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RESUMO

Macrofagos séo células do sistema imunoldgico que apresentam diferentes perfis de
ativacao, sdo designados como MO devido sua func¢éo tecido- especifica mantendo a
homeostasia, M1 na ativacdo microbicida (inflamatério) caracterizado pela sintese
de oxido nitrico através da enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS), e M2 na
cicatrizacdo tecidual (anti-inflamatorio), sintetizando quantidades elevadas de
arginase 1 (ARG1). T. gondii infecta as células e pode alterar seu perfil M1 para M2,
escapando de sua acdo microbicida. Arginase 1 é uma metaloenzima que sintetiza
moléculas essenciais, como poliaminas, que estdo envolvidas na proliferacao celular
e possivelmente auxiliam na sobrevivéncia do parasito. Provavelmente essa enzima
ajude na permanéncia e crescimento de T. gondii em macrofagos. Dados
preliminares do grupo indicam que a infeccdo de macrofagos MO e M2 por T. gondii
induziu atividade de ARGL1 e que a inibicdo dessa enzima reduz o crescimento do
parasito. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a funcdo da ARGl de
macréfagos RAW 264.7, em perfil MO e M2, estudando a atividade, infeccao,
ultraestrutura de T. gondii em diferentes situacdes experimentais, expressdo e
localizacdo de ARGL1. Testamos diferentes concentracdes de 8-Bromoadenosina 3"-
5- monofosfatada ciclica e Interleucina -4 obtendo a concentracdo maxima de
atividade de ARG1 em macrofagos M2 quando ativados com 1mM de 8-
Bromoadenosina 3"-5"- monofosfatada ciclica e 5 ng/mL de Interleucina -4. N&o foi
detectada diferenca de infeccdo por T. gondii apds 2 h de interagdo com macréfagos
MO e M2. Nos tempos de 24 h e 48 h tratados com inibidor de ARG1 houve
diminuicdo de T. gondii nos vacuolos parasitéforos em ambos os macrofagos. A
ultraestrutura de macréfagos M2 tratados com inibidor de ARG1 e infectados
apresentou alteracdo ultraestrutural de taquizoitos com a presenca de granulos de
amilopectina (sugerindo encistamento) e clefts de reticulo endoplasmatico. Em
macrofagos M2, houve maior expressédo de ARG1 em relacdo a MO. Nao obtivemos
marcacdes de imunofluorescéncia para ARG1 com a concentragdo do anticorpo
testado. Esses dados contribuem com o entendimento do papel da ARG1l na

infecgéo de T. gondii em macrofagos e também no desenvolvimento do parasito.

Palavra-chave: Toxoplasma gondii, arginase 1, macréfagos.
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ABSTRACT

Macrophages are immune system cells that exhibit different activation profiles,
designated as MO due to their tissue-specific homeostatic function, M1 upon
microbicidal activation (inflammatory) characterized by nitric oxide synthesis through
the inducible nitric oxide synthase (iINOS) enzyme, and M2 during tissue repair (anti-
inflammatory), synthesizing high levels of arginase 1 (ARG1). T. gondii infects cells
and can alter their M1 profile to M2, evading its microbicidal action. Arginase 1 is a
metalloenzyme that synthesizes essential molecules such as polyamines, involved in
cell proliferation and possibly aiding parasite survival. This enzyme likely contributes
to T. gondii persistence and growth in macrophages. Preliminary data from the group
indicate that T. gondii infection of MO and M2 macrophages induces ARG1 activity
and that inhibiting this enzyme reduces parasite growth. Thus, the objective of this
study was to evaluate the function of ARG1 in RAW 264.7 macrophages, in both MO
and M2 profiles, studying T. gondii activity, infection, ultrastructure under different
experimental conditions, and ARG1 expression and localization. We tested different
concentrations of 8-Bromoadenosine 3"-5"-cyclic monophosphate and Interleukin-4,
obtaining maximum ARG1 activity in M2 macrophages when activated with 1mM of
8-Bromoadenosine 3°-5"-cyclic monophosphate and 5 ng/mL of Interleukin-4. No
difference in T. gondii infection was detected after 2 hours of interaction with MO and
M2 macrophages. However, at 24 and 48 hours, treatment with an ARG1 inhibitor
resulted in decreased T. gondii in parasitophorous vacuoles in both macrophages.
The ultrastructure of M2 macrophages treated with an ARG1 inhibitor and infected
showed ultrastructural changes in tachyzoites, with the presence of amylopectin
granules (suggesting encystment) and endoplasmic reticulum clefts. M2
macrophages exhibited higher ARG1 expression compared to MO.
Immunofluorescence staining for ARG1 was not successful with the tested antibody
concentration. These data contribute to understanding the role of ARG1 in T. gondii

infection in macrophages and parasite development.

Keywords: Toxoplasma gondii, arginase 1, macrophages.
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1. INTRODUGCAO

Os macréfagos (M@s) sao células imunoldgicas heterogénicas, sendo reguladas
através do seu fenodtipo que € influenciado por estimulos no microambiente celular
(Moghaddam et al., 2018). Naturalmente sao tecido-especificas (M@ MO0), quando
estimuladas ativam para duas grandes populagbes: pro-inflamatéria (M@ M1) que
agem contra o patégeno através da sintese da enzima oxido nitrico sintase induzida
(INOS); e anti-inflamatorio (M@ M2) que agem realizando o remodelamento tecidual
e proliferacdo celular, sendo caracteristico pela sintese da enzima arginase 1
(ARG1) (Moghaddam et al.,2018; Yunna, 2020).

A infeccdo de T. gondii € capaz de alterar a ativagdo de M@s microbicidas M1
(inflamatérios) para M2 (anti-inflamatérios) (Jensen et al., 2011). Uma das
caracteristicas de M@s M2 é a expressédo de ARG1 que converte L-arginina em L-
ornitina e ureia, sendo a ornitina precursora da biossintese de poliaminas (Cook et
al., 2007). Poliaminas atuam traduzindo proteinas que induzem divisdo celular
(Pegg, 2009). E possivel que T. gondii se mantenha e cresca em M@s, pois
modulam positivamente a via das poliaminas (Jensen et al., 2011; Cook et al., 2007).
Ademais, a indug¢do da ARGL1 antagoniza a capacidade microbicida dos M@s contra
0 parasito, uma vez que a arginina também € o substrato para a enzima 6xido nitrico
sintase induzida (iINOS), que produz 6xido nitrico (NO), um agente microbicida de
M@ M1 (Hunter & Sibley, 2012).

No entanto, El Kasmi e colaboradores (2008) demonstraram que T. gondii de
cepa do tipo Il (ME-49) (de viruléncia intermediaria) em camundongo nocaute
condicional para ARG resulta na sobrevivéncia do parasito, sugerindo que a falta
de ARG1 no camundongo favorece o parasito, possivelmente pela maior
disponibilidade de arginina, ja que o parasito ndo sintetiza de novo esse aminoacido
(Fox et al., 2004). No entanto, € necessario entender se T. gondii utiliza a sintese da
ARG1 néo somente para suprimir a producao de NO, mas também para a sintese de
poliaminas que atuaria facilitando o crescimento e manutengdo do parasito, como
ocorre com a Leishmania (El Kasmi et al., 2008). Diante dessa hipotese, é provavel
gue a ARG1 desencadeie papéis opostos: gerar poliaminas, faciltando o
crescimento do parasito e consumir arginina, reduzindo a producao de NO por iNOS;
e em contrapartida, reduzir a disponibilidade de arginina, reduzindo a disponibilidade



desse aminoacido necessario para o crescimento de T. gondii (Hunter & Sibley,
2012).

A infecgéo por T. gondii induz uma cascata de sinalizacdo que gera expressao de
ARG1, desse modo reduzindo a via inflamatéria (M1) tornando o M@ menos
microbicida (Jensen et al., 2011). Isso sugere que T. gondii pode utilizar a
maquinaria do perfil M2 para a sobrevivéncia dentro de M@. Entretanto ha pontos
dessa modulacdo macrofagica causada pela infeccdo que necessitam serem
elucidados. Entender o papel desta enzima quando Mds séao infectados e como T.
gondii pode utiliza-la como estratégia de evasdo, para crescimento e manutencao
dentro da célula hospedeira, ird auxiliar no esclarecimento de pontos contraditérios

relacionados a essa via enzimatica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma zoonose que atinge mais de um terco da populacéo
mundial, no entanto uma pequena porcentagem (10-15%) das pessoas infectadas ir&
desencadear a forma grave da doenca (Flegr et al., 2014; Stanic & Fures, 2020). E a
infeccdo de maior prevaléncia em humanos, acomete mais individuos do que a
tuberculose latente, sendo uma das doencas zoondticas mais prejudiciais do mundo
(Flegr et al., 2014; Smith et al., 2021). O agente etiolégico da doenca é o protozoario
intracelular obrigatério T. gondii, a doenca €é mais presente em paises
socioeconomicamente desfavorecidos (Flegr et al.,, 2014; Stanic & Fures, 2020;
Smith et al., 2021). Um estudo desenvolvido por Scallan e colaboradores (2011) nos
Estados Unidos da Ameérica, listou a toxoplasmose como a quarta causa mais
comum de hospitalizacdo proveniente de doencas transmitidas por alimentos,
acendendo um alerta no sentido de politicas de intervencfes de seguranca alimentar
e habitos de higiene na populagéo.

A doenca € normalmente assintomatica em individuos imunocompetentes, porém
em individuos imunossuprimidos pode levar a manifestacdes clinicas. Os sinais
clinicos da doenca podem variar de leves a graves, como toxoplasmose ocular e até
se mostrarem fatais em individuos imunocomprometidos e em fetos em
desenvolvimento. Esses sintomas variam conforme modo de infeccédo, genotipo da
cepa, quantidade de parasito e sistema imune do individuo (Aguirre et al., 2019). Em

gestantes, 0 parasito pode atravessar a placenta, atingindo o feto resultando em
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complicagbes neurologicas, aborto e morte (Maldonado et al., 2017). Entretanto,
dependendo do estado imune do individuo ou o gendtipo da cepa, pode-se
manifestar a toxoplasmose ocular, sendo adquirida de forma congénita ou pos-natal
(Flegr et al., 2014). Individuos imunocompetentes quando infectados através da
forma infectante esporozoito ou bradizoito, permanecem assintomaticos e né&o
necessitam de intervengcdes médicas. Isso acontece, pois, a forma infectante sé é
convertida na fase aguda (taquizoito), quando ha uma deplecdo no sistema
imunolégico (Smith et al., 2021; Portes et al., 2018; De Souza et al.,2010).

2.2. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii, protozoario intracelular obrigatorio, pertencente ao filo
apicomplexa, causador da toxoplasmose, que infecta diversos vertebrados de
sangue quente como animais silvestres e domeésticos (Aguirre et al.,, 2019;
Maldonado et al., 2017). O protozoario tem a capacidade de infectar qualquer célula
nucleada, contudo estudos in vivo demonstram que comumente infecta Mds e
células dendriticas, usando-as como “cavalo de troia” contribuindo para que ocorra a
disseminacao do parasito no hospedeiro e acesso a locais imunoprivilegiados como
cérebro e retina (Bierly et al.,, 2008; Courret et al., 2006; Da Gama et al., 2004).
Possui um ciclo de vida com quatro formas infectantes: taquizoito (estégio infectante
na célula, presentes no ciclo litico, forma aguda), bradizoito (estagio infectante em
cistos teciduais, crescimento lento, forma crbnica), esporozoito (estagio infectante
em oocistos esporulados) e merozoito (ciclo sexuado no intestino dos felideos)
(Aguirre et al., 2019).

Taquizoitos, possuem uma forma alongada, medindo cerca de 6-8 um de
comprimento por 2 um de largura, sendo caracterizados pela regido anterior afilada
(complexo apical) onde se encontram os dois anéis apicais: o superior medindo 160
nm e o posterior com 200 nm, esse complexo situa na extremidade anterior do corpo
do parasito (Attias et al., 2014). Esse complexo é encarregado por fixar e penetrar o
parasito na célula hospedeira, sua estrutura é constituida de condide anterior, anéis
polares, roptrias e micronemas. A regidao mediana é composta pelo nucleo, complexo
de Golgi e o apicoplasto. A parte do envoltdrio nuclear que se estende pelo citosol, é
composta pelo reticulo endoplasmatico (RE). A mitocondria é ramificada no citosol.
Os granulos densos, acidocalcissomas e granulos de amilopectina estdo dispersos
pelo corpo do parasito. Todo o envoltério parasitado é circundado pela pelicula, logo
abaixo estd presente o anel polar posterior e em seguida 0s microtubulos
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subpeliculares que transpassam todo o corpo celular. O condide, é constituido de
tubulina, com uma organizacao estrutural de fibras em espiral contendo dois anéis
polares constituidos de microtibulos que se estendem até a regidao apical do
parasito como demonstrado na figura 1 (Attias et al., 2014; Attias & Souza, 2021; De
Souza et al., 2010).

anéis apicais

conoide
microtUbulos subpeliculares

anéis polares

micronema complexo intemo
de membrana
roptria

- apicoplasto
complexo de Golgi =2 7 & — microporo

plasmalema

granulo denso

reticulo
endoplasmético

granulo de
amilopectina

corpo lipidico
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Figura 1. Representacdo esquematica da forma taquizoito de Toxoplasma gondii e suas organelas.

De Souza e colaboradores, 2010.

Toxoplasma gondii é cercado por trés camadas de membrana, constituindo a
pelicula. A externa que é a membrana plasmatica e as duas internas sendo parte do
complexo da membrana interna (IMC). Toda essa estrutura da pelicula com os
elementos do citoesqueleto possibilita que o parasito possua a capacidade de
realizar um mecanismo de deslizamento (gliding) para que se locomova e penetre na
célula hospedeira, mesmo diante da auséncia de apéndices locomotores como:
cilios, flagelos ou pseudopodes (Attias et al., 2014; Attias & Souza, 2021; De Souza
et al., 2010).

As réptrias sdo organelas que tem como estrutura uma regido basal mais
ampliada onde é secretado as proteinas roptrias (ROPs), em conjunto com uma rede
central de formato esponjoso, com uma por¢cdo mais afilada, denominada como
pescoco da organela, onde é secretado as proteinas do pescoco das réptrias
(RONs). Taquizoitos tém em média de sete a 14 rdptrias. E circundada por uma

membrana, que contém proteinas basicas. As ROPs sdo produzidas no RE,
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atravessam o complexo de Golgi, sao liberadas na porgéo basal e séo secretadas no
citoplasma da célula hospedeira. Essas proteinas sdo encarregadas de liberar
contetdos de viruléncia durante os processos de invasédo (De Souza et al., 2010;
Attias et al., 2014).

Os granulos densos séo organelas arredondadas, que estdo presentes no corpo
do parasito. Sdo responsaveis por secretar os conteudos de viruléncia na fase
intracelular do ciclo. As proteinas dos granulos densos (GRAS) estdo presentes na
membrana do vacuolo parasitéforo (PVM) e na rede intravacuolar. Enquanto GRAS3,
GRA5, GRA7 e GRA8 sado englobadas a PVM, as GRA2, GRA4, e GRAG6
estabelecem um complexo que se comunicam com as membranas da rede
intravacuolar (De Souza et al., 2010; Attias et al., 2014).

Os granulos de amilopectina possuem uma forma oval com dimensdes que
variam de 180 nm a 250 nm, presentes em grande quantidade na forma infectante
bradizoitos e esporozoitas e exibem caracteristicas elétron-lucentes em preparacées
convencionais para visualizacdo em microscopia eletrénica de transmissédo. Esses
granulos sédo encontrados dispersos em todo o citoplasma ou agrupados e contém
uma composi¢do bioquimica semelhante ao do amido. E sugerido que essas
estruturas atuem como reserva de energia para as formas infectantes, que séo
conhecidas por sua capacidade de permanecerem viaveis por longos periodos
(Attias et al., 2014; Coppin et al., 2003).

O ciclo de vida complexo do parasito pode ser dividido em duas fases distintas:
assexuada ocorrendo em hospedeiros intermediarios, como animais vertebrados de
sangue quente (aves e mamiferos) e recentemente visto em animais de sangue frio
(ostras) e hospedeiros definitivos (da familia Felidae), sendo o gato o hospedeiro
definitivo mais comum; e fase sexuada ocorrendo no intestino dos hospedeiros
definitivos (Barbosa et al., 2014; Weiss & Kim, 2011). Dentro do intestino do gato
infectado, os bradizoitos atravessam os enterocitos do tecido epitelial intestinal,
posteriormente ocorre a replicacdo dos merozoitos e desenvolvimento de
gametocitos, levando a formacédo de oocistos que serdo eliminados nas fezes e
esporulados no meio ambiente dentro de 3-4 dias (Hunter & Sibley, 2012).

O oocisto esporulado pode ser ingerido por hospedeiros intermediarios de
consumo ou convivio humano (Hunter & Sibley, 2012). A transmissédo pode ocorrer
pela via horizontal através da ingestdo de oocistos ou cistos teciduais presentes em

alimentos ou agua contaminada; e pela via vertical através da placenta por onde
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taquizoito penetra como exposto na figura 2 (Barbosa et al., 2014; Weiss & Kim,

2011).
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Figura 2. Representacao esquemética do ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Processo de replicacédo

dos merozoitos dentro dos enterécitos do gato (fase sexuada) e liberagdo dos oocistos nao
esporulado pelas fezes felideos (1); Fusdo dos gametas e a formacao dos oocistos esporulados no
ambiente (2); A fase assexuada se sucede nos hospedeiros intermediarios e definitivos através
contaminacgdo de oocistos esporulados no ambiente e conversao em taquizoitos (3); os taquizoitos se
convertem em bradizoitos formando cistos (4); a contaminacdo de agua e alimentos pelos oocistos
esporulados no ambiente ou pela ingestao de cistos teciduais e transmisséo horizontal para os seres
humanos (5); transmissao vertical através da placenta da mée contaminada para o feto (6). Traduzido
de Hunter & Sibley (2012).

A forma infectante taquizoito € capaz de disseminar rapidamente pelo hospedeiro
vertebrado e ndo possui especificidade pela célula hospedeira, infectando diferentes
células nucleadas (Bierly et al., 2008; Courret et al.,, 2006; Aguirre et al., 2019).
Assim que ocorre o estabelecimento da infeccdo dentro da célula hospedeira, T.
gondii inicia um processo de divisdo por endodiogenia, de 6-8 horas (in vitro) e pode
gerar de 64 a 128 parasitos, essa divisdo é rapida pela capacidade do parasito em
romper as células e infectar outras células em um processo denominado de ciclo
litico (Goldman et al., 1958; Black & Boothroyd, 2000; De Souza et al., 2010).



T. gondii invade o epitélio intestinal, apds a ingestédo de cisto tecidual ou oocisto
esporulado, se espalha no organismo tornando-se sistémico e formando cistos no
tecido cerebral e muscular (Baneth et al., 2015). Durante o processo de invasao na
célula hospedeira, ocorre inicialmente através da adesdo inicial onde envolve o
reconhecimento de receptores de superficie na membrana da célula hospedeira.
Posteriormente, ocorre a adesdo apical onde € secretado o conteddo dos
micronemas que sdo chamados de MICs, sédo proteinas que auxilia na fixacao,
adesdo na membrana plasmatica da célula hospedeira e auxilia na formacdo da
juncado movel (Attias et al., 2014; Mercier et al., 2005; Butcher et al., 2011; Saeij et
al., 2007).

ApoOs a adesao, inicia-se a formacdo de uma juncdo movel entre as membranas
plasmaticas do parasito e da célula hospedeira. Durante 0 processo de invasao e
estabelecimento do parasito, ocorre associacdo da membrana plasmatica de T.
gondii com a célula hospedeira, formando uma estrutura conhecida como juncdo
movel, é criado um ambiente intracelular conhecido como vacuolo parasitoforo (VP),
onde o parasito obtém nutrientes, realiza sua replicacéo, fica protegido e secreta
proteinas (Attias & Souza, 2021; Attias et al.,2014; Mercier et al., 2005; Sibley,
2003).

A formacdo do VP é completada pela secrecdo de proteinas do pescoco de
roptria (RON2, RON4 e RONS5) conjuntamente com MIC AMALl gque auxilia na
formacdo da juncdo movel, possibilitando a entrada ativa do parasito na célula
hospedeira (Hunter & Sibley, 2012; Attias & Souza, 2021). No VP, T. gondii secreta
diferentes fatores de viruléncia via liberacdo do conteudo das organelas: réptrias
(ROP5, ROP16, ROP17 e ROP18) e granulos densos (GRA3, GRA5, GRA7, GRAS,
GRA9 e GRAL10) (Attias et al., 2014; Mercier et al., 2005). Essas proteinas migram
para dentro da célula hospedeira, tornando o VP metabolicamente ativo para o
crescimento do parasito e manipulando a sinalizacao celular do hospedeiro. Alguns
dos diferentes fatores de viruléncia secretados pelo parasito ficam dentro do VP,
outros na PVM e uns vao para o citosol e nucleo da célula hospedeira acionando
cascatas de sinalizacdo que alteram a transcricdo génica no nucleo (Hunter &
Sibley, 2012; Hakimi et al., 2017; Attias & Souza, 2021; Attias et al., 2014).

As cepas de T. gondii sdo classificadas classicamente de acordo com a
viruléncia e o genatipo, sendo do tipo | (RH), Il (ME-49) e Ill (VEG) (Howe & Sibley,
1995). Cada uma dessas cepas apresenta fenotipos distintos em camundongos,
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estando relacionado as proteinas sintetizadas pelo parasito, atribuindo a essas
cepas caracteristicas como: viruléncia, persisténcia e expressao de citocinas
(Jensen et al., 2011; Hunter & Sibley, 2012). A viruléncia das cepas para
camundongo envolve um conjunto de proteinas polimérficas, como as ROPs 5,16,17
e 18. Esse conjunto de proteinas tem a capacidade de neutralizar, por fosforilacao,
GTPases associadas a imunidade (IRGs) da célula hospedeira reduzindo sua
capacidade microbicida. As diferencas entre as cepas estdo relacionadas ao
polimorfismo dessas proteinas (Hunter & Sibley, 2012; Hakimi et al., 2017).

As cepas do tipo I, sdo consideradas de maior viruléncia, sédo letais para
camundongos; as do tipo Il, ttm uma viruléncia intermediaria, e as do tipo Ill sdo
consideradas avirulentas. A do tipo | e lll, expressam o complexo ROP16-18,
atribuindo maior capacidade de viruléncia. No entanto, a do tipo Il expressa niveis
baixos de ROP18, reduzindo a capacidade de fosforilar IRGs da célula hospedeira.
Somente a cepa do tipo | possui o complexo ROP 5,16,17,18 sendo capaz de
escapar dos sistemas microbicidas da célula hospedeira. A ROP 16 da cepa tipo I, é
capaz de ativar e sustentar o sinal de transcricdo STAT3 e STAT6 (transdutoras de
sinal e ativadores de transcrigdo). Esses transdutores diminuem a inducéo de IL-12,
uma citocina importante na resposta inflamatéria da célula hospedeira, aumentando
assim a carga parasitaria (Butcher et al., 2011; Saeij et al., 2007; Hunter & Sibley,
2012). ROP16 também induz a sintese de ARG1 (Hunter & Sibley, 2012).

2.3. Macrofagos

Os M@s sédo células do sistema imunolégico inato que estdo distribuidos em
diversos tecidos do corpo, sendo heterogéneos com diferentes fenétipos e funcdes
tecido-especificas (como manter a homeostasia tecidual, inflamacdo, defesa do
hospedeiro e reparo tecidual) (Wang et al., 2021; Heinrich et al., 2017). Essas
células respondem a diferentes estimulos em seu microambiente celular assumindo
perfis de ativacao distintos. O perfil MO tem funcéo tecido-especifica mantendo a
homeostasia com reduzida capacidade microbicida, possui componentes solaveis
que atuam sinergicamente em mudancas fisiolégicas teciduais, pela capacidade de
alteracdo no perfil de expresséo génica e a plasticidade fenotipica (Hunter & Sibley,
2012; Heinrich et al., 2017).

O perfil M1 é estimulado por citocinas pro-inflamatérias como IFN-y, TNF-a e IL-
18 e presengca de lipopolissacarideo (LPS); esses ativa diversos fatores

antimicrobianos, estimulam a sintese de reativos de oxigénio e nitrogénio (agentes
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microbicidas que limitam a replicacdo do parasito) e podem reduzir a infeccéo.
Produtos microbianos como: LPS que estdo presentes na parede de bactérias gram-
negativas, sédo reconhecidos pelos receptores Toll-like (TLR) (TLR2 e TLR4)
presentes na membrana celular dos M@s. Esses receptores sinalizam a sintese de
fatores pro-inflamatoérios como: IL-6, IL-12, fator de necrose tumoral (TNF) (cofator
na atividade microbiana). TNF-a, IL-1p3 e LPS, estimulam a expressao de iNOS nos
macrofagos, resultando em producéo de altos niveis NO, molécula microbicida que
controla a replicacdo parasitaria sendo um mecanismo essencial contra patdgenos
(Hunter & Sibley, 2012; Heinrich et al., 2017; Lavin et al., 2014; Yunna et al., 2020).

Macréfagos ativados M2 atuam no reparo tecidual, angiogénese,
imunorregulacdo e deposicdo de colageno. Possuem baixa capacidade microbicida
e sao estimulados com citocinas anti-inflamatérias como: IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B, e
outros ligantes como adenosina monofosfato ciclica (AMPc) como demonstrado na
figura 3 abaixo (Mills, 2012; Fouce et al., 2012). O perfil M2 é caracterizado pela
expressao de ARG1.

LPS
TNFa

IL-4/1L-13
IL-10
TGFp

Fenotipo M1
TNFa, iINOS®,

IL-1B. IL-2,1L-6,
IL-8,1L-12,1L-23
IFN, ROS, NO,
CXCL10, HLA-DR.

Fenotipo M2
IL-10, CCLS,
CCLY7,CCL18,
CCL22,CD20s,

Arg1* EGF,
CD163, MMP-9,
Fizz1,Ymil
PD-L1

Fenétipo M1 Fenétipo M2
Atividade bacteriana Reparo tecidual
Inflamagéo Remodelagao da matriz
Imunoestimulagéo Angiogénese
Imunossupressao
Atividade antitumoral Atividade pro - tumoral

Figura 3. Representacdo dos perfis de ativacdo de macréfagos M1 e M2 e suas funcdes
metabdlicas. Estimulos M1: LPS (lipopolissacarideo); TNFa (Fator de necrose tumoral alfa); IFNy
(Interferon-gama). Fatores de regulacdo de transcricdo M1: (IRF / STAT) (IRF3, IRF5, STAT1 e
STAT5); heterodimero do fator nuclear ativo kappa B (NFkB) (p50-p65); HIF1; miR127, miR155 e
miR223. Citocinas liberadas em macréfagos M1: (TNFa IL-183, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-23, IFNy);
Quimiocinas: (CXCL10); iNOS (6xido nitrico sintase); NO (6xido nitrico); HLA-DR (Receptor de
superficie celular de antigeno leucocitario humano). Estimulos M2: IL-4; IL-13; IL-10; TGFB (fator de
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crescimento transformador f3). Fatores de regulacdo de transcricdo M2: (IRF/STAT) (IRF4, STAT 3 e
STAT6); homodimero inibitério NFkB (p50-p50); HIF2. miR146a. Citocinas liberadas em macréfagos
M1: (IL-10); Quimiocinas: (CCL5, CCL17, CCL18, CCL22); outras proteinas (CD163, CD206, ARG1,
MMP-9, Fizz-1, Ym-1 e PD-L1).Traduzido de Genard e colaboradores (2017).

Visando compreender melhor o comportamento macrofagico diante de infeccoes,
como a causada pelo T. gondii, diferentes andlises sobre biologia dos Mds
sao realizadas por grupos de pesquisas utilizando diferentes linhagens de Md@s. Um
exemplo sdo M@s peritoneais, células de cultura priméria que nao possuem
modificacdo genética superiores como a linhagem imortalizada RAW 264.7 (Gordon
& Pluddemann 2017). Isso confere diferentes niveis de NO e atividade de ARGL1.
M@s peritoneais atuam na manutencdo da homeostase tecidual do peritonio,
controle de infec¢Bes e patologias inflamatorias (Okabe & Medzhitov 2014, Dahdah
et al., 2014, Davies et al., 2013).

Linhagens macrofagicas imortalizadas sdo induzidas em camundongos, com o
propdsito de pesquisar as fungbes dos M@s no sistema imunoldgico, a exemplo da
linhagem J774.A1 e a RAW 264.7 (Davies et al., 2013). M@s J774.A1 sdo derivados
de tumor ascitico de um camundongo BALB/c, sendo uma linhagem imortalizada
com caracteristicas semelhantes a RAW 264.7. A linhagem celular RAW 264.7 foi
obtida a partir da infecgdo de camundongo BALB/c com injegdo intraperitoneal do
leukemia virus. Dessa forma, M@ds RAW 264.7 tem a capacidade de proliferar em
cultura celular e manter caracteristicas fenotipicas semelhantes aos macrofagos
primarios e sdo amplamente utilizadas em estudos sobre resposta imune,
inflamacdo e infeccdo (Tangsudjai et al.,, 2010, Wu et al., 2018, Cabral et al.,
2018). Estudos do grupo com M@s J774.A1, RAW 264.7 e peritoneais observaram
que a atividade de ARG1 em M@s peritoneais é superior do que em RAW 264.7,
indicando um fenoétipo mais inflamatorio em RAW 264.7 e anti-inflamatorio em M@ds
peritoneais.

As cepas do tipo | e lll provocam em M@s um perfil de expressdo génica
relacionado com a ativacdo M2, auxiliando na permanéncia e crescimento de T.
gondii na célula hospedeira (Hunter & Sibley, 2012). A ativacdo M2 necessita em
grande parte da ROP 16. Jensen e colaboradores (2011) infectaram M@s com
diferentes cepas de T. gondii e observaram o aumento da atividade de ARG1 e
proliferagdo de T. gondii. Esses dados sugerem que T. gondii pode utilizar a via da

ARG1 para seu crescimento com o envolvimento da ROP16. O balango entre os
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perfis M1-M2 é fundamental para manter a homeostasia tecidual. No entanto, esse
paradigma € uma visdo geral de dois extremos de fendtipos, nesse processo ha
outras subpopulacdes (Yunna et al., 2020). T. gondii consegue modular M@s M1
para o ativados M2 através de diferentes mecanismos evasivos, sendo a inducdo da
secrecdo de TGF-B mostrada pelo grupo (Seabra et al., 2004).

2.4. Arginase 1

Arginase 1 (citosolica) € uma metaloenzima homotrimérica manganase binuclear
(Figura 4). Essa enzima participa do ciclo da ureia, catalisando a hidrélise de L-
arginina em L-ornitina e ureia. A L-arginina é um aminoacido semi-essencial, sendo
importante para a sintese de diversos metabdlitos importantes para a célula
(Gongalo et al., 2020; Morris et al.,1998).
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Figura 4. Estrutura quimica da arginase 1 Ash (2004).
ARG 1 catalisa a via metabdlica para a sintese e catabolismo da arginina (Wu &

Morris, 1998). Ocorrem diversas mudancas no metabolismo da arginina diante da
infeccdo por T. gondii, como respostas inflamatorias para a sintese de metabdlitos

inflamatorios como NO e anti-inflamatérias para producédo de poliaminas (Figura 5).
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Figura 5. Metabolismo da arginina e interagcdo entre enzima éxido nitrico sintase induzida e arginase

1, na infeccdo por Toxoplasma gondii. NO (6xido nitrico); INOS (6xido nitrico sintase); Nor-NOHA
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(inibidor de arginase); OAT (ornitina amino transferase); ODC (ornitina) descarboxilase); Spd Syn
(espermidina sintase); Spm Dyn (espermina sintase). Traduzido por lvanenkov & Chufarova (2014).

A porcéo binuclear de manganés na presenca das ligagcdes de hidrogénio
desempenha um papel importante na estabilizacdo e orientagdo do nucledfilo
catalitico, que € um ion hidroxila responsavel pela ligagdo com o metal. Quando
ocorre a didlise do Mna?* da ARG1 nativa ou quando os ligantes sdo substituidos
tanto no Mna?* quanto para Mng?* na ARG1, observa-se uma reducéo de até 20.000
vezes na taxa de catalise kcat por causa desestruturacdo da porgcdo metélica. Os
inibidores ideais de arginase sédo os que contém por¢cdes de N-hidroxi-guanidinio ou
acido boroénico que atuam na porcao binuclear de manganés (Christianson, 2005). A
inibicdo da sintese de ARG1 pode ocorrer através de inibidor especifico da via
enzimatica. Tenu e colaboradores (1999) descreveram a capacidade do Ng-hydroxy-
Nor-L-Arginine (Nor-NOHA) como inibidor seletivo da via de ARG1 inibindo a
hidrolise de L-arginina em L-ornitina em macréfagos murinos, sendo capaz de
interagir com a porcao (Mn')2 do sitio ativo, com a fungdo N-hidroxi-guanidino em
sua cadeia lateral.

A expressdo ARG1 é estimulada pelo T. gondii via liberacdo de fatores de
viruléncia, como a ROP 5,16,17 e 18 e GRA 5, 7, 8, 9 e 10 (Hunter & Sibley, 2012;
Morris et al.,1998; Hakimi et al., 2017). Os M@s alteram seu perfil de M1 para M2
induzido por IL-4 e IL-13, ativando vias de sinalizacdo dependentes de STAT3-
STAT6 que leva a inducdo de ARG1 na célula hospedeira. A infeccdo por T. gondii
induz a sintese de ARG1 e funciona em parte para suprimir a producdo de NO na
infeccdo intracelular (Li et al., 2012). As poliaminas sdo moléculas organicas que
regulam diversos processos celulares como: cicatrizagdo tecidual, replicagcdo do
DNA, traducdo de proteinas e proliferacdo celular, sendo fundamental na
manutencdo das células, incluindo o parasito intracelular (Pegg, 2009; Gongalo et
al., 2020). Sao moléculas essenciais para a proliferacéo e funcionalidade de todas
as células eucaribticas, sendo criticas para sobrevivéncia das células. A via ornitina
descarboxilase (ODC) catalisa a descarboxilacdo da L-ornitina, formando a primeira
poliamina, putrescina que é convertida em espermidina e espermina por enzimas

subsequentes dessa cascata, como visto na figura 5 (Cook et al., 2007).

Dados preliminares do grupo por imunofluorescéncia sugerem a associacdo da
ARG1 aos microtiubulos dos M@s. Os microtubulos sdo polimeros da proteina

tubulina (a- tubulina e B- tubulina) que fazem parte do citoesqueleto celular,
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responsavel pela manutencdo da célula, realizando processos mitéticos entre outros
processos celulares (Brown et al.,, 2014). Esses dados devem ser testados,
utilizando compostos que alteram a polimerizacdo ou a despolimerizacdo dos
microtUbulos, entre outras metodologias in vitro. Pouco se sabe como a ARG1 afeta
no desenvolvimento do parasito em M@Js e se a infeccdo modula a localizagao,

expressao e atividade dessa enzima.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar o papel de ARG1 em Mds RAW 264.7 em perfil MO e M2 infectados ou
nao por Toxoplasma gondii, cepa RH.

3.2. Objetivo Especifico

e Avaliar a atividade de ARG1 em M@s MO e M2;

e Avaliar as altera¢des na morfologia com ou sem inibidor de ARG1 de M@s MO
e M2 infectados e verificar o desenvolvimento do parasito;

e Avaliar as alteracbes na ultraestrutura da forma taquizoito de T. gondii
tratados ou ndao com inibidor de ARG1;

e Avaliar a expressdo de ARG1 em M@s MO e M2;

e Localizar ARG1 em M@s MO e M2 infectados e nédo infectados por T. gondii.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cultura e ativacdo macrofagos RAW 264.7

A linhagem RAW 264.7 de M@s murinos foram cultivados em garrafas de 25cm?
com Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma - 1152) suplementado com
10 % de soro fetal bovino (SFB, GBICO-12657029) a 37°C com atmosfera de 5 % de
COz2. Quando os M@s RAW 264.7 formaram monocamada celulares os M@s foram
soltos da garrafa de cultura mecanicamente. As células foram centrifugadas a 5009
por 10 min a 20°C, ressuspendidas em DMEM a temperatura ambiente, contadas
em camara de Neubauer e plaqueadas (5x10° células por poco) em placas de 24
pocos com laminulas de vidro por 2 h. Posteriormente as células RAW 264.7 foram
mantidas por 24 h em perfil MO sendo cultivadas com 400 pl de DMEM e 2 % de
SFB e 0,1 % de estreptomicina; para ativacdo M2 utilizamos diferentes
concentracbes de IL- 4 (1; 2,5; 5; 10; 25 ng/mL - recombinante de camundongo —

Peprotech, 212-14) e Br-AMPc (0,01; 0,02; 0,50; 1; 2,5; 12,5 mM - Sigma, B5386)
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em DMEM suplementado com 2 % de SFB na estufa a 37 °C com atmosfera de 5 %
de CO:a.

4.2.0btencao de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii cepa RH foi mantida através de passagens de 2-3 dias por
lavado peritoneal de camundongos suicos com 3-5 mL com Phosphate Buffered
Saline (PBS). A obtencédo dos taquizoitos foi realizada através de lavado peritoneal
onde foi centrifugado a 1000g por 10 min a 4°C, ressuspendidos em 1mL de DMEM
e contados em camara de Neubauer. Esse trabalho foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso Animal da UENF: protocolo nimero 514 (Modulacdo de macrofagos
peritoneais de camundongo infectados por Toxoplasma gondii: sistema microbicida
de 6xido nitrico, metabolismo e receptores de ativacdo e transporte de arginina,
aprovado em 10/2022).

4.3. Infeccao dos macroéfagos perfil MO e M2

Apos 24 h, os M@s foram infectados com T. gondii na proporc¢édo 1:1 a 37°C por 2
h. As células foram cultivadas em perfil MO e ativadas no perfil M2 com e sem Nor-
NOHA a 100uM nos tempos de 24 e 48 h na estufa a 37°C com atmosfera de 5 % de
COz2. ApGs o cultivo, as células foram coradas com Giemsa (item 4.4.).

4.4.Morfologia dos macrofagos

Macrofagos em distintas situacdes foram fixados com PBS contendo 4 % de
formaldeido, lavados com PBS e duas vezes com agua destilada, corados com
Giemsa (Sigma-Aldrich - P3288) na proporcao 1:10 por 5-10 min. Posteriormente, as
laminulas foram imersas na bateria de acetona — xilol: 1) 100 % acetona; 2) 70 %
acetona — 30 % xilol; 3) 30 % acetona — 70 % xilol; 4) 10 % acetona — 90 % de xilol;
5) 100 % xilol. Posteriormente, as laminas foram montadas colocando as laminulas
sobre gotas de Entellan. Apés secagem do Entellan, as células foram observadas
por microscopia optica de campo claro no microscépio Zeiss Axioplan, quantificadas
e imagens das laminulas de 2, 24 e 48 h foram capturadas em camera digital. O
indice de infeccdo foi obtido por contagem direta de 100 M@s por laminula,
avaliando a porcentagem de M@s infectados, nUmero médio de taquizoito por VP e
a multiplicacdo desses 2 valores gerou o indice de infecgao.

4.5.Atividade de ARG1

A atividade de ARGl de M@s M2 foi avaliada apds ativacdo em diferentes
concentracOes de ativadores, a partir da producéo de ureia de acordo com Corraliza
e colaboradores (1994). Para avaliar a atividade enzimatica da ARG1 M@ds RAW
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264.7 foram semeados na densidade de 5 x 10° células por poco em placas de 24
pocos, ativadas como ja descrito no item (4.1). Depois de 24 h as células foram
lisadas com tampéao de lise contendo 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 0.1% de Triton X-100,
inibidor de protease (Sigma-Aldrich, P8340), e incubado no Shaker (Cientec - 151) a
100g por 30 min em temperatura ambiente. Foi adicionado 10 pl da solugao
contendo 10 mM MnClz2 em 150 pl do lisado, e as amostras foram aquecidas a 56°C
por 15 min. Depois da ativacdo da ARG1, foi adicionado 0.5 M L-arginine (Sigma)
(pH 9.7), as amostras foram incubadas a 37°C por 40 min, a reacdo parada com a
adicdo de 50 pl de solugao contendo H2SOas, H3POs4 e H20 na proporcao 1:3:7,
respectivamente. A producéo de ureia foi revelada pela adicdo de solucdo contendo
9 % de a-isonitrosopropiophenone, aquecendo a amostra em 100°C por 40 min. A
amostra adquiriu coloracdo rosada e com a curva padrdo da ureia as amostras
foram lidas em leitor de microplacas em 540 nm (Molecular Devices).
4.6.Microscopia Eletrénica de Transmissé&o (MET)

Para avaliar a ultraestrutura do taquizoito os M@s RAW 264.7 foram semeados
em placa de 6 pocos na densidade de 2 x 10° células, ativadas e infectadas como ja
descrito nos itens (4.1, 4.2, 4.3). Os procedimentos para MET foram feitos de acordo
com o protocolo de Rocha e colaboradores (2023) com adaptagbes. As amostras
foram fixadas durante 2 h em solucdo contendo glutaraldeido a 2.5%, tampéo
cacodilato de sédio 0,2 M e paraformaldeido. Apés fixacdo, os M@s M2 infectados
com ou sem inibidor de ARG1 foram lavados duas vezes com tampao cacodilato de
sédio 0,1 M, por 10 min. A pos-fixacdo foi feita em solucdo de tetroxido de désmio
(Os04) a 1%, ferrocianeto de potassio 1,6% (KsFe (CN)s), em tampéo cacodilato de
sédio 0,1 M por 1 h, em ambiente protegido de luz. Posteriormente, M@s M2
infectados foram lavados trés vezes com cacodilato de sédio 0,1 M por 10 min. As
amostras foram desidratadas em diferentes concentragdes de acetona (30%-100%)
seguida de infiltracdo em resina epoxi. Em seguida, as amostras permaneceram por
48 h a temperatura de 60° C para a polimerizacédo. Secc¢des ultrafinas das amostras
foram obtidas e contrastadas em acetato de uranila e citrato de chumbo.
Posteriormente as amostras foram observadas e imagens foram obtidas em

Microscopio Eletronico de Transmisséao Jeol JEM-1400Plus.

15



4.7. Expresséao e Localizacdo de ARG1
4.7.1. Western Blotting

A expressdo da proteina de ARGL1 foi avaliada através da metodologia de
western blotting. As células foram semeadas em placas de 6 pocos (2 x 10°9),
ativadas como ja descrito no item (4.1). A concentracdo de proteinas total da
amostra foi avaliada através do kit de dosagem de proteinas BCA, de acordo com as
informacGes fornecidas pelo fabricante (Bio-Rad). Apés a dosagem, todas as
amostras foram ajustadas para a concentracdo de 2 ug/ul. Dessa forma, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel SDS/PAGE 10 %, que permite
visualizar proteinas de 35 a 38 kD como a ARG1. Cada poco recebeu um volume de
20 pl de amostra. As amostras correram por 90 min em voltagem constante de 80 v
por gel utilizando tampéao de corrida SDS-PAGE pH 8,3 (BioRad PowerPack 1000).
Posteriormente as proteinas foram transferidas do gel para uma membrana de
difluoreto de polivinilideno (PVDF) (Amersham Hybond) por 90 min a 60Ma
(PowerPac™ HC, Biorad). A eficacia da transferéncia foi observada através da
revelacdo das proteinas na membrana feita com o vermelho de Ponceau (0,1% (w/v)
Ponceau S, 5% &cido acético glacial, diluido em &gua destilada). Posteriormente,
realizou-se a incubacdo da membrana em solucdo de bloqueio (leite em poé
desnatado Molico a 5% diluido em TBS-T) por 2 h a fim de bloquear os sitios

inespecificos.

As membranas bloqueadas foram incubadas overnight com os anticorpos
primarios: anti-ARG1 de camundongo (Santa Cruz, SC - 271430) com a diluicdo de
1:300 ou 1:500 e com a —GAPDH de camundongo de 36kD (Sigma (Mai - 16757)
com diluicdo 1:1000 diluidos em solucdo de bloqueio. GADPH (mouse) foi utilizado
como padréo de carregamento de proteina. Posteriormente a membrana foi lavada
com TBS-T e incubada por 60 minutos com os anticorpos secundarios: IRDye 800
CW a-goat (Li-cor 926-32214) com diluicdo 1:20.000; IRDye 680 LT a- goat (Li-cor
926-68024) com diluicao 1:20.000; IRDye 680 LT a- mouse (Li-cor 926-68020) com
diluicdo 1:20.000 e IRDye 800 CW a-rabbit (Li-cor 926-68021) com diluicdo
1:20.000. Apo6s a incubacdo, a membrana foi lavada com TBS-T para posterior
revelacdo em sistema Odyssey Licor. Apos a revelacdo, as imagens foram obtidas
no Software Li-cor e analisadas no software FlIJI (Image J) para analise de

densidade o6ptica das bandas.
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4.7.2. Imunofluorescéncia

Laminulas com M@s MO e ativados M2 foram fixados com formaldeido 4% em
PBS apos 24 h de cultivo. As células foram incubadas por 30 min com PBS
contendo 100 mM de NH4ClI. As células foram tratadas com 0,5% de Triton X-100
em PBS por 15 min e lavadas duas vezes com PBS-BSA (1,5%). As células foram
incubadas com anticorpo anti-ARG1 de camundongo (Santa Cruz, SC-271430)
diluido 1:100 em PBS-BSA por 1 h, lavadas com PBS-BSA e incubada com
anticorpo secundario Alexa Flour 488 rabbit anti-mouse na propor¢do 1:200 em 1,5
% de PBS-BSA, por 1 h ao abrigo da luz (Seabra et al., 2002). Posteriormente foram
visualizados pelo microscopio de fluorescéncia pelo programa Axiovision.

4.8.Analise Estatistica

Com o intuito de detectar diferengas entre o grupo de M@ MO e M2 infectado ou
nao por T. gondii, avaliamos através do teste ANOVA One-way, em seguida pelo
pés- teste Tukey e pelo teste t. Foram calculados médias e desvio padrdo dos
experimentos realizados com GraphPad Software Prism 5.0, com P < 0,05 para

verificar a significancia.

5. RESULTADOS

5.1.Atividade de ARG1 com diferentes concentracdes de ativadores

Objetivando gerar M@s RAW 264.7 no ativado M2 com o maximo de atividade de
ARG1, foram realizados ensaios enzimaticos da atividade de ARG1 apos 24 h de
ativacdo com BrAMPc e IL-4 em diferentes concentracdes. Nesses ensaios foi
possivel verificar a atividade méaxima de ARG1 com 1 mM BrAMPc e 5 ng/mL de IL-4
(Figura 6).
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Figura 6. Diferentes atividades de arginase 1 de macréfagos MO (residente) e M2 (nmol urea.ug ptn-
110min') apds ativagdo com diferentes concentragbes de 8-Bromoadenosine 3":5-cyclic
monophosphate (BrAMPCc) e Interleucina—4 (IL-4) por 24h. Foi realizado o calculo de Média e Desvio

padrdo dos experimentos.

5.2.Microscopia 6ptica de campo claro

Apoés determinar a ativacdo que gerou o maximo de atividade de ARG1 em Mds
RAW 264.7 M2, foram realizados ensaios de infeccdo com T. gondii nesses Mds
para verificar o desenvolvimento do parasito. Apés 2, 24 e 48 h de infeccéo
utilizando a atividade maxima de M@ M2, tanto os M@s MO como os M2 infectados
com T. gondii apresentaram quantidade similar de taquizoitos nos VPs (Figura 7 A e
B).

M@s MO apresentaram taquizoitos dentro do VP, sendo possivel visualizar a sua
multiplicacdo (Figura 7 C). Entretanto, M@s MO tratados com inibidor de ARG1
apresentaram menos taquizoitos por VP, em 24 h (Figura 7 E). O mesmo padrdo se
repetiu para M@s M2 sem e com inibidor de ARG1 em 24 h (Figura 7 D e F),
respectivamente. Observou-se reducao da divisdo de taquizoitos quando inibidor de
ARG1 foi utilizado.

Macrofagos MO apresentaram em 48 h a formacgédo de rosaceas dentro do VP
(Figura 7 G). M@s M2 apresentaram a formacédo de grande rosacea (Figura 7 H).
Tanto em M@s MO e M2, ha uma reducéo de taquizoitos por VP com a utiliza¢c&do do

inibidor de ARG1 (Figura 7 | e J), respectivamente.
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Figura 7. Microscopia oOptica de campo claro de macréfagos (M@s) RAW 264.7, MO e ativados M2
infectados por Toxoplasma gondii, cepa RH, por 2, 24 e 48 horas, tratados ou ndao com Nor-NOHA
(inibidor de ARG1 - 100uM) corados com Giemsa. M@s MO infectados por 2 h, taquizoitos podem ser
visualizados (A) (seta). M@s ativados M2 infectados por 2 h, taquizoitos podem ser visualizados (B)
(seta). M@s MO e ativados M2 infectados por 24 h, taquizoitos podem ser visualizados (C e D)
(setas). M@s MO e ativados M2 infectados e tratados com inibidor de ARG1 por 24 h, taquizoitos
podem ser visualizados (E e F) (setas). M@s MO e ativados M2 infectados por 48 h, taquizoitos
podem ser visualizados formando roséacea (G e H) (setas). M@s MO e ativados M2 infectados tratados
com inibidor de ARGL1 por 48 h, taquizoitos podem ser visualizados, com formagdo de rosacea

menores (I e J) (setas), respectivamente. Barra =10um.

19



5.3.Avaliacdo do crescimento de Toxoplasma gondii em macréfagos RAW
264.7 MO e M2
Apdés 2 h de infeccdo M@s MO e M2 apresentaram valores similares de
porcentagem de M@s infectados com T. gondii (% INF) (Figura 8 A), nimero médio
de taquizoito por vacuolo parasitéforo (numero médio taqui/ VP) (Figura 8 B) e indice
de infec¢ao (Figura 8 C).

Numero médio

A %INF taquil VP
301 B
ns 2.0 ns

204 1.5 ———
ﬁ & 1.01

104
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0 T T 0.0 T

indice de Infecgédo
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Figura 8. Desenvolvimento de Toxoplasma gondii em macréfagos (M@s) RAW 264.7 MO e ativados
M2 infectados por 2 h. M@s foram contados e calculado a porcentagem de M@s infectados com
Toxoplasma gondii (% INF - A), nimero médio de taquizoito por vacuolo parasitéforo (niUmero médio
taqui/ VP - B) e indice de infeccdo (indice de infeccdo taqui/VP - C). Contagem de 100 M@s por
laminula para calculo de Média e Desvio padréo de 3 experimentos diferentes em quadruplicada. NS=

nao significativo, pelo Unpaired t test.

Macroéfagos infectados com T. gondii no perfil MO e ativados M2 tratados ou

nao com inibidor de ARG1 em 24 e 48 h foram quantificados. A porcentagem de
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M@s infectados com T. gondii, em MO e M2, apresentou redugédo quando tratados
em 24 h; no entanto, em 48 h valores foram similares (Figura 9 A e B). O niamero
médio de taquizoitos por VP em M@s MO ndo demonstrou diferengca com e sem
inibidor em 24 e 48 h (Figura 9 C). Entretanto, no M@s M2 detectamos diminui¢éo do
crescimento de taquizoitos por VP, com a utilizacao de inibidor de ARG1 em 24 e 48
h (Figura 9 D). O indice de infeccdo em M@s MO ndo apresentou diferenca nos
tempos de 24 e 48 h (Figura 9 E). No M@s M2 houve diminuicdo do indice de

infeccdo com o tratamento com o inibidor em 24 e 48 h (Figura 9 F).
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Figura 9. Desenvolvimento de Toxoplasma gondii em macréfagos (M@s) RAW 264.7 MO e ativados
M2 infectados por 24 h e 48 h. M@s foram contados e calculado a porcentagem de M@s infectados
com Toxoplasma gondii (% INF — A e B), numero médio de taquizoito por vacuolo parasitéforo
(nimero médio taqui/ VP — C e D) e indice de infec¢do (indice de infeccao taqui/VP — E e F).
Contagem de 100 M@s por laminula para calculo de Média e Desvio padrdo de 3 experimentos

diferentes em duplicata. **p < 0,01; *p < 0,05; ns= n&o significativo, pelo teste One-Way ANOVA com
pos-teste de Tukey.
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5.4.Avaliacéo Ultraestrutural (MET)

Foi observado nos M@ds M2 sem e com inibidor respectivamente, que o0s
taquizoitos dentro do VP apresentaram um padrdo de encistamento com o
surgimento de granulos de amilopectina (Figura 10 A e B). Nota-se o aparecimento
de cleft de membrana nos M@s M2 sem e com inibidor de ARG 1, respectivamente
(Figura 10 C e D). M@s M2 sem inibidor apresentaram o complexo intramembranar
da rede intravacuolar integro e homogéneo (Figura 10 E). No entanto, M@s M2 com
inibidor apresentaram destruicdo do complexo intramembranar da rede intravacuolar
(Figura 10 F).
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Figura 10. Microscopia eletronica de transmisséo de macrofagos (M@s) RAW 264.7 ativados M2 por
24 h, tratados ou ndo com Nor-NOHA (inibidor de ARG1). M@s M2 ndo tratados com inibidor de
ARG1 (A, C e E) cultivados por 24 h. M@ds M2 tratados com Nor-NOHA (100uM) (B, D e F) por 24 h.
Nota-se em M@s M2 com e sem inibidor um padrdo de encistamento (aparecimento de granulos de
amilopectina, setas em A e B) e cleft de membrana (setas em C e D). Rede intravacuolar integra em
Mds M2 sem inibidor (seta em E) em relagdo a rede intravacuolar degradada do M@s M2 com

inibidor (seta em F). Barras: 200 nm, 500 nm, 2 um.
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5.5.Avaliacdo da expressdo de ARG1 em macréfagos RAW 264.7 MO e M2

Para investigar se as diferencas nos niveis de atividade sdo devidas a distinta
expressdo de ARG1, os niveis de proteina foram avaliados por Western blotting. A
andlise de Western blotting indica maior expressdo de ARG 1 em M@s M2 em
relacdo a Mds MO (Figura 11 A e B).
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Figura 11. Western blotting da expressdo de ARG1 de macréfagos (M@s) RAW 264.7 MO e ativados
M2. A expressdo de ARG1 é maior em M@s M2; GAPDH é o controle de carregamento (A).
Quantificacdo pela técnica de Western blotting da expressdo de ARG1 de M@s MO e ativado M2 (B).
Média e desvio padréo de 3 experimentos diferentes. **p < 0,01, pelo Unpaired t test.

5.6. Avaliacdo da localizacdo de ARG1 em macréfagos RAW 264.7 MO e M2
Para avaliar a localizagdo de ARGL1 foi realizado marcagcbes da enzima por
imunofluorescéncia em M@s MO e ativados M2 em 24 h. Entretanto, ndo obtivemos

marcagdes com a concentracdo de anticorpo primario anti-ARG1 utilizado.
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6. DISCUSSAO

Toxoplasma gondii € capaz de modular positivamente M@s M1 para M2, através
da liberacdo de fatores de viruléncia (Jensen et al.,, 2011). Essa mudanca
macrofagica fenotipica pode ser benéfica para T. gondii, pois ha a expressao de
ARG1 e consequente aumento de poliaminas que podem auxiliam no processo de
endodiogenia e sobrevivéncia do parasito dentro da célula (Jensen et al., 2011,
Cook et al., 2007; De Souza et al., 2010). Para entender melhor se o aumento da
expressdo de ARG1 causada pela infeccdo do parasito altera a sobrevivéncia e
permanéncia no M@ analisamos a progressdao da atividade de ARG1 com
concentracfes crescentes de BrAMPc e IL-4, na qual foi verificado a concentracao
maxima em 1 mM BrAMPc e 5 ng/mL de IL-4. Avaliamos o desenvolvimento de T.
gondii em 2 h e ndo houve diferenca de infeccdo de MO para M2. No entanto, em 24
h e 48 h houve reducgédo de T. gondii no VP com a utiliza¢@o do inibidor especifico de
ARGL1. Foi analisada a ultraestrutura de T. gondii em M@s M2 tratado e nao tratado
com inibidor de ARG1, sendo possivel notar alteracéo ultraestrutural no parasito em
M@s M2 com e sem inibidor de ARG1. Observamos por western blotting que nos
M@s M2 ha uma expressao superior de ARG1 em relacdo a MO. A marcacao por
imunofluorescéncia para ARG1 nao funcionou com a concentracdo de anticorpo
testado. Por fim, vimos que a ARG influencia positivamente o desenvolvimento e

manutencdo T. gondii intracelularmente.

Foi utilizado concentragdes crescentes de BrAMPc e IL-4 em M@s ativados M2.
Morris e colaboradores (1998) descreveram a capacidade do BrAMPc de induzir a
expressdo de mRNA de ARG1 na linhagem RAW 264.7. Ademais, a IL-4 induz
ligacdo dos fatores de transcricdo STAT6 e C/EBPb ao promotor da arginase 1 em
M@s RAW 264.7. A combinacdo de BrAMPc e IL-4 exdgeno, induzem fortemente e
sinergicamente a ligacdo de STAT6 e C/EBPb ao promotor da arginase 1; o BrAMPc
atua nesse contexto amplificando o sinal de IL-4 (Morris et al., 1998; Sheldon et al.,
2013). Nos ensaios enzimaticos foi possivel observar aumento exponencial, a
medida que aumentamos as concentragfes dos ativadores. Observamos também o
inicio do ponto maximo de producéao enzimatica, na qual houve pouca oscilacdo da
atividade de ARG1 a partir de 0,50 mM BrAMPc e 1 ng/mL de IL-4 até 2,5 mM
BrAMPc e 10 ng/mL de IL-4. Esses dados, confirmam o que Sheldon e

colaboradores (2013) descreveram da atuacao sinérgica do BrAMPc diante de IL-4,
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pois foi visto que & medida que aumentamos a concentracdo de BrAMPc, o M@
apresentou maior ativacdo M2 e consequente expressao de ARG1l. Com esses
resultados, foi definido a concentracdo de 1 mM BrAMPc e 5 ng/mL de IL-4, como
ideal para a ativacdo de M@s M2 com alta atividade de ARG1 e uso subsequente
para testes de desenvolvimento de T. gondii. Os M@s MO apresentaram baixa
atividade de ARG1 confirmando a literatura (Gomez Perdiguero et al., 2015; Sorokin
et al., 1992). Portanto, estabelecemos as concentragbes de ativadores para obter
M@s M2 com alta atividade de ARG1 para comparar o desenvolvimento de T. gondii
com Md@s MO.

Toxoplasma gondii consegue induzir a expressao de ARG1 em Md@s infectados,
por meio da fosforilacdo de STAT3 e STAT6, sendo um mecanismo de evasdo da
resposta inflamatéria da célula (Butcher et al., 2011). No entanto, o efeito direto de
ARG1 no desenvolvimento de T. gondii é desconhecido. Para tal, infectamos Mds
MO e M2 com T. gondii e avaliamos a porcentagem de infeccdo, nUmero médio de
taquizoito por VP e indice de infeccdo em 2 h. Nesse periodo, nao foi visto diferenca
no desenvolvimento e crescimento de T. gondii nos M@s MO e M2 (Figura 8 A, B e
C). Isso pode ser explicado, pois o processo de divisdo de T. gondii dentro do VP
inicia-se entre 6-8 horas (in vitro) (Goldman et al., 1958). Em 2 h, T. gondii penetra
se estabelece dentro da célula hospedeira e inicia-se o processo de divisdo que vai
gerar o ciclo litico (Black & Boothroyd, 2000; Carruthers & Boothroyd, 2007).

Analisamos o desenvolvimento de T. gondii com a utilizagdo do inibidor de ARG1
em M@s MO e M2. Em 24h, obtivemos em ambos os M@s um decréscimo no
ndamero de células infectadas com a utilizagdo do inibidor, ja em 48 h ndo houve
diferenca na porcentagem de M@s infectados (Figura 9 A e B). Em 24 e 48h, foi
observado também em M@s M2 uma reducdo de taquizoito por VP e do indice de
infeccdo utilizando o inibidor (Figura 9 D e F). Com uso do inibidor foi possivel
visualizar a diminui¢cdo no tamanho das rosaceas, formato caracteristico de T. gondii
replicado num ambiente de alta infeccdo (Figura 7 | e J). Zhang e colaboradores
(2023), observaram que tratando células HSCs com Nor-NOHA e arginina, houve
reducdo na proliferacdo de células HSCs, demonstrando possivelmente a
capacidade desse inibidor em atuar na cascata das poliaminas. Com esses dados,
acreditamos que a ARG1 é decisoria ha manutencdo e infeccdo de novas células

por T. gondii. No entanto, a ARG1 néo é a Unica proteina a ser implicada, ha outras
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vias que podem ser importantes nesse processo. Cook e colaboradores (2007)
descreveram a necessidade das poliaminas sintetizadas pela célula hospedeira para
0 crescimento de T. gondii. Seabra e colaboradores (2004) relataram que a via da
ODC é importante para o desenvolvimento de T. gondii, pois com o uso do inibidor
especifico da via da ODC, o indice de infeccdo de T. gondii foi reduzido. Dessa
forma, nossos resultados sugerem que ARG1 de M@s M2 possivelmente possui um
papel essencial no crescimento, desenvolvimento e permanéncia de T. gondii

intracelularmente.

Foi realizada a avaliagéo ultraestrutural de M@s M2 infectados com T. gondii sem
ou com tratamento do Nor-NOHA em 24 h. Foi possivel observar o surgimento de
granulos de amilopectina o que é caracteristico da conversédo do estagio taquizoito
para bradizoito (Figura 10 A e B) (Attias et al., 2014). Portes e colaboradores (2018)
descreveram o efeito citostatico de um metalocomplexo e sulfadiazina (SDZ) no
crescimento de T. gondii, causando 0 processo de encistamento com o
aparecimento de granulos de amilopectina. O mesmo pode ser observado com a
utilizacado de Nor-NOHA no nosso estudo. No entanto, surpreendentemente em Mds
M2 néo tratados foi visto a mesma caracteristica de surgimento de cistos teciduais.
Isso possivelmente pode ser explicado, pois 0 processo de conversdo em bradizoito
€ um mecanismo de sobrevivéncia de T. gondii induzido por estresse, envolvendo
diversos fatores como: oscilagbes de temperatura, mudanca de pH, diminuicdo de
nutrientes e resposta pro-inflamatéria (Weiss et al., 1995; Djurkovic-Djakovic et al.,
2005; Eaton et al., 2006). Isso sugere que os M@s M2 possam ter gerado um
estresse celular como alteracdo de pH da célula ou consumo de arginina. Outro
ponto, a ser considerado é que possivelmente com aumento enzimatico e liberacéo
de poliaminas, houve um crescimento exacerbado de T. gondii e a0 mesmo tempo
possa ser que a célula ndo possui condicdes energéticas e nutritivas suficientes para

a manutencao de T. gondii, levando estrategicamente a sua convencao de estagio.

No M@s M2 sem e com tratamento foi visto cleft de membrana possivelmente no
RE (Figura 10 C e D). O RE tem como principal funcdo a sintese e transporte de
proteinas, metabolismo de carboidratos e armazenamento de célcio (Schwarze &
Blower, 2016). A PVM de T. gondii, tem a capacidade de comunicar com organelas
da célula hospedeira, como as mitocondrias e 0 RE (De Souza, 2005). Essa

associacdo permite a passagem de fosfolipideos que podem aumentar o PV,
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auxiliando no processo de endodiogenia de T. gondii (Sinai & Joiner, 2001; Martin et
al., 2007). E provavel que o cleft de membrana tenha ocorrido devido ao estresse do
RE, diante do aumento enzimatico em conjunto com a infec¢cdo. Ocorrendo assim a
destruicdo do limen do RE, prejudicando o processamento, transporte de proteinas
e 0 metabolismo de célcio. Esse estresse pode ocorrer devido a diminuicdo
energeética e nutricional da célula, mutagbes genéticas, utilizacdo de farmacos ou
infeccdo (Cui et al.,, 2023; Marciniak et al., 2022). Portanto, os resultados
apresentados aqui sugerem que M@s M2 podem gerar estresse em T. gondii. No

entanto, essa possibilidade necessita de novos estudos.

Foi possivel notar em M@s M2 nado tratados com Nor-NOHA uma rede
intravacuolar integra no VP, em relacdo ao tratado no qual essa rede estava
destruida (Figura 10 E e F). A rede intravacuolar é composta por nanotubos lipidicos
provenientes da célula hospedeira que se associam as proteinas efetoras presentes
na PVM de T. gondii, formando poros que permitem a passagem de solutos e
moléculas de até 1300Da do citoplasma da célula hospedeira para o VP, sendo
essencial para o metabolismo e manutencdo de T. gondii (Zhao et al.,, 2023; De
Souza et al., 2010; Schwab et al., 1994). E possivel que o tratamento com inibidor
aja causando um desequilibrio da associacdo do citoplasma com o VP,
provavelmente impedindo a passagem de moléculas como as poliaminas. Portes e
colaboradores (2018) observaram que no tratamento com SDZ em células LLC-MK2
infectadas com T. gondii, ocasionou o desequilibrio e ruptura da rede intravacuolar.
Com isso, podemos concluir que com o uso de Nor-NOHA possivelmente reduziu
metabdlitos e moléculas essenciais para a manutencdo de T. gondii. O tratamento
pode ter levado ao estresse oxidativo celular, que levou a alteragdo da morfologia
celular do parasito, e consequentemente a destruicdo da rede intravacuolar no VP.

Observamos por western blotting que M@s M2 com alta atividade de ARGl
apresentam intima ligacdo com maior expressao de ARG1 em relacdo aos Mds MO
(Figura 11 A e B). M@s M2 sdo comumente ativados por fatores anti-inflamatérios
como a IL-4. Liu e colaboradores (2021) descreveram a ARG1 e CD206 (receptor 1
de manose) como marcadores de M@s M2. Analisaram por western blotting e qPCR
M@s RAW 264.7 tratados com IL-4, mostrando o aumento da expressao de ARG,
CD206 e STAT®6. Indicando que a fosforilagdo de STAT6 esteja ligada a ativacdo de

M@s M2 induzida pela IL-4. Sendo assim, com a alta atividade de ARG1 proveniente

29



pela adicdo de IL-4 e BrAMPc exdgeno, h& provavelmente uma maior fosforilagdo de
STATG6 levando a maior expressao de ARG1 em M@s M2, como observamos nos
ensaios por western blotting.

A localizacdo de ARG1, foi avaliada atraves de marcagbes de
imunofluorescéncia em M@s MO e ativados M2 em 24 h. Surpreendentemente,
obtivemos resultado negativo. Nao observamos marcag¢des com o uso da diluicdo de
1:100 de anticorpo primario anti-ARG1. Acreditamos que € necessario utilizar uma
concentracdo maior para as marcagoes para imunofluorescéncia de ARG1, pois no
western blotting conseguimos marcacées melhores com a uma diluicdo maior
(1:300) de anticorpo primario anti-ARG1 ao invés de 1:500 que testamos. N0OSS0S
estudos serdo realizados para se tentar localizar a ARG1 nos M@ds MO e M2

infectados com o parasito.

7. CONCLUSAO

Ao utilizar concentragdes crescentes de BrAMPc e IL-4, houve ativacdo de MJs
M2 com alta atividade e expressdo de ARG1. O estudo da interacdo M@/parasito
mostrou decréscimo no desenvolvimento de taquizoitos de T. gondii apoés inibicdo de
ARG1 com Nor-NOHA indicando que a ARG1 modula positivamente o crescimento e
manutencgao de T. gondii.

Ao analisar a ultraestrutura do parasito em M@s M2 com e sem inibidor de ARG1,
foi possivel visualizar que essa relacdo pode ocasionar alteracbes na morfologia
celular, e no tratado com inibidor de ARG1 pode levar a ruptura da rede
intramembranar. Isso sugere que M@s M2 podem gerar estresse em T. gondii,
levando a conversdo de taquizoito em bradizoito. Entretanto é necessario a
continuidade das andlises da interacdo M@ M2 e T. gondii para melhor entender

esse paradigma.
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