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Resumo

As fosfolipases (PLAs) tém sido associadas a patogénese em varios
microorganismos. Estas estdo envolvidas em processos de invasao celular,
viruléncia, sobrevivéncia e remodelamento/modificacdo da composicdo de
fosfolipidios de células hospedeiras e, portanto, cresce o interesse nessas enzimas
como potenciais alvos para o controle do parasitismo. Nesse cenario, ovos de
galinha imunizados com BnSP-7, uma fosfolipase AzLys49 (PLA2) homodloga
isolada da pegonha de Bothrops pauloensis, representam uma excelente fonte de
anticorpos policlonais com potencial atividade inibitéria sobre PLAs parasitarias.
Neste trabalho, relatamos a producdo, caracterizacdo e efeito antiparasitario de
anticorpos IgY a partir de gemas de ovos imunizados com BnSP-7. Os anticorpos
produzidos apresentaram avidez e afinidade crescentes para epitopos de PLA2s
antigénicas durante a imunizacdo. Os anticorpos anti-BnSP-7 IgY purificados em
gemas de ovos foram capazes de reconhecer especificamente diferentes PLA2s
das peconhas de Bothrops pauloensis e Bothrops jararacussu e inibir atividade
citotoxica da BnSP-7 em células C2C12. Além disso, os anticorpos reconheceram
alvos em extratos de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Toxoplasma
gondii por meio de ensaios de ELISA e imunofluorescéncia. Anticorpos anti-BnSP-
7 IgY foram citotoxicos para taquizoitos de T. gondii e promastigotas de L. (L.)
amazonensis, foram capazes de diminuir a proliferacdo de ambos os parasitas
tratados antes da infecgao e inbiram a invasdo de formas promstigotas de L. (L.)
amazonensis. Por fim os anticorpos anti-BnSP-7 foram utilizados para construcéo
de um imunosensor, o qual foi capaz de detectar a BnSP-7 e alvos no extrato de L.
(L.) amazonensis com alta afinidade e seletividade. Analisados em conjunto, os
resultados deste estudo sugerem que os anticorpos anti-BnSP-7 IgY representam
uma ferramenta importante para descobrir novos alvos parasitas, bloquear os

efeitos parasitarios e servir como uma ferramenta de diagndstico.

Palavras-chave: Bothrops pauloensis; fosfolipase A2, peconha de serpente,

Toxoplasma gondii, Leishmania (Leishmania) amazonensis



Abstract

Activities of phospholipases (PLAs) have been linked to pathogenesis in various
microorganisms. These are involved in processes of cell invasion, virulence, survival
and remodeling / modification of the host cell phospholipid composition so the
interest in these enzymes as potential targets that could contribute to the control of
parasite survival and proliferation. Chicken eggs immunized with BnSP-7, a Lys49
phospholipase Az (PLA2) homologue from Bothrops pauloensis snake venom,
represent an excellent source of polyclonal antibodies with potential inhibitory
activity on parasite PLAs. Herein, we report the production, characterization and
anti-parasitic effect of IgY antibodies from egg yolks of hens immunized with BnSP-
7. Produced antibodies presented increasing avidity and affinity for antigenic toxin
epitopes throughout immunization, attaining a plateau after 4 weeks. Pooled egg
yolks-purified anti-BnSP-7 IgY antibodies were able to specifically recognize
different PLA2s from Bothrops pauloensis and Bothrops jararacussu venom.
Antibodies also neutralized BnSP-7 cytotoxic activity in C2C12 cells. In addition, the
antibodies recognized targets in Leishmania (Leishmania) amazonensis and
Toxoplasma gondii extracts by ELISA and immunofluorescence assays. Anti-BnSP-
7 1gY antibodies were cytotoxic to T. gondii tachyzoites and L. (L.) amazonensis
promastigotes were able to decrease the proliferation of both parasites treated prior
to infection and inhibit the invasion of promentigotes forms of L. (L.) amazonensis.
Finally, anti-BnSP-7 antibodies were used to construct a nanocomposite modified
graphite immunosensor, that could detect BnSP-7 and targets in L. (L.)
amazonensis extract. These data suggest that anti-BnSP-7 1gY is an important tool
for discovering new parasite targets, blocking parasitic effects and serving as a

diagnostic tool.

Keywords: Bothrops pauloensis; Phospholipase A2, Snake venom, Toxoplasma

gondii, Leishmania (Leishmania) amazonensis



1.0 - Introdugao

1.1 - Toxoplasmose

A toxoplasmose é a protozoonose com maior difusdo mundial, atingindo mais
de um ter¢co da populagdo humana (MAROBIN et al., 2004; ELSHEIKHA, 2008
LALIBERTE e CARRUTHERS, 2008; DUBEY, 2010). No entanto, essa prevaléncia
€ variavel e depende de fatores climaticos, socioecondmicos, culturais, habitos
higiénicos e até mesmo antropolégicos como a idade e sistema imunologico
(PAPPAS et al., 2009; WILKING et al., 2016; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2017). Os
mais comuns sao os fatores antropogénicos, como habitos alimentares e culturais
como o consumo de carnes cruas ou malcozidas contendo cistos teciduais do
parasita; pelo contato direto com as fezes de felideos jovens infectados, qualidade
da agua e cobertura sanitaria (DUBEY, 1997; JONES et al., 2009). Além disso,
fatores climaticos afetam a sobrevivéncia de oocistos no ambiente e, portanto, altas
prevaléncias sao classicamente observadas em paises tropicais com clima umido
€ quente e, inversamente, menores prevaléncias sdo encontradas em paises aridos
ou regides mais frias (ELMORE et al., 2012; GUO et al., 2015).

E descrito que mais de 40 milhdes de pessoas nos Estados Unidos podem
estar infectadas (CDC, 2018; EGOROV et al, 2018). No Brasil, é relato
soroprevaléncia que podem alcangar 95% em populagdes indigenas da regiao
Amazobnica, 53,2% de prevaléncia no Rio Grande do Sul (BOIA et al., 2008;
ARAUJO et al., 2018).

O agente etiologico da toxoplasmose é o Toxoplasma gondii, parasita
intracelular obrigatério e é considerado um dos patégenos mais bem-sucedidos do
mundo (BLADER e KOSHY, 2015). E capaz infectar aves, mamiferos e humanos,
e ainda tem a capacidade de se multiplicar na maioria das células desses
hospedeiros (DUBEY, 1993). Isto justifica sua ampla distribuicao e elevada soro-
prevaléncia. Sendo um dos mais abundantes parasitos eucariontes em humanos
(TENTER et al., 2000).

T. gondii faz parte do filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia,
ordem Eucoccidia e familia Sarcocystidae (REY, 2001). O filo Apicomplexa é

representado por inumeros protozodarios patogénicos de relevancia médica e



veterinaria, por isso o0 estudo e a busca por novas estratégias para combater esses
parasitas estdo constantemente sendo exigidas (BESTEIRO, 2012).

Os parasitos pertencentes ao filo Apicomplexa apresentam como
caracteristica uma estrutura denominada complexo apical, importante para os
mecanismos de adesao e invasao do parasita na célula hospedeira (WHITELAW et
al., 2017; JONES et al., 2017). A designacédo do parasita € devido a sua forma
arqueada, originada do grego onde toxon significa arco (BLACK e BOOTHROYD,
2000) e do nome do roedor (Cterodactylus gondii) onde o parasita foi isolado.

T. gondii possui trés formas evolutivas conhecidas: taquizoitas, bradizoitas e
esporozoita (KAWAZOE, 2005). Os taquizoitas representam a forma de
multiplicagéo rapida do parasito na célula hospedeira (MONTOYA e LIESENFELD,
2004). Apresentam forma em “arco” ou “meia lua” que, por vezes torna-se
arredondada. Sao vulneraveis aos fatores de defesa do hospedeiro e, por isso, sao
estudados como alvos preferenciais para a escolha, acdo e desenvolvimento de
medicamentos (KIM e WEISS, 2004; RADKE et al., 2006). S&o vistos na fase aguda
da infeccéo distribuida pelo sistema circulatério e tem a capacidade de infectar
varios tecidos (REMINGTON et al.,, 2001; NISHIKAWA et al., 2008; TENTER,
2009).

Os bradizoitos sdo organismos de proliferacdo lenta ou de repouso nos
cistos do Toxoplasma e se desenvolvem durante a infeccdo cronica (NEVES,
2004). Tais cistos podem ter tamanho variavel, podem estar presentes em qualquer
tecido do hospedeiro, porem sado mais frequentes nos musculos esquelético e
cardiaco, tecido nervoso e regiao ocular (MONTOYA e LIESENFELD, 2004;
NISHIKAWA et al., 2008; SKARIAH et al., 2010). Intacto, o cisto pode persistir no
hospedeiro sem causar nenhum dano, representando reservatorio da infeccio.
(REMINGTON et al., 2001; ELSHEIKHA, 2008).

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

O ciclo de vida do T. gondii € complexo, heteroxénico e infecta, todas as
espécies de animais homeotérmicos como aves e mamiferos, inclusive o homem

(SILVA et al.,, 2003). Os gatos domésticos e outros felideos sdo os unicos
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hospedeiros definitivos, mas muitas espécies de vertebrados servem como
hospedeiros intermediarios (MARTINS e VIANA, 1998; HILL et al., 2005). Seu ciclo
de vida é dividido entre infecgbes em felinos e n&o felinos, que estdo relacionadas
com a replicagdo sexuada e assexuada desse parasita, respectivamente (BLACK
e BOOTHROYD, 2000; MORRISON E HOGLUND, 2005) (Figura 1).

Ao ingerirem cistos teciduais, oocistos maduros ou taquizoitas, os
hospedeiros definitivos de T. gondii pertencentes aos géneros Felix e Lynx, se
contaminam, dando inicio assim ao ciclo sexuado no epitélio intestinal desses
animais. Apoés a ingestdo de cistos teciduais pelos felideos, a parede do cisto &
rompida por enzimas proteoliticas gastricas e bradizoitas sao liberados, penetrando
nas mucosas do estdmago e/ou intestino delgado (REY, 2001; KAWAZOE, 2005).

Os bradizoitas multiplicam-se assexuadamente dando origem a merozoitos
no interior do vacuolo parasitéforo. Os merozoitos, entdo, dardo origem aos
gametas masculinos e femininos. O gameta feminino é fecundado pelo masculino
e apos a fertilizagao, a formacgao da parede do oocisto € iniciada em volta do gameta
fertilizado, ocorrendo a liberagcdo dos mesmos no lumen intestinal através da
ruptura das células epiteliais intestinais e eliminagdo nas fezes dos felideos.
Durante a infecgado aguda alguns milhdes de oocistos sédo eliminados nas fezes dos
gatos por 7 a 21 dias (MONTOYA e LIESENFELD, 2004).

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

Os esporozoitos que sao liberados a partir dos oocistos irdo infectar o epitélio
intestinal e diferenciar-se no estagio de taquizoito. O parasita em sua forma de
taquizoito penetra ativamente nas células nucleadas do hospedeiro intermediario,

replicam dentro de uma célula exponencialmente até romperem a célula e serem



liberados na corrente sanguinea, caracterizando a fase aguda da doenga (DUBEY,
1997).

Os taquizoitos se diferenciam em bradizoitos mediante as pressdes da
resposta imune para formar cistos. Os bradizoitos persistem dentro dos cistos sem
ocasionar sintomatologia no hospedeiro (BLADER et al., 2015). Essa imunidade
impede a progressao da infeccao e o desenvolvimento de novas lesdes, porém nao
erradica os cistos ja existentes encontrados em varios tecidos, como o tecido
muscular e nervoso. Diante da ingestao desses cistos presentes em carne crua ou
malcozida de hospedeiros, os bradizoitos irdo infectar o epitélio intestinal do
proximo hospedeiro susceptivel e diferenciar-se novamente em estagio de
taquizoito para completar o ciclo assexuado (DUPONT et al., 2012).

Se a ingestdo desses cistos for pelo gato, os bradizoitos podem se
diferenciar em estagios sexuais, completando assim totalmente seu ciclo de vida
(BLACK e BOOTHROQYD, 2000).

Figura 1: Representagédo esquematica do ciclo de infectividade do parasita Toxoplasma gondii. 1-
Oaocistos esporulados sio eliminados nas fezes do gato; 2 - Hospedeiros intermediarios na natureza

(incluindo aves e roedores) podem ser infectados apds ingerir agua ou material vegetal contaminado



com oocistos; 3- Oocistos transformam em taquizoitos logo apds a ingestdo. Estes taquizoitos
localizam em tecido neural e muscular e se desenvolvem em tecidos bradizoitos; 4- Gatos séo
infectados apds o consumo de hospedeiros intermediarios que abrigam cistos teciduais; 5 - Animais
criados para consumo humano e de caga selvagem também podem ser infectados com cistos
teciduais apo6s a ingestao de oocistos esporulados no ambiente; 6- Os seres humanos podem ser
infectados ao comerem carne mal cozida de animais que abrigam cistos teciduais; 7 — Humanos
podem consumir alimentos ou agua contaminada com fezes de gato ou por amostras ambientais
contaminadas; 8 - Transfusdo de sangue e transplante de 6rgaos; 9 — Transmiss&o transplacentaria;

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

Manifestagbes clinicas e gravidade da doenca estdo diretamente
relacionadas com interagdes entre parasito e hospedeiro, o que inclui: quantidade
e via de indculo, imunidade, viruléncia da cepa, gendtipo, idade e integridade de
mucosas e barreiras epiteliais do hospedeiro (MENDEZ e KOSHY, 2017). A
infeccédo pelo parasito é assintomatica na maioria dos adultos e criangas, sendo
que apenas aproximadamente 10% dos casos apresentam sintomas nao
especificos que raramente precisam de tratamento (MONTOYA e LIESENFIELD,
2004; DUBEY e JONES, 2008).

No entanto, a doenga é considerada um problema de saude publica, pois
desenvolve um quadro preocupante em pacientes imunocomprometidos (por
exemplo, pacientes com AIDS ou aqueles submetidos a terapia de droga
imunossupressora para 0 cancer ou para o transplante de érgéos) e em casos de
infecgao congénita (HO-YEN, 2009; WEISS e DUBEY, 2009; MARTIN-IGUACEL et
al., 2017). A infeccao pelo Toxoplasma gondii pode causar complicacbes graves,
como encefalite necrosante, pneumonite e miocardite (BARBOSA et al., 2007;
CARRUTHERS e SUZUKI, 2007; NOVOSELOQV et al., 2007), até mesmo a morte
(CASTILHO-PELLOSO et al, 2007; YUAN et al., 2007).

1.2 — Leishmaniose

As doengas tropicais negligenciadas sdo um grupo diversificado de doengas
transmissiveis que prevalecem em condi¢cdes tropicais e subtropicais em 149
paises, afetando mais de um bilhdo de pessoas e causam mais de 35.000 mortes
por dia em todo o mundo (COHEN et al., 2016; WHO, 2019). Essas doencas sao


http://www.cdc.gov/parasites/toxoplasmosis/biology.html

complexas e envolvem varios fatores associados a questbes geograficas,
ambientais, econdmicas e sociais e por este motivo, se tornaram uma preocupagao
global de saude publica e exigem intervengcdo multidisciplinar para conter a
prevaléncia em muitas partes do mundo (WENG et al., 2018; WHO, 2019)

Dentre as varias doencgas tropicais negligenciadas, a Leishmaniose é
classificada entre as sete prioridades da Organizagdo Mundial de Saude, ocupando
0 segundo lugar em mortalidade e o quarto em morbidade entre as infecgbes
tropicais (BERN et al., 2008). As leishmanioses ocorrem nos quatro continentes

afetando principalmente populacdes pobres na Africa, Asia e América Latina e

consideradas endémica em 98 paises (WHO, 2017) atingindo 12 milhdes de
pessoas (ALVAR et al., 2012) (Figura 2).

Figura 2: Status de endemicidade da leishmaniose cutanea (WHO 2017)

Esta doencga é caracterizada pela infec¢ao por varias espécies de parasitos
do género Leishmania spp. O género Leishmania spp. engloba protozoarios
unicelulares pertencentes ao Sub-Reino Protozoa, filo Euglenozoa, ordem
Kinetoplastida e da familia Trypanosomatidae (LAINSON et al., 1998; SHAW, 2006;
BANULS et al., 2007). A infecgdo ocorre durante o ciclo de vida destes organismos,

os quais transitam entre um hospedeiro vertebrado e um inseto vetor, apresentando
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as formas amastigotas — com flagelo recorrente, iméveis e encontradas no interior
de células do sistema fagocitico mononuclear de vertebrados, e as formas
promastigotas - flageladas localizadas no trato digestivo do inseto vetor (MIRANDA
et al., 2007). A transmissao € realizada por flebotomineos fémeas, presentes no
velho mundo (Phlebotomus) e no novo mundo (Lutysomyia) (ROSS, 1903;
GRIMALDI e TESH, 1993; GONTIJO e CARVALHO, 2003; HANDLER et al., 2015).

O género Leishmania é subdividido em dois subgéneros, Leishmania e
Viannia, de acordo com o local do desenvolvimento das formas promastigotas no
trato digestorio do inseto vetor. As espécies pertencentes ao sub-género
Leishmania desenvolvem-se de forma exclusiva na por¢do média e anterior do
intestino dos flebotomineos e as espécies do subgénero Viannia, além do seu
desenvolvimento nas porgdes anterior e média, apresentam longa permanéncia no
intestino posterior na regiao do piloro dos flebotomineos (LAINSON e SHAW, 1998;
SHAW, 2006).

A leishmaniose ocorre em trés formas principais, devido a elevada
variabilidade de sintomas e quadros clinicos: (1) Leishmaniose cutanea: causa
feridas na pele e ulceras cronicas. Geralmente é autolimitada, mas pode ser uma
doencga crbnica e progressiva em uma proporcao de casos; (2) Leishmaniose
mucosa: causada por espécies de Leishmania na Africa e nas Américas, que
afetam a mucosa nasal, oral e faringea; (3) Leishmaniose visceral afeta o bago,
figado, medula déssea e linfonodos, produzindo febre e anemia. Geralmente é fatal
se nao for tratada (WHO 2019). No Continente Americano podemos atribuir a
seguinte denominacgao: leishmaniose tegumentar americana (LTA) e leishmaniose
visceral americana (LVA) (PONTES, 2008)

A espécie do parasito infectado é determinante para a diferenciagao entre
leishmaniose cutanea e visceral. Atualmente o género Leishmania, compreende
cerca de 30 espécies conhecidas, das quais 21 sdo patogénicas aos humanos
(DANTAS-TORRES, 2006; LESSA et al., 2007; WHO, 2016). No Brasil, entre as
espécies de Leishmania causadoras da forma cutdnea da doenca, seis pertencem
ao subgénero Viannia e uma ao subgénero Leishmania, sendo as principais L.
(Viannia) braziliensis, L. (Viannia) guyanensis e L. (Leishmania) amazonensis
(GUEDES et al., 2008; COSTA et al., 2011) (Figura 3).



A Organizagao Mundial da Saude (OMS) estima que 1,3 milhdes de novos
casos de leishmanioses ocorram todo ano. Mais de 90% de todos os casos de
leishmaniose cutanea ocorrem no Afeganistdo, na Argélia, no Brasil, na Colémbia,
na Republica Islamica do Ird, no Peru, na Arabia Saudita e na Republica Arabe da
Siria (WHO, 2019).

Estado de endemicidade da leishmaniose cutanea nho mundo todo, 2016

0000 0

de LC reportados, 2016

Il -so00
B 1000-4999

B 100-999
" 3 <100
CJo

[ néo ha cases autéctones relatados
[] Sem dades

1 Nao aplicavel

Figura 3: Distribuicdo geografica da leishmaniose cutanea. Fonte: WHO, 2016

O ciclo biolégico de Leishmania é heteroxénico, necessitando de dois
hospedeiros, sendo um deles o invertebrado, representado pelo inseto vetor, e por
um hospedeiro vertebrado, mamiferos representados por humanos, canideos
silvestres e domésticos, marsupiais e roedores (SCHLEIN, 1993). Durante o seu
ciclo de vida, estes parasitos alternam entre as formas promastigota e amastigota.
As promastigotas sdo formas moveis e flageladas, altamente infectivas, que
apresentam vida- livre e sdo encontradas no trato digestorio do inseto (GONTIJO e
MELO, 2004). Por outro lado, as formas amastigotas nao-flageladas, sao

organismos intracelulares obrigatdrios encontrados principalmente nos vacuolos de

10



fagdcitos, sendo encontrados em diversos tecidos do hospedeiro vertebrado
(HANDLER et al., 2015).

O ciclo de vida inicia-se quando o flebotomineo, durante o repasto
sanguineo, inocula as formas promastigotas metaciclicas na derme que séo
fagocitadas por macréfagos onde se diferenciam em formas amastigotas. O
parasita se desenvolve e se multiplica por divisao binaria, e infecta outras células
do sistema mononuclear fagocitario (NIEVES e PIMENTA, 2000; CDC, 2015). Nas
fémeas de flebotomineos, o parasita ndo se encontra no meio intracelular e sim na
luz do trato digestivo, onde as formas amastigotas, ingeridas durante o repasto
sanguineo se diferenciam morfologica e bioquimicamente em formas flageladas, as
formas promastigotas, s&o posteriormente inoculadas na pele dos mamiferos
durante a picada (GONTIJO e CARVALHO,2003) (Figura 4).

Estagios de

flebotomineos
Estagios humanos

Repasto sanguineo
o {injeta promastigotas Premastigotas
e Dividem no intestino dentro da pele) sdo fagocitados

e migram para a = = per células
prohdscide - %

i %

Premastigotas
w

diferenciam em
amastigotas
Amastigotas difereciam em
o promastigotas no intestino

b
&6 g0

iy

R

B k células de varios tecidos e
S g v infectam outras células
o Ingestio de células L
parasitadas 6

Repasto sanguineo

(injere macrofagos infectados

com amastigotas)
Figura 4: Ciclo de vida de Leishmania spp. (1) - A leishmaniose é transmitida pela picada de
flebotomineos infectados. Os flebotomineos injetam promastigotas de sua probdscide durante o
repasto sanguineo; (2) - Promastigotas que atingem a ferida sdo fagocitadas por macroéfagos e
outros tipos de células fagociticas mononucleares; (3) - Os promastigotas transformam-se nestas
células em amastigotas, (4) que se multiplicam por divisdo simples e prosseguem para infectar

outras células fagociticas mononucleares; (5 e 6) - Os flebotomineos sao infectados pela ingestéo
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de células infectadas durante o repasto sanguineo; (7) - Nos flebotomineos, os amastigotas se
transformam em promastigotas, desenvolvem-se no intestino; (8) (no intestino posterior para
leishmanias no subgénero Viannia; no intestino médio para leishmanias do subgénero Leishmania),
e migram para probdscide. Fonte: adaptado de
https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html

1.3 — Leishmaniose e Toxoplasmose: Um problema de saude publica

Para analisarmos o sucesso de qualquer parasita, € importante qualificar os
disturbios que ele causa a um hospedeiro, bem como a sua capacidade de adaptar
e integrar ao ambiente do hospedeiro (DE MORAIS et al., 2015). Eles
desenvolveram ao logo dos milhares de anos de evolugdo muitos mecanismos para
escapar das consequéncias das respostas do sistema imune de seus hospedeiros
(PINON et al., 2001; TIZARD et al., 2002). Delicadas adaptag¢des do parasito com
0 hospedeiro asseguram a sobrevivéncia do parasito sem induzir doenga no
hospedeiro (TENTER et al., 2000; LANG et al.,, 2007; CARRUTHERS e
BOOTHROYD, 2007).

Leishmania ssp. e T. gondii, assim como outros parasitas desfrutam de um
estilo de vida intracelular livre de muitas repostas do sistema imune do hospedeiro,
com as quais outros microorganismos extracelulares se deparam (MONTOYA e
LIESENFIELD, 2004; DUBEY e JONES, 2008). Na leishmaniose, por exemplo, a
doengca pode ndo manifestar sintomas durante um periodo. Esse periodo de
laténcia €, em média, de dois a trés meses, podendo variar de duas semanas a
dois anos com periodos assintomaticos aumentando o risco de transmissao
adicional do parasita. Pacientes com doencga assintomatica geralmente apresentam
baixos titulos de anticorpos, dificultando a detecgdo da doenca com técnicas
padronizadas (FURTADO,1994).

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

O diagndstico precoce é critico para o sucesso do tratamento atual dessas
doencas, que apresentam uma série de efeitos adversos incluindo baixa
especificidade, toxicidade e resisténcia a drogas (CARRUTHERS, 2006; BAATZ et
al., 2006). Portanto, € importante descobrir novos medicamentos ou ferramentas
que possibilitem a descoberta de possiveis alvos capazes de atuar sobre o parasita.
Segundo a OMS, a detecgdo, o tratamento e os cuidados associados a
leishmaniose podem necessitar de investimentos de aproximadamente 100 milhdes
de ddlares (80 — 130 milhdes de ddlares) por ano durante o periodo de 2015- 2030.
Estes dados reafirmam, portanto, o grande impacto financeiro que as leishmanioses
podem gerar para o Sistema de Saude Publica (WHO, 2015). Portanto, é importante
descobrir novos medicamentos ou ferramentas que possibilitem a descoberta de
possiveis alvos capazes de atuar sobre o parasita.

A falta de atencdo dada a essas doencas € desproporcional a sua
importédncia global. A maioria das pessoas infectadas com Leishmaniose e
Toxoplasmose, € confrontada com mas condicdes sanitarias, tem nutricdo e
cuidados de saude inadequados e nao podem pagar pelo tratamento, mesmo que
estejam disponiveis (CONTEH et al., 2010). E por esta razao, elas tém sido
amplamente ignoradas por fabricantes de medicamentos e formuladores de
politicas publicas por décadas, por nao trazerem retornos econémicos suficientes,
de modo que existe pouco incentivo para estimular seu interesse comercial pela
pesquisa e desenvolvimento (WENG et al., 2018).

Neste cenario, um ponto importante a se considerar € a necessidade de
novos métodos e materiais que possibilitem um diagnédstico precoce e que seja
barato, rapido e eficiente. Um bom alvo interesse para o desenvolvimento de novas
ferramentas terapéuticas seria a deteccao das PLA2s, uma vez que o parasito
secreta essa enzima para iniciar o seu processo de infecgao. Estudos utilizando

anticorpos anti-PLA2s demonstram-se promissores permitindo o surgimento de
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novas pesquisas que visam o entendimento de patologias cujas PLA2s estejam
envolvidas (PASSERO et al., 2008; PSZENNY et al., 2016; WILSON e KNOLL,
2018; SCHULTZ e CARRUTHERS, 2018).

1.4 - Classificacao e caracteristicas estruturais e funcionais das fosfolipases

Fosfolipases (PLs) s&o um grupo complexo e importante de enzimas que
participam no metabolismo de fosfolipidios, os quais sdo componentes essenciais
das membranas celulares. Essas enzimas geralmente se associam primeiro com
a membrana ou micela ou frequentemente estéo ligadas a elas (DENNIS, 2015).

A maioria das células contém uma grande quantidade de fosfolipases que
podem existir como formas secretadas, associadas a membrana ou localizadas
intracelularmente (ALOULOU et al., 2018). As PLs pertencem a classe das
hidrolases que catalisam a hidrolise de ligacbes éster e ésteres de fosfato em
fosfolipidios, predominantemente sobre glicerofosfolipideos, degradando também
lipidios neutros (DENNIS, 1983).

Entre os fosfolipidios naturais, a fosfatidilcolina ou lecitina é o substrato mais
comum das fosfolipases cataliticamente ativas. No entanto, eles também podem
atuar em fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, esfingomielina, lisofosfatidilcolina e
lisofosfatidilinositol em alguns organismos e tecidos (SINGER et al., 1997). Embora
todas as fosfolipases tenham como substrato fosfolipidios, elas variam no local de
acao da molécula de fosfolipidios, sua funcdo e sua regulagdo. Dependendo
posicdo que elas hidrolisam no esqueleto fosfolipidico, as fosfolipases sao
classificadas em cinco tipos: A1 (PLA1), A2 (PLA2), B (PLB), C (PLC) e D (PLD)
(DENNIS, 1983), liberando uma variedade de produtos como lisofosfolipidios (LPL),
acidos graxos livres (AGL), diacilglicerois (DG), fosfato de colina, fosfoinositideos e

acido fosfatidico, entre outros (Figura 5).
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Figura 5: Hidrdlise de fosfolipidios por fosfolipases. As setas indicam os locais de ataque por
clivagem hidrolitica de fosfolipases tipo A1, A2, C e D. Os principais produtos gerados por sua agao
também s&do mostrados. R1 / R2: acidos graxos livres nas posi¢cdes sn-1 ou sn-2; X: colina,

etanolamina, serina, inositol e assim por diante. Fonte: Belaunzaran et al., 2011

Em geral, as fosfolipases hidrolisam fosfolipidios com atividade de acil-
hidrolase ou fosfodiesterase. A fosfolipase A1 (PLA1), A2 (PLA2) e a B (PLB)
constituem as acil-hidrolases, enquanto as fosfodiesterases sao representadas
pela fosfolipase C (PLC) e pela fosfolipase D (PLD) (CERMINATI et al., 2019).

Estas enzimas sdo amplamente distribuidas nos diversos organismos vivos
como animais, plantas, bactérias, protozoarios, parasitas (NIEWERTH e KORTING,
2001; ALOULOU et al., 2018; WILSON e KNOLL, 2018) e estdao implicadas em
variados processos, dentre eles: a homeostase de membranas, a aquisicao de
nutrientes e a geracdo de moléculas bioativas (KOHLER et al., 2006).

As PLs tipo A (PLAs) catalisam a reagao para a remogao lipolitica de uma
porgao de acido graxo esterificado ao glicerol (NIEWERTH e KORTING, 2001). As

isoenzimas dessa classe sao as PLA1 e PLA2, diferenciadas pela posigéo da ligagéo
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éster dos fosfolipidios e pelos lisofosfolipidios liberados como produtos (SMITH et
al., 1973).

As fosfolipases A1 hidrolisam especificamente os grupos acil de fosfolipidios
na posic¢ao sn-1, produzindo acidos graxos livres e lisofosfolipidios (DENNIS, 1983;
INOUE et al., 2005). Estao presentes em varios tipos celulares e teciduais a partir
de uma vasta gama de organismos. Mas apesar de sua aparente diversidade e
abundancia, um numero limitado de PLA1s foram isoladas e caracterizadas
bioquimicamente (ISHIGURO et al., 2001; SONODA et al., 2002; RICHMOND e
SMITH, 2007). Em mamiferos foram descritas nove moléculas de PLA1, sendo seis
enzimas extracelulares e trés intracelulares (AOKI et al., 2007). As PLA1
extracelulares pertencem a familia dos genes das lipases pancreaticas, que sao
conservadas em uma extensa gama de organismos, de insetos a mamiferos e
caracterizados e classificados bioquimicamente, de acordo com suas
especificidades de substratos, estruturas, padrées de expressao e possiveis
fungdes (AOKI et al., 2007).

1.5 - Fosfolipase A2: Tipos, estrutura e mecanismos de acio

As fosfolipases A2s&o as mais amplamente estudadas com maiores avangos
acerca de estrutura e fungdo (DENNIS, 1997; HIRABAYASHI et al., 2004;
SCHALOSKE e DENNIS, 2006; BURKE e DENNIS, 2009). A atividade enzimatica
agora caracterizada como atividade da PLA:2 foi primeiramente estudada em
detalhes em 1890, usando "veneno" ou pegonhas de serpentes (STEPHENS et al.,
1898) e posteriormente em pegonha de cascavel (DENNIS, 2011).

A superfamilia da fosfolipase A2 (PLA2), quando sdo ativadas nas células,
catalisam a hidrdlise da ligacdo éster na posicdo sn-2 dos fosfolipidios da
membrana, que sao geralmente enriquecidos em acido araquiddnico e outros
acidos graxos poliinsaturados (KINI et al., 2003; HIGUCHI et al., 2007; BUCZYNSKI
et al., 2009). Os produtos de hidrdlise da reagdo da PLA2 sdo acidos graxos livres
e lisofosfolipideos. Ambos os produtos representam precursores para moléculas
sinalizadoras que desempenham papéis fisioldgicos importantes.

O acido araquidbnico quando liberado desencadeia uma cascata de

processos celulares que envolvem cicloxigenases e lipoxigenases que sao enzimas

16



chave na biossintese de eicosandides incluindo leucotrienos, prostaglandinas e
tromboxanos (FUNK, 2001). Os eicosandides desempenham um papel em uma
ampla gama de processos fisioldgicos e patoldgicos, como regulagdo do sono,
respostas imunes, inflamacao e percepcao da dor. Os eicosandides atuam através
da ligacao a receptores acoplados a proteina G especificos (TSUBOI et al., 2002).

O outro produto da acao da PLA2, o lisofosfolipideo, pode servir como um
precursor para mediadores lipidicos, como o acido lisofosfatidico ou o fator ativador
de plaquetas (PAF). O acido lisofosfatidico esta envolvido na proliferagcéo celular,
sobrevivéncia e migracao (MOOLENAAR et al., 1997; MOOLENAAR et al., 2004;
RIAZ et al., 2016). O PAF é um potente mediador lipidico inflamatério (VENABLE
etal., 1993; PRESCOTT et al., 2000; MIN et al., 2001).

A superfamilia da PLA2 compreende um numero de proteinas altamente
distintas que podem ser divididas em seis categorias principais: citosélicas (cPLA2),
independente de calcio (iPLA2), fator ativador de plaquetas acetil-hidrolase (PAF-
AH), lisossomais (LPLAz), especificas do tecido adiposo (AdPLA2) e secretadas
(sPLA2) (DENNIS et al., 2011) (Tabela 1). A atribuicdo das enzimas a um
determinado grupo baseia-se no mecanismo catalitico, peso molecular, bem como
suas caracteristicas funcionais e estruturais (BURKE e DENNIS, 2009; DENNIS et
al., 2011).
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Tabela 1: Super familias das fosfolipases Az

Tabela adaptada de DENNIS et al., 2011

As cPLA2 hidrolisam principalmente glicerofosfolipideos incluindo a
fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas e o acido araquidénico na posi¢cao sn-2,
possuem agao catalitica dependente de Ca?* e sua massa molecular elevada pode
variar entre 61 a 114 kDa (BURKE e DENNIS, 2009). Essas enzimas s&o
amplamente distribuidas nas células da maioria dos tipos de tecido humano e
contém uma diade catalitica de Ser-Asp (DESSEN et al., 1999).

As PLA2s independentes de Ca?* (iPLA2s) sdo enzimas intracelulares
expressas ubiquamente que ndo requerem atividade de Ca?* e possuem uma
massa molecular elevada (85-88 KDa). O sitio catalitico de iPLA2s é semelhante ao
cPLA2s e elas ndao demonstram especificidade para o substrato, manifestando
atividades de PLA2/PLA", lisofosfolipase, transacilase e tioesterase (LIO e DENNIS,
1998; JENKINS et al.,, 2004; JENKINS et al.,, 2006; CARPER et al., 2008;
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RAMANADHAM et al., 2015). As iPLAzs participam em uma infinidade de processos
bioldgicos, incluindo catabolismo de gordura, diferenciagéo celular, manutencéo da
integridade mitocondrial, remodelacdo de fosfolipidios, proliferacdo celular,
transducgé&o de sinal e morte celular (HERMANSSON et al., 2016).

As acetil-hidrolases de fatores ativadores de plaquetas (PAF-AH) possuem
uma serina catalitica, realizam a hidrélise de grupos acetato da posi¢cao sn-2 de
fatores ativadores de plaquetas (SCHALOSKE e DENIS, 2006), e ndo requerem
Ca?* para catdlise. Podem ser encontradas com abundancia em mamiferos, em
locais como sistema nervoso central e em eritrocitos (BURKE e DENNIS, 2009), e
sdo mediadores fosfolipidicos que desempenham um papel importante na
coagulagao e nas vias inflamatorias (PRESCOTT et al., 2000).

As LPLA2s esterificam um grupo acil com um grupo hidroxil na posi¢céo C-1
de ceramidas, onde os fosfolipideos atuam funcionalmente como doadores de
radicais acil (ABE e SHAYAMAN, 1998). Esta enzima contém uma triade Ser-His-
Asp conservada e tem quatro residuos de cisteina que sao necessarios para a
atividade catalitica (HIRAOKA et al.,, 2005). Dois tipos distintos de PLA2s
lisossomais foram identificados: PLA2 independente de Ca?* (aiPLA2) e PLA:2
lisossémica (LPLA2) (KITSIOULI et al., 2009).

As PLA: tecido adiposo especificas (AdPLA2) sdo expressas no tecido
adiposo e catalisam a amplificagdo de acidos graxos livres e lisofosfolipideos a
partir da fosfatidilcolina, realizando a hidrélise preferencialmente na posigao sn-2
de fosfolipideos, cuja atividade no metabolismo adipogénico é relevante (DUNCAN
et al., 2008; JAWORSKI et al., 2009).

Dentre as seis categorias principais as sPLA2 estdo entre as mais bem
estudadas, pois sdo conhecidos ha mais de um século a partir de estudos sobre
peconha de serpente e a enzima digestiva pancreatica, e muitos estudos
mecanisticos e inibitérios foram realizados em suas numerosas isoformas (DENNIS
et al., 2011; DENNIS, 2015). A familia de PLA2 secretada (sPLA2) sao classificadas
em 18 grupos principais (lA, 1B, lIA, 1IB, IIC, IID, IIE, IIF, I, V, IX, X, XIA, XIB, XIIA,
XIIB, Xlll e XIV) (Tabela 2) e varios subgrupos de acordo com critérios de homologia
de sequéncia identificavel (SIX e DENNIS, 2000).
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Tabela 2: Familia de PLA2 secretadas

Tabela adaptada de DENNIS et al., 2011

Sao proteinas pequenas que variam de 14 a 18 kDa, apresentam de 6 a 8
pontes de dissulfeto. Este grupo de enzimas possui no sitio ativo uma histidina
conservada na posicdo 48 e um aspartato conservado na posicdo 49, formando
uma diade His/Asp catalitica. Também requerem pequenas concentracdes de Ca?*
para sua atividade catalitica (SCHALOSKE e DENNIS, 2006) (Figura 6).
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Figura 6: Apresentacao esquematica de PLAzs secretadas. Loops de ligagédo ao calcio, sitios ativos
(quadrados vermelhos) e residuos de extenséo do terminal N e C sdo mostrados. Fonte: DENNIS
etal., 2011.

Essas enzimas s&o estocadas em granulos citoplasmaticos, e sé&o
secretadas para o meio extracelular quando ocorre a estimulagao (AKIBA e SATO,
2004). Porém, certas sPLA2s também podem atuar intracelularmente antes de
serem secretadas (MOUNIER et al., 2004; NI et al., 2006).

A familia sPLA2 contém multiplas isoformas que exibem distribuicdes
celulares/ teciduais unicas e seletividade de substrato (MURAKAMI et al., 2015),
bem como fungdes fisioldgicas distintas. Estao envolvidas na digestao, inflamagao,
geracao de mediadores de lipideos, multiplicagdo celular, exocitose, agao
microbicida, entre outras (MONTECUCCO et al., 2008; LOMONTE e RANGEL,
2012; GUTIERREZ e LOMONTE, 2012).

Atualmente, as PLA2 também podem ser atribuidas a 16 grupos e muitos
subgrupos com base na sequéncia, massa relativa, origem, padroes de ligacao
dissulfeto, exigéncia de Ca?*, etc (BURKE e DENNIS, 2009; DENNIS et al., 2011).
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As PLA2 das pegonhas de serpentes estdo incluidas nos grupos IA e IIA
(SCHALOSKE e DENNIS, 2006). O grupo | inclui a familia Elapidae e grupo Il as
familias Viperidae e Crotalidae (LOMONTE, 2012). PLA2s isoladas dessas
peconhas que pertencem ao grupo |l sdo subdivididos em dois grupos principais:
(i) cataliticamente ativas (PLA2s Asp49), que exibem um residuo Asp na posi¢ao
49, com relativamente elevada atividade catalitica sobre substratos artificiais; (ii)
cataliticamente inativas (variantes PLA2s Lys49), mostrando um residuo Lys na
posicao 49, estas possuem baixa ou nenhuma atividade catalitica, porém podem
perturbar a integridade das membranas e induzir efeitos farmacolégicos (DIAZ et
al.,, 1991; RUFINI et al., 1992; LOMONTE et al., 2003; LOMONTE e RANGEL,
2012).

Algumas PLA2s da pegconha de serpentes de vibora, apresentam outros
substituintes de Asp49 como serina, asparagina ou arginina, € as enzimas sao
classificadas como homélogas de PLA2 Ser49, Asn49 e Arg49, respectivamente.
As PLA2 Ser49 como a Ecafolin S, uma toxina de Echis carinatus sochureki
(POLGAR et al., 1996) e Ammodytin L, de Vipera ammodytes ammodyte (KRIZAJ
et al.,1991). Ja as Asn49, sado as TsR6 e CTs-R6 purificadas da pegonha de
Trimeresurus stejnegeri e TM-N49 isolada em Protobothrops mucrusquamatus
(PAN et al., 1998; TSAI et al., 2004), e por ultimo as Arg49 tendo como unica
representante a Zhaoermiatoxin, descoberta na peconha de Zhaoermia
mangshanensis (WEI et al., 2006).

As PLA2 Asp49 podem ainda ser subdivididas em basicas (pl proximo a 8,0)
e acidas (pl proximo a 4,0), devido a presenca de um conteudo maior de residuos
de aminoécidos basicos e acidos, respectivamente em suas estruturas (KOHLER
et. al., 2006).

A falta de atividade hidrolitica nas PLA2-Lys49 foi atribuido inicialmente a
presenca do residuo de aminoacido Lys localizado na posi¢ao 49 ocupada pelo
Ca?* na PLA2s-Asp49 (ARNI e WARD, 1996; OWNBY et al., 1999; SOARES et al.,
2004). Porém estudos de mutagénese com uma PLA2-Lys49 mostraram que o
mutante Lys49Asp permaneceu cataliticamente inativo, demonstrando que n&o
apenas a unica substituicao Asp49Lys, mas também outras modificacbes
estruturais possiveis sdo responsaveis pela auséncia da atividade enzimatica
(WARD et al., 2002).

22



Todas as PLAzs cataliticas apresentam um residuo de tirosina na posi¢céo
28, a0 passo que uma asparagina ocupa esta posi¢ao em PLA2-Lys49. Uma analise
estrutural de Tyr28 em PLA2s revela uma caracteristica importante para a
estabilidade de Ca?* no sitio de ligagdo do célcio com o qual esta associado.
Quando ocorre a mutacao, este sitio se abre impossibilitando a ligagdo do ion.
Assim, a inatividade catalitica das PLA2-Lys49 pode ser explicada por duas
substituicdes, Y28N e D49K (FERNANDES et al., 2010). As PLA2s-Asp49 e Lys49
mostram semelhangas significativas em suas estruturas tridimensionais, embora
exibindo diferentes propriedades farmacoldgicas, o que os torna alvos
interessantes para muitas pesquisas.

A arquitetura molecular, bem como a maquinaria catalitica das PLA2s de
peconhas de serpentes sdo altamente conservadas (DENNIS et al.,, 2011;
GUTIERREZ e LOMONTE, 2012). No entanto, alteragdes sutis nos residuos de
aminoacidos expostos a superficie durante a evolugdo permitiram que as PLA2s
desencadeassem um amplo espectro de efeitos biologicos, adaptando
gradualmente para o reconhecimento de alvos moleculares especificas, portanto,
interferindo em diferentes processos fisiologicos (LOMONTE et al., 2010).

PLA2s possuem catorze residuos de Cys conservados que formam sete
pontes dissulfeto, um padrao estrutural relevante para a estabilizacdo da estrutura
tridimensional (SCHALOSKE e DENNIS, 2006). Estas enzimas s&o constituidas por
trés grandes a-hélices e duas B-folhas anti-paralelas, que sdo mantidas juntas por
pontes dissulfeto. As estruturas conservadas nas PLA2s sdo uma a - hélice na
regidao N- terminal, uma “curta” hélice, um loop de ligagao ao calcio, duas alfas
hélices antiparalelas, um, loop C-terminal local ativo, e duas folhas- anti-paralela
(DENNIS et al., 2011; CORREA, 2007; DE LIMA et. al., 2017). (Figura 7A)

PLAzs dos grupos | e Il apresentam um sitio catalitico conservado formado
por quatro residuos de aminoacidos: His48, Asp49, Tyr52 e Asp99, ao lado de
residuos do "sitio de ligacao do calcio" (Figura 7B). O residuo de aminoacido Asp49
€ importante para a catalise, pois coordena o ion Ca?*, o qual desempenha um
papel crucial para a atividade enzimatica (PETAN et al.,, 2007). Durante o
mecanismo catalitico, o ion Ca?*, impulsiona o reconhecimento do substrato no sitio
ativo, polariza a ligagao éster cindivel e estabiliza o estado de transi¢cao (SCOTT et
al., 1990).
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C-terminal

Figura 7: Representacao estrutural tridimensional das fosfolipases. A- Estrutura do grupo Il; B-
sitio catalitico. Adaptado de KANG et al., 2011; SALVADOR et al., 2016.

Muitas PLA2s de peconha de serpente tem uma forte tendéncia a formar
oligbmeros, geralmente na forma de dimeros e, consequentemente, a maioria das
suas estruturas foram resolvidas como homodimeros (ARNI et al., 1995; MAGRO
et al., 2003; ANGULO et al., 2005). PLA2s-Lys49 botrépicas sao as proteinas mais
estudadas deste grupo, e varios experimentos com estas proteinas demonstraram
que sao proteinas diméricas em solugéo (DA SILVA GIOTTO et al., 1998; ARNI et
al., 1999; MURAKAMI et al., 2007; FERNANDES et al., 2010).

A dissociagdo de PLA2 em mondmeros demonstrou ser prejudicial para as
suas atividades biolégicas (DE OLIVEIRA et al., 2001; ANGULO et al., 2005), a sua
montagem oligomérica parece ser relevante para a sua toxicidade. O estado
dimérico também se encontra in vivo, e é estavel mesmo apds aquecimento na
presenca de B-mercaptoetanol (GIOTTO DA SILVA et al., 1998; SOARES et al.,
2000).

A primeira estrutura de uma PLA2s-Lys49 do género Bothrops foi resolvida
por ARNI et al. (1995) e posteriormente varias outras tiveram suas estruturas 3D
determinadas (DA SILVA GIOTTO et al., 1998; LEE et al., 2001; MAGRO et al.,
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2003; WATANABE et al, 2005). Todas estas estruturas adotaram uma
conformagao dimérica comum (dimero convencional), que se estabilizam através
de interacdes entre as folhas betas e residuos da alfa hélice N-terminal (ARNI et
al., 1995; MAGRO et al., 2003).

Silva-Giotto e colaboradores (1998) resolveram a estrutura da BthTX-l, uma
PLA2 Lys49 isolada da pegonha de Bothrops jararacussu, e apresentaram duas
estruturas com diferentes angulos de abertura entre os mondémeros, referidos como
conformacgdes "aberta" e conformagdes "fechadas". Magro e colaboradores (2003)
através de analises de oito estruturas de PLA2s-Lys49 observaram que estas
proteinas poderiam adotar muitas conformacgdes devido a flexibilidade entre os
monémeros € com base nesses dados foi proposto um novo modelo para a
estrutura dimérica das PLA2s-Lys49, referido como “dimero alternativo”. Neste
modelo os dimeros alternativos se estabilizam por meio do contato entre os loops
de ligagao de calcio e os C-terminais formando uma via de conexao entre os sitios
ativos de ambos os monémeros (MURAKAMI et al.,2007), sendo o aminoacido
Tyr119 o responsavel por manter essa conformagédo (DOS SANTOS et. al.,2009)
(Figura 8).

A
Dimero convencional _ t{?i} : Dimero alternativo
£ =)

Dimerizagédo das

miotoxinas Lys49

Figura 8: Representacao dos dois tipos de dimeros de PLA2. Adaptado de: LOMONTE e RANGEL,
2012.

Um mecanismo de agao abrangente para PLA2s-Lys49 foi proposto em uma

revisdo de Fernandes et al. (2014), onde os autores relataram a presencga de duas
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regides conservadas na maioria PLA2s-Lys49: o dominio catidnico de ancoragem
na membrana plasmatica (MDoS), formado pelos residuos C-terminais estritamente
conservados (Lys115 e Arg118), eventualmente auxiliado por outros residuos
catibnicos expostos tais como Lys20, Lys80, Lys122 e Lys127; e o dominio
hidrofébico de desestabilizagcdo da membrana (MDiS), formado por residuos de Leu
e Phe. Este mecanismo envolve uma mudanga oligomérica da proteina na
presencga de um ligante no canal hidrofébico, que induz o alinhamento do MDoS e
MDiS de ambos os monémeros e aumenta a eficacia deste processo de ancoragem
(DOS SANTOS et al., 2009) e ruptura da membrana (KYTE e DOOLITTLE, 1982;
WIMLEY e WHITE,1996; FERNANDES et al., 2013), fazendo assim com que a
enzima passe do estado “inativo” para o “ativo”, assumindo assim a conformacéao
do dimero alternativo.

A BnSP-7 foi a primeira fosfolipase Az isolada da pegonha de B. pauloensis
(SOARES et al., 2000). Essa toxina é cataliticamente inativa (Lys-49), com massa
molecular de cerca de 14 kDa, e ponto isoelétrico de 8,8. BnSP-7 também ¢é
dimérica e a sua estrutura é essencialmente idéntica a estruturas de outras PLA2s-
Lys49, apresentando sete pontes de dissulfeto, aminoacidos compostos por
residuos basicos e hidrofébicos, N-terminal composto por um residuo de serina e
residuos de Gly30, Gly33, His48, Asp 99 conservados em sua estrutura
(RODRIGUES et al., 1998; SOARES et al., 2000; MAGRO et al., 2003) (Figura 9).
Com relagéo a suas propriedades farmacoldgicas, esta enzima induz necrose de
fibras musculares, edema, libera creatina quinase do musculo gastrocnémico de
camundongos e apresenta atividade bactericida sobre Escherichia coli
(RODRIGUES et al.,, 1998; SOARES et al., 2000; MAGRO et al.,, 2003)
antiparasitaria contra Leishmania amazonensis (NUNES et al., 2013) e Toxoplasma
gondii (BORGES et al., 2016), dentre outras atividades (RODRIGUES et al., 2015).
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“short” helix

"short” helix

Figura 9: Diagrama de fita demonstrando a estrutura de BnSP-7. Fonte: Magro et al., 2003

A regiao C-terminal, inclui um segmento contendo os residuos 115-129 das
PLA2s Lys49, a qual € conservada na maioria das enzimas dessa classe,
apresentando aminoacidos catidnicos e hidrofobicos responsaveis por causar
danos as membranas celulares. Os residuos catidbnicos podem interagir
eletrostaticamente com grupos aniénicos em um local de fosfolipidios da
membrana, possivelmente carregado negativamente (LOMONTE et al., 2003;
FERNADES et. al., 2013), enquanto que os residuos hidrofébicos, especialmente
os aromaticos, podem interagir e possivelmente penetrar na bicamada fosfolipidica,
resultando na sua desestabilizacdo (NUNEZ et al., 2001). Esta acdo esta
diretamente ligada com a forma dimérica das PLA2-Lys49 em solugcéo (FRANCIS
et al., 1991; DA SILVA GIOTTO et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2001).

No entanto, o fato de que uma uUnica regiao possa exercer todas as principais
atividades toxicas da molécula de origem, ndo impede a existéncia de outras
regides que possam participar ou complementar a agdo deste sitio tdéxico
(LOMONTE et al., 2003).
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1.6 — Acdo de Fosfolipases associadas a patogénese:

Além de seus papéis fisiologicos, notoriamente implicados no processo
inflamatadrio, as fosfolipases tém sido objeto de estudo em relagao ao seu potencial
patolégico, avangos biotecnolégicos e significado industrial (RAMRAKHIANI e
CHAND, 2011). Dentre o potencial patoldgico, elas estdo associadas a doengas
como aterosclerose, (KARABINA et al.,, 2010; ROSENSON e HURT-CAMEJO,
2012; QUACH et al., 2014) diabetes, (BONE et al., 2015; STEFANO et al., 2019) e
cancer (BRGLEZ et al., 2014; HALPERN et al., 2019).

Com a mesma relevancia, o papel das PLs tem sido correlacionado atraves,
de diferentes mecanismos patogénicos, associados na viruléncia de
microrganismos (fungos e bactérias) e na maior infectividade e sobrevivéncia por
parasitas de diferentes familias (FLIEGER et al., 2001; POLLOK et al., 2003;
BHANOT et al.,, 2005; ISTIVAN e COLOE, 2006; BURDA et al., 2015). Os
patdgenos microbianos usam varias estratégias para invadir a célula hospedeira e
causar infec¢ao, e dentre as mais simples delas, € a penetragao e danos na parede
celular externa em células hospedeiras. E provavel que as fosfolipases estejam
envolvidas nos processos de ruptura da membrana, com consequente destruicao
de fosfolipidios, que ocorrem durante o processo de invasdo (RAMRAKHIANI e
CHAND, 2011).

Alguns estudos relatam o envolvimento das fosfolipases como fatores de
viruléncia em fungos oportunistas como Candida albicans, C. glabrata,
Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus (BIRCH et al., 2004). Deste
modo, foram avaliadas como potenciais alvos antifungicos (NEELY e GHANNOUM,
2000; DJORDJEVIC, 2010; GHANNOUN, 2000; CHEN et al., 1997; CHEN et al.,
2000). Evidéncias de diferentes classes de PLs também sao relatadas em varias
bactérias como, Escherichia coli, Yersinia spp, Helicobacter pylori, Neisseria spp,
Legionella spp. e Campylobacter spp., Rickettsia rickettsia; Clostridium perfringens;
e tem sido associada a patogénese causando diferentes sindromes de doenca
(OKABE et al., 1989; BAINE et al., 1988; FLIEGER et al., 2000; FLIEGER et al.,
2001; NILIUS e MALFERTHEINER, 1996; SCHMIEL et al., 1998; MAURY et al.,
2002).
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No entanto, o mecanismo exato da agao das PLAs nao foi definitivamente
determinado (SNIJDER e DIJKSTRA, 2000; BOS et al., 2005; SCHMIEL et al.,
1998; DORRELL et al., 1999; BANERJI et al., 2008; GRANT et al., 1997). Sua
toxicidade tem sido associada a atividade citolitica resultante do acumulo de
produtos desestabilizadores da membrana ou pela extensa destruicdo dos
fosfolipidios da membrana (ISTIVAN e COLOE, 2006).

Além da importancia na patogénese em bactérias e fungos, a atividade
fosfolipasica esta correlacionada com a viruléncia, sobrevivéncia e
remodelamento/modificagdo da composigao de fosfolipidios de células hospedeiras
por diferentes parasitas. Uma revisao feita por Belaunzaran e colaboradores (2011)
considera os papéis importantes e variados que as PLs possuem, em
tripanossomatideos em relacdo as caracteristicas bioquimicas, biologicas e
moleculares e sua contribuigdo para a patogénese. Dentre as principais classes de
PLs, é destacado a importancia das PLA1 e PLA2. A presencga e atividade de PLA1
tem sido associada a estagios patogénicos especialmente em parasitas do género
Tripanossoma spp. (OPPERDOES e ROY, 1982; WAINSZELBAUM et al., 2001;
APARICIO et al., 2004; GRUPPI et al., 1997; VILLALTA et al., 1998).

Ja as PLA2 (cada um dos seis tipos) estdo implicadas em diversos
mecanismos do metabolismo lipidico e progressdo de doenca. Nos parasitas
protozoarios especificamente, a familia de enzimas PLA2 tem sido implicada na
invasdo, remodelacdo da membrana, viruléncia e progresséao da doenga (WILSON
e KNOLL, 2018). Em Toxoplasma gondii foi descrito que a inibicdo da PLA:z protegia
as células monociticas humanas da invasdo do parasita (GOMEZ-MARIN et al.,
2002); bem como é capaz de secretar uma PLA2 independente de Ca?* que esta
envolvida na penetracdo das células hospedeiras, faciltando a fusdo de
membranas durante a invasao e a sintese de produtos de eicosanodides de LOX e
COX (SAFFER et al., 1989; SAFFER e SCHWARTZMAN, 1991; THARDIN et al.,
1993). Recentemente, foi demonstrado que a fosfolipase TgPL2 é importante para
manter os niveis de &cidos graxos gerados por parasitas da familia dos
apicomplexas e regular os niveis de PC e LPC no parasita (LEVEQUE et al., 2017)

Relatos sobre o papel de PLA2s em espécies de Leishmania também sao
descritos (BELAUNZARAN et al., 2010; BELAUNZARAN et al., 2011). Estudos

mostraram a atividade da PLA2 em sobrenadantes de cultura de promastigotas de
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L. (L.) amazonensis e sugeriram que essa enzima pode ser um fator de progressao
para a leishmaniose cutanea (PASSERO et al., 2008). Também foram descritas
modificagdes composicionais nos fosfolipidios da membrana de macrofagos
infectados. Os autores sugerem que esse efeito pode ser indiretamente refletido
pela acdo de uma PLA2 enddgena do parasita (HENRIQUES et al., 2003). Em L.
major, uma PLA2 é responsavel pela hidrolise do fator de ativacao de plaquetas e
contribui para a viruléncia in vivo (PAWLOWIC e ZHANG, 2012).

Esses dados em conjunto sugerem que as PLA2s possam servir como alvos
terapéuticos para o tratamento dessas doengas (MURAKAMI et al., 2011; DENNIS
et al., 2011; BONE et al., 2015; KARABINA et al., 2010). Por conseguinte, o uso de
inibidores de PLs e da biossintese lipidica ganhou grande interesse nos ultimos
anos para combater a infec¢do parasitaria (LUX et al., 2000; LIRA et al., 2001;
CROFT et al., 2003; URBINA, 2010; NOLAN et al., 2017). Estudos que busquem
demonstrar o papel de moléculas capazes de inibir os efeitos patogénicos causados
pelas fosfolipases enddgenas de parasitas se mostram promissores.

No entanto, o conhecimento sobre estas enzimas esta longe de ser completo
e mais estudos s&do necessarios para obter uma compreensao completa do
mecanismo molecular em que essas enzimas participam (BELAUNZARAN et al.,
2010). Uma vez que poucos estudos demonstraram o isolamento e caracterizagoes
bioquimicas, bioldgicas e estruturais de PLAs de parasitas, fontes alternativas de
PLAs bem caracterizadas e facilmente isoladas sdo necessarias. Nesse sentido,
estudos baseados em um transcriptoma de glandula e proteoma da peg¢onha de
Bothrops pauloensis (RODRIGUES et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015) revelam
uma quantidade relevante de PLAzs, que representam 31,9% da peconha. Devido
as sequéncias de aminoacidos da PLA2 secretora de células eucaridticas e
procarioticas serem altamente conservadas (SAFFER et al., 1989), as PLA2s de
peconhas de serpentes podem ser usadas como modelos para o desenvolvimento

de anticorpos capazes de reconhecer e inibir as PLAs de parasitas.

1.7 - Imunoglobulina Y:

As imunoglobulinas (lg) sao glicoproteinas chamadas anticorpos, que séo

secretadas pelas células plasmaticas em resposta a exposi¢cdes antigénicas e sao
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consideradas um produto que afeta principalmente a imunidade humoral (ABBAS
et al., 2010; AMRO et al., 2018).

Os anticorpos apresentam em sua estrutura basica duas cadeias leves e
duas cadeias pesadas idénticas (ABBAS et al., 2010; KINDT et al., 2007). E em
cada cadeia sao encontradas duas regides distintas: uma sequéncia variavel na
regiao N-terminal e uma sequéncia constante na regido C-terminal. As interagcdes
entre essas cadeias ocorrem por interagdes covalentes (pontes dissulfetos) ou n&o
covalentes que auxiliam na formacdo de dominios das imunoglobulinas, que
constituem as diferentes regides dos anticorpos, Fab (do inglés, Fragment antigen
binding — fragmentos de ligagdo ao antigeno) e Fc (Fragment, Crystallizable —
Fragmento cristalizavel) ambas ligadas por uma regido flexivel (regido de
dobradica) (ABBAS et al., 2010).

A imunoglobulina Y (IgY) foi nomeada pela primeira vez quando Leslie e
Clem (1969) enfatizou as distintas diferengas entre IgY e IgG, tais como como
diferencas antigénicas e o tamanho maior da cadeia pesada de IgY, sugerindo o
uso desse termo em vez de IgG (LESLIE e CLEM, 1969; SCHADE et al., 2005;
CHALGHOUMI et al., 2009). Essa ideia nao foi aceita imediatamente, com grande
parte da literatura ainda se referindo a IgY como IgG de galinha, devido as suas
semelhancas funcionais (ZHANG et al., 2017). A imunoglobulina é chamada de IgY
porque esta presente na gema do ovo (IgY, Y = yolk, gema em inglés). As galinhas
também produzem anticorpos das classes IgM e IgA, ambos presentes na clara do
ovo.

IgY esta presente em aves, répteis, anfibios e peixes pulmonados e é o
precursor evolutivo de IgG e IgE, presente apenas em mamiferos (WARR et al.,
1995). Com o intuito de conferir prote¢do materna ao descendente, os anticorpos
IgY circulantes no sangue da galinha, ao passarem pelo ovario, sdo transportados
ativamente através do epitélio do foliculo ovariano para a gema, em quantidades
proporcionais as detectadas no soro da galinha, alcangando valores médios entre
20-25 mg/mL de gema pura (DAVISON et al., 2008; SUNNWOO, 2015).

Em geral, a gema dos ovos transporta quantidades elevadas de anticorpos
IgY. Estima-se que o IgY especifico produzido em galinhas é cerca de 1 a 10% da
quantidade total de anticorpos (MICHAEL et al., 2010). No entanto, a quantidade

de anticorpos produzidos correlaciona-se com a quantidade de antigeno aplicado
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a ave, sua imunogenicidade e peso molecular (POLSON et al., 1980; GRANDO et
al., 2017).

Durante um periodo de 12 meses de postura, uma galinha produz em média
300 ovos. Desse total de ovos é possivel extrair aproximadamente 40g de IgY
policlonal total. Para se obter a mesma quantidade de IgG, utilizando coelhos, sdo
necessarios quatro animais (HATTA et al., 1993; XU et al., 2011)

IgY tem a arquitetura tipica de anticorpos de duas cadeias leves (L), com 25
kDa e duas pesadas (H), cada uma com massa molecular de 67 a 70 kDa. As
cadeias leves possuem uma regiao constante (CL) e uma regido variavel (VL),
semelhante a IgG. A principal diferenca entre IgY e IgG é encontrada nas cadeias
pesadas. A IgG possui trés regides constantes nas cadeias pesadas (CH1, CH2 e
CH3), enquanto a IgY a cadeia pesada epsilon (u) possui um dominio variavel e
quatro dominios constantes (Cu1; Cu2; Cu3 e Cu4) (KOVACS-NOLAN e MINE,
2012). A estrutura do fragmento ligante de antigeno (Fab) da IgY, semelhante ao
IgG, possui uma cadeia leve completa com seu dominio variavel e o dominio
pesado, associados aos dominios variavel e o Cu1 da cadeia pesada, enquanto o
fragmento cristalizavel (Fc) da IgY & composto pelos trés dominios constantes
restantes na cadeia pesada (Cu2, Cu3 e Cu4) (SCHADE, 2005). Um outro dominio
constante, com as cadeias de carboidratos correspondentes, da a IgY uma massa
molecular mais alta (180 kDa) em comparacdo com IgG (150 kDa) (MICHAEL et
al., 2010) (Figura 10).
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(A) Sitio de ligagao do antigeno (B) Sitio de ligagdo do antigeno

Figura 10: Estrutura das imunoglobulinas. A: IgG de mamifero: VH, dominio variavel da cadeia
pesada; VL, dominio variavel da cadeia leve; CL, dominio constante da cadeia leve; CH1, CH2 e
CH3, dominios constantes da cadeia pesada. B: IgY de aves: VH, dominio variavel da cadeia
pesada; VL, dominio variavel da cadeia leve; CL, dominio constante da cadeia leve; Cu1, Cu2, Cu3

e Cu4, dominios constantes da cadeia pesada.

Devido a sua capacidade de se ligar a alvos especificos, os anticorpos IgY
desempenham papéis criticos em ensaios de diagndstico e terapia (AMRO et al.,
2018). A maioria dos anticorpos atualmente disponiveis € produzida em mamiferos,
especialmente em pequenos roedores (MICHAEL et al., 2010). No entanto, a
producao de anticorpos em mamiferos pode ser desafiadora devido ao fato de que
alguns antigenos provocam respostas imunes fracas ou sdo nao imunogénicas.
Além disso, a producdo de anticorpos em mamiferos envolve procedimentos que
causam dor e sofrimento aos animais; como imunizacéo, coleta de amostras de
sangue e sacrificio (NARAT, 2003). A busca por técnicas mais eficientes e
econdmicas, bem como pela reducao e refinamento do uso de animais, levou ao
crescente interesse pelos anticorpos da gema de ovo (IgY) (PEREIRA et al., 2019).

As vantagens do IgY resultam de suas caracteristicas unicas: (1) séo
produzidos em gema de ovo; entdo ndo ha necessidade de sangrar animais, (2)
quantidades consideraveis de anticorpos podem ser obtidas a um custo

razoavelmente baixo, (3) geralmente rapido processo de produgao; (4) € possivel
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produzir um anticorpo especifico para pequenas quantidades de antigeno que é
pouco imunogénico em mamiferos; (5) pode ser gerado através de processos de
produgdo convenientes que o tornam um anticorpo atraente para pesquisa e
diagnostico; (6) IgY pode ser armazenada em ovos a 4°C por pelo menos um ano;
(7) ndo ativam o sistema complemento dos mamiferos, ndo se ligam aos receptores
Fc encontrados no sistema circulatorio (ROSE et al., 1974; LARSSON et al., 1991;
CALZADO et al., 2003; BIRD et al., 2009; HODEK et al., 2013; LESNIEROWSKI e
STANGIERSKI, 2018).

Portanto, a produgao de anticorpos policlonais através da imunizagdo em
galinhas torna a IgY uma excelente alternativa, produzindo os anticorpos em grande
quantidade e qualidade a partir de métodos simples de produgcdo, sem a
necessidade de técnicas invasivas (AMRO et al., 2018).

Varios tipos de antigenos tém sido usados para produzir IgY especifica em aves,
como antigenos complexos (virus, bactérias e parasitas) e antigenos unicos
(proteinas, polissacarideos, peptideos e acidos nucléicos) (CHALGHOUMI et al.,
2009). Diferentes concentragdes de antigeno também podem ser combinadas com
adjuvante. Entretanto, € comum o uso de 10 a 100 pg de antigeno por mL injetado
em dois ou trés locais, com a idade da galinha variando entre sete e oito semanas
(MICHAEL et al., 2010).

Sendo uma técnica produtiva, bem como mais refinada do ponto de vista do
bem-estar animal, a tecnologia IgY tem sido aplicada com sucesso em fins
cientificos na saude humana e veterinaria, como em imunodiagndstico,
neutralizagcdo de toxinas de animais peconhentos, imunoterapia, atividade
bactericida e ensaios anti-parasitarios (HORIE et al., 2004; CAl et al., 2012;
MENDOZA et al., 2012; RAHMAN et al., 2013; SAMPAIO et al., 2014; SUNNWOO,
2015; GRANDO et al., 2017).

IgY anti-PLA2s de peconhas de serpentes demonstram ser moléculas
promissoras para aplicagédo biotecnolégica e terapéutica, em especial, na redugéo
de efeitos antiparasitarios. Além disso, podem ser utilizadas como ferramenta na
busca de possiveis alvos para se desvendar o mecanismo de agao de doencgas e
causas de morte em parasitas, servindo como um modelo de estudo para agéo de

outras drogas.
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A imobilizagcdo de anticorpos em eletrodos pode gerar um sensor quimico
capaz de detectar antigenos especificos com alta seletividade. Um sensor quimico
€ definido como um dispositivo que transforma a informagédo quimica em um sinal
analitico. Os biossensores podem ser definidos como dispositivos que convertem
um sinal bioquimico em um sinal mensuravel, constituidos de um material bioldégico
como elemento de reconhecimento (THEVENOT et al., 2001; GRIFFIN e STRATIS-
CULLUM, 2009).

Os biossensores sdo constituidos por trés componentes principais, o
elemento de reconhecimento biolégico, o qual identifica o alvo; o transdutor, que
converte este reconhecimento em um sinal mensuravel e o sistema de
processamento de sinal, que envolve a amplificacdo e exibicao dos dados em um
formato apropriado (PERUMAL e HASHIM, 2014) (Figura 11).

CAIVO
B
= =
MD

Elemento de reconhecimento
biolagico

Transdutor Sinal > | Processamento do sinal

Figura 11: Representacdo esquematica de um biossensor.

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o principio de
transdugdo do sinal, tais como, eletroquimicos, piezoelétricos, calorimétricos e
Opticos. Os biossensores eletroquimicos sao baseados no consumo e/ou geragao
de espécies eletroativas durante uma interagdo quimica e biolégica (MEHRVAR e
ABDI, 2004), nesse processo o transdutor mensura o sinal eletroquimico produzido
por essa interagdo. Os biossensores eletroquimicos sdo 0os mais comuns e
estudados para o uso em analises clinicas (SONG et al., 2006).

Uma variedade de biomoléculas sdo comumente utilizadas como elemento

de reconhecimento biolégico para a construgdo de biossensores, tais como,
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enzimas, anticorpos, acidos nucléicos, cada um com suas proprias vantagens na
deteccdo do analito alvo (SILVA et al., 2009; HENNESSEY et al., 2009; BATRA et
al., 2014). Baseando-se no elemento de reconhecimento bioldgico, o biossensores
ao serem imobilizados com um anticorpo sao classificados como imunossensores.

Os imunossensores tem desempenhado um papel importante na melhoria
da saude publica, por proporcionar aplicagdes para uma deteccéo rapida, sensivel
e especifica, em areas como a quimica clinica, qualidade dos alimentos,
monitoramento ambiental e diagnéstico (RAMIREZ et al., 2009). Além disso sdo
dispositivos de deteccao rapidos e de facil manuseio, portateis e nao necessitam
de méo de obra especializada para operacao (TANISELASS et al., 2019; LEE et
al., 2019; CORDEIRO et al., 2019). Deste modo, a imobilizagao de anticorpos anti-
PLA em sensores quimicos representam relevancia cientifica uma vez que a
dectecao de PLA em extratos parasitarios podem auxiliar na investigacado de um
digndstico precoce.

Esses estudos e a grande variedade de efeitos patogénicos atribuidos as
PLA2s nos levou a pesquisar as propriedades anti-parasitaria de anticorpos IgY
anti-BnSP-7, com o objetivo de revelar novos efeitos moleculares especificos e/ou

alvos metabdlicos compativeis com perspectivas de futuro na terapia.

2.0 — Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo geral produzir anticorpos policlonais
anti-fosfolipase A2 (BnSP-7, isolada da pegonha bruta de Bothrops pauloensis) em
galinhas da raga Gallus gallus domesticus e avaliar seu potencial no
reconhecimento de diferentes fosfolipases A2 isoladas; na neutralizagdo da
atividade citotoxica da BnSP-7; em atividades antiparasitarias e construgdo de um

bioeletrodo.

2.1 — Objetivos especificos

e Produzir anticorpos (policlonais) especificos para a fosfolipase A2 BnSP-7
através da indugdo imunogénica em galinhas da raca Gallus gallus

domesticus;
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Purificar os anticorpos (policlonais IgY) anti-BnSP-7;

Avaliar a imunorreatividade desses anticorpos frente diferentes fosfolipases
Az isoladas da peconha de Bothrops pauloensis e Bothrops jararacussu por

meio de ensaios de ELISA.

Avaliar o reconhecimento conformacional de anticorpos policlonais anti-

fosfolipase Az (BnSP-7) sobre a BnSP-7 por meio de ensaios de ELISA.

Verificar o potencial neutralizador de anticorpos policlonais anti-fosfolipase
A2 (BnSP-7) sobre atividade citotoxica da BnSP-7 em células C2C12;

Avaliar a imunorreatividade de anticorpos policlonais anti-fosfolipase frente
a extratos de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Toxoplasma gondii

por meio de ensaios de ELISA;

Avaliar a imufluorescéncia de anticorpos policlonais anti-fosfolipase Az frente

a extratos de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Toxoplasma gondii;

Avaliar os efeitos citotoxicos e anti-proliferativos de anticorpos policlonais
anti-fosfolipase A2 em Leishmania (Leishmania) amazonensis e Toxoplasma

gondii pelo ensaio de MTT, curva de crescimento, B-galactosidase;

Avaliar os efeitos anti-invasivo de anticorpos policlonais anti-fosfolipase A2

em Leishmania (Leishmania) amazonensis;
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e Construir um bioeletrodo baseado em um eletrodo de grafite modificado com
um nanocomposito e anticorpos imobilizados para a deteccdo de uma

fosfolipase Az.

3.0 — Materiais e métodos

3.1. Toxinas de peconha de serpentes

As peconhas de Bothrops pauloensis e Bothrops jararacussu foram
coletadas de serpentes mantidas no Centro de Extragao de Toxinas Animais Ltda -
Morungaba, SP, Brasil. O registro deste serpentario foi aprovado pelo 6rgao
governamental IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente) e reconhecido pelo
uso de recursos naturais renovaveis (2087163). Todas as toxinas (BnSP-7, BnSP-
6,BthTX-I, BthTX-Il,BpPLA2-TXI,BpMP-I) utilizadas neste trabalho foram obtidas do
Banco de Toxinas (isoladas de acordo com métodos previamente padronizados
pelo nosso grupo de pesquisa segundo HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988;
RODRIGUES et al., 1998; NAVES DE SOUZA et al., 2012; FERREIRA et al., 2013)
do Laboratdrio de Bioquimica e Toxinas animais do Instituto de Biotecnologia da

Universidade Federal de Uberlandia.

3.2. Producédo dos anticorpos policlonais

3.2.1. Imunizagao de galinhas

Todos os procedimentos utilizando animais experimentais (galinhas, Gallus
gallus domesticus e BALB/C) foram realizados apds aprovagado da Comissao de
Etica em Uso de Animais (CEUA) - Universidade Federal de Uberlandia (n ° 063/08,
n°130/15).

Galinhas poedeiras (Gallus gallus domesticus, linhagem Isa Brown) foram
utilizadas para protocolos de imunizagdo para induzir a produgcao de anticorpos
policlonais. As imunizagdes foram realizadas em dois grupos: um com BnSP-7 e o
outro com PBS, 100 mM, pH 7,2 (grupo de controle). As galinhas (duas galinhas

em cada grupo) foram imunizadas cinco vezes, em intervalos de 14 dias, com 0,25
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mg de BnSP-7. Para a primeira imunizagao, as amostras contendo a toxina BnSP7
foram dissolvidas em 250 pyL de PBS e um volume igual de adjuvante completo de
Freund (Sigma-Aldrich Co., EUA). As imunizag¢des seguintes foram realizadas com
0s mesmos antigenos e adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich Co., EUA)
(SCHWARZKOPF et al.,, 2001). As aplicagbes foram realizadas por via
intramuscular, no musculo peitoral em diferentes pontos. Amostras de sangue
foram coletadas em intervalos de 14 dias alternados com imuniza¢des. Os ovos

foram coletados semanalmente e armazenados a 4°C até posterior processamento.

3.2.2. Preparagao de extrato de proteina de gema e isolamento de IgYs.

As coletas de ovos iniciaram uma semana antes da primeira imunizagao e
se estenderam por mais 11 semanas. IgY de alta pureza foram preparados como
descrito anteriormente (AKITA et al., 1993). As gemas de ovo foram diluidas 15
vezes em agua deonizada, e o pH da solugao foi ajustado para 5,5 com tampéo
acetato 600 mM pH 4,8. As amostras foram homogeneizadas durante a noite a 4°C.
As solugdes ricas em IgY foram centrifugadas a 800 x g durante 40 min a 4°C; o
pellet rico em lipideos, chamado de P1 foi armazenado para analise posterior em
SDS-PAGE 12,5% (v/v) Laemmli (1970) e o sobrenadante isento de lipidos (S1) foi
recolhido e ajustado para pH 7,4 com 100 mM de hidroxido de sédio (NaOH). S1
foi entdo precipitado com a adicdo de 20% de sulfato de amonio (Sigma-Aldrich
Co., EUA). Apds centrifugacao (2000xg, 25 min, 4°C), o sedimento enriquecido com
IgY (P2) foi recuperado e ressuspenso em PBS (1:10 volume inicial). Uma aliquota
do sobrenadante (S2) foi retirada para analise posterior em SDS-PAGE a 12,5%
(v/v) e em seguida, foi descartado. As amostras P2 foram fracionadas numa coluna
HiTrap IgY HP previamente equilibrada com o mesmo tamp&o. Os anticorpos IgY
foram eluidos utilizando um gradiente linear de tampao fosfato de sédio 200 mM,
pH 7,5, com fluxo de 0,5 mL / min no sistema AKTA prime plus (Amersham
Biosciences). As fragdes eluidas foram dialisadas com agua ultrapura para eliminar
o sal residual; a concentracao da proteina foi determinada a 280nm (BioDrop, UK),
liofilizada e mantida a -20°C até utilizagcado. O perfil proteico foi analisado em SDS-
PAGE a 12,5% (v/v).
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3.3. Resposta especifica ao antigeno durante o curso da imunizacdo

A producao de anticorpos IgY antigeno-especificos pelas galinhas durante o
tempo de imunizagao foi examinada por ELISA. Paralelamente a deteccao de IgY
nas gemas, foi avaliada a soro-conversao de anticorpos especificos IgY produzidos
pelas galinhas imunizadas.

Microplacas de 96 pocos de poliestireno de baixa afinidade (Greiner Bio-
One, Kremsmiinster, Austria) foram revestidas com BnSP-7 (10 yg/mL) em tamp&o
carbonato-bicarbonato (0,06 M, pH 9,6) e incubadas durante a noite a 4°C. Depois
de lavar os pogos cinco vezes com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (v/v) (PBS-
T), adicionou-se leite em pd sem gordura (50 pL / pogo) em PBS-T (1% PBS-T-M)
como solugao de bloqueio. A placa foi incubada durante 1 h a 37 e lavada cinco
vezes com PBS-T. Amostras de anti-BnSP-7 IgY (1:50) e amostras de soro de
galinhas (1:200) foram diluidas em PBS-T-M a 1%, adicionadas e incubadas por 1
h a 37°C. Apds 5 lavagens com PBS-T, o anticorpo secundario anti-chicken I1gY,
produzido em coelho conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich Co., EUA), foi
diluido 1: 15.000 em 1% PBS-TM, adicionado e incubado por 1 h em 37°C. Apos
lavagem 5 vezes, a reagao foi desenvolvida pela adicdo de O-fenilenodiamina
(Sigma-Aldrich Co., EUA) com 0,03% (v/v) de perdoxido de hidrogénio (Merck,
Brasil) diluido em 0,1 M de tampéo fosfato de citrato (pH 5,5), por 15 min. A reagao
foi interrompida pela adicao de 25 yL de H2SO4 1M (Vetec, Brasil). A densidade
Optica (DO) foi determinada a 492 nm numa leitora de placa (Multiskan GO, Thermo
Scientific).

Os dados foram expressos como indice ELISA (El): El = DO / cutoff dos
controles negativos mais trés desvios padrdo. Para estabelecer os valores de corte
para os controles negativos de gema de ovo, utilizou-se a OD das primeiras seis
semanas das galinhas do grupo controle (imunizadas com PBS), enquanto para
estabelecer as do soro, a OD das primeiras cinco semanas do grupo controle
(imunizado com PBS) foi utilizada. Valores de El > 1.2 foram considerados
positivos.
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3.4. Teste de avidez

A maturagao da avidez dos anticorpos IgY foi examinada por ELISA como
descrito no item 3.4, mas com a adigao de 6 M de ureia (Synth, Brasil) em PBS-T
ap6s incubagdo com amostras de anti-BnSP-7 IgY. A reacédo foi revelada,
interrompida e medida conforme descrito para o ELISA indireto regular. Os
resultados de avidez foram expressos como indice de avidez (IA), calculado como
a razao entre a OD obtida dos pogos tratados com ureia (U+) e aqueles sem uréia
(U-) de acordo com a férmula: Al% = OD U +/0OD U - x 100.

3.5 — Anélise de reconhecimento conformacional por ELISA

A analise do reconhecimento conformacional dos anticorpos IgY sobre a
proteina alvo BnSP-7 foi avaliada pelo teste de ELISA, como descrito no item 3.3,
porem o teste foi realizado com a BnSP-7 em sua estrutura nativa e BnSP-7
desnaturada (100°C por 10min, 5% B-mercaptoetanol e 2% SDS). A reacgéao foi
revelada, interrompida e medida conforme descrito para o ELISA indireto regular.

Para determinar o calculo de corte e o indice ELISA (IE), foi utilizada uma
amostra irrelevante (PBS). O valor de corte foi obtido pelos valores médios da
densidade o6ptica (DO) do PBS mais trés desvios-padrao. Valores de IE > 1,2 foram
considerados positivos. Quatro experimentos independentes foram realizados em

triplicata.

3.6. Reatividade cruzada pelo ensaio de ELISA

A reatividade cruzada contra diferentes toxinas previamente isoladas da
peconha de B. pauloensis e B. jararacussu também foi verificada. Microplacas de
96 pocos de poliestireno de baixa afinidade (Greiner Bio-One, Kremsmdunster,
Austria) foram revestidas com BnSP-7, BnSP-6, BthTX-I, BthTX-Il, BpPLA2TX-I ou
BpMP-I (10 ug/ mL). Apds a lavagem, a solugao de bloqueio foi adicionada e lavada
cinco vezes com PBS-T; amostras fracionadas de anti-BnSP-7 IgY (2 pg/mL) foram
diluidas em 1% de PBS-T-M, adicionadas e incubadas por 1 h a 37°C. As etapas a

seguir foram executadas conforme descrito anteriormente.
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Para determinar o calculo de corte e o indice ELISA (IE), foi utilizada uma
toxina irrelevante (BpMP-I). O valor de corte foi obtido pelos valores médios da
densidade 6ptica (DO) de BpMP-I mais trés desvios-padréo. Valores de IE > 1,2
foram considerados positivos. Quatro experimentos independentes foram

realizados em triplicata.

3.7. Neutralizacdo da atividade da PLA2 por citotoxicidade em células C2C12

Mioblastos de camundongo (C2C12) foram cultivados em meio RPMI 1640
suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS), 2 mM de L-glutamina, 2
mM de piruvato de sédio, 1 mM de aminoacidos ndo essenciais, 1% de penicilina
(100 Ul / mL), estreptomicina a 1% (100 mg / mL) e incubadas a 37°C sob 5% de
CO2. Mioblastos C2C12 foram cultivados a uma densidade inicial de
aproximadamente 1 x 102 células / pogo em microplacas de 96 pogos. Apos atingir
a confluéncia de aproximadamente 80%, o meio de crescimento foi substituido por
meio de diferenciacdo, que consiste no mesmo meio descrito acima, mas
suplementado com 1% de FBS, a fim de obter a forma diferenciada dessas células
(miotubos). As células foram utilizadas apds 6 dias adicionais de cultura, quando
foi observada uma vasta proporgéo de longos miotubos multinucleados.

Para o ensaio de citotoxicidade, as células C2C12 foram semeadas a 1 x 10*
células por pogo em microplacas de 96 pocgos. Apds 24 h, foi adicionado meio novo
contendo BnSP-7 (50 ug / mL) ou BnSP-7 pré-incubada com anti-BnSP-7 IgY (ug /
mL) por 1 h nas proporgdes de 1:1; 1:2,5; 1:5 (BnSP-7: anti-BnSP-7 IgY, m / m). As
células controle foram incubadas com PBS ou anti-BnSP-7 IgY (250 ug). Apds 24
h, as células foram incubadas com 5 mg / mL de MTT (brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazdlio) durante 3 h a 37°C. Os cristais de formazan
resultantes da redugdo de MTT foram dissolvidos pela adicdo de 100 pL de PBS
contendo 10% de SDS e 0,01 M de HCI. Apds 18 h, a absorbancia foi lida em uma
leitora de placa (Multiskan GO, Thermo Scientific) a 570 nm. Trés experimentos

independentes foram realizados em triplicata.
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3.8. Cultura de parasitos

A cepa de Toxoplasma gondii RH foi cultivada em células HeLa com meio
RPMI 1640 suplementado com penicilina, estreptomicina e 2% de FBS a 37°C em
5% de CO2 (BARBOSA et al.,, 2008). Estes taquizoitos foram utilizados para
preparacao de antigeno.

Leishmania (Leishmania) amazonensis (linhagem |IFLA/BR/67/PH8),
promastigotas, foram cultivadas em meio LIT, pH 7,4, suplementado com 10% de
FBS, 1% de penicilina (100 Ul / mL) e 1% de estreptomicina (100 mg / mL), 2% de
glicose - LIT completo - a 23 + 0,5 °C. Os promastigotas utilizados em todos os
experimentos foram isolados da fase estacionaria de crescimento e utilizados para

preparo de antigenos.

3.9. Preparacao de extratos de T. gondiie L. (L.) amazonensis

Taquizoitos e promastigotas de T. gondii e L. (L.) amazonensis,
respectivamente, foram coletados e centrifugados a 4.000 g por 10 min. Os
parasitas foram lavados em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,2)
duas vezes e ressuspensos em 1 mL de inibidor de protease (Complete Ultra
Tablets, Roche) diluido em PBS. Seis ciclos de congelamento (nitrogénio liquido) e
descongelamento (banho maria a 37°C) foram realizados para obteng¢ao do extrato
bruto. Aliquotas foram removidas do extrato bruto e centrifugadas a 3000g por
10min em uma centrifuga refrigerada (4°C). O pellet foi descartado e coletado o
sobrenadante (extrato soluvel) e congelado a -20°C. Dosagem de proteina foi

realizada pelo método de Bradford (1976).

3.10. Reconhecimento de alvos no extrato de T. gondiie L. (L.) amazonensis por
anti-BnSP-7 IgY

Para avaliar o reconhecimento de possiveis alvos no extrato de T. gondii e
L. (L.) amazonensis, microplacas de 96 pogos de poliestireno de baixa afinidade
(Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria) foram recobertas com 10 ug / mL dos

extratos brutos e soluveis dos parasitas correspondentes. Apds a lavagem, as
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placas foram bloqueadas com solug¢ao de bloqueio e lavadas cinco vezes com PBS-
T. Amostras purificadas de anti-BnSP-7 IgY (30 ug / mL), anti-T.gondii IgY (1: 100)
(controle positivo), IgY anti-Leishmania (1: 100) (controle positivo) e anticorpos IgY
do grupo controle (30 pg / mL) (controle negativo), foram diluidos em PBS a 1%
TM, adicionado e incubado durante 1h a 37°C. Os seguintes passos foram
realizados pelo ensaio ELISA como descrito anteriormente.

Os dados foram expressos como indice ELISA (El): El = DO / cutoff dos
controles negativos mais trés desvios padrdo. Controles positivos foram
gentilmente cedidos pelo Laboratério de Imunoparasitologia da Universidade
Federal de Uberlandia. Para estabelecer os valores de corte, foi utilizado o DO das
aves do grupo controle (imunizadas com PBS). Valores de IE > 1,2 foram

considerados positivos.

3.11. Ensaio de imunofluorescéncia

Os anticorpos anti-BnSP-7 IgY purificados foram aplicados a taquizoitos e
promastigotas de T. gondii e L. (L.) amazonensis, respectivamente, a fim de
identificar a posicdo de possiveis alvos por imunofluorescéncia indireta. O pellet
contendo taquizoitos e promastigotas obtidos apds o repique celular foram
incubados com 1 mL de formaldeido a 1% durante 30 min a 37°C e, em seguida,
10 mL desta solugéo foi colocada em laminulas de vidro. Apdés a secagem dos
pocos a temperatura ambiente, as laminulas de vidro foram analisadas sob um
microscopio optico (Nikon) para confirmar a fixacdo dos parasitas. Para a analise,
foram utilizadas duas abordagens: Os parasitas fixos colocados em laminulas de
vidro foram permeabilizados em uma solucdo de PBS contendo 0,1% de Triton X-
100 durante 30 min; e outra abordagem os parasitas fixos nao foram
permeabilizados. Subsequentemente, as laminulas de vidro foram lavadas trés
vezes em PBS durante 5 min cada, sendo os seguintes passos aplicados a ambas
as abordagens acima mencionadas.

Taquizoitos e promastigotas foram incubados com anti-BnSP-7 (30 ug), IgY
dos grupos controle (30 upg) (controle negativo) e IgY anti-T. gondii ou anti-

Leishmania (1: 100) (controlos positivos) diluidos em PBS durante 30 mina 37°C e

44



depois lavados 3 vezes (5 min) com PBS. Em seguida, os parasitas foram
incubados com anticorpo secundario produzido em coelho anti-chicken 1gY
conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC, Sigma-Aldrich Co., EUA) (1:50)
e contrastado com azul de Evans (1: 100) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) a 37 ° C
durante 45 min. Apds este tempo, uma lavagem final (5 min) foi realizada com PBS.
Controles positivos foram gentiimente cedidos pelo Laboratério de
Imunoparasitologia da Universidade Federal de Uberlandia. A reacdo foi lida

usando um microscoépio confocal LSM 510 (Meta, Carl Zeiss, Alemanha).

3.12. Ensaio de Citotoxicidade

3.12.1. Citotoxicidade em L. (L.) amazonensis

Ensaios de citotoxicidade na presencga de anticorpos anti-BnSP-7 IgY foram
realizados em formas promastigotas pelo ensaio MTT. Promastigotas (1 x 10%)
promastigotas/pog¢o) foram colocadas em placas de cultura de 96 pocgos e
incubadas a 23°C com diferentes concentragbes de IgY anti-BnSP-7 (diluicdo
seriada dupla de 100,0 ug/ mL a 0,09 pg / mL) por 72 h. Os parasitas do controle
negativo foram incubados com PBS. Apds 72 h, os promastigotas foram incubados
com 5 mg/ mL de MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazdlio)
durante 3 h a 37 °C. Os cristais de formazan foram dissolvidos pela adi¢do de 100uL
de PBS contendo 10% de SDS e 0,01 M de HCI e apds 18 h, a absorbancia foi
medida em um espectrofotdmetro de varredura de multiplos pogos (MultiskanGO,
Thermo Scientific) a 570 nm. Trés experimentos independentes foram realizados
em quadruplicata.

O mesmo ensaio foi realizado para avaliar a citotoxicidade dos anticorpos
IgY anti-BnSP-7 em macréfagos derivados da medula 6ssea (MDMO) conforme a

metodologia descrita acima.

3.12.2. Citotoxicidade em taquizoitos de T. gondii

Os taquizoitos (1 x 10°/ mL) foram tratados com anticorpos anti-BnSP-7 IgY

(15 pg / mL, 12,5 ug / mL, 10,0 uyg/ mL e 5,0 yg / mL) por 3 horas e corados por
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azul de tripan. Para os controles negativos, os taquizoitos (1 x 10% / mL) foram
tratados com meio RPMI 1640. Parasitos inviaveis que apresentam um citoplasma
escuro foram contados em um microscopio Optico (STROBER, 2001;
CASTANHEIRA et al., 2015). Trés experimentos independentes foram realizados

em triplicata.

3.13. Ensaio anti-proliferativo

3.13.1. Ensaio anti-proliferativo em promastigostas de L. (L.) amazonensis

Com o objetivo de avaliar o efeito dos anticorpos anti-BnSP-7 na proliferagcao
celular de promastigotas de L. (L.) amazonensis, parasitas (1 x 10° células.mL )
foram cultivados em frascos de cultura de 25 cm? e tratados ou ndo (controle ) com
12,5 pg/mL e 10,0 pyg/mL de anti-BnSP-7 IgY. As 0, 24, 48, 72 e 96 h apods a
incubagdo com os anticorpos, os parasitas foram fixados usando 1% de
paraformaldeido e contados em uma camara de Neubauer para determinar as
concentracdes do parasita. Trés experimentos independentes foram realizados em

quadruplicata.

3.13.2. Ensaio anti-proliferativo em taquizoitos de T. gondii

Células Hela foram cultivadas numa placa de cultura de 96 pogos (2 x 104
células / 200uL / pogo) em meio RPMI com 10% de FBS durante 24 h a 37°C sob
5% de CO2. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado os
taquizoitos RPMI (controle) ou T. gondii tratados previamente por 1 hora com
anticorpos anti-BnSP-7 IgY (12,5 ug / mL e 10,0 pg / mL). Foram adicionados 1 x
10° parasitas / 200 uL / pogo e incubados por 24 h.

As células foram submetidas a proliferagéo intracelular de T. gondii utilizando
um ensaio colorimétrico de B-galactosidase como descrito anteriormente (TEO et
al., 2007). Resumidamente, as células HelLa foram incubadas com 100 ul de
tampao de lise (100 Mm HEPES, 1 mM MgSO4, 0,1% Triton X-100, 5 mM ditiotreitol)
durante 15 min. Posteriormente, os lisados foram misturados com 160 pL de
tampao de ensaio (tampéo fosfato 100 mM, pH 7,3, B-mercaptoetanol 102 mM,
MgCl2 9 mM) e, posteriormente, com 40 puL de CPRG 6,25 mM. (clorofenol vermelho
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- - D- galactopiranésido; Roche, Indianapolis, IN, EUA). A atividade da p-
galactosidase foi medida a 570 nm utilizando um leitor de microplaca (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories) e os dados foram mostrados como o numero de
taquizoitos determinados pelo software Microplate Manager (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA), usando uma curva padrao com concentragdes conhecidas de taquizoitos
(1 x 108 a 15,625 x 103). Trés experimentos independentes foram realizados em

quadruplicata.

3.14 — Cultura de células

3.14.1 - Extracao de células mononucleares de sangue periférico humano
(PBMC)

Inicialmente 10 mL de sangue periférico foram coletados em tubos
heparinizados, de individuo saudavel, sem uso de terapia farmacoldgica. O sangue
foi transferido para um tubo de 50 mL onde foi acrescentado o mesmo volume (~10
mL) de PBS em temperatura ambiente. Apds homogeneizagdo cuidadosa, o
sangue foi distribuido em 4 tubos, sendo colocados 5 mL dessa solugdo em cada
tudo. A essa mistura, foram acrescentados 5 mL de Histopaque—-1077 (Sigma-
Aldrich, 10771), que € uma solugao contendo polissacarose e diatrizoato de sdodio,
ajustado a uma densidade de 1,077 g/mL, facilitando a recuperagao de um grande
numero de células mononucleares viaveis (linfocitos e mondécitos), que formam uma
camada distinta entre as hemacias e o plasma. Apdés homogeneizagao, todo o
material foi centrifugado a 400g por 30 min. Apds a centrifugagéo, a fase contendo
PBMC foi retirada com a ajuda de uma pipeta Pasteur. Estes foram reunidos em
um tubo de 15 mL e centrifugados a 400g por 5 min. O sobrenadante foi desprezado
e o pellet ressuspendido em 5 mL de PBS. Em seguida, o material foi centrifugado
nas mesmas condicdes descritas anteriormente. Novamente, o sobrenadante foi
desprezado e o pellet foi ressuspendido com cerca de 2 mL de meio RPMI (Gibco,
31800-022) suplementado com 10% de SBF (Gibco, 12657).

3.14.2 — Extragdo de macrofagos
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Macrofagos derivados da medula éssea (MDMO) foram obtidos de
camundongos fémeas BALB/C (com idades entre 7 - 9 semanas) (BRINGMANN et
al., 2013). Fémur e tibias dos camundongos foram removidos dos musculos
circundantes e tecido conjuntivo. Os ossos foram abertos nas epifises sob
condigbes estéreis. A medula dssea foi lavada com uma agulha de calibre 23 com
meio RPMI 1640 com SFB a 10% para um tubo Falcon de 50 ml. As células foram
centrifugadas (300 x g 4, 10 min) e lavadas com solug&o salina tamponada com
fosfato (PBS) fria. Apés uma nova centrifugacéo (300 g, 4 ° C, 10 min), as células
foram ressuspensas em meio condicionado para geragao de macrofagos contendo
sobrenadante de L929. Os macrofagos (5 x 10° células/pogo) foram plaqueadas em
placas de cultura de 24 pogos contendo meio RPMI 1640 suplementado com 20%
de FBS, 1% de penicilina (10.000 Ul mL - 1) e estreptomicina (10mg mL-1), 1,3%
de glutamina - meio RPMI completo - em uma incubadora com 5% de CO2 a 37°C
por 18 h.

3.15 — Ensaio de Invasao

Resumidamente, os macréfagos derivados da medula éssea (MDMO) (5 x
10° células / pogo), foram cultivadas numa placa de 24 pogos contendo laminulas
de 13 mm em cada po¢o. Apds 24 horas, promastigotas de L. (L.) amazonensis nao
tratados ou tratados com anticorpos anti-BnSP-7 IgY (50 x 10° células / pogo) foram
adicionados a cada poco. Apos trés horas de interagao, as células foram fixadas
com paraformaldeido overnight. Por ultimo, as laminulas foram coradas com
corante giemsa.

As laminulas foram analisadas em microscopio de luz para verificar os
seguintes parametros: numero de células com parasitas invadidos e numero total
de parasitas invadidos a essas células em um total de 200 células examinadas
aleatoriamente. Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata

para cada abordagem de tratamento.

3.16 - Construcdo do bioeletrodo
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Brevemente, eletrodos de grafite de 6 mm de didmetro foram polidos,
modificados com o6xido de grafeno reduzido e submetidos a polimerizagao
eletroquimica de tiramina, visando um eletrodo modificado com o nanocompdsito
oxido de grafeno reduzido/politiramina. A sonda utilizada no presente trabalho
caracteriza-se por anticorpos policlonais anti-BnSP-7 IgY, produzidos pelo
processo de imunizagdo em galinhas e bem como anticorpos produzidos no grupo
controle (imunizados com PBS).

Sobre cada eletrodo de grafite modificado, foram gotejados 20 uL de solu¢ao
dos anticorpos anti-BnSP-7 (diluidos a uma concentragao de 20 pg/mL em solugéo
tampao fosfato salino, pH = 7.4). Os eletrodos foram incubados por 1 hora a 37°C,
em recipiente vedado e com umidade controlada, para ndo ocorrer evaporagao da
solucdo. Apds a incubacgao, os eletrodos foram lavados por imersédo em solugao
tampao fosfato salino durante 10 segundos e secos em estufa a 37°C. Com o intuito
de impedir interagdes inespecificas do alvo com a superficie ndo modificada do
eletrodo, apds a imobilizacdo da sonda, a superficie dos mesmos foi bloqueada
com albumina de soro bovino (BSA). Para isso, 30 uL de solugdo de BSA (0.5%
m/v em solugdo tampao fosfato, pH = 7.4) foram gotejados sobre o eletrodo. Os
mesmos foram incubados por 1 hora a 37°C, em recipiente vedado e com umidade
controlada, lavados por imersdao em PBS, pH 7.4 durante 10 segundos e secos em
estufa a 37°C. Para verificar a imobilizacdo das biomoléculas, foi realizada uma
voltametria de onda quadrada nos eletrodos sem e com biomoléculas. Para isso,
os eletrodos foram conectados numa célula eletroquimica de trés compartimentos,
contendo uma solucao de ferro/ferricianeto de potassio
(K4[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)s].3H20, 5 mmol/L, contendo 0.1 mol/L de KCI). A
voltametria de onda quadrada foi realizada numa janela de potencial de -0.1 V a
+0.6 V vs. Ag/AgCl, frequéncia de 15 Hz e amplitude de 25 mV.

3.17 - Deteccdo da BnSP-7 pelo bioeletrodo

Os eletrodos de grafite modificados e com a sonda imobilizada, tanto com
anticorpos policlonais anti-BnSP-7 IgY, e anticorpos produzidos no grupo controle
(imunizados com PBS), foram incubados com a fosfolipase A2 (BnSP-7). Para isso,

apo6s o bloqueio, foram gotejados sobre os eletrodos 20 pL de solugdo de BnSP-7

49



(diluidos a uma concentragao de 10 ug/mL em PBS, pH 7.4). Os eletrodos foram
entdo incubados por 30 minutos a 37°C, em recipiente vedado e com umidade
controlada. Apos a incubacéao, os eletrodos foram lavados por imersédo em PBS, pH
7.4 durante 10 segundos e secos em estufa a 37°C. A detecc&o do alvo foi feita
por voltametria de onda quadrada em solucéo de par redox. Para isso os eletrodos
foram conectados a célula eletroquimica de trés compartimentos, contendo uma
solucao de ferro/ferricianeto de potassio (K4[Fe(CN)s])/Ks[Fe(CN)es].3H20, 5 mmol/L,
contendo 0.1 mol/L de KCI). A voltametria de onda quadrada foi realizada numa
janela de potencial de -0.1 V a +0.6 V vs. Ag/AgCl, frequéncia de 15 Hz e amplitude
de 25 mV.

3.18 - Deteccédo de alvo em extrato de L. (L.) amazonenis pelo bioeletrodo

Para a detecg¢ao do alvo em extratos de amostras reais, foram utilizados um
controle positivo (extrato bruto de L. (L.) amazonensis) e um controle negativo
(extrato de células mononucleares de sangue periférico saudavel, PBMC, que sao
as infectadas pelo patdogeno). Ambos os extratos foram diluidos para uma
concentracao proteica final de 10 ug/mL em solugao tampéao fosfato salino, pH =
7.4. Foram gotejados sobre os eletrodos 20 uL de solugao de alvo e incubou-se por
30 minutos a 37 °C, em recipiente vedado e com umidade controlada. Apds a
incubacao, os eletrodos foram lavados por imersdo em PBS, pH 7.4 contendo o
detergente Tween (0.05%, v/v) durante 10 segundos e secos em estufa a 37 °C.
Este tampao de lavagem é diferente dos demais para promover uma remogao mais
eficiente dos componentes celulares do extrato da superficie do eletrodo. A
deteccao do alvo no extrato foi feita por voltametria de onda quadrada em solugao
de par redox. Os eletrodos foram conectados a célula eletroquimica de trés
compartimentos, contendo a solugdo de ferro/ferricianeto de potassio
(K4[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)s].3H20, 5 mmol/L, contendo 0.1 mol/L de KCI). A
voltametria de onda quadrada foi realizada numa janela de potencial de -0.1 V a
+0.6 V vs. Ag/AgCl, frequéncia de 15 Hz e amplitude de 25 mV.

3.19 - Analise Estatistica
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A andlise estatistica e apresentagéo dos resultados foram realizados através
do programa estatistico GraphPad Prism versao 6.01 (GraphPad Software, La Jolla,
EUA). Os dados foram expressos como média = desvio padréo (DP). As variaveis
foram analisadas com testes especificos, paramétricos ou ndo paramétricos,
segundo a distribuicdo de dados. Os dados foram considerados estatisticamente

diferentes quando p < 0,05.

4.0 — Resultados e Discussao

4.1 — Imunizacao e Purificacdo de anticorpos IgY policlonais anti-BnSP-7

Inicialmente, os animais foram imunizados com BnSP-7 e monitorados
diariamente. As imunizacdes foram bem toleradas pelos animais e o experimento
foi conduzido ao longo de 11 semanas.

As galinhas de cada grupo de imunizagdo mantiveram a produgao de ovos
estavel ao longo do experimento, variando de 6 a 12 ovos por grupo. Para cada
semana de coleta de ovos, foi gerado um pool semanal de gemas. A mensuragao
do conteudo de gemas revelou um volume média de 15mL/ovo. No presente
estudo, cada 1 mL de gema de ovo purificada produziu aproximadamente 6 mg de
proteinas totais precipitadas por sulfato de aménio (P2). A concentragéo proteica
meédia de anticorpos IgY totais, das galinhas imunizadas com a BnSP-7, foi de 4
mg/mL de gema pura.

As gemas agrupadas semanalmente passaram por trés etapas distintas de
fracionamento para obter os anticorpos IgY especificos. A qualidade do processo
de fracionamento do anticorpo foi evidenciada pelo perfil eletroforético de todas as
etapas (10ug de proteinas) em SDS-PAGE a 12,5%. A adigdo de 5% de 2-
mercaptoetanol efetuou a separagao de cadeias pesadas e leves das moléculas
IgY (Figura 12A). O sobrenadante isento de lipideos (S1) e o sedimento enriquecido
com IgY (P2) apresentaram bandas correspondentes as cadeias leves e pesadas
das moléculas de IgY, ~65 kDa e ~30 kDa respectivamente. Enquanto o pellet rico
em lipideos, chamado de P1 e o sobrenadante S2, ndo apresentam bandas
correspondentes as imunoglobulinas demonstrando a eficiente do método de

fracionamento escolhido.
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Os anticorpos IgY isolados da gema de ovo foram fracionados em coluna
HiTrap IgY HP (Figura 12B). O perfil cromatografico de afinidade demonstrou dois
picos: o primeiro representa a fragao ligada a coluna, contendo o isolamento dos
IgY policlonais e o segundo a fracdo n&o ligada a coluna rica em albumina. As
bandas correspondentes a fracdo pura mostrada em nossos resultados de
cromatografia correspondeu aos tamanhos esperados de cadeias pesadas (~65
kDa) e leves para IgY (27 kDa) (Figura 12A).
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Figura 12: Purificacdo dos anticorpos IgY anti-BnSP-7: Cromatografia de afinidade em HiTrap IgY
para obteng&o da IgY anti-BnSP-7; Perfil eletroforético 12,5% (PAGE-SDS) em condigbes redutoras
do extrato total da gema (G), do pellet rico em lipideos (P1); sobrenadante isento de lipideos (S1);
pelletrico em IgY (P2); e sobrenadante sem IgY (S2); IgY purificada apds cromatografia de afinidade
e o marcador de massa molecular em kDa (P). A linha verde representa o gradiente de concentragéo

do tampéo de eluigdo. (*) fragdo contendo as IgYs

Neste estudo foram utilizadas galinhas poedeiras da linhagem /Isa Brown
para a producao de anticorpos IgY policlonais anti-BnSP-7. Tradicionalmente, a via
de escolha em protocolos de imunizagdo em galinhas pode ser: a via intramuscular,
subcutanea ou intravenosa (ARAUJO et al., 2010; PARMA et al., 2011; QU et al.,
2011; WEN et al.,, 2012; DA ROCHA et al, 2017). Entretanto, as reacodes
inflamatodrias locais e a queda transitoria na produgao de ovos durante o periodo de

imunizagdes, sdao uma preocupacao (HATTA et al., 1993; SCHWARZKOPF e
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THIELE, 1996). No presente estudo, as imunizagbes foram realizadas pela via
intramuscular e foram escolhidos diferentes locais de indculo com intuito de reduzir
a inflamacéo local e evitar a redugao na producdo de ovos (SCHWARZKOPF e
THIELE, 1996). Processos inflamatorios locais graves ndo foram verificados, da
mesma forma nao houve queda na produgéo dos ovos.

Todos os tipos de anticorpos encontrados em galinhas sao transferidos para
a gema dos ovos, mas IgY é o anticorpo predominante e por este motivo, a fonte
indicada para o isolamento e purificagdo de anticorpos IgY é a gema, embora os
IgY possam ser purificados a partir de soro (ROSE et al., 1974; LOSCH et al., 1986).
Os ovos podem ser colhidos diariamente da mesma galinha e processados
individualmente ou, conforme desejado, em galinhas pertencentes a um grupo
imunizado similar (DA SILVA et al, 2010). A fim de obter amostras homogéneas,
optamos por processar os anti-BnSP-7 a partir de um pool dos ovos coletados
semanalmente.

A gema de ovo € uma matriz complexa composta por lipidios (31% de gema)
e proteinas (17% de gema). As proteinas da gema podem ser granulosas
(precipitam na centrifugacdo) ou plasmaticas (obtidas no sobrenadante apds
centrifugacao), onde IgY sao predominantes na fracdo plasmatica (GADDE et al.,
2015). A extracao de IgY consiste na remocéao de lipidios para formar uma fragcao
soluvel em agua, seguida pela precipitagdo dos anticorpos nela contidos (PEREIRA
et al.,, 2019). Métodos relativamente simples podem ser usados para extrair a
imunoglobulina antigeno-especifica da gema de ovo. Os mais utilizados para a
obtencgao da fragao soluvel incluem o método de diluicao da agua e a precipitagao
com polietilenoglicol (PEG), ultrafiltracdo (JENSENIUS et al., 1981; KO et al., 2007;
SCHADE et al., 2005; MEULENAER e HUYGHEBAERT, 2001).

Outros métodos adicionais para a purificacao de IgY a partir da fragao soluvel
podem ser realizadas com sais como sulfato de sédio e aménio (AKITA e NAKAI,
1993), cromatografia (YAZAWA et al., 1991; KURONEN et al., 1997; FASSINA et
al., 1998) e filtracéo (KIM e NAKAI, 1996). A pureza de IgY pode ser aumentada
pela combinacdo dos métodos acima, seguida por cromatografias de afinidades
(SCHADE et al., 2005). O método de purificagéo de IgY apropriado € influenciado
principalmente pela escala de extragao (laboratério ou industrial), qualidade da
extracao, custo-eficacia e tecnologia (SCHWARZKOPF et al., 1996; SCHADE et
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al., 2005; CHALGHOUMI et al., 2009). Porém, devido a rapidez e alta seletividade,
a cromatografia por afinidade € um dos métodos mais amplamente utilizados para
a purificagcao de anticorpos (AYYAR et al., 2012).

Para este estudo foi realizado trés processos de purificagdo das
imunoglobulinas das gemas: diluicdo em agua da gema, precipitagao por sulfato de
amoénio e a cromatografia de afinidade HiTrap IgY HP. Apds a andlise em SDS-
PAGE, verifica-se que as IgY purificadas se mostraram homogéneas, indicando que
a combinacdo entre os métodos foi muito importante para obtencdo das
imunoglobulinas puras. O protocolo de fracionamento utilizado também demonstrou
um alto rendimento de anticorpos IgY (4 mg). Estes valores correspondem as
estimativas de anticorpos IgY passivamente transferidos através do foliculo
ovariano de galinhas imunizadas (2-8 mg / mL) de gema purificada (SCHADE et al.,
2005; LESNIEROWSKI e STANGIERSKI, 2018).

4.2 — Producio de anticorpos IgY policlonais anti-BnSP-7 com alta avidez

A reatividade dos anticorpos IgY antigeno-especificos da gema de ovo e do
soro, bem como a maturagao de sua avidez durante o tempo de imunizagcao foram
monitorados por ELISA indireto (Figura 13).

Observamos que a partir da terceira semana apds a imunizagao primaria
houve um aumento no titulo dos anticorpos especificos anti-BnSP-7 presente na
gema de ovo (El = 4,6). A partir da quarta semana, a producéao de IgY anti-BnSP-7
aumentou (El= 8,4) e o nivel permaneceu estavel durante todo o periodo de
imunizagao (Figura 13A). No soro, observamos um aumento do titulo de anticorpos
anti-BnSP-7 a partir da sexta semana apds a primeira imunizagdo que se manteve
estavel até a decima primeira semana (Figura 13A). Os anticorpos de semanas com
altos titulos foram utilizados em testes de caracterizagao e aplicabilidade.

A maturagéo da avidez dos anticorpos anti-BnSP-7 IgY, foi avaliada apds o
tratamento dos imunocomplexos com ureia 6M, por meio do calculo do indice
Avidez (lA). Apenas semanas que apresentaram EI> 1,2 foram selecionadas. Os
resultados foram expressos como indice de avidez (lA).

O IA médio revelou que os anticorpos IgY anti-BnSP-7 tiveram seu indice

mais baixos da terceira a quinta semana e aumento da sexta semana em diante.
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Na terceira semana pds-primeira imunizagdo os anticorpos retiveram 64% da
reatividade. Na quarta e quinta semana apds a segunda imunizagao houve uma
reducdo na reatividade para 61% e em seguida um aumento para 69%
respectivamente. Na sexta e sétima semana os IA médios foram de 78 e 76%, e na
oitava semana houve uma elevagao para 85% na reatividade. Em seguida seguiu-

se com valores médio de 72% para a nona a décima primeira semana (Figura 13B).
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Figura 13: ELISA indireto para monitoramento da cinética de producdo de anticorpos IgY
especificos de gemas de ovos e soro de galinhas imunizadas; A - ELISA indireto para
monitoramento da cinética de produgao dos anticorpos; B- ELISA indireto do indice de avidez (%)
dos anticorpos IgY da gema de ovo tratados com ureia 6M. * - Imunizagbes. A linha tracejada

representa o limite de detecgéo de IE = 1,2.

A imunidade passiva natural envolve a transferéncia de anticorpos maternos
para a prole para se defender contra patégenos invasores. Em aves, os anticorpos
maternos na circulagao (IgY) séo depositados na gema do ovo e transferidos para
o embrido em desenvolvimento através da circulacdo embrionaria (PATTERSON
et al., 1962; ROSE et al., 1974; WARD et al., 2004).

Um aumento no titulo de anticorpos da gema de ovo pode ser observado a
partir da segunda semana (SUl et al., 2011; WEN et al., 2012) ou as vezes a partir
da quinta semana apds a inoculagédo de antigeno (GRZYWA et al., 2014). Em
seguida, a estabilizacédo do titulo de anticorpos ocorre, atingindo um patamar e, a
partir dai, diminui progressivamente (WEN et al., 2012). Através de inoculag¢des de
reforco, € possivel manter altos titulos de anticorpos da gema de ovo por mais de
150 dias (MEENATCHISUNDARAM et al., 2011). Contudo, os titulos de anticorpos
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sao influenciados por diversos fatores, como tipo e dose do antigeno, adjuvante
utilizado, via de aplicacdo, frequéncia de inoculagdo, idade e estagio de
desenvolvimento das aves (SCHADE et al., 2005; CHALGHOUM et al., 2009).

Normalmente, para a avaliagado da cinética de producéo, especificidade e
avidez de anticorpos IgY sao utilizados ensaios imunoenzimaticos indiretos (ELISA)
(da ROCHA et al., 2017; AKBARI et al., 2018; LEIVA et al., 2019). No presente
estudo, as quantidades de anticorpos IgY anti-BnSP-7, foram estimadas através de
indice ELISA (IE), ap6s a imunizagdo das galinhas com a BnSP-7, e foi observada
resposta humoral classica compreendendo uma resposta primaria com baixo titulo
de anticorpos, seguida por uma resposta secundaria aumentada. Os anticorpos
especificos foram detectados a partir da terceira semana pds-imunizagao primaria
e foram da quarta semana a décima primeira se mantiveram constantes ao longo
do protocolo de imunizagao.

Essa tipica resposta humoral também foi observada em diferentes estudos
na produgédo de anticorpos anti-pegconhas de serpentes (ANDRADE et al., 2013;
DUAN et al., 2016; LEE et al., 2016; LEE et al., 2017; LIU et al., 2017; AMRO et al.,
2018). Sifi e colaboradoes, 2018 demonstraram a produgdo de anticorpos IgY
contra a pegonha de escorpidao de Androctonus australis hector. No estudo, a
produgdo de anticorpos aumentou progressivamente durante o periodo de
imunizagao e atingiu um patamar de 6 a 11 semanas apos a imunizagao primaria.

A detecgdo de anticorpos IgY na gema, ocorre com um atraso de
aproximadamente sete dias, depois da deteccdo sérica dos anticorpos. Este
fendmeno ocorre devido ao tempo requerido para o desenvolvimento do foliculo
ovariano e ovopostura (PElI e COLLISSON, 2005; DAVISON et al.,, 2008). A
deteccao dos anticorpos anti-BnSP-7 foi observada a partir da sexta e terceira
semana no soro e na gema de ovo respectivamente.

Em contradigdo com os resultados apresentados, Liu e colaboradores (2017)
obtiveram o aumento do titulo de anticorpos IgY anti-Deinagkistrodon acutus a partir
do oitavo dia no soro e no 15° dia foi observada a transferéncia de anticorpos
especificos da pegonha de D. acutus do soro para a gema de ovo. Contudo, Leiva
e colaboradores (2019) detectaram anticorpos especificos contra a pegonha de

Botrops alternatus no soro quinze dias apos a primeira imunizacao.
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Estudos cientificos demonstram uma discrepancia quanto a concentragao de
IgY na gema de ovo e no soro. Alguns pesquisadores afirmaram que nao ha
diferenga entre eles, enquanto outros demonstraram que a concentracdo de IgY na
gema €& maior do que no soro (SCHADE et al., 2005). He e colaboradores (2014)
demonstraram flutuagdes bioldgicas distintas nos niveis de IgY no soro e na gema
ao longo de 60 dias do periodo do estudo. Eles sugerem que devido a diferenca
nos ritmos do soro e da gema IgY, essas flutuagdes influenciam as discrepancias
de concentragédo de IgY total e a relagdo entre IgY no soro e na gema. Outros
fatores que podem influenciar nas variagdes nos niveis de IgY sdo as linhas
genéticas ou racas de galinhas, métodos de purificagao e técnicas de avaliacao.

Por outro lado, os anticorpos IgY podem desenvolver, precocemente, a
maturacgdo da avidez, logo apds a resposta imune primaria (WOOLLEY e LANDON,
1995). A maturacdo de avidez de um anticorpo representa uma interacdo de
afinidade crescente entre anticorpos e antigenos. O alto grau de afinidade entre o
anticorpo e o antigeno foi demonstrado neste trabalho pelo indice de avidez,
considerando IA <40% como baixa avidez e IA> 60% como alta avidez (VILIBIC-
CAVLEK et al., 2016). Durante os estagios iniciais da resposta imune, ha produgao
de anticorpos com baixa avidez; subsequentemente, ha um aumento progressivo
da avidez em galinhas apds varias imunizagées (INOUYE et al., 1984; BOLLEN et
al., 1996). Neste estudo, as galinhas imunizadas com BnSP-7 produziram grandes
quantidades de anticorpos policlonais anti-BnSP-7 IgY de alta avidez como

esperado.

4.3 — Os anticorpos lgY anti-BnSP-7 reconhecem epitopos descontinuos na

sequéncia da BnSP-7

Apos a avaliacdo do reconhecimento dos anticorpos IgY policlonais contra
seu antigeno (BnSP-7), foi testado o reconhecimento em aspecto estrutural afim de
analisar a capacidade dos anticorpos reconhecerem epitopos continuo ou
descontinuo nas estruturas das proteinas. A proteina alvo (BnSP-7) foi submetida
a desnaturagao (100°C por 10min, 5% B-mercaptoetanol e 2% SDS) para obtengao
da estrutura primaria. O reconhecimento anticorpos IgY anti-BnSP-7 frente aos

epitopos continuo ou descontinuo foram analisados pelo ensaio de ELISA indireto.
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Os anticorpos IgY anti-BnSP-7 reconheceram a proteina alvo em sua
estrutura nativa (El = 25,51), mas nao foram a capazes de reconhecer a mesma

proteina em estrutura primaria (El = 0,8) (Figura 14).

indice ELISA (IE)

Ve

BnSP-7

Figura 14: ELISA indireto conformacional para analise de reconhecimentos de epitopos continuos
e descontinuos utilizando a proteina alvo (BnSP-7) nativa e desnaturada. Os resultados s&o
apresentados como média e desvio padrdo. A linha tracejada representa o limite de detecgao de IE
=1,2

As interagdes antigeno-anticorpo sdo realizadas quando o paratopo do
anticorpo se liga ao epitopo de um antigeno. Essas interagbes s&do mantidas por
forcas fracas (interagdes nao-covalentes), como forgas ibnicas, pontes de
hidrogénio, van der Waals e hidrofobicas (VAN REGENMORTEL, 2001; MAK e
SAUNDERS, 2006; DA ROCHA et al., 2017). O reconhecimento imunoldgico ocorre
em nivel molecular e é baseado na complementaridade entre a regido de ligagéo
do receptor e uma porg¢ao do antigeno, o epitopo (MENDEL et al., 1996).

Quando o antigeno é proteico, os epitopos podem ser lineares (continuos)
ou conformacionais (descontinuos). O epitopo continuo, também chamado
sequencial ou linear, apresenta pequenas sequéncias continuas de residuos de
aminoacidos do antigeno. J& um epitopo descontinuo, igualmente chamado de

epitopo conformacional, sdo compostos por residuos de aminoacidos dispersos ao
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longo da sequéncia da proteina e reunidos na proximidade espacial quando a
proteina é enovelada, adquirindo conformacédo nativa (BARLOW et al., 1986;
HUANG e HONDA, 2006).

Muitos anticorpos provavelmente reconhecem epitopos descontinuos mais
complexos, onde residuos de diferentes regides da proteina sao trazidos a
proximidade espacial por dobramento da proteina para formar um epitopo de
anticorpo funcional (LAVER et al., 1990; VAN REGENMORTEL, 2001). A
identificacédo dos epitopos € de grande importancia para compreender e reconhecer
molecularmente a proteina analisada. Esses epitopos podem ser uteis em
diagndstico de doengas, na formulagao de drogas, projetos de vacinas, entre outros
(VAN REGENMORTEL, 2001).

Os estudos estruturais identificam os epitopos estruturais, também
chamados de determinantes antigénicos, definidos por um conjunto de residuos ou
atomos na proteina antigénica que estdo em contato com residuos ou atomos do
anticorpo. Enquanto, os epitopos funcionais sao determinados através de ensaios
funcionais, e consistem em residuos de antigenos que contribuem
significantemente para ligacdo ao anticorpo (SUNDBERG e MARIUZZA, 2004).
Epitopos funcionais em proteinas sao geralmente menores do que os epitopos
estruturais; apenas trés a cinco residuos do epitopo estrutural contribuem de modo
significativo para a energia de ligagdo antigeno-anticorpo (CUNNINGHAM e
WELLS, 1993).

Os anticorpos anti-BnSP-7 reconhecem epitopos descontinuos uma vez que
so6 foi possivel o reconhecimento da proteina alvo na sua conformacao nativa. Ao
desnaturar a proteina, obtivemos sua estrutura linear, e consequentemente perda
dos epitopos conformacionais, e, portanto, a perda do reconhecimento da proteina
alvo. Estudos futuros sdo necessarios a fim de obter as sequencias dos epitopos
conformacionais para o melhor entendimento e aplicacao terapéutica em ensaios

de neutralizacéao.

4.4 — Os anticorpos IgY anti-BnSP-7 sdo capazes de reconhecer diferentes

fosfolipases A2
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Anticorpos purificados (IgY anti-BnSP-7) foram testados quanto a sua
capacidade de reconhecer diferentes PLAzs isoladas de peconhas de Bothrops
pauloensis e Bothrops jararacussu. Os anticorpos IgY anti-BnSP-7 foram capazes

de reconhecer a proteina nativa (BhSP-7) com um IE de 13,61 (Figura 15).
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Figura 15: Reatividade cruzada de anticorpos policlonais IgY anti-BnSP-7 pelo ensaio ELISA
indireto contra diferentes fosfolipases A2 de B. pauloensis, B. jararacussu e BpMP-I
(metaloprotease) da pegonha de B. pauloensis. Os resultados sdo apresentados como média e
desvio padréo. (*) Diferencas significativas entre as fosfolipases A2 e BpMP-I (controle negativo) (p

< 0,05; ANOVA). A linha tracejada representa o limite de deteccao de IE = 1,2.

Outras PLA2s isoladas (BnSP-6, BthTX-I, BthTX-Il, BpPLA2TX-l) também
foram reconhecidas, com os respectivos IE de 12,05, 11,55, 10,37 e 3,1. Para
analisar a especificidade dos anticorpos produzidos, utilizou-se também uma toxina
irrelevante pertencente a classe das metaloproteinases (BpMP-I). A proteina
BpMP-I ndo foi reconhecida pelos anticorpos anti-BnSP-7 IgY e obteve um baixo |IE
de 0,54 (Figura 15).

As sPLA2s de peconha ofidica sdo subdivididas em dois grupos principais,
como ja mencionado: (i) PLA2s Asp49, que exibem um residuo Asp na posic¢ao 49,
com atividade catalitica relativamente alta em substratos artificiais; (ii) variantes
Lys49 PLA2s, mostrando um residuo Lys na posigéo 49, com baixa ou nenhuma
atividade catalitica (LOMONTE et al., 2003).
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De acordo com nossos resultados, os anticorpos especificos produzidos
apresentaram maiores |IEs para PLA2s Lys49 (BnSP-6, BthTX-I) e relativamente
menores para Asp49 (BthTX-Il, BpPLA2TX-l). Como a maioria das PLA2s testadas
compartilham muitas semelhangas estruturais (SOARES et al., 2000; MAGRO et
al., 2003; FERREIRA et al., 2013), é altamente provavel que diferentes regides
tenham sido favorecidas durante a selegdo dos epitopos para a produgédo de
anticorpos, provocando o reconhecimento das diferentes PLA2s testadas. O
reconhecimento de PLA2s foi significativamente (p <0,05) maior que o da proteina
metaloprotease. Nossos resultados mostram que os anticorpos anti-BnSP-7 IgY
sdo altamente especificos para PLA2s de peconha de serpentes, o que pode
representar uma ferramenta potencial para o reconhecimento da presenca de
PLA2s em diferentes organismos (Figura 15).

Melo e colaboradores (2017) produziram anticorpos policlonais anti-BnSP-7
em camundongos BALB/C e testaram o seu pontencial no reconhecimento de
proteina nas pegonhas de Bothrops pauloensis, Bothrops moojeni, Bothrops
diporus, Bothrops jararaca e Bothrops alternatus, por ELISA e Western Blotting. Os
anticorpos policlonais IgG anti-BnSP-7 reconheceram as pecgonhas B. pauloensis e
B. moojeni, mas nao foram capazes de reconhecer proteinas na pegonha de B.
diporus, B. jararaca e B. alternatus. Os anticorpos IgY anti-BnSP-7 produzido neste
trabalho foram capazes de reconhecer as diferentes fosfolipases A2 isoladas da
peconha de B. pauloensis e de B. jararacussu com altos valores de El.

Outros trabalhos demonstram a produgao de anticorpos IgY anti-pegonhas
e 0 seu potencial de reconhecimento sobre diferentes proteinas nas pegonhas
ofidicas (LEE et al., 2017; DA ROCHA et al., 2017; SIFl et al., 2018; LEIVA et al.,
2019). O padrao de reconhecimento de proteinas de baixo peso, como as
fosfolipases A2 por anticorpos IgY imunizados com pegonhas de animais, sao
controversos. da Rocha e colaboradores (2017) produziram IgY anti-pegonha de
Bitis arietans e anti-peconha de Crotalus durissus terrificus e demonstraram um
forte reconhecimento de complexos proteicos com baixa massa molecular que
podem incluir a PLA2. Contudo, anticorpos IgY anti- Bothrops alternatus reconheceu
fracamente bandas de baixa massa molecular (menos de 15 kDa) (LEIVA et al.,
2019).
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Em geral, os componentes da toxina de baixa massa molecular sdo menos
imunogénicos quando comparados aos de alta massa molecular (LAUSTSEN et al.,
2017). Através da imunizagdo com uma fosfolipase Az pura isolada da pegonha de
B. pauloensis (BnSP-7), demonstramos uma producéo efetiva de anticorpos anti-
PLA2.

4.5 — Anticorpos IgY anti-BnSP-7 neutralizam a atividade citotéxica da BnSP-7
em células C2C12

A fim de verificar a capacidade de anticorpos IgY anti-BnSP-7 para
neutralizar os efeitos de PLA2s, 0 nosso proximo passo foi avaliar a neutralizagao
da citotoxicidade induzida por BnSP-7 para células C2C12. A BnSP-7 é uma PLA2
capaz de induzir edema e necrose de fibras musculares, liberando creatina quinase
do musculo gastrocnémio de camundongos, apresentando atividade bactericida
contra Escherichia coli (RODRIGUES et al., 1998; SOARES et al., 2000; MAGRO
et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2009) e agcao antiparasitaria (NUNES et al., 2013;
BORGES et al., 2016), entre outras atividades (RORIGUES et al., 2015).

Os anticorpos policlonais anti-BnSP-7 foram capazes de neutralizar
significativamente (p < 0,05) a atividade citotéxica da BnSP-7 quando pré-incubada
com BnSP-7 (ug/mL) a 37°C por 1 h a 1:1, 1:2,5 e1:5 (toxina: anticorpo, m/m)
(Figura 16). As células também foram tratadas apenas com anti-BnSP-7 IgY (250
Mg) para analisar se os anticorpos tinham efeito sobre as células C2C12 e como
resultado, nenhum efeito citotéxico causado pelos anticorpos anti-BnSP-7 IgY nas

células C2C12 foi observado.
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Figura 16: Determinacdo da atividade neutralizante de anticorpos IgY anti-BnSP-7 sobre o efeito
citotoxico da BnSP-7 em células musculares C2C12 pelo ensaio MTT. A BnSP-7 (50 pg / mL) foi
pré-incubada com os anticorpos anti-BnSP-7 IgY em diferentes proporgdes (toxina: anticorpo, m/m),
por 1 ha 37 ° C. Os resultados sdo apresentados como média e desvio padrao. O meio RPMI e anti-
BnSP-7 IgY (250 pg) foram utilizados como controle positivo para viabilidade celular. (&). Diferengas
significativas entre a BnSP-7 e o meio (p < 0,05, ANOVA). (*) Diferencga significativa entre a BnSP-
7 e as proporgoes (1: 1, 1: 2,5 e 1: 5) (p < 0,05, ANOVA).

Em acordo com os nossos dados, Melo e colaboradores (2017)
demonstraram que anticorpos IgG anti-BnSP-7 foram capazes de inibir a atividade
miotéxica induzida pela pegconha de B. pauloensis, B. moojeni e da BnSP-7,
avaliada pela liberagao da enzima creatina quinase muscular no plasma.

A base molecular da neutralizacdo de toxinas por anticorpos pode ser
explicada pelo bloqueio das regides moleculares das toxinas responsaveis por suas
acdes. Os anticorpos podem reconhecer epitopos presentes em regides
responsaveis pelo efeito toxico da proteina, induzindo impedimentos estéricos.
(MENEZ, 1991; GUTIERREZ et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2007). De Lima e
colaboradores (2017) demonstraram que o mecanismo de agdo da BnSP-7

depende de duas regides principais: (i) 0 dominio de ancoragem na membrana
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plasmatica (K'®K2°K'15R1® - MDoS) e (ii) o dominio de desestabilizacdo da
membrana (L'?'F'25- MDIiS) e, portanto, o impedimento do acesso dessas regides
a membrana, podem levar a perda de atividade biolégica dessa proteina.

Alves e colaboradores (2019) realizaram analise da predi¢ao in silico de
potenciais epitopos de células B presentes na BnSP-7 utilizando as plataformas
IEDB, Bcepred e Bepipred. Os autores identificaram 5 provaveis epitopos
identificados pelas células B na estrutura da BnSP-7. Duas delas,
"TQETGKNPAKS?! e "4NKKYRYHLKPFCKKADPC133 representam,
respectivamente, o final da a-hélice N-terminal e o loop C-terminal da BnSP-7.
Essas regides contribuem para a conformagao dimérica da proteina no seu estado
nativo, podendo adquirir uma conformacao alternativa na presencga do substrato no
canal hidrofébico, na qual ocorre uma reorientagdo das cadeias laterais presentes
nas regides N e C-terminais que expde aminoacidos catidnicos e hidrofobicos para
0 mesmo plano, em posi¢cdes simétricas, em ambos os mondmeros formando o
dominio de ancoragem na membrana plasmatica (K'K?°K'"°R"'8 - MDoS) e o
dominio de desestabilizagdo da membrana (L'?'F'25- MDiS).

Pode-se observar que os epitopos selecionados apresentam aminoacidos
presentes nos dominios MDoS e MDiS componente na estrutura da BnSP-7,
corroborando com nossos dados de identificagao da proteina alvo pelos anticorpos
IgY anti-BnSP-7 apenas na sua estrutura nativa (identificacdo de epitopos
descontinuos) e com a neutralizagcao da atividade miotéxica da BnSP-7 in vitro.
Provavelmente um dos epitopos favorecidos durante o processo de imunizagao em
galinhas continha os aminoacidos presentes nos dominios MDoS e MDiS, e o
bloqueio dessas regides moleculares pelos IgY anti-BnSP-7 tenha causado a
inatividade da proteina. Porém, experimentos futuros devem ser realizados a fim
de identificar as regides exatas da proteina a serem reconhecidas pelos anticorpos.

Os outros epitopos, 2GCNCGVLG?3, SBKKLTGCDPKKDRYS™* e
85GENNPCLKE® est&o localizados na regido de ligacdo do Ca?*, no final da
segunda alfa hélice e no inicio da terceira alfa hélice da BnSP-7, respectivamente.
De-Simone e colaboradores (2013) demonstraram que a regido 2’CNCG3°
apresentam aminodacidos conservados tanto na estrutura das PLA2s Asp49 quanto
em Lys49 que fazem parte do sitio de ligagdo do calcio presente em ambas
estruturas. Esses resultados também corroboram com os dados apresentados
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neste estudo, demonstrando uma possivel explicagdo do reconhecimento de
diferentes fosfolipase A2z isoladas de pegonhas de serpentes apresentados no item
4.4,

Muitos estudos anti-vendmicos mostraram que a produgao de IgY policlonais
produzidos em galinhas sdo uma excelente fonte alternativa da soroterapia para
acidentes ofidicos, principalmente devido ao seu potencial para neutralizar os
componentes da pegonha (ZHANG, 2003; FU et al., 2006; ARAUJO et al., 2010;
MOUSSA et al., 2012; ANDRADE et al., 2013; ALVAREZ et al., 2013; NAVARRO
et al., 2016).

4.6 — Anticorpos IgY anti-BnSP-7 detectam alvos nos extratos bruto e soluvel de L.

(L.) amazonensis e T. gondii

Como os anticorpos anti-BnSP-7 IgY foram capazes de reconhecer
diferentes PLAzs de pegonha de serpentes e mostraram um potencial neutralizante,
avaliamos seus efeitos antiparasitarios sobre T. gondii e L. (L.) amazonensis.
Inicialmente, verificamos sua capacidade de reconhecer proteinas presentes nos
extratos bruto e soluvel desses parasitas.

Na Figura 17, pode-se notar que os anticorpos policlonais foram capazes de
reconhecer proteinas nos diferentes extratos parasitarios, apresentando IE de 1,73
(Figura 17A) e 2,76 (Figura 17B) para L. (L.) amazonensis e El de 1,93 (Figura 17C)
e 3,13 (Figura 17D) para extratos bruto e soluvel de T. gondii, respectivamente. O
fato interessante é que o reconhecimento foi maior (IE alto) quando em extratos
soluveis em relagao a forma bruta, possivelmente devido a uma maior concentragao
de proteinas no primeiro quando comparado a outros componentes presentes no
ultimo, o que favoreceu o reconhecimento de supostas PLA2s. Os anticorpos IgY
imunizados com PBS, usados como controle negativo, ndo foram capazes de

reconhecer proteinas em diferentes extratos de parasitas.
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Figura 17: Reconhecimento de alvod por anticorpos IgY anti-BnSP-7 em extratos bruto e solivel de
T. gondii e L. (L.) amazonensis por ELISA indireto. A- Extrato bruto de L. (L.) amazonensis. B -
Extrato soluvel de L. (L.) amazonensis. C - Extrato bruto de T. gondii. D - Extrato soluvel de T. gondiii.
IgY anti-Leishmania e anti-T. Anticorpos gondii foram utilizados como controle positivo. Os
anticorpos IgY imunizados com PBS foram utilizados como controlo negativo. Os resultados s&o
apresentados em El com média e desvio padrdo. A linha tracejada representa o limite de deteccao
delE=1,2

Alguns estudos tém relatado a presenga de fosfolipases em parasitos. Em T.
brucei, uma fosfolipase A1 foi purificada a partir das formas da corrente sanguinea
onde a maior parte foi encontrada como uma atividade soltvel no citosol e a menor
como uma atividade ligada a particula associada aos marcadores lisossomais
(OPPERDOES e VAN ROY,1982). No mesmo sentido a PLA1denominada TbPLA1

66



foi localizado no citosol com atividade 6tima em pH neutro e tamanho previsto de
34,8 kDa (RICHMOND e SMITH, 2007). A caracterizagdao de PLA2 também é
descrita em T. congolense, onde a enzima parece existir em uma forma dimérica
com subunidades de massas moleculares de 16,5 e 18 kDa (NOK et al., 1993); e
em T. brucei foi descrita a atividade da PLA2 que pode ser estimulada por Ca®* e
regula a liberagdo de acido araquidénico (TIZARD et al., 1978; HAMBREY et al.,
1981).

Ha relatos sobre o papel de PLAs em espécies de Leishmania e Toxoplasma
gondii. Foi descrita a atividade de uma PLA1 hidrolisando fosfolipidios em formas
promastigota de L. braziliensis e, em T. gondii foi demonstrado que as PLA2
secretadas estdo envolvidas no processo de invasdao da célula hospedeira
(CROSS, 1975, SAGE et al., 1981; BOWES et al., 1993). Curiosamente a secrecao
das PLAs é aumentada em formas parasitarias associadas a estagios infecciosos.
Um dos primeiros estudos realizado por Tizard et al (1978) descreveram a presenga
de atividade hemolitica em T. congolense, devido aos acidos graxos livres gerados
pela acdo de PLAs sobre a fosfatidilcolina endégena, enquanto que em T. lewisi
nao patogénico, ndo foi observada geracao de acidos graxos livres e, portanto,
atividade nao hemolitica foi detectada. Em T. cruzi também foi observado a
secregao de uma fosfolipase A1 para o meio extracelular apenas nos estagios
infecciosos (BELAUNZARAN et al., 2007).

Nossos dados demonstraram o reconhecimento em extratos soluveis e
brutos de L. (L.) amazonensis e T. gondii, sendo um reconhecimento maior em
extratos soluveis para ambos parasitos. Talvez os anticorpos possam reconhecer
as PLAs soluveis nos extratos ja que utilizamos apenas formas infecciosas como
promastigotas e taquizoitos. Porém, estudos futuros sdo necessarios a fim de
confirmar a sequéncia das proteinas reconhecidas. Técnicas de imunoprecipitagcao
ou a montagem de colunas de afinidade utilizando anticorpos IgY anti-BnSP-7 em
conjunto com técnicas de sequenciamento por MS/MS, representam uma boa

estratégia para ensaios futuros.
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4.7 — Anticorpos IgY anti-BnSP-7 detectam alvos na membrana de L. (L.)

amazonensis e T. gondii

Para investigar a localizagdo da ligagdo de anticorpos IgY anti-BnSP-7 a
alvos celulares em parasitas, foram realizados ensaios de imunofluorescéncia.
Para estes ensaios foram realizadas duas abordagens: uma em que parasitas
fixados em laminulas de vidro foram permeabilizados e outra em que parasitas
fixados em laminulas de vidro ndo foram permeabilizados.

Nestes resultados, os taquizoitos de T. gondii apresentaram uma
fluorescéncia intensa em toda a superficie do parasita nas duas abordagens e nao
observamos diferenga na fluorescéncia na abordagem com os parasitos
permeabilizados. Quanto a L. (L.) amazonensis, na abordagem nao permeabilizada
apresentou intensa fluorescéncia na superficie promastigota. Por outro lado,
quando permeabilizados houve uma fluorescéncia que se estendeu ao citoplasma
do parasita. Também usamos anticorpos IgY imunizados com PBS como controle
negativo. Nesta condigao, os anticorpos foram incapazes de reconhecer alvos nos

parasitas (Figura 18).
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Figura 18: Ensaio de anticorpos imunofluorescentes utilizando anticorpos anti-BnSP-7 IgY em L.
(L.) amazonensis e T. gondii submetidos a permeabilizacdo ou ndo. Verde representa isotiocianato
de fluoresceina IgY anti-chicken conjugado (FITC); Vermelho representa azul Evans. Os anticorpos
IgY anti-Leismania e anti-T. gondii foram utilizados como controle positivo. Os anticorpos IgY

imunizados com PBS foram utilizados como controle negativo.
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Um dos principais componentes das biomembranas presentes em todos os
organismos vivos sao os fosfolipidios, que formam a bicamada lipidica e servem
como ancoras hidrofobicas das proteinas da membrana. Esses compostos podem
ser modificados enzimaticamente pela agcao das fosfolipases (PLAs), com geragao
de moléculas lipidicas bioativas que podem atuar como segundos mensageiros e
modular a resposta imune (AOKI et al., 2007; BURKE e DENNIS, 2009). Na maioria
dos organismos, diferentes classes de PLAs, incluindo a fosfolipase A1 (PLA1), a
fosfolipase A2 (PLAz), a fosfolipase C e a fosfolipase D, estdo envolvidas na
degradagao e remodelacdo dos lipideos de membrana (TIZARD et al., 1978;
HAMBREY et al., 1980; PAWLOWIC e ZHANG, 2012).

Em L. major foi relatado atividades de degradacao da PLA2, e sua atividade
pode estar envolvida na biossintese do lipofosfoglicano (LPG), a macromolécula
principal na superficie da promastigota pré-ciclica (SMITH et al, 1997). O LPG
permite que o parasita entre no macréfago explorando os receptores do
complemento do hospedeiro (SCHNEIDER et al., 1990). Observou-se também, que
modificagdes na composicao de fosfolipidios de macréfagos infectados por L.
amazonensis podem ser atribuidas a acdo de uma PLA2 enddgena do parasita
(HENRIQUES et al., 2003).

Os tripomastigotas da corrente sanguinea sdo cobertos com uma camada
densa de glicoproteina de superficie variante (VSG), a qual protege o parasita da
lise pelo hospedeiro (CROSS et al., 1975). E relatado que durante a diferenciagéo
das formas infecciosas do T. cruzi, as fosfolipases de membrana (PLA1, PLA2, PLC)
atuam nas reacbes de remodelacdo necessarias para a transformacido da
membrana plasmatica (BOWES et al., 1993; FLORIN-CHRISTENSEN et al., 1997,
SALTO et al.,, 2003). Outros autores relataram atividade de fosfolipase A1 e
fosfolipase A2 na membrana em epimastigotas, mas atuando apenas sobre
fosfolipidios anibnicos como inositolfosfolipideos e inositolfosfoceramidas
(BERTELLO et al., 2000). Curiosamente, em ambos os estagios infecciosos, a
atividade da PLA1 em Trypanosoma cruzi na membrana sao notavelmente maiores
do que as detectadas nas fragdes organelétricas ou soltveis (BELAUNZARAN et
al., 2007).
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Em T. gondii foi descrita uma PLA2 com atividade aciltransferase
denominada TgLCAT, com potencial de romper membranas. Apds a sua secregao
a enzima localiza-se na membrana plasmatica do vaculo parasitéforo do parasita.
Os autores demonstraram que os parasitas TgLCAT suprimidos possuiam um
crescimento prejudicado in vitro, reduzem a viruléncia em animais e exibem atrasos
na saida das células hospedeiras. Parasitas que super-expressam TgLCAT
mostraram maior viruléncia e saida mais rapida. Em conclusao, a PLAz influéncia
no resultado de uma infecg¢ao, presumivelmente facilitando a replicacdo e a saida,
dependendo do estagio de desenvolvimento do parasita (PSZENNY et al., 2016).

Estes dados suportam nossa hipotese de que o reconhecimento de alvos em
extratos de T. gondii e L. (L.) amazonensis e no ensaio de imunofluorescéncia por
anticorpos anti-BnSP-7 IgY especificamente, pode ser atribuido as PLAs que estédo

presentes principalmente nas membranas desses parasitas.

4.8 — Anticorpos IgY anti-BnSP-7 possuem efeito citotoxico em L. (L.)

amazonensis e T. gondii

Adicionalmente, avaliamos a citotoxicidade de anticorpos anti-BnSP-7 IgY
nas formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e taquizoitos de T. gondii pelo
ensaio de MTT e azul de tripan respectivamente. O IgY anti-BnSP-7 diminuiu
significativamente a viabilidade de promastigotas de L. (L.) amazonensis quando
comparado ao controle (p <0,05, Figura 19A). Curiosamente, este efeito ndo foi
dependente da concentracao, uma vez que anti-BnSP-7 IgY a 12,5 ug/ mL e 6,25
Mg / mL foram mais citotoxicos do que as outras concentragdes testadas, mostrando
citotoxicidade de 83% e 36% respectivamente (p < 0,05, Figura 19A).

Esses resultados demonstraram uma faixa de atuagdo oOtima e nos
encorajaram a investigar novas concentragdes (20 a 5 yg / mL) proximas a essa
concentracdo altamente eficaz. Observamos diferengas significativas de
citotoxicidade entre o controle e todos os tratamentos com anti-BnSP-7 IgY (p <
0,05, Figura 19B). Nas concentragdes de 15, 10 e 5 ug / mL obtivemos 68%, 75%

e 71% de citotoxicidade, respectivamente. Nao observamos diferenga estatistica
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entre essas concentragdes, mas todas foram estatisticamente diferentes em
relacédo a 20 yg / mL (p < 0,05).

Estes resultados sugerem que existe uma concentragao ideal para causar
um melhor efeito nas formas promastigotas de L. (L.) amazonensis. No entanto,
novos experimentos precisam ser realizados para compreender o mecanismo pelo
qual esse efeito seletivo ocorre.

Apos observar os resultados da citotoxicidade em L. (L.) amazonensis, foram
selecionadas concentragdes de 15, 12,5, 10 e 5 uyg/ mL para avaliar a citotoxicidade
nos taquizoito de T. gondii por azul de tripan. Analisamos a contagem de parasitas
nao viaveis, que apresentavam um citoplasma escuro. Em todas as concentragdes
testadas, observamos um aumento nos parasitas ndo viaveis quando comparado
ao controle (Figura 19C). A concentracdo de 12,5 pg / mL foi estatisticamente
diferente das concentragdes de 15 e 5 ug / mL, mas nao diferiu da concentragao
de 10 pg / mL.
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Figura 19: Efeito dos anticorpos IgY anti-BnSP-7 na citotoxicidade para formas promastigotas e
taquizoitos de L. (L.) amazonensis e T. gondii, respectivamente. Meio com parasitas ndo tratados
foram usados como um controle negativo para a morte celular. (A) - Ensaio de citotoxicidade
promastigota de L. (L.) amazonensis com tratamentos IgY anti-BnSP-7 variando de 100 a 0,09 ug/
mL. (B) - Ensaio de citotoxicidade promastigota de L. (L.) amazonensis com tratamentos IgY anti-
BnSP-7 com ensaio de citotoxicidade de taquizoitos de 20, 15, 10 e 5 pg / mL (C) - Ensaio de
citotoxicidade em taquizoitos de T. gondii com IgY anti-BnSP-7 tratamentos 15, 12,5, 10 e 5 ug/ mL
(*) Diferengas significativas entre o controle negativo e tratamentos com anti-BnSP-7 IgY (p < 0,05;
ANOVA) (&). Diferengas significativas entre concentragédo de 12,5 ug / mL e concentracdes de 15 e
5 yg / mL. () Diferengas significativas entre concentracao de 20 pg / mL versus 15,10 e 5 ug/ mL
(p < 0,05; ANOVA).
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Em tripanossomatideos, as fosfolipase A2 desempenham um papel vital na
invasdo de células hospedeiras, no influxo de Ca?* e durante a remodelagéo lipidica
(OPPERDOES e ROY, 1982; BELAUNZARAN et al., 2011 ). Portanto, os anticorpos
IgY anti-BnSP-7 nas concentragbes 6timas testadas devem afetar a fisiologia da L.
(L.) amazonensis, impactando, assim, sua sobrevivéncia em cultura.

Bordon e colaboradores (2018) avaliaram a eficacia de inibidores da PLA2
citosdlica e secretada, como lactona de bromoenol (BEL), fluorofosfonato de
araquidonilmetila (MAFP) e acido aristoloquico (AA) na viabilidade de formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis. Os autores mostraram que os inibidores
foram efetivos causando citotoxicidade em formas promastigotas e podem afetar a
sobrevivéncia de amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis, sugerindo que
diferentes familias de enzimas PLA2 n&o s6 desempenham algum papel durante a
infeccdo, mas também podem ser importantes para a sobrevivéncia intracelular das
formas amastigotas. A morte celular foi mais sensivel ao inibidor BEL em
comparagao com oOs outros inibidores, e por isso, acredita-se que as PLA2s
independente de Ca?* pode conter significancia bioldgica vital para a sobrevivéncia
de parasitas.

E provavel que epitopos de reconhecimento dos anticorpos anti-BnSP-7
contemplem regides/dominios em comum com diferentes classes de PLA de
parasitos contribuindo para os efeitos observados que estdo de acordo com dados
apresentados na literatura. Moléculas capazes de inibir estas enzimas podem ser

consideradas valiosos protétipos para o desenho de drogas.

4.9 — Anticorpos IgY anti-BnSP-7 inibem a proliferacio de formas promastigotas

e taquizoitos de L. (L.) amazonensis e T. gondii, respectivamente

Ap0s a verificagao da viabilidade significativamente diminuida de T. gondii e
L. (L.) amazonensis pelos IgY anti-BnSP-7, investigamos também os efeitos desses
anticorpos na proliferagdo. Em L. (L.) amazonensis foi realizado uma curva de
crescimento de Oh a 96h e para T. gondii foi realizado o ensaio colorimétrico

utilizando uma cepa modificada B-galactosidase.
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Para ambos os parasitas, as concentragdes de 12,5 e 10,0 ug / mL
mostraram-se mais eficazes nos ensaios de citotoxicidade; portanto, essas
concentragcdes foram selecionadas para os ensaios de proliferagao. A partir de 48
h, uma reducéo significativa no crescimento de L. (L.) amazonensis foi observada
em todas as concentracgdes testadas. No entanto, ndo houve diferenga significativa
entre eles (Figura 20A). As 96 h, a concentragdo de 10,0 pyg / mL mostrou-se
significativamente melhor que a de 12,5 pg / mL para reduzir o crescimento das
formas promastigotas (p < 0,05).

O IgY anti-BnSP-7 também foi capaz de diminuir a proliferacao intracelular
de T. gondiia 12,5 uyg / mL quando comparado a parasitas nao tratados, conforme
avaliado pela medida da [B-galactosidase (p < 0,05) (Figura 20B). N&o houve
diferencga significativa a 10,0 ug / mL.
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Figura 20: Efeitos do IgY anti-BnSP-7 no ensaio de proliferacao de L. (L.) amazonensis e T. gondii.
Parasitos tratados apenas com meio foram utilizados como controle. (A) - Ensaio antiproliferativo
em L. (L.) amazonensis com tratamentos IgY anti-BnSP-7 a 12,5 e 10 uyg / mL. (B) - Ensaio de
proliferagdo por B-galactosidase na medicdo de T. gondii 24 h apos a infecgdo. (*) Diferengas
significativas entre o controle e os tratamentos com IgY anti-BnSP-7 (p < 0,05; ANOVA) (&)

diferencgas significativas entre as concentragdes de 12,5 ug/ mL e 10,0 ug / mL.
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Conforme ja discutido, a secrecdo das PLAs é aumentada em formas
parasitarias associadas a estagios infecciosos e desempenham um papel vital para
a sobrevivéncia de parasitas (HAMBREY et al., 1981; WAINSZELBAUM et al.,
2001). A significativa reducdo da viabilidade causada pelos IgY anti-BnSP-7 nas
concentragdes de 12,0 e 10,0 yg / mL possivelmente altera a constituicdo de

moléculas essenciais e, portanto, ndo permitem que o parasita prolifere.

410 — L. (L.) amazonensis previamente tratada com IgY anti-BnSP-7 reduz sua

invasdo em macrofagos da medula éssea.

Como os efeitos antiparasitarios se mostraram mais eficazes em L. (L.)
amazonensis, realizamos o ensaio de invasado celular utilizando apenas essa
espécie. Portanto, o primeiro passo foi avaliar a citotoxicidade dos anticorpos IgY
anti-BnSP-7 em macréfagos (MDMO), utilizando as concentragdes que se
mostraram mais eficazes nos ensaios de citotoxicidade e anti-proliferativo (12,5 e
10,0 ug / mL).

Em ambas as concentragdes nao houve reducédo significativa na viabilidade
de macréfagos MDMO (Figura 21), comprovando que os IgY anti-BnSP-7 seriam
uma ferramenta promissora para a investigagcao na patogénese da invasao células

por L. (L.) amazonensis.
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Figura 21: Efeitos do IgY anti-BnSP-7 na viabilidade em macréfagos MDMO. Meio com células nao

tratadas foram usadas como um controle negativo para a morte celular.

Para a investigagdo do ensaio anti-invasivo, duas abordagens foram
realizadas na analise dos resultados: o numero de células com parasitos invadidos
e 0 numero total de parasitos invadidos. Quando as formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis foram tratadas antes da interagdo com as células MDMO, a invasao
desses parasitas foi significativamente (p< 0,05) reduzida nas concentragbes de
12,5 e 10,0 ug/mL quando comparada aos parasitas nao tratados (Figura 22B). O
numero de células infectadas também foi significativamente (p< 0,05) menor

quando comparado ao controle (Figura 22A).
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Figura 22: Efeitos dos anticorpos IgY anti-BnSP-7 na invasédo de de L. (L.) amazonensis apos o
tratamento de promastigotas com IgY anti-BnSP-7 por 2 horas antes da infeccdo do parasita.
Promastigotas tratados apenas com LIT foram definidos como controle. Este ensaio foi avaliado de
acordo com o numero de células MDMO com parasitas invadidos (A) Numero total de células com
promastigotas invadidos. (B) Numero total de parasitas invadidos. (*) Diferencas significativas entre

o controle e os tratamentos com IgY anti-BnSP-7 (p < 0,05; ANOVA).
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Figura 23: Efeitos dos anticorpos IgY anti-BnSP-7 na invasao de de L. (L.) amazonensis apos o
tratamento de promastigotas com IgY anti-BnSP-7 por 2 horas antes da infeccdo do parasita.
Promastigotas tratados apenas com LIT foram definidos como controle. Este ensaio foi avaliado de
acordo com o numero de células MDMO com parasitas invadidos (A) Controle (B) Tratamento de
promastigotas com IgY anti-BnSP-7 12,5 pg/mL (C) Tratamento de promastigotas com IgY anti-
BnSP-7 10,0 pg/mL.

Outro papel atribuido as PLAs em diferentes microrganismos tem sido
associado a patogénese, onde este efeito pode estar relacionado a capacidade de
destruir fosfolipidios de membrana (ISTIVAN e COLOE, 2006; BOS et al., 2005).
Estas evidéncias especialmente estdo aumentando em relagdo a organismos da
classe dos tripanossomatideos (BELAUNZARAN et al., 2011), como espécies do
género Leishmania e em protozoarios patogénicos. A agédo das fosfolipases tem
sido implicada na invas&o celular (GONZALEZ-GARZA et al., 2000; SAFFER e
SCHWARTZMAN, 1991; PASSERO et al., 2008).

Henriques e colaboradores (2003), analisaram a composigao de fosfolipidios de
macrofagos, infectados ou ndo com Leishmania. Os principais fosfolipidios
encontrados na membrana plasmatica de macréfagos foram fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina, com niveis crescentes de lisofosfatidilcolina apés a infecgao.
A lisofosfatidilcolina € produto da clivagem da fosfatidilcolina pela fosfolipase Az,
portanto, o aumento nos seus niveis pode refletir, indiretamente, a acdo da
fosfolipase A2 enddgena / parasitaria sobre a fosfatidilcolina de macréfagos. Em T.
gondii foi descrito que a inibicao da fosfolipase A2 protegia as células monociticas
humanas da invasdo do parasita (GOMEZ-MARIN et al., 2002).
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Para a melhor compreensdo do papel das enzimas durante a invasao dos
parasitas em células de hospedeiros, diversos estudos focaram no uso de
inibidores de PLAs (SHUAIBU et al., 2001; LUJAN e BRONIA, 1994; EINTRACHT
et al., 1998). Pollock e colaboradores (2003) demonstraram que o tratamento de
Cryptosporidium parvum com inibidor irreversivel de PLA p-BPB foi capaz de inibir
significativamente a infeccdo em enterdcitos humanos. Mas os autores néo
observaram qualquer inibicdo da infecgao quando estas células foram pré-tratadas
com o inibidor de PLA e subsequentemente infectadas com os parasitas nao
tratados, sugerindo que o inibidor mediava a sua agao no parasita. Assim como no
presente trabalho, o mesmo grupo demonstrou que os anticorpos anti-PLA2
desenvolvidos contra a PLA2 de peconha de abelha foram capazes de inibir
significativamente a infecgédo por C. parvum em células hospedeiras.

Um estudo em L. major observou a viruléncia de cepas de promastigotas
mutantes que nao produziam uma PLA2/PAF-AH e cepas selvagens em
camundongos BALB/c. Os resultados mostraram que camundongos infectados por
parasitas selvagens desenvolveram lesdes que cresceram rapidamente em
tamanho, em comparagdo com camundongos infectados por parasitas PLA2 / PAF-
AH suprimidos, que mostraram um atraso significativo no desenvolvimento da
lesdo. O tamanho das lesdes mostrou uma correlagao positiva com o niumero de
parasitas nas patas infectadas. Esses dados sugerem que a PLA2/PAF-AH é um
fator importante na infecgdo (PAWLOWIC e ZHANG, 2012).

Considerando que as fosfolipases estdo presentes nos parasitas e
hospedeiros mamiferos, € relevante o conhecimento de suas estruturas
tridimensionais para determinar as diferencas/semelhangas entre elas. Isso
permitiria 0 desenho de inibidores especificos que poderiam ser empregados como
potenciais drogas anti-parasitarias nas doencas causadas por tripanossomatideos.
Nesse sentido, os anticorpos IgY anti-BnSP-7 se mostram uma ferramenta
promissora, uma vez que sua acao € seletiva, possuindo efeitos apenas sobre
parasitas e ndo sobre células.

A toxicidade das PLAs, além de clivar fosfolipidios de membranas e estar
relacionada com a invasdo, esta correlacionada com liberagdo de produtos que

agem como segundo mensageiros, como prostaglandinas, tromboxanos, dentre
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outros. Varios componentes parasitarios sao importantes durante o processo de
fagocitose, assim como na sobrevivéncia intracelular dos parasitos de Leishmania.

A esse respeito, Passero e colaboradores (2008) demonstraram que o
sobrenadante de L. (L.) amazonensis apresentou atividade fosfolipase A2 (PLA2), e
quando uma fonte adicional de fosfolipase Az foi adicionada em cultura, a via de
producao de eicosanodides foi estimulada e prostaglandina E2 (PGE-2) foi produzida
em niveis elevados; esse evento foi associado ao aumento do numero de
amastigotas intracelulares. Estes resultados sugerem o envolvimento de PLA2 na
via de producédo de prostaglandinas, e que esta via pode ser considerada um
mecanismo adicional pelo qual os parasitas da L. (L.) amazonensis infectam,
modulam a inflamacdo e persistem no hospedeiro. A infeccdo de células
hospedeiras por L. donovaniinduziu a expressao de COX-2 favorecendo a infec¢ao
e que quando as células sao tratadas com inibidores de COX-2 e infectadas com
L. major apresentaram menor numero de amastigotas intracelulares e redugéo da
liberagédo de PGE2 (ARCANJO et al., 2015; BHATTACHARJEE et al., 2016). Foi
demonstrado que este mediador lipidico € aumentado apds 1-2 h de infec¢ao por
Leishmania e pode exacerbar a infeccao (HENRIQUES et al., 2003).

Células infectadas por T. gondii também aumentaram a expressao de COX-
2 e PGE2e esse ultimo esta correlacionado a maior susceptibilidade a infecgéao pelo
parasita (GOMES et al., 2014; BARBOSA et al., 2014). Nesse sentido, foi
demonstrado que células de microglia de camundongos (células BV-2) infectadas
com cepas RH ou ME49 modificaram significativamente a expressdao de COX-2
para controlar a infecgdo (HWANG et al., 2018).

Pereira e colaboradores (2019) investigaram o papel da COX-2 durante a
infeccdo por cepas moderadamente ou altamente virulentas de T. gondii em
roedores Calomys callosus e células humanas THP-1. Os resultados mostraram
que os animais tratados com inibidores de COX-2 apresentaram reducédo do
parasitismo tecidual e menor morbidade em comparacéo aos animais nao tratados.
O mesmo perfil se manteve in vitro uma vez que macréfagos peritoneais e células
THP-1 infectadas com T. gondii e tratadas com os inibidores também reduziram
significativamente a carga parasitaria. Os autores também observaram o

restabelecimento do crescimento de T. gondii células THP-1 bloqueadas para COX-
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2 e tratadas com PGE2, concluindo que o papel da COX-2 durante a infecgdo por
T. gondii é dependente de PGEo-.

Borges e colaboradores (2016) demonstraram que a PLA2 BnSP-7, utilizada
na producdo dos anticorpos IgY do presente estudo, também interferiu nos
processos de adesdo e na proliferagcdo de T. gondii em células Hela, com um
aumento na producgédo das citocinas pré-inflamtérias MIF e IL-6, as quais sao
importantes no controle do parasitismo intracelular (JEBBARI et al. 1998). Tais
dados sugerem que a toxina BnSP-7 também é uma ferramenta importante para a
descoberta de novos alvos de parasitas que podem ser explorados para

desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da toxoplasmose.

4.10 — Construcao do Bioeletrodo e imobilizacdo dos anticorpos IgY

ApOs a avaliagao do potencial antiparasitario dos anticorpos IgY anti-BnSP-
7, investigamos a sua aplicabilidade na detecgao de alvos presentes dos extratos
parasitarios através da constru¢cao de um bioeletrodo. Anticorpos obtidos tanto pela
imunizacdo com a proteina alvo BnSP-7 como por imunizacdo apenas com PBS
(grupo controle) foram utilizados, com o intuito de validar o presente trabalho, pelo
reconhecimento do alvo especifico (fosfolipase Az).

A Figura 23A apresenta os histograma de onda quadrada representativos da
superficie do eletrodo modificado na presenca e na auséncia das biomoléculas
sondas (anticorpos), na presenga da sonda redox ferro/ferricianeto de potassio
(Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s].3H20, 5 mmol/L, contendo 0.1 mol/L de KCI). A
voltametria de onda quadrada foi realizada numa janela de potencial de -0.1 V a
+0.6 V vs. Ag/AgCl, frequéncia de 15 Hz e amplitude de 25 mV.

Ja a figura 23B apresenta um voltamograma que representa a média e
desvio padrdo dos dados de corrente obtidos das ftriplicatas de cada analise.
Observa-se que na auséncia de biomoléculas, ou seja, apenas no eletrodo de
grafite (EG) com o nanocompdsito, a corrente do pico de oxidagao resultante é
maior, porém ao imobilizar os anticorpos a corrente cai em aproximadamente 350
MA. Esta reducao € devido a presenca da camada proteica de anticorpos, que atua
como um bloqueio fisico aos ions carregados, impedindo que cheguem a superficie,
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dessa forma ha um decaimento de corrente com a imobilizagdo da sonda. Estes

dados indicam que a imobilizagao por adsorcgéao foi efetiva.
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Figura 23: Voltamogramas da superficie do eletrodo modificado na presen¢a e na auséncia das
biomoléculas sondas (anticorpos), na presenca da sonda redox ferro/ferricianeto de potassio
(K4[Fe(CN)e)/Ks[Fe(CN)s].3H20. A - Histograma dos dados de corrente; B - Voltamogramas de onda
quadrada. EG/nanoc representa o bioeletrodo de grafite com o nanocompésito, IgY- representa o
imunosensor imobilizado com anticorpos IgY imunizados com PBS e IgY+ representa o imunosensor

imobilizado com os anticorpos anti-BnSP-7.

Os materiais comumente usados na construcido de bioeletrodos incluem
ouro, platina, diamante dopado com boro e carbono (IOST et al.,, 2011). Os
eletrodos de grafite, apresentam vantagens como baixo custo, versatilidade e
ampla gama de trabalho (SILVA et al., 2009), podendo ser modificados com filmes
poliméricos para aumentar sua reprodutibilidade, promover interagdes redox e a
imobilizagdo de biomoléculas (RODRIGUES et al., 2014). Uma ampla variedade de
nanomateriais, tais como nanotubos de carbono, grafeno e polimeros, tem sido
extensivamente estudada como um material intermediario entre o elemento de
reconhecimento biolégico e as superficies dos eletrodos em um esforgo para
realizar biossensores de superficie altamente sensiveis e seletivos (ZHU et al.,
2015; WANG et al., 2015; BARSAN et al., 2015).
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O grafeno e seus derivados tém recebido atengao crescente nos campos
biomédicos devido as suas propriedades fisico-quimicas unicas, como alta area de
superficie, excelente condutividade elétrica, forte resisténcia mecanica,
condutividade térmica incomparavel e facilidade de funcionalizagdo da superficie
(BALANDIN et al., 2008; WEISS et al., 2012; GEORGAKILAS et al., 2012). Além
disso, sabe-se que seus derivados de 6xido de grafeno possuem grupos funcionais
como epodxidos, hidroxilas, carbonila e carboxila (FERREIRA et al., 2011; LIU et al.,
2015; LAWAL et al., 2015; DONG et al., 2017), promovendo um ambiente adequado
para acomodar as biomoléculas e facilitando a transferéncia de elétrons para a
superficie dos eletrodos. Além disso, a imobilizacdo de biomoléculas pode ser
melhorada, uma vez que diversos materiais podem ser funcionalizados com seus
grupos funcionais, visando a preparagcdo de eletrodos (SILVA et al.,, 2008;
OLIVEIRA et al., 2010).

De acordo com as propriedades fisico-quimicas unicas acima mencionadas
o grafeno e seus derivados (6xido de grafeno e éxido de grafeno reduzido) s&o os
nanomateriais bem aceitos para a fabricacdo de biossensores eletroquimicos,
melhorando propriedades como area de superficie, amplificacdo de sinal,
sensibilidade, condutividade, seletividade e estabilidade (IOST et al., 2011; KUILA
etal., 2012; SONG et al., 2016; BOLLELLA et al., 2017; LEE et al., 2019).

Uma vasta gama de biomoléculas € comumente utilizada como elemento de
reconhecimento bioldgico para a construgdo de biossensores, tais como, enzimas
(BATRA et al., 2014), anticorpos (HENNESSEY et al., 2009), acidos nucléicos
(SILVA et al., 2009), e peptideos (GOMARA et al., 2000; LI et al., 2013), cada um
com suas proprias vantagens na deteccao do analito alvo. Os anticorpos tém sido
considerados potenciais analitos ou ligantes para ensaios de detecgdo e sao
bastante explorados no desenvolvimento de biossensores, devido as suas
especificidades, como a forte afinidade pelo antigeno (WANG et al., 2008;
CONROY et al., 2009).

Os imunossensores sé&o biossensores que monitoram a interagéo antigeno-
anticorpo, nos quais o anticorpo ou o antigeno sao imobilizados sobre a superficie
do transdutor (RICCI et al, 2012; WAN et al, 2013). O sucesso de um

imunossensor depende de varios fatores, incluindo a funcionalizagao da superficie,
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a orientacdo dos anticorpos, a densidade dos anticorpos sobre a plataforma do
sensor e a configuragdo do imunossensor (GOPINATH et al., 2014).

A orientagdo dos anticorpos € um passo extremamente importante para o
sucesso do imunossensor, pois dependendo do processo de imobilizacdo e da
porcao que é imobilizada da imunoglobulina, pode dificultar a interagdo como
antigeno. Neste sentido, duas abordagens que podem ser utilizadas na preparagao
da superficie do sensor: aleatdria e sitio-dirigida ao local de imobilizagdo do
anticorpo (SANTANA et al., 2016). A imobilizacdo orientada (sitio-dirigida),
imobiliza a por¢gao Fc do anticorpo na superficie do sensor, expondo o paratopo
presente na por¢cao Fab. Deste modo, assegura a minimizagado de impedimento
estérico e, consequentemente, facilita a interagdo antigeno-anticorpo, aumentando
a sensibilidade da analise (PIETRO-SIMON et al., 2015).

Muitos pesquisadores se concentraram em modificar o grafeno e seus
derivados na superficie do eletrodo com varios materiais para obter um melhor
desempenho no sensor eletroquimico (TIWARI et al., 2015). A poli(tiramina) € um
filme polimérico que possui um grupamento amino livre em cada monémero,
resultante em uma grande quantidade de sitios ativos que sao utilizados para
imobilizacdo de biomoléculas via ligacdo covalente. Portanto, no presente trabalho
foi utilizado o nanocomposito de 6xido de grafeno reduzido com o filme polimérico
de poli(tiramina) (metodologia descrita em BR1020160291089), para a imobilizagdo
dos anticorpos IgY anti-BnSP-7 pela presenga dos grupos amino livre que se ligam
com os grupos carboxi-terminal na porgao Fc, promovendo a orientagao que facilita
a interacdo antigeno-anticorpo, além de aumentar a area superficial e a
condutividade dos eletrodos.

As imunorreacodes nos transdutores eletroquimicos podem causar alteracoes
de potencial, corrente, concentragdo de ions, condutancia, capacitancia ou
impedancia (TIMOTHY et al., 2012). Para detectar a interagao entre a biomolécula
imobilizada e o analito, moléculas redox externas podem ser usadas, como o
ferrocianeto, que tem um pico de oxidagcdo bem definido e pode discriminar
diferentes camadas ou amostras na superficie do eletrodo (RESENDE et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2019). No presente trabalho demonstramos que na presenga da

sonda redox ferro/ferricianeto de potassio obtivemos uma diferenga significativa
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entre o eletrodo de grafite com o nanocompdsito livre e com os anticorpos anti-
BnSP-7 imobilizados.

4.11 — O imunosensor é capaz de reconhecer a proteina alvo BnSP-7

A fim de validar os dados obtidos no ensaio de ELISA, avaliamos o
reconhecimento dos imunossensores imobilizados com os anticorpos IgY anti-
BnSP-7 ou com anticorpos IgY imunizados com PBS, no reconhecimento da
fosfolipase A2 BnSP-7.

A FIGURA 24A apresenta os voltamogramas de onda quadrada
representativos da superficie do eletrodo modificado com apenas a sonda positiva
(anticorpos obtidos pela imunizacdo com a BnSP-7), sonda negativa (anticorpos
obtidos apo6s imunizagdo com PBS), e apds a incubagdo de ambas com o alvo
purificado (fosfolipase A2), na presenga da sonda redox ferrof/ferricianeto de
potassio (K4[Fe(CN)s)/Ks[Fe(CN)s].3H20, 5 mmol/L, contendo 0.1 mol/L de KCI). A
voltametria de onda quadrada foi realizada numa janela de potencial de -0.1 V a
+0.6 V vs. Ag/AgCl, frequéncia de 15 Hz e amplitude de 25 mV.

Ja a FIGURA 24B apresenta um histograma que representa a média e desvio
padrao dos dados de corrente obtidos das triplicatas de cada analise. Observa-se
que a corrente do pico de oxidagao resultante foi constante na presenca das duas
sondas, e manteve-se praticamente inalterada quando o eletrodo com anticorpo
obtido por contato com PBS foi exposto a proteina alvo. Essa manutengao da
corrente evidencia que ndo houve interagao da sonda com o alvo, pois 0 mesmo €
removido na etapa de lavagem caso nao ocorra a interagao com a superficie. Ja na
presenga dos anticorpos IgY anti-BnSP-7 observa-se um decaimento em média de
200 pA na corrente, mostrando que o alvo interagiu com o bioeletrodo, formando
uma camada proteica adicional e diminuindo o contato dos ions ferro/ferricianeto
com a superficie do eletrodo. Estes dados demonstram a especificidade do
anticorpo obtido para com o alvo (fosfolipase A2).

Os dados obtidos estdo de acordo com os resultados obtidos no ELISA
demonstrando a especificidade dos anticorpos anti-BnSP-7 frente ao
reconhecimento de fosfolipases Az.
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Figura 24: Voltamogramas da superficie do eletrodo modificado na presencga e na auséncia das
biomoléculas sondas (anticorpos anti-BnSP-7 e PBS), na presenca da sonda redox ferro/ferricianeto
de potassio (Ks[Fe(CN)s)/Ks[Fe(CN)e].3H20. A - Histograma dos dados de corrente; B -
Voltamogramas de onda quadrada. IgY- representa o imunosensor imobilizado com anticorpos IgY
imunizados com PBS; IgY-/Alvo representa o imunosensor imobilizado com anticorpos IgY
imunizados com PBS com a proteina alvo BnSP-7; IgY+ representa o imunosensor imobilizado com
os anticorpos anti-BnSP-7 e IgY+/Alvo representa o imunosensor imobilizado com os anticorpos

anti-BnSP-7 com a proteina alvo BnSP-7.

4.12 — Imunosensor imobilizado com anticorpos anti-BnSP-7 detectam alvos em

extratos de L. (L.) amazonensis

Apos a caracterizagdo do imunosensor imobilizados com anticorpos anti-
BnSP-7, verificamos sua eficacia na detecgdo de alvos nos extratos de L. (L.)
amazonensis.

A figura 25A apresenta os histograma de onda quadrada representativos da
superficie do eletrodo modificado com a sonda positiva (anticorpos obtidos pela
imunizagdo com a BnSP-7), ap6és a incubagdo com o extrato de células
mononucleares de sangue periférico saudavel (PBMC) e com o extrato de L. (L.)
amazonensis, na presenca da sonda redox ferro/ferricianeto de potassio
(K4[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)6].3H20, 5 mmol/L, contendo 0.1 mol/L de KCI). A
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voltametria de onda quadrada foi realizada numa janela de potencial de -0.1 V a
+0.6 V vs. Ag/AgCl, frequéncia de 15 Hz e amplitude de 25 mV.

Ja a figura 25B apresenta um voltamograma que representa a média e
desvio padrdo dos dados de corrente obtidos das ftriplicatas de cada analise.
Observa-se que a adicao do extrato de PBMC nao resultou numa alteragéo
significativa da corrente, demonstrando que seus componentes foram removidos
com a lavagem do eletrodo. J& com a adigdo do extrato de L. (L.) amazonensis
houve um decaimento médio da corrente do pico de oxidagao resultante de 125 pA,
indicando que proteinas ficaram adsorvidas no eletrodo e por impedimento estérico
nao permitiram a passagem de uma parte dos ions do par redox ferro/ferricianeto

para a superficie do eletrodo.
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Figura 25: Voltamogramas da superficie do eletrodo modificado na presenca e na auséncia das
biomoléculas sondas (anticorpos anti-BnSP-7 e PBS), na presencga da sonda redox ferro/ferricianeto
de potassio (Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)e].3H20. A - Histograma dos dados de corrente; B -
Voltamogramas de onda quadrada. IgY+ representa o imunosensor imobilizado com os anticorpos
anti-BnSP-7; IgY+/PBMC representa o imunosensor imobilizado com os anticorpos anti-BnSP-7 e o
extrato de células mononucleares do sangue e IgY+/Leish representa o imunosensor imobilizado

com os anticorpos anti-BnSP-7 e o extrato de L.(L.) amazonensis.

Os parasitas de género Leishmania desenvolveram mecanismos de defesa

capazes de sobreviverem ao ataque do sistema imunolégico, multiplicar-se até a
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ruptura da célula para infectar outros macréfagos, propagando a infecgédo. Desse
modo em algumas infecgdes, a doenga pode ndo manifestar sintomas durante um
periodo, que pode ser de dois a trés meses ou anos. Pacientes com doenca
assintomatica geralmente apresentam baixos titulos de anticorpos, dificultando a
deteccdo da doenga com técnicas padronizadas (FURTADO,1994).

Varias rotas de diagnostico laboratorial foram estabelecidas para a
leishmaniose (SUNDAR et al., 2002; CABRAL-MIRANDA et al., 2014), porem elas
necessitam de profissionais experientes para a analise, sado realizados
exclusivamente em laboratérios ou hospitais bem equipados, com instrumentagdes
avancgadas, pre-tratamento de amostra complicado e longos periodos de analise
(LIEBANA et al., 2016). Além disso, essas técnicas n&o sdo capazes de detectar a
infecgao na sua fase inicial, uma vez que em muitos pacientes néo se desenvolve
uma significativa resposta imunolégica devido aos mecanismos de escape do
sistema imune.

Neste cenario, um ponto importante a se considerar € a necessidade de
novos métodos e materiais que possibilitem um diagndstico precoce e que seja
barato, rapido e eficiente, para a deteccdo de patdégenos (RAHI et al.,, 2015;
VARADI et al.,, 2017; MOHAMMADI et al., 2017). As PLA2s presentes em
organismos eucarioticos e procariéticos séo descritas como participantes de varios
processos celulares, como invasido e penetracdo em células hospedeiras. Essas
caracteristicas proeminentes explicam o interesse dessas enzimas como potenciais
alvos que poderiam contribuir para o diagnostico precoce.

Os biosensores oferecem varias vantagens sobre as técnicas analiticas
convencionais, incluindo dispositivos de diagndstico de pronto atendimento, n&o
necessitam de manuseio profissional, portabilidade, miniaturizacdo e
monitoramento no local, bem como boa seletividade (ou especificidade) e
sensibilidade, dependendo do transdutor (CASTRO, et al., 2014; RAHI et al., 2016;
HELI et al., 2017; MOHAMMADI et al., 2017; FELIX et al., 2018). Sdo ferramentas
adequadas para diferentes aplicagdes (MERCANTE et al., 2017; GAUDIN, 2017;
HAMEED et al., 2018), incluindo diagnéstico de doengas (ROCHA-GASO et al.,
2017; MITTAL et al., 2017; PARTHASARATHY e VIVEKANANDAN, 2018).

Ja foram relatados inumeros dispositivos com definicao de imunossensores
(AYDIN et al., 2017; DINIZ et al., 2003), que tém por finalidade propiciar maior
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especificidade em diagnosticos diversos (SANTANA et al., 2016), e representam
um o6timo sistema para a detecgao de soro positivo (CORDEIRO et al., 2019) por
combinar as vantagens de boa sensibilidade e alta seletividade. Além disso, eles
permitem que o progresso das imunorreagdes nas superficies dos detectores seja
seguido em tempo real (FELIX et al., 2018). Neste sentido, ovos de galinha
imunizados com diferentes antigenos representam uma excelente fonte de
anticorpos IgY policlonais, que tém sido amplamente utilizados como uma
ferramenta biotecnoldgica para imunoterapia e aplicagao diagnostica (PEREIRA et
al., 2019; LUPICKA-SLOWIK et al., 2019).

Detectar e monitorar os patdgenos com alta seletividade e sensibilidade &
fundamental para a saude publica (HELI et al., 2016; MOHAMMADI et al., 2017;
Santos-de-Souza et al., 2019). Neste aspecto, a leishmaniose por ser uma doenga
com alto impacto na saude publica em muitos paises, diversos trabalhos vém
demonstrando o desenvolvimento de sensores para o estudo e aprimoramento do
diagnostico em leishmaniose (SOUTO et al., 2013; SATTARAHMADY et al., 2016;
NETO et al., 2018).

Nazari-Vanani e colaboradores (2018) projetaram e desenvolveram um
sensor de DNA com base na hibridizacdo de um DNA de fita simples de L. Infantum
imobilizado nas nanoestruturas de ouro e azul de toluidina como indicador redox,
para a deteccdo sensivel do genoma de Leishmania infantum. O sensor possui
capacidade de discriminar a sequéncia alvo de sequéncias incompativeis, com boa
reprodutibilidade e estabilidade durante repetidos ciclos de regeneracdo e
hibridacdo. Também foi desenvolvido um imunossensor de impedancia
eletroquimica livre de rétulo, utilizando-se antigenos soluveis de L. infantum
imobilizados em eletrodos impressos em tela para a deteccédo de anticorpos anti-
Leishmania infantum. O imunosensor apresentou sensibilidade, especificidade uma
vez que as amostras reais (soros canino e humano positivo e negativo) testadas
tiveram diferencas significativas (CORDEIRO et al., 2019).

Pela primeira vez, relatamos o desenvolvimento de um imunossensor com
anticorpos IgY anti-BnSP-7 imobilizados em um eletrodo de grafite com
nanocomposito de oxido de grafeno reduzido com filme polimérico de poli(tiramina),
usando ferrocianeto, como indicador de interagdo antigeno-anticorpo, em extratos

de L. (L.) amazonensis e células do sangue periférico humano, visando a detecgéo
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de fosfolipases A2. O imunossensor desenvolvido demonstrou sensibilidade alta,
por reconhecer alvos numa concentracaéo de 20 uyg/mL e alta especificidade uma
vez que ndo foram capazes de reconhecer alvos nas células mononucleares do
sangue, ilustrando sua adequagdo para possiveis aplicagbes clinicas e

epidemioldgicas.

5.0 - Conclusao

Neste estudo, demonstramos pela primeira vez a agdo anti-parasitaria de
anticorpos policlonais IgY anti-PLA2 BhSP7, uma PLA: isolada de peconha de
serpente. Os anticorpos produzidos em galinhas, inicialmente demonstraram
potencial de reconhecimento frente a diferentes PLA2s presentes em pegonhas de
serpentes, bem como neutralizaram de forma significativa a citotoxicidade induzida
pela PLA2 BnSP-7 em células C2C12. Os anticorpos IgY anti-PLA2 (BnSP-7)
apresentaram acao citotoxica, antiproliferativa e anti-invasiva sobre formas
promastigota e taquizoitos de L. (L.) amazonensis e T. gondii, respectivamente.
Também reconheceram por meio de analises de ELISA e
imunofluorescéncia proteinas presentes nos extratos bruto e soluvel e em toda a
superficie desses parasitas.

Aliada a esta capacidade anti-parasitaria, os anticorpos anti-BnSP-7
produzidos no presente estudo foram utilizados para a construcdo de um
bioeletrodo de grafite modificado com nanocompédsito que detectou com
alta sensibilidade e especificamente alvos no extrato de formas promastigotas de L.
(L.) amazonensis. Assim, os resultados apresentados neste estudo abrem
perspectivas para a utilizagdo dos anticorpos IgY anti-PLA2 (BnSP-7) como
uma ferramenta potencial para novos estudos no tratamento e diagndstico da

leishmaniose.
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