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RESUMO

A toxoplasmose é uma infeccéo causada pelo parasito Toxoplasma gondii que
ocorre mundialmente sendo um sério problema de saude pubica. Gestantes e pessoas
imunodeprimidas sdo mais susceptiveis as complicacbes da doenca. O tratamento
padréo para essa doenca esta associado com graves efeitos colaterais, onde muitas
vezes o paciente pode ndo dar continuidade ao tratamento. As peconhas de serpentes
sé@o uma rica fonte de compostos ativos, atraindo assim grande interesse por parte
das industrias farmacéuticas, sendo que ja existem diversos trabalhos descritos na
literatura descrevendo diferentes atividades farmacoldgicas apresentadas por essas
substancias. BpMP-I é uma metaloprotease purificada da peconha de Bothrops
pauloensis, a qual apresenta atividade proteolitica sobre o fibrinogénio, ndo causa
hemorragia e dentre as metaloproteases purificadas de B. pauloensis, é a que
apresenta maior recuperacao proteica. O presente trabalho buscou avaliar os efeitos
da BpMP-I sobre proliferagcdo e invasdo do Toxoplasma gondii em cultura de células
HelLa e sobre o perfil de citocinas produzidas por essas células nessas condicdes.
Esses parametros foram avaliados através dos ensaios de MTT, B-galactosidase e
ELISA. BpMP-I foi capaz de reduzir a proliferacao intracelular de T. gondii em células
HelLa, reduziu a susceptibilidade de células HelLa frente a infeccdo experimental por
T. gondii e induziu 0 aumento da liberagéo das citocinas IL-6, IL-8 e MIF em células
Hela infectadas por T. gondi. Foi verificado que o controle do parasitismo mediado
pela BpMP-I depende de sua atividade catalitica. Por fim, nosso estudo apontou a
BpMP-1 como uma promissora molécula, a qual pode ser futuramente utilizada como
um modelo para o0 desenho de novos antiparasitarios para o tratamento alternativo da
toxoplasmose congénita.

Palavras-chave: Bothrops pauloensis metaloprotease, peconha de serpentes,

Toxoplasma gondii.
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1. INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii, protozoario parasita intracelular obrigatério amplamente
distribuido na natureza, pertence ao filo Apicomplexa, ordem Eucoccidiida, familia
Sarcocystidae e subfamilia Toxoplasmatinae (LEVINE, 1988). T. gondii é o agente
etiolégico da toxoplasmose, sendo capaz de infectar uma ampla gama de organismos,
incluindo todos os animais de sangue gquente (DEBIERRE-GROCKIEGO, 2010;
ROBERT GANGNEUX et al., 2015).

A infeccdo por T. gondii € um sério problema de saude publica mundial, mas
com baixa prevaléncia em populacbes da América do Norte, sudeste da Asia, Europa
setentrional e alguns paises africanos. Contudo, acomete cerca de 50% da populacéo
em paises da Europa central, com maior soro prevaléncia em paises da América
Latina. Apesar da toxoplasmose estar distribuida em diferentes partes do mundo, se
apresenta com um elevada prevaléncia em regides tropicais, devido as condi¢cbes
ambientais e epidemioldgicas serem favoraveis ao desenvolvimento e transmissao do
parasito. Segundo estudo soroepidemiol6gicos em humanos no Brasil, os indices de
prevaléncia da infeccdo podem chegar até 80%. (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012).

Em individuos imunocompetentes a infeccdo geralmente é assintomatica, no
entanto, em individuos imunocomprometidos ou em recém-nascidos ou adolescentes
(CAPOBIANGO et al., 2014), a doenca pode levar a quadros sintomaticos graves
como retinocoroidite e lesdes no sistema nervoso central, no caso de gravidas pode
levar até ao aborto (SILVEIRA et al., 2015). A severidade das manifestacdes clinicas
da toxoplasmose depende de varios fatores, entre eles o tipo da cepa infectante de T.
gondii e a resposta imune do hospedeiro (MONTOYA; REMINGTON, 2008).

Os mecanismos de invasdao de T. gondii na célula hospedeira estdo
relacionados com processos de reconhecimento, adesdo e formacdo de vacuolo
parasitoforo e de multiplicagdo no interior de células hospedeira, que envolvem uma

série de antigenos de superficie como (SAG), proteinas de micronemas (MIC),



11

proteinas de roptrias (ROP e RON) e proteinas de granulos densos (GRA) (DE
SOUZA & BELFORT, 2014).

Devido a gravidade desta doenca, diversos estudos in vitro vem sendo
realizados com objetivo de entender melhor o0s aspectos comportamentais,
imunopatoldgicos e parasitolégicos de T. gondii, possibilitando assim o diagndstico e
o desenvolvimento de tratamentos mais avancados no combate desta infeccao
(SANFELICE et al., 2019).

1.2 Ciclo de vida de T. gondii

O ciclo de vida de T. gondii € heter6xeno, onde o ciclo sexuado acontece no
intestino do hospedeiro definitivo, que compreende a familia dos felideos, sendo mais
comum o gato doméstico (Figura 1). O ciclo assexuado pode ocorrer em diferentes
animais, pois este parasito pode infectar uma variedade de espécies (GAZZINELLI et
al., 2014). Todos os integrantes dessa subfamilia apresentam ciclo heteréxeno, ou
seja, necessitam mais de um hospedeiro para completar seu ciclo, e oocisto do tipo
isospora, isto €, apresenta dois esporocistos (estrutura que produz esporos
assexuados), contendo quatro esporozoitos cada (DE SOUZA; BELFORT, 2014). T.
gondii se apresenta através de trés estagios (formas) infectantes em seu ciclo de
vida: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos. Os taquizoitos se multiplicam de
maneira acelerada nos tecidos, espalham-se rapidamente por quase todos os 6rgaos.
Ao atingirem tecidos especificos, reduzem seu metabolismo e se transformam em
bradizoitos que permanecem quiescentes no interior de um cisto formado nos
tecidos, o que leva a uma infecgdo cronica (CALERO-BERNAL, GENNARI, 2019).

A infeccdo dos hospedeiros intermediarios sucede atraves do consumo de
alimentos ou agua contaminadas com oocistos esporulados ou de carne malcozida
contendo cistos. Ao entrar em contato com o0 conteddo estomacal, enzimas
proteoliticas presentes no estdbmago destroem a parede do oocisto ou cistos, liberando
assim esporozoitos (oocistos), ou bradizoitas (cistos), na luz do intestino, que
invadirdo ativamente as células intestinais epiteliais superficiais dos hospedeiros. No

interior das células existem compartimentos chamados de vacuolos parasitoforos nos
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quais ocorrem a diferenciacdo em taquizoitos, iniciando-se uma replicacdo assexuada
rapida por endodiogenia com consequente aumento da carga parasitaria (SPEER &
DUBEY, 2005; FERGUSON, 2009).

Finalizado o ciclo de replicacdo inicial, as células hospedeiras se rompem
liberando parasitos que irdo infectar outras células. Apds o controle da fase aguda da
infeccdo, os taquizoitas que mantiveram vivos se diferenciam em bradizoitas, e entdo
formam cistos intracelulares, tendo preferéncia pelo tecido muscular e nervoso. Com
a formacdo desses cistos, o hospedeiro ja se encontrara em fase crbnica da
toxoplasmose, seguindo até o fim da vida. A fase crénica tem grande relevancia para
a continuidade do ciclo, pois é através da predacao dos felideos que ocorre uma nova
infeccdo, onde os cistos ingeridos entrardo em contato com o contetido estomacal dos
felinos e entéo bradizoitas seréo liberados, invadindo as células epiteliais do intestino,
replicando-se de forma assexuada (DUBEY, 1998; GAZZINELLI et al., 2014,
ROUGIER; MONTOYA; PEYRON, 2016). Em seguida, os bradizoitas irdo se
transformar em merozoitas por esquizogonia, e as células que os abrigam se rompem.
Os merozoitas, ja fora das células, sdo transformados em gametas masculinos e
femininos (por gamogania) que logo se fundirdo, formando oocistos néo esporulados,
sendo esses expelidos através das fezes dos felideos, que ao entrarem em contato
com o meio externo se tornardo oocistos esporulados, podendo assim reiniciar um
novo ciclo (DUBEY, 1998; GAZZINELLI et al., 2014; ROUGIER; MONTOYA;
PEYRON, 20186).

Dentre as vias de transmissdo, a transplacentaria (transmissédo vertical da
toxoplasmose) ocorre quando a mée é infectada durante a gravidez (ou pouco antes
da gestacdo) através da ingestdo de oocistos ou cistos teciduais. Enzimas
proteoliticas presentes no estbmago promovem a destruicdo da parede do oocisto, e
liberando assim os esporozoitos na luz do intestino que irdo invadir ativamente as
células intestinais epiteliais superficiais, alcancando outros tipos de células de
diferentes tecidos rapidamente através da circulacdo sanguinea e/ou linfatica, e entéo
atravessando a barreira placentaria, multiplicando-se exacerbadamente nos tecidos
fetais os quais ainda ndo apresentam um sistema imunoldgico maduro, podendo levar

a lesGes neuroldgicas e/ou oculares no nascimento, até mesmo ao aborto; podendo
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Figura 1 - Ciclo de vida de Toxoplasma gondii:. 1a. Os oocistos sdo eliminados nas fezes dos gatos. 1b. Os gatos
se reinfectam pela ingestdo de oocistos esporulados. 2. Terra, agua, plantas, ou a areia do gato tornam-se
infectados com oocistos. Os hospedeiros na natureza (p. ex., passaros, roedores, animais selvagens e animais
criados para consumo de seres humanos) infectam-se apds ingerirem materiais infectados. 3. Os oocistos se
desenvolvem em taquizoitas logo ap6s a ingestdo. 4. Os taquizoitas se disseminam por todo o corpo e formam
cistos teciduais no tecido neural, oculare muscular. 5. Os gatos se infectam apds consumirem hospedeiros
intermediarios contendo cistos teciduais. 6a. Os seres humanos podem se infectar pela ingestdo de carne
malcozida contendo cistos teciduais. 6b. Os seres humanos podem se infectar pela ingestdo de alimentos ou
agua contaminada por fezes de gatos ou outros materiais contaminados por fezes (p. ex., terra), ou pelo contato
com a areia do gato. 7. Raramente, a infec¢cdo nos seres humanos é decorrente de hemotransfuséo ou
transplante de drgdo. 8. Raramente, ocorre transmissao transplacentaria da mae para o feto. 9. No hospedeiro
humano, os parasitas formam cistos teciduais, maiscomumente no musculo esquelético, no miocardio, no
cérebro e nos olhos.

Fonte: https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/multimedia/figure/ciclo-de-vida-do-toxoplasma-gondii. 03
de janeiro de 2023. (modificado)

1.3 Resposta imune

Para obter sucesso em seu processo de infeccéo, faz-se necessario que o
parasito se adapte e integre ao meio (organismo do hospedeiro) vencendo todas as
barreiras geradas pela resposta imune do hospedeiro frente a infeccdo. Devido ao
modo que invadem a célula alvo, taquizoitas de T. gondii encontram-se livres de
alguns mecanismos de acéo da resposta imune do hospedeiro, como acidificacbes e
hidrolases endolisossomais, processos que microrganismos extracelulares precisam
enfrentar, o que facilita a efetivacao da infeccédo por esse patdgeno (CARRUTHERS
e BOOTHROYD, 2007).

Por meio de adaptacfes do hospedeiro imunocompetente, T. gondii é capaz de
se instalar sem promover a doencga, garantindo sua sobrevivéncia e permanéncia
(TENTER et al., 2000; LANG et al., 2007). Assim, por ser um parasito intracelular
obrigatorio, este necessita promover uma relacao equilibrada com seus hospedeiros
intermediarios a fim de possibilitar sua sobrevivéncia e longa duracdo na célula.

O resultado da infec¢do por T. gondii depende de varios fatores, como a

viruléncia da cepa do parasito e das caracteristicas genéticas, de como se encontra o
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sistema imunologico e a resposta imunolégica do hospedeiro, dentre outros. Quando
o hospedeiro € infectado por T. gondii, as formas taquizoitas proliferam em varios
orgdos de modo que o sistema imunolégico do hospedeiro reaja liberando uma
resposta imune através da ativacao celular e producdo de mediadores microbicidas,
citocinas e anticorpos; porém, por meio de mecanismos de defesa, o parasito pode
interferir nesse processo de sinalizacdo celular, fazendo com que ele sobreviva
levando a uma infecc¢éo crénica na forma de cistos de bradizoitas, principalmente no
tecido muscular e no sistema nervoso central (SNC) (DE SOUZA & BELFORT, 2014).
Quando se trata de hospedeiros imunocompetentes, mediante uma infecgcao
por T. gondii, ha uma potente resposta imune celular, de modo que haja controle do
parasito por intermédio da lise de células infectadas. Esse processo se da
principalmente pela acéo de células do sistema imune adaptativo capazes de induzir
a morte de células infectadas por meio de mecanismos citotoxicos, como os linfécitos
T CD8" e células Natural Killer (NK), ou pela liberacdo de citocinas ativadas pelas
células infectadas, impedindo assim a multiplicagdo parasitaria (DE SOUZA &
BELFORT, 2014). Inicialmente, quando ocorre a infec¢do por T. gondii, gera-se uma
série de mecanismos envolvendo elementos da resposta imune inata, como
macrofagos, células dendriticas e células NK, além de outras células de natureza nao
hematopoiéticas (HAUSER et al., 1983). A inducéo da resposta imunolégica contra T.
gondii acontece através da acdo da citocina IL-12 produzida por macrofagos,
neutréfilos e especialmente por células dendriticas, resultando na diferenciacéo e
expansao clonal de células de perfil Thl (SHER et al., 1993; GAZZINELLI et al., 1993).
Essas células secretam IFN-g, TNF-a e TNF-B e IL-2 que irdo ativar reac6es mediadas
por células. As células de perfil Th2 secretam outras citocinas como IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 e IL-13 que auxiliam na producéo de anticorpos (CHERWINSKI et al., 1987).
IFN-y € a principal citocina envolvida no controle da infecgcdo por T. gondii
(SUZUKI et al., 1988), desempenhando importante papel na resposta imunoldgica de
hospedeiros imunocompetentes, promovendo imunidade protetora de longa duragéo
(DE SOUZA & BELFORT, 2014). Aléem de outras atividades biologicas como ativagéao
dos mecanismos microbicidas de macrofagos e a promocdo da citotoxicidade de

linfécitos TCD8* (MCCABE et al., 1984). Essa citocina também esta envolvida na
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conversao de taquizoitas em bradizoitas e, ao mesmo tempo, na prevencéao da ruptura
dos cistos teciduais, ndo ocorrendo assim a reativacdo do parasito no hospedeiro
(BOHNE et al., 1993; SKARIAH et al., 2010). Porém a deple¢édo de IFN-g na fase
cronica pode levar a reativacéo da infeccdo (DE SOUZA & BELFORT, 2014).

T. gondii ttm a capacidade de modular a resposta imune do hospedeiro
através de diversos mecanismos, a fim de se manter viavel nas células hospedeiras
(DENKERS, 2003). Um bom exemplo seria a secre¢ao de IL-10 induzida pelo parasito
que pode desativar macréfagos, levando a diminuicdo da producédo de IFN-g e
consequentemente reducéo de atividade microbicida, facilitando sua sobrevivéncia
(BOGDAN e NATHAN, 1993). Outra via de modulacéo pelo T. gondii seria sua acao
na apoptose, pois ndo é interessante para o parasito que a célula hospedeira sofra
danos, a fim de levar a morte celular, e isso pode ser critico para o curso da infec¢ao
(LUDER e GROSS, 2005).

1.4 Tratamento

Apbs o diagnéstico, o tratamento da toxoplasmose depende da gravidade da
infeccdo e do estado de saude geral do paciente. Em individuos imunocompetentes
com infeccdo assintomatica, o tratamento pode ndo ser necessario, pois 0 sistema
imunolégico pode controlar a infeccdo. No entanto, em casos mais graves como
gestantes ou em individuos com sistema imunolégico comprometido, o tratamento
com antiparasitarios é recomendado (PRADO et al., 2011). O uso da espiramicina &
indicado no tratamento da infec¢cdo materna no primeiro trimestre gestacional quando
ndo apresenta infeccao fetal. Quando apresenta infecgéo fetal é acrescentado o uso
da sulfadiazina. O tratamento com pirimetamina é indicado a partir do terceiro trimestre
gestacional, devido ao seu efeito teratogénico. Nesse periodo o tratamento € realizado
juntamente com a sulfadiazina e acido félico, esse é administrado a fim de compensar
o efeito depressor medular ocasionado pela pirimetamina. (BELA, 2007; MONTOYA;
REMINGTON, 2008; ALDAY, DOGGETT, 2017; Brasil, Ministério da Saude, 2010).

Apesar dos atuais esfor¢cos globais para eliminar esta infeccdo parasitaria, a
terapia convencional para toxoplasmose tem sido associada a graves efeitos

colaterais e toxicidade, como mielotoxicidade, disturbios gastrointestinais e efeitos
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teratogénicos no feto em caso de transmisséao vertical, bem como o desenvolvimento
de cepas de T. gondii resistentes a drogas (MONTOYA E LIESENFELD, 2004,
DOLIWA et al., 2013; SILVA et al., 2017). Assim, é importante o estabelecimento de
novas estratégias terapéuticas que possam controlar a infec¢do por T. gondii e que,

ao mesmo tempo, minimizem os efeitos colaterais indesejados.

1.5 Peconha de serpentes

As peconhas de serpentes sdo constituidas por uma complexa mistura
farmacoldgica ativa de proteinas e polipeptidios, juntamente com compostos
organicos de baixa massa molecular, como citrato, carboidratos, nucleotideos e, em
menor proporgdo, aminoacidos livres e lipideos; gerando assim, um grande interesse
dos pesquisadores de compreender suas caracteristicas bioquimicas como
particularidades estruturais, assim como seus mecanismos de acdo (SOUZA et al.,
2001).

A peconha do género Bothrops é composta por uma diversidade de toxinas
como metaloproteases, serinoproteases, desintegrinas, miotoxinas, fosfolipases A2
(PLA2), L-aminoacido oxidases (LAAOSs), fosfomonoesterases, fosfodiesterases,
acetilcolinesterase, arginina esterase, hialuronidase, 5- nucleotidase e NAD -
nucleosidase (ZELANIS et al.,2010; RODRIGUES et al., 2012).

Rodrigues et al. (2012) demonstraram através de técnicas protedmicas e
transcriptbmicas que ha uma variedade de toxinas presentes na peconha de B.
pauloensis, sendo as que mais se destacam por sua atividade enzimatica sao as
metaloproteases, PLA2, serinoproteases e LAAOs. Vérios estudos e pesquisas vém
sendo realizados para caracterizar estruturalmente e funcionalmente seus
mecanismos de acdo, bem como seus potenciais terapéuticos. Neste cenario, a
literatura cientifica tem reportado a acdo destas toxinas quanto aos seus efeitos
antitumoral (GUIMARAES, et al., 2017; AZEVEDO et al., 2019), antiangiogénico
(POLLONI et al., 2021; AZEVEDO et al., 2022), antibacteriano (RODRIGUES et al.,
2004), antiviral (TEIXEIRA et al., 2020) e antiparasitario (TEIXEIRA et al., 2021;
BARBOSA et al., 2021).
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1.6 Metaloproteases

Metaloproteases s@o enzimas hidroliticas classificadas como endopeptidases,
também consideradas como proteinas pertencentes a superfamilia Metzincin,
caracterizadas por terem um dominio de ligacdo a algum metal (zinco, cobalto, niquel
ou manganés), e de serem dependentes de interacfes com este ion em seu sitio
catalitico para se tornarem ativas e exercerem suas atividades. Elas apresentam um
“‘motif” bem conservado, composto por trés residuos de histidina (de PAULA et al,
2014; FOX SERRANO, 2008).

As metaloproteases podem ser sollveis ou ancoradas as membranas e atuam
sobre substratos especificos, dentre eles estdo os componentes da matriz extracelular
(ECM), citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, receptores de fatores de
crescimento e receptores de ades&o da superficie celular (ACHE., 2013; de PAULA et
al, 2014; FOX; SERRANO, 2008; MARKLAND; SWENSON, 2013).

As metaloproteases estdo presentes desde bactérias até mamiferos, sendo
divididas em quatro niveis hierarquicos (Classe, Tribo, Cla e Familia) conforme suas
semelhancas estruturais do motivo de ligacdo do zinco, sitio de ligacdo do substrato
e motivos envolvidos na catalise (GOMIS-RUTH et al. 2003; GOMIS-RUTH et al.
2012).

As metaloproteases de peconhas de serpentes (Snake Venom
Metalloproteinase - SVMP) sdo os compostos que estdo em maior abundancia na
peconha de serpentes Viperidae (FOX e SERRANO, 2008). Tais enzimas possuem
grande variedade estrutural e funcional (GUTIERREZ e RUCAVADO, 2000) sendo
classificadas conforme a presenca ou auséncia de seus variados dominios estruturais
(FOX e SERRANO, 2008).

A estrutura das SVMPs é composta pelo peptideo sinal e pr6-dominio (ambos
se perdem quando madura), dominio metaloprotease, interdominio e ainda possui
regides que variam de acordo com a classe, podendo apresentar dominios
desintegrina, tipo desintegrina, rico em cisteina e dominio lectina tipo-C (FOX E
SERRANO, 2008). As SVMPs séo classificadas em trés classes de acordo com o0s

seus dominios estruturais. As de classe P-I compreendem as proteinas somente com
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o dominio catalitico (metaloprotease) na forma madura, e podem possuir pouca ou
nenhuma atividade hemorragica. As SVMPs da classe P-lIl possuem um dominio
desintegrina na sua estrutura na forma ativa. As SVMPs de classe P-lll possuem uma
alta atividade hemorragica, se diferenciando das demais por possuirem na sua
estrutura dominios desintegrin-like e dominios ricos em cisteina (FOX E SERRANO,
2008; OLAOBA, et al. 2020; TAKEDA et al.,, 2012). Cada dominio presente nas
metaloproteases apresentam funcdo especifica, e algumas atividades de SVMPs
atribuidas a um dos dominios séo potencializadas pela presenca de um outro dominio.
O dominio metaloproteinase representa o dominio cataliticamente ativo de todas as
classes de SVMPs.

Apesar das SVMPs estarem associadas a uma série de manifestagées clinicas
durante os acidentes ofidicos, estas vém sendo cada vez mais estudadas como
possiveis agentes terapéuticos (CASEWELL et al., 2015), pelo fato de apresentarem
acao sobre proteinas do sistema hemostéatico como fibrinogénio, fator X, protrombina,
dentre outros (NAVES, et al., 2012), tornando-as moléculas com alto valor biolégico.
Vérios trabalhos na literatura tém reportado o potencial antimicrobiano, cicatrizante,
antitumoral, antiangiogénico e analgésico das SVMPs (CALDERON et al., 2014;
CARLSON; ROURK; DESAI, 2014; CHELLAPANDI, 2014; ACHE, et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2017).

1.7 Acao anti-T. gondii de toxinas de serpentes

A acdo de toxinas isoladas de peconha de serpentes sobre T. gondii ainda é
pouco estudada. Borges e colaboradores (2016) mostraram efeito antiparasitario
sobre T. gondii induzido pela BnSP-7 (uma PLA2-Lys49 homdloga da peconha de B.
pauloensis). Neste estudo, 0s autores promoveram o pré-tratamento de taquizoitos
com a toxina por 30 minutos antes da interagdo com células HelLa e os resultados
demostraram que a adesdo desses parasitos foi significativamente reduzida quando
comparada com o grupo nao tratado. Além disso, também foi observado que a BnSP-

7, em concentracBes ndo toxicas a célula hospedeira, foi capaz de diminuir a
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proliferacéo intracelular do parasita pré-tratado, provavelmente por uma modulagéo
da resposta imune das células HeLa (BORGES et al., 2016). Semelhantemente, foi
qguanto a proliferacéo intracelular de T. gondii em uma linhagem de fibroblasto humano
(IZIDORO et al., 2011).

Além destes dois estudos, um com PLA2 e outro com LAAO, apenas um unico
trabalho demonstra a ag¢ao anti-T. gondii de uma SVMP. Bastos e colaboradores
(2008), mostraram o efeito de uma metaloprotease da classe P-I (neuwiedase) isolada
da peconha de B. pauloensis sobre fibroblastos humanos previamente infectados com
T. gondii. Os autores promoveram o tratamento com neuwiedase em células
hospedeiras previamente infectadas com T. gondii ou no parasito antes da infeccao.
Quando os tratamentos foram feitos antes ou depois da infeccéo, as taxas de infec¢cao
foram inibidas em 71% e 61%, respectivamente (BASTOS et al., 2008).

Este estudo pioneiro de Bastos et al. (2008) revelou uma possivel promissora
atividade anti-T. gondii mediada por SVMPs; contudo, os mecanismos de agao que
expliguem o efeito antiparasitario desta classe de toxinas ainda permanecem pouco
esclarecidos. Nesse sentido, o presente estudo busca uma maior compreensao da
acao anti-Toxoplasma de SVMPs. Para tal, utilizamos uma outra SVMP, também de
classe P-lI (BpMP-I), isolada por Naves de Souza e colaboradores (2012) a partir da
peconha bruta de B. pauloensis.

BpMP-I possui massa molecular de aproximadamente 23 kDa em condigdes
redutoras e 20 kDa em condi¢cbes nao redutoras. Apresenta atividade proteolitica
sobre a azocaseina, e sobre as cadeias aA e BB do fibrinogénio, ndo causa
hemorragia e dentre as metaloproteases purificadas da peconha de B. pauloensis, é
a gque apresenta maior recuperacao proteica (NAVES DE SOUZA et al., 2012).

Levando em consideracéo o potencial terapéutico de SVMPs, bem como o bom
rendimento proteico e elevada homologia estrutural com dominios metaloproteases
presentes em diferentes SVMPs, BpMP-I configura uma valiosa molécula para melhor
entender os mecanismos de acdo envolvidos na infecgdo por T. gondii, permitindo
assim a elucidagéo de possiveis alvos moleculares para o tratamento alternativo da

toxoplasmose.
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2.0 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a acéo in vitro de uma metalloprotease (BpMP-I) em células HelLa frente

a infeccao experimental por T. gondii.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade da BpMP-I em células HelLa;

e Determinar o indice de proliferagéo intracelular de T. gondii (cepa RH, clone
2F1) em células HelLa frente ao tratamento com concentra¢cdes nédo citotdxicas da
BpMP-I;

e Verificar o efeito do pré-tratamento de células HeLa com BpMP-I na invasao
celular;

e Verificar a capacidade da BpMP-1 em modular a producéo de citocinas pré- e
anti-inflamatoérias em células Hela infectadas por T. gondii;

e Investigar o papel da atividade catalitica mediada pela BpMP-I no controle da

infeccdo por T. gondii.

3.0 Material e Métodos

3.1 Obtencdo da peconha

A peconha bruta de Bothrops pauloensis foi obtida a partir de espécimes mantidas
no Serpentario CETA- Centro de Extracdo de Toxinas Animais Ltda - CNPJ:
08.972.260/0001-30, estabelecido na estrada municipal Couto e Silvas - Sitio Séo
Jorge Silvas - Morungaba, SP - CEP: 13260-000. Este serpentario possui
comprovante de registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos

Naturais Renovaveis (cadastro: 2087163). A peconha bruta de B. pauloensis foi
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utilizada para a purificacdo da metaloprotease BpMP-I de acordo com a metodologia
descrita por Naves de Souza (2012). Apos purificacdo a proteina foi armazenada a
-20°C no Bando de Toxinas do Laboratério de Bioquimica e Toxinas Animais do
Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia. A BpMP-I foi
purificada e cedida de acordo com a demanda necesséaria a realizacdo dos
experimentos delineados no presente estudo.

Para certificar o grau de homogeneidade da proteina isolada foram realizadas
eletroforeses em gel de poliacrilamida a 12,5 % (m/v) em condi¢cbes redutoras, na
presenca de SDS e B-mercaptoetanol, segundo metodologia descrita por Laemmli
(1970). As dosagens proteicas foramm realizadas conforme ensaio de Bradford
(1976).

3.2 Atividade azocaseinolitica

A atividade proteolitica da BpMP-I sobre a azocaseina foi realizada segundo
(GOMES et. al 2015) com modificacdes. A solucdo de azocaseina (1mg/mL) foi
preparada com tampao Tris 0,05M e NaCl 0,15M com pH 7,80, acertado com HCI. Em
seguida, essa solugéo foi colocada em uma placa de 96 pocos (160uL/pogo). Em
seguida, 5 pg de BpMP-I foram pré-incubados com EDTA (1 mM) em um volume final
de 45 ulL/poco (diluicdo em PBS 1x) por 1 h a 37°C. Como controles experimentais,
utilizamos 5 pg da toxina e da peconha bruta de B. pauloensis na auséncia de EDTA.
Em seguida, 45 pL dos compostos foram adicionados aos pogos contendo
previamente a solucao tampéo e deixado incubar por 30 minutos a 37°C. Apos, foram
adicionados 45pL da solucao de tricloroacético 20% (m/v). A placa foi deixada por 30
minutos em temperatura ambiente e posteriormente centrifugada a 4500 rpm por 20
minutos, 0os sobrenadantes foram transferidos para outra placa e as absorbancias
foram determinadas a 405nm em leitora de microplacas. Uma unidade (U) de atividade
azocaseinolitica foi definida como sendo o acréscimo de 0,01 unidades de
absorbancia a 405nm em relacdo as condi¢cdes do ensaio controle. Os ensaios foram

realizados em triplicata.
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3.3 Cultura celular

Células HelLa (células uterinas epiteliais humanas) foram obtidas do American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA). Estas células foram cultivadas
em frascos de 75 cm? com meio RPMI-1640 (GIBCO, Paisley, Reino Unido),
suplementado com carbonato de sodio 23 mM, HEPES 25 mM, estreptomicina 100
pg/ml, penicilina 100 U/ml (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e soro fetal
bovino (SFB) inativado pelo calor (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) a 10% (meio
completo) em incubadora umidificada a 37 °C e 5% de CO2 (BARBOSA et al. 2008).

3.4 Manutencdao de T. gondii

As formas taquizoitas de T. gondii (clone 2F1), derivados da cepa RH,
altamente virulentas que expressam [(-galactosidase constitutivamente
citoplasmatica, foram cedidas pelo Dr. Vern Carruthers, Faculdade de Medicina da
Universidade de Michigan (EUA). Esses parasitos foram mantidos em células HelLa
cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com penicilina, estreptomicina e 2%
FBS a 37° C e 5% CO:a.

3.5 Viabilidade celular por MTT

A viabilidade celular na presenca da toxina BpMP-I foi realizada em células
HelLa por um ensaio colorimétrico, baseado na oxidagdo mitocondrial do reagente
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazolio; azul de tiazolil tetrazole)
(Sigma), como previamente descrito por Mosmann (1983), com algumas
modificacdes. Resumidamente, células HelLa foram cultivadas em placas de 96 pocos
(3,0 x 10* células/200ul/pogo) em meio completo por 18 h a 37° e 5% de CO2. Em
seguida, as ceélulas foram tratadas com diferentes concentracdes de BpMP-I (80 a
0,625 pg/mL) em diluicdo seriada de 1:2. Apdés 24 h, os sobrenadantes foram
descartados e 10 yL de MTT (5 mg/mL) e 90 pL de meio de cultura com 10% SFB
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foram adicionados a cada poco durante 3 h, nas mesmas condi¢des de cultivo. Em
seguida, os cristais de formazan foram solubilizados em 10% de dodecil sulfato de
sbédio (SDS) (Sigma) e 50% de N, N-dimetilformamida. A densidade Optica foi
determinada a 570 nm em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories,
Mc Lean, EUA). Os resultados foram expressos como porcentagem de células viaveis

em relacdo ao controle ndo tratado (100% da viabilidade).

3.6 Ensaio de proliferacédo intracelular de T. gondii

Células Hela foram cultivadas em placa de cultura de 96 pocos (3,0 x 10*
células/200 uL/poco) em meio RPMI com 10% de SFB por 18 h a 37° C e 5% de COo..
Apés, células HelLa foram infectadas com taquizoitas de T. gondii, na propor¢éo de 3
parasitos por célula (multiplicity of infection - MOI 3:1) por 3 h. Apds, 0s pocos foram
lavados com PBS 1x para remocéao dos parasitos extracelulares. Em seguidas, células
foram tratadas com concentracdes intermediarias e néo citotoxicas de BpMP-I (20 e
40 pg/mL) por 24 h a 37° C e 5% de CO2. Para o grupo controle, as células foram
incubadas apenas com meio de cultura. Além disso, células na auséncia de infeccao,
também receberam os mesmos tratamentos experimentais mencionados acima. Os
sobrenadantes foram coletados e mantidos no freezer a -80°C para posterior medicéo
de citocinas. Para quantificacdo da proliferacédo intracelular de T. gondii, as células
foram submetidas ao ensaio colorimétrico de [(-galactosidase, conforme descrito
anteriormente por TEO et al. (2007).

Resumidamente, as células HelLa infectadas foram incubadas com 100 pL de
tampao de lise (100 mM HEPES, 1 mM MgSO4, 0,1% Triton X-100, 5 mM ditiotreitol)
durante 15 minutos. Em seguida, os lisados foram misturados com 160 L de tampéao
de ensaio (tampao fosfato 100 mM pH 7,3, B-mercaptoetanol 102 mM, MgCL2 omM)
e, posteriormente, com 40 pL de CPRG 6,25 mM (vermelho de clorofenol-B-D-
galactopiranésido; Roche, Indianapolis, IN, EUA). A atividade da -galactosidase foi
medida a 570 nm usando um leitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories) e os dados foram apresentados como porcentagem de taquizoitos,
usando uma curva padrdo com concentracdo conhecida de taquizoitos (variando de
1x106 a 15,625x103).
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3.7 Ensaio de invaséao celular por T. gondii

Para realizar este ensaio, células HelLa (3,0 x 10* células/200 pL/poco) foram
plagueadas em placa de 96 pocos (Ciencor Scientific, Brasil) e deixadas por 18 h a
37°C e 5% de CO2. Em seguida, as células foram tratadas com BpMP-I (20 e 40 g
/mL) durante 24 h. Apés este tempo, o tratamento foi removido, e as células foram
infectadas com taquizoitas de T. gondii (MOI 3:1), e deixados para invadir por 3 h.
Apos esse tempo os pogos foram lavados e realizada a reagcédo de B-galactosidase
para quantificar o nimero de parasitos que invadiram as células, assim como descrito

no item 3.6.

3.8 Quantificacao de citocinas

A liberacdo de citocinas nos sobrenadantes de células Hela tratadas ou nao
com BpMP-I na presencga ou auséncia de T. gondii foi quantificada através doEnsaio
de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA). A quantificacdo dos niveis de IL-6, IL-8, TNF-
a, IL-10 (OpTEIA, BD Bioscience, San Diego, CA, EUA) e MIF - Fator inibidor da
migracdo de macrofagos (Duoset R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) foi realizado
de acordo com as instru¢gdes do fabricante. A concentracao proteica das citocinas foi
expressa em pg/mL. Os limites de deteccdo de cada citocina foram determinados a
partir das curvas padrédo: IL-6 (4,7 pg/mL), TNF-a (7,8 pg/mL), MIF (7,8 pg/mL), IL-10
(7,8 pg/mL) e IL-8 (3,125 pg/mL).

3.9 Avaliacdo do papel da atividade catalitica da BpMP-l no controle da

proliferacéo intracelular de T. gondii

Células HelLa foram plagueadas em placa de cultura de 96 pocos (Ciencor
Scientific, Brasil) (3,0 x 10 células/200 uL/pogo) em meio RPMI com 10% de SFB por
18 ha 37°C e 5% de CO2. Apds, células HelLa foram infectadas com taquizoitas de T.
gondii (MOI 3:1) por 3 h. Apés, os pocos foram lavados com PBS 1x para remogao
dos parasitos extracelulares. Em seguidas, células foram tratadas por 24 h com BpMP-



26

| (40 pg/mL), BpMP-1 (40 pg/mL) pré-incubada por 1 h com EDTA (1 mM), EDTA (1
mM) e meio de cultura. Apdés 24 h de tratamento, realizamos a quantificacdo da
proliferagdo intracelular de T. gondii pela reagdo da [(-galactosidase, conforme
descrito no item 3.5.

3.10 Analise estatistica

Todos os dados representam a média e 0 desvio padrao de trés experimentos
independentes que foram realizados em triplicata. As diferencas entre tratamentos e
controles foram avaliadas por andlise de variancia (One way ANOVA), seguido por
teste de comparacdes multiplas de Tukey, utilizando o software GraphPad Prisma 8.0
(GraphPad Sftware, Inc., San Diego, EUA). A significancia estatistica foi considerada
quando P < 0,05.

4.0 Resultados

4.1 BpMP-I néo altera a viabilidade de células HelLa

Antes da realizacdo dos ensaios de proliferacdo intracelular e invasdo do
parasito T. gondii, células HelLa foram tratadas por 24 h com diferentes concentracdes
de BpMP-I a fim de selecionar concentracdes nao toxicas para a célula hospedeira.
Observamos que BpMP-I ndo demonstrou toxicidade contra as células HeLa em
nenhuma das concentracdes testadas, sem diferenca significativa em relacdo ao
controle (P > 0,05; Fig. 2). Foram selecionadas para 0s proximos experimentos as

concentracdes intermediarias e ndo citotoxicas de 20 e 40 ug/mL.
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Figura 2. Viabilidade da célula hospedeira pelo ensaio MTT. Células HeLa foram tratadas por 24 h em dilui¢Ges seriadas
(variando de 80 a 0,625 pg/mL) com a toxina BpMP-I. Células HeLa foram tratadas apenas com meio de cultura (grupo
controle). A viabilidade celular foi expressa em porcentagem (viabilidade celular %), sendo a absorbéancia das células
incubadas apenas com meio de cultura considerada 100% de viabilidade. Os dados s&o expressos como média+desvio
padrdo de experimentos realizados em triplicata. Diferencas significativas detectadas pelo teste de Kruskal-Wallis e pos-
teste de comparagdes multiplas de Dunn sdo rotuladas (estatisticamente significativas quando P<0,05)

4.2 BpMP-1 é capaz de reduzir a proliferacao intracelular de T. gondii em células
HelLa

O tratamento de células HelLa (infectadas) com BpMP-| (20 e 40 ug/mL), doses
gue nao foram citotoxicas para as células, foi capaz de controlar significativamente a
proliferacdo de T. gondii apés 24 h em comparacdo com células nado tratadas,
conforme avaliado pela medicdo da atividade da enzima B-galactosidase (P < 0,05;
Fig. 3).
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Figura 3. Avaliacdo da proliferacdo intracelular de T. gondii pela atividade da enzima B-galactosidase. Células HelLa
infectadas com T. gondii foram tratadas por 24 h com concentra¢des nédo toxicas de 20 e 40 pg/mL. As células HeLa foram
tratadas apenas com meio de cultura (grupo controle considerado como 100% de proliferacdo parasitaria). A proliferagdo
intracelular de T. gondii foi analisada usando um ensaio colorimétrico de 3-galactosidase e expressa em varia¢do percentual
em relacdo ao controle (% de proliferagdo de T. gondii). Os resultados estéo apresentados como mediatdesvio padrao de
experimentos realizados em triplicata. *Comparacéo entre células infectadas/ndo tratadas e células infectadas/tratadas.
Diferengas significativas foram determinas por One-Way ANOVA e o pds-teste de comparag¢fes multiplas de Turkey para

avaliar diferencas significativas (P<0,05).

4.3 BpMP-lI reduz a susceptibilidade de células HelLa frente a infeccéo

experimental por T. gondii

Para analisar os efeitos da BpMP-I na susceptibilidade da infec¢éo, células

HelLa foram pré-tratadas por 24 h com BpMP-I antes da invasao/infeccdo. Quando as

células HelLa foram pré-tratadas com as concentragdes de 20 e 40 ug/mL de BpMP-I,

foi observado que a invasdo desses parasitos foi significativamente reduzida em

comparacao com células néo pré-tratadas (P < 0,05; Fig. 4).
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Figura 4. Invasao de taquizoitos de T. gondii em células HelLa pré-tratadas. Células HeLa foram pré-incubadas por 24 h
com 20 e 40 pg/mL de BpMP-I ou meio de cultura sozinho (grupo controle/grupo néo tratado). A % de invaséo de T. gondii
ap6s 3 h foi determinada usando o ensaio de B-galactosidase. Parasitos ndo tratados (grupo controle) foram considerados
como 100% de invasdo. Os dados sdo expressos como médiatdesvio padrdo de experimentos realizados em triplicatas.
*Comparag&o entre parasitos ndo tratados e parasitos tratados. Diferencas significativas foram analisadas usando One-Way
ANOVA e o pds-teste de comparagdes multiplas de Turkey. As diferencas foram consideradas significativas quando
P<0,05.

4.4 O tratamento com BpMP-I aumenta a liberacdo das citocinas IL-6, IL-8 e MIF

em células HelLa infectadas por T. gondii

No presente trabalho, também realizamos testes para determinar o perfil de
citocinas potencialmente envolvidas no controle da proliferacdo intracelular do
parasito em células HelLa.

Na auséncia de infec¢do, observamos que o tratamento por 24 h com BpMP-I
foi capaz de promover uma reducao significativa dos niveis de IL-6 e MIF, quando
comparado com o grupo nao infectado/néo tratado; por outro lado, a toxina causou
uma regulagédo positiva na liberagdo de IL-8 em comparagdo com 0O grupo nao
infectado e incubado apenas com meio de cultura (P < 0.05; Fig. 5A, B e C).

Também observamos que a infecgéo por T. gondii aumentou a producao de IL-
6 e MIF em comparacao com o respectivo grupo tratado/néo infectado (P < 0,05; Fig.

5A e C). Semelhantemente, nossos dados demonstraram que BpMP-I foi capaz de
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modular positivamente a producao de IL-6, IL-8 e MIF em células HelLa infectadas,

guando comparado com o grupo infectado/ ndo tratado (controle) (P < 0,05; Fig. 5A,

B e C).

Bigura 5. Producdo de citocinas poBcélulas HeLa. Células HelLa foram ffectadas ou ndo com taquizoitos % Eﬂtgw i
seguido de tratamento por 24 h com 40 ug/mL de BpMP-1 e apenas meio de cultura (grupo controle/grupo nao tratado').g
Os 5sogbrenadantes foram coletados para40medi(;éo de (A) ILs5, (B) IL-8 e (C)
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4.5 O controle do parasitismo mediado por BpMP-I depende de sua atividade

catalitica

Incialmente, promovemos e confirmamos a inativacédo da atividade enzimética
da BpMP-I por meio da incubacao com EDTA, e posterior avaliacdo de sua acao sobre
0 substrato da azocaseina. A peconha bruta de B. pauloensis e a BpMP-I
apresentaram atividade sobre azocaseina, contudo, quando a toxina € incubada com
EDTA 1mM, ha uma reducdo drastica de sua atividade, mostrando assim que, esta
concentracdo de EDTA é capaz de inibir a atividade catalitica da BpMP-I (P < 0,05;
Fig. 6A).

No ensaio proliferacao intracelular de T. gondii, observamos que a inativacao
da atividade catalitica da BpMP-I com EDTA, resulta na perda da capacidade desta
toxina em controlar o parasitismo, quando comparado com as células incubadas com
meio de cultura (controle) ou tratadas apenas com EDTA (1 mM) (P < 0,05; Fig. 6B),

mostrando que o controle do parasitismo mediado pela BpMP-I possivelmente é
dependente do seu sitio catalitico, pois quando se encontra inibido, a toxina perde a
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capacidade de controlar a proliferacdo intracelular do parasito. Por fim, verificamos
qgue a concentracdo de 1 mM de EDTA nao apresentou toxicidade as células HelLa
apos 24 h de tratamento em comparacao com o controle nao tratado (P < 0,05; Fig.
6C).
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Figura 6. A atividade catalitica/proteolitica da BpMP-I sobre a azocaseina (1mg/mL). (A) Avaliacdo da atividade catalitica
da BpMP-I na auséncia ou presenca de EDTA (1mM). (B) Avaliacdo da proliferacdo intracelular de T. gondii ap6s 24 h de
tratamento. A proliferacdo intracelular de T. gondii foi analisada usando um ensaio colorimétrico de B-galactosidase e
expressa em variagdo percentual em rela¢do ao controle (% de proliferacéo de T. gondii) (C) Ensaio de viabilidade de células
Hel a tratadas por 24 h com EDTA (1mM). Os dados sdo expressos como médiatdesvio padrdo de experimentos realizados
em triplicatas. ***As diferencas entre 0s grupos experimentais sdo evidenciadas pelas barras gréficas e/ou em relacéo ao
grupo controle. #Comparagdo em relagdo ao grupo tratado com EDTA (1mM). Diferengas significativas foram determinadas
usando One-Way ANOVA e o pds-teste de comparagdes multiplas de Turkey. As diferencas foram consideradas
significativas quando P<0,05.

5.0 Discussao

No presente estudo, BpMP-I, uma SVMP da classe Pl isolada da peconha de
B. pauloensis, mostrou efeitos consideraveis de inibicdo da infeccdo por T. gondii em
modelo in vitro por meio do uso de células HelLa. Inicialmente, nosso trabalho
demonstrou que concentragdes nao citotoxicas de BpMP-1 (20 e 40 pg/mL) foram
capazes de inibir significativamente a proliferacéo intracelular do parasito. De acordo
com a literatura, a replicacdo de taquizoitos de T. gondii no interior das células ocorre

em um periodo de 6 a 8 horas até que as células hospedeiras sejam lisadas, e os
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taquizoitos liberados infectem as células adjacentes (BLACK e BOOTHROYD, 2000).
Acreditamos que a BpMP-I presente no meio de cultura e em contato com as células
infectadas, consiga agir diretamente sobre os taquizoitos extracelulares oriundos das
células lisadas, promovendo a degradagcédo de componentes essenciais a invasao do
parasito.

T. gondii expressa pelo menos cinco proteinas transmembranas
(CARRUTHERS e BOOTHROYD, 2007) e uma familia de proteinas relacionadas a
antigenos de superficie (SAGs), que constituem a maioria dos componentes de
superficie desse protozoario (BLACK e BOOTHROYD, 2000). Dentre essas proteinas,
a SAGL1 é a que se apresenta em maior abundancia, e esta envolvida no processo de
invasdo da célula hospedeira atuando como um importante receptor do parasita
(MINEO e KASPER, 1994). Os taquizoitos apresentam organelas que secretam
proteinas as quais desempenham papel central na funcdo de mobilidade e invaséo
(CARRUTHERS, 2006). Todas essas proteinas comentadas podem ser alvo da
atividade proteolitica da BpMP-I. Quando as células séo tratadas com a toxina, pode
ser que ocorra a perda da funcdo dessas proteinas, de forma que reduza a infeccao
in vitro por T. gondii, esse seria um dos provaveis mecanismos de acao da BpMP-I,
contudo mais ensaios sao necessarios para melhor compreenséo deste mecanismo.

Apos infectar a célula hospedeira, os taquizoitos de T. gondii sdo envolvidos
em um vacuolo parasitéforo, constituido principalmente por material membranoso
proveniente do parasito (DUBEY et al., 1998; BLACK e BOOTHROYD, 2000). Durante
0 processo de endodiogenia, o plasmalema original dos taquizoitos invasores é usado
para envolver as células filhas geradas. Hipotetizamos também que quando as células
infectadas sao tratadas com BpMP-I, a membrana do parasito possa ser submetida a
acao proteolitica desta enzima. Como resultado, a membrana pode perder a
integridade de algumas proteinas, o que pode prejudicar a atividade funcional do
vacuolo tanto quanto a formacdo do plasmalema das células filhas, reduzindo a
replicacdo intracelular de T. gondii.

Em relacdo a invaséo do parasita na célula, o pré-tratamento das células com
BpMP-1 (20 e 40 pg/mL) por 24 horas antes da infeccado por T. gondii foi eficaz,
apresentando uma inibigdo significativa da invaséo. Aparentemente a BpMP-I atua

quando o parasito ird invadir a célula, pois a toxina pode atuar degradando as
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proteinas expressas pelas células hospedeiras (célula HeLa), que sao responsaveis
pela formacdo da monocamada e adesdo das células (BLACK e BOOTHROYD,
2000).

Como glicoproteina de maior abundéancia nas membranas basais de células
epiteliais, temos a laminina, que promove adesdo célula-célula, migracdo e
diferenciacéo celular através de sua interacdo com moléculas da superficie celular e
seus receptores (FURTADO et al., 1992a). Nesse contexto, a literatura traz que T.
gondii € capaz de se aderir a membrana da célula hospedeira por meio de laminina,
expressa pelo proprio patdégeno, a qual é reconhecida pelo receptor de laminina .61
da célula hospedeira (FURTADO et al., 1992b). Além disso, T. gondii é capaz de se
ligar a laminina da célula hospedeira e usa-la como ponte para os receptores de
laminina encontrados na superficie da célula hospedeira (BLACK e BOOTHROYD,
2000), uma vez que os taquizoitos reconhecem multiplos receptores de laminina
durante a adesao a diferentes células-alvo (FURTADO et. al., 1992a).

Assim, sugerimos que BpMP-I podem degradar proteinas expressas na
lamina basal das células HelLa, responsaveis por manter a adesdo da monocamada
celular, principalmente a laminina, que esta envolvida no processo de invasédo do
parasito. Corroborando nossa hipétese, foi demonstrado que a neuwiedase, uma
SVMP de classe P-l isolada da peconha de Bothrops neuwiedi, é capaz de degradar
alguns componentes da matriz extracelular, como laminina, colageno tipo | e
fibronectina (RODRIGUES et al., 2001). Além disso, foi reportado que Jararagina, uma
SVMP de classe P-lll isolada da peconha de B. jararaca, se liga a laminina (BALDO
et al., 2015), o que reduz a disponibilizacdo desta proteina na extremidade das células
(COSTA et al., 2004). Por fim, em consonancia com nossa hipétese, demonstramos a
importancia da atividade catalitica de BpMP-I no controle da infec¢cdo, uma vez que
qguando inibida por EDTA, a toxina perdeu sua capacidade de controlar o parasitismo.
Contudo, para termos certeza se de fato o sitio enzimatico da SVMP ¢é essencial ou
nao para sua atividade antiparasitaria, pretendemos realizar em ensaios futuros,
testes com outros inibidores enzimaticos, bem como com outras classes de SVMP.

Ja tem descrito na literatura que a passagem de varias membranas basais e

infiltracdo na matriz extracelular pelo T. gondii poderia envolver metaloproteases de
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matriz de células hospedeiras (BUACHE et al., 2007). Também ja se encontra descrito
na literatura a presenca de metaloprotease endoégenas de T. gondii (BERTHONNEAU
et al., 2000; SONG e NAM, 2003), porém ainda nao foi elucidado seu real papel
mediante as células hospedeiras, tornando necessario mais pesquisas envolvendo
esses processos bioquimicos, se ha interacdo com metaloproteases enddgena de T.
gondii esclarecer sua interacdo com a BpMP-l ou outras metaloproteases. E
determinar sobre quais proteinas de superficie do parasito a toxina possa atuar.

Além de sua possivel acdo catalitica direta sobre os parasitos e/ou em
componentes proteicos da célula hospedeira, uma hip6tese adicional, mas nao
exclusiva, € que BpMP-I possa atuar modulando a expressao de mediadores da
resposta imune, o que poderia levar ao controle da infec¢céao por T. gondii. Com relacao
aos ensaios de dosagem de citocinas em sobrenadantes de células HelLa infectados
por T. gondii, observamos, em linhas gerais, que o tratamento com BpMP-I (40 ug/mL)
aumentou a expressao das citocinas IL-6, IL-8 e MIF nas células infectadas.

De acordo com estudos descritos na literatura, altos niveis de IL-6 e MIF sédo
capazes de reduzir o crescimento de T. gondii em diferentes modelos experimentais
(FERRO et al., 2008; FLORES et al., 2008; CASTRO et al., 2013; CASTRO-FILICE et
al., 2014). Alguns mecanismos das ac¢des de MIF e IL-6 podem ser hipotetizados para
explicar como essas citocinas podem controlar a infec¢éo por T. gondii (CASTRO et
al., 2013).

O MIF também é responsavel pela regulacédo positiva de alguns receptores e
ativacao de fatores de transcricdo importantes na mediacédo da imunidade inata contra
patdogenos (ROGER, T. et al., 2001). Além disso, o MIF pode ativar fatores de
transcricdo envolvidos na expressdo de muitas citocinas proé-inflamatérias, via de
sinalizacdo relacionadas na defesa de varias infecgbes (KOEBERNICK H., et al.,
2002). A IL-6, por sua vez, induz a expressao de IDO (indoleamina 2,3 dioxigenase)
através da via JAK/STAT. Como a IDO é uma enzima responsavel pela degradacéo
do triptofano, que € um aminoacido essencial para a proliferacdo do T. gondii, a IL-6
pode controlar o crescimento do patdogeno devido a regulacéo positiva de IDO (KIM H,
et al., 2012).

Similarmente ao que foi demonstrado neste trabalho, a SVMP P-I neuwiedase

também promoveu uma modulagéo positiva na producdo de IL-8 pelos fibroblastos
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humanos HFF infectados por T. gondii (BASTOS et al., 2008). Os autores sugerem
gue por ser um potente agente quimiotatico, a IL-8 pode atrair neutroéfilos e leucocitos
sob acao de diferentes estimulos (HAYASHI et al., 2003). Assim, a liberacdo de IL-8
por células infectados por T. gondii sob tratamento com BpMP-I pode ser decorrente
de uma tentativa de recrutamento de células efetoras do sistema imune para controle
do parasitismo. Entretanto, € importante destacar que T. gondii pode vir a fazer uso
destas células recrutadas como uma via de disseminagdo da infeccdo in vivo
(OLAFSSON et al., 2019). Por essa raz&o, o papel de IL-8 na infeccdo por T. gondii
ainda ndo se encontra totalmente esclarecido.

Tomados em conjunto, novos estudos estruturais e funcionais com a BpMP-I,
bem como com outras SVMPs sdo essenciais para descobrir novos sitios proteicos
relevantes responsaveis pelas atividades anti-T. gondii que possam permitir o uso
futuro dessas proteinas como modelos estruturais para o desenho de antiparasitarios,

capazes de garantir maior estabilidade e direcionar o local de acéo especifico.
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