Escola Superior de Ensino do Instituto Butantan
Programa de Pés-graduagao Lato Sensu

Toxinas de Interesse em Saude

Heloisa Martins Padilha Gongalves

Imunomodulagao por fragées de veneno de Bothrops alternatus em células
mononucleares de sangue periférico

Sao Paulo
2024



Heloisa Martins Padilha Gongalves

Imunomodulagao por fragées de veneno de Bothrops alternatus em células
mononucleares de sangue periférico

Trabalho de conclusao de curso apresentado ao Curso
de Especializagdao em Toxinas de Interesse em Saude
do Programa de Pdés-graduacao Lato Sensu da Escola
Superior do Instituto Butantan como requisito basico
para a obtencdo do titulo de Especialista em Toxinas de
Interesse em Saude.

Orientador (a): Carla Cristina Squaiella Baptistao

Sao Paulo
2024



Catalogacao na Publicacao
Instituto Butantan
Dados inseridos pelo(a) aluno(a)

Padilha Goncalves, Heloisa Martins

Imunomodulagao por fragdes de veneno de Bothrops alternatus em células
mononucleares de sangue periférico / Heloisa Martins Padilha Gongalves ;
orientador(a) Carla Cristina Squaiella Baptistao - Sao Paulo, 2024.

36 p. il

Monografia (Especializacao) - Escola Superior do Instituto Butantan,
Especializacdo na Area da Saude - Toxinas de Interesse em Salde.
Versao corrigida final

1. Bothrops alternatus 2. Veneno. 3. Imunomodulacado. 4. Adjuvantes I. Squaiella
Baptistdo, Carla Cristina. Il. Instituto Butantan. Ill. Especializacdo na Area da Salde -
Toxinas de Interesse em Saude. IV. Titulo.

Geracao por Sistema Automatizado.
Bibliotecaria Bruna Margues CRB8-9303 - Responsavel Técnica




AUTORIZAGAO PARA ACESSO E REPRODUGCAO DE TRABALHO

Eu, Heloisa Martins Padilha Gongalves, aluno(a) do Curso de Especializagéo em
Toxinas de Interesse em Salde, autorizo a divulgagdo do meu trabalho de concluséo
de curso por midia impressa, eletrénica ou qualquer outra, assim como a reprodugao
total deste trabalho de concluséo de curso apos publicagéo, para fins académicos,
desde que citada a fonte.

Prazo de liberagdo da divulgagdo do trabalho de conclusdo de curso apés a data da
avaliagéo:

(X) Imediato

() 06 meses

()12 meses

( ) Outro prazo Justifique:

Séo Paulo, 10 de janeiro de 2024.

--------------------------------------------------------------------------

Orientador(a)



Ao meu marido Phelipe e minha mée Elisangela, agradego pelo apoio e carinho em

todos os momentos.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora Carla e ao pesquisador colaborador Fabio.

A toda equipe do laboratério de Imunoquimica.

A turma do curso de Toxinas, especialmente & Mariana, pela alegre companhia nos
cafés e a Fernanda, pela parceria de aprendizados na bancada.

A minha espiritualidade, por toda a forca e abertura de caminhos.



Este trabalho teve apoio financeiro da Secretaria de Estado de Saude do Estado de

Sao Paulo.



“A ciéncia € o grande antidoto do veneno do entusiasmo e da supersticao.”

Adam Smith



RESUMO

PADILHA-GONCALVES, Heloisa Martins. Imunomodulagao por fragdoes de
veneno de Bothrops alternatus em células mononucleares de sangue
periférico. 2024. 35 p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Especializagdo em
Toxinas de Interesse em Saude) — Escola Superior do Instituto Butantan, Sao
Paulo, 2024.

Os adjuvantes s&o utilizados para melhorar a imunogenicidade de antigenos
de uma vacina, de forma a auxiliar a retengcdo dos mesmos no organismo e/ou
melhorar sua rota de entrega. Atualmente, os adjuvantes com uso predominante e
com licenga de uso sao os sais de aluminio. Os venenos de serpentes sao fontes
ricas de proteinas e moléculas com potenciais toxicos, mas também farmacologicos.
A Bothrops alternatus, popularmente conhecida como Urutu-Cruzeiro, € uma
serpente peconhenta da familia Viperidae que esta distribuida em paises da América
do Sul e no Sul e Sudeste do territério brasileiro. A acao inflamatéria do veneno
botrépico é causada por conjuntos de fragbes com especificidades diversas e
substancias heterogéneas. Essas fragbes induzem a liberagdo de substancias
complexas do processo inflamatério. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito imunomodulador de fragbes de veneno de B. alternatus em culturas de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) humano. Estudando as citocinas
liberadas por essas células e isolando as fracbes que tiverem melhor funcéo
pro-inflamatéria podera ser possivel avancar em estudos de possiveis novos
adjuvantes. Foram realizados: Fracionamento do veneno por cromatografia de
exclusao molecular; Dosagem protéica do veneno por método de BCA,; Eletroforese
em gel de poliacrilamida; Cultura de PBMC estimulada com as fragdes; Analise de
viabilidade celular por ensaio de MTT, Dosagens de citocinas e quimiocinas por
ensaio de CBA (Cytometric Bead Array). O fracionamento resultou em 10 fragdes,
cujos perfis foram avaliados em gel de poliacrilamida 12,5%, corados com prata.
Foram realizadas culturas de PBMC, que foram estimuladas com as fracbes de
veneno em concentragdes de 5 e 10 ug/mL. Com excecéao da fragcao 3, as demais

fracbes ndo apresentaram efeito citotoxico, avaliado pelo método de MTT. As



fragdes 8, 9 e 10 induziram aumento da producado de TNF, IL-10, IL-6, IL-1p3 e IL-8
em relagdo aos controles negativos. Ao avancar com os estudos, talvez seja
possivel purificar tais fragdes em busca de uma molécula que possa ser utilizada

como um possivel novo adjuvante.

Palavras-chave: Bothrops alternatus; Veneno; Imunomodulagdo; Adjuvantes;
PBMC.
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1.INTRODUCAO

1.1. Vacinas e adjuvantes

Ao longo da histéria mundial, a humanidade foi acometida por variadas
doencas, 0 que tornou as vacinas extremamente necessarias para que houvesse
qualidade de vida humana. As vacinas sao grandes responsaveis por tornar as
doengas menos nocivas e até erradicar algumas delas, como a variola.

Foi através da variola que a primeira vacina, como € conhecida hoje, foi
criada. Edward Jenner, no século XVIll, observou que camponeses que trabalhavam
com vacas nao tinham a forma grave da variola, adquirindo apenas a forma leve da
doenca. Ele entdo decidiu pegar o virus da variola bovina e inocular em humanos,
de modo que esses ficassem protegidos da doenga (SHAH; HASSETT, BRITO,
2017).

No comeco dos estudos sobre vacinas, estas eram produzidas com
microorganismos atenuados. Essas vacinas eram muito imunogénicas, porém
poderiam apresentar alguns efeitos colaterais importantes. Ao passar do tempo, as
vacinas e as formas de inoculacdo dos agentes patogénicos foram evoluindo,
surgindo também vacinas com microorganismos mortos, com proteinas purificadas
ou recombinantes (PLOTKIN, 2014).

Com isso, as vacinas se tornaram mais seguras, porém menos imunogénicas,
0 que leva a necessidade de um adjuvante, substancia que ira melhorar a resposta
imune ao antigeno da vacina (TOM et al, 2018).

Os adjuvantes sao utilizados para induzir a imunogenicidade de antigenos de
uma vacina, de forma a auxiliar a retengao dos antigenos no organismo e melhorar a
rota de entrega deles. Alguns critérios definem um bom adjuvante, e sdo eles: baixa
citotoxicidade, biodisponibilidade, biodegradabilidade, sem resposta autoimune,
baixo custo, adequacao para a via de vacinagao e boa resposta a doenca (MALIK et
al, 2018).

Atualmente, os adjuvantes com uso predominante e com licenga de uso s&o
os sais de aluminio, utilizados desde 1920, que podem ser divididos em hidréxido de
aluminio e fosfato de aluminio. Somente em 1990 foi aprovada a utilizagdo do
adjuvante MF59 na vacina de influenza para idosos. Também incluem a composi¢cao

dos adjuvantes em estudo lipossomas, emulsdes, saponinas e agonistas do receptor
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Toll-Like (LAERA; HOGENESCH; O’HAGAN, 2023). Esses adjuvantes possuem
efeitos colaterais adversos, como inflamacéo local, dor, necrose, ulceras, febre,
alergia e imunotoxicidade (SASAKI; MOMOSE; HIRADATE et al, 2018).

Sendo assim, ha a necessidade de encontrar adjuvantes com substancias
mais purificadas ou até recombinantes, que provoquem baixos efeitos indesejados e
possuam melhor mecanismo de acédo (GIUDICE; RAPPUOLI; DIDIERLAURENT,
2018).

Em ultima analise, o efeito desejado de um adjuvante, como ja mencionado
anteriormente, € aumentar a imunogenicidade dos antigenos presentes em uma
determinada vacina, geralmente avaliada pela produgdo de anticorpos especificos
para o antigeno vacinal. Mas os atuais conhecimentos em Imunologia permitem,
sem duvida, afirmar que a obtencédo de qualquer resposta adaptativa eficiente, seja
ela celular ou mesmo humoral, depende do direcionamento das respostas celulares,
e a etapa de apresentacédo de antigenos para linfocitos T auxiliares esta no centro
desse direcionamento.

A apresentacdo de antigenos aos linfocitos T & realizada por células da
imunidade inata, dentre as quais se destacam as células dendriticas e os
mondcitos/macrofagos. Portanto, moléculas pré-inflamatérias, como os ja citados
agonistas do receptor Toll-Like, que potencializam a apresentacao de antigenos, séo
boas candidatas para o desenvolvimento de novos adjuvantes. Assim, novos
adjuvantes imunologicos que desempenhem seu mecanismo de acéo

especificamente nessa etapa tém sido buscados.

1.2. Venenos e imunomodulagao

Os venenos de serpentes sao fontes ricas de proteinas e moléculas com
potenciais tdéxicos, mas também farmacoldgicos. Muitos estudos tém sido realizados
acerca dos efeitos toxicos de venenos de serpentes, mas o seu potencial
farmacoldgico ainda pode ser muito explorado. (MAMEDE et al, 2016). O laboratério
de Imunoquimica do Instituto Butantan vem desenvolvendo trabalhos em busca de
moléculas com potencial adjuvante em venenos de animais pegonhentos.

Foram realizados, no laboratério de Imunoquimica, estudos utilizando
peconhas de Bothrops jararacussu e Tityus serrulatus. Nos estudos com B.

Jararacussu, foi verificada a imunomodulagéo de células mononucleares do sangue
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periférico pelo veneno bruto (SANTOS et al., 2013), além da modulagido de
macrofagos murinos por fragdes do veneno (SILVA, 2023), demonstrando a
presenca de fragdes de baixa massa molecular com potencial imunomodulador. Ja
no estudo com o T. serrulatus, foram caracterizadas as hipotensinas | e Il (TsHpt | e
II) em culturas de macrofagos peritoneais murinos (DUZZI et al, 2021). Em ambos os
estudos, os efeitos pro-inflamatérios de componentes dos venenos foram
observados, pela indugdo da produgdo de citocinas in vitro. Os estudos estédo

atualmente em andamento no Laboratorio de Imunoquimica.

1.3. Sobre B. alternatus

A Bothrops alternatus, popularmente conhecida como Urutu-Cruzeiro, € uma
serpente peconhenta da familia Viperidae que esta distribuida em paises da América
do Sul e no Sul e Sudeste do territorio brasileiro (SILVEIRA, 2018). O género
botropico € o maior responsavel por acidentes ofidicos no Brasil. Esses acidentes
sao caracterizados por dor, edema e necrose e 0 veneno possui agao proteolitica,
coagulante e hemorragica (BRASIL, 2001).

Estudos anteriores conseguiram isolar alguns componentes de venenos
botrépicos, incluindo proteases (serino e metaloproteases), fosfolipases A2,
hialuronidases, lecitinas tipo C, L- aminoacido oxidases, 5’-nucleotidases (QUEIROZ
et al, 2018).

A agao inflamatdria do veneno botropico é causada por conjuntos de fragcdes
com especificidades diversas e substancias heterogéneas. Alguns exemplos sdo a
histamina, a fosfolipase A2, proteases, esterases, lecitinas, calicreinas e
cininogenases. Essas fragdes liberam autacdides como bradicinina, leucotrieno,
prostaglandina, prostaciclinas e outras substancias complexas do processo
inflamatorio (CARDOSO et al, 2009).

Alguns estudos vém sendo feitos usando veneno de B. alternatus. Em um
deles, foi isolada e estudada uma enzima acida da fosfolipase A2 que foi
denominada Ba Sp |l RP4. Descobriu-se, basicamente, que a toxina gera inflamagao
e edema da pata em camundongos e retardo de coagulagdo e ndo apresenta
atividade miotéxica (DENEGRI et al, 2003).

Ja um outro estudo isolou e caracterizou um novo CRISP, proteina secretora
rica em cisteina, denominado BaltCRP. Essa toxina afetou correntes de canais de

potassio e induziu respostas inflamatérias que foram caracterizadas pelo aumento
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do numero de leucécitos peritoneais em camundongos, o que estimulou a produgao
de mediadores inflamatérios, entre eles IL-6, IL-13, IL-10, PGE2, PGD2, LTB4,
CysLT (BERNARDES et al, 2019).

Utilizando veneno bruto de B. alternatus, este outro observou eventos
pro-inflamatérios que a toxina causava em camundongos. Os resultados
demonstraram que o veneno levou a uma elevagao nos niveis de IL-1, IL-6, IL-12 e
TNFa em células Raw 264.7 e macréfagos peritoneais (ECHEVERRIA et al, 2018).

1.4. Justificativa

O envenenamento por B. alternatus, assim como pelas demais serpentes do
género Bothrops, causa intensa reagdo inflamatoria, que pode envolver diferentes
toxinas e mecanismos de acéo.

Toxinas com papel inflamatério podem ser excelentes fontes para o
desenvolvimento de novos imunoestimulantes, uma vez que a imunoestimulagao
necessariamente passa pela ativacdo de células da imunidade inata. Resultados
anteriores de nosso grupo indicaram que o veneno de B. jararacussu exerce alguns
efeitos diretos sobre leucécitos do sangue periférico, bem como sobre macréfagos
murinos, com modulacdo da produgao de mediadores inflamatdrios, indicando que
0s venenos botropicos podem ser boas fontes de moléculas adjuvantes, com
potencial inflamatério.

Assim, no presente projeto, buscamos avaliar o papel imunomodulador do
veneno de Bothrops alternatus em células mononucleares do sangue periférico
humano, bem como das toxinas resultantes do fracionamento desse veneno,

buscando possiveis moléculas com efeito imunoadjuvante.
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2. OBJETIVO

Com base no exposto acima, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
imunomodulador de fragbes do veneno de B. alternatus em culturas de PBMC.
Estudando as citocinas liberadas por essas células e isolando as fragcdes com
melhor funcdo pro-inflamatéria, sera possivel avancar em estudos de possiveis

novos adjuvantes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Veneno de B. alternatus

O veneno liofilizado foi fornecido pelo Laboratério de Herpetologia do Instituto
Butantan, e mantido a -20°C. O veneno liofilizado foi pesado e diluido em solugéo
salina apirogénica estéril. As amostras foram preservadas em condigao estéril e

utilizadas imediatamente nos procedimentos de fracionamento por gel filtragao.
3.2. Fracionamento do veneno

O veneno foi fracionado pelo pesquisador Fabio Carlos Magnoli, no
laboratério de Imunoquimica. Vinte miligramas de veneno liofilizado foram
submetidos a cromatografia de exclusdo molecular em uma coluna Superdex 200
Increase 10/300 GL (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suécia), equilibrada
e eluida com acetato de aménio a 50 mM a pH 7,5, em uma sala com controle de
temperatura, utilizando um cromatografo AKTA purifier 10 plus (GE Healthcare). As
amostras foram coletadas a uma taxa de fluxo de 24 mL/h, e seu teor de proteina foi
monitorado registrando a absorbancia a 280 nm, usando um espectrofotdmetro
UV-900 (GE Healthcare). Apods a realizagdo da separacgao das fragdes, as mesmas
foram liofilizadas e ressuspensas em 700 pyL de salina estéril, sendo aliquotadas e

armazenadas a -80° C.
3.3. Dosagem protéica

A concentragao proteica das fracdes do veneno foi determinada pelo método
de BCA (BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher, Pierce Protein Research Products,
Rockford, IL, USA), de acordo com as instru¢gdes do fabricante, utilizando albumina
sérica bovina (BSA) como padrdo. A leitura foi feita no espectrofotdmetro. A
concentracdo proteica foi utilizada como base para determinar a quantidade de cada

fracao a ser utilizada nos ensaios.

3.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%
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As fracdes obtidas do fracionamento foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 12,5%, na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
sob condi¢cbes redutoras e nao redutoras. Foram aplicados 10 ug de cada fracao,
num volume de 20uL de amostra com 20uL de tampéo de amostra, com volume final
de 40uL em cada pogo do gel. Um padrdo de massa molecular (Precision Plus
ProteinTM Dual Color Standards — BioRAD) foi incluido na corrida, para estimar a
massa molecular das bandas visualizadas nas amostras. A corrida foi realizada em
tampao Tris-glicina, com voltagem constante (100 V) e amperagem variavel, e os
geéis foram corados pelo método de impregnacéo pela prata (MORRISSEY, 1981).

3.5. Efeitos do veneno de B. alternatus sobre leucécitos mononucleares do

sangue periférico

Os efeitos das fragdes do veneno de B. alternatus foram testados sobre
células mononucleares humanas do sangue periférico, utilizando-se diferentes

concentragdes das fragdes.
3.5.1. Separagao de leucécitos mononucleares do sangue periférico

A utilizacdo de amostras de sangue de doadores voluntarios saudaveis foi
aprovada pelo CONEP (CAAE: 39970114.3.0000.5469). Todos os doadores

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram coletados 20 mL de sangue periférico humano de doadores saudaveis,
em anticoagulante (Tampao Citrato 3,8% pH 6,5), por pungéo venosa, e o sangue de

cada doador foi utilizado individualmente.

Para o isolamento de células mononucleares do sangue periférico, o sangue
foi submetido a separagdo por gradiente de densidade em Histopaque 1077
(Sigma-Aldrich, MO, EUA). Para tanto, o sangue foi diluido em solucao salina estéril
na proporgao 1:1; em seguida, 10 mL de sangue diluido foram adicionados aos
tubos coOnicos contendo 3 mL de solugdo Histopaque 1077. Os tubos foram
centrifugados a 400 g, por 40 minutos, a 18°C, e o anel de células mononucleares foi
coletado. As células foram lavadas e ressuspensas em meio de cultura RPMI
suplementado com soro fetal bovino (10%) e antibidtico (1%). Em seguida, foram

contadas e plaqueadas em placas de 96 pocos, de fundo chato, na concentracédo de
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2 x 10° células/poco e incubadas por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,, na

presenca dos estimulos.

3.5.2. Andlise da viabilidade de células mononucleares do sangue periférico

na presencga do veneno de B. alternatus

As células mononucleares obtidas como descrito acima foram incubadas, por
24 horas, em estufa a 37°C e 5% de CO,, com as concentragdes das fragdes do
veneno de B. alternatus de 5 ug/mL e 10 yg/mL. Foram excecbes as fragbes de
baixa massa (8, 9 e 10), em que foram adicionadas o volume maximo de 100uL.
Apos esse periodo, a viabilidade celular foi avaliada por ensaio de MTT. Deste
modo, foram adicionados 10 pL de tetrazolium salt 3 — (4, 5 — dimethylthiazol — 2 —
yl) - 2, 5 — diphenyltetrazolium bromide (MTT) em todos os pogos seguido por uma
nova incubagao, nas mesmas condicdes, por 4 horas. Apés foram adicionados 50 L
de dimetilsulféxido (DMSO), por pogo, homogeneizado e incubado por 10 minutos na
estufa. A leitura das densidades Opticas foi realizada em espectrofotdbmetro em
comprimento de onda de 540 nm. A partir das absorbancias das amostras e dos

controles positivo e negativo, foi calculada a viabilidade celular.
3.5.3. Dosagem de citocinas e quimiocinas

A concentragdo de citocinas e quimiocinas pré e anti-inflamatérias (IL-6,
IL-10, IL-12p70, IL-8, IL-101, TNF) nas amostras foi determinada por método de CBA
(BD Cytometric Bead Array Human Inflammation Kit), de acordo com as instrugdes

do fabricante.
3.6. Forma de analise dos resultados

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente, utilizando-se
one-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey. Foram considerados significativos

os resultados com valor de p < 0,05.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil cromatografico do veneno de Bothrops alternatus
O fracionamento do veneno por cromatografia de exclusdo molecular resultou

em 10 fragbes considerando as massas moleculares de cada uma delas. Os picos

dessas fragdes estao representados na figura 1.

Figura 1- Cromatograma do veneno de Bothrops alternatus
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Fonte: Fabio Carlos Magnoli, 2023. Criado por Cromatégrafo AKTA purifier 10 plus.
Legenda: Cromatograma apresentando a separagao das fragbes do veneno de B.alternatus.

O veneno foi fracionado para facilitar o processo de busca por uma molécula, visto
que este na sua forma bruta € uma mistura complexa de compostos diferentes. A
cromatografia de exclusdo molecular foi escolhida por fracionar de acordo com a
massa das moléculas, e a coluna utilizada no fracionamento tem separagao 6tima
entre 10000 e 200000 Da, o que permite que a separacao tivesse um espectro
maior, visto que até o momento do fracionamento ndo se sabia quais moléculas

teriam melhor resultado nas culturas.

4.2. Dosagem proteica das fragées de veneno
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Para se conhecer a dosagem das fragbes anteriormente fracionadas, foi
realizado experimento de dosagem proteica utilizando kit BCA, e as amostras foram
testadas em duplicatas. Os resultados foram lidos, plotados e tabelados. Os
resultados de concentragdo foram baseados nos resultados da curva de D.O.
(Tabela 1)

Tabela 1 - Dosagem protéica

Fracdo | Absorbancia | ug/mL
(562 nm)

F1 0.44 689.35
F2 2.2635 4561.7
F3 2.4945 5052.25
F4 0.916 1700.15
F5 0.5515 926.1
F6 0.548 918.7
F7 0.383 568.3
F8 0.1235 17.25
F9 0.1075 -16.65
F10 0.109 -13.45

Fonte: Préprio autor, 2023.

A dosagem proteica foi utilizada como base para o céalculo do volume de cada fragéo
a ser aplicado no gel de poliacrilamida, considerando-se 10 ug de cada fragéo. Os
calculos estdo demonstrados na Tabela 2. Para as fragdes que nao atingiram

dosagem suficiente, foi utilizado o volume maximo de 20 uL.

Tabela 2 - Calculos das dosagens das fragées de veneno



Fracao Média Mg/ uL Veneno (uL) | Salina (uL) Tampéao de
Mg/ mL amostra (uL)
F1 689.35 0.689 14.51 5.49 20
F2 4561.7 4.561 2.19 17.81 20
F3 5052.25 | 5.052 1.97 18.03 20
F4 1700.15 [ 1.7 5.88 14.12 20
F5 926.1 0.926 10.79 9.21 20
F6 918.7 0.918 10.89 9.11 20
F7 568.3 0.568 17.6 24 20
F8 17.25 0.017 20 0 20
F9 -16.65 0 20 0 20
F10 -13.45 0 20 0 20

Fonte: Préprio autor, 2023.

4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%
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A producdo dos reagentes e dos géis de poliacrilamida 12,5% foi feita

segundo protocolo. Vinte amostras foram aplicadas no total, sendo elas 10 fragcbes

com tampao de amostra redutor e 10 com tamp&o de amostra nao redutor. O agente

redutor utilizado no tampao foi o B-mercaptoetanol. Cada amostra tinha volume final

de 40 uL. Apds a corrida, os géis foram corados por prata (Figura 2).
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Figura 2 - Géis de eletroforese com corrida das fragoes de veneno diluidas em

amostras redutoras e nao redutoras.

Amostras nao reduzidas Amostras nédo reduzidas

F1 F2 F3 F4 F5 Padrio F6 F7 F8 F9 F1p  Padrio

Amostras reduzidas Amostras reduzidas

Padrao F6  F7 F8 F9 F10

Padrdo F1  F2 F3 F4 F5

Fonte: Proprio autor, 2023.
Legenda: Corrida realizada em géis de poliacrilamida 12,5%, onde cada linha representa cada uma
das 10 fragdes do veneno. Os geéis foram corados por impregnagao de prata.

Os resultados dos géis se apresentaram de maneira a confirmar a dosagem
proteica e o cromatograma do veneno. Nas canaletas das fragbes 7, 8, 9 e 10 ndo
foi possivel visualizar nenhuma banda, pois os resultados das dosagens se
apresentaram muito baixas ou até negativas. Isso pode indicar que essas fragoes
sao compostas de proteinas de baixo peso molecular ou de peptideos.

O agente redutor promove a separagao das pontes dissulfeto nas estruturas
terciaria e quaternaria das proteinas, separando as cadeias polipeptidicas de
proteinas com estrutura quaternaria. Com isso, a utilizagdo de tampao de amostra
redutor permitiu a melhor visualizagdo e compreensao das bandas. Algumas fragoes
apresentam bandas na mesma posigao, o que pode sugerir que proteinas parecidas

compdem varias fragoes.
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4.4. Ensaio de viabilidade celular por MTT

Foram realizadas culturas de PBMC que foram estimuladas com as fracoes
de veneno em concentragdes de 5 e 10 yg/mL e com acetato de amébnio, como
controle negativo. A viabilidade foi realizada por ensaio de MTT, e os resultados, em

porcentagem, estdo demonstrados nos graficos abaixo (Figura 3).

Figura 3 - Graficos de viabilidade de MTT
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Grafico Viabilidade MTT I: resultados do ensaio de viabilidade celular por
MTT, mostrando a viabilidade de células estimuladas com fragdes de
veneno de B. alternatus em concentracéo de Sug/mL.
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por MTT, mostrando a viabilidade de células estimuladas com acetato veneno de B. alternatus em concentragéo de 10ug/mL.
de aménio. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Fonte: Préprio autor, 2023.

Legenda: Ensaio de MTT de culturas estimuladas com fragdes de veneno em concentragdo 5 e 10
pg/mL.

Os resultados do ensaio de MTT mostram que as células, em sua maioria,
continuaram viaveis apos os estimulos com as fragbes, em comparagdo com o

controle negativo. O acetato de amdnio € utilizado no processo de fracionamento
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das fragbes por cromatografia por ser um composto volatil. Contudo, ele foi testado
para esclarecer se provocava algum efeito nas células em cultura.

Para isso, solugao salina foi injetada no cromatografo seguindo exatamente o
mesmo processo do fracionamento das fracbes de veneno, sendo coletada em
acetato de amoénio. Apds, o conteudo coletado da cromatografia foi liofilizado e

ressuspendido do mesmo modo que as fragdes.

4.5. Dosagens de citocinas e quimiocinas

ApOs as culturas e os ensaios de viabilidade, foram realizados ensaios de
CBA segundo manual do kit, em que foram quantificadas as citocinas IL-6, IL-10,
IL-12p70, IL-8, IL-11J e TNF nos sobrenadantes de culturas estimuladas com 5 e 10
Mg/mL de fragbes de veneno e com acetato de amdnio. As amostras foram diluidas
1:100, e os resultados foram analisados no programa GraphPad Prisma (Figuras 4,
5e6).

Figura 4: Graficos dos resultados de CBA de sobrenadantes estimulados com

5ug/mL de fragoes de veneno.
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Legenda: Graficos dos resultados de ensaio de CBA, mostrando as concentragdes de IL-6, TNF,
IL-10, IL-1B e IL-8 em sobrenadante de cultura de PBMC estimulados com 5 ug/mL de fragdes de

veneno de B. alternatus.

*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001; ****p<0,0001.

Os valores de IL-12p70 foram desconsiderados por serem irrisorios.

Figura 5: Graficos dos resultados de CBA de sobrenadantes estimulados com

acetato de amonio.
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Legenda:Graficos dos resultados de ensaio de CBA, mostrando as concentragdes de IL-12P70, IL-6,
TNF, IL-10, IL-1B e IL-8 em sobrenadante de cultura de PBMC estimulados com acetato de amonio.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Figura 6: Graficos dos resultados de CBA de sobrenadantes estimulados com

10pg/mL de fragoes de veneno.
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Legenda: Graficos dos resultados de ensaio de CBA, mostrando as concentragdes de IL-12P70, IL-6,
TNF, IL-10, IL-1B e IL-8 em sobrenadante de cultura de PBMC estimulados com 10 pug/mL de fragbes
de veneno de B. alternatus.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

As citocinas inflamatérias sdo mediadores que levam respostas inflamatorias
aos sitios de infecgdes, promovendo a cicatrizacdo adequada de lesdes. O TNF esta
entre os mediadores mais precoces na resposta inflamatéria apés uma lesao aguda.
A IL-1B é liberada principalmente por macréfagos e produz alteragdes metabdlicas
semelhantes ao TNF. A IL-6 tem como indutores o TNF e a IL-1, e induz a ativagao
de neutréfilos na inflamagéo. A IL-8 € um quimioatraente, com grande potencial de
ativacao de neutrdfilos. A IL-12p70 promove a expressao de mediadores pro e anti
inflamatadrios, e sua producgao induz células NK e a elaboragao de IFN-y. A IL-10 esta
envolvida na regulagdo das respostas inflamatoérias, principalmente no controle
negativo (LIN, 2000; CURFS, 1997; ELEY e BEATTY, 2009).

Nos resultados do ensaio de CBA, as amostras de sobrenadantes
estimuladas com 5ug/mL de veneno mostraram resultados significativos na

producdo de IL-6, TNF, IL-10 e IL-1B nas fracdes 8, 9 e 10. Nas amostras de
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sobrenadantes estimulados com 10 pg/mL das toxinas, foram observados resultados
significativos apenas para IL-6 e IL-1[3 na fragao 8.

O acetato de ambnio nao induziu producdo significativa das citocinas
testadas, descartando a possibilidade de que o préprio tampéo pudesse exercer
algum efeito sobre as células testadas.

Os resultados obtidos coincidem com um estudo anterior que demonstra que
macrofagos murinos em cultura, quando estimulados com veneno total de B.
alternatus, testados em concentragdes de 50, 5 e 0,5 pg/mL, produzem IL-1, IL-12,
IL-6 e TNFa (Echeverria et al, 2018).

Nossos resultados também corroboram dados anteriores de nosso
laboratério, utilizando veneno de Bothrops jararacussu em modelo de macrofagos
peritoneais murinos (SILVA, 2023). O fracionamento do veneno foi realizado na
mesma coluna de gel filtragdo, resultando também em uma fragdo de baixa massa
com atividade pro-inflamatéria, semelhantemente ao obtido no presente estudo.

Também feito no laboratério, um outro estudo isolou uma fosfolipase A2
(PLA2) do veneno de Bothrops lanceolatus, que é uma proteina de baixa massa de
aproximadamente 15 kDa, e verificou o potencial inflamatério dessa molécula em
sangue total humano, focando em produtos produzidos através de respostas do
sistema complemento (GABRILI et al, 2023).

Em outro estudo feito em colaboracdo com o laboratério de Imunoquimica,
testou-se um peptideo de nome TsHpt, que é encontrado em veneno de Tityus
serrulatus, sobre macréfagos murinos. Esse estimulo produziu valores significativos
de IL-6 e TNF, na concentracdo de veneno de 100 pg/mL, concordando com o
presente estudo que peptideos induzem uma boa resposta inflamatéria
caracterizada pela produgao de citocinas (DUZZI et al, 2021).

Uma revisdo mostra que o veneno bruto de Tityus sp, quando utilizado para
estimular macrofagos em cultura, produz grande quantidade de citocinas
pro-inflamatérias, entre elas IL-1q, IL-13 e IL-10 (REIS et al, 2019).

Esses resultados indicam que os venenos animais, especialmente as fracdes
de baixa massa molecular, podem ser boas fontes de moléculas na busca por novos
adjuvantes imunoldgicos.

No presente estudo, ndés nos baseamos no conceito de que uma molécula
pré-inflamatéria pode ter um bom potencial de melhorar a etapa de apresentacao de

antigeno e, consequentemente, de exercer um efeito adjuvante sobre a resposta



33

humoral. A partir desse conceito, nés obtivemos trés fracbes de baixa massa
molecular do veneno de B. alternatus que possuem atividade pro-inflamatoria em
culturas de PBMC, em baixa concentracdo, € que podem conter moléculas com
potencial efeito adjuvante. Futuramente, novos estudos serdo conduzidos para
identificar as moléculas presentes nessas fragdes e testar seu possivel efeito

adjuvante in vivo.
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5. CONCLUSOES

Os estudos mostram que as fragdes denominadas 8, 9 e 10, compostas
possivelmente de proteinas de baixa massa, na concentracdo de 5 ug/mL,
estimulam as células mononucleares em cultura de maneira a produzir citocinas de
perfil inflamatdrio, sem efeito citotéxico. Esses resultados podem evoluir para uma
futura purificacdo dessas fragdes, de maneira que uma molécula seja encontrada,
conhecida e testada para fungdes imunomoduladoras, tornando-se, possivelmente,

uma molécula com potencial adjuvante para vacinas.
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APENDICE

OUTRAS ATIVIDADES REALIZADAS NO PERIODO

Treinamentos de Implementacédo de BPL no sistema SE SUITE, do Instituto
Butantan;

Curso “ Introdugao a Imunologia” ministrado pelo laboratério de
Imunoquimica;

Participacao nos “Seminarios do Butantan”, ocorridos as quartas-feiras no
Museu Biolégico;

Apresentacao de pdster na XXIl Reunido Cientifica Anual do Instituto
Butantan;

Participacao no simpdsio “XIl Semana Inovagdes Bioldgicas e Biotecnoldgicas
Aplicadas a Saude” realizado no ICB da USP.

Participacdo em atividades do projeto da pesquisadora Giselle Pidde Marques
Porto e da aluna Fernanda Vega Costenaro, como: expressao de proteina
recombinante, Western Blotting, purificacdo de proteinas, sonicagao de
amostra e vivéncia em ambiente de classificagdo NB2.

Apresentagdes de seminarios diversos dentro do Instituto Butantan;

Curso “Etica no uso de animais” oferecido pela Comissao de Etica no Uso de
Animais do Instituto Butantan;



