter me auxiliado na obtencdo da proteina, produto essencial
para a elaboragdo do meu trabalho.

Agradeco ao professor Dr Fabio de Oliveira, por ter aberto seu laboratorio para que eu
pudesse fazer purificagdo da proteina, e a Mariana e Débora por terem me auxiliado na
purificag@o.

Agradeco a Jacqueline, Vanessa Resende, Heber, Mari, Vanessa Miranda e Eliézer por
toda ajuda para realizagdo dos experimentos.

Agradeco a todos colegas de laboratorio pela boa convivéncia, pelas risadas e assim
fazer com que os dias ficassem mais leve.

Agradeco aos técnicos do laboratério, Ana Claudia, Marley e Dona Zilda por todo apoio
prestado.

Agradeco a CAPES, CNPq e FAPEMIG pelo suporte financeiro.

Obrigada a todos pela contribuicio!



Dividas nos tornam sdbios,
nos im;mlsionam a novas descobevtas!

Assim, enquanto estiver sobre dividas estavei feliz!



RESUMO

Doengas inflamatorias intestinais (DIIs) sdo doengas cronicas mediadas pela ativagido da
resposta imune. As DIIs sdo divididas em dois grupos principais, a colite ulcerativa e a
doenga de Crohn. Além disso, as DIIs s3o extremamente debilitantes para os pacientes.
A produgdo exacerbada do fator de necrose tumoral (TNF) esta relacionada ao dano
intestinal durante a doen¢a de Crohn e a diminui¢do de seus efeitos € uma importante
intervengdo terapéutica. Sabe-se que a infecgdo oral por Toxoplasma gondii induz
inflamacdo intestinal, que envolve uma produ¢do aumentada de TNF e isso mimetiza a
resposta inflamatéria que ocorre na doenga de Crohn. BmooP-a-1 ¢ uma metaloprotease
de pegonha de serpente isolada de Brothrops moojeni capaz de hidrolisar o TNF.
Considerando estas evidéncias, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se o tratamento
com BmooP-a-I seria capaz de reduzir o efeito deletério da ileite induzida em modelo
murino de infec¢do oral por 7. gondii. Para este proposito, induziu-se ileite em
camundongos C57BL/6 por meio da infeccdo oral com 50 cistos de 7. gondii cepa Pru-
GFP. Em seguida, os animais foram tratados com BmooPM-a-I ou inoculados com PBS
como um grupo controle e amostras de bago, linfonodos mesentéricos e ileo foram
coletadas no dia 7 pds-infecgdo para avaliagdo dos efeitos da metaloprotease nos animais
infectados. Os indices de morbidade e mortalidade também foram determinados. Dentre
os resultados obtidos, foi observado que o tratamento com BmooMP-a-I prolongou a
sobrevida e diminuiu os sinais clinicos da doenga, especialmente em relacdo a perda de
peso. Além disso, o tratamento foi capaz de melhorar os aspectos macroscopico e
microscopico das amostras de tecido intestinal. O tratamento também reduziu a produgéo
de citocinas pro-inflamatorias, bem como a expressdo de mediadores inflamatorios no
linfonodo mesentérico. Em relagdo aos experimentos ex-vivo, observou-se uma redugdo
da resposta dos esplenodcitos das células dos linfonodos mesentéricos nos animais
tratados. Em sintese, os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam que o
tratamento com a metaloprotease BmooP-a-1 é capaz de reduzir a inflamagdo ileal
induzida pela infec¢do oral por 7. gondii, podendo-se hipotetizar que este tipo de
tratamento pode também ser util em outras doengas inflamatoérias intestinais, como a
doenca de Crohn.

Palavras-chaves: BmooMP-a-I, Mctaloproteases, SVMPs, lleite, Toxoplasma gondii.



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (DIIs) are chronic immune mediated diseases. DIIs are
divided into ulcerative colitis and Crohn’s disease. Also, DIIs are extremely debilitating
for patients. The exacerbated production of TNF cytokine is related to the intestinal
damage during Crohn’s disease and the neutralization of this cytokine has been suggested
as a therapeutic intervention. Oral infection by 7oxoplasma gondii induces intestinal
inflammation through the overproduction of TNF, which is quite similar to the response
during Crohn’s disease. BmooMP-a-I is a snake venom metalloprotease isolated from
Brothrops moojeni, which is able to cleave TNF. Considering these pieces of information,
we aimed to evaluate whether the treatment with BmooMP-a-1 can reduce the deleterious
effect of the 7. gondii-induced ileitis. For this purpose, we induced ileitis in CS7BL/6
mice by oral infection with 50 cysts of 7. gondii. The animals were treated with BmooMP-
a-1 or inoculated with PBS as control and tissue samples were collected on day 7 post-
infection to evaluate the metalloprotease effects on treated animals. Indices of morbidity
and mortality were determined in addition to the cytokine profile production. It was
observed that BmooMP-a-I treatment increased the survival rates of the infected animals,
as well as reduced clinical signs of the survivals, particularly weight loss. Moreover, the
metalloprotease treatment ameliorates the macroscopic and microscopic aspect of
intestine. The treatment also reduced proinflammatory cytokine production and
expression of inflammatory mediators by mesenteric lymph node cells. Additionally,
occurred a reduction of ex vivo response of spleen and mesenteric lymph node cells.
Overall, these findings constitute strong evidence that the BmooMP-a-I treatment is able
to reduce ileal inflammation, making possible to hypothetize that this type of approach
could be also helpful for treating of other inflammatory bowel diseases, such as Crohn’s
disease.

KEYWORDS: BmooMP-a-I, Metalloproteases, SVMPs, lleitis, Toxoplama gondii,
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1. INTRODUCAO
1.1 Doencas inflamatoérias intestinais
1.1.1 Apresentando as doengas inflamatorias intestinais

As doencgas inflamatorias intestinais (DIIs) s@o desordens cronicas imune-
mediadas, que se alternam entre periodos de baixa inflamacdo do tecido intestinal e de
inflamagdo grave com ulceragdes ao longo do trato gastrointestinal (CHU et al., 2016;
ANANTHAKRISHNAN; XAVIER; PODOLSKY, 2017; CHU et al., 2017). A doenca
de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (CU) sdo classificadas como doengas inflamatorias
intestinais (COSNES et al., 2011; ANANTHAKRISHNAN XAVIER; PODOLSKY,
2017). Acredita-se que a ocorréncia das DIIs se deve a uma combinagdo de fatores, como
susceptibilidade genética e fatores ambientais (COSNES et al., 2011; GEREMIA et al.,
2014). Atualmente tem sido relatado um aumento no numero de casos de DIIs,
representando altos custos para o tratamento do individuo afetado e para o sistema de
saude, principalmente por se caracterizar por um inicio relativamente cedo, um curso de
doenga variavel e ainda sem contar com uma cura consistente (COSNES et al., 2011,

GEREMIA et al., 2014).
v Epidemiologia

As DIls possuem alta prevaléncia e incidéncia na América do Norte e Norte da
Europa, atingindo cerca de 1,5 milhdes e 2,2 milhdes de pessoas, consecutivamente
(HOU, EL-SERAG e THIRUMURTHL 2009; COSNES et al, 2011,
ANANTHAKRISHNAN; XAVIER; PODOLSKY, 2017), sendo que existe uma maior
incidéncia de CU e DC, com exce¢do do Canada e algumas regides da Europa. Ocorre
uma distribui¢@o bastante heterogénea, principalmente nos paises de alta prevaléncia. Isso
¢ demonstrado por uma incidéncia bastante variada especialmente na América do Norte
e Europa, onde a incidéncia de CU varia de 0 a 19,2 por 100.000 pessoas (HOU; EL-
SERAG; THIRUMURTHI, 2009; COSNES et al., 2011; ANANTHAKRISHNAN;
XAVIER; PODOLSKY, 2017). Da mesma forma, a DC tem incidéncia semelhante,
variando entre 0,3 e 12,7 por 100.000 pessoas na Europa e entre 0 e 20,2 por 100.000

pessoas na América do Norte. Atualmente tem se notado um crescimento das DIIs
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especialmente na Asia e alguns paises da Africa, onde ndo havia muitos relatos (NG et

al., 2013).

A ocorréncia de DIIs em homens e mulheres ¢ diferente. A CU ¢ relatada mais em
homens, com 60% dos casos. Em contrapartida, na DC cerca de 70-80% de casos sdo
relatados nas mulheres. Entretanto, esta distribui¢do ndo é observada em areas de baixa
incidéncia. Nesses lugares, a incidéncia em homens com DC chega a ser superior do que
em mulheres. A doenca ¢ diagnosticada geralmente em individuos entre 20-30 anos para
DC e entre 30-40 anos para CU, contudo pode ocorrer um pico de ambas doenga entre
60-70 anos (MOLINIE et al., 2004; GEARRY et al., 2006; KELSEN; BALDASSANO,
2008). Em pacientes pediatricos, existe um maior numero de casos de DC entre meninos
e de CU em meninas, sendo que a inversdo ocorre entre 14-17 anos (AUVIN et al., 2005;
COSNES et al., 2011; ANANTHAKRISHNAN; XAVIER; PODOLSKY, 2017). Os
casos pediatricos de CU e DC variam entre 7-20% dos casos totais de DIls, em especial
a DC vem aumentando recentemente, segundo estudos de populagdes realizados em
diferentes paises (AUVIN et al., 2005; KELSEN e BALDASSANO, 2008; ABRAMSON
et al., 2010). No Brasil e América do sul a prevaléncia das DIIs € considerada baixa cerca
de 4/ 100000 (COSNES et al., 2011; ANANTHAKRISHNAN; XAVIER; PODOLSKY,
2017).

A incidéncia das DIIs ¢ também afetada por fatores étnicos. A populagio de judeus
¢ a que possui maior ocorréncia, cerca de 3-8 vezes maior do que o restante populagio
mundial (ZVIDI et al., 2009). Estudos reportam uma maior incidéncia em caucasianos do
que em afro-americanos, entretanto existem relatos de aumento no nimero de casos entre
afro-americanos, o que pode igualar a ocorréncia entre ambas as etnias (HOU; EL-
SERAG; THIRUMURTHI, 2009; ANANTHAKRISHNAN: XAVIER; PODOLSKY,
2017). Além disso, algumas subpopulagdes em areas de alta incidéncia ndo apresentam
casos relatados de DIIs, por exemplo, a populacdo nativa do Canada e a populagio

aborigene na Australia (HOU, EL-SERAG; THIRUMURTHI, 2009; NG et al., 2013).
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v Etiologia

A etiologia das DIIs pode ser multifatorial e geralmente envolve a combinagdo de
fatores genéticos associado com uma resposta imune desregulada (BERNSTEIN,

WAIJDA; BLANCHARD, 2005; WALLACE et al., 2014).

Condigdes hereditarias foram relatadas e atualmente mutagdes em 163 loci
génicos estdo relacionadas com DIIs. Assim, criangas de pais afetados possuem de 2 a 13
vezes mais chances de desenvolver a doenga. Dentre as muta¢des génicas identificadas,
apenas 30 sdo associado a DC, enquanto 23 possuem associacdo somente com CU.
Alguns desses loci génicos estdo associados com doengas como psoriase e doenga celiaca,
o que sugere um compartilhamento consideravel de vias genéticas em doencas

autoimunes ou inflamatérias (ANANTHAKRISHNAN; XAVIER; PODOLSKY, 2017).

Polimorfismos relacionados a proteina com dominio de oligomerizacgdo de ligacdo
a nucleotideos 2 (NOD2) e proteina tirosina fosfatase ndo receptora tipo 22 (PTPN22),
parecem divergir entre DC e CU, sendo que para a primeira doenga estd estritamente
relacionada, enquanto que para a segunda ndo aparenta existir relagdo. Este polimorfismo
¢ importante uma vez que a estimulagdo de NOD2 por muramil dipéptido (MDP) resulta
em ativagdo de uma cascata de sinalizag¢do das vias inflamatorias relacionadas ao fator
nuclear kappa B (NF-kB) e proteino-quinases ativadas por mitogenos (MAP quinases),
levando a produgdo de citocinas inflamatorias, como o fator de necrose tumoral (TNF) e
Interleucina 1B (IL-1B). Outro componente importante associado ao mecanismo descrito
¢ a ATG16L1 (proteina relacionada a autofagia 16-1), responsavel pelo reconhecimento
dos microrganismos da microbiota e ativagdo de resposta imune (OGURA et al., 2001;

RODRIGUEZ-PALACIOS et al., 2017).

A microbiota intestinal é um fator importante relacionado a ocorréncia das DIlIs,
e ¢ composta por cerca de 1013-10'* células bacterianas, as quais estdo divididas em 1000
diferentes espécies. As principais espécies sdo as pertencentes ao filo Bacteroidetes, e
uma menor propor¢do do filo Firmicutes. Além desses grupos, as Proteobactérias,
Actinobactérias, Fusobacteria e Verrucomicrobia sdo igualmente importantes. Em
pacientes com DII, essa diversidade estd comprometida, pois existe um nimero reduzido
de bactérias que conferem protecdo contra inflamagdo intestinal, como a

Faecalibacterium prausnitzii, a qual pertence a familia Clostridiales, € um aumento de
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microrganismos patogénicos como Fscherichia coli enteroaderente, especialmente em
lesdes no ileo de pacientes com DC (SOKOL et al., 2009; SEPEHRI et al., 2011,
MANICHANH et al., 2012, SHEEHAN; SHANAHAN, 2017). Foi demonstrado em
modelo animal que a recolonizagdo intestinal por F. prausnitzii melhora a colite e reduz

o risco de recidivas, especialmente da DC (SOKOL et al., 2008).

Os fatores demonstrados anteriormente sdo importantes para desenvolvimento das
DIIs, contudo, os fatores ambientais sdo de suma importancia para o desencadeamento e
desenvolvimento das DIIs. Por exemplo o hébito de fumar aumenta a persisténcia da CU
em pelo menos 20 anos (BIRRENBACH; BOCKER, 2004). Além disso, a DC se torna
mais agressiva em pacientes fumantes, aumentando a necessidade de imunossupressao,
com uma maior probabilidade de cirurgia e aumento do risco de recorréncia apos
ressec¢do (HIGUCHI et al., 2012). Em adigdo, a dieta alimentar exerce significante
influéncia na patogenia das DIIs. Na DC, por exemplo, a ingestdo de frutas, vegetais e
alimentos ricos em fibras reduz o risco da doenga (JOSTINS et al., 2012). Ademais, uma
dieta hiperlipidica aumenta o risco e gravidade da CU. Em modelo animal, foi demostrado
que uma dieta rica em leite gorduroso resultou no aumento de patobiontes e uma colite
mais grave (KNIGHTS, LASSEN e XAVIER, 2013). Existe ainda outros fatores
correlacionados com o risco de DIIs, como exposi¢do a antibidticos, baixos niveis de
vitamina D, distarbios do sono, estresse e depressdo, atividade fisica, niveis hormonais
aberrantes, uso de antiinflamatorios ndo esteréides (AINEs) e aspirina, falta de
aleitamento materno e contato com animais na infancia (COSNES et al., 2011,

ANANTHAKRISHNAN; XAVIER; PODOLSKY, 2017).

Apesar de se saber que estes fatores apresentam influéncia sobre a patogenia da
doenga, ainda ndo existem estudos contundentes sobre a extensdo dessas influéncias,
exceto pelo fim do héabito de fumar (COSNES et al., 2011; ANANTHAKRISHNAN;
XAVIER;, PODOLSKY, 2017).

v Patogenia

Durante a progressdo da DC, o ileo distal e o colon sdo as partes mais afetadas,
embora o processo inflamatorio possa envolver qualquer parte do trato digestivo. Assim,
a DC pode ser classificada em doencga do ileo, do colon e do ileo e célon. Ja na CU,

somente o reto € o colon sdo afetados com as lesGes, se estendendo de um modo
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retrogrado continuo (MOUM et al., 1999; SILVERBERG et al., 2005). Normalmente, em
ambas as doengas, ocorre uma sequéncia de episodios graves seguidos de remissdo com
lesGes geralmente difusas e superficiais, e apenas em pacientes com manifesta¢des graves
sdo observadas ulceragdes profundas (BYEON et al., 2005; PEYRIN-BIROULET et al.,
2011). No geral, pacientes com UC estdo sujeitos a uma atividade menos continua da
doenga, quando comparados com pacientes que apresentam DC. Ainda, em ambas as
doengas a remissdo geralmente estd associada com cura da mucosa. Entretanto, na DC

nfo ocorre uma remissio espontanea como a que ocorre na CU (GUNTHER et al., 2011).

Durante periodos de gravidade da doenga, cerca de 75% dos pacientes precisam
se submeter a cirurgia na DC. Esse namero decai para 25% quando falamos da CU (HOIE
et al., 2007, PEYRIN-BIROULET et al., 2011). Ainda, ¢ mais dificil determinar o
prognostico dos pacientes que possuem CU do que os apresentam com DC, devido a

grande variabilidade da CU (COSNES et al., 2011).
1.1.2 Resposta imune nas DIls

As interagdes do tecido linfoide com microrganismos sdo muito importantes para
a modulacdo da resposta imune, sendo que essa modulagdo encontra-se desbalanceada
durante a DI (WALLACE et al., 2014; YADAYV et al., 2016). Um dos motivos que gera
esse desbalango € a ocorréncia de defeitos na barreira da mucosa intestinal (OKAMURA
et al., 2014; YADAY et al., 2016). Na CU, observa-se uma camada de muco menos
espessa e continua, em parte pela baixa de Mucina 2 (MUC2), com sulfata¢do reduzida,
bem como uma baixa produgdo de fosfatidilcolina (ROEDIGER; NANCE, 1986), o que
facilita a permeacdo bacteriana na mucosa interna, favorecendo um contato direto com as
células epiteliais mais profundas das criptas (JOHANSSON et al., 2013). Jana DC, existe
uma baixa producdo de a-defensina e peptideos antimicrobiais (AMPs) bem como um
sistema de autofagia reduzido (WEHKAMP et al., 2005). Essas mudangas acarretam
numa baixa protec¢do do epitélio intestinal, levando a um aumento tanto de adesdo quanto

de invasdo bacteriana, sendo crucial para indu¢do da inflamagao.

Nas DIIs, a resposta inata funciona como um desencadeador da resposta imune,
principalmente pela secre¢do de citocinas, quimiocinas e agentes antimicrobianos. A

resposta imune adaptativa € a principal contribuinte para a patogénese da doenca, seja
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pelo aumento de citocinas inflamatérias e células T-auxiliares (Th) ou por células T

reguladoras anti-inflamatorias ineficazes (Tregs) (WALLACE et al., 2014).

As DIIs possuem respostas imunes adaptativas divergentes entre si, enquanto DC
apresenta um padrao de resposta Thl com producgdo elevada de IFN-y e IL-2, a CU ¢
determinada por um padrdo Th2, com altos niveis de IL-5 e presenca de células T natural
killer (NKT) atipicas, as quais secretam maiores quantidades de IL-13 (BREESE et al.,
1993; NEURATH, 2014). Recentemente foi descrito a importancia das células Th17 na
manuntengdo da DIIs, estas células sdo produtoras de IL-17, IL-21 e IL-22, o que resulta
em um aumento de TNF, IL-1p, IL-6 e IL-8, principalmente pela via de ativagdo do NF-
kB e MAPK, culminando no recrutamento de neutrofilos e secrecdo de metaloproteases
por fibroblastos intestinais e, consequentemente, induzindo a inflamagdo intestinal

(DONG, 2008; SAKURABA et al., 2009).

Por outro lado, as células do sistema imune inato também desempenham papel
importante na patogenia destas doengas e recentemente vem se destacando um
subconjunto de células NK, denominadas células linféides inatas, que s@o classificadas
em trés grupos. O primeiro grupo € composto por células ILC1 e NK, as quais expressam
T-box nas células Tbet positivas e produzem citocinas relacionadas ao perfil Thl,
especialmente IFN-y (HURST et al., 2002). O segundo grupo ¢ formado pelas ILC2, as
quais apresentam dependéncia de expressdo da proteina 3 de ligagdo ao fator GATA e do
receptor de acido retinoico relacionado ao receptor orfao (ROR) (NEILL et al., 2010) e
secretam principalmente IL-5 e a IL-13, sendo entdo relacionadas a um perfil Th2 e
apresentando um papel importante na defesa contra parasitas em reagdes alérgicas e asma
(CHANG et al., 2011; MONTICELLI et al., 2011). Por fim, o grupo 3 é formado pelas
ILC3 e células indutoras do tecido linfoide (LTi) e sio RORt dependentes. As ILCs do
grupo 3 possuem relacdo com um perfil Th17, secretando IL-17 e IL-22, estdo
particulamente relacionadas com doengas auto-imunes e tem sido relacionado como
mediador de colite em um modelo murino de DII (TAKATORI et al., 2009). Como
primeira evidéncia, células LTi foram consideradas colitogénicas e requeridas no centro
da inflamag@o, sugerindo um papel importante na patogenia das DIIs (EBERL et al.,
2004). Corroborando com essa evidéncia animais RORt” ndo desenvolveram colite

mediada por DC40L (BUONOCORE et al., 2010).
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Hé uma série de eventos no sistema imunologico que levam ao desencadeamento
das DIIs e avangos recentes tem esclarecido a importancia das vias relacionadas tanto ao
sistema imune inato quanto ao adaptativo. Embora essas vias se apresentem de maneiras

diferentes, o TNF aparece com fator central em todas.
1.1.3 TNF e seu papel central nas DIIs
v" Um pouco sobre TNF

O TNF € uma citocina de 26 kDa, expressa na forma transmembrana denominada
proTNF. Essa forma transmembrana € clivada pela TACE (enzima conversora do TNF),
liberando assim um trimero soluvel do TNF de 17KDa. Essa forma soluvel do TNF
atingira a circulagdo sanguinea, o que lhe confere uma habilidade para agir em sitios
distantes de sua producdo e, por consequéncia, uma potente fun¢do endocrina. O TNF
sera ativado pela ligacdo do fator de transcri¢do NF- kB, ou do c-Jun, ou do Fator
Ativador de Proteina - 1 (APA-1), ou do Fator Nuclear Associado a Células-T (NFAT) a
regido promotora do gene TNF. A sua expressdo ocorre em macrdfagos ativados, células
NK e linfocitos ativados. No entanto, células ndo imunes como fibroblastos e células

endoteliais podem produzir TNF (SEDGER e MCDERMOTT, 2014).

O TNF interage principalmente com dois recepetores transmembranas
denominados Receptor de TNF tipo 1 (TNFR1) e Receptor de TNF tipo 2 (TNFR2), sendo
que a expressdo de ambos os receptores € regulada por citocinas como inteferon,
explicando assim o sinergismo existente entre TNF e Interferon. Enquanto o TNFR1 ¢
expresso constitutivamente em baixas quantidades na maioria das células, o TNFR2 ¢

expresso em poucas células (SEDGER e MCDERMOTT, 2014).

A interag@o que ocorre entre TNF e TNFRs € complexa e se traduz em diversas
cascatas de sinalizagdo, culminando em coestimulag@o ou ativagdo celular, apoptose ou
processos inflamatorios. Por essa variedade de sinalizagdo, o TNF se relaciona com
diversos processos fisiologicos como o desenvolvimento, organiza¢do e homeostase dos
tecidos linfoides, mamarios, neuronais e ectodermais. O TNF também apresenta um papel
importante em diversas patologias (CROFT; SIEGEL, 2017), como na formacio de
granulomas durante a infeccdo por Listeria sp. e Mycobacterium (PINCH, 2001,

BRADLEY, 2008). Em contrapartida, sua produgdo exacerbada contribui para o
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aparecimento de desordens pro-inflamatérias, por uma intensa inflamac¢do e injuria
tecidual. Esse processo ¢ relatado em inameras doengas, como a artrite reumatoide (AR),

DIIs e asma (BRADLEY, 2008).
v" Como é a atuacio do TNF nas DIIs?

Nas DIIs a produgdo de TNF esta elevada, o que resulta no aumento do
recrutamento de células mononucleares do sistema imune, como macréfagos, células
dendriticas (DC), células T efetoras e ainda adipocitos e fibroblastos. O aumento de TNF
¢ responsavel por exercer inumeras atividades pro-inflamatérias na mucosa através da
ligacdo com seus receptores TNFR1 e TNFR2 (NEURATH, 2014, CROFT, SIEGEL,
2017; KIM e CHEON, 2017). Esta citocina atua induzindo a hipervascularizag@o,
alterando as barreiras epiteliais, promovendo a morte de células do epitélio intestinal
(IECs) e células de Paneth e também induzindo a produgéo de citocinas pro-inflamatorias
(STROBER; FUSS; BLUMBERG, 2002; CROFT; SIEGEL, 2017). A morte celular
ocorre através da sinaliza¢do mediada por TNFR1, que ativa a via do receptor de interagio
a proteina quinase 1 (RIPK1) e caspase 3, bem como a produgdo de metaloproteases de
matriz (MMPs) por miofibroblastos e células T, propiciando uma destruicdo exacerbada

do epitélio intestinal (MEIJER et al., 2007; GUNTHER et al., 2011).

Estudos recentes demonstraram que a ativagdo do TNFR2 promove a piora da
colite (HOLTMANN et al., 2002; KIM; CHEON, 2017) e que a neutralizacdo do TNF
reduz a ativacdo de células T, levando a uma diminui¢ao dos efeitos deletérios em modelo
murino de colite (PERRIER et al., 2012). Ademais, o tratamento de DII com anticorpos
que neutralizam o TNF apresenta eficacia significativa, principalmente na indugdo de
apoptose de células T (DANESE; FIOCCHI 2011; BAUMGART;, SANDBORN, 2012).
Esses estudos evidenciam o importante papel do TNF na patogenia das DIIs e a redugdo

da interagdo de TNF-TNFR tem se demonstrado eficiente para o tratamento das DIIs.
1.1.4 Tratamento das DIls, como é feito e o que esperar?

O tratamento das DIIs ainda € uma questdo problemdtica e requer aten¢do
especial, uma vez que nenhuma terapia € totalmente eficaz e muitos pacientes nio
respondem ao tratamento (YADAYV et al., 2016; HANAUER, 2017). Nestes casos, 0 que

se tem preconizado € a prescricdo de analgésicos e anti-inflamatorios esteroides.
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Entretanto, quando a medicagdo n3o tem o efeito desejado, inicia-se uma terapia
imunossupressora alternativa utilizando tiopurina, inibidores da calcineurina ou
metotrexato (MTX) e seus analogos. Os analogos de tiopurina consistem em 6-
mercaptopurina (6-MP) ou pro-droga azatioprina (AZA) que exercem efeito por atuar em
metabolitos ativos de nucleotideos de 6-tioguanina e assim inibir a proliferagdo de
linfécitos (SAHASRANAMAN; HOWARD; ROY, 2008). O MTX possui um espectro
maior de acdo, tornando-o eficaz em condi¢gdes como a artrite reumatoide, especialmente
por sua capacidade de aumentar o acimulo de adenosina, a qual é um poderoso agente
anti-inflamatorio (CHAN; CRONSTEIN, 2002). J4 os inibidores da calcineurina sdo a
ciclosporina e tacrolimus, cujo mecanismo de agdo ¢ a inibi¢do da secreg@o de citocinas,
através da ligagdio com a proteina fosfatase calcineurina dependente de Ca?" (BENTIN,
1995). Apesar de serem amplamente utilizados, estes imussopressores ndo sdo eficientes
em induzir a remissdo das DIIs e requerem monitoramento cuidadoso dos possiveis
efeitos adversos, como a anemia, neutropenia, toxicidade hepatica e pancreatite (KATZ,

2004; HINDRYCKX et al., 2017).

Novos agentes terapéuticos tem sido utilizados, entre eles estdo os anticorpos
monoclonais que atuam inbindo a agdo do TNF e seus receptores, como o infliximab
(Remicade, Janssen), o adalimumab (Humira,AbbVie), o certolizumab pegol (Cimzia,
UCB), o golimumab (Simponi, Janssen), o natalizumab (Tysabri, Biogen), o vedolizumab
(Entyvio, Takeda) e, mais recentemente, o ustekinumab (UDALOVA et al., 2016;
HANAUER, 2017). Embora o tratamento com estes agentes seja eficiente, especialmente
em conter recidivas da doenga, alguns efeitos adversos foram observados, como um risco
maior de desenvolvimento de linfoma ndo-Hodgkin, cancer de pele e de doengas auto-
imunes (KALTSONOUDIS et al., 2014; UDALOVA et al., 2016; YADAYV et al., 2016).
Além disso, 50% dos pacientes deixam de responder ao longo do tratamento (KLOTZ;

TEML, SCHWAB, 2007; YADAV et al., 2016; HANAUER, 2017).

Buscando minimizar os efeitos adversos existentes, tem se utilizado a combinagao
dos monoclonais e imunossupressores e, com isso, tem-se obtido bons resultados, como
demonstrado no tratamento de pacientes que receberam terapia combinada, quando
comparados com pacientes que receberam infliximab em monoterapia (JONES et al.,
2015; TORRES et al., 2015). Também foi relatada uma menor quantidade de anticorpos

contra a droga (anti-infliximab), resultando no aumento dos niveis do infliximab em
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pacientes que receberam terapia combinada. Com os achados destes estudos, grande parte
dos gastroenterologistas tem adotado a combinagdo de um monoclonal e um agente
imunossupressor, principalmente tiopurina, buscando uma melhora no quadro clinico

(JONES et al., 2015; TORRES et al., 2015).

Como perspectiva futura para o tratamento das DIIs, existem inimeros estudos
com o enfoque em descobrir novos farmacos. Entre eles, a terapia com siRNA (pequeno
RNA de interferéncia) para silenciamento de genes vem recebendo bastante atengdo
devido a possibilidade de atuagdo especifica e utilizagdo de varios sistemas de entrega
oral, tais como nanoparticulas em microesferas de sistema oral (NiMOS), thoketal-
nanoparticulas, ciclodextrina catidnica e polietilenoimina (PEI) vetores. Estes estudos
mostraram que o siRNA encapsulado, quando usado para o bloqueio de TNF na colite

murina, reduziu os niveis de RNA mensageiro (mMRNA) dessa citocina, bem como outros

mediadores pro-inflamatérios (IL-6, IL-1B, 1L-5 e IFN-y) (WILSON et al., 2010;

KRIEGEL e AMIJL, 2011; MCCARTHY et al., 2013). Ainda, estratégias buscando a
inibi¢do de IL-18 vem sendo utilizadas e j& foi demonstrado que essa intervengdo possui
potencial efeito anti-inflamatorio pela redugdo do TNF (SIEGMUND et al., 2001). Por
fim, estudos buscando explorar o papel protetor da microbiota intestinal vem sendo
realizados. Yan e colaboradores (2007) mostraram que proteinas purificadas da bactéria
probiotica Lactobacillus rhamnosus GG foram capaz de induzir o crescimento celular e
inibir apoptose das células epiteliais induzidas por TNF in vivo. Considerando os estudos
analisados, podemos concluir que o tratamento e manejo das DIIs ¢ complexo e que,
apesar das varias estratégias que podem ser adotadas, ainda € necessario desenvolver

tratamentos mais eficazes.
1.2 Toxoplasma gondii como desencadeador de DIIs.
1.2.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii ¢ um parasita intracelular obrigatorio, amplamente
distribuido na natureza e pertencente ao filo Apicomplexa. Este protozoario € o agente
causador da toxoplasmose e pode infectar inimeros hospedeiros, sendo incluidos todos
os animais de sangue quente (DEBIERRE-GROCKIEGO, 2010; ROBERT-

GANGNEUX et al., 2015). A infec¢do em individuos imunocompetentes € normalmente
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assintomatica ou se apresenta com sintomas inespecificos. No entanto, para individuos
imunossuprimidos, como aqueles com cancer ou com a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), a toxoplasmose pode ser extremamente deletéria, podendo levar a
cegueira ou encefalite. Ainda, caso a infec¢do primaria ocorra durante a gravidez, existe
um risco maior de que ocorra aborto ou ma formagao fetal e danos neuroldgicos (JONES,

PARISE e FIORE, 2014).

1.2.2 Ciclo de vida do parasito

O parasita 7. gondii apresenta um ciclo heteroxeno, com um ciclo sexuado
ocorrendo intestino de seu hospedeiro definitivo, que é composto pelos membros da
familia Felidae, como os gatos domésticos. Ja o ciclo assexuado pode ocorrer em diversos
animais devido a capacidade do parasita infectar diferentes espécies (GAZZINELLI et
al., 2014).

A infec¢do dos hospedeiros intermediarios ocorre quando hd o consumo de
alimentos ou agua contaminados com oocisto esporulado ou de carne malcozida que
contenha cistos. Ao entrar em contato com o conteido estomacal, os esporozoitos
(oocistos) ou bradizoitas (cistos) sdo liberados e penetram nas células intestinais dos
hospedeiros, levando a sua diferenciagdo em taquizoitos, iniciando uma replicagdo
assexuada por endodiogenia, com consequente aumento da carga parasitaria. Finalizado
esse ciclo de replicagdo inicial, as células hospedeiras irdo se romper liberando parasitas
que infectam outras células. Uma vez que a fase aguda seja controlada, taquizoitas
sobreviventes se diferenciam em bradizoitas, formando cistos intracelulares,
preferencialmente nos tecido muscular e nervoso. Uma vez que os cistos tenham sido
formados, o hospedeiro estara na fase crénica da toxoplasmose, que perdura até o fim da
vida. Essa fase serd de suma importancia para a continuidade do ciclo, visto que os
tfelideos podem predar os animais que contenham esses cistos. Com o contato dos cistos
com o conteudo estomacal dos felinos, ocorre a liberagdo dos bradizoitos, que irdo invadir
as células epitelias do intestino e se replicar de forma assexuada. Posteriormente, os
bradizoitos se transformam em merozoitos por esquizogonia e, ao romper as células
hospedeiras, os merozoitos se transformam em gametas masculinos e femininos por
gamogonia. Os gametas se fundem, formando os oocistos ndo esporulados que serdo

expelidos com as fezes dos felideos. Uma vez em contato com o ambiente externo, os
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oocistos tornam-se esporulados, podendo reiniciar o ciclo (DUBEY, 1998; GAZZINELLI
et al., 2014; ROUGIER; MONTOYA; PEYRON, 2016).

1.2.3 Como a infecgdo por Toxoplasma gondii_pode mimetizar uma doenca

intestinal inflamatoria?

A infecgdo por 7. gondii ocorre pela ingestdo oral de cistos teciduais contendo
bradizoitas ou pela ingestdo de oocistos contendo esporozoitos. Quando se encontram no
intestino, os bradizoitas se converterdo em taquizoitas, os quais invadem células
nucleadas por penetragdo ativa estabelecendo um vactiolo aonde eles se multiplicam
rapidamente por replicagdo. Como consequéncia dessa infec¢do, um forte processo
inflamatorio serd estabelecido, reduzindo a carga parasitairia (HARKER; UENO;,
LODOEN, 2015). A resposta Th1 desencadeada € responsavel pelo controle da infec¢do.
Entretanto, a ativacdo exacerbada da resposta Th1 na infec¢do pode ser um dos fatores

predominantes na patogenia da toxoplasmose.

Estudos utilizando camundongos C57BL/6 demonstraram que estes possuem
uma alta susceptibilidade frente a infeccdo oral por cepa do tipo Il de 7. gondii,
principalmente devido ao desenvolvimento de necrose intestinal (HARKER; UENO;
LODOEN, 2015). A resposta imune estabelecida durante a infecg¢@o por este parasita €
principalmente do tipo Thl, com a producdo intensa de IL-12 e IFN-y pelas células
dendriticas e células T, em resposta ao estimulo fornecido por moléculas secretadas pelo
protozodario. Devido a producdo de IFN-y, macrofagos e outras células do sistema imune
sdo recrutados e ocorre ainda a produgdo de outras citocinas como TNF, proteina
quimiotatica de monocitos tipo 1 (MCP-1), 6xido nitrico (NO) e IL-6 (HEIMESAAT, M.
M. et al., 2015; OLGUIN et al., 2015). Este modelo de infecgdo retrata fidedignamente a
morfopatologia de episddios agudo de DIIs em humanos (LIDAR et al., 2009; DIAS et
al., 2014). Deste modo, sugere-se que 7. gondii possui envolvimento na etiopatogenia
dessas doengas, especialmente na doenga de Crohn humana (LIDAR et al., 2009). Neste
contexto, trabalhos estdo sendo desenvolvidos para avaliar substdncias que modulem a
inflamacdo desencadeada por este parasita. Heimesaat e colaboradores (2015)
determinaram que NAP, um peptideo ativo derivado da proteina ADNP (proteina de

atividade neuroprotetora), reduz os efeitos deletérios da ileite desencadeada por 7. gondii.
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1.3 Metaloproteases

1.3.1 Um pouco sobre metaloproteases

Metaloproteases sdo proteinas pertencentes a superfamilia Metzincin, a qual é
caracterizada por ter um dominio de ligagdo ao zinco e ser dependente de intera¢des com este
ion. Além disso, contém um motif bem conservado, com trés residuos de histidina. Dentro
desta superfamilia, encontra-se a familia de aldamalisinas (ADAMs), ADAM-TSs (ADAM
com dominio semelhante a trombospondina), astacinas e serralicinas. As metaloproteases
podem ser soliveis ou ancoradas as membranas e atuam sobre substratos especificos, dentre
eles estdo os componentes da matriz celular extracelular (ECM - extracellular matrix),
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, receptores de fatores de crescimento e
receptores de adesdo da superficie celular (de PAULA et al, 2014; FOX; SERRANO, 2008;
MARKLAND; SWENSON, 2013).

Metaloproteases de peconha de serpente (SVMPs) tem sido relacionadas com as
metaloproteases de matriz ja citadas, apresentando um dominio de liga¢do conservado com
todas as ADAMs, indicando uma evolugdo em comum (PORTES-JUNIOR et al., 2014).
Considerando essas caracteristicas, as SVMPs vem sendo estudadas como possiveis agentes
terapéuticos (CASEWELL et al., 2015), com potencial atividade antimicrobiana, cicatrizante,
antitumoral ou analgésica (CALDERON et al., 2014; CARLSON; ROURK,; DESALI, 2014;
CHELLAPANDI, 2014).

1.3.2 Metaloproteases e seu papel na inflamagdo

Metaloproteases possuem um papel modulador nos varios aspectos da inflamagéo,
devido a capacidade que possuem de regular a transmigragao dos leucocitos a partir de tecido
vascular para os tecidos e modular a atividade e a disponibilidade dos mediadores
inflamatorios, como citocinas e quimiocinas. Para exemplificar, metaloproteases de matriz
de mamiferos MMP-1, MMP-2, MMP-13 e MMP-14 sio capazes de degradar a MCP-3, que
¢ primordial no recrutamento de leucécitos. Ainda, MMP-1 e MMP-3 séo capazes de inativar
as proteinas quimiotaticas de monoécitos-1,2 e 4 (MCP-1, MCP-2, e MCP-4). Por fim, pode
ocorrer a degradagdo do fator derivado de células do estroma (SDF-1 alfa) por MMP-1,
MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13, e MMP-14. (MENDES et al., 2013).
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As SVMPs também apresentam uma capacidade de modular a inflamagdo (FOX;
SERRANO, 2008). Estudos demonstraram que a Jararagina, uma metaloprotease isolada de
Bothrops jararaca, é capaz de exercer atividade pré-inflamatoria e pro-apoptotica em células
de melanoma humano, induzindo ainda mudangas morfologicas e na sua viabilidade
(GALLAGHER et al., 2005). Outro exemplo ¢ a neuwiedase, uma SVMP de classe P-I
isolada da pegonha de Bothrops neuwiedi, a qual é capaz de exercer uma forte atividade pro-
inflamatoria quando inoculada no musculo gastrocnémio de camundongo, resultando na
formagdo de um infiltrado inflamatorio e aumento de MMP-9 e das citocinas IL-1p e IL-6
(AKAO et al., 2009). Por fim, a rF II, uma fibrinogenase recombinante produzida a partir do
prototipo da FII, uma metaloprotease com agdo fibrinolitica sobre a cadeia 3 da fibrina isolada
da pegonha da serpente Agkistrodon acutus, foi capaz de diminuir os niveis de TNF no plasma
sanguineo de coelhos estimulados previamente com LPS, sendo que esta protedlise do TNF
¢ sugerida como um possivel mecanismo de protegdo a coagulagdo intravascular disseminada
(DIC) induzida por LPS (KIM et al., 2017). Ademais, esta metaloprotease recombinante FII
exerceu proteg¢do na pancreatite aguda severa (SAP) induzida por taurocolato de sodio 5%, a
qual é dependente da degradagdo de TNF (COOPER et al., 2011). Com tudo isso, o estudo

do papel das metaloproteases na inflamag¢do vem se tornando cada vez mais importante.

1.3.3 BmooMP-a-1: uma recente metaloprotease capaz de regular inflamagdo

BmooMP-a-I é uma metaloprotease da pe¢onha de Bothrops moojeni, que apresenta
peso molecular de 24.5 kDa e possui atividade fibrin(ogen)litica, anticoagulante, porém néo
exerce agdo hemorragica ou fosfolipasica (AKAO et al., 2010). A BmooMP-a-I possui 200
residuos de aminoacidos, 151 moléculas de H-O e um ion de zinco e um de calcio, e apresenta
coordenagdo octaédrica do sitio de ligagdo ao zinco, contrariamente as outras
metaloproteases, que apresentam coordenacdo tetraédrica (AKAO et al., 2010). Acredita-se
que esta metaloprotease possui uma atividade anti-inflamatéria, uma vez que é capaz de
degradar TNF (SILVA et al., 2016). Além disso, apresenta alta afinidade por ligagdes prolina-
prolina, o que lhe confere alta especificidade (OKAMOTO et al., 2014).

Considerando o atual conhecimento disponivel na literatura cientifica, neste projeto
conjecturamos que os efeitos deletérios da ileite induzida pela infecg¢do oral de 7' gondii
seriam amenizados pelo tratamento com a BmooMP-a-1, devido a sua capacidade de inibir a

atividade do TNF.
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2. JUSTIFICATIVA

As DIIs sdo doengas relativamente frequentes na populagdo e ndo apresentam
tratamentos totalmente eficazes. Essas doengas possuem uma alternancia entre periodos
de melhoras e recidivas promovendo efeitos deletérios nos pacientes. Assim, € necessario
o desenvolvimento de tratamentos mais eficientes. Neste contexto, a utiliza¢do de
metaloproteases poderia ser uma alternativa valida, uma vez que regulam os processos
inflamatorios atuando como mediadores pro-inflamatérios, ou anti-inflamatérios,
dependendo do contexto por meio de sua atividade proteolitica. Dentre as
metaloproteases, encontra-se a BmooMP-a-1, a qual foi isolada recentemente e muitas de
suas propriedades biologicas ainda necessitam ser elucidadas. Recentemente, foi
demonstrada que esta metaloprotease desenvolve uma possivel atividade anti-
inflamatoria através da degradagdo do TNF. Assim acredita-se que a BmooMP-a-I possa
atuar no controle das manifestagdes inflamatorias no intestino que ocorrem de forma
exarcebada durante a infecg@o por 7. gondii, e em outras desordens inflamatdrias, como
na toxoplasmose que embora seja assintomatica e sem maiores complica¢des pode ser

extremamente deletéria para individuos com déficits de resposta imune.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar se a metaloprotease BmooMP-ao-1 € capaz de amenizar os efeitos da ileite em

modelo murino induzido pela infecgdo pelo Toxoplasma gondii .

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar oindice de sobrevida de camundongos C57BL/6 infectados e tratados
com BmooMP-a-I em comparagdo com animais ndo tratados;

b) Avaliar a capacidade da BmooMP-o-I de reduzir os efeitos deletérios
causados pelo processo inflamatorio induzido por esta infec¢do experimental;

c) Caracterizar a resposta imune de camundongos C57BL/6 tratados com
BmooMP-alfa-1, avaliando a capacidade da BmooMP-a-I de interferir na
producdo das diferentes citocinas secretadas;

d) Avaliar se a BmooMP-a-I € capaz de interferir tanto na resposta imune inata
como na adaptiva, através da atividade ex vivo de células do bago e do

linfonodo mesentérico.
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4. Metodologia

4.1 Metaloprotease

4.1.1 Obtengdo da pegonha

A peconha da serpente Bothrops moojeni foi obtida do Serpentario Bioagents,

em Batatais-SP, sob responsabilidade da bidloga Alexandra Jardim Sandrin.

4.1.2 Purificagdo da enzima BmooMP-a-1

A enzima BmooMP-a-1I foi purificada de acordo com a metodologia estabelecida
por Silva e colaboradores (2016), com modificagdes. Cerca de 400 mg de pegonha bruta
de B. moojeni foi dissolvida em 4 mL de tampdo bicarbonato de amédnio (Sigma Chem.
Co) a 50 mM (pH 7,8) e centrifugado a 10,000 x g por 10 min. O sobrenadante foi entdo
passado em coluna DEAE — Sephacel (Sigma Chem. Co) (1,7 x 15 c¢m), previamente
equilibrada com tampao bicarbonato de amoénio a S0 mM (pH 7,8) e eluida com um
gradiente convexo/crescente de concentracdo (0,05-0,3 M) do mesmo tampdo. A fragdo
resultante da cromatografia anterior, denominada E2, foi ressuspendida em tampao
bicarbonato de amdnio a 50 mM, pH 7,8 e aplicada em uma coluna Sephadex — G75
(Amersham Pharmacia Ltda) (1 x 100cm) previamente equilibrada com o mesmo tampao.
A segunda fragdo obtida da cromatografia por exclusdo molecular (Sephadex G-75),
denominada E2G2, também foi ressuspendida em 5,0 mL de tampdo Tris-HCI 20 mM,
pH 7.0 e passada na resina de Benzamidina Sepharose (Amersham Pharmacia Ltda) (20
X 15 cm). As amostras foram eluidas com tampao glicina 50 mM pH=3,0. Em todas as
cromatografias foram feitas coletas de 3,0 mL de cada coluna, com um fluxo de 20
mL/hora. A absorbancia de cada fracdo foi medida em 280 nm no espectrofotometro
(Eppendorf Biophotometer plus). As amostras selecionadas foram reunidas em “pools”,

dosadas, liofilizadas e armazenadas a - 20°C até o momento de uso.

4.1.3 Dosagem de proteinas

A concentragdo de proteinas da peconha bruta e das fragdes isoladas foi
determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), sendo que a soroalbumina

bovina (Sigma Chem. Co) foi utilizada como padrao.
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4.1.4  Eletroforese unidimensional (1D. SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada para delimitar e avaliar o grau de pureza das fra¢des
resultantes. A eletroforese em gel de poliacrilamida a 12 ou 18% foi feita conforme
descrito por Laemmli (1970). Para isso, gel de empilhamento a 5% em pH 6,8 contendo
0,125M de Tris-HCl e 0,1% de SDS e um gel de separacdo a 14% em pH 8,8 ¢ 0,1% de
SDS, mantendo a relagdo acrilamida:bis-acrilamida de 30:0,8 (m/m) foi utilizado. De 5 a
50 pg de proteinas foram dissolvidas em tampao de amostra (Tris-HCI 0,1 M pH 6,8;
glicerol 20%; SDS 4% e azul de bromofenol 0,2% como corante, na auséncia de agente
redutor). Feito isso, as amostras com proteinas foram colocadas em agua fervente durante
3 a 5 minutos e completamente dissociadas por imersdo. Posteriormente, essas amostras
proteicas foram aplicadas no gel com um volume de 5 a 30 pL dissolvidas no mesmo
tampdo. As amostras foram entdo separadas pela utilizagdo de um sistema de eletroforese
vertical em mini-gel (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, EUA). Por fim, o
gel foi corado por 15 minutos numa solug@o de Coomassie Blue e descorado em solugéo
de agua: etanol: acido acético (6:3:1 v/v). O padrao de massa molecular do kit da

“BenchMarckTM Protein Ladder” foi utilizado.
4.2 Animais

Camundongos CS57BL/6, de seis a dez semanas de idade, foram obtidos e
mantidos no Centro de Bioterismo e Experimenta¢do Animal (CBEA), da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU) em condi¢des padronizadas de criagdo. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com as normas recomendadas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA, 1991), que foram aprovados pelo Comité
de Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia sob Protocolo

CEUA-UFU No. 109/16.
4.3 Obtencio da cepa Pru-GFP de Toxoplasma gondii

O parasita Toxoplasma gondii da cepa Pru-GFP foi mantida como descrito
anteriormente (TENORIO et al, 2010). Camundongos foram inoculados com 10*
taquizoitas de Toxoplasma gondii da cepa Pru-GFP por via intraperitoneal. No estagio

cronico da infecgdo os camundongos foram eutanasiados e os cérebros recolhidos e
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homogeneizados em 1ml de PBS para obteng@o dos cistos. Os cistos foram identificados

e quantificados em microscépio de luz.

4.4 Infec¢do e tratamento dos camundongos

Camundongos C57BL/6, de 6 a 8 semanas de idade, foram utilizados para
infecgdo e posterior tratamento. Foram formados 3 grupos com 5 animais cada. O grupo
I, denominado BmooMP-a-1, foi composto por camundongos infectados com 50 cistos
de 7. gondii por via oral e tratados com BmooMP-a-I (2ug/g de peso corporal). No
segundo grupo, o qual foi nomeado de PBS, os camundongos foram inoculados com 50
cistos por via oral e tratados com placebo (0,3 ml de tampao salino fosfato (PBS)). O
terceiro grupo, foi composto por animais ndo infectados e ndo tratados e denominado de
NINT. Os 3 grupos foram avaliados durante o processo agudo de ileite e foram
eutanasiados no sétimo dia. No terceiro dia pos—infec¢do, os animais tiveram seu
tratamento iniciado e mantido por 3 dias consecutivos com a BmooMP-a-I ou placebo

(somente PBS) por via intraperitoneal com volume total de 0,1 — 0,2 mL.

4.5 Obtencao das amostras para analise

A obteng@o das amostras foi realizada no sétimo dia pds-infecgdo. Os animais
sofreram sangria total para obtengdo do soro. Posteriormente, baco, linfonodos
mesentéricos e ileo de cada animal foram removidos em condi¢des estéreis. Os bagos e
linfonodos mesentéricos foram colocados em meio de cultura para analise ex vivo. Para
analise da expressdo génica, os linfonodos mesentéricos foram armazenados em Trizol e
submetidos a um congelamento rdpido em nitrogénio liquido. Ainda, para analise
histologica, uma porg¢éo do ileo foi armazenado em formalina ou em meio de inclusdo
para congelamento e a outra submetida a um congelamento rapido em nitrogénio liquido

para posterior andlise de citocinas.

4.6 Analise de sobrevida e morbidade

Para anélise de sobrevida e morbidade grupos como descrito no item 4.4 foram
montados. Os animais ent3o foram acompanhados e pesados para analise do score de
morbidade como previamente descrito (BARTLEY ef al., 2006) e demonstrado na
tabela 1.
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Tabela 1: Critérios do score de morbidade. A tabela demonstra como foi feita a pontuagéio dos itens analisados para
a elaboragfio do score de morbidade de acordo com as diretrizes do Ministério do Interior do Reino Unido. O valor do
score de cada categoria foi somado para a composigéio do score final

Categoria Descri¢do Score
Normal
A Resposta febril Pelo arrepiado 1
Rigido

Manunten¢do/ ganho de peso
B Desidratagao 10% de perda de peso
20% de perda de peso

N P, O

Ativo

C Comportamento Arqueado
Arqueado + Mover com toque
Argueado + Relutante em mover

w N P O

4.7 Analise macroscopica do intestino delgado

A anélise macroscopica do intestino delgado foi realizada durante a coleta dos
orgaos, e avaliada segundo os parametros demonstrados da tabela 2, os quais haviam sido
descritos anteriormente por O’Hara e colaboradores (2007). Além disso, o intestino
delgado foi medido para verificagdo do possivel encurtamento do intestino.

Tabela 2: Critérios do score para avaliacio macroscopica do intestino delgado. A tabela indica como foi composta

a pontuacdo dos itens avaliados para estabelecimento do score macroscopico. A pontuacdo de cada item analisado foi
somada para a composi¢dio do score final.

Preseca e gravidade de aderéncias 0-1
Espessura do intestino (mm) 0-1
Presencade diarreia 0-1
Extencdo de llceras e hiperemias 0-10

4.8 Analise histopatologica

A anélise histologica foi realizada conforme descrito anteriormente (SILVA et
al., 2009). Amostras do ileo foram fixadas em 10% de formalina, posteriormente foram

embebidos em parafina e cortadas em secgdes de Sum. Os cortes foram corados com
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hematoxilina e eosina (H&E) e examinados por microscopia de luz. Scores inflamatérios
foram representados como unidades arbitrarias: 0-2: leve; 2-4: moderada; 4-6 grave e >6:
muito grave. Para a indicagdo desses scores, foi analisada a presenga e extensdo de
infiltrados inflamatorios na lamina prépria e submucosa, redugdo das vilosidades e
presenca de necrose. Foram realizadas analises duplo-cegas por dois pesquisadores

utilizando o microscopio Olympus FSX100 com objetiva de 40 x.

4.9 Quantificacao das células caliciformes

Para a quantificacdo das células caliciformes, os cortes histologicos em parafina
foram corados utilizando a coloragdo de Alcian Blue. Posteriormente, os cortes do ileo
foram divididos em quatro quadrantes e duas imagens em objetiva 10x forma adquiridas
de cada quadrante usando o microscopio Olympus FSX100 foram adquiridas e utilizadas

para uma contagem automatica utilizando o programa /mage J.

4.10 Quantifica¢do do infiltrado de macréfagos no ileo

Para quantificacdo do infiltrado de macrofagos no ileo foram utilizados cortes
obtidos no Criostato de tecido congelados previamente. Em seguida foi realizado
imunofluorescéncia dos cortes. Primeiro, os cortes foram lavados com PBS 1X durante 5
min por 3 vezes e incubadas com anticorpo anti-CD11b PE (BD Pharmigen ™; nimero
de catalogo: 561689) na concentracdo 1:200 durante 30 min. Posteriormente, as 1aminas
foram lavadas e entdo montadas com prolonged gold antifade with DAPI (Invitrogen™;

numero do catalogo: P36931).

4.11 Avaliacio da producio de citocinas ex vivo por células do bag¢o e linfonodo
mesentérico

Para avaliagdo da atividade ex vivo do bago e linfonodo mesentérico, os mesmos
foram coletados e suas células isoladas e quantificadas. Em seguida, 1 x 10° células/pogo
em 100 pl de meio RPMI-1640 com 10% de soro fetal bovino (FBS, Sigma) foram
plaqueadas em placas de 96 pogos e incubadas durante 12 h, em estufa de CO2a 37° C.
Posteriormente, as células plaqueadas foram submetidas ao estimulo antigénico pela
adicdo de STAg (50 nug/ml), antigeno soluvel de Toxoplasma gondii durante 48 horas de
incubacdo. Finalmente, os sobrenadantes da cultura celular foram coletados e

armazenados em freezer -70°C para mensurar citocinas.
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4. 12 Dosagem de citocinas

Para a dosagem de citocinas os métodos de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) e CBA (cytometric beads array) foram empregados. A dosagem
de TNF no sobrenadante das células dos linfonodos mesentéricos cultivadas ex vivo e
IFN-y no sobrenadante das células do bago cultivadas ex vivo foram realizadas pelo
método de ELISA utilizando o kit de dosagem de TNF da R&D (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) R&D e o kit de dosagem de IFN-y da BD (BD, Franklin Lakes,

NJ, USA) segundo as normas dos fabricantes.

A dosagem de IL-2, IL-6, IFN-y, IL-4, IL-17, IL-10 and TNF no soro e
homogenato do ileo foi realizada pelo método de CBA utilizando o BD™ Cytometric
Bead Array (CBA) Mouse Thi/Th2/Thl7 (Catalog No. 560485) conforme o sugerido pelo
fabricante. Em ambos os métodos, a concentragdo de cada citocina foi estimada por meio
da Logistica de Quatro Pardmetros (4-PL), baseando-se em uma curva de diluigao seriada

da respectiva proteina recombinante a qual ¢ expressa em pg/ml.

4.13 Determinac¢io da expressio génica de citocinas no linfonodo mesentérico

Para a analise da expressdo génica de mediadores inflamatorios no linfonodo
mesentérico foi realizado RT-PCR seguido de qPCR. Primeiramente, extraiu-se o RNA
pelo método de Trizol. Esse RNA foi tratado com DNAse e em seguida, foi feita a
obten¢do do cDNA pelo uso do Kit GoScript™ Reverse Transcriptase (Invitrogen). A
quantificagdo foi realizada pelo sistema de deteccdo SYBR green, como anteriormente
descrito (WAHAB et al., 2010). A expressdo do gene de interesse foi normalizada de
acordo com a expressdo do gene de referéncia GAPDH (RENSHAW et al., 2002). Os
primers iniciadores utilizados para a quantificagdo dos mediadores inflamatorios estdo

listados na tabela 3. A analise do resultado da expressdo génica foi realizada pelo método
2-AACt
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Tabela 3: Lista de mediadores e primers utilizados na qPCR. Representacio dos mediadores inflamatérios avaliados e
os primers utilizados na reagdo em cadeia da polimerase (QPCR)

Primer
IL-6 Forward:

1I-6 Reverse:

Sequéncia
CACAGAGGATACCACTCCCA
CCACGATTTCCCAGAGAACAT

IL-1b Forward:

IL-1b Reverse:

GCAACTGTTCCTGAACTCAACTG
GCCCTTCATCTTTTGGGGTCC

MCP-1 Forward:

CTCACCTGCTGCTACTCATTC

MCP-1 Forward: GCTTCTTTGGGACACCTGC
CD206 Forward: GCAGATGGGTTATTTAC
CD206 Reverse: CTTCTTGCAAAATGCTCGCG
IL-4R Forward: TGGAATAACCTGTACCCACG
IL-4R Reverse: TGAATTCTGCAGGGTTGTCC
IL-10 Forward: CACATGCTCCTAGAGCTGCG

IL-10 Reverse:

CTGCATTAAGGAGTCGGTTAGC

TAK 1 Forward
TAK 1 Reverse

CAAGGAGTGGCTTACCTGC
CTGTCCCTCCTGCAACCAGCAGC

Arg-1 Forward:

Arg-1 Reverse:

GCACTGAGGAAAGCTGGTC
CATTAGGGACATCAACAAAGGC

4.14 Analise do parasitismo

O parasitismo dos intestinos dos camundongos foi avaliado pela técnica de

imunohistoquimica como anteriormente descrito (SILVA ef al.,2010). Primeiramente, foi

realizado o bloqueio de peroxidase enddgena com perdxido de hidrogénio (H202) nos

cortes parafinizados. Em seguida, foi realizado o resgate antigénico em tampao citrato

(pH 6,0) aquecido em forno microondas durante 5 min. Feito isso, as ligacdes

inespecificas foram bloqueadas com PBS acrescido de leite desnatado a 3% durante 3

min e entdo os cortes foram incubados overnight com soro de coelho anti 7. gondii

produzido no nosso laboratério, o qual foi diluido em saponina 0,01%. O anticorpo IgG

de cabra biotinilado anti-camundongo (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA) foi

utilizado como anticorpo secundario. A reacdo foi amplificada pela utilizagdo do

complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) (Kit ABC, PK-4000; Vector Laboratories,
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Inc., Burligame, CA, EUA) e revelada com 3,3’-diaminobenzidine (DAB,; Sigma
Chemical Co., St . Louis, MO, EUA). Por fim, os cortes foram contra-corados com
hematoxilina de Harris e montados com laminulas para avaliagdo em microscopio de luz.
As laminas foram avaliadas para a presenca de vacliolos parasitoforos e estruturas

semelhantes a cisto em 50 campos diferentes utilizando objetiva de 40x.

4.15 Analise estatistica

Para todos os calculos estatisticos e confeccdo dos graficos foi utilizado o
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os testes
foram selecionados de acordo com a sua aplicabilidade. O teste 7' de student para
avaliagdo dos scores de morbidade e parametros macroscopico, da variagdo do peso
corporal, da medida da area do infiltrado de macrofago e da produg@o de citocinas no ileo.
O teste de Man-Whitney foi aplicado para a andlise comparativa do score inflamatorio,
da producio de citocinas ex vivo pelas células do bago e linfonodo mesentérico e analise
do parasitismo. O teste one-way ANOVA seguido do pos teste de comparagdo multipla
Bonferroni foi utilizado para a anélise comparativa do comprimento do intestino e da
contagem do numero de células caliciformes. O teste de Kruskal-Wallis acrescido do pds
teste de comparagdo multipla Dunn'’s foi utilizado para anélise do producédo de citocinas

no soro. Todos os resultados foram considerados significativos para um nivel de p <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 O efeito do tratamento com BmooPM-¢-I nos parametros de mortalidade e

morbidade.

Para indugdo de ileite, os animais foram infectados oralmente por gavagem com
50 cistos da cepa de 7. gondii Pru-GFP. Os animais foram entdo tratados por trés dias, a
partir do 3° dia apds infecgdo. Os sinais clinicos da ileite foram entdo avaliados bem como
a mortalidade dos animais. Em relacdo a mortalidade, embora ndo se tenha observado
nenhum animal sobrevivente, o grupo tratado com BmooPM-a-I teve uma sobrevida
aumentada em relagdo aos animais ndo tratados (figura 1A). Além do aumento da
sobrevida, os animais que receberam tratamento também apresentaram uma melhora nos
sinais clinicos. Um aumento no score de morbidade foi observado a partir 4° pos —
infecgdo em ambos os grupos, entretanto, esse aumento foi menos acentuado nos animais
tratados com a metaloproteinase (figura 1B). Ainda, foi verificado que ambos os grupos
apresentaram uma manuteng@o no peso até o 3° dia ap6s a infecgdo, e apos esse periodo
os animais submetidos ao tratamento com BmooPM-a-I apresentaram uma perda de peso

menos acentuada em relagdo aos animais nao tratados (figura 1C).
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Figura 1: Mortalidade e morbidade dos animais com ileite tratados ou nio com a proteina BmooPM-o-1L. (A) —
Indices de sobrevivéncia dos animais tratados com BmooPM-a-I ou PBS. (B) Determinagiio dos scores de morbidade
do grupo tratado em relagéo ao ndo tratado. (C) Determinacéo da variagfio da perda de massa corporal do grupo tratado
em relacdo ao nfo tratado ao longo do tempo. Significancias estatisticas determinadas pelo teste T de Student (* p

<0,05; *** p <0,001),
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5.2 Aspecto macroscopico e microscopico dos intestinos apds tratamento com

BmooPM-¢-1.

Os efeitos de BmooMP-a-I no aspecto macroscopico do intestino foram avaliados
no momento do sacrificio dos animais. Assim, amostras dos intestinos foram coletadas
de todos os grupos e analisadas comparativamente. Foi possivel observar que os intestinos
de animais ndo tratados apresentaram danos graves, como presenga de ulceras
evidenciadas pela presencga de hiperemia e dilata¢do com encurtamento dos intestinos e
em contrapartida o intestino dos animais tratados estavam menos danificados com uma
certa similaridade aos intestinos de um animal saudavel (figura 2A). O encurtamento do
intestino observado nos animais nio tratados foi significativo em relagdo aos animais sem
inducdo de ileite, enquanto os animais tratados com BmooMP-o-I preservaram seu
comprimento intestinal e ndo foi observada nenhuma diferenga no tamanho do intestino
do grupo tratado e dos animais sem infecgdo (figura 2B). Ainda, o score macroscopico
de inflamacdo foi significativamente menor para os animais tratados com a

metaloprotease em comparag¢ao com o grupo PBS (p <0,05) (figura 2 C).
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Figura 2: Analise macroscépica dos intestinos dos animais com ileite tratados ou nfio com a proteina BmooPM-
a-1. (A) Representacéio do aspecto macroscopico do intestino delgado apds eutanasia dos animais dos grupos tratado,
ndo tratado e sem indugéo de ileite. (B) Medida do comprimento do intestino delgado dos animais com ileite submetidos
ou nfo ao tratamento com a proteina BmooPM-o-I e sem ileite. O teste estatistico One-way ANOVA com pos teste de
comparagdo multipla Bonferroni foi utilizado. (C) Indice de pontuagiio macroscopica do intestino dos animais. O teste
T de Student foi aplicado para analise estatistica (* p <0,05)
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Com intuito de examinar o efeito da proteina na arquitetura do intestino delgado,
os cortes intestinais foram corados com H&E ou Alcian Blue e analisados por meio de
microscopia Optica. Alteragdes histopatoldgicas na mucosa ileal, como o aumento da
espessura dos vilos intestinais, a perda da barreira epitelial e em alguns casos presenca de
necrose bem como a presenga de infiltrado de células mononucleares na mucosa e lamina
propria foram observadas em ambos os grupos. Entretanto, essas alteragdes apresentaram-
se diminuidas e com menor gravidade nos animais tratados com BmooMP-a-1, quando
comparado ao grupo sem tratamento (figura 3). Uma redugdo no score morfoldgico
também foi demonstrado, sendo representado como uma mudanga de escala no grau de
gravidade da doenca (figura 4A). Em relacdo ao numero de células caliciformes,
identificamos uma redu¢do substancial no nimero de células caliciformes no grupo nédo
tratado em comparacdo com animais tratados e sem infec¢do e tratamento (p <0,05)

(figura 4B).



49

BMooMP-a-I

Figura 1: Fotomicrografias representativa do ileo dos animais com ileite tratados ou niio com a proteina
BmooPM-a-I. Cortes histologicos em aumento de 10x corados com hematoxilina-eosina representando alteragdes
nos aspectos morfolégicos do ileo dos animais do grupos PBS e BmooPM-o-I. (A-D) Representacédo de diferentes
porgdes do ileo dos animais com ileite que receberam o tratamento e que nfo receberam tratamento. As setas indicam
o aumento da espessura dos vilos intestinais e a perda da barreira epitelial e os asteriscos mostram a presenga de
infiltrado de células mononucleares na mucosa e lamina propria. As estrelas indicam a preservagio dos vilos
intestinais e da barreira epitelial nos animais que receberam tratamento
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Figura 4: Analise microscopica de liminas do ileo coradas com H&E dos animais com ileite tratados ou nao
com a proteina BmooPM-o-L (4) Score microscopico das lesdes intestinais dos animais que sofreram indugfo de
ileite por infecgfio oral por 7. gondii e foram tratados ou nfo tratados com BmooPM-a-1. A estatistica utilizada foi o
teste de Mann Whitney. (B) Representacfio do ntimero total de células caliciformes dos animais que tiveram ileite
induzida por infeccdo oral por 7. gondii e foram tratados ou nfio tratados com BmooPM-o-1. O teste One-way ANOVA
foram aplicados (* p <0,05) e (*** p <0,0001).

5.3 BmooPM-a-I e sua atuacio na resposta inflamatoria.

Para iniciar a investigacdo do papel da metaloproteinase na modulagdo da
inflamacdo, a presenca de infiltrados de macrofagos foi avaliada em cortes congelados do
ileo usando anticorpo anti-CD11b PE foi avaliada. A partir disso, observou-se uma
reducdo do infiltrado de macréfagos no grupo tratado com BmooMP-o-1 em comparagdo

com os animais nao tratados, com uma redugdo significativa (p <0,05) (figura 5).

«

BMooMP-a-I

Area (um?)

Figura 5: Avaliacio do infiltrado de macréfagos CD11b+ (PE) no ileo dos animais com ileite tratados ou ndo com
a proteina BmooPM-a-L. (A) Representacdo histologica do infiltrado de macrofagos corado em vermelho com anti-
CD11b PE e os nucleos celulares corados em azul com DAPI. (B) Medida da area dos infiltrado de macréfagos
determinadas no Imagem J. Foi aplicado o teste T de Student para analise estatistica (* p <0,05)
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Figura 6: Avaliacdo da producio de citocinas no soro dos animais com ileite tratados ou nio com a proteina
BmooPM-a-1. Efeito do tratamento com a proteina BMooMP-a-I nos niveis de secrecéio de citocinas avaliados no soro
por CBA. Produgéo de (A) TNF (B) IFN-y (C) IL-4 (D) IL-6 (E) IL-2 (F) IL-17 (G) IL-10. Foi utilizado o teste
Kruskal-Wallis acrescido do pos teste de comparagdo multipla Dunn's para analise estatistica. Diferenga estatistica
apresentado em relagfo ao grupo NINT (* p <0,05 e ** p <0,01)

Em um segundo momento, a detec¢do de citocinas no soro e ileo foi realizada para
verificar a influéncia da metaloprotease na producdo desses mediadores inflamatorios.
Primeiramente, nas amostras de soro, ndo foram observadas diferencas significativas
entre animais tratados e ndo tratados como foi observado no ileo (figura 6A-G). No ileo
dos animais expostos a BmooMP-a-1, foi observada uma redug@o significativa dos niveis

de TNF. Além disso, a IL-10 foi significativamente diminuida em animais tratados com



52

a metaloprotease (figura 7). Entretanto nas citocinas IL-2, IL-6, IFN-y, IL-17 e IL-4 ndo

observou-se uma reducio estatistica (figura 7).
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Figura 7: Avaliacio da producfo de citocinas no ileo dos animais com ileite tratados ou nio com a proteina
BmooPM-a-I: Efeito do tratamento com a proteina BMooMP-a-I nos niveis de secrecfio de citocinas do homogenato

do ileo por CBA. Para andlise estatistica foi utilizado o teste de Man-Whitney (* p <0,05 e ** p <0,01).

Ademais, para verificar se a BmooPM-a-I atua sobre a expressdo de mediadores
imunes, a transcri¢do génica no ileo foi avaliada. Como resultado, constatamos uma
reducdo na expressdo de mRNA de IL-6, MCP-1, CD206 e IL-10 nos animais tratados, e
que os niveis de expressdo de mRNA arginase, [L4 e TAK1 além de estarem reduzidos
em relacdo ao grupo ndo tratado foram similares aos animais saudéaveis (figura 8).
Contrariamente, ndo houve uma diferenca nos niveis expressio de mRNA de IL-1B

(figura 8).
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Figura 8: Analise da expressido génica nos linfonodos mesentéricos dos animais com ileite tratados ou nao com
a proteina BmooPM-a-I. Representacdo dos resultados obtidos pela andlise da expressio génica de mRNA dos
mediadores inflamatérios IL-6 (A), IL-1B (B), MCP-1 (C), CD206 (D). IL-4R (E), IL-10 (F), TAK 1 (G) e arginase

(H) nos linfonodos mesentéricos por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR). Os resultados foram

analisados pelo método de 2-24¢t

Para avaliar o efeito de BmooMP-a-1 sobre o sistema imune inato, células do linfonodo
mesentérico (MLN) e baco foram coletadas e plaqueadas e posteriormente estimulados
com STAg. Sendo assim, células do bago de animais tratados ao serem estimuladas com
STAg tiveram uma producédo reduzida de INF-y, ainda que sem significancia estatistica

(figura 9A). Além disso, foi possivel observar uma redugdo importante na produgdo de
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TNF por células MLN de animais tratadas quando estimuladas STAg em relagdo as

células ndo tratadas (figura 9B).
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Figura 9: Avaliacio ex vive da producéo de citocinas pelas células do baco e dos linfonodos mesentérico dos
animais com ileite tratados ou nfo com a proteina BmooPM-a-I: (A) Avaliagéio da producfio de IFN-y pelas células
do bago 48h apos estimulo com STAg. (B) Avaliagfio da produgfio de TNF pelas células do linfonodo mesentérico 48h
apos estimulo com STAg. Teste estatistico de Kruskal-Wallis foi utilizado para andlise estatistica (** p <0,01)

Com intuito de avaliar a carga parasitaria no ileo, foi realizado o teste de
imunohistoquimica em cortes de parafina. Como resultado, foi observada uma redugéo
ndo significativa da carga parasitaria dos animais tratados em rela¢do aos animais néo

tratados (figura 10 A-C).
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Figura 10: Analise da carga parasitaria no ileo dos animais com ileite tratados ou ndo com a proteina
BmooPM-a-I: Representacfio imunohistoquimica para quantificacfio de Toxoplasma gondii nos animais tratados
ndo tratados (A) e tratados com BmooMP-a-I (B). Quantificacfo do ntiimero de parasitas em ambos os grupos
(C). Os asteriscos representam vacuolos parasitoforos formado pelos parasitas. Teste de Mann-Whitney foi
utilizado para analise estatistica.
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6. DISCUSSAO

Doengas intestinais inflamatorias sdo desordens inflamatdrias cronicas que afetam
o trato gastrointestinal e que ndo apresentam cura. Os pacientes com DIIs alternam entre
periodos de melhora e piora clinica. Assim, estudos que buscam entender o0 mecanismo
da doenga bem como novos farmacos tornaram-se frequentes. Nosso estudo utilizou o
modelo de ileite induzida por Toxoplasma gondii para avaliar o potencial terapéutico da
BmooMP-o-I no tratamento de DII. Varios estudos demonstram que a infec¢do de
camundongos com alto indculo de cistos de 7. gondii promove uma resposta imune de
perfil Th1 exacerbada com recrutamento de neutrofilos, e superprodugdo de citocinas pro-
inflamatorias (IFN-y, IL-12, IL-6 e TNF), de MCP-1 e NO, culminando no
desenvolvimento de ileite grave que resulta na morte dos animais (HEIMESAAT et al.,
2015; OLGUIN et al., 2015). De fato, a doenga inflamatéria do intestino (DII) em
humanos esta bem representada por este modelo de infec¢do uma vez que em ambos 0s
casos a participagdo do TNF no desenvolvimento e evolucdo da ileite € crucial

(LIESENFELD, 2002; COHEN e DENKERS, 2014).

Em trabalhos anteriores, foi demonstrado que os animais que superexpressam o
TNF sdo mais suscetiveis a inducdo espontdnea de ileite (BAMIAS et al., 2013;
SCHAUBECK et al., 2015), comprovando assim que a presenga de TNF ¢ determinante
na indugdo e desenvolvimento da doenga. Neste estudo, observamos que a BmooMP-a-I
conseguiu reduzir a perda de peso e aumentar a sobrevida dos animais, melhorando os
sinais clinicos. Essa melhora pode ser relacionada com a capacidade da BmooMP-a-1
interagir com TNF promovendo sua clivagem e consequente inativacdo (SILVA et al,,
2016). Dessa forma, nossos resultados corroboram com a literatura € demonstram que a
reducdo da atividade do TNF pode controlar a inflamacgdo intestinal. Por exemplo,
pacientes com DII que receberam terapia anti-TNF reduziram a gravidade da doencga
(FORD et al.,, 2011; UDALOVA etal., 2016). Além disso, os animais que ndao expressam
o receptor de TNF sdao mais resistentes a inducdo de ileite (EGAN; COHEN; DENKERS,
2012).

Os dados disponiveis na literatura relatam que a ileite induzida por 7. gondii
promove encurtamento intestinal (HEIMESAAT et al., 2014; KLITZING et al., 2017), e
no presente estudo foi possivel observar a preservagdo do aspecto macroscopico,

principalmente a manutencdo do tamanho do intestino comprovando a eficacia da
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BmooMP-o-I em diminuir o processo inflamatorio nos animais submetidos ao tratamento.
O encurtamento do intestino nos animais com ileite sem tratamento pode estar
relacionado com a indugdo de apoptose pelo TNF, e pelo edema tecidual resultante da
inflamacgdo. Nas DlIls, a indugdo de apoptose pela via TNF-TNFR e Fas-Fas ligante ¢
crucial para patogénese dessas doencas (NEURATH et al., 2001). Ainda, o ambiente
inflamatorio no intestino de pacientes com DIIs acarretard em destrui¢do generalizada do
tecido em consequéncia de uma inducdo desregulada de apoptose pelas células T
(BRUNNER; MUELLER, 2003). Em modelo de ileite induzida por indometacina, foi
relatado que o tratamento com lipoarabinomanano (LAM), um agonista de TLR2, foi
capaz de reduzir o dano inflamatério preservando o tamanho das vilosidades e das criptas
do intestino (NARIMATSU et al, 2015), assim estes estudos demonstram que
tratamentos que visam o controle da inflamag¢do promovem a manuten¢do da morfologia

e do tamanho intestinal.

Outro fato importante observado no presente estudo foi que a morfologia intestinal
dos animais apresentou uma melhora microscopica com preservagdo das células
caliciformes no ileo. Estes resultados sdo de extrema importancia, uma vez que um dos
grandes problemas das DIIs ¢ a ruptura da homeostasia da barreira intestinal (ANTONI
etal.,2014). Em modelo murino de CU também ocorre a reducdo de células caliciformes
(HEAZLEWOOD et al., 2008). Além disso, a disfun¢do das células de Paneth diminui a
producdo de defensinas em pacientes com DC (WEHKAMP et al., 2007). Esse
desequilibrio nos mecanismos protetores permitem que patdégenos entrem em contato
direto com o epitélio e com células imunes da mucosa induzindo processos inflamatérios
que resultam na cronificagdo da inflamagdo (KLEESSEN et al., 2002; SWIDSINSKI,
LOENING-BAUCKE ¢ HERBER, 2009).

A redug@o significativa dos niveis de TNF, IFN-y, IL-6, IL-17 e IL-10 bem como
a expressdo de outros mediadores relacionados a inflamagdo também foi demonstrada em
nosso estudo. Em conformidade com a reducéo de todos esses mediadores, relatamos uma
reducdo do recrutamento de macréfagos em animais submetidos ao tratamento com
BmooMP-o-I. Em estudos de tratamentos para DII relatou-se a importancia do controle
dessas citocinas. Por exemplo, a administragdo de Alphal-antitripsina reduz os niveis de
IL-17 e TNF melhorando a ileite cronica e aguda (COLLINS et al., 2013). Em outro

estudo, a transferéncia adotada de células T reguladoras de CD4 + Foxp3 + em ratos com
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ileite induzida por 7. gondii, regulou a produgdo de IFN-y, IL-6 ¢ TNF com diminui¢do
do processo inflamatorio (RODRIGUEZ-SOSA et al., 2015). Ainda, Villeret e
colaboradores (2013) apontaram que a reducdo do recrutamento de neutrédfilos e
mondcitos/macréfagos foi importante para amortizar a ileite induzida por 7. gondii.
Sendo assim, confirmamos que a redugdo do infiltrado de macréfagos observada no ileo
foi relacionada a diminui¢do da producdo de citocinas pro-inflamatérias pelo tratamento

com BmooMP-q-1.

No presente estudo, demonstramos que as células provenientes de MLN dos
animais tratados produziram menos TNF em resposta ao STAg no teste ex vivo. Além
disso, as células do bago de animais tratados produziram menos IFN-y, indicando que
ocorreu uma reducdo na resposta de células T e B. Este fato estd de acordo com estudos
anteriores em que foi possivel observar que o bloqueio do TNF reduz o nimero de células
dendriticas foliculares interferindo na formacdo dos centros germinativos (GCs),
diminuindo a produgdo de anticorpos e, consequentemente, comprometendo a resposta
de recall antigénico dependente de células T (PASPARAKIS et al., 1996, APOSTOLAKI
et al., 2010). A atuacdo da metaloprotease em células do sistema imune adaptativo ¢
importante, visto que parte da eficiéncia da terapia anti-TNF na artrite reumatoide ocorre

pela reducdo de células B produtoras de auto-anticorpos (COHEN et al., 2006).

A carga parasitaria nos animais tratados e ndo tratados foi quantificada neste
trabalho, demonstrando uma reducdo no numero de parasitas nos animais tratados com a
metaloprotease. Um ambiente inflamatdrio é importante para a replicagdo desse parasita,
especialmente os da cepa tipo I (YAROVINSKY, 2014). Isso vem sendo comprovado
em diferentes publicag¢des, como a que verificou que NAP, um peptideo ativo derivado
da proteina ADNP, reduziu a quantidade de 7. gondii em modelo murino de ileite
induzida por este parasita (HEIMESAAT, Markus M et al., 2015). Em um outro trabalho,
o bloqueio do receceptor de citocina IL1 (IL-1R) apos infecgdo oral por 7. gondii também

reduziu carga parasitaria (VILLERET et al., 2013).

De maneira geral, nossos resultados demonstraram o potencial terapéutico da
BmooMP-o-I como um novo farmaco para tratar a ileite. De fato, as metaloproteases sdo
conhecidas por modular a resposta imune e o principal exemplo ¢ a ADAMI17, conhecida
como TACE (enzima TNF convertase), capaz de converter o TNF de sua forma

transmembrana para forma soluvel (ROSE-JOHN, 2013). Sendo assim, terapias
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alternativas para o tratamento de ileite utilizando metaloproteases como moduladores de
processo inflamatorio vem sendo relatadas. Por exemplo, o uso de TIMP-3 (inibidor de
tecido da metaloproteinase-3) ¢ capaz de regular a doenga do Crohn devido a sua
capacidade de inibira ADAM17 (MONTELEONE et al ., 2012). Da mesma forma que as
metaloproteases de mamifero vém sendo avaliadas, as metaloproteases provenientes de
veneno de cobra estdo sendo estudadas, e a andlise protedmica indica alta semelhanca
entre elas. Além disso, o veneno de cobra € capaz de atuar sobre o sistema imune, por
exemplo, Batroxase, uma metaloproteinase identificada a partir da peconha de Bothrops
atrox foi capaz de promover a indu¢do de mediadores inflamatérios (DE TONI ef al.,
2015). Ademais, foi relatado o efeito benéfico de uma fibrinogenase II recombinante (rF
1) de Agkistrodon acutus no choque séptico em modelo animal inibindo a agdo do TNF

(WANG et al., 2008).

O presente estudo propde que a BmooMP-a-I poderia ser utilizada na terapia das
DIIs, uma vez que os outros tratamentos disponiveis ndo sdo eficazes e também ndo
apresentam evidéncias de seguranga total na sua administragdo, embora sejam
amplamente utilizados. E demonstrado que a utilizagio de imunossupressores pode
apresentar bons resultados inicialmente, entretanto pode agravar a doenga com
manifestagdes de efeitos adversos (FAUBION et al., 2001; KHAN et al, 2011,
KUENZIG et al., 2014). Além disso, cerca de 30% dos pacientes com DII desenvolvem
resisténcia a medicagdo (HO et al., 2006; FORD et al., 2011; PATEL et al., 2014).
Embora a terapia anti-TNF tenha demonstrado melhora dos pacientes com DII, sendo
mais eficientes durante o processo de remissdo da doencga, ainda sdo relatados diversos
problemas (PATEL et al., 2014; HINDRYCKX et al., 2017). Em primeiro lugar, existe a
formac@o de altos niveis de anticorpos contra os agentes anti-TNF comprometendo sua
eficacia (KLOTZ; TEML; SCHWAB, 2007). Outro fator a ser considerado ¢ que a droga
possui uma distribuicdo limitada devido a sua natureza de alto peso molecular e
hidrofobicidade (MOULD; GREEN, 2010). Além disso, a produgdo destes agentes ¢é
dispendiosa devido as suas caracteristicas moleculares (GRAUMANN;
PREMSTALLER, 2006). Por fim, os bloqueadores de TNF podem induzir resposta auto-
imune por ativacdo e resisténcia de células T especificas a antigenos proprios
(KALTSONOUDIS et al., 2014). Considerando estas desvantagens, a utilizacdo de
BmooMP-o-I torna-se atrativa porque poderia solucionar o problema de

biodisponibilidade tecidual, pois esta ¢ uma proteina de baixo peso molecular, reduziria
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os feitos adversos mencionados, e também apresenta baixos custos de produgdo. Nossos
resultados também demonstram que a BmooMP-a-1 possui agdo localizada no sitio da
inflamagdo, promovendo melhora tecidual na ileite desencadeada pela infecg¢do por 7.
gondii, e com isso sugerimos que a aplicacio de BmooMP-a-I como novo agente

terapéutico poderia melhorar a qualidade de pacientes com DIIL
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CONCLUSAO

s O tratamento com BmooMP-a-1 é capaz de melhorar a ileite induzida por 7.
gondii.

*» O tratamento com BmooMP-o-I melhora a manifestacdo clinica da ileite e
prolonga a sobrevivéncia dos animais.

¢ O tratamento com BmooMP-a-I preservao aspecto macroscopico do intestino
delgado

¢ O tratamento com BmooMP-a-I reduz a produgido de mediadores inflamatérios

¢ O tratamento com BmooMP-a-I reduz a resposta celular adaptativa.

¢ A BmooPM-a-I pode ser considerada um potencial agente terapéutico para

tratamento das DIIs, especialmente na doenca de Crohn.
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