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RESUMO

O macréfago peritoneal de camundongo quando ativado com LPS e IFN-y
produz NO, um agente microbicida. Esta reacdo tem arginina como substrato
produzindo NO e citrulina e é catalisada pela INOS. No entanto, tem sido demonstrado
gue a producédo de NO ¢ inibida pela infeccao de Toxoplasma gondii, agente causador
da toxoplasmose. Esta inibicdo € causada pelo desaparecimento da iINOS. Trés vias
de degradacdo da iNOS foram descritas, através da acdo de: 1) proteossomo, 2)
calpaina, ou 3) lisossomo. O objetivo deste trabalho foi de identificar a via de
degradacédo da iINOS apés a infec¢cdo de macréfagos ativados por T. gondii. Para tal a
linhagem de macréfagos J774-Al foi cultivada em garrafas com meio de cultura
DMEM suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB). Toxoplasma gondii, cepa
RH, foi mantido por passagens, na cavidade peritoneal de camundongos Swiss. Para
as infec¢des, macréfagos foram plagueados sobre laminulas em placas de 24 pogos
ou placas de Petri com DMEM com 5% de SFB e ativados com LPS e IFN-y 24h antes
das interacbes. Os macrofagos foram tratados com lactocistina (inibidor do
proteossomo); com calpeptina (inibidor da calpaina); ou com concanamicina A (inibidor
de lisossomo) por 1h apdés o plagueamento e a interacdo foi realizada com 10
parasitas por macréfago. As células e o sobrenadante da cultura foram coletados 2, 6
e 24h apés a infeccdo para a dosagem de NO através da técnica de Griess e
expressdo de iINOS por imunofluorescéncia e western blotting. Macrofagos infectados
tratados com lactocistina (via de degradacdo pelo proteossomo inativada)
apresentaram expressdo da enzima INOS no citoplasma maior que macréfagos
infectados né&o tratados, e a iINOS foi ubiquitinada antes de sua degradagdo nesses
macréfagos infectados. Macréfagos infectados tratados com calpeptina (via das
calpainas inativada) e concanamicina A (via do lisossomo inativada) produzem menos
NO que macrofagos nédo infectados, assim como os infectados nédo tratados. Ha
formacdo de agrossomo de INOS em macrofagos infectados e tratados com
lactocisitina. Conclui-se que o mecanismo de degradacdo da iINOS em macréfagos
infectados por T. gondii é pela via do proteossomo.

Palavras chaves: Macrofago, Toxoplasma gondii, Oxido Nitrico Sintase

Induzida, Proteossomo, Calpaina, Lisossomo.
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ABSTRACT

Activated macrophages produce nitric oxide (NO), which is a microbicidal
agent. This production is catalyzed by inducible NO synthase (iNOS), which
uses arginine as substrate producing NO and citruline. It has been
demonstrated that NO production is inhibited by Toxoplasma gondii infection,
the agent of toxoplasmosis. This escape mechanism is directly related with
parasite active invasion. This inhibition is caused by INOS disappearance of
only infected macrophages. Three main iINOS degradation pathways have been
described: the proteasome, the calpain and the lysosome pathway. This work
aims the identification of the INOS degradation pathway caused by T. gondii
infection of activated macrophages. For this, J774-A1 macrophage cell line was
cultured with Dulbecco's modified Eagle medium supplemented with 5 % fetal
bovine serum. Toxoplasma gondii (RH strain) was maintained by peritoneal
passages in Swiss mice. Macrophages were activated with lipopolysaccharide
and Interferon-gamma for 24h, treated with lactacystine B lactone (proteasome
inhibitor), calpeptine (calpain inhibitor), or concanamicin A (lysosome inhibitor)
and infected with the parasite. Cells on coverslips and supernatant were
collected after 2, 6 and 24h to assay INOS expression by immunofluorescence
and western blotting and NO production by the Griess reagent. INOS was not
visualized in macrophages infected with T. gondii. Macrophages treated with
lactacystine infected with T. gondii showed INOS expression. However,
calpeptin and concanamicin A treatments could not revert NO inhibition. There
is INOS agrosome formation at infected macrophages treated with
lactacystim.These results indicate that T. gondii infection activates the
proteasome pathway degrading iNOS.

Keywords: inducible Nitric Oxide Synthase, Toxoplasma gondii, macrophage,

lysosome, calpain, proteasome.



1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € o agente da toxoplasmose, uma doenca
disseminada em todo o mundo (Petersen, 2007). Macréfagos ativados
classicamente controlam T. gondii pela producéo de oxido nitrico (NO) (Adams
et al.,, 1990). Este agente microbicida € produzido pela NO sintase induzida
(INOS) (Kone et al., 2003). No entanto, tem sido descrito que a infecgéo de T.
gondii causa inibicdo da producdo de NO em macréfagos de camundongos
(DaMatta et al., 2000; Seabra et al., 2002, 2004, Santos et al., 2011) ou em
linhagens de células de galinha (Guilhermo et al., 1998). A inibicdo da
producdo de NO causada pela infec¢ao por T. gondii ocorre porque a iINOS é
degradada (Guilhermo et al., 1998; Seabra et al., 2002, 2004). iINOS é
naturalmente regulada por trés possiveis vias de degradacdo: proteossomo
(Kone et al., 2003; Musial et al., 2001), calpaina (Kone et al., 2003; Walker et
al., 1997) e lisossomo (Musial et al., 2001). O objetivo deste trabalho foi
determinar se essas trés vias estdo envolvidas na degradacao da iNOS depois
da infeccdo por T. gondii. N6s mostramos que a inibicdo da via do proteossomo
por lactocistina ndo permite a degradacao da iINOS apds infeccdo por T. gondii

em macroéfagos J774A1 ativados.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1iINOS
2.1.1 Estrutura e funcao

Oxido nitrico sintase (NOS) é uma enzima que catalisa reacdes de
producdo do gas NO (Figura 1), um radical livre que tem capacidade de se
difundir através de membranas biolégicas, sendo um sinalizador molecular e
agente microbicida (Adams et al., 1990). NO foi identificado e descrito em 1989
e a importancia do seu estudo foi reconhecida em 1998 com o prémio Nobel
para pesquisadores que o descobriram como mediador biologico (Knowles &
Moncada, 1994).
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Figura 1: Sintese de 6xido nitrico (NO) pela 6xido nitrico sintase (NOS). NOS produz NO e
L-citrulina a partir do aminoacido L-arginina e a rea¢do tem como intermediario N-hidroxi-L-

arginina. Fonte: Sempombe et al. (2011).

Existem trés principais isoformas de NOS em mamiferos que
apresentam 51 a 57% de similaridade com as isoformas humanas (Alderton et
al., 2001): NOS neuronal (nNNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS induzida
(INOS). A eNOS e a nNOS sédo constitutivas. iINOS, também conhecida como
tipo II, NOS 1l e NOS 2, é uma enzima expressa em situa¢des pro-inflamatoérias
gerando grandes quantidades de NO que funciona como agente microbicida
contra patdgenos (Adams et al., 1990) . No entanto, o0 NO produzido pode
causar destruicdo tecidual gerando doencas inflamatorias (Pandit et al., 2009).
Ademais, alguns protozodrios patogénicos sdo adaptados ao sistema
imunolégico de vertebrados e conseguem burlar esse sistema microbicida
reduzindo a expressao da INOS (Seabra et al., 2002; Guillermo & DaMatta,
2004; DaMatta et al., 2007). Portanto, saber como a iINOS é regulada pelo
controle de sua estrutura e sintese catalitica, transcricdo, degradacdo e
moléculas inibidoras é importante para entender sua funcdo na resposta
imunoldgica, mecanismo de evasao de patégenos, e fundamental para a busca
de novas terapias para doencas inflamatorias infecciosas ou nao.

A INOS foi originalmente purificada e clonada de macrofagos ativados, e
tem sido identificada em inameros tecidos de mamiferos (Michel & Feron,
1997), em poucas espécies de bactérias gram positivas (Sudhamsu & Crane,
2009) e alguns fungos (Messner et al., 2009).

A INOS é expressa constitutivamente somente em alguns tecidos

especificos como epitélio do ileo murino, epitélio brébnquico, bronquiolos de



cordeiro e ovelha e em epitélios das vias aéreas superiores de humanos
(Dwelik et al., 1998; Sherman et al., 1999), mas é tipicamente sintetizada em
resposta a mediadores inflamatérios ou pré-inflamatérios, sendo localizada no
citosol (Kuang et al., 2010) de grande variedade de células como hepatécitos,
mondcitos, mastocitos, midcitos cardiacos, células da glia ou células do
musculo liso vascular (Aktan, 2004). A INOS é distinta das outras isoformas por
ser independente de Ca®" para sua ativacdo e pela sua producdo de NO ser
relativamente alta, o que tem sido reconhecido por causar danos aos tecidos,
gerando doencas inflamatoérias (Pandit et al., 2009). Porém sua expressao
pode ser benéfica na defesa do hospedeiro na modulacdo da resposta imune
(Stuehr & Ghosh, 2000).

A INOS é um dimero, cada mondémero tem peso molecular de 130 kDa, e
sua estrutura contém um dominio oxidante animo-terminal e um dominio
redutor carboxi-terminal, ligados pelo sitio de ligacdo a calmodulina (CaM)
(Feng et al., 2010). O dominio redutor contém sitios de ligacdo para cofatores
como flavina mononucleotideo (FMN), flavina adenina dinucleotideo,
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) e CaM. O dominio
oxidante se liga a tetrahidrobiopterina (BH,4), L-arginina (ARG) e ao grupamento
heme (Figura 2) (Groves & Wang, 2000).
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Figura 2: Estrutura do mondmero da 6xido nitrico sintase induzida. Os sitios de ligagéo de
L-arginina (ARG), heme (H), tetrahidrobiopterina (BH,), Calmodulina (CaM), Flavina
Mononucleotideo (FMN), Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD), Nicotinamida adenina

dinucleotideo fosfato (NADPH) estéo indicados. Fonte: modificado de Kone et al. (2003).

A INOS produz NO e espécies reativas de oxigénio que sdo efetores

essenciais na resposta hospedeira inata e sao requeridos no processo de



destruicdo intracelular de patdégenos (Kuang et al., 2010). O NO funciona como
sinalizador e agente microbicida produzido por macréfagos ativados a partir do
aminoacido L-Arginina. O NO interage com muitas vias metabdlicas requeridas
para sobrevivéncia do patégeno, e pode paradoxalmente causar danos ao
tecido hospedeiro (Macmicking et al., 1995). NO e espécies reativas de
oxigénio sao radicais efetores do sistema imune que inibem diretamente a
replicacdo de patégenos. Portanto, derivados de NO bloqueiam infeccdes
(Nathan & Shiloh, 2000).

2.1.2 Atividade

Uma vez induzida, INOS produz continuamente altos niveis de NO até a
enzima ser degradada (Geller & Billiar, 1998). Essa enzima € um homodimero
na sua forma ativa, e apenas o dominio oxigenase é essencial para formar o
dimero (Stuehr & Ghosh, 2000). A dimerizacdo € necessaria para a atividade
da iINOS (Figura 3), participa do processo regulatério e € alvo para intervencao
terapéutica (Kone et al., 2003).
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Figura 3: Importancia da dimerizacdo para completar a transferéncia de elétrons na oxido
nitrico sintase induzida (iNOS). No dimero de iNOS, cada dominio redutase transfere
elétrons (setas) da NADPH via FMN para o heme do domineo oxidase. L-arginina (ARG), heme
(Fe), tetrahidrobiopterina (H4B), Calmodulina (CAM), Flavina Mononucleotideo (FMN), Flavina
Adenina Dinucleotideo (FAD), Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato (NADPH). Fonte:
Siddhanta et al. (1998).



Os cofatores FMN e heme da iINOS sao ligados a uma mesma cadeia
polipeptidica e a existéncia da tetrahidrobopterina e um ion de zinco
coordenado estabiliza a INOS como um homodimero e a faz um sistema
multipotente (Alderton et al., 2001). A iINOS interage com moléculas inibitérias,
como kalirina, tdo bem quanto com proteinas ativadoras como a Rac GTPase.
Moléculas inibitérias agem bloqueando a atividade catalitica da iINOS, por
exemplo, prevenindo a dimerizacdo, enquanto moléculas ativadoras podem
redirecionar a iINOS na célula, como, por exemplo, interagindo com Rac e
redirecionando a iINOS para dominio apical do epitélio para interagir com
proteinas intermembranares e aumentar a producdo de NO. Além disso,
interacdes entre proteinas que controlam a transcricdo da iNOS podem ativar
ou suprimir sua indugdao por citocinas (Kone et al., 2003).

Os dominios FMN e heme da INOS sédo conectados pela ligacdo com a
CaM, que é requerida e obrigatéria, pois transferem elétron do dominio
redutase para o oxigenase, sendo outro alvo regulatério (Stevens-Truss et al.,
1995). CaM, uma proteina de ligagédo de Ca®" que participa de muitas vias de
sinalizacéo, foi a primeira interacdo demonstrada com as isoformas de NOS.
Todas as trés isoformas sdo dependentes de CaM para sintese de NO (Abu-
Soud & Stuenhr, 1993). A ligagcdo de CaM aumenta a taxa de transferéncia de
elétrons de NADPH para os dois dominios redutases de FMN e também leva a
transferéncia de elétrons do dominio redutase para o heme no dominio
oxigenase (Gachhui et al., 1996). Essa transferéncia intraproteina é outro alvo
de regulacdo da sintese de NO (Li et al., 2011). A dependéncia de Ca® tem
distinguido a INOS das outras duas isoformas, pois a CaM se liga a INOS de
maneira irreversivel e independente desse ion, enquanto nas outras isoformas
a ligacdo é reversivel e s6 acontece com aumento da concentracdo de Ca**
(Knudsen et al., 2003). Independente da ligacdo de CaM com a iINOS ser capaz
de aumentar a atividade de transferéncia elétrons na enzima, quando Ca** esta
presente, a transferéncia de elétrons entre as duas flavinas é facilitada,

aumentando a producao de NO (Xiao et al., 2007).



2.1.3. Regulacéao da atividade

A atividade da iINOS pode ser controlada através da regulacdo da sua
sintese, da atividade catalitica ou da sua degradacédo (Kolodziejski et al., 2002).
INOS é expressa em resposta a estimulos por citocinas ou por patdogenos
(Garcin et al., 2008). Algumas citocinas induzem a expresséo da iNOS (IFN-y,
TNF-a), outras agem como citocinas inibitérias como: fator de transformagéo do
crescimento-beta (TGF-B), Interleucina (IL)-4, IL-10, IL-13 e fator de
desativacdo de macrofago (De Servi et al.,, 2002; Hesse et al., 2001;
Lowenstein & Padalko, 2004; Rozenfeld et al., 2005). TGF-B, por exemplo,
inibe a expressdo da INOS através de mecanismos transcricionais, pos-
transcricionais e pos-traducionais (Vodovotz et al.,, 1993). TGF-B bloqueia a
transcricdo da iNOS inibindo a expressao da proteina enoveladora HMG-I(Y).
Muitas outras moléculas sinalizadoras, incluindo IL-4, IL-10, IL-13 e fator de
desativacdo de macrofago também inibem a expressao da iNOS (Lowenstein &
Padalko, 2004).

Uma variedade de estimulos extracelulares pode ativar diferentes vias de
sinalizacdo que convergem para iniciar a expressdo da iINOS (Lowenstein &
Padalko, 2004). Componentes da parede celular de bactérias e fungos podem
disparar cascatas de sinalizacdo, levando a expressdao da iINOS.
Lipopolissacarideo (LPS), um componente da parede celular de bactérias
Gram-negativas, pode se ligar a proteina ligadora de LPS (LBP), que transfere
o LPS ao CD14, um receptor de alta afinidade para LPS. O receptor Toll-like 4
(TLR4) junto com uma pequena proteina extracelular, a MD-2, interage com o
complexo CD14-LPS, e entdo ativa uma cascata de sinalizagdo intracelular,
incluindo a via MAPK e a via do NF-kB. Essas vias convergem para a ativagao
da transcricdo da iINOS (Lowenstein & Padalko, 2004).

A via de ativacdo do IFN-y também ativa a transcricdo da iINOS
(Lowenstein & Padalko, 2004). O IFN-y produzido por macréfagos e linfocitos
ativados em conjunto com outros agentes, como o LPS, pode, sinergicamente,
aumentar a expressdo da iNOS. IFN-y interage com o receptor de interferon 1
(IFNR1) forma um complexo com o IFNR2 que transduz o sinal ativando
quinases da familia Jak e STAT transcrevendo a iINOS (Darnell et al., 1994).



INOS difere das outras isoformas por produzir grandes quantidades de
NO (Pandit et al., 2009). A alta producdo de NO pela INOS pode causar danos
aos tecidos, porém seu potencial beneficio para o hospedeiro é relevante
(Nathan, 1997). A quantidade NO produzida pela iINOS depende tanto do nivel
de expressdo da enzima no tipo celular especifico como da sua atividade
enzimatica (Balligand & Mayer, 2000). Praticamente todo NO produzido se liga
ao grupamento heme férrico antes de ser liberado, este € um exemplo em que
a liberacdo do produto pode controlar a catalise enzimética (Tejero et al.,
2009). Entao, sintetizar NO é necessario, mas nao € suficiente, é necessario ter
um controle dos ciclos de reducédo do grupamento heme e dissociacdo do NO
(Santolini et al., 2001).

Alta producdo de NO pela iNOS tem sido ligada a doencas inflamatorias,
neurodegenerativas (Feng, 2012). Derivados de imidazol pirimidina se ligam a
INOS na forma ativa, levam a monomerizacdo blogueando a dimerizacdo de
forma irreversivel, inibindo a producdo de NO pela INOS de forma fisiologica
(Nagpal et al., 2013). Este pode ser um alvo de estudo para o possivel controle
da producéo de NO em tais doencas.

A atividade da arginase € outra forma de modular a producéo de NO, pois
reduz a disponibilidade de L-arginina para iINOS (Li et al.,, 2012). Arginase
utiliza o0 mesmo substrato (L-arginina) que a INOS e tem um papel importante
no sistema imune hospedeiro. Arginase 1 € induzida em macréfagos ativados e
suprime a producao de NO na infeccéo intracelular (El Kasmi et al., 2008). A
arginase utiliza L-arginina para produzir uréia e L-ornitina, essa ultima é
precursora na sintese de poliaminas. Por utilizar o mesmo substrato que a
INOS, a atividade da arginase pode diminuir a producéo de NO por reduzir a
disponibilidade de L-arginina para a iINOS (Li et al., 2012).

A taxa de formacdo de citrulina ndo é linear indicando que ha um
processo de retroalimentacdo negativa da regulacdo da iNOS pelos seus
proprios produtos (Rogers & Ignarro, 1992), indicando que essa é uma
retroalimentagcdo negativa no controle da producao de NO pela iNOS.

A transcricdo de INOS é controlada pela proteina OPN, um potente
transrepressor da expressdo da INOS. A concentragdo de OPN aumenta
guando ha ativacdo celular com LPS. Em modelos de macrofagos murinos

estimulados com LPS, a OPN aumenta a ubiquitinacdo da STAT1; e sua



subsequente degradacdo pelo proteossomo, 0 que impede a transcricdo e
expressao da iNOS (Gao et al., 2007).

A transferéncia de elétrons entre os dominios da proteina de FMN para o
dominio heme é essencial na sintese de NO pela iINOS. Na holoenzima, a
velocidade na transferéncia de elétrons entre os dominios da INOS é a
converséao do estado de aceptor de elétrons para um novo estado de doador de
elétrons e a INOS permanece principalmente no estado de aceptor de elétrons
(Feng et al., 2009).

As interacbes do interdominio FMN/heme sdo importantes na
transferéncia final de elétrons da INOS, que é essencial pra entrega de elétrons
requerido para ativacdo do O, no dominio heme e a subsequente producédo de
NO (Sembombe et al., 2009). Também € importante ressaltar que essas
interacBes regulam a catélise da iINOS através da modulagcdo da atividade e
estrutura do heme no sitio ativo (Sempombe et al., 2011). Essas interacdes do
interdominio FMN/heme exercem mudancas de longo alcance na interacao
heme-substrato que determinam as vias de oxidacdo do substrato da iNOS,
através da transferéncia de elétrons para o0 grupamento heme que
subseguentemente reage com o substrato (Sempombe et al., 2011). O dominio
FMN tem um residuo critico, o glutamato 658, que é descrito como essencial
para atividade da iNOS, sendo importante para manter o dimero, necessario
para atividade dessa enzima (Liu et al., 2009). Sendo assim, ressalta-se a
importancia do dominio redutase no controle da atividade da iNOS.

Heme-proteinas sdo essenciais para vida e desempenham papéis
fundamentais na transferéncia de elétrons, em transformacfes oxidativas,
eliminacdo de radicais livres, transducdo de sinal e transporte e
armazenamento de oxigénio (Chakravarti et al., 2010). Heme livre é toxico para
célula, e € mantido em niveis basais. A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) esta associada a iNOS nas células. GAPDH se liga ao heme livre ou
a iINOS de forma NO sensivel, e entrega 0 heme a iNOS através de um
processo que € regulado pela sua nitrosilacdo (Figura 4) (Chakravarti et al.,
2010).
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Figura 4: Regulacdo do heme pela gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH).
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Modelo da funcdo do GAPDH na insercdo do heme (H) na iNOS e sua regulacdo por S-
nitrosilacdo. GAPDH se liga ao heme e interage com apo-iNOS nas células. Esse processo
envolve HSP90. O mondmero ligado ao heme entdo dimeriza e se liga ao cofator H4B para
formar uma iNOS ativa que pode sintetizar NO a partir de arginina (Arg). O NO produzido faz
com que GAPDH se transforme em SNO-GAPDH, por um processo de nitrosilagdo e SNO-
GAPDH inibe a insercdo de heme na iNOS. A formacdo de SNO-GAPDH pode ser inibida
farmacologicamente por deprenyl, permitindo a insercdo de heme a iINOS, produzindo mais
NO. Fonte: Chakravarti et al. (2010).

O ion de ferro no grupamento heme pode estar em duas formas: reduzida
(ferroso) ou oxidada (férrico); e ambos os complexos existem na forma ligada a
INOS (Figura 5) e sdo essenciais no controle da retoalimentacdo da iNOS, da
sintese de NO e no controle da célula hospedeira através da sintese de
peroxinitrito (Hursheman & Marletta, 1995; Tejero et al., 2009).
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Figura 5: Modelo cinético de sintese de NO pela iNOS envolvendo o Fe do grupamento
heme. A reducao do estado do ferro do grupamento heme de férrico para ferroso (Kr) permite a
ligacdo do O, e o inicio das reagfes cataliticas. O intermediario, complexo NO heme férrico
(Fe"NO) é gerado, podendo liberar o NO (Kd) (Ciclo produtivo) ou ser reduzido (Kr') para o
complexo NO heme ferroso (Fe”NO). Este complexo dissocia-se lentamente produzindo NO’; e

a forma férrica através da enzima Kox (Ciclo inatil). Fonte: Wang (2012).

CaM foi conhecida por interagir com iINOS e é necesséaria para a sua
atividade enzimatica, sendo assim um fator regulatério. A ligacdo de CaM
aumenta as taxas de transferéncia de elétrons de NADPH para o dominio
redutase e aceptores de elétrons, como citocromo ¢ (Gachhui et al., 1996), pois
facilita a interacéo entre os dominio FMN/heme (Sempombe et al., 2009). Essa
ligacdo € também importante para transferéncia de elétrons do dominio
redutase para o dominio heme (Abu-Soude et al., 1994). Porém a ligacdo da
CaM nao tem efeito na termodinamica do processo redox e sim através do
controle de mudangas conformacionais necessarias para transferéncia de
elétrons efetiva, sendo essa ligacdo um processo chave para o controle da
transferéncia de elétrons intradominios e consequentemente da catalise da
INOS (Li et al., 2010). Sabe-se que a atividade da iNOS, isolada do figado de
cobaia, pode ser inibida pela quelacdo de fons de Ca?" (Shirato et al., 1998) e
iNOS humana parece requerer uma quantidade minima de Ca®* para que
ocorra ligagéo 6tima com CaM (Geller & Billiar, 1998).

BH, também desempenha uma funcéo estrutural importante na iNOS e na

transferéncia de elétrons. Esse cofator promove a formacdo do dimero da
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INOS, aumenta a afinidade da ligacdo com arginina e desempenha funcédo
redox, induzindo mudanca no estado redox do ferro. O dominio é reduzido para
liberacdo do radical e a BH, permanece livre, para ser utilizada na segunda
etapa para producéo de NO (Wang et al., 2012).

BH, também é um fator crucial para ativacao fisiologica da iINOS (Alderton
et al., 2001). Na auséncia de BH4, ocorre um “desacoplamento”, que é
consumo de NADPH independente da oxidacdo da L-arginina, e entdo o
produto da reagdo passa a ser superédxido (O;) e perdxido de hidrogénio
(H20,) (Gorren & Mayer, 2002). Excessiva formacdo de O, H,O, e apos
expressdo da INOS mediada por citocina pode exceder a capacidade do
sistema oxidante levando ao estresse oxidativo (Monkra & Monkry, 2007).

O residuo Arginina 375 da iINOS forma ponte de hidrogénio com BH, e é
responsével pela estabilizacdo do dimero de iINOS (Wang et al., 2012). Essa
ligacdo regula o ritmo e extensdo da transferéncia de elétrons entre BH, e
espécies dioxi-ferrosas e controla a reatividade do composto formado pela
transferéncia de elétrons, durante o estado estacionario na sintese de NO.
Entdo Arginina 375 modula a fungéo redox de BH,4 e é importante no controle
da funcao catalitica da INOS (Wang et al., 2012).

2.2DEGRADACAO DA iNOS

Embora muito se saiba sobre sintese e atividade catalitica da iINOS, pouco
se conhece sobre o mecanismo de sua degradacdo. As vias da calpaina,
lisossomos e proteossomo-ubiquitina sdo os principais sistemas proteoliticos

responséaveis pela regulacdo da degradacdo da iINOS (Kone et al., 2003).

2.2.1 Proteossomo

O proteossomo € um complexo enzimatico que degrada proteinas
poliubiquitinizadas em pequenos peptideos (Pines & Lindon, 2005;
Ciechanover, 2005). E composto por dois subcomplexos, um que transmite a
atividade catalitica e outro, que € uma particula regulatoria.

A subunidade 26 do proteossomo tem sido identificada como a principal via
responsavel pela degradacéao da iINOS (Kolodziejski et al., 2002). A subunidade
26 do proteossomo é formada pela particula 20, responsavel pela atividade
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proteolitica, e duas particulas regulatérias 19, que sdo responsaveis pela

interacdo com o substrato (Kloetzel, 2004) (Figura 6).
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Figura 6: Subunidade 26 do proteossomo. Proteossomo, 26S, esquematizado mostrando
suas subunidades, 20S responsavel pela atividade catalitica e 19S que é a subunidade

regulatdria. Fonte: Modificado de Ciechanover (2005).

A subunidade 20 degrada proteinas intracelulares e € regulada por
complexos protéicos que se ligam a estrutura cilindrica do proteossomo. Um
desses complexos regulatérios, o regulador 11S, conhecido como REG ou
PA28, estimula a atividade peptidase do proteossomo e aumenta a producao
de peptideos antigénicos para apresentacdo pelo MHC classe I. A ligacdo do
REG causa mudancas conformacionais que abrem um poro na subunidade
20S do proteossomo onde substratos e produtos podem passar (Knowlton et
al., 1997).

O proteossomo pode ser inibido por muitas drogas, sendo a lactocistina um
potente inibidor (Gaczynska & Osmulski, 2005), reconhecido como altamente
especifico contra o proteossomo (Musial & Eissa, 2001). Clasto- lactocistina f3-
lactona € uma reorganizacdo estrutural da lactocistina. Outra droga também
muito utilizada é a MG132, o derivado de aldeido com melhor atividade
inibitéria. Na concentracdo de 50-100 uM esta molécula inibe todas peptidases
proteossomais. MG132 é usado com frequéncia em culturas de células quando

se necessita de um inibidor barato e reversivel (Gaczynska & Osmulski, 2005).
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A ubiquitinacdo € requerida para ativar proteinas quinases, mediar
interacdes entre proteinas e marcar proteinas para endocitose (Pines & Lindon,
2005). Além disso, ubiquitina tem outra importante funcdo celular: o
enderecamento de proteinas para a degradacéo pelas vias do proteossomo e
lisossomal. A cadeia de ubiquitina é reconhecida por receptores no
proteossomo e, assim, as proteinas sao transportadas para a digestdo (Voges
et al., 1999).

Resultados obtidos com células de rim embrionarias HEK293, células
epiteliais de bronquios A549, e macrofagos murinos RAW 264 mostram que a
INOS € sujeita a ubiquitinacdo e esta € requerida para sua degradacédo e,
consequentemente, interfere com a sua taxa de turnover (Kolodziejski et al.,
2002).

Trés enzimas estao envolvidas na cascata de conjugagao de ubiquitina: E1,
enzima ubiquitina de ativacdo; E2, proteina ubiquitina de conjugacéo; e ES3,
ubiquitina ligase. Cada E1 transfere ubiquitina para todas as E2 na célula, e o
pequeno repertério de E2 transfere a ubiquitina para ou E3 ou para um residuo
de lisina do substrato (Pines & Lindon, 2005).

Entender a regulacdo da degradacéo da iNOS é importante, pois mostra
como a célula controla o nivel de NO durante a inflamacao e acdo microbicida
do hospedeiro. A iINOS é direcionada para ubiquitinacdo e apds esse processo
€ degradada via proteossomo (Kolodziejski et al., 2002). A degradacao da
INOS é uma eficiente forma da modulacdo do NO visto que o0 processo de
controle para degradacdo de proteinas celulares €é altamente seletivo
(Kolodziejski et al., 2002).

2.2.2 Calpaina

Calpainas sédo cisteino-proteinases, nao lisossomais, encontradas em
todas as células animais. Existem 14 membros da familia de genes de calpaina
representados no genoma humano (Goll et al., 2003). A maioria das calpainas
nos tecidos € do tipo p- ou m-calpaina (Figura 7). Ambos sédo heterodimeros
compostos de subunidades cataliticas e uma pequena subunidade néo
catalitica, que € requerida para a atividade da proteinase (Mellgren et al.,

2006). Estas proteases tém sido implicadas em fungdes pro- e anti-apoptéticas.
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Também tem sido investigado o envolvimento de calpainas na autofagia
(Demarchi & Schneider, 2007). A calpaina pode ser inibida pela calpeptina
(Musial & Eissa, 2001).

Estudos com macréfagos RAW 264.7, estimulados com LPS,
demonstram que dexametasona promove a degradacéao proteolitica da iINOS, e
gue o mondémero de iINOS é um substrato direto para clivagem pela calpaina |
dependente de Ca®*(Walker et al., 1997).

Figura 7: Estrutura cristalografica da m-Calpaina humana. Os dominios da proteina
aparecem em cores diferentes (Strobl et al., 2000).

2.2.3 Lisossomo

Os lisossomos sdo compartimentos envoltos por membrana Unica, com
aproximadamente 60 hidrolases acidas e 7 proteinas de membrana (Eskelinen
et al., 2003). Sua atividade é realizada em pH 6timo acido (Dice, 2000), sendo
responsaveis pela degradacdo de componentes extracelulares obtidos via
endocitose e intracelulares via autofagia (Figura 8) (Eskelinen, 2005; Klionsky,
2007).

As hidrolases acidas sé@o responsaveis por degradar especificamente um
tipo de substrato, deste modo, sdo encontradas mais de 50 tipos dessas
hidrolases nos lisossomos (Van Meel & Klumperman, 2008). As principais
proteinas de membrana sdo aquelas associadas a lisossomos, que possuem
papel essencial na manutencao da integridade e estabilidade dessa organela e

no processo de acidificacdo préton-ATPases que € essencial na maturacdo

deste compartimento celular (Marsh et al., 1987).



15

Compreender a formacdo dos lisossomos, bem como todo o
funcionamento do sistema endo-lisossomal tem se tornado um desafio para
muitos pesquisadores. Este sistema compreende uma intrincada rede de
vesiculas e tubulos que recebem, processam e redirecionam moléculas do
exterior ou interior da célula (Bird et al., 2009). Vesiculas de transporte que se
formam a partir da invaginacdo da membrana plasmatica sdo carreadas para o
endossomo primario, onde seu conteudo pode ser reciclado e retornar para a
superficie celular ou ser retido no endossomo primario, no qual, através de
diversos processos de fusdao e fissdo, se transformam em corpos
multivesiculares, também conhecidos como endossomos tardios (Bird et al.,
2009). Posteriormente, estes corpos multivesiculares sofrem processos de
fuséo, fissdo e amadurecem, dando origem aos lisossomos, que se fundem
com a membrana plasmatica liberando seus conteudos (Bird et al., 2009). A
maturacdo de endossomos primarios em lisossomos €é marcada pelo
decréscimo gradual no pH destas vesiculas, o qual é essencial para a ativacao
das enzimas residentes que degradam o material exdégeno liberado no limem
dos lisossomos (Bird et al., 2009). Portanto, a inibicdo da acidificacdo desses
compartimentos de células inibe a acdo de lisossomos. Durante este processo
de maturacdo ha uma intensa comunicacdo entre compartimentos endo-
lisossomais e a rede trans-Golgi, assegurando que novas enzimas sintetizadas
sejam liberadas apropriadamente nos lisossomos e que 0S componentes
presentes nestas organelas possam ser internalizados no aparelho de Golgi
para reutilizac&o (Bird et al., 2009).

ATPases vacuolares sdo bombas de prétons presentes nas membranas
dos lisossomos, que permitem a entrada de protons do citoplasma para o
interior destas organelas (Forgac, 2007), criando um potencial de membrana
interno positivo, fazendo com que seu pH fiqgue em torno de 4,5 (Maxfield &
Yamashiro, 1987). O processo de acidificacdo também é afetado por diversos
fatores independentes como sodio ATPase, potassio ATPase, influxo de ions
como cloro (CI) ou efluxo de cations como célcio (Ca®") e sédio (Na")
(Marshansky & Futai, 2008).
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Figura 8: Mecanismos de prote6lise mediados pelos lisossomos. Endocitose mediada por

receptor; pinocitose; fagocitose e autofagia. Modificado de Ciechanover (2005).

Proteinas celulares podem ser degradadas nos lisossomos. Um das vias
mais importantes € a via de degradacédo de proteinas citosélicas, que sofrem
modificagcdes pos-traducionais através da ligagdo de uma sequéncia de
aminoacidos que enderecam essas proteinas para os lisossomos (Dice, 1995).
Esta via é restrita para proteinas que tem a sequéncia de peptideos Lys-Phe-
Glu-Arg-GIn (sequéncia KFERQ). ApoOs ligacdo deste peptideo sinal, as
proteinas passam pela bicamada lipidica e entram nos lisossomos, onde
sofrem a ac&o de hidrolases, especificamente proteinases, e sdo degradadas
(Dice, 1995). Como a INOS é uma proteina expressa no citoplasma dos
macrofagos, levantamos a hipétese do possivel envolvimento dos lisossomos
na degradacédo desta enzima.

Por sua importancia na manutencdo da homeostase celular, defeitos no
funcionamento dos lisossomos, principalmente na atividade de suas enzimas
(Duve, 1975), podem causar consequéncias devastadoras como: doencas

neurologicas, musculares, diversos tipos de cancer e imunodeficiéncias
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(Futerman & Meer, 2004; Kroemer & Jaatteld, 2005; Mohamed & Sloane, 2006;
Nixon, 2005; Saftig et al., 2001).

2.2.4 AQrossomos

Agrossomos sdo corpos de inclusdo citoplasmatica formados em
situacOes de estresse celular (Kolodziejska et al., 2005). Para a formacao do
agrossomo € essencial a presenca de microtibulos intactos, pois estes séo
responsaveis por mover o agregado de proteinas para a regido perinuclear,
perto do centro organizador de microtubulos e do centrossomo (Wigley et al.,
1999). Diversos estudos mostram que agentes despolimerizadores de
microtibulos como o Nocodazol impedem a formacdo perinuclear dos
agrossomos (Cardinale et al., 2001). Ao tratar as células com esta droga, 0s
agrossomos perdem sua localizacdo perinuclear e se dispersam pelo citosol
em pequenos agregados, mostrando assim, o carater reversivel dos
agrossomos (Cardinale et al., 2001).

A formacdo de agrossomo € também um “mecanismo fisioldgico” para
regular algumas proteinas celulares, como a iNOS (Kolodziejska et al., 2005) e
nao apenas uma resposta a proteinas mal enoveladas. Kolodziejska et al.
(2005) mostram que a INOS é inicialmente expressa como uma proteina
citoplasmatica, mas se localiza perinuclearmente se houver inibicdo da
atividade do proteossomo (Kolodziejska et al., 2005). A proteina CHIP possui
papel essencial na formacgédo do agresssomo de iINOS devido a sua funcédo de
ubiquitina-ligase, promovendo a ligagdo da cauda de ubiquitina na iNOS e
posterior interagdo com a histona desacetilase (Sha et al., 2009) (Figura 9). A
histona desacetilase serve como um adaptador entre a ubiquitina e 0 motor de
dineina que leva a INOS a regiao perinuclear (Sha et al., 2009).

Apoés formacdo do agressomo, esta estrutura € degrada pelo processo
de autofagia (Levine & Klionsky, 2004). O agressomo € sequestrado em
vesiculas autofagossomais que se fundem com os lisossomos e sofrem acao
das enzimas hidroliticas (Levine & Klionsky, 2004).

Durante a ativacéo classica de macroéfagos, a célula produz mais NO e,
num feedback negativo, a INOS é degradada para evitar danos celulares

(Kolodziejska et al., 2005) . As células podem usar a via do agrossomo como
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um rapido meio para inativar a iINOS por sequestra-la para uma localizagéo
perinuclear, formando assim o agrossomo de iNOS, na infec¢cdo por T. gondii
(Kolodziejska et al., 2005).

Ub-Chain

Proteassomo
268

iNOS degradada

nicleo

citoplasma

Figura 9: Fungao da proteina “Carboxy terminus of Hsp70-Interacting Protein” (CHIP) na
degradacdo da iNOS via proteossomo e formacdo do agrossomo com inibicdo do
proteossomo. CHIP recruta proteina 70 de choque térmico (HSP) e a enzima conjugadora de
ubiquitina (E2) que realiza a ubiquitinacdo da iNOS. A iINOS é ubiquitinada ficando “marcada”
para degradacdo no proteossomo. Caso o proteossomo seja inibido, o complexo CHIP-HSP-
iINOS ubiquitinada se ligam a Histone DeAcetylase 6 (HDAC6) que conecta com a dineina
transportanto o complexo via microtibulo que acumula no centro celular definindo o
“agrossomo da iINOS”. Esse agrossomo é degradado posteriormente por macroautofagia.
Modificado de Sha et al. (2009).
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2.3iNOS NA INFECCAO

A rapida geracdo de NO pela INOS é um importante componente do
macrofago e desempenha um papel critico na morte de patdgenos
intracelulares (Kuang et al., 2010). A infeccdo por Toxoplasma gondii inibe
parcialmente a producdo de NO em macrofagos murinos ativados, permitindo a
persisténcia do parasita (Seabra et al., 2002; 2004; Guillermo & DaMatta 2004).
Essa inibicdo é maior com o aumento da razdo T. gondii/macréfago (Seabra et
al., 2002). Além disso, parasitas vivos sd0 essenciais para a inibicdo da
producdo de NO (Seabra et al., 2002; 2004). Leishmania sp. (Proudfoot et al.
1996) e Trypanosoma cruzi fixado (Pakianathan & Kuhn 1994) e vivos
(DaMatta et al., 2007) também conseguem inibir a producdo de NO de
macroéfagos ativados apos a interacdo. Essa capacidade de inibir a producao
de NO por protozoarios patogénicos € um mecanismo de evasao importante,
no qual o conhecimento sobre a regulacdo da INOS é chave para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

2.3.1 Toxoplasma gondii

A toxoplasmose, uma doenca infecciosa de alta prevaléncia mundial, é
causada por T. gondii, um protozoario intracelular obrigatério (Tenter et al.,
2000). Esse parasita € amplamente distribuido pelo mundo, em ampla gama de
hospedeiros, e é considerado um dos mais bem sucedidos na Terra
(Carruthers, 2002). A maioria das infecgcbes é assintomatica, mas doencas
graves podem surgir em individuos imunocomprometidos (Tenter et al., 2000).

Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatoério, pertence ao
Reino Protista, Subreino Protozoa, Filo Apicomplexa, Classe Sporozoa,
Subclasse Coccidia, Ordem Eucocciccida, Subordem Eimeriida, Familia
Sarcocystedae, Subfamilia Toxoplasmatinae, Género Toxoplasma, Espécie
Toxoplasma gondii (Tenter et al., 2000). Esse parasita infecta organismos
vertebrados de sangue quente, sendo os felinos seus hospedeiros definitivos
(Denkers & Gazzinelli, 1998, Dubey, 1986).

Toxoplasma gondii apresenta um ciclo de vida complexo (Figura 10),

com fase assexuada; no hospedeiro intermediario, e sexuada no hospedeiro
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definitivo. A fase assexuada tem inicio quando oocistos e/ou cistos teciduais
sao ingeridos pelo hospedeiro. Os esporozoitos ou bradizoitos séo liberados,
infectam os enterdécitos e transformam-se em taquizoitos, uma forma de rapida
multiplicagdo. A multiplicacdo ocorre dentro do vacuolo parasitéforo (VP), até
gue haja o rompimento da célula e a liberacdo dos parasitas para, entéo,
infectar novas células (Denkers & Gazzinelli, 1998). Taquizoitos da udltima
geracdo podem iniciar a segunda fase de desenvolvimento, convertendo-se em
bradizoitos, com formagéo de cistos teciduais. Dentro dos cistos, bradizoitos
multiplicam-se lentamente. Os cistos localizam-se predominantemente no
sistema nervoso central, musculos cardiacos e esqueléticos. Em algumas
espécies de hospedeiros intermediarios, 0s cistos permanecem por toda a vida
(Tenter et al., 2000).

A fase sexuada do ciclo do parasita inicia-se com a ingestao de oocistos,
cistos teciduais ou taquizoitos por felinos. Os oocistos rompem-se liberando
esporozoitos, os cistos liberam bradizoitos. Estas duas formas invadem as
células epiteliais intestinais, onde ocorre a formacao de taquizoitos. Estes se
multiplicam e invadem as células vizinhas e disseminam a infec¢do. Parasitas
gue se multiplicam no epitélio intestinal de felinos podem iniciar a fase sexuada
do ciclo de vida. Para tal, estes se diferenciam em varias formas intermediarias
até que se transformam em gametdcitos masculinos e femininos, e fecundam-
se formando o zigoto, que se desenvolvem nas células epiteliais intestinais até
0 estado de oocisto, que sera eliminado nas fezes. Os oocistos, a0 serem
liberados no ambiente, esporulam e, em cerca de quatro dias, geram

esporozoitos aptos a infectar novos hospedeiros (Frenkel et al., 1970).
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Figura 10: Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Parasita em seus varios hospedeiros,
formas, e seu mecanismo de transmissdo (Fonte: Dissertacdo de Miriam de Souza Macre,
USP, 2002).

Uma caracteristica do ciclo de vida de T. gondii € a habilidade desse
parasita de induzir infeccdo crbénica por um longo periodo em teoricamente
todos os mamiferos ou aves. Isso ocorre devido as adaptacdes hospedeiro-
parasita, incluindo o processo de diferenciacéo do parasita, como a conversao
da forma de taquizoito para a forma de bradizoito, formagédo e remodelamento
do vacuolo parasitéforo (VP) e modulagéo da resposta imune hospedeira, tanto
para sinais externos quanto para infeccao intracelular (Luder et al. 2009).

O grupo dos Apicomplexa é caracterizado pela presenca do complexo
apical, importante no processo de penetracdo ativa realizado pelo parasita
(Dubremetz, 1998). A penetracdo ativa do parasita na célula hospedeira esta
relacionada a sua sobrevivéncia no interior da célula. Ao contrario, na
fagocitose, o processo € direcionado pelo fagécito e culmina na morte do
parasita dentro do fagolisossoma. A fagocitose ocorre geralmente com
parasitas opsonizados com anticorpos (Wilson et al., 1980).
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Na penetracdo ativa ocorre a formacao de um VP. O parasita comprime-
se na juncao formada entre a membrana da célula hospedeira e o parasita
(Alexander et al.,, 2005). Esse processo permite que componentes da
membrana da célula hospedeira sejam excluidos da membrana do novo VP
onde o parasita reside (Lingelbach & Joiner, 1998). No entanto, proteinas da
membrana da célula hospedeira sdo seletivamente excluidas da membrana do
VP, enquanto que proteinas ancoradas a glicosilfosfatidilinositol sdo incluidas
(Mordue et al., 1999), levando a formacao de um vacuolo que resiste a tipica
fusdo que ocorre entre fagossomo e lisossomo e que nao acidifica (Jones and
Hirsch, 1972; Sibley et al.,, 1985; Joiner et al., 1990), permitindo a sua
sobrevivéncia (Dubremetz,1998).

Toxoplasma gondii possui uma via secretora bem desenvolvida que
inclui reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e trés organelas distintas
morfologicamente, caracteristicas dos apicomplexa: réptrias, micronemas e
glanulos densos (Liendo & Joiner, 2000). Roptrias e micronemas liberam seus
contetdos no momento da invasdo. As proteinas das micronemas sao,
possivelmente, usadas para o reconhecimento da célula hospedeira, ligacdo e
motilidade, enquanto que os produtos das roptrias podem ser usados para a
formacdo do VP. A exocitose dos granulos densos ocorre apés a invasao e
continua durante a residéncia intracelular do parasita (Dubremetz, 1998). A
figura 11 mostra as organelas nas formas de taquizoitos e bradizoitos de T.

gondii.
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Figura 11: Desenho esquematico de T. gondi. O desenho foi baseado em micrografia
eletrbnica e mostra as organelas de taquizoitos (esquerda) e bradizoitos (direita) de Toxoplsma
gondii. (Modificado de Dubey et al. 1998).

Mecanismos imunes mediados por células desempenham as principais
fungcdes no controle da infeccdo com T. gondii, porque o parasita é
exclusivamente intracelular (Yap & Sher, 1999; Denkers & Gazzinelli, 1998,
Rozenfeld et al., 2005). Em hospedeiros imunocompetentes, os parasitas
induzem uma forte resposta tipo | mediada por célula T, com producdo de
citocinas pro-inflamatorias, como IL-12 e IFN-y. A infeccdo de T. gondii € letal
na auséncia dessas citocinas. No entanto, a forte resposta Thl gerada durante
a infeccdo deve ser regulada por fatores anti-inflamatérios, como IL-10, para
gue a resposta ndo leve a uma doenca imunoldgica (Scharton-Kersten et al.,
1996) STAT1 é essencial para mediar os efeitos do IFN-y. Camundongos
deficientes na sinalizagcdo STAT1 sdo extremamente susceptiveis a infeccoes
virais e bacterianas (Lang et al.,2007).

Macrofagos e células NK sdo a primeira linha de defesa contra o
parasita durante a fase inicial da infec¢do (Sher et al., 1993; Gazzinelli et al.,

1993, Lang et al., 2007). IL-12, produzida por macréfagos, neutréfilos e
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especialmente por células dendriticas, é crucial para a inducdo de uma
resposta imune eficiente contra T. gondii, que resulta na diferenciacdo e
expansao clonal de células T, tipo Thl (Lang et al.,2007). A figura 12 mostra

de forma resumida a resposta imune contra infec¢gdo aguda de T. gondii.
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Figura 12: Representacdo esqueméatica dos mecanismos efetores regulatdrio e anti-parasitico
durante a infeccdo com Toxoplasma gondii. DC: células dendriticas, NK: células matadoras

naturais, NO: 6xido nitrico, Trp: triptofano. Fonte: Lang et al.,2007).

Toxoplasma gondii é um patdgeno oportunista em individuos
imunocomprometidos, por exemplo, pacientes que sofrem de AIDS ou sédo
submetidos a terapia imunossupressora. A infeccdo com T. gondii pode resultar
em toxoplasmose com encefalite, lesdes necréticas no sistema nervoso central
ou retinocoroidites (Ambroise-Thomas & Pelloux 1993; Ferreira & Borges 2002,
Lang et al., 2007).

E evidente, hoje, que o parasita antagoniza parcialmente ou mesmo
subverte a resposta inflamatéria hospedeira. Além de regular positivamente
moléculas anti-inflamatoérias hospedeiras como IL-10, TGF-B e lipoxina 4, T.
gondii também modula diretamente diferentes cascatas de sinalizacdo pré
inflamatéria (Butcher et al., 2001, 2005; Kim et al., 2004; Seabra et al., 2004;
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Shapira et al., 2005). Junto com os efeitos anti-inflamatorios, a infeccdo com T.
gondii restringe a producdo de IL-12, IFN-y e TNF-a das células dendriticas,
macrofagos e/ou células T. Ativacdo de STAT3 dirigida pelo parasita suprime a
producdo de TNF- o e IL-12 induzido pelo LPS em células hospedeiras néo
infectadas com T. gondii (Butcher et al., 2005). Enquanto em células
infectadas, STAT3 € ativado pela ligacdo com receptor de IL-10, em células
infectadas com T. gondii a ativacdo de STAT3 é independente de IL-10 para
estabelecer um meio ambiente que efeitos anti-flamatoérios contrabalangam
respostas pré-inflamatérias do hospedeiro. A habilidade para modular a
sinalizacdo de STAT3 difere significativamente dependendo da linhagem
genotipica de T. gondii e da ROP16, uma proteina da réptria que € uma
organela especifica dos apicomplexas (Saeij et al., 2007).

Durante a fase efetora da resposta imune, IFN-y é envolvido no controle
da infeccéo de T. gondii (Suzuki et al. 1988). IFN-y ativa tanto células efetoras
hematopoiéticas quanto ndo-hematopoiéticas para restringir a replicacdo de
parasitas intracelulares ou mesmo matar T. gondii intracelular (Yap & Sher
1999). Dependendo da espécie hospedeira, a formagcdo de espécies reativas
de oxigénio e NO ou a falta de triptofano pode realizar um importante efeito
anti-parasitico induzido pelo IFN-y. Junto com o IFN- vy, outras citocinas pré
inflamatorias, como exemplo, TNF-a, IL-6 e IL-1, tem efeitos sinérgicos na
inducdo da resposta imune adequada contra T. gondii (Sibley et al. 1991,
Langermans et al. 1992; Chao et al. 1994; Halonen et al. 1998 Lang et al.
2007). Toxoplasma gondii dispara a secrecdo tanto de citocinas pré
inflamatorias (IFN- vy, IL-12, TNF- o) quanto anti-inflamatorias (TGF-(B, IL-10)
depois da infeccdo na fase aguda (Gazzinelli et al. 1996). Durante a
toxoplasmose aguda, IL-10 realiza um duplo papel na supressdo da resposta
imune tanto de humanos quanto de camundongos. Primeiro, ele inibe a
producdo de IFN- vy, e possibilita a proliferacéo de linfécitos T. Segundo, IL-10
pode também desativar macréfagos, através da diminuicdo da atividade
toxoplasmatica induzida pelo IFN-y (Bogdan & Nathan 1993; Ellis Neyer et al.
1997, Lang et al. 2007). Além de IL-10, TGF-B também €& um importante
desativador de macrofago (Langermans et al. 2001).

Toxoplasma gondii, no entanto, ndo interfere apenas na resposta imune

do hospedeiro por induzir a expressdo e secrecdo de citocinas anti-
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inflamatérias, mas também bloqueia a producéo de citocinas pré inflamatorias
na fase crbnica. A infeccdo de macrofago peritoneal de camundongo residente
e ceélulas dendriticas imaturas com T. gondii ndo induz a producgédo de IL-12 e
TNF-a in vitro (Reis E Sousa et al. 1997; Butcher et al. 2001; Mckee et al.
2004). Em contraste, macrofagos e células dendriticas que foram pré ativadas
e entdo infectadas sao capazes de liberar IL-12 e TNF-a (Reis e Sousa et al.
1997), explicando a producdo dessas citocinas pré inflamatérias in vivo
(Gazzinelli et al. 1993). Sendo IFN-y é a principal citocina mediadora da
resisténcia contra T. gondii (Suzuki et al., 1988), a inibicdo da sua atividade
transcricional pelo parasita intracelular deve ser crucial para sobrevivéncia
intracelular e para estabelecer a persisténcia da infeccao.

A infecgdo por T. gondii inibe parcialmente a produgédo de NO em
macréfagos murinos ativados, permitindo a persisténcia do parasita (Seabra et
al., 2002, 2004; Guillermo & DaMatta 2004). Essa inibicdo € maior com o
aumento da razdo T. gondii/macrofago. Além disso, parasitas vivos séo
essenciais para a inibicdo da producéo de NO. Entédo, a penetracdo ativa de T.
gondii é requerida para essa inibicao (Seabra et al., 2002, 2004).

O primeiro mecanismo de evasdo descrito de T. gondii foi a inibicdo da
fusdo lisossomal com o vacuolo parasitdfago (Jones & Hirsch, 1972). Também
tem sido demonstrado que o NF-kB de macrofagos infectados com T. gondii
ndo é translocado para o nacleo depois da ativacdo com LPS (Dobbin et al.,
2002; Butcher et al., 2001; Shapira et al., 2002); e o mecanismo de evasao de
T. gondii relatado para o NF-kB é dependente do efeito autdcrino do TGF-;
(Seabra et al., 2004). O aumento da expressdao de Smad 2 e Smad 3 em
macrofagos infectados, e a falta de NF-kB no nucleo, causada pela infeccao
por T. gondii sdo importantes evidéncias que esse fator direciona a desativacao
do macréfago através de uma via de sinalizacdo autocrina (Seabra et al.,
2004). NF-kB é um importante regulador da expresséo de genes inflamatérios.
A regulagéo transcricional da iINOS, do gene da iINOS s&o complexas e ndo sao
bem entendidas, mas parecem ser reguladas em parte pelo NF-kB. NF-kB
inativo é encontrado no citoplasma, ligado a uma de trés isoformas de
proteinas inibitérias. O complexo ubiquitinado € entdo proteoliticamente
degradado pelo complexo proteossomo 26S, resultando na forma NF-kB ativa,

gue é translocado para o nucleo. A expressdo da iNOS em células gliais é
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dependente de NF-kB. MG-132 inibe a ativacdo de NF-kB, também suprimindo
a expressao da iNOS em astrocitos infectados com virus Theiler (Davis et al.,
2005).

Muitas proteinas tém sido identificadas como principais mediadores
intracelulares de sinalizacdo de TGF-B; (Roberts, 1999). Entdo a presenca de
proteinas Smad em macréfagos infectados por T. gondii € um indicativo do
envolvimento de TGF-B; (Seabra et al., 2004). Macrofagos infectados por T.
gondii secretam TGF-B; (Bermudez et al., 1993). A familia TGF-B consiste de
isoformas (TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3) que sao potentes fatores de modulacao
celular. A secrecdo do TGF-B1 é responsavel pelo efeito anti-inflamatério e
supressdo dos efeitos pro-inflamatérios (Tsunawaki et al.,, 1988). Essa
substancia é um efetivo desativador de macréfago (Bonta & Parnham, 1978;
em macréfagos ativados, envolvendo baixa expressdo da iNOS, depois da
infeccdo por T. gondii € uma sinalizagdo autécrina envolvendo a desativacéo
dos macrofagos por TGF-B; (Seabra et al.,, 2004). Essa desativacdo do
macrofago € uma importante estratégia do parasita para burlar o sistema imune
da célula hospedeira, garantindo a disseminacdo do parasita (Seabra et al.,
2004). Efeitos inibitorios do parasita na expresséo da iNOS na microglia ativada
com IFN-y é dependente da producédo de TGF-B1 pela microglia infectada com
T. gondii, resultando na inibicdo da producédo de NO (Rozenfeld et al., 2005).

Fosfatidilserina (PS) € um glicerofosfolipidio presente na membrana
plasmatica e € o principal ligante envolvido na percepcdo de células
apoptéticas por células vizinhas ou macrofagos que as fagocitam. A fagocitose
de células apoptéticas por macrofagos induz uma resposta antiinflamatoria
baseada na ligacdo de PS ao seu receptor levando a secrecdo de TGF-f;
(Huynh et al., 2002). Tudo indica que T. gondii mimetiza uma célula apoptética
e expbe PS na sua membrana plasmatica levando a inducdo da secre¢do de
TGF-B;, com efeito autécrino, sintese de interleucina-10 (IL-10) e inibicdo da
producdo de NO pelos macrofagos infectados, resultando na desativacao

destes macroéfagos (Seabra et al., 2004).
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2.3.2 Macro6fagos

Uma das funcbes do sistema imune é proteger contra infeccdes
controlando o desenvolvimento e a viruléncia de patégenos que invadem um
organismo. O macrofago € uma célula do sistema imunolégico, pertence a
linhagem mieldide, sendo derivado de uma célula hematopoiética multipotente
na medula Ossea durante a fase adulta (Sasmono & Hume, 2004). O
macroéfago é a principal célula diferenciada do sistema mononuclear fagocitico,
gue inclui monoblastos, promondcitos e mondcitos (Auger & Ross, 1992). A
ativacdo de macrofago com IFN-y desencadeia mecanismos microbicidas e
antitumorais (Schroder et al., 2004). Na figura 13, & possivel observar o
processo de maturacdo e ativacdo dos macréfagos de forma resumida. Na
linhagem mielbide, a célula multipotente se diferencia em monoblasto, pro-
monocito e monocito na medula 6ssea. Dentro de dois dias, 0 mondcito entra
na corrente sanguinea e permanece circulando de 30min a 17h. Esses
mondcitos vao para o tecido, se diferenciando em macrofagos. Esses
macroéfagos serdo ativados caso haja uma inflamac&o no tecido ou residentes

caso nao haja inflamacéo.

Monoblasto Pro6-monocito
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Figura 13: Processo de maturacdo e ativacdo de macrofagos. Desenho mostrando

maturacdo da mondcito na medula 6ssea, sua circulacdo no sangue e sua diferenciacdo em
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macréfagos quando estdo em tecidos. No tecido inflamado este macrofago esta ativado.
(Modificado de ADAMS, 1994).

O sistema mononuclear fagocitico tem sido definido como uma linhagem
de células compreendendo precursores da medula &ssea, mondcito e
macréfagos. Porém, tem sido proposto por Hume (2006) que o conceito de
linhagem de célula se tornara redundante quando se aumentar 0 conhecimento
da rede transcricional e plasticidade celular. Hume (2006) descreve que a
transcricdo € um processo probabilistico. Mesmo dentro de um pool de células,
cada macréfago individual, por exemplo, tem um perfil transcricional singular, e
a expressao de um gene nao prediz certamente a expressao de outro gene em
situagbes particulares, devido a outro microambiente e estimulo. Entdo, o
namero de tipos celulares que se pode definir no sistema imune inato €&
provavelmente uma funcdo exponencial do niumero de marcadores que se
escolheu empregar. (Hume, 2006).

Os macréfagos sdo amplamente distribuidos pelo organismo, sendo
encontrados principalmente em o6rgdos linféides, figados, pulmdes, trato
gastrointestinal, cavidades serosas, 0sso, sindvia, pele etc (Auger & Ross,
1992) e seus numeros aumentam na inflamacgéo e ferimento (Hume, 2006).
Células da microglia sdo consideradas como macréfagos residentes do
cérebro, porque eles sdo participantes ativos na resposta imune no sistema
nervoso central (Rozenfeld et al., 2005).

Uma das principais funcdes dos macréfagos € a fagocitose e eliminacéo
de células senescentes. Outra funcdo crucial destas células é a secrecdo de
varias moléculas. Camundongos com mutacdo no gene que codifica o fator
chave de crescimento de macréfago (Hume, 2006), tem sido utilizados para
melhor entender a funcdo destas células. Estudos com esses camundongos
mostram que os macrofagos também apresentam habilidade em secretar
grande diversidade de moléculas reguladoras que influenciam funcgbes
fisiologicas e diferenciacéo de células vizinhas.

Receptores na superficie de macréfagos determinam o controle de suas
atividades como diferenciagao, crescimento, sobrevivéncia, adeséo, migracao,
fagocitose, ativacdo e citotoxidade. Muitos ligantes tém sido descritos na

superficie de macréfagos (revisto por Auger & Ross, 1992), incluindo
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receptores para citocinas, componentes do complemento, imunoglobulinas e
moléculas de adesao (Adams, 1994). Receptores de superficie de macréfagos
regulam muitas func¢des incluindo. A habilidade desses receptores para
reconhecer uma ampla variedade de ligantes enddégenos e exdgenos e para
responder apropriadamente é essencial para as funcées desempenhadas pelo
macrofago na homeostase, assim como na defesa do hospedeiro na imunidade
inata e adquirida, autoimunidade, inflamacao e imunopatologias (Gordon, 2002;
Gordon, 2003a; Kaufmann et al., 2004). Estudos da expressdo de antigenos e
receptores de antigenos com anticorpos monoclonais mostram que macréfagos
do tecido se tornam marcadamente heterogéneos e expressam diferentes
fendtipos, refletindo a especializacdo da funcdo com o microambiente particular
(Taylor et al., 2005). O IFN-y, por exemplo, tem sido descrito como o principal
constituinte do fator de ativacdo de macroéfagos (MAF). A ligacao de TNF-a,
GM-CSF ou IL-2 aos receptores na superficie de macréfagos fazem parte da
atividade do MAF (Auger & Ross, 1992).

Macrofagos residentes sdo encontrados em tecidos onde ndo héa
inflamacdo (Auger & Ross, 1992) ou quando obtidos de organismos normais
(ndo infectados) e, portanto, sem inflamacdo. Macréfagos residentes
apresentam capacidade minima de destruir microorganismos, secretando
proteases em baixa quantidade e pouca capacidade de responder a citocinas
(Adams & Hamilton, 1984). Ao contrario, macrofagos ativados exibem aumento
em uma ou mais atividades funcionais ou adquirem novas atividades funcionais
(Auger & Ross, 1992). Esses ganham competéncia para cumprir uma ou
muitas fungBes complexas, como destruicdo de células tumorais ou parasitas
intracelulares obrigatérios ou facultativos (Adams, 1994) através, por exemplo,
da producéo de NO (Stuehr & Marletta, 1985).

Estudos mais recentes descrevem a ativacdo de macréfagos como
sendo classica ou alternativa (Mosser & Edward, 2008; Gordon, 2003a). O
termo ativacdo classica € designado para macrofagos efetores, que sao
produzidos na resposta imune mediada por células. Na ativacdo classica, a
ativacdo de macréfagos depende de produtos de linfocitos T auxiliares Thl e
células NK, em particular IFN-y. O macrofago se torna mais microbicida,
produzindo NO. A ativagéo alternativa é realizada por IL-4 e IL-13, geradas na
resposta Th2 (Gordon, 2003?%; Seabra et al., 2002). Nessa ativacdo, o0
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macrofago produz IL-10 e ndo € microbicida. Toxoplasma gondii induz a
alternancia da ativacdo do macréfago, de ativacdo classica para alternativa
(Seabra et al., 2002).

Em resposta a inflamacédo e a estimulagdo imunoldgica, mondcitos séo
recrutados ao sitio local, onde eles disparam diferentes fendtipos. 0]
macrofago adapta seu microambiente local e torna-se dificil distinguir do
macréfago residente original, que ele mesmo submeteu a ativacdo pelo
estimulo local. exposicdo do macrofago a produtos microbicidas e citocinas
como IFN-y, in vitro e in vivo, induzem um estado de ativagéo diferente. Esses
estimulos modulam a expressdo de receptores de superficie, atividades
secretorias, apresentacdo de antigenos e co-estimulacéo e resposta linfécito

antigeno especifica (Taylor et al., 2005).

2.3.3 Interacédo entre Macro6fago e Toxoplasma gondii

A infeccdo por T. gondii inibe parcialmente a produgdo de NO em
macréfagos murinos ativados, permitindo a persisténcia do parasito (Seabra et
al., 2002). Essa inibicdo € maior com o aumento da razdo T. gondii/macrofago.
Ademais, parasitos vivos sdo essenciais para a inibicdo da producdo de NO
(Seabra et al., 2002). Portanto, a penetracao ativa de T. gondii € requerida para
essa inibicdo (Seabra et al.,, 2002; Seabra et al., 2004). A diminuicdo da
producao de NO é devido a degradacdo da iNOS, enzima que catalisa a reacao
de producdo de NO. A INOS ¢é induzida nas células de todos os tecidos por
citocinas, endotoxinas e outros estimulos pré-inflamatorios (Kone et al., 2003).
A producdo de NO é indiretamente controlada pela proteina OPN, um potente
transrepressor da expressdo da iNOS. LPS e/ou citocinas pré-inflamatorias
ativam STAT1 que medeia a transcricdo da INOS em camundongos, ratos e
células humanas. Em modelos de macréfagos murinos, estimulados com LPS,
OPN aumenta a ubiquitinacdo da STAT1, e sua subsequente degradacao pela
subunidade 26 do proteossomo para, entao, inibir a atividade do promotor da
INOS, sua transcricéo e expressao (Gao et al., 2007).

A inibicdo da INOS é causada pelo seu desaparecimento. Trés vias de
degradacéo da iNOS foram descritas, através da acao: 1) do proteossomo; 2)

da calpaina ou 3) do lisossomo.
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3 JUSTIFICATIVA

Toxoplasma gondii é o parasito causador da toxoplasmose, amplamente
distribuido pelo mundo, em hospedeiros homotérmicos e é considerado um dos
mais bem sucedidos na Terra. Sendo assim, torna-se necessario o estudo
deste parasito.

Ha dados sobre como T. gondii burla o mecanismo microbicida do
macroéfago, permitindo sua disseminagdo. Muito se conhece também sobre a
sintese e atividade catalitica da INOS, enzima produtora de éxido nitrico (NO),
potente agente microbicida. Porém, pouco se sabe sobre os mecanismos e
vias de degradacao da iNOS. Sendo assim, considerou-se necessario estudar
as via de degradacao da INOS em macréfagos ativados e infectados por T.
gondii, seguindo, entdo, o modelo de estudo do nosso grupo (Seabra et al.,
2002, 2004) e contribuido para importantes informacdes para futuras

intervencdes terapéuticas.
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4 OBJETIVOS

e OBJETIVO GERAL

Verificar a via de degradacdo da iNOS apds a infeccdo de macrofagos
ativados por T. gondii.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1 Confirmar na linhagem de macréfagos J774-Al a inibicdo da producao
de NO ap0s a infeccao por T. gondii.

4.21Inibir a via do proteossomo, da calpaina e do lisossomo e verificar a
expressao da iNOS apés infeccdo por T. gondii.

4.3Identificar o agrossomo e confirmar sua acao na degradacdo da iINOS
em macréfagos infectados por T. gondii, quando o proteossomo é

inativado.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Macrofagos. As linhagens de macréfago J774-Al e a do fibroblasto Vero
foram cultivadas em garrafas de 25 cm? com meio Dulbecco’s Modified
Eagle Médium (DMEM) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB).
Para as infeccbes, os macrofagos foram plaqueados sobre laminulas
redondas em placas de 24 pocos ou em placas de Petri de 10 cm de
diametro com DMEM suplementado com 5% de SFB.

5.20btencao de T. gondii. Toxoplasma gondii, cepa RH foi mantida por
passagens, de 2-3 dias na cavidade peritoneal de camundongos suicos. A
lavagem peritoneal foi realizada com solucdo Hank’s. A suspensédo foi
centrifugada a 50g, 4°C por 10 min, e o sobrenadante, foi novamente
centrifugado a 1000g, 4°C por 10 min para concentrar os taquizoitos. Os
parasitas foram ressuspendidos em meio DMEM e contados.

5.3Interacdo de T. gondii com Macrofagos J774-Al. As interagcdes com T.
gondii foram realizadas por 2, 6 e 24h a 37° C, atmosfera de 5% de CO.,
cada laminula com 2 x 10° macréfagos, utilizando a proporcdo de 10:1
protozoarios por macrofago. Para as placas de Petri, foram plaqueados 1,5
x 10°. Os macréfagos foram ativados com LPS (0,1 Mg / mL) e IFN-y (50 U /
mL) com 24h de antecedéncia a infeccao.

5.4Tratamento com lactocistina, calpeptina ou concanamicina A. Os
macrofagos foram tratados com lactocistina a 20uM (inibidor de
proteossomo), ou calpeptina a 2500 pM (inibidor de calpaina), ou
concanamicina A a 1, 3 e 5 nM (inibidor de ATPase de lisossomo) por 1
hora antes da infeccdo com T. gondii. Apés 2, 4, 6, 12, 24 e 48 horas de
infeccdo, laminulas e sobrenadantes foram coletados em triplicatas e
repetidos em trés experimentos.

5.5Marcacdo de compartimentos acidos e viabilidade celular por
fluorescéncia com laranja de acridina e brometo de etidio. Macréfagos
cultivados foram lavados, incubados por 20 min com 10 yg/mL de laranja de
acridina (marcador para compartimentos acidicos) e 25 ug/mL de brometo
de etidio (marcador de células mortas) em meio DMEM, lavados, incubados
por 15 min com meio a 37°C e 5% de CO; montadas em meio e

observadas por microscopia de fluorescéncia. A marcacao com este corante
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vital revela cor verde para compartimentos de pH basico e cor laranja para
compartimentos acidos.

5.6 Expressao da iNOS e ubiquitina reveladas por imunofluorescéncia. As
laminulas coletadas foram fixadas por 30 min em 3 % de formaldeido
recém-preparado em PBS, lavadas e incubadas por 20 min em 50 mM de
NH4Cl em PBS e 10 min em 3% de albumina sérica bovina (BSA) em PBS
(PBS-BSA). As células foram incubadas por 40 min com anticorpo policlonal
anti INOS de coelho (Santa Cruz) diluido 1:100 em PBS-BSA, e anti- T.
gondii (soro de camundongos cronicamente infectados com T. gondii)
diluido 1:5000 em PBS-BSA ou anti ubiquitina de humano (R&D) diluido
1:100 em PBS-BSA. As células foram lavadas 2 vezes com PBS e 1 vez
com PBS-BSA; incubadas por 30 min com o anticorpo anti- IgG de coelho
marcado com Alexa 488 (invitrogen) diluido 1:200 em PBS-BSA, lavado 2
vezes com PBS, e montadas em N-propil galacto e as imagens capturadas
com camera AxioCam Mrc5 no sistema Axiovision da Zeiss, com tempo de
exposicao devidamente padronizado.

5.7Deteccdo da iNOS por Western blotting. As células coletadas foram
lisadas em meio com Tris-HCI 50mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%,
deoxicolato de sodio 0,25%, leupeptina 1ug/mL e PMSF 1 mM, pH 8,0
centrifugadas a 12.000g por 10 min. A concentracdo de proteinas no
sobrenadante foi determinada pelo método de Bradford (1976). As proteinas
do sobrenadante foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
8%, em condicBes nativas. Um gel ndo corado contendo as proteinas
separadas foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. Apés a
transferéncia, a membrana foi lavada com tampao PBS-tween (fosfato de
sédio 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 7,6, tween-20 0,05%). A membrana foi
blogueada com 2% de leite desnatado em PBS-tween (tampéo bloqueador)
por 2h em agitacdo ou overnight. Depois a membrana foi lavada cinco
vezes e incubadas com o anticorpo primario (anti-iNOS diluido 1:1000 em
tamp&o bloqueador) por 2h sob agitacao, e entdo lavadas novamente cinco
vezes com PBS-tween e incubadas com o anticorpo secundario ( anti IgG
de coelho complexado a peroxidase) por 2h sob agitacdo. A membrana foi
lavada com PBS-tween novamente por cinco vezes. Posteriormente a

membrana foi revelada usando DAB (diaminobenzidina) e H,0,
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5.8Avaliacdo de nitrito. A producdo de NO foi avaliada indiretamente
medindo-se o nitrito nos sobrenadantes coletados com 2, 6, 12 e 24h
(Griess et al., 1982). Depois, 50ul do sobrenadante de cada poc¢o foram
colocados por um mesmo volume em reagente de Griess (1:1, de 0,1% N-1-
nafeti-etilanadiamina, Sigma — N-5889, em agua destilada e 1% de
sulfanilamida, Sigma — S-9251 em 5% de acido fosforico, Sigma — P581) na
placa de 96 pocos. Com uma absorbéancia de 540nm foi medida a
concentracéo de nitrito. A concentracédo de nitrito foi calculada a partir de
uma curva padrdo pré-calibrada usando nitrito de sédio diluido em DMEM
como padréo.

5.9ldentificacdo do agrossomo de iINOS apds inibicdo do proteossomo
em macré6fagos ativados e infectados com Toxoplasma gondii. As
interacBes de T. gondii com os macréfagos foram realizadas por 6h para os
experimentos de imunofluorescéncia. As interacdes foram realizadas a 37°
C, atmosfera de 5% de CO,, utilizando a propor¢cao de 10:1 parasitos por
macréfago. Macrofagos foram tratados, 1h antes da infecgcdo, com
Lactocistina para inibicdo do proteossomo.

5.10 Teste estatistico. Foram realizados Testes t de Student para observar a

significancia dos resultados utilizando p<0,05, com n=3.
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6 RESULTADOS
6.1 Confirmacao da inibicdo da producdo de NO em macrofagos ativados

apos infeccédo por T. gondii.
Macrofagos residentes ndo produzem NO e ativados infectados com T.

gondii tem a producéo de NO inibida (Tabela 1).

Tabela 1: Dosagem de o6xido nitrico de macréfagos ativados e

residentes infectados ou hdo com Toxoplasma gondii.

. .. Prod. de nitrito Prod. de nitrito
Macrofagos  T. gondii

(M) / 6h (UM) / 24h
Residente + 0,0 ND
Residente - 0,0 ND
Ativado + 16,7 +1,88 26,0 +4,08
Ativado - 30,8 +2,09 63,3 8,90

Para saber por qual via a iINOS estd sendo degradada, avaliamos a
producé@o de NO e a presenca da iINOS no citoplasma de macrofagos ativados
e infectados com T. gondii inibindo farmacologicamente trés principais vias de
degradacdo desta enzima: proteossomo, calpaina e lisossomo. Quando a via
do proteossomo foi inibida pela Lactocistina, os macréfagos continuaram
expressando a iNOS.

Macrofagos ativados e tratados com Lactocistina, inibidor de proteossomo,
continuaram a produzir NO como os controles ndo tratados (Figura 14).
Macrofagos ativados, tratados com Lactocistina e infectados com T. gondii por
2 h néo tiveram a producédo de NO inibida (Figura 14). No entanto, nota-se que
0s macrofagos tratados com Lactocistina, mas infectados por 6 h tiveram a
producdo de NO parcialmente inibida. Esse resultado sugere que a inibicdo do
proteossomo inibe a degradacédo da INOS em um primeiro momento (2 h), mas
com mais tempo (6 h) a INOS é parcialmente degradada. Portanto, é possivel
gue na auséncia do funcionamento do proteossomo outro sistema de

degradacéo seja acionado.
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Figura 14. Dosagem de 6xido nitrico de macrofagos ativados, infectados ou ndo com
Toxoplasma gondii e tratados (+) ou ndo (-) com Lactocistina. Macrofagos tratados com

lactocistina continuam a produzir NO mesmo infectados com Toxoplama gondii. n=3, *

Significativamente diferente (P <0,05).

Macrofagos ativados e infectados com T. gondii e tratados com
calpeptina, inibidor de calpaina, permanecem com a producao de NO inibida,
comprovando que a iINOS néo esta sendo degradada pela calpaina na infec¢gédo

pelo T. gondii (Figura 15).
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Figura 15. Dosagem de 6xido nitrico de macrofagos ativados, infectados ou ndo com
Toxoplasma gondii e tratados (+) ou ndo (-) com Calpeptina. Macréfagos tratados com
calpeptina diminuem a producdo de NO assim como os n&o tratados na infeccdo por

Toxoplasma gondii. n=3, * Significativamente diferente (P <0,05).

Macréfagos ativados e infectados com T. gondii e tratados com
concanamicina, inibidor de lisossomo, permanecem com a producdo de NO
inibida, comprovando que a iINOS ndo esta sendo degradada pelo lisossomo na
infecgéo por T. gondii (Figura 16).
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Figura 16. Dosagem de oOxido nitrico de macréfagos ativados, infectados ou ndo com
Toxoplasma gondii e tratados (+) ou ndo (-) com Concanamicina A. Macréfagos tratados com
concanamicina A diminuem a producdo de NO assim como os ndo tratados na infeccdo por

Toxoplasma gondii. n=3, * Significativamente diferente (P <0,05).

6.2 Avaliacdo da expresséo da INOS em macroéfagos ativados, tratados com

lactocistina e infectados com T. gondii ou néo.

Para confirmar os resultados anteriores, foram feitas imunoflorescéncia
para verificar a expressao da iNOS no citoplasma dos macrofagos. Macréfagos
ativados produzem NO e expressam iNOS (Figura 17 A). Macréfagos ativados
e infectados com T. gondii tem a producdo de NO inibida devido ao
desaparecimento da iNOS do citoplasma do macrofago (figura 14 B). Quando
macrofagos séo tratados com Lactocistina, inibidor de proteosssomo, a INOS
permanece no citoplasma do macrofago infectado por 2 h (Figura 17 C), por 6
h (Figura 17 D), comprovando que a iNOS é degradada pelo proteossomo na
infeccdo com T. gondii. Com a infeccdo de 6h observa-se um agregado de
INOS na regido perinuclear, sugerindo que a via de degradagao do agrossomo

€ ativado com mais tempo de infec¢cdo quando o proteossomo esta inibido.
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Figura 17. Expresséo da iNOS (verde), localizacdo de parasitas (vermelho) e nucleo

(azul) de macréfagos (M@) ativados, tratados com lactocistina e infectados com
Toxoplasma gondii e. A: M@ ativados, 2h. B: M@ ativado e infectado com T.gondii por 2
horas, expressdo da iNOS reduzida. C: M@ ativados, tratados com lactocistina e infectados
com T.gondii por 2 horas, expressdo da iINOS é mantida. D: M@ ativados, tratados com
lactocistina e infectados com T.gondii por 6 horas. A expressdo da iINOS foi mantida e
acumulada na regido perinuclear. Barra: 10pm. n=3.

6.3 Avaliacdo da expressao da iINOS em macréfagos ativados tratados com

calpeptina e infectados com T. gondii ou n&o.

Macréfagos ativados produzem NO e a iNOS pode ser visualizada no seu
citoplasma (Figura 18). Macrofagos ativados e infectados com T. gondii tém a
producdo de NO diminuida, assim como a expressdo da iNOS (Figure 18 B).
Essa diminuicdo ocorre devido a degradacdo da iNOS que néo € via calpaina,
jd& que macrofagos tratados com inibidor de calpaina, calpeptina, tem a
producdo de NO diminuida (Figura 18 C,D).
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Em macrofagos tratados com calpeptina, inibidor de calpaina, a INOS
desaparece do citoplasma do macrofago (Figura 18 C,D), comprovando que a

INOS néo é degradada pela calpaina na infeccédo com T. gondii.

Figura 18. Expresséao iNOS (verde), localizacdo de parasitas (vermelho) e nucleo

(azul) de macréfagos (M@) ativados e infectados com Toxoplasma gondii e tratados com
calpeptina. A: M@ ativados, 2h. B: M@ ativado e infectado com T.gondii por 2 horas,
expressdo da iINOS reduzida. C: M@ ativados, tratados com calpeptina e infectados com
T.gondii por 2 horas, expresséo da iNOS é reduzida. D: M@ ativados, tratados com calpeptina
e infectados com T.gondii por 6 horas, expressao da iINOS permanece reduzida. Barra: 10um.
n=3.

6.4 Avaliacdo da expressdo da INOS em macrofagos ativados com LPS

IFN-y, tratados com concanamicina A e infectados com T. gondii ou n&o.

Em macréfagos tratados com concanamicina, inibidor de lisossomo, a iNOS
desaparece do citoplasma do macrofago em 2h (Figura 19 C) e em 6h (Figura
19 D), comprovando que a iNOS néo € degradada pelo lisossomo na infeccao

com T. gondii (Figura 19).
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Figura 19. Expresséo iNOS (verde), localizacdo de parasitas (vermelho) e nucleo

(azul) de macréfagos (M@) ativados e infectados com Toxoplasma gondii e tratados com
concanamicina. A: M@ ativados, 2h. B: M@ ativado e infectado com T.gondii por 2 horas,
expressdo da iNOS reduzida. C: M@ ativados, tratados com concanamicina e infectados com
T.gondii por 2 horas, expressdo da INOS é reduzida. D: M@ ativados, tratados com
concanamicina e infectados com T.gondii por 6 horas, expressdo da INOS permanece

reduzida. Barra: 10um. n=3.

A figura 20 confirma os resultados anteriores mostrando a expressao da
INOS maior em macréfagos tratados com lactocistina. O resultado do western
blotting mostra claramente que a via da calpaina ndo esta envolvida na
degradacédo da INOS (Figura 20 A4), pois a inibicdo da expressédo da INOS
continua ocorrendo, assim como ocorre com o macréfago ativado e infectado
com T. gondii (Figura 20 A2). Ao contrario, o resultado confirma que a via do
proteossomo esta envolvida na degradacdo da iINOS, pois a expressdo da
INOS é maior em macréfagos tratados com o inibidor de proteossomo (Figura

20 A3). Porém, a expressado da iNOS ndo € a mesma do controle (Figura 20
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Al), provavelmente porque a INOS estd sendo direcionada para via do
agrossomo e sendo degradada via lisossomo. O que explica porque a
producdo de NO é parcialmente inibida quando os macrofagos séo tratados
com o inibidor do proteossomo e infectados por 6 h (Figura 14). O préximo
passo do nosso trabalho é caracterizar a via do agrossomo em macrofagos

ativados, infectados com T. gondii e tratados com inibidor de proteossomo.

100

iINOS ——» -

4] fl’i

Figura 20 Expressédo da iNOS. A: Detecgcdo da Oxido nitrico sintase induzida em
cultura de macréfagos em diferentes situacdes por 6h. 1: Macréfagos ativado (controle); 2:
Macrofago ativado e infectado com Toxoplasma gondii 6h; 3: Macrofago ativado, tratado com
lactocistina e infectado com T. gondii , 4; Macrofago ativado, tratado com calpeptina e
infectado com T. gondii. B: Densitometria ptica da figura A; n=3.

Quando o proteossomo € inibido, a iINOS é direcionada para via do
agrossomo para sua degradacéao. A figura 21 mostra o agregado de iNOS na
regido perinuclear. Esse agregado é direcionado através da via do agrossomo
ao lisossomo para sua degradacao. Por isso, ndo observamos a expressao da

INOS e sua producédo de NO no tratamento com lactocistina, macréfago ativado
(Figura 14 e Figura 20).
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Figura 21. Agrossomo (seta). Macréfago ativado, tratado com inibidor de proteossomo,
lactocistina, e infectado com T. gondii por 6 h, A: Aumento de 100x e B: Aumento de 40x.

Barra: 10pum. n=3.

Proteinas para serem degradadas via proteossomo precisam ser
previamente ubiquitinadas. A figura 19 mostra a localizacdo de iINOS e de
ubiquitina em macréfagos ativados e infectados por T. gondii. Macrofagos
ativados apresentam INOS e pouca marcacgéo para ubiquitina (Figura 22 A-C).
Quando infectados, os macréfagos apresentam ubiquitinacdo da iINOS (Figura
22 D-G). Quando os macrofagos séo tratados com lactocistina a iNOS continua
expressa e o sinal de fluorescéncia para ubiquitina € maior (Figura 22 H-K)
gue quando lactocistina é utilizada e o macréfagos nao é infectado (Figura 22
L-O). Esses dados indicam que a infeccdo por T. gondii faz com que a INOS
seja ubiquitinada antes de ser enviada para degradagcdo via proteossomo.
Quando tratada com lactocistina inibindo o proteossomo, ainda observamos
INOS ubiquitinada, o que explica o0 aumento de sinal para ubiquitina (Figura 22
). Esses dados ainda séo preliminares e serdo confirmados incluindo analise

com tempos maiores de infeccao.
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Figura 22: Expressé&o iNOS (verde), ubiquitina (vermelho), localizacdo de parasitas

(DIC - seta) e nucleo (azul) de macrofagos (M@) ativados e infectados por 2 h com
Toxoplasma gondii e tratados com lactocistina. A, B, C: M@ ativados, alta expressédo da
iINOS e baixa da ubiquitina. D, E, F, G: M@ ativado e infectado com T. gondii por 2h, iINOS
ubiquitinada. H, I, J, K: M@ ativados, tratados com lactocistina e infectados com T. gondii por
2h, INOS ubiquitinada. L, M, N, O: M@ ativados, tratados com lactocistina por 2h, iNOS
ubiquitinada. . Barra: 10pm. n=3.
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7 DISCUSSAO

A toxoplasmose é uma doenca de grande abrangéncia mundial que tem a
capacidade de infectar uma variedade de animais, inclusive 0 homem e cujo
agente etiologico € Toxoplasma gondii. A prevaléncia da infeccdo por T. gondii
em humanos é alta, sendo que pesquisas demonstram estimativas de infeccéo
cronica em individuos adultos variando de 10% a 90%, sendo que um terco da
populacdo adulta dos Estados Unidos da América e mais de 85% dos
franceses apresentam sorologia positiva para a toxoplasmose. No Brasil,
estudos epidemiologicos revelaram que 90% dos animais domeésticos e
silvestres avaliados apresentam anticorpos para o protozoario (DUBEY et al.,
2012). A prevaléncia € significativamente alta na América Latina, onde foram
detectados indices de 51 a 72%. Ja no continente africano, sdo achados
intervalos entre 54 a 77%, e no sul da Asia, de 4% e 39% (TENTER et al.,
2000). No Brasil, a infeccdo por T. gondii € amplamente prevalente em
humanos, sendo que 50% das criangas e 80% das mulheres em idade fértil tém
anticorpos que reconhecem esse protozoario (DUBEY et al, 2012). A
enfermidade de ocorréncia mundial também se encontra amplamente difundida
entre as diversas espécies de animais de interesse econdémico, tais como 0s
suinos, ovinos, caprinos, bem como os carnivoros e roedores (Costa, 2013),
todos esses animais sao potencialmente transmissores de T. gondii para o
homem. Embora a infeccdo toxopldsmica se apresente em taxas elevadas
entre os animais e o homem, a taxa de morbidade costuma ser baixa, com
maior gravidade para fémeas prenhes, neonatas e imunodeprimidas (Costa,
2013). .

Por ser um agente causador de zoonose e por seus impactos a Saude
Publica, T. gondii tem sido o mais estudado, dentre os coccidios (TENTER et
al., 2000). A falta de condicGes sanitarias adequadas expde a populacdo a uma
variedade de doencas, dentre as quais a toxoplasmose destaca-se nos paises
em desenvolvimento, onde a elevada soropositividade para T. gondii € mais
comum entre as pessoas de baixo grupo socioeconémico (BAHIA-OLIVEIRA et
al., 2003).

Assim, 0 impacto socio-econdmico da toxoplasmose € elevado, devido a

gravidade dos quadros nos diversos tipos de hospedeiros, complicacdes
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associadas, tratamento e 0s custos sociais, sendo importante o estudo e
aprofundamento de conhecimentos sobre o parasito causador da doenca, T.
gondii, para melhor entender e tratar a toxoplasmose.

Macréfagos séo células do sistema imune e produzem NO como agente
microbicida. O nosso grupo de pesquisa tem trabalhado por muitos anos com
estudos que envolvem a interacdo entre parasitos e hospedeiros. E em estudos
com o parasito intracelular obrigatorio T. gondii, tem sido demonstrado que
esse é capaz de bular o mecanismo microbicida dos macrofagos ativados, ja
gue se observa inibicdo da producdo de NO através do desaparecimento da
INOS apos a infeccdo (SEABRA et al., 2002; 2004; GUILLERMO & DAMATTA
2004). Para o desenvolvimento de novas terapias contra este parasito é
importante entender qual o mecanismo acionado pela infeccdo que leva ao
desaparecimento da iNOS. Por isso, o trabalho de Seabra et al. de 2002 nos
conduziram ao questionamento e objetivo deste trabalho, buscando entender
na linhagem de macrofagos J774-Al1 qual a possivel via de degradacdo da
INOS: proteossomo, calpaina ou lisossomo na infeccdo por T. gondii. Para tal,
foram usados inibidores farmacolégicos especificos para cada via. E finalmente
podemos concluir uma série de questionamentos que envolviam a infeccdo por
T. gondii e demonstrar que a infeccdo de T. gondii inibe a producdo de NO e
gue o desaparecimento da INOS acontece via proteossomo.

Alteracdo da produgdo de NO leva a muitas desordens fisiopatolégicas,
pois esse gas participa de muitas vias fisioldgicas, em varias regulacdes e
funcdes de diversos organismos (Ignarro, 2000). Muita atencéo deve ser dava
ao estudo das isoformas de NOS, devido a importancia do NO na sinalizacéo
celular. Estudar a regulacdo e degradacdo da INOS € conhecer melhores
formas de controle da atividade celular em situacbes adversas, como em
inflamacdes estéreis ou infecciosas. Para o nosso trabalho em especial, a
INOS é de extrema importancia, pois participa do processo de ativacdo dos
macrofagos, que torna estas células mais microbicidas. Existem varios estudos
e publicagbes sobre a biossintese do NO, transporte, mecanismos de
transducao, envolvimento em doencas neurodegenerativas etc (Kolodziejski et
al., 2002; Feng, 2012), mas existe pouca literatura cientifica relacionadas a
regulacdo e principalmente a degradacdo da INOS. Sendo assim, Nnosso
trabalho contribui de forma significativa para a literatura cientifica, pois além de
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estudar a degradacdo da iINOS, também relaciona esta enzima com uma
infeccdo, ou seja, também se torna um estudo importante para a medicina e
saude em geral.

A INOS é primeiramente regulada a nivel transcripcional, porém tem sido
descritas proteinas que interagem com a iNOS. Inibidores seletivos de NOS
para iINOS séo raros, comumente exibem seletividade limitada ou significante
toxicidade. Porém, quinazolina e aminopiridina sdo potentes e seletivos para
iINOS in vitro (Garcin et al., 2008). E um desafio projetar inibidores seletivos
para as isoformas de NOS, devido a conservagdo de sitios ativos entre elas.
Utilizar um inibidor ndo seletivo, por exemplo, no caso de doencas
neurologicas, quando se tem alta expressdo de nNOS, diminui também a
expressdo e atividade da eNOS que é responsavel pelo controle da pressao
arterial (Feng, 2012). O mesmo pode ocorre na tentativa de controle da iINOS
guando induzida na infeccéo. Por isso, o0 estudo da regulacdo dos mecanismos
moleculares da iINOS é de suma importancia, visto que pode ser chave para o
desenvolvimento de novos farmacos seletivos para o tratamento de uma ampla
gama de doencgas que ainda nao tem terapia efetiva (Feng, 2012).

Tem sido demonstrado que a iINOS é regulada e pode desaparecer por
trés vias principais: as vias calpaina, lisossomo e ubiquitina-proteossomo
(Musial and Eissa, 2001; Kone et al., 2003). Com a infec¢cdo, uma dessas vias
deve ser amplificada, degradando a iINOS e consequentemente diminuindo a
producdo de NO. A hipdtese deste trabalho € que a INOS é desativada apos a
infeccdo de T. gondii pela ativacdo da via do proteossomo, baseado em
estudos envolvendo a degradacdo da INOS (MUSIAL & EISSA, 2001,
KOLODZIEJSKI et al., 2002). Nosso trabalho foi realizado com macréfagos da
linhagem J774-Al e nestas células também se confirmou que apos a infeccao
de T. gondii, a producéo de NO é inibida. Este resultado indica que T. gondii é
capaz de inibir a producdo de NO em todas as linhagens testadas até o
momento. Quando a INOS dos macrofagos infectados com T. gondii foi
revelada por imunofluorescéncia constatamos que a enzima desapareceu no
citoplasma somente das células infectadas. Quando os macrofagos ndo foram
infectados, a expressao da iNOS foi clara. Esse resultado também nos indica

gue na infeccdo, a producdo de NO diminui porque a INOS desaparece do
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citoplasma dos macréfagos, ou seja, esta sendo degradada e ndo pode mais
catalisar a reacao de producéo de NO.

Para testificar nossa hipétese, fizemos um modelo de experimentos
baseado na inibicdo de vias de degradacédo celular, vias essas que tem sido
descritas na literatura como responsaveis pela degradacdo da iNOS (MUSIAL
& EISSA, 2001, KOLODZIEJSKI et al.,, 2002). Neste modelo, macréfagos
tiveram as vias do proteossomo, da calpaina e do lisossomo inibidas em
culturas diferentes, porém em ensaios paralelos. A partir desse modelo
tinhamos as perguntas para serem respondidas ou confirmadas com base nas
nossas hipoéteses. Inibindo as vias do proteossomo, calapaina ou lisossomo, a
INOS no citoplasma dos macréfagos infectados por T. gondii desapareceria?
Os resultados esperados eram: iINOS desapareceria do citoplasma, continuaria
sendo degradada por outra via ou INOS permaneceria no citoplasma apos

inibicdo da via, permitindo concluir a via de degradacao da iNOS (Figura 23).
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Figura 23: Modelo de experimentacéo para detectar a via de degradacdo da iNOS, utilizando

inibidores especificos para cada uma das vias .

Quando os macroéfagos foram tratados com lactocistina, droga que inibe

a via do proteossomo, a expressao da INOS continuou sendo detectada no
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citoplasma dos macréfagos infectados. Ou seja, a via que degradava a iINOS
na infeccdo era a do proteossomo e quando este foi farmacologicamente
inibido, a INOS ndo foi degradada e permaneceu no citoplasma dos
macrofagos. I1sso se confirma, pois mesmo bastante infectados, os macréfagos
apareceram bem marcados pela fluorescéncia, indicando a presenca da iNOS.
Da mesma forma, estas células tratadas com o inibidor de proteossomo
lactocistina continuaram a produzir NO, mostrando atividade da enzima.

A ubiquitinacdo € uma marcacdo de proteinas para sua posterior
degradagdo via proteossomo. A cadeia de ubiquitina é reconhecida por
receptores no proteossomo e, assim, as proteinas sdo transportadas para
serem degradadas (VOGES et al., 1999). Demonstramos também que a iINOS
esta sendo ubiquitinada antes de ser degradada no processo de infeccédo de T.
gondii em macrofagos ativados. Nesses macréfagos infectados, o parasito
burla o sistema imunoldgico e inibe 0 mecanismo microbicida dessas células
degradando a iINOS, que é responsavel pela producdo do agente microbicida
NO. A confirmacéo que esses macrofagos estdo sendo ubiquitinados antes da
sua degradacao reforca a hipotese de que a iINOS esta sendo degradada via
proteossomo, visto que a ubiquitinagcdo € um mecanismo natural da célula para
degradacéao de proteinas intracelulares por essa via.

Porém, quando os macrofagos foram tratados com calpeptina, droga que
inibe a via da calpaina, a expressdo da iINOS néo foi detectada no citoplasma
dos macroéfagos infectados. Este resultado sugere que a calpaina ndo esta
participando da degradac&o da INOS na infec¢do por T. gondii em macrofagos
ativados, pois apés a infeccdo a degradacdo da iINOS continuou ocorrendo,
independente da calpaina que estava inibida farmacologicamente. A via de
degradacéo da iNOS néo foi inibida devido ao tratamento com essa droga, pois
guando infectado os macréfagos ndo aparecem marcados e revelados pela
fluorescéncia, indicando a auséncia da iINOS no citoplasma dessas células, e
sugerindo que a INOS continua sendo degradada com essa via inibida. O
resultado se confirmou com a dosagem de NO dos macrofagos, pois
permaneceu menor do que a dosagem de NO de macréfagos ativados sem a
infeccdo (controle). Como a INOS continuava sendo degradada, ndo havia
enzima para promover a catalise da reacdo de producdo de NO, logo esse
valor total de NO celular reduziu.
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O mesmo resultado obteve-se quando os macréfagos ativados e
infectados com T. gondii foram tratados com concanamicina A, inibidor da via
dos lisossomos. Com os lisossomos inibidos, a INOS ndo foi marcada por
fluorescéncia no citoplasma dos macréfagos, ou seja, continuou sendo
degradada, como mecanismo de escape do parasito por outra via; a producéo
de NO também confirmou esse resultado, pois manteve-se inibida com a
infeccao.

Para confirmarmos os resultados obtidos com a imunofluorescéncia e a
dosagem de NO, foi realizada a deteccdo da INOS por western blotting
seguindo o mesmo modelo de experimentacdo, com culturas com drogas para
inibicdo das respectivas vias para deteccdo da responsavel pela degradacao
da INOS. O western blotting confirmou os resultados anteriores permitindo
concluir que a iINOS esta sendo degradada pela via do proteossomo. A INOS
foi detectada em macrofagos infectados e tratados pela lactocistina e sua
expressao foi maior quando s6 havia infeccdo sem inibicdo das vias e também
maior do que quando a via da calpaina foi inibida. O ensaio com inibicdo de
lisossomo nao foi realizado para os experimentos com western blotting.
Macrofagos ativados sem infecgcdo apresentaram a expressao mais forte de
INOS que os infectados com T. gondii.. Este resultado indica claramente que a
via da calpaina ndo esta sendo ativada pela infeccdo de T. gondii.

Porém, € possivel observar que a expressdo da iINOS ndo é a mesma
guando tratada com lactocistina e comparada com macréfagos nao infectados.
Macrofagos ativados e néo infectados expressam mais iINOS. Isso pode estar
acontecendo porque no tempo de tratamento utilizado, a iINOS ja pode estar
sendo recrutada para formar agrossomos, sendo um novo mecanismo de
escape acionado pelo parasito para continuar degradando a iNOS. Porém, com
a confirmacdo da densitometria Optica e com o0s resultados da
imunoflorescéncia mostrando que a iINOS permanece no citoplasma de
macroéfagos infectados e tratados com lactocistina, € possivel afirmar que o
proteossomo esta envolvido na degradacédo da iNOS de macréfagos infectados
com T. gondii e que a via da calpaina e lissosomos ndo estdo relacionadas
com a degradacao da iNOS, ja que macrofagos expressam menos a iNOS na

infeccao e tratamento com calpeptina e concanamicina.
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Os agrossomos sdo corpos de inclusdo citoplasmatica formados em
situacbes de estresse celular e também € descrito como um “mecanismo
fisiologico” para regular algumas proteinas celulares, capaz de controlar a
atividade da INOS pelo direcionamento para sua degradacéo, formando um
agregado de iNOS na regido perinuclear e direcionando esse agregado pra
degradacéo via autofagia (Kolodziejska et al., 2005).

O resultado do western blotting permitiu formular uma nova hipo6tese: a
INOS poderia estar formando um agregado para ser degradada por autofagia
guando o proteossomo foi inibido. Para testar essa hipotese, verificamos se
ocorria formacao de agregados de iINOS na regido perinuclear dos macréfagos
apos ativacdo, inibicdo da via do proteossomo e infeccdo por T. gondii.
Demonstramos que, também em macrofagos infectados, quando o
proteossomo € inibido, a INOS é encontrada em um agregado na regiao
perinuclear desses macrofagos, sugerindo que a via do agrossomo participe de
sua possivel degradacéao.

A figura 24 sumariza os resultados obtidos, mostrando que para a
conclusdo da descoberta da via de degradagdo da iNOS foram realizados
diferentes tratamentos de inibicdo de vias diferentes de degradacdo e que
somente com a inibicdo do proteossomo via lactocistina, a INOS permaneceu

ativa.
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Figura 24: Esquema resultados obtidos, mostrando que a iNOS permanece ativa no

tratamento com lactocistina, que é quando o proteossomo esta inativo.

Conhecer os mecanismos utilizados pelo sistema imunologico em uma
infeccdo, a acdo do parasito na infecgéo e a resposta imunoldgica frente a essa
infeccdo é importante para se determinar todo um ciclo de uma doenca e, a
partir dai, criar estratégias para tratar e erradicar as doencas. Este trabalho
contribui para este fim, visto que descobriu a via responsavel pela degradacao
da INOS na infecédo, via essa que é, possivelmente, um mecanismo utilizado
pelo parasito para burlar a resposta imune, persistir na célula e propagar a
infeccdo. Esse resultado também foi importante para dar continuidade as
pesquisas que agora irdo realcionar o0s resultados obtidos com a
experimentacédo in vivo, onde camundongos terdo o proteossomo inibido e
serdo infectados e posteriormente observados para andlises da viruléncia e
suas consequéncias. Investigar os mecanismos utilizados pelo parasita para
burlar o sistema imune é essencialmente importante e Util para o
desenvolvimento de futuras intervengdes terapéuticas, ja que a toxoplasmose é
uma doenca que infecta um terco da populacdo mundial (Hunter et al., 1994;
Bhopale 2003; Rozenfeld et al., 2005).
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8 CONCLUSAO

Podemos concluir que macrofagos ativados infectados por T. gondii
tratados com lactocistina tem o proteossomo inativado e apresentam a
expressao da iNOS no citoplasma, indicando que a via de degradacédo da iINOS
apos a infeccdo por T. gondii € a do proteossomo. Houve formacdo de
agregado de iNOS, sugerindo a formacdo do agrossomo para possivel
degradacéao de iNOS via autofagia.

Concluimos também que a via da calpaina e do lisossomo nao

participam da degradacéo da iNOS apds a infeccéo por T. gondii.
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