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Resumo

A toxoplasmose é uma doenca de grande relevancia para a saude
humana e veterinaria, é causada pelo protozoério intracelular obrigatério
Toxoplasma gondii. O estabelecimento da doenca pelo parasito se deve aos
‘mecanismos de evasdo” que envolvem a invasao de células e
comprometimento da resposta imune hospedeira. Uma parcela da populagéo
de taquizoitos de T. gondii expbem fosfatidilserina (PS) na face externa da
membrana mimetizando uma célula apoptética. A PS é um fosfolipidio de carga
negativa encontrada na membrana plasméatica. Em condi¢cdes ndo apoptéticas
a PS esté localizada na face citosdlica da bicamada lipidica. A exposicao de PS
por células em apoptose quando em contato com macréfagos induz a liberacéo
do fator de crescimento transformante betal levando a fosforilagcdo e migracéo
nuclear do fator de transcricdo SMAD 2P. Isto resulta em reducao da producéo
de oxido nitrico (NO), um importante agente microbicida da resposta imune. A
poliamina putrescina é uma molécula relatada principalmente por sua
importancia no crescimento celular. No entanto, também é descrita por sua
caracteristica catibnica que induz afinidade a moléculas carregadas
negativamente, podendo estabelecer forte ligacdo com fosfolipidios de
membrana. Com o objetivo de verificar o efeito da putrescina no mecanismo de
entrada de T. gondii e possivel bloqueio da PS, as subpopulactes de T. gondii,
que expdem (PS") ou nido (PS), foram isoladas. O pré-tratamento com
putrescina foi realizado em parte da subpopulagdo PS* (PUT). Em 1 h de
infeccdo a subpopulacio PS® apresentou taxa superior de parasitos
interiorizados em comparacdo a subpopulacdo PUT. Foi visto também que
taquizoitos PS*, apos a entrada localizavam-se majoritariamente em vactolos
fechados caracteristicos de penetracdo ativa. As subpopulacdes PS™ e PUT
apresentaram altas taxas de vacuolos abertos, indicando fagocitose. A infec¢céo
com subpopulacdo PS" ndo foi capaz de inibir a producdo de NO em
macréfagos murinos ativados. Em contraste, a subpopulacdo PS™ foi capaz de
inibir NO em macrofagos ativados com valor superior de macréfagos infectados
com inducdo SMAD 2P nuclear apds 1 e 24 h de infeccdo. O tratamento com
putrescina resultou em reducdo da capacidade de inibicio de NO pela
subpopulacdo PUT. Teste de viabilidade da subpopulacdo PUT indicou que a
putrescina ndo induziu morte nos parasitos.O comportamento similar das
subpopulacdes PS™ e PUT sugere que putrescina estaria influenciando no
reconhecimento da PS por macréfagos. No entanto, outros estudos séo
requeridos para confirmar esta hipotese.

Palavras chaves: Toxoplasma gondii, fosfatidilserina, putrescina



Abstract

Toxoplasmosis is a disease with high relevance to veterinary and human
health. This disease is caused by the obligated intracellular parasite
Toxoplasma gondii. The establishment of the disease by the parasite is due to
"evasion mechanisms" that involve cell invasion and suppression of the host
immune responses. Part of the population of tachyzoites exposes
phosphatidylserine (PS) on the outer membrane mimicring apoptotic cells. The
PS is a phospholipid with negative charge localized in the plasmatic membrane.
In absence of apoptosis, PS is found in the inner lipidic bilayer. The exposure of
PS by apoptotic cell induces the secretion of transforming growth factor betal,
indicing the phosphorylation and nuclear translocation of the transcription factor
SMAD 2P. This results in the inhibition of nitric oxide (NO) production. The NO
is an important intracellular microbicidal agent of the immune response. The
polyamine putrescine is a molecule related mainly by its importance in cellular
growth. However it is describe also by its cationic charge capable of establish
strong ligation with membrane phospholipid. The aims of this work were to
verify the effect of putrescine treatment in the entrance of T. gondii in murine
macrophages and possible blockage of PS. The subpopulations of T. gondii that
exposes (PS+) or not (PS-) PS were isolated. The treatment was performed
with part to the PS" subpopulation (PUT). After 1 h, the subpopulation PS”
showed higher interiorized parasites rate than the subpopulation PUT. It was
observed that PS* tachyzoites were located in tight-fitting vacuole, indicating
active cell invasion. The subpopulation PS+ and PUT showed high rate of
phagocytic loose-fitting vacuole. The PS™ subpopulation infection failed to inhibit
NO production in activated murine macrophage. In contrast, the PS*
subpopulation inhibited NO production in activated macrophage with high rate
of infected macrophage and induction of nuclear SMAD 2P, after 1 and 24 h of
infection. The treatment with putrescine reduced the inhibition of NO production
by the PUT subpopulation. The viability of parasite was not affect by putrescine.
The similar behavior of the subpopulation PS™ and PUT suggest that putrescine
may interfere in the recognition of PS by macrophage. However, more analysis
are required to confirm this hypothesis.

Keywords: Toxoplasma gondii, phosphatidylserine, putrescine.
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1. Introducéo

1.1. Toxoplasmose

A toxoplasmose é a doenca causada pelo protozoario do Filo Apicomplexa,
Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1908) e atinge praticamente todos 0s
vertebrados endotérmicos (Dubey e Beattie, 1988). A fase sexuada do ciclo de
vida desse parasito ocorre no epitélio intestinal dos hospedeiros definitivos,
membros da familia Felidae (Dubey et al., 2009). Toxoplasma gondii € um
parasito intracelular obrigatério que pode assumir trés formas infectantes em
seu ciclo de vida. A forma taquizoito tem alta capacidade de multiplicacédo
dentro das células hospedeiras (Dubey et al., 1998). Ao ser confrontado com as
defesas do organismo os taquizoitos podem se diferenciar em bradizoitos que
se multiplicam lentamente dentro de cistos teciduais (Soéte et al., 1994;
Skariah et al., 2010). A forma esporozoito esta presente em oocistos liberados
na fezes do hospedeiros definitivos (Dubey et al., 1998). Os oocistos maturam
e sobrevivem por longo tempo em condi¢cdes ambientais, podendo contaminar
alimentos, agua e assim infectar os hospedeiros (Hill e Dubey, 2002) (Figura 1).

A infeccdo humana pode ocorrer por ingestdo de oocistos em agua, solos
ou alimentos contaminados, transmissdo congénita aos fetos, transfusdo e
transplante de orgao (Hill e Dubey, 2002; Dubey e Jones, 2008). Uma das
principais formas de contaminacdo € através da agua, o que acaba elevando o
risco de infeccdo em individuos com baixo status socioecondmico. No Brasil,
estudo realizado no norte do estado do Rio de Janeiro indica prevaléncia de
84% de infeccdo em grupo de individuos com baixa condi¢cdo socioecondémica
em relacdo aos de alta que fica em torno de 23% (Bahia-Oliveira et al., 2003).

Toxoplasma gondii estabelece a doenca se multiplicando e rompendo
células hospedeiras, processo conhecido como ciclo litico ou assexuado. Esse
fendbmeno depende do processo de entrada por penetracdo ativa de T. gondii
(Morisak et al., 1995; Sibley, 2003). No ciclo litico os taquizoitos invadem a
célula hospedeira, se multiplicam, rompem a membrana da célula e através de
novas invasbes infectam outras células (Figura 1). Esse processo causa
destruicdo tecidual e marca a fase aguda da infeccdo. A fase crbnica é
estabelecida pela formacdo de cistos teciduais nos hospedeiros (Black e
Boothroyd, 2000).
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Figura 1: Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. (1) Liberacdo de oocistos imaturos no
ambiente pelo hospedeiro definitivo (felinos). (2) Maturacdo de oocistos no ambiente e
desenvolvimento de esporozoitos infectivos. (3) Infeccdo de hospedeiros
intermediarios pela ingestdo de alimentos contaminados. (4) Transformacdo de
esporozoitos em bradizoitos ou taquizoitos no tecido hospedeiro. (5) Ao alimentar-se
de animais contaminados com cistos teciduais, ou oocistos contaminantes do
ambiente, ocorre no hospedeiro definitivo a reproducdo sexuada do parasito com
liberacdo de oocistos no ambiente reiniciando o ciclo. Baseado e adaptado de Pearson
Education, Inc. (2004).

A toxoplasmose possui importancia em termos de saude publica por ser
capaz de causar alteracdes neonatais resultantes de toxoplasmose congénita
(Frenkel, 1973), como hidroencefalia, retinocoroidite e retardo mental (Mittal e
Ichhpujani, 2011). A toxoplasmose congénita geralmente ocorre por infeccao
primaria durante a gravidez. No entanto, ha casos de reativacdo da infeccao
em mulheres imunodeficientes ocasionando infeccdo congénita (Noébrega e
Karnikowski, 2005; Dubey e Jones, 2008). Estudo realizado em Belo Horizonte,
MG, associa toxoplasmose congénita a casos de retardo mental em estudantes
especiais da rede publica de ensino, no qual o diagndstico positivo para
toxoplasmose foi identificado em 55% dos casos analisados (Caiaffa et al.,
1993).




Em pacientes imunocomprometidos a reativagdo dos bradizoitos latentes
no cérebro e conversdo em taquizoito pode ocasionar encefalite toxopldsmica
(Luft et al., 1984; Dubey e Jones 2008). Nesses pacientes o desenvolvimento
da doenca geralmente ocorre por reativacdo da infeccdo por T. gondii
persistentes devido a deficiéncia da resposta imune mediado por células T
(Lang et al., 2007). Em individuos com Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), toxoplasmose é a principal causa de infeccdo no sistema nervoso
central (Mittal e Ichhpujani, 2011).

Em imunocompetentes a toxoplasmose geralmente é assintomatica
(Mittal e Ichhpujani, 2011). O controle da infeccdo se da principalmente em
nivel celular. Com participacédo de linfécitos T, macréfagos, células dendriticas
e células natural killers (NK), bem como citocinas proinflamatérias capazes de
ativar estas células, interleucina (IL)-12 e interferon-gamma (IFN-y) (Lang et al.,
2007).

Diversos estudos vém sendo realizados com intuito de avancar no
entendimento sobre os mecanismos de evasdo que permitem a entrada e
manutencao da infeccdo por T. gondii em células hospedeiras. O combate e
tratamento da toxoplasmose dependem da melhor compreensdo sobre a
biologia do parasito e dos mecanismos utilizados para o estabelecimento da
doenca. Dessa forma, torna-se possivel o estudo de terapias e formas para

deter a progresséao do parasito no sistema hospedeiro.

1.2. Mecanismos de evaséo

Toxoplasma gondii € um parasito mundialmente distribuido e capaz de
invadir e persistir em seus hospedeiros com eficiéncia. O sucesso deste
parasito, assim como outros protozoarios, estd em sua capacidade de lidar com
o sistema hospedeiro burlando as defesas imunes e celulares (Sacks e Sher,
2002; Lang et al., 2007). O estabelecimento da doenca depende de
mecanismos de invasdo e evasao eficientes que permitam a entrada no
organismo hospedeiro e supressao do sistema de defesa (Sacks e Sher, 2002).
Os mecanismos de evasao do parasito frente ao sistema imune hospedeiro sédo
diversos. Através destes mecanismos T. gondii € capaz de agir indiretamente,

por exemplo, modulando a secrecdo de citocinas pro e anti-infamatoria do



hospedeiro ou diretamente, formando um vacuolo parasitéforo (VP) que ndo se
fusiona com o sistema endolisossomal (Lang et al., 2007).

O processo de invasdo é iniciado com a ligacdo da regido apical do
parasito na membrana plasmética da célula hospedeira. Durante o processo de
entrada ativa a membrana plasmética da célula hospedeira invagina-se e
ocorre penetracdo do parasito (Sibley, 1995; Toulah et al., 2011). Para adesé&o
e invasdo T. gondii libera proteinas presentes em organelas secretoras apicais,
conhecidas como micronemas e roptrias. A secrecdo dos granulos densos
ocorre nas regides lateral e posterior do parasito, apés a entrada na célula
hospedeira. Essas proteinas secretadas sao importantes para invasao e
sobrevivéncia do parasito no VP (Carruthers, 2002; de Souza et al., 2010).
Apés a invasao da célula hospedeira, evento que dura cerca de 30 segundos
(Sibley e Andrews, 2000), o parasito se localiza no VP que, apesar de ser
formado pela membrana do hospedeiro, tem sua composicao alterada com
exclusao de proteinas da membrana original e adicdo de proteinas e moléculas
secretadas pelo parasito. Este remodelamento é essencial para inibicdo da
fusdo lisossomal com VP (Sibley et al., 1985; Sacks e Sher, 2002; Lang et al.,
2007).

Em individuos imunocompetentes a primeira linha de defesa contra T.
gondii envolve células imunes e producdo de citocinas (Lang et al., 2007). A
infeccdo por T. gondii aumenta o nivel de citocinas inflamatérias como: IL-12,
IFN-y, Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). No entanto, o parasito induz
também a secrecdo de citocinas anti-inflamatdrias, como IL-10 e Fator de
crescimento transformante beta 1 (TGF-B1) em macrofagos (Lang et al., 2007).
A liberacdo de IL-10 tem efeito imunossupressor capaz de interferir
negativamente na producao de IL-12, IFN-y e TNF-a em células da resposta
imune antiparasitaria (Lang et al., 2007). O TGF-f1 €& uma molécula
multifuncional que no sistema imunolégico atua, dentre outras maneiras,
desativando macrofagos (Tsunawaki et al., 1988). A inducdo de TGF-B1 em
macrofagos por T. gondii desativa estas células de defesa imune e inibe a
producédo de IFN-y por células NK (Lang et al., 2007).

Em células dendriticas (DCs) a inibicdo de IL-12 ndo depende da
producdo de IL-10 induzida por T. gondii. O parasito induz producdo do

eicosanoide lipoxina A4 capaz de suprimir a expressao do receptor de citocinas



CCRS5 envolvido na producéo de IL-12 por DCs (Sacks e Sher, 2002; Lang et
al., 2007).

Estudos demonstram que T. gondii atua diretamente na sinalizacdo de
efeito pro-inflamatério via Fator nuclear kappa B (NF-«B). O NF-B pertence a
uma familia de fatores de transcricdo importantes para expressao de IL-12,
IFN-y, TNF-a e a enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) (Sacks e Sher,
2002). Apesar do IkB kinase (IKK) fosforilar o inibidor de B (IkB), ocorre falha
na translocagdo de NF-B para o nucleo. Assim, mesmo com estimulo externo
h& deficiéncia na acdo anti-parasitaria de macrofagos infectados (Sacks e Sher,
2002; Lang et al., 2007).

Para evadir as defesas do hospedeiro T. gondii também reduz a
producdo de NO, que € um importante agente microbicida em macréfagos
produzido por atividade da enzima iNOS (Habib e Ali, 2011). A infeccéo pelo
parasito também reduz a producdo de NO em macrofagos de camundongos
infectados (Seabra et al., 2002; 2004b; Guillermo e DaMatta, 2004; Dos Santos
et al., 2011).

Outra estratégia importante adotada pelo T. gondii ocorre durante a invasao
da célula hospedeira. O parasito mimetiza uma célula apoptética expondo
fosfatidilserina (PS) na monocamada externa de sua membrana plasmatica
(Seabra et al., 2004b). A PS é um fosfolipidio de carga negativa localizado na
monocamada interna da membrana da maioria das células ndo apoptoticas
(Vance e Steenbergn, 2005) ou na membrana externa das células apoptoticas,
gerando resposta anti-inflamatoria (Fadok et al., 1998b). A exposicédo de PS na
superficie externa da membrana de T. gondii acarreta a liberacdo de TGF-1

levando a reducéo do nivel de NO (Seabra et al., 2004b).

1.3. Macrofagos

Os macrofagos sao células mononucleares fagociticas e componentes
do sistema imunolégico (van Furth, 1975). A diferenciacdo de macrofagos
ocorre a partir de mondcitos circulantes no sangue, derivados de células
hematopoiéticas da medula 6ssea (van Furth, 1975; van Furth e Cohn, 1968).
Os macréfagos séo células participantes de processo de remocéao e destruicao
de microorganismos ou corpos estranhos e reparo tecidual (van Furth e Cohn,
1968).



Macrofagos podem ser diferenciados pelo modo de ativagdo ou
polarizacéo. Inicialmente o termo de ativacéo referente & macrofagos se dirigia
a sua capacidade de fagocitar e destruir patdégenos, bem como produzir
citocinas inflamatéria (macréfagos de ativacdo classica M1). No entanto,
estudos revelam a existéncia de macréfagos que falham nessas fun¢ées, mas
sédo eficientes em produzir componentes envolvidos na formagdo de matriz
extracelular e reparo tecidual (macréfagos de ativacao alternativa M2) (Mosser,
2003).

Macréfagos podem se tornar M1 por estimulo de IFN-y, TNF-a e
lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Quando assim ativados, os macrofagos
sdo amplamente capacitados para fagocitar e destruir microorganismos
intracelulares (Mosser, 2003; Fujiwara e Kobayashi, 2005). Essa destruicdo
ocorre pela producéo de espécies de oxigénio reativo e aumento da inducéo de
INOS com geracao de NO (Mosser, 2003).

A atuacao inflamatoria dos macrofagos deve ser regulada para evitar
danos teciduais, sendo a autossecrecao de TGF-B importante para balancear
este processo (Mosser, 2003). Recentemente tem-se estudado a habilidade de
alguns parasitos, como Leishmania spp. e T. gondii, de interferir na ativacao de
macrofagos como um mecanismo de autopreservacdo e preservacdo do
hospedeiro. Uma vez que protege contra danos teciduais oriundos de um
processo inflamatorio continuo (Sacks e Sher, 2002; Lang et al., 2007).

Macrofagos M2 metabolizam arginina em produtos da via de geracao de
poliaminas (Mosser, 2003). As poliaminas sdo moléculas catibnicas
importantes ao crescimento celular (Janne et al., 1991). Macrofagos M1
concentram o uso de arginina na producédo de NO pela iINOS, que atua como
mecanismo microbicida contra patégenos (Vincendeau et al., 2003). A inducéo
da INOS gera NO por longo tempo (Stuehr et al., 1991) e consequentemente
limita a replicacdo de parasitos intracelulares, como T. gondii (Luder et al.,
2003; Habib e Ali, 2011).

Para que T. gondii se desenvolva em macréfagos ativados € necessario
reducdo nos niveis de NO intracelular (Luder et al., 2003; Seabra et al., 2002).
Esta inibicdo é realizada de forma eficiente pelo parasito através da exposicao
de PS e inducado de TGF- 1 em macréfagos (Seabra et al., 2004b).



1.4. Fosfatidilserina

A PS é um fosfolipidio de carga negativa distribuida assimetricamente na
membrana plasmatica das células (Vance e Steenbergn, 2005). Nas células a
PS representa entre 3 e 20% dos fosfolipidios de membrana (Vance e
Steenbergn, 2005). Em condicbes ndo apoptéticas a PS é encontrada na
monocamada interna da bicamada lipidica (Figura 2) (Zachowski, 1993; Fadok
et al., 1998b; van Meer et al., 2008).

Lado externo da célula
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Figura 2: Esquema de bicamada lipidica. Modificado de
<http://biologados2010.blogspot.com.br/>

A movimentacédo deste fosfolipidio entre as monocamadas da membrana
€ conhecida como translocacdo. Essa translocacdo € realizada por
translocadores lipidicos especificos (Figura 3) (Daleke, 2007). Essa
movimentacdo pode ser uni ou bidirecional. Os transportadores de
aminofosfolipidios, as flipases, translocam PS para a monocamada citosolica
da membrana em dependéncia de ATP (van Meer, 2011). Em células de
mamiferos, as flipases séo importantes para prevenir o aparecimento de PS na
superficie da célula (van Meer, 2011). Em contraste, as flopases realizam o
movimento oposto (Daleke, 2007). A translocacao bidirecional é realizada por
scramblases que translocam PS nas duas direcbes da bicamada em

dependéncia de niveis de Ca*? citoplasmatico (van Meer, 2011).
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Figura 3: Esquema de translocadores de PS na membrana plasmética.

O processo de morte celular programada, conhecido como apoptose,
envolve diversas mudangas celulares, dentre elas a fragmentagdo do DNA,
ativacdo de caspase 3, vesiculagdo membranar e externalizacdo de PS
(Bratton et al., 1999). Fadok et al. (2000) demonstraram que a Nndo exposi¢cao
de PS por células apoptoticas impede a fagocitose por macrofagos e
fibroblastos. Mesmo que outras modificacbes caracteristicas de apoptose
estejam presentes, como fragmentacdo do DNA e ativacéo de caspases.

A exposicdo de PS sinaliza fagocitose e a inibicAo da resposta
inflamatoria de macrofagos pela producédo de altos niveis de TGF-B1,
supresséo da producéo de citocinas inflamatorias como IL-1qa, IL-8, IL-12, TNF-
a e aumento da secrecao de citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 (Voll et al.,
1997; Fadok et al., 1998a; Huynh et al., 2002). Fadok et al. (2001) ressaltam a
importancia da PS no processo anti-inflamatério. Neutrdfilos lisados liberam
seu conteddo de proteases no ambiente estimulando producédo de citocinas
pré-inflamatéria quando em contato com macrofagos. A resposta inflamatéria é
revertida em anti-inflamatoria apdés o uso de inibidores de proteases. Analise de
fracbes membranares dos neutroéfilos lisados indicam exposicdo de PS capaz
de induzir esta resposta anti-inflamatéria nos macroéfagos.

A PS exposta em células apoptoticas pode ser reconhecida por
receptores de PS expressos na superficie de macrofagos, fibroblastos e células
epiteliais. A transfeccdo do gene que codifica esse receptor para célulasBe T
conferiu-lhes a capacidade de reconhecer e fagocitar células expondo PS
(Fadok et al., 2000). As Imunoglobulinas de células T (TIM) 1, 3 e 4 também
possuem capacidade de reconhecimento especifico da PS. As TIM 4 séo
expressas exclusivamente em células apresentadoras de antigenos e sao
importantes na captacdo de células apoptoticas (Freeman et al.,, 2010). O
reconhecimento via receptores de PS sao importantes para a liberacdo de

fatores anti-inflamatorios (Fadok et al., 1998a; Huynh et al., 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Huynh%2BML%5bauth%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Huynh%2BML%5bauth%5d

Estudos relatam também a existéncia de moléculas capazes de
reconhecer e ligar em PS. Dentre os ligantes de PS, a mais conhecida é
anexina V que é uma proteina de cadeia simples, a-hélice, pertencente a uma
familia de proteinas ligantes de lipidios. Esta proteina é capaz de reconhecer
PS de forma especifica, reversivel e dependente de Ca*? (Fadok et al., 1998b;
Rescher e Gerke, 2004; Zhang et al., 2011).

As poliaminas como putrescina, espermidina e espermina sdo moléculas
catidnicas importantes ao crescimento celular (Janne et al.,, 1991). O pré-
tratamento de T. gondii com putrescina resultou em menor infeccdo em
macroéfagos e células Vero (Seabra et al.,2004a). Além de nao inibir a producéo
de NO e a fusdo lisossomal (Seabra et al.,2004a). Resultados obtidos por
Seabra et al (2004a) indicam que, por sua caracteristica catibnia, a putrescina
pode ter afinidade pela PS exposta pelo parasito dificultando seu

reconhecimento por receptores na superficie do macrofago.

1.5. Mimetismo apoptético em protozoarios

Protozoarios como Leishmania amazonensis (Wanderley et al., 2006),
tripomastigota de Trypanosoma cruzi (DaMatta et al., 2007) e T. gondii (Seabra
et al., 2004b) apresentam um mecanismo de evasdo conhecido como
mimetismo apoptoético. O mimetismo apoptotico € caracterizado pela exposicéo
de PS na monocamada externa do parasito sendo importante para desativar
macrofagos. Isso sugere que o parasito “imita” a resposta anti-inflamatoria
induzida por células apoptéticas (de Freitas Balanco et al., 2001; Barcinski et
al., 2003; Wanderley e Barcinski, 2010).

A exposicao de PS na superficie de células € um dos sinais de apoptose
gue sinaliza fagocitose celular sem induzir resposta inflamatéria (Fadok et al.,
1998b; Schlegel e Williamson, 2001). Quando a PS exposta por uma célula
entra em contato com macrofagos classicamente ativados ocorre a liberacéo
de TGF-B1 que, de forma autdcrina, induz a ativacdo do fator de transcricdo
SMAD 2 inibindo a producédo de NO (Fadok et al., 1998a) pela degradacéo da
INOS (Seabra et al., 2004b), resultando em ativacéo alternativa de macréfagos
(Tsunawaki et al., 1988). SMAD 2 é membro de uma familia de proteinas
citoplasmaticas e esta envolvido com a sinalizacéo celular via receptor TGF-f3.

A ativagcdo do receptor serina-treonina quinase que reconhece TGF-( leva a
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fosforilacdo de SMAD 2 (SMAD 2P) permitindo sua associagdao com SMAD 4.
O complexo SMAD 2P/SMAD 4 migra para o nucleo inibindo a expressao de
INOS (Nakao et al.,, 1997; Kimura et al.,, 2007). Portanto, a translocacao de
SMAD 2P ¢ indicativo da sinalizacéo via TGF-31.

Sabe-se que Leishmania (Barral-Netto et al., 1992), T. cruzi (Ming et al.,
1995) e T. gondii (Seabra et al., 2004b) induzem a producdo do TGF-1 em
tecidos ou macréfagos infectados. Todos estes protozoarios tem alguma forma
em seu ciclo que expdem PS na superficie externa da membrana levando a
liberacdo de TGF-B1 (Seabra et al., 2004b; Wanderley et al., 2006; DaMatta et
al., 2007).

Estudos sobre a exposicdo deste fosfolipidio em Leishmania spp.
revelam que a PS ndo necessariamente sinaliza morte. Neste caso a PS é
importante para o mimetismo apoptético (Wanderley et al.,, 2006). A forma
amastigota é capaz de expor PS na superficie induzindo secrecdo de TGF-B1 e
IL-10 em macroéfagos infectados. A secrecao dessas citocinas anti-inflamatorias
acarreta inibicdo de NO e estabelecimento do parasito na célula hospedeira
(Wanderley et al., 2006; de Freitas Balanco et al., 2001).

A exposicao de PS em amastigosta de L. amazonensis € modulada pelo
hospedeiro (Wanderley et al., 2006). Nesse estudo foi demonstrado que
amastigotas derivados de camundongos suscetiveis a L. amazonensis como a
linhagem BALB/c expdem mais PS e tem mais poder infectivo do que os
derivados de camundongos resistentes C57BL/6. Portanto, amastigotas
extraidas de lesbes de camundongos BALB/c induzem maior producdo de
TGF-B1 e IL-10, e inibem de forma mais eficiente a producdo de NO
(Wanderley et al., 2006).

Diferente do que foi verificado para a forma amastigota, na qual a
exposicado de PS ndo indica morte celular por apoptose, a forma promastigota
de L. amazonensis tem duas subpopulacdes que expdem PS de forma distinta.
Promastigotas que expdem PS (PS") estdo em processo de apoptose normal
gue ocorre durante a fase final da metaciclogénese (Wanderley et al., 2009).
Essa subpopulacdo é importante, pois desativa os macrofagos para que 0s
promastigotas que ndo expéem PS (PS), em fase intermediaria da
metaciclogénese, possam dar continuidade a infeccao (Wanderley et al., 2009).

Apenas a forma PS* é capaz de inibir a producdo de NO em macréfagos e
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apesar da forma PS’ isolada ser capaz de infectar macrofagos, a multiplicagéo
intracelular € mais eficiente quando a infeccao inicial é realizada por ambas as
subpopulacdes (Wanderley et al., 2009).

Em T. cruzi apenas a forma infectiva tripomastigota, circulante no
sangue ou obtido in vitro por metaciclogénese, expde PS. Foi demonstrado que
a infec¢éo de tripomastigota sanguineo em macrofagos ativados classicamente
resulta na degradacao da iINOS com e fosforilacdo e translocacao nuclear de
SMAD 2 sugerindo que a PS exposta por essa forma parasitaria induz sinal via
TGF-B1 (DaMatta et al., 2007). Este dado sugere que a exposi¢cao de PSem T.
cruzi pode ser utilizada para evadir a resposta imune e estabelecer a infeccao.

Os taquizoitos de T. gondii também séo capazes de induzir TGF-1 em
macroéfagos infectados. A liberacdo de TGF-B1 leva a degradacédo da iNOS e
despolimerizacdo dos filamentos de actina em macrofagos infectados,
reduzindo a capacidade fagocitica (Seabra et al., 2004b). Assim como em
promastigotas de L. amazonensis, existem duas subpopula¢cdes de taquizoitos
de T. gondii (Dos Santos et al., 2011). No entanto, como em amastigotas de L.
amazonensis, 0s taquizoitos PS* ndo necessariamente estio em apoptose e
evadem a acado de macrofagos ativados por mimetismo apoptotico (Seabra et
al., 2004b).

Dos Santos e colaboradores (2011) separaram as subpopulagdes PS* e
PS" de taquizoitos de T. gondii da cepa RH e analisaram morfologicamente o
tamanho dos vacuolos apoés a infeccdo dessas duas subpopulacdes. Logo apés
a infeccdo, taquizoitos PS’ localizam-se em vacuolos estreitos, indicando
penetracdo ativa (Figura 4A). Em contraste, os taquizoitos fagocitados séo
retidos em vacuolos largos (Figura 4B) (fagossomos) formados em
aproximadamente 4 min apés a endocitose (Morisaki et al., 1995). Foi visto que
a subpopulacdo PS™ de T. gondii é a Unica capaz de penetrar ativamente em
células hospedeiras nao fagociticas e inibir a producdo de NO apds infeccao de
macrofagos ativados (Dos Santos et al.,, 2011). No entanto, a infeccdo de
camundongos apenas com a subpopulacdo PS* ou PS  diminuiu a
sobrevivéncia dos animais em comparacdo a infeccdo com as duas

subpopulacdes (PS™") (Dos Santos et al., 2011).
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Figura 4: Esquema de macréfagos infectados com subpopulacdes de T. gondii. (A)
Taquizoitos PS*em vacuolo estreito. (B) Taquizoitos PS em vactolo largo.

Andlise histologica do baco e figado de animais infectados com
subpopulacdo PS” revela alto indice de infeccdo, responséaveis pela morte dos
camundongos. Ja nos animais infectados com subpopulacdo PS’ existe forte
resposta inflamatdria marcada por infiltrado de leucécitos nos 6rgdo analisados,
possivelmente diminuindo o tempo de vida dos camundongos. Estes dados
sugerem que a presenca das duas subpopula¢cdes € importante para assegurar
um balanco entre a quantidade de parasitos e a inflamacdo, o que garante a
sobrevivéncia do hospedeiro e consequentemente do parasito, reforcando a
importancia da exposicdo de PS no sucesso evolutivo desse protozoario (Dos
Santos et al., 2011).

1.6. Poliaminas

As poliaminas como putrescina, espermidina e espermina sdo moléculas
catibnicas importantes para o crescimento, diferenciacdo e morte celular. As
poliaminas estdo presentes em quase todas as espécies vivas (Janne et al.,
1991; Wallace et al., 2003) e interagem com varias macromoléculas gerando
diversos efeitos (Wallace et al., 2003).

As poliaminas sdo referidas como super cations, pois em pH fisiolégico
possuem carga positiva em cada atomo de nitrogénio (Figura 5). No entanto,
diferem de outros cations bivalentes por ter sua carga positiva ao longo de sua
cadeia de carbono. Dessa forma, pode interagir com macromoléculas

polianiénicas (Wallace et al., 2003).
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Figura 5: Estrutura quimica da poliamina putrescina. Baseado em
<http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=1045&loc=ec_rcs#itabs-
2d>.

Enzimas como ornitina descarboxilase e arginina descarboxilase atuam
na conversao de arginina em putrescina, e esta pode ser convertida em
espermidina e espermina por acdo da espermidina/espermina sintase,
respectivamente (Mdiller et al., 2001; Cook et al., 2007).

Andlise do efeito de poliaminas em lipossomos de fosfolipidios com
diferencas de carga entre as monocamadas demonstra forte interacdo entre
grupos negativos de fosfolipidios e poliaminas. A interagdo € dependente das
cargas apresentadas pelo fosfolipidio e poliamina (Bertoluzza et al., 1988).

As poliaminas também sdo capazes de se ligar as vesiculas de
fosfolipidios de origem vegetal e inibir a peroxidacéo lipidica (Tadolini et al.,
1984). Rudolphi-Skorska e colaboradores (2014) demonstram que poliaminas
alteram levemente as propriedades mecanicas e organizacdo das
monocamadas de 4cido fosfatidico, aumentando a resisténcia e neutralizando
cargas de superficie dos lipossomos.

Derivados de espermina tem demonstrado atividade antimalarica com
inibicdo do crescimento in vitro de Plasmodium falciparum (Liew et al., 2013).
Estudo realizado em promastigotas e amastigotas de Leishmania infatum
revela que niveis exdgenos de derivados de poliaminas sdo importantes para a
proliferacdo dos parasitos. No entanto, é observada reducdo no crescimento
desses organismos em concentracdes crescentes das drogas. Andlises
bioquimicas para avaliar alteracdes oriundas da interacdo parasito/poliaminas
mostra que as drogas induziram apoptose em promastigotas, entretanto o
mesmo efeito ndo ocorreu nas formas amastigotas. Nestes Ultimos, crescentes
concentracbes de poliaminas sugerem exercer apenas efeito citostatico
(Tavares et al., 2005).
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Cook e colaboradores. (2007) demonstram que T. gondii ndo possuli
ornitina descarboxilase e arginina descarboxilase para sintese de putrescina.
No entanto, € capaz de reconverter espermina em espermidina (maior parte) e
putrescina pela acédo de poliaminas oxidases. Segundo Seabra et al (2004a),
macroéfagos tratados com poliaminas apresentam alto indice de adesdo de T.
gondii. Ja o pré-tratamento de T. gondii com putrescina resultou em menor
indice de infeccdo em macrofagos e células Vero com 24 e 48 h, além de néo
inibir a producéo de NO e fuséo lisossomal. Apesar dos dados apresentados
por Seabra e colaboradores (2004a) poucos séo os estudos referentes a acéo
de poliaminas como potenciais ligantes de PS e seus efeitos na infeccdo in
vitro por T. gondii.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral:
Avaliar a acdo da putrescina no possivel bloqueio da PS e no

mecanismo de entrada de Toxoplasma gondii frente a macréfagos murinos.

2.2. Objetivos especificos:

2.2.1. Analisar entrada, persisténcia dos taquizoitos e inibicdo de NO em

macrdéfagos ativados.

2.2.2. Verificar por microscopia 6ptica os vacuolos parasitéforos indicativos de
penetracéo ativa ou fagocitose.

2.2.3. Analisar por imunomarcacdo de SMAD 2P a inducdo de TGF-B1 por
macrofagos ativados apds interagdo com taquizoitos PS* incubados com
putrescina.

2.2.4. Verificar viabilidade de taquizoitos ap0s incubagdo com putrescina.
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3. Materiais e métodos

3.1. Obtencao das células hospedeiras

Macréfagos peritoneais foram obtidos por lavagem peritoneal de
camundongos machos Swiss de 5 semanas, com 10 ml de solu¢cdo de Hanks.
As células foram centrifugadas a 500 x g por 10 min em 4°C, ressuspendidas
em Dulbeccos Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma) para contagem na
camara de Neubauer. Os macréfagos foram plaqueados (1x10°) em laminulas
de vidro em placas de 24 pocos. Apés 1 h de aderéncia em estufa a 37°C, em
atmosfera de 5% de CO,, as células foram lavadas com solucdo de Hanks a
37°C e cultivadas com DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (SFB)
(GIBCO) e ativadas com 100 U/ml de IFN-y recombinante de camundongo
(Sigma) e 100 ng/ml de LPS (0111:B4, Sigma) em estufa a 37°C, em
atmosfera de 5% de CO;, por 24 h antes da interacdo com os parasitos (Seabra
et al., 2002). Esse estudo esta de acordo com as leis brasileiras n°® 11794/08. O
protocolo de estudo animal foi aprovado pelo comité de ética em
experimentacdo animal da UENF (numero de permisséo 98).

3.2. Separacéo das subpopulacdes de taquizoitos PS*e PS de T. gondii
Taquizoitos de T. gondii da cepa RH foram mantidos por passagens na
cavidade peritoneal de camundongos Swiss (3 semanas), produzidos no
biotério da UENF, a cada 2 ou 3 dias (Seabra et al., 2002). Apss esse periodo,
foi realizado o lavado peritoneal injetando 5 ml de tamp&o Ca*? (HEPES 10mM,
NaCl 150mM, CaCl, 2,5mM) em cada animal. O lavado foi centrifugado a 45 x g
por 5 min a 4°C para remover leucocitos e restos de células. O sobrenadante
foi centrifugado novamente a 1.000 x g por 10 min a 4°C. Ap0s ressuspensao
em tampdo Ca*? e contagem em Neubauer, os taquizoitos foram incubados
com anexina V conjugada em microesferas magnéticas (Anexin V MicroBead
Kit n° 130-090-201, Miltenyl Biotec) (10 pl para 10’ parasitos) por 1 h em
temperatura ambiente. A anexina V € utilizada no Kit por sua ligacao especifica
em PS (Fadok et al., 1998b). As subpopulacbes foram separadas por
passagem em coluna magnética LS proprio para separador MidMacs (n° 130-
042-401/ 130-042-302, Miltenyl Biotec) (Dos Santos et al., 2011). Apds
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separacao, as subpopulacdes foram centrifugadas a 2.300 x g por 10 min a 4°C

para nova contagem em Neubauer.

3.3. Tratamento da subpopulagédo PS* com putrescina

Para analisar o efeito do tratamento com a putrescina no mecanismo de
entrada e persisténcia da subpopulacdo PS* de T. gondi, foi realizada
interacdo das subpopulacgdes isoladas PS”, PS" tratada com putrescina (PUT) e
PS” com macro6fagos ativados.

Os taquizoitos PS* de T. gondii foram incubados com putrescina (1ImM) 1
h antes da interacdo com células hospedeiras. A interacdo com macréfagos
ativados foi realizada em estufa a 37°C, em atmosfera de 5% de COy, por 1 e
24 h. Macréfagos foram infectados com subpopulaces de T. gondii (1x10 °):
taquizoitos PS * incubados com putrescina, PS * sem putrescina ou PS". As
laminulas foram coletadas para analises por microscopia de campo claro
(tépico 3.4) ou imunofluorescéncia (tépico 3.5). O sobrenadante do tempo de
24 h foi coletado para dosagem de NO (topico 3.6).

3.4. Coloracao das laminulas com Giemsa

Para analise por microscopia optica de campo claro as laminulas com
células aderidas foram fixadas em PBS contendo 3% de formaldeido, lavadas e
coradas com solucédo de Giemsa (diluido em agua destilada na propor¢cao de
1:10) por 10 min. Apos desidratacdo nas solucfes acetona-xilol as laminulas
foram montadas sobre Entellan. Imagens foram obtidas no microscopio optico
Zeiss Axioplan com camera digital AxioCam MRc5 e processadas no programa
Axiovision. A quantificacdo das células por microscopia Optica adotou 0s
seguintes critérios:

Para tempos de 1 h: a) parasitos aderidos em macréfagos, b) parasitos
interiorizados em macrofagos, c) parasitos em vacuolos abertos, d) parasitos
em vacuolos fechados. Contagem de 100 macrofagos por laminula em triplicata
por experimento.

Para tempos de 24 h: a) macréfagos com parasitos aderidos, b)
macrofagos com parasitos interiorizados, ¢) numero de parasitos aderidos, d)
numero de parasitos interiorizados. Contagem de 100 macréfagos por laminula

em triplicata por experimento.
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3.5. Imunomarcacao

Para verificar se a inibicAo da producdo de NO envolve a via de
sinalizacdo por TGF-B e se pode ser bloqueada pelo tratamento com
putrescina, foi realizada imunomarcacdo de SMAD 2P no ndcleo de
macréfagos ativados e infectados com as subpopulacdes de T. gondii. A
presenca de SMAD 2P nuclear indica inibicdo da expressao de iNOS e reducao
da producéo de NO ( Nakao et al., 1997).

Para analise por imunomarcacao de SMAD 2P os macréfagos infectados
nos tempos de 1 e 24 h foram lavados, fixados em paraformaldeido 3% recém
preparado em PBS, lavados novamente e incubados em 0,5% de Triton em
tampédo fosfato salino (PBS). As laminulas com as células foram incubadas
com 10 mM de cloreto de amonio em PBS e lavadas em PBS contendo 3% de
BSA (PBS-BSA). As células foram incubadas por 1 h com anticorpo policlonal
de camundongo contra T. gondii (soro de camundongos cronicamente
infectados, 1:4000), lavadas com PBS-BSA e incubadas por 1 h com anticorpo
policlonal de coelho anti SMAD 2P (# 3101, Cell Signaling Techonolgy) diluido
1:200 em PBS-BSA. Células foram lavadas com PBS e com PBS-BSA,
incubadas por 1 h com anticorpo secundario contra camundongo marcado com
TRICT diluido 1:400 e 1 h com anticorpo secundario contra coelho marcado
com FITC diluido 1:100 em PBS-BSA. As células foram lavadas com PBS e as
laminulas montadas em ProLong Gold com DAPI (Life Technologies). O
material foi observado em microscopio Zeiss Axioplan equipado com
iluminacao epifluorescente e lampada de mercurio HBO100. A quantificacdo de
100 células nos trés grupos (PS* com ou sem putrescina e PS’) adotou os
seguintes critérios: a) células infectadas positivas para SMAD 2P, b) células
infectadas negativas para SMAD 2P, c) células ndo infectadas positivas para
SMAD 2P, d) células nédo infectadas negativas para SMAD 2P. As imagens

obtidas foram tratadas com Adobe Photoshop 6.0.

3.6. Dosagem de 6xido nitrico.

A producdo de NO foi avaliada pela dosagem de nitrito utilizando o
reagente de Griess (1 volume de 1 % de Sulfanilamida em 5 % de acido
ortofosférico em dgua deionizada com volume igual de 0,1 % de N-[1-Naphthyl]

Ethylenediamina em agua deionizada) na propor¢do de 1:1 com o
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sobrenadante da cultura. As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro
de placa de 96 pocos (540 nm) e quantificadas segundo curva padrao feitas
com quantidades de nitrito de sédio definidas, diluidas no meio de cultura
(Green et al., 1982).

3.7. Viabilidade dos taquizoitos com azul de tripan

Para avaliar se a incubagdo com putrescina poderia gerar morte dos
parasitos foi realizado teste de viabilidade com azul de tripan 0,5% em PBS.
Foi realizado lavado peritoneal em camundongos infectados, com 5 ml de PBS
em cada animal. As células foram centrifugadas a 1.000 x g por 10 min a 4°C.
O precipitado foi ressuspenso em 1ml de DMEM com putrescina (1mM). Apos
incubagdo por 1 h os parasitos foram contados em Neubauer com azul de

tripan. O controle foi realizado com parasitos nao tratados com putrescina.

3.8. Andlise de dados

Os dados obtidos resultam de no minimo 3 experimentos. Foram
realizadas médias e desvios padrbes das meédias de cada repeticdo. As
analises estatisticas foram realizadas em Teste t de Student no programa Excel
comparando os grupos PS* com PS e PS" com grupo PUT para avaliar a

significancia dos resultados, utilizando p<0,05.
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4. Resultados
4.1. Avaliacdo da entrada e persisténcia de subpopulacbes de
Toxoplasma gondii em macrdfagos ativados

Macréfagos infectados com a subpopulacdo PUT apresentaram menor
interiorizacdo de parasitos quando comparada a subpopulacdo PS® sem
tratamento (Figura 6). A média de parasitos interiorizados na infeccdo com a
subpopulacdo PS™ foi similar a aderéncia e maior em relacdo as outras
subpopulacdes (Figura 6).

Macroéfagos infectados com

HPS+
PS + (PUT)

W PS-

Numero médio de parasitos em 100 células
contadas

Aderido Interiorizado

Taquizoito

Figura 6: Numero médio de taquizoitos aderidos e interiorizados em macréfagos
ativados infectados por 1 h. *Diferente significativamente calculado pelo teste t de
Student (P<0,05).

Apoés 1 h de interacdo foi realizada analise do tipo de vacuolo contendo
T. gondii, se fechado (penetracdo ativa, Figura 7A) ou aberto (fagocitico),
Figura 7B).

Macrofagos infectados com a subpopulagdo PUT exibiram maior nimero
de parasitos interiorizados em vacuolos abertos em comparacdo aos
macréfagos infectados com a subpopulagdo PS™ ndo tratada (Figura 7C). A
infeccdo com PS’ resultou em maior nimero de parasitos em vacuolos abertos

em relagdo a infecgdo com as subpopulagdes PS™ (Figura 7C).
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Figura 7: Imagens representativas de campo claro de macréfagos infectados com T.
gondii e nimero médio de vacuolos. (A) Parasito PS" (seta) em vactolo fechado,
indicativo de penetracdo ativa. (B) Parasito PUT em vacuolo aberto, indicativo de
entrada por processo de fagocitose (seta). Parasito aderido (cabeca de seta). (B).
Barra= 10um. (C) Contagem de taquizoitos em vacuolos abertos e fechados apés 1 h
de infeccdo. *Diferente significativamente calculado pelo teste t de Student (P<0,05).

A infeccdo de macréfagos com subpopulacées PUT e PS™ exibiu maior
tendéncia de macréfagos com taquizoitos interiorizados apos 24 h de interacéo
(Tabela 1).

Tabela 1: Persisténcia da infeccdo em macrofagos murinos ativados e

infectados com subpopulacgdes PS*, PUT e PS™ de Toxoplasma gondii por 24 h.

Macréfagos com ] NUumero medio
. - Macrofagos com .
Subpopulagéo T. gondii . . de T. gondii
. o T. gondii aderido _ .
interiorizado internalizado
PS* 44,445 4* 47,3+4,1* 1,1+0,04
PUT 67,3112,2 29,3+£13,6 0,7+0,01
PS 69,5+7,8 27,315,9 0,840,1

‘Diferente significativamente em relacdo aos respectivos valores obtidos com PS’
calculado pelo teste t de Student (P<0,05). n=3
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4.2. Producdo de nitrito em macrofagos ativados e infectados com
subpopulagbes de Toxoplasma gondii.

A producdo de NO em macrofagos murinos peritoneais ativados foi
reduzida por taquizoitos PS* com 24 h de infeccdo (Tabela 2). A subpopulagio
PUT exibiu menor capacidade de inibicdo da producdo de NO em macrofagos
(Tabela 2). Além disso, macréfagos infectados com a subpopulacdo PS
produziram mais NO em comparacao as outras subpopula¢cfes e a macréfagos

nao infectados (Tabela 2).

Tabela 2: Producéo de nitrito de macrofagos murinos peritoneais ativados e
infectados com subpopulagdes PS*, PUT e PS de Toxoplasma gondii no
tempo de 24 h.

Macréfago com Producéao de nitrito (M)
PS* 4,5+1,7°
PUT 10,5+2,08*°
PS 20,3+8,5°
N&o infectado 13,2+1,6°

"Diferente significativamente do valor obtido com PS* sem putrescina calculado pelo
teste t de Student (P<0,05). ® n=5, ® n=9, ° n=3

4.3. Localizacdo de SMAD 2 fosforilada em macrofagos ativados e
infectados com subpopulacfes de taquizoitos.

A figura 8 mostra macrofagos infectados com ndcleo positivo ou negativo
para SMAD 2P. Macréfagos infectados com a subpopulacéo PS* apresentaram
maior média de nudcleos positivos para SMAD 2P apés 1 e 24 h de infeccéo
(Figura 9). Foi constatado também alteracdo na morfologia dos taquizoitos das
subpopulacdes PUT e PS em grande proporcao apos 24 h de interacao (Figura
10).
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Figura 8: Imagem representativa da imunomarcagdo de SMAD 2P (verde) em
macrofagos (nucleo azul) infectados com T. gondii (vermelho). A) Macréfagos
infectados positivos para SMAD 2P nuclear (seta). B) Marcacdo dos nucleos das
células apresentadas em A com DAPI. C) Macrofago infectado negativo para SMAD
2P nuclear (seta). D) Marcacdo dos nudcleos das células apresentadas em C com
DAPI. Barra = 10um.
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Figura 9: Ativagdo de SMAD 2P em macrofagos murinos ativados infectados com
subpopulagcées PS*, PUT e PS™ de Toxoplasma gondii apés 1 (A) e 24 h de interacgéo
(B). *Diferente significativamente calculado pelo teste t de Student (P<0,05). Resultado

obtido da média das porcentagens de 3 experimentos.
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Figura 10: Imagem representativa da imunomarcacgédo de macrégagos murinos (nucleo
azul) infectados com Toxoplasma gondii (vermelho) em 24 h de interagdo. (A)
Parasitos PUT com morfologia alterada (*). Taquizoitos PUT com morfologia normal
(seta). B) Taquizoitos PS™ com morfologia normal (seta). Barra= 10 pm

4.4. Viabilidade celular dos taquizoitos PS® ap06s tratamento com
putrescina
O tratamento com putrescina nao afetou significativamente a viabilidade

dos parasitos (Figurall).
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Figura 11: Viabilidade celular da populacdo total de taquizoitos de T. gondii apds
incubacgdo de 1 h com putrescina. Resultado obtido da média das porcentagens de 3
experimentos.
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5. Discussao

Toxoplasma gondii é um parasito amplamente distribuido e capaz de
infectar células de varios vertebrados endotérmicos (Siblley, 1995). A
exposicdo de PS por esse parasito (Seabra et al.,, 2004b) permite o
estabelecimento da condicdo de mimetismo apoptético (Barcinski et al., 2003;
Wanderley e Barcinski, 2010). Assim T. gondii consegue infectar macrofagos e
subverter a resposta inflamatéria contra a infeccdo (Seabra et al., 2002;
2004b). O processo de entrada por penetracdo ativa € crucial para a
sobrevivéncia do parasito em macréfagos (Morisak et al., 1995). Logo apés a
invasdo por penetracdo ativa T. gondii se localiza em um vacuolo estreito que
nao se fusiona com lisossomos (Morisak et al., 1995; Lang et al., 2007). O
reconhecimento de PS por macrofagos ocasiona a liberacdo de TGF- que é
capaz de induzir de forma autécrina a inibicdo de NO (Fadok et al., 1998a),
importante agente microbicida contra parasitos intracelulares (Luder et al.,
2003). A importancia do balanco entre resposta imune e infeccéo por T. gondii
€ evidenciada pela existéncia de subpopulacdes distintas na exposicdo de PS
compondo uma populacdo total capaz de aumentar a sobrevida de
camundongos, fator importante para a sobrevivéncia do préprio parasito (Dos
Santos et al., 2011). Neste trabalho se objetivou compreender melhor o papel
da exposicdo de PS no mecanismo de entrada de T. gondii em macréfagos
com o possivel bloqueio desse fosfolipidio por putrescina.

Parasitos localizados em vacuolos fagociticos sédo destruidos pela célula
hospedeira (Morisak et al., 1995). Segundo resultados de Dos Santos e
colaboradores (2011) a subpopulacdo PS* é capaz de penetrar ativamente em
macrofagos. Esses dados foram confirmados neste estudo pela andlise da
entrada das subpopulacdes de T. gondii em macréfagos ativados, revelando
que a maioria dos taquizoitos PS® invadiram a célula hospedeira por
penetracdo ativa. Em contraste, taquizoitos PS" localizavam-se
majoritariamente em vacuolos largos caracteristicos de fagocitose. O
tratamento da subpopulagdo PS® com putrescina foi capaz de reduzir em
20,3% a capacidade desses parasitos de invadir macrofagos por penetracao
ativa. I1sso sugere que a putrescina estaria bloqueando a entrada ativa do

parasito.
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Em 1 h de interacdo, a infeccdo com a subpopulagdo PS* apresentou
maior percentual de parasitos interiorizados do que a subpopulagdo PUT. Isso
se deve ao fato da subpopulagdo PS™ penetrar ativamente, ao passo que
grande parte da subpopulacdo PUT ¢é fagocitada, evento esse mais lento
(Morisak et al., 1995; Sibley e Andrews, 2000). Em 24 h a infecgcdo com
subpopulacdo PS* demonstrou médias similares de aderéncia e interiorizagao.
Ja as infec¢cbes com subpopulagbes PUT e PS™ exibiram maiores taxas de
macrofagos com parasitos interiorizados. Esse resultado foi contraditério ao
esperado. A alta taxa de vacuolos abertos apés 1 h de infeccdo sugere que
estes parasitos seriam destruidos por fagocitose, resultando em menores taxas
de interiorizacdo em 24 h de infeccdo. No entanto, dados posteriores sobre 0
numero médio de parasitos interiorizados por macréfago mostram que estes
taquizoitos ndo se desenvolveram dentro da célula hospedeira e a producéo de
NO néao foi afetada em 24 h de infeccdo. Ademais, durante quantificacdo de
macrofagos com SMAD 2P translocada para o nucleo foi observado alteracéo
na morfologia dos taquizoitos das subpopulagbes PUT e PS’, o que, associado
com a maior presenca dessas subpopulacdes em vacuolos fagociticos, permite
especular possivel destruicdo desses taquizoitos por fusdo lisossomal. No
entanto, faz-se necessario confirmar esse resultado com analises de infec¢des
em tempos superiores a 24 h, bem como imunonomarca¢ao de compartimento
lisossomal e vesiculas autofagicas. Possivelmente a baixa taxa de aderéncia
com as subpopulacées PUT e PS” em 24 h de infec¢do pode ser resultante da
auséncia de novos ciclos de invasdo por parasitos oriundos de outros
macrofagos.

Como esperado, taquizoitos PS™ ndo conseguiram inibir a producéao de
NO em macrofagos ativados apés 24 h de infeccdo. Andlise da ativacdo e
translocacdo de SMAD 2P mostrou menor média de macréfagos infectados
com presenca de SMAD 2P nuclear na infeccdo com a subpopulacdo PS'.
Taquizoitos PS* foram mais eficientes em inibir a producdo de NO apos 24 h
de infeccdo. Este dado é confirmado pela média superior de SMAD 2P nuclear
em macrofagos infectados, principalmente apés 24 h de infeccdo. A PS é
capaz de induzir liberacdo de TGF-B em macrofagos infectados (Seabra et al.,
2004b). Isso gera fosforilacdo do fator de transcricdo SMAD 2 via receptor de

TGF-B serina-treonina kinase, com formag¢do de complexo com SMAD 4 e
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posterior translocacao para o nucleo (Nakao et al., 1997; Kimura et al., 2007).
Ocorre entéo reducéo da expressao da INOS, acarretando baixa concentragao
de NO intracelular (Seabra et al., 2002). Estes dados corroboram com o0s
resultados vistos por Dos Santos e colaboradores (2011), no qual a
subpopulagdo PS’, ao contrario da PS*, ndo foi capaz de inibir a producéo de
NO e até aumentam os niveis. A infeccdo dos macréfagos por taquizoitos da
subpopulacdo PUT resultou em reducdo da capacidade de inibicdo da
producdo de NO quando comparado a subpopulagdo PS*, comportando-se
como PS’, com baixa taxa de macrofagos infectados contendo translocacao
nuclear de SMAD 2P. O resultado obtido soma ao estudo realizado com a
populacdo total de T. gondii, onde o pré- tratamento com putrescina impede
inibicio de NO e acarreta em fusdo lisossomal aos vacuolos parasitoforos
(Seabra et al., 2004a).

Poliaminas como putrescina s&o moléculas catidnicas necessarias ao
crescimento celular (Marton e Pegg, 1995). As poliaminas endogenas de
macrofagos séo requeridas também para o crescimento de T. gondii (Seabra et
al., 2004a), visto que este parasito ndo € capaz de produzi-las a partir de
arginina (Cook et al., 2007). Os resultados apresentados sugerem que o0 pré-
tratamento da subpopulagdo PS™ com putrescina néo resultou na elevacgio da
taxa de crescimento desses parasitos. Uma vez que, a subpopulacdo PUT
apresentou menor niumero médio de parasitos internalizados por macrofagos
no periodo de 24 h. Apesar de ndo apresentar significancia estatistica e
necessitar de mais andlises, esse dado corrobora o fato de que o0s niveis
exdgenos de poliaminas ndo aumentam a taxa de crescimento de T. gondii em
macrofagos (Seabra et al.,, 2004a). Apesar de apresentarem menor taxa de
macrofagos com parasitos interiorizados em 24 h de infeccdo, macréfagos
infectados com subpopulagdo PS* exibiram maior nimero médio de parasitos
por célula infectada. Isso sugere que os taquizoitos PS’ se desenvolveram
dentro dos macroéfagos.

A incubacdo de promastigotas de L. infantum por 6, 12 e 24 h com
derivados de poliaminas acarreta fragmentacdo de DNA nuclear e morte dos
parasitos, no entanto o0 mesmo nao ocorre nas formas amastigotas (Tavares et
al.,, 2005). A andlise da viabilidade dos taquizoitos apds tratamento com

putrescina nédo indicou elevacdo na mortalidade, indicando que o tratamento
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ndo afetou a viabilidade dos parasitos. Portanto, as alteracfes detectadas apos
tratamento com putrescina nao foi derivado de morte celular do parasito.

O comportamento similar das subpopulagdes PUT e PS™ na reducédo da
capacidade de penetracdo ativa e interiorizacdo em macréfagos nos tempos
iniciais da infeccdo e a nao inibicdo da producdo de NO podem ser um
indicativo de que a putrescina estaria influenciando nos efeitos gerados pela
exposicdo de PS. A caracteristica catibnica das poliaminas (Wallace et al.,
2003) e a capacidade de interagédo entre poliaminas com alta carga positiva e
fosfolipidios negativos (Bertoluzza et al., 1988) permite especular que a
putrescina seja capaz de interferir no reconhecimento da PS exposta pelo
parasito. No entanto, outros estudos sdo requeridos para esclarecer esta
hipétese. Ensaios preliminares com citometria (ndo relatados no trabalho) da
subpopulacdo PUT marcada com anexina-V (marcador de PS) indicaram
reducdo na intensidade de exposicdo de PS. Entretanto os resultados né&o

foram conclusivos.
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6. Conclusdes

> A infeccdo de macréfagos murinos ativados com subpopulagdo PS* de
T. gondii leva a maior taxa de interiorizacdo por penetracao ativa nos
minutos iniciais de infec¢cdo, maior translocacdo nuclear de SMAD 2P
em células infectadas e inibicdo da producdo de NO em 24 h.

» A subpopulacdo PS™ nao foi capaz de inibir a producdo de NO, exibindo
menor média de macréfagos infectados positivos para SMAD 2P.
Parasitos PS sao fagocitados por macréfagos localizando-se em
vacuolos abertos.

> O pré-tratamento da subpopulagdo PS* com putrescina gerou diminuigdo
na capacidade de penetracdo ativa, baixa presenca de SMAD 2P
nuclear em macrofagos infectados e reducéo da capacidade de inibicao
de NO por esses parasitos.

» O preé- tratamento com putrescina na concentracdo de 1mM nao afeta a

viabilidade celular dos parasitos.
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