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RESUMO
Toxoplasma gondii € o agente etiologico da toxoplasmose. Entre seus
“‘mecanismos de evasao”, esta a capacidade de inibir a producdo do agente
microbicida oxido nitrico (NO) em macrofagos. A inibicdo ocorre pela liberacao
do fator de crescimento transformante-betal e migracdo nuclear do fator de
transcricAo Smad2P que inibe a expressdo da Oxido nitrico sintase induzida
(INOS). Sabe-se que parte dos taquizoitos de T. gondii expde fosfatidilserina
(PS) na membrana externa mimetizando apoptose. A subpopulacdo PS* tem
maior capacidade de invaséo e inibicdo de NO, ao contrario da subpopulacdo
PS . Ecto-ATPases, sdo enzimas que hidrolisam nucleotideos extracelulares
(efeito pro-inflamatorio) em nucleosideos (efeito anti-inflamatorio). Em T. gondii
estas enzimas foram identificadas nos granulos densos para sintese de
nucleotideos. Entretanto, pouco se sabe sobre sua atuacdo nos mecanismos
de evasédo do parasito. Com base nisso, objetivou-se quantificar a atividade
ecto-ATPasica nas subpopulacdes PS de T. gondii e seu efeito na producao de
NO em macrofagos murinos ativados classicamente. A quantificacdo ecto-
ATPésica foi realizada em subpopulacfes de PS isoladas, tratadas ou ndo com
inibidores desta enzima (DIDS e suramina). Macrofagos foram infectados com
as subpopulactes PS tratadas ou nao com DIDS. NO foi dosado e macréfagos
imunomarcados para iINOS e Smad2P. A subpopulacdo PS* demonstrou 6
vezes mais atividade ecto-ATPasica do que a subpopulacdo PS . DIDS teve
maior eficiéncia na inibicdo. Infeccdo com subpopulagdo PS* inibiu a producéo
de NO com baixo percentual de macrofagos positivos para iINOS e alta
marcacdo para Smad2P. O tratamento de PS* com DIDS reverteu a inibicdo
com elevada marcacdo para INOS e reducdo no Smad2P nuclear,
assemelhando-se a subpopulacdo PS. Estes resultados indicam que as ecto-
ATPases de superficie em T. gondii podem funcionar como mecanismo de
evasdo a producao de NO de macroéfagos.
Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Subpopulacdes. Ecto-ATPases.

Oxido nitrico. Fosfatidilserina.

viii



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is the etiological agent of toxoplasmosis. Among the
“evasion mechanisms” is the ability to inhibit the production of the microbicidal
agent nitric oxide (NO) of macrophages. Inhibition occurs by release of
transforming growth factor-betal and nuclear migration of the transcription
factor Smad2P that inhibits the expression of inducible nitric oxide synthase
(INOS). It is known that part of the tachyzoites population of T. gondii exposes
phosphatidylserine (PS) at the outer membrane mimicking an apoptotic cell.
This PS* subpopulation has greater capacity to invade and inhibit NO, unlike
the subpopulation PS . Ecto-ATPases, are enzymes that hydrolyze extracellular
nucleotides (pro-inflammatory effect) in nucleosides (anti-inflammatory effect).
In T. gondii these enzymes were identified in the dense granules for nucleotide
synthesis. However, little is known about its participation in parasite evasion
mechanisms. Thus, the aim was to quantify the ecto-ATPase activity in the T.
gondii PS subpopulations and its effect on NO production in classically
activated murine macrophages. The ecto-ATPase activity was measured in the
isolated PS subpopulations, treated or not with ecto-ATPase inhibitors (DIDS
and suramina). Macrophages were infected with PS subpopulations treated or
not with DIDS. NO was evaluated and macrophages immunolabelled for INOS
and Smad2P. The PS* subpopulation demonstrated 6-fold more ecto-ATPase
activity than the PS- subpopulation. DIDS showed greater inhibition efficiency.
Infection with PS* subpopulation inhibited NO production with low percentage of
INOS positive macrophages and high labeling for Smad2P. Treatment of PS*
with DIDS reversed inhibition with high iINOS labeling and reduction in nuclear
Smad?2P, similar to the PS- subpopulation. These results indicate that surface
ecto-ATPases in T. gondii can function as a mechanism to avoid NO production
of macrophages.

Key words: Toxoplasma gondii. Subpopulations. Ecto-ATPases. Nitric

oxide. Phosphatidylserine.
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1 Introducao

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatorio, agente
etiologico da toxoplasmose (Dubey e Beattie, 1988). Em humanos a
toxoplasmose é uma das infec¢Bes mais recorrentes (Cenci-Goga et al., 2011).
Toxoplasma gondii apresenta trés formas infectantes: taquizoitos, bradizoitos e
esporozoitos. A primeira forma € capaz de ocasionar danos teciduais pela alta
capacidade de replicagéo que causa lise celular (Dubey et al., 1998).

Toxoplasma gondii tem um processo de invasdo e sobrevivéncia
eficiente, isso se deve, em parte, pelos diversos mecanismos evasivos capazes
de superar as defesas imunes do hospedeiro (Lang et al., 2007). Dentre os
mecanismos de evasao descritos esta a capacidade deste parasito em inibir a
producdo do agente microbicida 6xido nitrico (NO) em macréfagos (Seabra et
al., 2002; Luder et al.,, 2003; Seabra et al., 2004) através da exposicao do
fosfolipidio fosfatidilserina (PS) realizando um “mimetismo apopto6tico” (Seabra
et al., 2004; Dos Santos et al., 2011). Em 2011 as subpopulagdes de T. gondii
foram separadas obtendo-se a subpopulacdo que expbe PS (PS*) e a
subpopulacdo que nado expde (PS’). A subpopulacdo PS* é mais eficiente na
invasdo, além de inibir a producdo de NO nos macréfagos ativados (Dos
Santos et al., 2011). Dessa forma, as duas subpopulagfes apresentam papeis
distintos na infeccéao.

O processo inflamatério e rompimento de células durante a infeccao e/ou
algumas patologias induzem a liberacdo de nucleotideos no ambiente
extracelular. Estes acentuam a resposta inflamatéria induzindo producdo de
citocinas pro-inflamatérias via sinalizacdo purinérgica (Bours et al., 2006). A
inflamacédo exacerbada, por esse mecanismo, é regulada por enzimas
denominadas ectonucleotidases, localizadas na membrana plasmatica das
células com o sitio catalitico extracelular, que convertem nucleotideos em
nucleosideos (Zimmermann, 2001). Os nucleosideos gerados no espaco
externo induzem um perfil anti-inflamatorio essencial para a homeostase (Bours
et al., 2006).

Pesquisas tém descrito a atividade de ectonucleotidases em parasitos,
inclusive T. gondii, indicando em muitos casos sua associagdo com viruléncia e

evasao ao sistema imune hospedeiro, por exploracdo da via de inativacao
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induzida por nucleosideos (Vasconcelos et al., 1993; Asai et al., 1995; Barros
et al., 2000; Berredo-Pinho et al., 2001, Kikuchi et al., 2001; Bisaggio et al.,
2003; Meyer- Fernandes et al., 2004; Marques-da-Silva et al., 2008; Sansom et
al., 2008; Gomes et al., 2015). Neste trabalho as ectonucleotidases foram
investigadas como um possivel mecanismo de evasdo adicional utilizado por
subpopulac¢des PS de T. gondii para burlar a defesa microbicida de macrofagos
ativados. Compreender os diversos mecanismos de evasao utilizados por T.
gondii para estabelecer a infecgcdo, bem como a correlacdo entre eles, é

essencial para o desenvolvimento de estratégias de combate ao parasito.

2 Revisdo de literatura

2.1 Toxoplasma gondii e toxoplasmose

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatério (Dubey e
Beattie, 1988) descrito simultaneamente em 1908 por Splendore (Splendore,
1908) e Nicolle e Manceaux (Nicolle e Manceaux, 1908). O género Toxoplasma
faz referéncia ao formato arqueado do corpo deste protozodrio e o epiteto
especifico, gondii, faz mencdo ao roedor Ctenodactylus gundi, do qual o
parasito foi isolado na Africa (Nicolle e Manceaux, 1908; Dubey, 2008).

A espécie T. gondii pertence ao dominio Eukarya, reino Alveolata, filo
Apicomplexa, classe Coccidia, ordem Eucoccidiorida, familia Sarcocystidae e
género Toxoplasma (NCBI, 2017). Este parasito possui trés formas infectantes:
taquizoitos (forma de rapida multiplicacdo em células hospedeiras), bradizoitos
(presentes em cistos teciduais, com lenta multiplicacdo) e esporozoitos
(presentes dentro de oocistos liberados nas fezes de hospedeiros definitivos -
os felinos) (Miller et al., 1972).

Pela alta capacidade de divisdo, os taquizoitos promovem rapida
destruicdo tecidual. Apresentam 2-7 puym, com regido posterior mais
arredondada em relacdo a anterior (Ferguson e Dubremetz, 2007). Quando
dentro de células hospedeiras se desenvolve em vacuolos parasitoforos (VP)
(Figura 1A) formado pelo remodelamento da membrana hospedeira (Lang et
al., 2007). A multiplicagdo de taquizoitos leva a formacg&o de estruturas

conhecidas como rosaceas (Figura 1B).
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Flgura 1- Taqulzor[os de Toxoplasma gondi mfectando macrofagos murinos

ativados. (A) Macrofagos infectados por 2 h. Taquizoito em vacuolo
parasitoforo (seta). (B) Macréfagos infectados por 24 h. Rosacea formada pela
multiplicagao de taquizoitos (seta). Barra: 10 um. Fonte: acervo pessoal

Como célula eucarittica, T. gondii possui organelas, como nucleo,
reticulo endoplasmatico liso e rugoso, complexo de Golgi, mitocondria (Unica,
longa e ramificada). Possui ainda outras estruturas caracteristicas, incluindo
apicoplasto (para producao de acido graxo), acidocalcissomos (reservatério de
ions), microporo, anéis apicais e polares, corpos lipidicos e rede de
microtUbulos subpeliculares (Dubey et al., 1998; de Souza et al., 2010) (Figura
2). Uma pelicula, constituida por trés membranas, recobre o corpo do parasito,
incluindo a membrana plasmatica e o complexo interno de membrana.
Toxoplasma gondii € incluido no filo Apicomplexa por apresentar estrutura
apical importante para invasdo, o condide, que organiza 0s microtubulos,
seguido de organelas secretoras caracteristicas: micronemas, roéptrias e
granulos densos (Dubremetz e Ferguson, 2009). Os numerosos micronemas
possuem forma de bastdo (Dubey et al., 1998; Dubremetz e Ferguson, 2009).
As roptrias assemelham-se a bolsas achatadas com regido mais larga (bulbo) e
outra estreita (pescoc¢o) conectada ao conodide (Lemgruber et al., 2011). Os
granulos densos circulares estao espalhados préximos a membrana plasmatica

do parasito (Dubremetz e Ferguson, 2009).
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Figura 2 — Representacao esquematica de um taquizoito de Toxoplasma gondii
com a indicacdo de organelas tipicas de células eucaridticas e outras
exclusivas desse filo. Fonte: Modificado de Souza et al. (2010a).

A toxoplasmose é uma das infec¢cdes mais comum em humanos (Cenci-
Goga et al.,, 2011). Embora descrito em 1908, a infeccdo humana s foi
relatada trés décadas ap0s, pela autopsia de uma crianca com sinais clinicos
de encefalomielite e corioretinite (Wolf et al., 1939). As principais rotas de
transmissao incluem a infeccdo oral e transmissdo mée - feto (congénita)
(Weinman e Chandler, 1954; Jacobs et al., 1960; Bahia-Oliveira et al., 2003;
Cenci-Goga et al., 2011).

Em imunocompetentes a infeccao geralmente é assintomatica. Cerca de
20% deste grupo desenvolve sinais clinicos como: dor na cabega, fraqueza,
mialgia, febre, retinocoroidite e linfadenopatia cervical (alteracdo em numero,
tamanho ou consisténcia de linfonodos) (Weiss e Dubey, 2009). Os casos mais
graves da doenca ocorrem em individuos imunocomprometidos e infectados
congenitalmente (Saadatnia e Golkar, 2012). Em portadores do HIV (Machala
et al., 2015) ou individuos sob acéo de terapias imunosupressivas (Botterel et
al., 2002; Martina et al., 2011) o perigo consiste em reconverséo de bradizoitos
em taquizoitos pela deficiéncia da resposta imune celular, culminando em
reativacdo da fase aguda da doenca (Machala et al., 2015). A infeccdo
congénita normalmente acomete criancas com maes infectadas durante a

gestacdo, podendo resultar, para o0s nascidos, em retardo mental,
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retinocoroidite, calcificagcéo intracerebral, perda auditiva ou morte (Goldstein et
al., 2008).

2.2  Epidemiologia e ciclo de vida

Este protozodrio € capaz de parasitar todos 0os animais homeotérmicos,
sendo, portanto, distribuido mundialmente (Saadatnia e Golkar, 2012; Uttah et
al., 2013). Estima-se que 35,0% da populagcdo mundial esteja infectada por T.
gondii. Entretanto, por ser uma doenca negligenciada € dificil determinar com
precisdo sua prevaléncia (Uttah et al., 2013). A tabela 1 indica soroprevaléncia

para toxoplasmose reportada em diferentes paises.

Tabela 1 — Soroprevaléncia humana da toxoplasmose em diferentes paises.

Pais Soroprevaléncia

Estados Unidos 73,0% (Lykins et al., 2016)

México 62,6% (Caballero-Ortega et al., 2012)
Brasil 56,0% (Dubey et al., 2012)
Alemanha 55,0% (Wilking et al., 2016)

Reino Unido 23,0% - 33,0% (Joynson, 1992)

india 24,3% (Dhumne et al., 2007)

Franca 47,0% (Fromont et al., 2009)

China 12,3% (Zhou et al., 2011)

O ciclo de vida de T. gondii alterna entre as fases sexuada, que ocorre
em hospedeiros definitivos, e assexuada, em hospedeiros intermediarios e
definitivos (Dubey, 2009). Em 1970, Frenkel e colaboradores identificaram
oocistos, caracteristico da fase sexuada, em material fecal de gatos. Em 1972,
foi constatado que os oocistos séo liberados exclusivamente por membros da
familia Felidae (Frenkel et al., 1970; Miller et al., 1972).

A via oral é a principal rota de infeccdo nos felinos, onde os parasitos
invadem as células epiteliais intestinais conhecidas como enterdécitos. Dentro
destas células ocorrem ciclos de multiplicagdo assexuada conhecida como

endodiogenia (a célula mé&e origina duas células filhas internamente),
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endopoligenia (endodiogenia multipla) e esquizogonia (divisbes nucleares
seguida de fragmentacéao citoplasmatica) (Ferguson et al., 1974; Dubey, 1998;
Dubey e Frenkel, 1972) (Figura 3). O ciclo de reinfec¢cdo € continuo, com
liberacdo de merozoitas, formados pelo processo de esquizogonia, e invasao
de enterdcitos. Posteriormente ocorre a formacdo de gametas masculinos
flagelados e femininos imoveis; os gametas masculinos fecundam os femininos
formando zigotos que originam oocistos ndo esporulados (Ferguson et al.,
1974; Dubey, 2009). Enterdcitos rompidos liberam os oocistos nas fezes de
felinos ao longo de 1-2 semanas (Dubey et al., 1970). A esporulagdo dos
oocistos, com formacdo de 2 esporocistos, cada contendo 4 esporozoitos,
ocorre sob condicbes ambientais tornando-os aptos a infectar outros
hospedeiros (Miller et al., 1972; Dubey, 1998; Hill e Dubey, 2002).

Endopoligenia

Figura 3 — Tipos de multiplicacdo assexuada em Apicomplexas. Esquizogonia,
endodiogenia e endopoligenia. Fonte: Modificado de Ferguson et al. (2007).

Na fase assexuada, que pode ocorrer em hospedeiros definitivos ou
intermediarios, predomina a forma taquizoito, nas infec¢cbes agudas, e
bradizoito, em infec¢cdes cronicas. Os bradizoitos formam cistos teciduais
resistentes predominantemente localizados no sistema nervoso central e tecido
muscular estriado, sendo estes, importantes fontes de disseminagéo pela via

oral (Dubey, 2009). A figura 4 esquematiza o ciclo de vida.



OO NOOYULD WN B

P R PR R R R R R
0ONOUD WNRERO

\( ~ HOSPEDEIRO <t
““HOSPEDEIRO ~ INTERMEDIARIO

RV DeriNmvo eV %

Taquizcn’tos@\‘ ~ T
Infecgdo de P e Infeccdo
i Invasdo celulare | ¥ aguda
Multiplicagdo: endodiogenia, endodiogenia .
\ endopoligenia e esquizogonia. ; Transm'_ssa’
Formagso de congénita e
gametas Conversio em transfusdo sanguinea | |
1l bradizoitos (cistos | : =
Fusdo de gametas musc:la_res.
e fomaggo de o::“arﬁ:)e GIENES
oocistos n&o Transmiss&o por
esponi:ados & { transplante de
6rgéos
elele | Camnivorismo | 9
Liberagdo de
oocistos nas fe_b_zes
v
Ambiente @ Infecgéo de
Meiose animais

Esporogonia J
' . /
Contaminagéo de

agua e alimentos

Figura 4 — Esquema do ciclo de vida de Toxoplasma gondii. (A) A fase sexuada
ocorre apenas em felinos. Bradizoitos ou esporozoitos se multiplicam em
enterdcitos e diferenciam-se em gametas masculinos e femininos. Apos a fuséo
de gametas os oocistos ndo esporulados sédo formados e com o rompimento
dos enterdcitos sdo eliminados nas fezes. A esporogonia ocorre no ambiente e
oocistos maduros, com 2 esporocistos e 4 esporozoitos, tornam-se capazes de
contaminar agua e alimentos. (B) A fase assexuada pode ocorrer nos
hospedeiros definitivos e intermediarios. Na fase aguda da toxoplasmose, 0s
taquizoitos invadem e se multiplicam rapidamente nas células. A lise de células
infectadas libera taquizoitos. Pode ocorrer a transmissdo congénita ou
contaminacgdo por transfusdo sanguinea com a disseminacao de taquizoitos. A
fase cronica se inicia com a conversdo de taquizoitos em bradizoitos que
podem ser transmitidos por transplante de érgdos ou carnivorismo. Oocistos
nas fezes de felinos ou cistos teciduais com bradizoitos podem infectar outros
animais. As figuras foram obtidas no banco de imagens para apresentacdes
cientificas do Servier e através da pagina pngimg.com.
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2.3 Mecanismos de invasao celular e evasao do sistema imune

Toxoplasma gondii € um parasito capaz de invadir e persistir em seus
hospedeiros com eficiéncia. O sucesso deste parasito esta em sua capacidade
de lidar com o sistema imune hospedeiro burlando suas defesas (Lang et al.,
2007).

A ligagdo do complexo apical na membrana da célula hospedeira marca
0 inicio do processo de invasdo. A penetracdo ativa é essencial para a
sobrevivéncia do parasito e inibicdo das respostas imunes (Morisak et al.,
1995; Butcher e Denkers, 2002). Este evento dura cerca de 30 segundos
(Sibley e Andrews, 2000). Durante o processo de entrada ativa, a membrana
plasmatica da célula hospedeira invagina-se e ocorre penetracdo do parasito
(Sibley, 1995; Toulah et al., 2011), com liberacdo de proteinas presentes nos
micronemas e réptrias. Apdés a entrada, ocorre liberacdo do contetdo dos
granulos densos pelas regides lateral e posterior do corpo do parasito
(Carruthers, 2002). Depois da invasdo o parasito permanece dentro de um VP
gue nao se funde aos lisossomos, preservando sua integridade (Sibley et al.,
1985).

Em células epiteliais intestinais a infeccdo por T. gondii leva ao aumento
na expressao de quimiocinas inflamatérias como CCL2, CCL3, CCL5, CXCL2,
CXCL9 e CXCL10 (Gopal et al., 2011). Estes fatores quimiotaticos atraem
células de defesa e facilitam a disseminacdo do parasito pelo sistema
hospedeiro (Da Gama et al., 2004). Células dendriticas (CDs) infectadas sdo
capazes de migrar mais rapido, indicando que a mobilidade de células
hospedeiras também é aprimorada apés infec¢do (Lambert et al., 2006).

Como mecanismo de defesa, mondcitos infectados liberam citocinas
para atrair neutréfilos e CDs. Estas células sdo importantes componentes da
resposta celular Thl (Bliss et al., 2001). As células natural killer (NK) produzem
interferon gamma (IFN-y) em resposta a interleucina (IL)-12 liberada por
macréfagos e CDs (Gazzinelli et al., 1993). Estudos relatam a importancia do
IFN-y para resisténcia da fase aguda e protecdo na toxoplasmose cerebral
(Suzukiet al., 1988; Sa et al., 2015).

A resposta imune adquirida € mediada pela atuacdo de linfocitos CD4* e

CD8*, através do reconhecimento de antigenos expostos por células
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apresentadoras, via complexo maior de histocompatibilidade (MHC) de classe |
(antigenos processados via proteossomo no citosol) ou classe Il (fragmentos
oriundos de patogenos fagocitados e destruidos via lisossomos) (Denkers et
al.,, 1993; Denkers e Gazzinelli, 1998). Entretanto, por ser um parasito
intracelular obrigatério T. gondii obtém protecao contra o sistema humoral pela
sua localizagé&o intracelular (Lambert e Barragan, 2010).

A reposta inflamatoria exagerada néo é benéfica para sobrevivéncia do
hospedeiro e, consequentemente, do parasito. Nesse contexto, respostas de
carater anti-inflamatério também sdo moduladas, uma vez que infecgdo por T.
gondii leva ao aumento na producdo do fator de crescimento transformante
beta 1 (TGF-B1) por macréfagos (Bermudez et al., 1993; Seabra et al., 2004). O
TGF-B1 influencia negativamente o perfil microbicida de macrofagos reduzindo
os niveis de NO (Tsunawaki et al., 1988).

Outra estratégia importante adotada por este parasito ocorre durante a
invasdo da célula hospedeira, pois consegue mimetizar uma célula apoptoética
através da exposicdo de PS na monocamada externa de sua membrana
plasmatica (Seabra et al., 2004). A PS é um fosfolipidio aniénico localizado na
monocamada interna da membrana da maioria das células ndo apoptoticas
(Vance e Steenbergn, 2005). Quando na monocamada externa da membrana,
sinalizam apoptose, gerando resposta anti-inflamatéria (Fadok et al., 1998). A
exposicdo de PS na superficie externa da membrana de T. gondii induz
liberacdo de TGF-B1 por macréfagos levando a reducdo do nivel de NO
(Seabra et al., 2004). Dos Santos e colaboradores (2011) isolaram as duas
subpopulacdes de PS em T. gondii. A subpopulacdo PS* expde PS na camada
externa da membrana e realiza o mimetismo apoptético, enquanto que, a
subpopulacdo PS™ ndo apresenta tal caracteristica. A analise dos vacuolos
formados apos a invasdo de células hospedeiras por estas subpopulacdes
revela que taquizoitos PS* localizam-se em vacuolos estreitos, indicando
penetracdo ativa (Figura 5A). Em contraste, os taquizoitos da subpopulacéo
PS- sdo retidos em vacuolos largos, indicativo de fagocitose (Figura 5B)
(Morisaki et al., 1995; Dos Santos et al., 2011). A subpopulacdo PS* de T.
gondii € a Unica capaz de penetrar ativamente em células hospedeiras néo
fagociticas e inibir a producdo de NO apoés infeccdo de macréfagos ativados.

Entretanto, a infeccdo in vivo com a populagdo total (PS*) promove maior
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tempo de sobrevivéncia em camundongos que a infeccdo apenas com
subpopulacdes isoladas. Infeccdo com taquizoitos PS* desencadeia alta
parasitemia identificada em amostras teciduais dos animais. Em contrapartida,
taquizoitos PS™ induzem processo inflamatorio exacerbado. Em ambos os
casos h&d comprometimento da viabilidade dos camundongos (Dos Santos et
al., 2011).

\

- Macrofago

- Macréfago

Figura 5 — Representacdo de macréfagos infectados com subpopulacbes de
Toxoplasma gondii. (A) Taquizoitos PS+ em vacuolo estreito. (B) Taquizoitos
PS- em vacuolo largo. Fonte: Souza (2014).

Macroéfagos infectados reduzem a producdo de IL-12, IFN-y e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) pela liberacdo de IL-10 e blogueio da
translocacdo do fator nuclear kappa B (NF-xB) (Lang et al.,, 2007). O
reconhecimento de IL-10 por seu receptor ativa Jakl e Tyk2, culminando em
fosforilagdo do sinal de transducgéo e fator de transcricdo 3 (STAT3) (Hutchins
et al.,, 2013). STAT 3 regula negativamente genes envolvidos com citocinas
inflamatérias (Darnell, 1997). Entretanto a ativagdo de STAT 3 pode ocorrer de
forma independente da producdo de IL-10 em macrofagos (Butcher et al.,
2005). Cepas tipo | de T. gondii liberam o conteudo das réptrias, como a
ROP16, capaz de fosforilar STAT 3 exercendo os mesmos efeitos (Butcher et
al., 2016).

Toxoplasma gondii também induz bloqueio da translocacdo nuclear de
NF-kB. A infeccdo de macrofagos induz a fosforilagdo e degradacdo da
molécula inibidora IkB, entretanto, o NF-kB de macréfagos ativados infectados
por T. gondii ndo é translocado para o nucleo (Butcher et al., 2001). Em adigéo,

macréfagos ativados perdem o sinal de NF-xB nuclear apos infeccéo (Seabra
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et al., 2004).
A permanéncia de T. gondii na célula hospedeira significa sua
sobrevivéncia, sendo assim mecanismos de invasdo e evasao eficientes sao

primordiais para o sucesso da infeccao.

2.4  Macréfagos

Os macréfagos sdo células mononucleares, fazem parte do sistema
imunologico e tém alta capacidade fagocitica. Desempenham importante papel
em respostas imunes, homeostase e reparo tecidual. Estas células, na maioria
das vezes, se diferenciam de mondcitos sanguineos derivados de células
hematopoiéticas da medula 6ssea. Os mondcitos podem migrar para tecidos
estaveis ou em resposta a uma inflamacéo diferenciando-se em macrofagos
(van Furth e Cohn, 1968). Embora sua origem hematopoiética seja bem
determinada, estudos recentes revelam que macréfagos maduros residentes
nos tecidos afetados podem proliferar massivamente para aumentar o nimero
de células. Utilizando modelos animais Hashimoto e colaboradores (2013)
reavaliaram as possibilidades de origem dos macrofagos residentes em
tecidos. Eles observaram que mesmo quando os macréfagos residentes nos
pulmdes e baco de camundongos C57BL/6 sdo afetados por irradiacéo, a auto
reposicao tecidual, independente de mondcitos circulantes, ainda ocorre
(Hashimoto et al., 2013). Sabe-se que o processo inflamatério desencadeado
por infeccdo estimula a expansdo de macréfagos nos tecidos afetados. Em
resposta imune do tipo Th2, a proliferacédo local de macrofagos residentes pode
ser dirigida pela presenca de altos niveis de IL-4. A infeccdo de camundongos
com o nematoide Litomosoides sigmodontis, capaz de induzir perfil Th2, resulta
em baixo recrutamento de monocitos circulantes apos 15 dias de infecgéo.
Entretanto, em apenas 6 dias, promove aumento no niumero de macrofagos
residentes reforcando a ideia de que mondcitos circulantes ndo sédo fontes
exclusivas de macrofagos (Jenkins et al., 2011).

Os macrofagos podem ser diferenciados de acordo com sua funcao.
Macrofagos do tipo M1 sdo ativados de forma classica por estimulo a IFN-y,
TNF-a e lipopolissacarideo bacteriano (LPS), tornando-se habeis em fagocitar

e destruir microorganismos intracelulares (Nathan et al., 1983, Stuehr e
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Marletta, 1985; Martinez e Gordon, 2014). Essa destruicdo ocorre pela
producdo de espécies reativas de oxigénio e aumento da inducéo de INOS com
geracdo de NO (Stuehr e Marletta, 1985; Martinez e Gordon, 2014).
Macrofagos ativados com IFN-y produzem maiores niveis de perdxido de
hidrogénio potencializando sua atividade microbicida contra T. gondii (Nathan
et al., 1983). Além disso, a inducdo da INOS por macrofagos M1 limita a
replicacdo de T. gondii, dessa forma para que o parasito se desenvolva em
macrofagos ativados € necessario reducdo nos niveis de NO intracelular
(Seabra et al., 2002; Luder et al., 2003).

Macrofagos com perfil M2, conhecidos como reparadores, sdo ativados
alternativamente e s&o eficientes em produzir componentes envolvidos na
formacdo de matriz extracelular e reparo tecidual. As IL-4 e IL-13 sédo capazes
de converter macrofagos residentes em células reparadoras (Doyle et al., 1994;
Martinez e Gordon, 2014). O tratamento in vitro de macréfagos com IL-4 e IL-
13 prejudica a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, NO e radicais de
oxigénio (Edwards et al., 2006). A atividade da arginase nesses macréfagos
converte arginina em ornitina para a producdo de poliaminas e colageno,
contribuindo assim para as fung¢des reparadoras (Mosser e Edwards, 2008).

A atuacao inflamatoria exacerbada dos macrofagos deve ser controlada
para evitar danos teciduais. Macréfagos reguladores respondem a IL-10, TGF-f3
e estimulos como glucocorticoides e células apoptéticas tornando-os potentes
inibidores da inflamacédo (Fadok et al., 1998; Mosser e Edwards, 2008).
Entretanto, por essa caracteristica, macrofagos regulatorios sédo alvos faceis de
parasitos. Muitas vezes este perfil regulatério pode ser simulado por esses
patdgenos a fim de burlar o sistema imune, como € o caso dos protozodrios
Leishmania spp. (Barral-Netto et al., 1992), T. cruzi (Ming et al., 1995; DaMatta
et al.,, 2007) e T. gondii (Bermudez et al., 1993; Guillermo e DaMatta, 2004;
Seabra et al., 2004). A figura 6 esquematiza os perfis M1, M2 e regulador de

macrofagos.
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Figura 6 — Esquema demonstrativo de citocinas produzidas por células imunes
determinando perfis de macrofagos classicamente ativados, reparadores ou
regulatérios. Macréfagos classicamente ativados surgem em resposta a IFN-y
produzidos por linfécitos Thl e células NK ou TNF produzido por células
apresentadoras de antigeno. Macro6fagos reparadores sdo gerados em
resposta a IL-4 produzida por linfocitos Th2 e granuldcitos. Macréfagos
regulatorios surgem em resposta a IL-10 e outros estimulos. Modificado de
Mosser e Edwards (2008).

2.5 Oxido nitrico sintase induzida e 6xido nitrico

O gas NO é secretado por diferentes tipos de células e possui distintas
funcbes no organismo, seja como neurotransmissor no sistema nervoso,
vasodilatador no sistema cardiovascular ou agente microbicida no sistema

imunologico (Nathan, 1992). Devido a sua alta reatividade quimica o NO possui
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vida util curta, sendo rapidamente oxidado a formas mais estaveis, nitrito e
nitrato (Bogdan, 2015).

Os primeiro estudos associando a producdo de Oxidos de nitrogénio a
células mamiferas foram realizados em 1981. Pesquisadores observaram que
a taxa de excrecdo de nitrato em ratos germ-free era maior que a ingestéao,
sugerindo que a sintese de nitrato é processo comum em células de mamiferos
(Green et al.,, 1981a). Esta hipotese foi reforcada pelos resultados da
investigacdo do metabolismo de nitrato em homens jovens e saudaveis. A
quantidade de nitrato excretado na urina foi quatro vezes maior que a taxa
ingerida. Esse padréo independe da quantidade de nitrato consumido na dieta.
Green e colaboradores atribuiram a biossintese enddégena de nitrato como
fonte do excesso (Green et al., 1981b).

A producdo de NO ocorre através de uma oxirreducdo, na qual L-
arginina é convertida em L-citrulina e NO. Esta reacdo é catalisada pela enzima
homodimérica, 6xido nitrico sintase (NOS), presente em 3 isoformas: NOS1
(neuronal), NOS2 (induzida) e NOS3 (endotelial). NOS2, conhecida como
INOS, é uma isoforma induzida por estimulos imunologicos, enquanto NOS1 e
NOS3, sdo expressas constitutivamente (Bogdan, 2015).

A producdo de NO por macrofagos ativados € uma importante via de
defesa contra infec¢bes. Stuehr e Marletta (1985) demonstraram que
macrofagos murinos produzem elevado nivel de nitrito e nitrato em resposta a
infeccdo por Mycobacterium bovis ou quando em contato com LPS de
Escherichia coli. Camundongos sensiveis ao estimulo por LPS produzem 5 a 6
vezes mais nitrato no sangue e urina do que camundongos ndo sensiveis. As
taxas também sdo elevadas no tratamento de macrofagos extraidos desses
animais (Stuehr e Marletta, 1985).

Em infeccdo in vivo com T. gondii 0 NO é capaz de induzir a conversao
de taquizoitos em bradizoitos. A ativacdo de macréfagos murinos derivados de
medula éssea com IFN-y ou LPS induz a expresséo de antigenos especificos
de bradizoitos. A conversdo também é estimulada por niveis exdgenos de NO
apos o tratamento dos macrofagos com nitroprussiato de soédio - um doador de
NO (Bohne et al., 1994).

Em contrapartida, como mecanismo de defesa, T. gondii &€ capaz de

reduzir a producdo de NO em macrofagos ativados (Seabra et al., 2002; 2004;
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Guillermo e DaMatta, 2004; Dos Santos et al., 2011; Miranda et al., 2016). A
subpopulacdo PS* de T. gondii induz a producdo de TGF-B1 em tecidos ou
macréfagos infectados via externalizacdo de PS, mimetizando uma célula
apoptotica (Barcinski et al., 2003; Seabra et al., 2004; Dos Santos et al., 2011).
A PS exposta estimula a auto secrecéo de TGF-B1 por macrofagos acarretando
na ativacdo do fator de transcricho Smad2 (membro de uma familia de
proteinas citoplasmaticas), inibicdo da expressao da NOS2 (Fadok et al., 1998)
e reducdo dos niveis de NO citoplasméatico pela degradacdo da enzima via
proteossomo (Padréao et al., 2014). O TGF-B ativa o receptor serina-treonina
cinase que leva a fosforilacdo de Smad2 (Smad2P) e associacdo com Smad4.
O complexo Smad2/ Smad4 migra para o nucleo inibindo a expressdo da NOS
2 (Nakao et al., 1997). Dessa forma, a translocacdo nuclear de Smad2P é

indicativo da sinalizacao via TGF-B1.

2.6  Receptores purinérgicos, nucleotideos e nucleosideos de adenina

Os nucleosideos e nucleotideos de adenina séo importantes em varios
processos bioldégicos (Ralevic e Burnstock, 1998). O nucleotideo
adenosina-5 -trifosfato (ATP) é uma das moléculas energéticas mais
conhecidas por seu papel no metabolismo. A producdo de ATP envolve a
ligacdo do fosfato inorganico (Pi) a adenosina-5"-difosfato (ADP). A energia
contida nessa molécula pode ser utilizada em diversos processos através da
hidrélise de seu fosfato terminal gerando o0s nucleotideos ADP e
adenosina-5 -monofosfato (AMP), e posteriormente o nucleosideo adenosina
(Ado) (Roy et al., 2016) (Figura 7). Inicialmente os estudos concentravam sua
relevancia nas ligacbes energéticas envolvendo os grupos fosfatos de
nucleotideos. Contudo essas moléculas também desempenham um papel
essencial na sinalizagdo, atuando como mensageiros extracelulares (Ralevic e
Burnstock, 1998; Bours et al., 2006; Idzko et al., 2014).
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ATP

Figura 7 — Estrutura de nucleotideos e nucleosideo de adenina. Nucleotideos:
adenosina-5-trifosfato (ATP), adenosina-5 -difosfato (ADP),
adenosina-5 -monofosfato (AMP); nucleosideo: Adenosina (Ado). Modificado
de http://salabioquimica.blogspot.com.br/2017/06/metabolismo-energetico-1-o-
atp-e-3.html.

Em ambiente extracelular, os nucleotideos e nucleosideos interagem
com receptores purinérgicos do tipo P1 ou P2 (Burnstock, 1978). Receptores
P1 reconhecem Ado e pertencem a familia de receptores acoplados a proteina
G (GPCR), exibindo sete dominios transmembrana (Fredholm et al., 1994).

Os GPCR atuam por meio da substituicdo de GDP por GTP pela acéo do
GEF (guanosine nucleotide exchange factor). Assim, a subunidade a do GPCR
dissocia-se do dimero By e inicia cascatas de sinalizagdo intracelular. Estes
receptores apresentam isoformas baseadas na estrutura e sequéncia da
subunidade a, sendo as principais: Gs, Gq € Gi (Moura e Vidal, 2011).

Os receptores P1 apresentam 4 subtipos: Ai, A2a, Az e As. Os
receptores de alta e baixa afinidade por Ado, A2a e Azs, respectivamente, sdo
acoplados a proteina Gs. Atuam estimulando a adenilato ciclase, enzima
responsavel pela formagdo de AMP ciclico (AMPc) a partir de ATP (Fredholm
et al., 1994). O aumento na concentracdo de AMPc intracelular ativa a proteina
cinase dependente de AMPc que fosforila estruturas intracelulares ativando
fatores de transcricdo que regulam negativamente citocinas inflamatérias e
inibbem a ativacdo do NF-xB (Wen et al.,, 2010; Moura e Vidal, 2011). Os
receptores A1 e As se ligam nas isoformas Gi responsaveis pela inibicdo da

adenilato ciclase impedindo a desativacdo precoce das ceélulas imunes
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(Fredholm et al., 1994). Os subtipos A1 e A3z S80 expressos em baixos niveis na
superficie dos macrofagos (Hasko e Cronstein, 2013). Receptores de Ado
modulam a resposta imune celular evitando um processo inflamatorio
exacerbado pela inibicdo da producéo de IL-12, NO, TNF-a, além de estimular
a producao de IL-10 (Hasko et al., 1996; Le Moine et al., 1996; Hasko et al.,
2000; Khoa et al., 2001; Hasko e Cronstein, 2013).

Os receptores P2 séo ativados por ATP ou outros nucleotideos e podem
ser divididos nas subfamilias P2Y e P2X (Fredholm et al., 1994; ldzko et al.,
2014). Os P2Y sdo GPCR com sete segmentos transmembrana. Em
mamiferos foram caracterizados oito subtipos que reconhecem grupos de
nucleotideos variados entre purinas e pirimidinas: P2Y12, 13, 14 (acoplados a
proteina Gi) e P2Y1, 2, 4, 6, 11 (acoplados a proteina Gg) (Jacobson et al., 2015).
Nos receptores acoplados a proteina Ggq, a sinalizacdo gerada ativa a
fosfolipase C elevando os niveis de Ca*? intracelular que favorece a resposta
inflamatéria (Moura e Vidal, 2011).

Os receptores P2X séo canais ibnicos ativados por ATP (Surprenant e
North, 2009). Sao constituidos de trés subunidades, cada uma com dois
dominios transmembrana. A ligacdo de trés moléculas de ATP na regido
extracelular abre o canal acarretando no influxo de Na* e Ca*?, e efluxo de K*
(Kawate et al., 2009). Cerca de sete subtipos séo descritos (P2Xi-7)
(Surprenant e North, 2009). O subtipo P2X7 se destaca pelo seu envolvimento
na sinalizacdo entre macréfagos ou outras células da resposta imune
(neutrdfilos, mastdcitos e linfécitos) e células alvo (Ralevic e Burnstock, 1998;
Bours et al., 2006; Surprenant e North, 2009; Chaves et al., 2009; Corréa et al.,
2010; Morandini et al., 2014).

2.7  Sinalizag&o purinérgica e resposta imune

O processo inflamatério induz células a liberarem ATP intracelular no
ambiente extracelular. Crane e colaboradores mostraram que infecgéo por E.
coli enteropatogénica libera ATP em diversas linhagens de células humanas
(Crane et al., 2002). Essa liberacdo pode ocorrer de forma descontrolada
(durante a necrose) ou controlada por canais especificos como conexinas

(juncbes gap que podem funcionar como canais comunicantes entre citoplasma
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e meio extracelular) (Eltzschig et al., 2006), panexinas (canais
transmembranas) (Chekeni et al., 2010) e vesiculas exociticas (Sakaki et al.,
2013).

Niveis extracelulares de ATP estimulam a producéo de INF-y e IL-2 por
células T (Langston et al., 2003) e a quimiotaxia de neutréfilos (Linden, 2006).
O ATP também provoca a liberagdo da citocina inflamatdéria IL-1p3. Analise do
fluido extracelular coletado do peritdnio de camundongos tratados com doses
de LPS e ATP revela aumento na secrecédo de IL-18. O mesmo efeito néo
ocorre no tratamento apenas com LPS, sugerindo que a liberacéo de IL-1B esta
associada a lise celular e sinalizacdo purinérgica (Griffiths et al., 1995). Esta
hipétese foi confirmada por Buell et al. (1998) com o tratamento de mondcitos
humanos THP-1 com anti-P2Y7. Em 2001, Solle observou resultados similares,
no qual a exposicdo de camundongos e macréfagos P2Y77- ao ATP demonstra
ineficiéncia na secrecdo de IL-1B mesmo na presenga de LPS (Solle et al.,
2001). Além disso, o aumento no nivel de Ca*? intracelular desencadeado pela
ativacdo de receptores de nucleotideos P2X e P2Y estimula a producdo de
espécies reativas de oxigénio por macréfagos potencializando os mecanismos
de defesa (Schmid-Antomarchi et al., 1997). Macréfagos RAW 264.7 ativados
com LPS tratados com o antagonista do receptor P2X7 tém menor expressao
de INOS e consequentemente menor producédo de NO (Hu et al., 1998).

No decorrer da resposta imune deve existir um balanco entre as
respostas pro-inflamatéria e anti-inflamatéria. Dessa forma, em contrapartida
ao perfil inflamatério gerado pelo ATP, a sinalizacdo desencadeada por Ado
assume carater anti-inflamatério (McCallion et al., 2004).

Baixos niveis de Ado, caracteristico de estagio inflamatdrio inicial, ativam
receptores A1 em neutréfilos promovendo maior adesdo endotelial e
quimiotaxia. Contudo, o aumento nas taxas de Ado extracelular ativa o0s
receptores Aza que atenuam a ativacdo de neutrofilos por inibir a geracdo de
anions superoxido, importante agente na eliminacdo de microorganismos
(Cronstein et al., 1983; Cronstein et al., 1990).

A Ado aumenta a producao de IL-10 em macréfagos e mondcitos via
receptor A1 ou A2a mesmo mediante ativacdo por LPS ou TNF-a (Hasko et al.,
1996, Le Moine et al., 1996; Khoa et al., 2001). Receptores do tipo A2a também

inibem a producdo de IL-12 e TNF-a em macroéfagos murinos J774-Al de
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maneira independente de IL-10 (Hasko et al., 2000). Além disso, receptores de
adenosina Az podem regular a producdo de NO em macroéfagos. Este fato foi
demonstrado por Haskd e colaboradores utilizando macréfagos RAW 264.7,
onde o pré-tratamento com moléculas agonistas de Az, mostra reducdo nos
niveis de nitrito e nitrato (Haskd et al, 1996). O pré-tratamento de
camundongos com agonista dos receptores A1 e Az também reduz as
concentracfes plasmaticas de TNF-a (Hasko et al., 1996). Estudo realizado em
2004, sugere gue essa regulacdo de TNF-a ocorre de forma pos transcricional
pela diminuicdo da estabilidade de mMRNA em um mecanismo envolvendo a
inibicdo da atividade de p38 MAPK (Fotheringham et al., 2004).

A complexidade da sinalizacdo purinérgica realca a importancia do
controle de nucleotideos e nucleosideos extracelulares para a manutencao da

homeostase.

2.8 Ectonucleotidases

Por seu papel critico na sinalizacdo purinérgica as concentracfes de
nucleotideos e nucleosideos extracelulares precisam ser reguladas. Este
controle pode ser realizado por enzimas localizadas na membrana plasmética,
denominadas ectonucleotidases (Plesner, 1995; Zimmermann, 2001). As
ectonucleotidases foram descritas inicialmente como uma nova classe de
ATPases que possuiam sitio ativo extracelular: as Ecto-ATPases (Plesner,
1995). Entretanto, este grupo € constituido por um conjunto complexo de
proteinas, dentre elas enzimas transmembranas com sitio catalitico voltado
para o0 meio extracelular ou isoformas sollUveis. Fazem parte desse grupo as
ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolases (E-NTPDases), ecto-5-nucleotidase

(5’-NT), ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase e as fosfatases alcalinas.
As familias E-NTPDases, pirofosfatase/fosfodiesterase e fosfatases alcalinas
sdo capazes de hidrolisar o ATP e o ADP até AMP (Zimmermann, 2001). Ja a
5’-NT (também conhecida como CD73 em humanos) hidrolisa o AMP até Ado
(Colgan et al., 2006). A atividade das ectonucleotidases permite também a

recuperacao de purinas pela “via de salvagao”, pois a Ado liberada no final das
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hidrolises pode ser capturada e reutilizada pelas células na sintese de ATP
intracelular (Moffatt e Ashihara, 2002).

As E-NTPDases realizam hidrolises dependentes de ions Ca?* e Mg?*
(Plesner, 1995). Existem 8 membros na familia das E-NTPDases. As E-
NTPDases 1, 2, 3 e 8 estdo na membrana com o sitio ativo extracelular
(Zimmermann, 2001). As E-NTPDases 4 e 7 possuem o sitio catalitico voltado
para o lumen de organelas citoplasmaticas auxiliando no controle dos niveis de
nucleotideos dentro dos compartimentos (Wang e Guidotti, 1998; Biederbick et
al., 1999, Zimmermann, 2001). J4 as E-NTPDases 5 e 6 podem ser secretadas
na forma solavel (Braun et al., 2000; Zimmermann, 2001).

Ha estudos que se referem as E-NTPD-ases 1 como Ecto-ATPases e
outros como aspirases. Entretanto, analise molecular demonstra homologia
entre estas formas (Wang e Guidotti, 1996). O termo aspirase foi proposto em
1945 para diferenciar as E-NTPDases das outras ATPases descritas (P, F e V),
ja que as primeiras sao capazes de hidrolisar os 2 Pi do ATP, enquanto as
segundas s6 hidrolisam o Pi terminal (Battastini et al., 2011). Membros desta
familia podem ser inibidos de forma ndo competitiva por substancias como
Suramina e 4,4*-diisothiocyanostylbene 2*,2*-disulfonic acid (DIDS) (Beukers et
al., 1995; Bultmann et al., 1996, Chen et al., 1996).

As 5-NT podem ser encontradas em sua forma aderida a membrana
ancoradas por grupamento GPI (glicosilfostatidilinositol) ou solavel, em ambos
casos sao capazes de hidrolisar e controlar as taxas internas de uma variedade
de nucleotideos 5’-monofosfatados (Colgan et al., 2006).

A expressdo de ectonucleotidases pode ser regulada em resposta a
agentes infefciosos. Kas-Deelen e colaboradores relataram que células
endoteliais infectadas com citomegalovirus sofrem aumento na expressao e
atividade enzimatica de E-NTPDase e 5-NT (Kas-Deelen et al., 2001). Além
disso, participam da resposta imune, pois a atividade de E-NTPDasesl,
hidrolizando nucleotideos tri e difosfatados, diminui a producdo de IFN-y, mas
ndao de IL-4, em linfécitos T (Langston et al.,, 2003). A infeccdo de
camundongos CD73”- com T. gondii aumenta a susceptibilidade a doenca, com
resposta inflamatdria exacerbada (Mahamed et al., 2015).

Processos inflamatérios e imunoldgicos causam danos celulares e

consequente liberacdo de nucleotideos de efeito pro-inflamatorio (Crane et al.,
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2002; Langston et al.,, 2003). Dessa forma, as ectonucleotidases tém
importante papel na regulacdo imunolégica via sinalizagdo purinérgica, pois as
clivagens de nucleotideos & nucleosideos evitam um processo inflamatorio
exacerbado (McCallion et al., 2004; Yegutkin, 2014; Mahamed et al., 2015). A
figura 8 demonstra de forma simplificada a sinalizacéo purinérgica na resposta

imune.
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ATP P2XR P2YR CD39 CD73 P1R
ATP ATP ¥ N

o o Anti- inflamatdrio
Pré-inflamatorio
ATP
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Figura 8 — Sinalizac&o purinérgica e resposta imune. Situacées como estresse

e infeccdo induz liberacdo de ATP para o meio extracelular. O ATP é
reconhecido por receptores P2X e P2Y aprimorando a resposta pro-
inflamatéria. Ectonucleotidases (CD39 e CD73) presentes na superficie das
células hidrolisam o ATP a Adenosina (Ado) que é reconhecido por receptores
P1 atenuando a resposta inflamatéria. Modificado de Ferrari et al. (2016).

2.9 Ectonucleotidases e parasitos

A sinalizagdo purinérgica assume relevante papel na modulacdo das
respostas imunes através de receptores que reconhecem nucleosideos e
nucleotideos de efeito anti ou pro-inflamatorio (Bours et al., 2006). Ao controlar
0s niveis de nucleotideos extracelulares, as ectonucleotidases, em especial E-
NTPDases, tém papel importante na regulacdo desta sinalizacao
(Zimmermann, 2001). Entretanto, estudos tém descrito a atividade de

ectonucleotidases em diversos parasitos como Neospora caninum,
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Trichomonas vaginalis, Schistosoma mansoni, Entamoeba histolytica,
Trypanosoma cruzi, T. gondii, Leishmania spp. e alguns fungos (Sansom et al.,
2008), sugerindo inclusive que em alguns casos essa atividade possa funcionar
como fator de viruléncia e evasao imune.

No tegumento de S. mansoni foi identificado a presenca de Ecto-
ATPases capazes de regular a concentracdo de nucleotideos de purina no
meio externo, funcionando como um mecanismo de evas&o ao sistema imune
por evitar a ativacdo plaquetaria prejudicial a sobrevivéncia do parasito
(Vasconcelos et al., 1993). Em E. histolytica patogénica existe maior atividade
E-NTPDases do que em formas ndo patogénica ou de vida livre, indicando um
papel na viruléncia (Barros et al., 2000).

Diversos estudos identificaram atividade de E-NTPDase na superficie de
parasito T. cruzi. A atividade de E-NTPTase estd presente na superficie das
formas epimastigota, tripomastigota e amastigota de T. cruzi, entretanto, a
atividade ecto-ATPé&sica € maior nas formas infectivas tripomastigota e
amastigota, sugerindo mecanismo de viruléncia (Bisaggio et al., 2003; Fietto et
al., 2004; Meyer-Fernandes et al., 2004). Além disso, a inibicdo destas enzimas
resulta em reducdo da adeséao e infectividade em macréfagos (Bisaggio et al.,
2003).

A presenca de ecto-ATPase de superficie e E-NTPDase capaz de
hidrolisar ATP até Ado também foi relatada em espécies de Leishmania
(Meyer-Fernandes et al., 1997; Berredo-Pinho et al., 2001; Pinheiro et al.,
2006). A ativacdo desta enzima € um importante mecanismo para recuperacao
de purinas para sintese de nucleotideos (Pinheiro et al., 2006), entretanto,
descobertas tém levantado a hipotese de que esta atividade possa estar
associada a patogenicidade. Como provas que apontam para isso, esta o fato
de amastigotas e promastigotas virulentos de L. amazonensis apresentarem
maior atividade enzimética que promastigotas que tiveram sua viruléncia
atenuada (Berredo-Pinho et al., 2001; Pinheiro et al., 2006; de Souza et al.,
2010b). Além disso, a inibicdo da atividade de E-NTPDase diminui a taxa de
sobrevivéncia do parasito com aumento da producdo de NO por macréfagos
(Gomes et al., 2015). Estudo da quantificacdo da hidrélise de nucleotideos e
infeccdo in vivo de camundongos C57BL/6 com promastigotas de L.

amazonensis, L. braziliense e L. major revelam maior gravidade nas lesdes e



© 00 N o u b~ W N R

W W W W N N N N N N N N NN P P R R P R p R Rp p
W N P O VW O N O U B W N P O O 0 N O O M W N , O

23

nivel de hidrélise de ATP, ADP e AMP na presenca de parasitos de L.
amazonensis (Marques-da-Silva et al., 2008). Isto corrobora com a hipétese
onde o aumento da producédo de Ado é importante para o desenvolvimento da
lesdo uma vez que parasitos do género Leishmania aproveitam a
imunossupressao gerada pela ativacdo do receptor A2a que reconhece Ado
(Lima et al., 2017).

Em 1983, foi identificado em cepa RH de T. gondii uma enzima
citoplasmatica denominada NTPase, ativada por ions Ca*?> e Mg*?, capaz de
hidrolisar ATP e ADP (com menor eficiéncia) (Asai et al., 1983). Andlises
genéticas identificaram 3 genes, codificadores das NTPase 1, NTPase 2 e
NTPase 3, com transcricao das formas 1 e 3 (Bermudez et al., 1994). Em 1995,
essas enzimas foram divididas em 2 classes de acordo com sua atividade:
NTPase | (NTPase 3) e NTPase Il (NTPase 1). A diferenca basica entre os 2
grupos consiste na afinidade dos substratos para hidrolise. Embora sejam
capazes de hidrolisar nucleotideos de purina ou pirimidina, tri e difosfatados, a
NTPase | apresenta maior especificidade por ATP (Asai et al., 1995).

Sibley et al. demonstraram que estas NTPases de T. gondii estao
presentes em organelas chamadas granulos densos, sendo secretadas no
limen do VP apds a invaséo. Isto sugere que este mecanismo seja um meio de
recuperacdo de purinas através do processamento de nucleotideos do
hospedeiro, uma vez que este parasito ndo consegue realizar a sintese de
novo de nucleotideos (Sibley et al., 1994).

Por muito tempo as NTPases estiveram associadas ao processo de
recuperacdo de purinas, contudo, Asai e colaboradores propuseram a primeira
associacdo entre estas enzimas e a viruléncia de T. gondii. Em andlise
genética foi observado que 8 das 10 cepas virulentas de T. gondii estudadas,
expressam o gene para NTPase 3. Em contrapartida o gene para NTPase 1 &
expresso em cepas virulentas e avirulentas (Asai et al., 1995). Estudo aponta
que a secrecao e ativacdo de NTPase 3 esta relacionada ao rapido egresso do
parasito (Silverman et al., 1998). Contudo, experimentos com taquizoitos da
cepa virulenta GT1, knockout para NTPases, revela que estas enzimas néao
estdo envolvidas com a viruléncia em camundongos CD1 (Olias e Sibley,
2016).
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Ensaio com anticorpo contra NTPase de T. gondii revelou a presenca
dessas enzimas na regido anterior do parasito, nos granulos densos e na
superficie de taquizoitos. A incubacao de taquizoitos com anticorpo 6C6, capaz
de reconhecer NTPase, reduziu a capacidade infectiva em células Vero,
indicando que essas NTPases podem funcionar também como mecanismo
invasivo (Kikuchi et al., 2001).

Sendo assim, as descobertas descritas sugerem que a presenca e
atividade destas enzimas em parasitos pode subverter e evitar mecanismos de
defesa do hospedeiro, uma vez que Ado gerada no processo induz uma
resposta anti-inflamatéria essencial para a sobrevivéncia de parasitos e
sucesso infectivo (Vasconcelos et al., 1993; Sansom, 2008; Gomes et al., 2015;
Lima et al., 2017).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Investigar o possivel papel da atividade de ecto-ATPases nas
subpopulacdes de PS de T. gondii como mecanismo evasivo durante infeccao

in vitro em células hospedeiras.

3.2  Objetivos especificos

» Quantificar a atividade ecto-ATP&sica nas subpopulacbes PS* e PS™ de
T. gondii.

» Avaliar o efeito dos inibidores DIDS e suramina na atividade ecto-
ATPésica de subpopulacdes PS* e PS-de T. gondii.

» Avaliar o papel de ecto-ATPases de subpopulacbes PS* e PS de T.
gondii na inibicdo da producdo de NO de macréfagos murinos ativados e
infectados.

» Analisar o envolvimento da sinalizacdo por TGF-B1 em macrofagos
murinos ativados apoés interacdo com subpopulacbes de T. gondii

tratadas com inibidor de atividade ecto-ATPasica.
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4 Material e métodos

4.1  Células hospedeiras

Macrofagos peritoneais foram obtidos por lavagem peritoneal de
camundongos machos Swiss com 5 semanas, com 10 mL de solucdo de
Hanks. As células foram centrifugadas a 500 x g por 10 min em 4°C,
ressuspendidas em Dulbeccos Modified Eagle's Medium (DMEM) (Sigma) para
contagem na camara de Neubauer. Os macrofagos foram plagueados em
laminulas de vidro em placas de 24 pocgos (1x108 células por poco) ou
diretamente em placas de 96 pocos (5x10° células por poco). Apés 1 h de
aderéncia em estufa a 37°C, em atmosfera de 5% de COg, as células foram
lavadas com solucdo de Hanks a 37°C e cultivadas com DMEM contendo 10%
de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO) e ativadas com 100 U/mL de IFN-y
recombinante de camundongo (Sigma) e 100 ng/mL de LPS (Escherichia coli
0111:B4, Sigma) em estufa a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2z por 24 h antes
da interacdo com os parasitos (Seabra et al.,, 2002). Esse estudo esta de
acordo com as leis brasileiras n°® 11794/08. O protocolo de estudo animal foi

aprovado pela Comissdo de Etica de Uso Animal da UENF (Protocolo 360).

4.2  Separacao das subpopulacfes de taquizoitos PS* e PS- de T. gondii

Taquizoitos de T. gondii da cepa RH foram mantidos por passagens na
cavidade peritoneal de camundongos Swiss (com 3 semanas, adquiridos no
biotério da UENF) a cada 2 ou 3 dias (Seabra et al., 2002). Apds esse periodo,
foi realizado o lavado peritoneal injetando 5 mL de tampao (HEPES 10mM,
NaCl 150mM, CaClz 2,5mM) em cada animal. O lavado foi centrifugado a 45 x g
por 5 min a 4°C para remover leucdcitos e restos de células. O sobrenadante
foi centrifugado novamente a 1.000 x g por 10 min a 4°C. Apds ressuspensao
em tampao (HEPES 10mM, NaCl 150mM, CaCl: 2,5mM) e contagem em
camara de Neubauer, os taquizoitos foram incubados com anexina V
conjugada em microesferas magnéticas (Annexin V MicroBead Kit n°® 130-090-
201, Miltenyl Biotec) (10 pl para 107 parasitos) por 40 min em temperatura

ambiente. A anexina V possui ligacdo especifica em PS (Fadok et al., 1998b).
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As subpopulacdes foram separadas por passagem em coluna magnética LS
proprio para separador MidMacs (n° 130-042-401/ 130-042-302, Miltenyl Biotec)
(Dos Santos et al., 2011). Apés separacdo, as subpopulacdes foram

centrifugadas a 2.300 x g por 10 min a 4°C para nova contagem em Neubauer.

4.3  Quantificacdo de atividade ecto-ATP&sica

A atividade ecto-ATPasica foi quantificada pelo aumento de Pi oriundo
da hidrélise de ATP. ApOs a separacao das subpopulacdes PS* e PS- (tdpico
4.2) os parasitos intactos foram incubados em 50 pl de meio de reagdo: 116,0
mM NacCl, 5,4 mM KClI, 5,5 mM D-glicose, 50,0 mM do tampé&o Hepes-Tris, ATP
(100 uM), [y 22Pi] ATP (104 Bg/nmol). Em parte dos tubos que receberiam os
parasitos foi adicionado MgClz (5 mM) atuando como cofator da reagéo. Neste
ensaio foram utilizados os inibidores da atividade ecto-ATPé&sica DIDS (0,5mM)
(Sigma) e suramina (0,5mM) (Sigma).

Os grupos experimentais incluiram: a) subpopulacfes isoladas na
presenca ou auséncia de MgClz, b) subpopulagbes isoladas (com inibidores
DIDS ou suramina) na presenca ou auséncia de MgClz. Os parasitos foram
adicionados no fim da preparacdo dos tubos, apés a adi¢cdo de H20 destilada
(para volume final de 250 pl).

Os controles brancos consistram em amostras similares ao
experimental, porém sem a presenca das subpopulacdes de T. gondii. Em
alguns controles, parasitos foram adicionados somente apds o término da
reacdo, com objetivo de estimar a concentracdo de Pi resultante da hidrolise
espontanea do ATP em solucdao.

Apés 1 h a 30°C, a reacéao foi interrompida pela adicdo de 500 pl de
carvao-ativado HCI (1,0 M) facilitando a precipitacdo do ATP n&o hidrolisado.
Dessa forma, apO0s a centrifugacdo a 1500 x g por 15 min o ATP foi
sedimentado, permanecendo no sobrenadante apenas o Pi das moléculas de
ATP hidrolisadas. O volume de 200 pl do sobrenadante foi coletado e o 32Pi
liberado foi quantificado utilizando contador de cintilagéo (Berredo-Pinho et al.,
2001; Bisaggio et al., 2003). A atividade enzimatica foi expressa pela liberagcéo

de nmol de Pi induzida por 1,12 x 10° parasitos em 1 h.
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4.4  Inibicdo de ecto-ATPase e interacdo com células hospedeiras

Apés separagdo em coluna magnética (tépico 4.2) as subpopulacdes
PS* e PS™ de T. gondii foram pré-incubadas por 30 min com o inibidor da ecto-
ATPase, DIDS, nas concentracdes de 0,5mM ou 1mM.

As células cultivadas em placas de 96 pocos (topico 4.1) foram
infectadas com 3x10° parasitos e o sobrenadante dos pocos foi coletado para
dosagem de NO. Os macrofagos mantidos em placas de 24 pocos foram
infectados com 1x10°8 taquizoitos e as laminulas coletadas para ensaios de
imunomarcacao.

Apos 1 h de infecgéo, as células hospedeiras foram lavadas com solugéo
de Hanks a 37°C, mantidas em DMEM com 10% de SFB e reativadas com 100
U/mL de IFN-y recombinante de camundongo e 100 ng/mL de LPS. A interacdo

foi realizada por 2, 24 ou 48 h em estufa a 37°C, com 5% de COa.

4.5 Dosagem de NO

A producdo de NO foi avaliada pela dosagem de nitrito utilizando o
reagente de Griess (1 volume de 1 % de Sulfanilamida em 5 % de acido
ortofosforico em 4gua deionizada com volume igual de 0,1 % de N-[1-Naphthyl]
Ethylenediamina em agua deionizada) na propor¢do de 1:1 com o
sobrenadante da cultura mantida em placa de 96 pocos por 24 e 48 h (topico
4.4). As amostras foram analisadas em espectrofotbmetro de placa de 96
pocos (540 nm) e quantificadas segundo curva padréo feitas com quantidades

de nitrito de sédio definidas, diluidas no meio de cultura (Green et al., 1982).

4.6 Imunomarcagéo de iINOS e Smad2P

Para verificar a expressdo de INOS, e se sua inibicdo envolveu a
sinalizacdo via TGF-B, na presenca ou auséncia do inibidor DIDS, foi realizada
imunolocalizacdo da enzima INOS e da Smad2P em macrofagos murinos
ativados e infectados com as subpopulacdes de T. gondii.

Macréfagos plagueados sobre laminula em placas de 24 pocgos e
infectados nos tempos de 2, 24 e 48 h foram lavados, fixados em

paraformaldeido 4% em PBS, lavados novamente e incubados em 0,5% de
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Triton-x 100 (Sigma) em tampéao fosfato salino (PBS). As laminulas com as
células foram incubadas com 10 mM de cloreto de ambénio em PBS e lavadas
em PBS contendo 3% de BSA (PBS-BSA). As células foram incubadas por 1 h
com anticorpo policlonal de camundongo contra T. gondii (soro de
camundongos cronicamente infectados, 1:3000), lavadas com PBS-BSA e
incubadas por 1 h com anticorpo policlonal de coelho anti-NOS2 (sc-650, Santa
Cruz Biotechonolgy) ou com anticorpo policlonal de coelho anti- Smad2P (#
3108, Cell Signaling Techonolgy) diluido em PBS-BSA 1:100 ou 1:50,
respectivamente. Células foram lavadas com PBS e com PBS-BSA, incubadas
por 1 h com anticorpo secundario contra camundongo marcado com TRICT
diluido 1:400 e 1 h com anticorpo secundario contra coelho marcado com Alexa
488 diluido 1:100 em PBS-BSA. As células foram lavadas com PBS e as
laminulas montadas em ProLong Gold com DAPI (Life Technologies).

O material foi observado em microscopio Zeiss Axioplan equipado com
iluminagdo epifluorescente e lampada de mercdrio HBO100. O total de 100
células por laminula (n = 3) foi quantificado nos cinco grupos de infeccdo (com
populagédo total PS*-, subpopulagdes PS*, PS* tratada com 0,5 mM de DIDS,
PS e PS tratada com 0,5 mM de DIDS). As categorias contadas adotaram 0s
seguintes critérios para as marcacfes com iNOS: a) macréfagos infectados
positivos para iNOS, b) macrofagos infectados negativos para iNOS, c)
macrofagos ndo infectados positivos para iINOS, d) macréfagos néo infectados
negativos para iNOS. As categorias contadas nas marcagdes com Smad2P
foram: a) macréfagos infectados positivos para Smad2P, b) macrofagos
infectados negativos para Smad2P, c¢) macréfagos néo infectados positivos
para Smad2P, d) macrofagos ndo infectados negativos para Smad2P. As

imagens obtidas foram tratadas com Adobe Photoshop 6.0.

4.7 Andlise dos dados

Os dados obtidos resultaram de no minimo 3 repeticdes experimentais.
Foram calculadas médias e desvios padrdoes das médias de cada repeticdo. A
estatistica foi desenvolvida no programa GraphPad Prism (versao 5.01). As
andlises estatisticas para quantificacdo da atividade ecto-ATPasica foram

realizadas em Teste t de Student. Os valores obtidos das dosagens de NO e
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contagens de células imunomarcadas com anti Smad2P foram analisadas pelo
teste One-way ANOVA. Os dados das contagens de células com
imunomarcacéao para INOS foram analisadas pelo teste Two-way ANOVA.

5 Resultados

5.1 Atividade ecto-ATPasica em subpopulacdes de PS de Toxoplasma
gondi

ApoOs a separacdo das subpopulacdes de PS de T. gondii, verificou-se
que a subpopulacdo PS* exibiu 6 vezes mais atividade ecto-ATPasica que a

subpopulacdo PS™ de T. gondii (Figura 9).

90-

75-

60-

Atividade ecto-ATPasica
nmol Pi x h™! x células
S
b

0 T T
pPs* PS”

Figura 9 — Atividade ecto-ATPasica de subpopulacdo de Toxoplasma gondii
que expde (PS*) ou ndo (PS") a fosfatidilserina. * P<0,05 (teste t de Student);
média e DP de 3 experimentos independentes.

5.2  Efeito dos inibidores DIDS e Suramina na atividade ecto-ATPasica de
subpopulacdes de PS de Toxoplasma gondii

O tratamento das subpopulacdes PS isoladas de T. gondii com ambos
inibidores de atividade ecto-ATPasica, DIDS ou Suramina, acarretou em
diminuicdo significativa da atividade enzimatica tanto na subpopulagdo PS* de
T. gondii (Figura 10 A) quanto na subpopulacdo PS- (Figura 10 B), comparando

com as subpopulac¢des néo tratadas.
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A figura 10 mostra também que o tratamento com DIDS teve maior

eficiéncia na inibicdo enzimética nas duas subpopula¢cdes de PS quando

comparado ao tratamento com Suramina.
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Figura 10 — Atividade ecto-ATPasica de subpopulacdo de Toxoplasma gondii
que expde (PS*) (A) ou ndo expde (PS’) (B) a fosfatidilserina, na presenca ou
auséncia de inibidores da atividade ecto-ATPasica DIDS ou Suramina (Sur).
*P<0,05 (One-way ANOVA); média e DP de 3 experimentos independentes.
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5.3  Producéo de nitrito de macrofagos ativados e infectados com
subpopulacdes de PS de Toxoplasma gondii tratadas ou ndo com os

inibidores DIDS e Suramina

Houve reducéo da producéo de nitrito de macrofagos ativados infectados
com a populacdo PS*- e a subpopulacdo PS* apds 24 e 48 h de interacéo
(Figura 11). O tratamento da subpopulacdo PS* com 0,5 mM de DIDS reverteu
significativamente esta inibicdo em 24 h de interacao (Figura 11 A), alcancando
nivel de producéo ainda maior apés 48 h (Figura 11 B).

O tratamento da subpopulacdo PS* com 1 mM de DIDS, em 24 e 48 h,
também foi capaz de reverter a inibicdo da producdo de nitrito dos macrofagos
infectados (dado ndo mostrado). Macrofagos infectados com subpopulacéo PS-
tratada ou ndo com 0,5 mM de DIDS produziram altas taxas de nitrito em 24
(Figura 11 A) e 48 h (Figura 11 B). Macrofagos murinos ativados néo infectados
e tratados com 0,5 mM de DIDS né&o exibiram alteracdes no nivel de producao
de nitrito (Figura 11).
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Figura 11 — Producao de nitrito por macréfagos murinos ativados apés 24 (A)
ou 48 h (B) de infeccdo com populacéo total de Toxoplasma gondii (PS*),
subpopulacdo que expde fosfatidilserina (PS*), subpopulacdo que nao expbe
(PS") e subpopulacdes tratadas com 0,5 mM do inibidor da atividade ecto-

ATPésica DIDS (PS* DIDS / PS  DIDS). *P<0,05

ANOVA); média e DP de 3 experimentos independentes.

, *** P<0,001 (One-way
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5.4 Imunomarcacéo da enzima Oxido Nitrico Sintase Induzida em macréfagos

ativados e infectados com subpopula¢cdes PS de Toxoplasma gondii.

Macrofagos infectados com a subpopulacdo PS* (tratada ou ndo com

DIDS) expressaram ou nao iNOS citoplasmatica (Figura 12).

Anti-INOS Anti- Tg DAPI DIC

Figura 12 — Imagens representativas de macrofagos (ndcleo marcado por DAPI
- azul) negativos ou positivos para INOS (verde) infectados com subpopulacdes
de Toxoplasma gondii (vermelho) por 24 h. Células visualizadas por
microscopia de fluorescéncia. A-D) Macrdéfago negativo para iNOS apos
infeccdo com subpopulacdo PS*. E-H) Macréfago positivo para iNOS apés
infecgdo com subpopulacdo PS* tratado com 0,5 mM do inibidor da atividade
ecto-ATPasica DIDS. Barra 10 um.

A quantificacdo de macréfagos infectados por 2 (Figura 13 A), 24 (Figura
13 B) e 48 h (Figura 13 C) mostra menor porcentagem de células hospedeiras
expressando iNOS ap0s interagcdo com a populacdo PS*- e subpopulacdo PS*.
O tratamento da subpopulacdo PS* com DIDS elevou signifcativamente o
percentual de macréofagos infectados e positivos para INOS, assemelhando-o a

infeccdo com a subpopulacdo PS- (Figura 13).
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Figure 13 — Média do percentual de macr6fagos murinos ativados e infectados,
positivos ou negativos para iINOS apos 2 (A), 24 (B) ou 48 h (C) de interagéo
com populagdo total de Toxoplasma gondii (PS*), subpopulacdo que expde
fosfatidilserina (PS*), subpopulagcdo que nao expde fosfatidilserina (PS’), e
subpopulacdes tratadas com inibidor da atividade ecto-ATPasica, DIDS (PS*
DIDS / PS DIDS). *** P<0,001 (Two-way ANOVA); média e DP de 3
experimentos independentes.
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5.5 Localizacdo de Smad?2 fosforilada em macréfagos ativados e infectados

com subpopulacdes PS de Toxoplasma gondii.

Apés interacdo com a subpopulacdo PS* de T. gondii, macréfagos,
infectados ou ndo, apresentaram nucleo positivo ou negativo para Smad2P
(Figura 14).

Figura 14 — Imagens representativas de macréfagos positivos ou negativos
para SMAD2P (verde) infectados com subpopulacdo PS* de Toxoplasma gondii
(vermelho) por 24 h. A) Macréfago nao infectado positivo para Smad2P nuclear
(cabeca de seta). Macréfago infectado positivo para Smad2P nuclear (seta). B)
Nucleos de macréfagos apresentados em “A” marcados com DAPI (azul). C)
Macrofago infectado negativo para Smad2P nuclear (seta). D) Nucleos de
macrofagos apresentados em “C” marcados com DAPI (azul). Barra 10 ym.

A andlise da sinalizacdo de TGF-B via expressdao de Smad2P em
macrofagos revelou alto percentual de células infectadas e positivas para
Smad2P apos 24 (Figura 15 A) e 48 h (Figure 15 B) de infeccdo com populagéo
PS*- e subpopulacdo PS*. O tratamento da subpopulacdo PS* com DIDS
reduziu o numero de macrofagos infectados com expressdo positiva para

Smad2P. A infeccdo com subpopulacdo PS- resultou em baixo percentual de
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macrofagos infectados com Smad2P nuclear e o tratamento com DIDS néo

alterou esse percentual (Figure 15).
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Figure 15 — Média do percentual de macréfagos murinos ativados, infectados e
positivos para Smad2P ap6s 24 (A) ou 48 h (B) de infeccdo com populacéo
total de Toxoplasma gondii (PS*"), subpopulacdo que expde fosfatidilserina
(PS™), subpopulagédo que nao expde fosfatidilserina (PS°), e subpopulagdes
tratadas com inibidor da atividade ecto-ATPasica, DIDS (PS* DIDS / PS™ DIDS).
*** P<0,001 (One-way ANOVA); média e DP de 3 experimentos independentes.

Mesmo apos 24 e 48 h de interacdo, nem todos os macréfagos foram
infectados por taquizoitos. A figura 15 apresenta o percentual de macréfagos
infectados e positivos para Smad2P. A analise das células nédo infectadas
mostrou maior percentual de macréfagos positivos para Smad2P apds 24

(Figura 16 A) e 48 h (Figura 16 B) de interagdo com subpopulagédo PS*. A
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infeccdo com subpopulacdo PS™ ou subpopulacdes tratadas com DIDS resultou

em baixo percentual de macrofagos com Smad2P nuclear (Figura 16).
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Figure 16 — Média do percentual de macrofagos murinos ativados, nédo
infectados e positivos para Smad2P apdés 24 ou 48 h de infeccdo com
populacdo total de Toxoplasma gondii (PS*), subpopulacdo que expde
fosfatidilserina (PS*), subpopulagcdo que nao expde fosfatidilserina (PS’), e
subpopulacdes tratadas com inibidor da atividade ecto-ATPasica DIDS (PS*
DIDS / PS DIDS). *** P<0,001 (Two-way ANOVA); média e desvio de 3
experimentos independentes.
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6 Discussao

Ectonucleotidases sdo enzimas capazes de clivar o Pi de nucleotideos
de purina ou pirimidina. Fazem parte deste grupo enzimas sollUveis que podem
ser secretadas e enzimas de membrana com o sitio catalitico extracelular. As
E-NTPDases séo ectonucleotidases de membrana que tém como substrato
nucleotideos tri e difosfatados. Dentre 0os membros descritos esta a E-
NTPDase 1 ou Ecto-ATPase capaz de clivar ATP e ADP a AMP (Zimmermann,
2001). O AMP gerado ¢ alvo de 5’-NT (CD73), sendo convertido a Ado (Colgan
et al., 2006). Esta sequéncia de conversdes é importante para o controle da
resposta imune via sinalizagdo purinérgica, pois nucleotideos extracelulares
fortalecem a resposta pro-inflamatéria. Em contrapartida, os nucleosideos
desencadeiam respostas anti-inflamatoérias (Bours et al., 2006). Enzimas com
atividade hidrolitica similar as E-NTPDases foram descritas em T. gondii (Asai
et al., 1983). Com alta eficiéncia na hidrélise de ATP, sua localizacdo foi
associada aos granulos densos (Sibley et al., 1994), cujo conteudo é liberado
pelo parasito apos a formacéo do VP (Carruthers, 2002). Acredita-se que estas
formas secretadas de NTPDases em T. gondii hidrolisam nucleotideos
intracelulares do hospedeiro para o processo de recuperacéo de purinas, uma
vez gque este parasito ndo realiza a sintese de nucleotideos de novo (Sibley et
al., 1994). A descoberta de atividade ecto-ATPasica na superficie do parasito,
bem como, sua associagao a cepas virulentas tém sugerido que estas enzimas
possam desempenhar um papel além da via de recuperacdo de purinas (Asai
et al., 1995; Kikuchi et al., 2001). No entanto, dados recentes apontam que
essa enzima nao tem importancia na viruléncia de cepas em infecg¢des in vivo
de camundongos (Olias e Sibley, 2016). O presente estudo correlacionou a
atividade de ecto-ATPases da superficie de T. gondii com subpopulacdes de
PS que, a principio, sdo responsaveis pelo controle da producdo de NO em
macrofagos ativados apos infeccéo (Seabra et al.,, 2004; Dos Santos et al.,
2011).

Diversos parasitos possuem atividade ecto-ATPasica em sua superficie
(Sansom, 2008), a qual pode ser medida em parasitos vivos (Meyer-
Fernandes et al., 1997, Berredo-Pinho et al., 2001, Kikuchi et al., 2001,
Bisaggio et al., 2003; Marques-da-Silva et al., 2008; Gomes et al.,, 2015).
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Segundo resultados de Kikuchi et al. (2001) T. gondii possui atividade ecto-
ATPésica de superficie. Estes dados foram confirmados neste estudo através
da quantificacdo da atividade enzimatica em subpopulacdes de T. gondii.
Ambas subpopulacdes, PS* e PS:, demonstraram atividade hidrolitica para
ATP. Entretanto, a atividade de hidrolise foi maior na subpopulacdo PS*. Isso
indica que a atividade dessa enzima se relaciona com a exposi¢cdo de PS de
taquizoitos, podendo explicar por que a infec¢cdo de macréfagos ativados com a
subpopulacdo PS* resulta em menor producdo de NO. Diferenca na
capacidade de hidrolise de ATP é descrita em taquizoitos de diferentes cepas
de T. gondii. Cepas virulentas possuem isoforma de NTPase com alta
seletividade para hidrolise de ATP, ao contrario de cepas menos virulentas
(Asai et al., 1995). Espécies do género Leishmania também exibem diferencas
na atividade ecto-ATPasica. Leishmania amazonensis demonstra maior nivel
de hidrolise de ATP em relacdo a outras espécies que causam lesdées menores
(Margues-da- Silva et al., 2008). Dessa forma, os dados obtidos sugerem que
essa diferenca na atividade ecto-ATPasica das subpopulacdes de PS de T.
gondii pode estar relacionada a subpopulagdo mais infectiva, ja que taquizoitos
PS* sdo descritos pela maior capacidade de invaséo e inibicdo da producao de
NO (Dos Santos et al., 2011), como confirmado neste estudo.

O tratamento com DIDS e suramina inibiu a atividade ecto-ATPéasica nas
duas subpopulacdes de PS. Estas moléculas séo inibidores ndo competitivos
de receptores purinérgicos do tipo P2 e ecto-ATPases (Beukers et al., 1995;
Billtmann et al., 1996). Em tripomastigotas de T.cruzi 0,5 mM de suramina inibe
80% da atividade ecto-ATPasica (Bisaggio et al., 2003). A concentracao de 0,5
mM de DIDS inibe quase totalmente a atividade ecto-ATPasica em
promastigotas de L. tropica (Meyer-Fernandes et al., 1997). Em L.
amazonensis a resposta de inibicdo com DIDS e suramina € dose dependente,
sendo 0,5 mM capaz de inibir mais de 60% da atividade ecto-ATPasica
(Berredo-Pinho et al., 2001). Os dados obtidos aqui indicam que DIDS e
suramina podem ser utilizados como inibidores de ecto-ATPases da superficie
de T. gondii.

DIDS demonstrou maior eficiencia na inibicdo da atividade ecto-
ATPasica em relacdo a suramina. Uma explicacdo para essa diferenca

encontrada entre os inibidores utilizados é a possibilidade destas ecto-ATPases
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de superficie de T. gondii serem constituidas por uma isoforma mais sensivel a
acao de DIDS, exigindo concentracdes maiores para inibicdo com suramina. As
isoformas de E-NTPDases 1, 2, 3 humanas sdo mais sensiveis a inibicao por
suramina do que a NTPDase 8, e E-NTPDase 1 de camundongos que
demonstra insensibilidade a este inibidor (Munkonda et al., 2007). Outras
diferencas na resposta ao inibidor, em relagdo ao tipo celular, sao relatadas,
como por exemplo, em eritrécitos humanos suramina (0,1 mM) é capaz de inibir
cerca de 50% da atividade ecto-ATPasica (Beukers et al.,, 1995). Em
contrapartida, células da bexiga, derivadas de cobaia (Cavia porcellus),
tratadas com 10 mM de suramina tém apenas 30% de inibicdo da atividade
(Hourani e Chown, 1989). Portanto, um mesmo inibidor pode gerar diferentes
respostas dependendo do tipo celular.

Como esperado, a infeccdo com populacdo PS*- de T. gondii levou a
reducdo nos niveis de NO, com elevado percentual de macrofagos negativos
para iINOS e positivos para Smad2P nuclear. Sabe-se que T. gondii é capaz de
inibir a producédo de NO em macrofagos ativados (Seabra et al., 2002; Luder et
al., 2003; Seabra et al., 2004; Dos Santos et al., 2011). A infeccdo induz a
degradacdo da iINOS citoplasmatica via proteossomo (Padrdo et al., 2014).
Como demonstrado por Dos Santos e colaboradores (2011) e confirmado nos
resultados apresentados aqui, a infeccdo de macréfagos com subpopulacdo
PS* resultou em baixa producdo de NO apds a interacdo. Além disso, houve
alto percentual de macréfagos negativos para iNOS e positivos para Smad2P
nuclear. Sabe-se que a PS exposta por T. gondii induz liberacdo de TGF-$1 em
macréfagos infectados (Seabra et al., 2004). A sinalizacdo por TGF-1 envolve
a translocacdo de Smad2P para o nucleo (Nakao et al., 1997; Massagué,
2012). Como resultado tem-se a inibicdo da expresséo de iNOS (Seabra et al.,
2002). Dessa forma, a presenca de Smad2P nuclear, nos macrofagos
infectados com taquizoitos PS*- e PS*, explica os resultados de inibicdo de NO
pela via de sinalizacdo de TGF-B1. O alto percentual de macrofagos néo
infectados e positivos para Smad2P na infeccdo com subpopulagdo PS* é um
reflexo da sinalizacdo paracrina exercida pelo TGF-f (Massague, 2012). Em
contraste, taquizoitos PS™ ndo conseguiram inibir a producdo de NO em
macrofagos, confirmado pela alta taxa de macréfagos positivos para iINOS e

negativos para Smad2P nuclear. Esses dados confirmam que somente a
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subpopulacdo PS* inibe NO (Dos Santos et al., 2011) e que o TGF-B1 esta
envolvido nesse fendbmeno (Seabra et al., 2004).

Taquizoitos PS* tratados com DIDS ndo foram capazes de reverter a
inibicdo da producdo de NO nos macréfagos, sugerindo envolvimento destas
ectoATPases nesse mecanismo de inibicdo. Resultado similar foi apresentado
por Gomes et al. (2015), no qual ecto-ATPases de superficie em L.
amazonensis reduzem os niveis de NO em macréfagos J774 ativados e o
tratamento com DIDS reverte essa inibicdo. Além disso, nos resultados obtidos
0s macrofagos infectados apresentavam INOS citoplasmatica e auséncia de
Smad2P nuclear. A expressdo de INOS pode ser induzida pela ativacdo de
STAT 1 via IFN-y (Bogdan, 2015). Taquizoitos de T. gondii sdo capazes de
bloquear a atuacdo de STAT 1 (Olias et al., 2016), entretanto as NTPases de T.
gondii ndo estdo envolvidas nesse processo (Olias e Sibley, 2016). Os
resultados apresentados aqui sugerem que as NTPDases possam atuar na
inibicdo da producdo de NO via sinalizagdo de TGF-B. Ecto-ATPase na
superficie de parasitos esta relacionada a hidrélise de ATP extracelular para
AMP (Meyer- Fernandes et al., 1997; Kikuchi et al., 2001; Bisaggio et al., 2003;
Meyer- Fernandes et al., 2004; Pinheiro et al., 2006; Marques-da-Silva et al.,
2008; Gomes et al., 2015). Este AMP ¢é convertido em Ado por 5’-NT (CD 73)
(Colgan et al., 2006). Ado é reconhecida por receptores Aza e Azs reduzindo a
producdo de citocinas pré-inflamatorias e a producdo de NO (Haské et al.,
1996). Camundongos CD73" infectados apresentam altos niveis de NO e TNF-
a em exsudato peritoneal (Mahamed et al., 2015). E possivel que a
subpopulacdo PS* de T. gondii utilize a conversdao de ATP em Ado para
influenciar o perfil inflamatério de macrofagos, reduzindo a expressao de iINOS
com consequente inibicdo da producdo de NO. O elevado nivel de NO e INOS
em macréfagos infectados com subpopulacdo PS* tratada com DIDS foi
mantido apds 48 h de interacdo. Blltmann et al. (1996) relata uma associacao
parcialmente reversivel de DIDS em ecto-ATPases. Possivelmente depois do
tratamento dos taquizoitos com DIDS a atividade enziméatica ndo foi totalmente
recuperada, mesmo apos a lavagem das células tratadas.

Embora atividade ecto-ATPasica também tenha sido detectada na
subpopulacdo PS-, o tratamento com DIDS nédo gerou diferenca na producao

de NO em comparacdo a infeccdo com taquizoitos PS- néo tratados. Esta
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subpopulacao ja é descrita por sua incapacidade de inibir a producdo de NO
em macrofagos (Dos Santos et al., 2011). Considerando que taquizoitos PS-
apresentaram atividade ecto-ATPasica 6 vezes menor do que a subpopulagéo
PS*, pode-se sugerir que a atividade enzimatica nesta subpopulacdo néo é
suficiente para reduzir os niveis de NO produzido por macrofagos. Dos Santos
et al. (2011) sugerem que essa subpopulacdo €é importante para a
sobrevivéncia do hospedeiro, pois permite a ativagdo do sistema imunoldgico
contra balanceando a subpopulacdo PS* que induz desativacdo de
macrofagos, como inibicdo da producdo de NO, confirmado neste estudo.
Macrofagos ativados com LPS liberam ATP no meio extracelular (Sakaki et al.,
2013) o que sustenta a reacdo inflamatoria de tecidos onde estdo presentes. A
ativacdo de receptores P2X7 em macrofagos por ATP extracelular pode ser um
importante mecanismo para eliminacdo de parasitos (Chaves et al., 2009;
Corréa et al., 2010). O tratamento de macréfagos murinos com ATP inibe a
carga de T. gondii através do processo de entrada que ocorre por fagocitose de
taquizoitos, os levando a morte (Corréa et al., 2010). Portanto, é possivel que a
subpopulacdo PS- ndo altere os niveis de ATP extracelular e entre por
fagocitose, sendo destruida pelos macréfagos, e assim contra balanceando a
capacidade anti-inflamatoria da subpopulagcdo PS*. Ademais, ATP extracelular
ativa receptores P2 e induz acimulo de Ca*? citoplasmatico (Idzko et al., 2014).
O Ca*? ativa proteinas cinases dependente de Ca*?/calmodulina capazes de
impedir a atuacdo de Smad2 no nucleo, mesmo apoés ativacdo do receptor de
TGF-B (Wicks et al., 2000). Este fato justifica a baixa sinalizacdo via Smad2P
em macrofagos infectados com subpopulacdo PS- e PS* tratados com DIDS.
Analisando a correlac@o entre ecto-ATPases e subpopulacdes de T. gondii, €
possivel que estas enzimas atuem, indiretamente, facilitando a inativacdo de
macrofagos, ja que a PS induz reducdo na producédo de NO via liberacdo de
TGF-B (Seabra et al.,, 2004) e altos niveis de ATP impediriam a atuacdo de
Smad2P (Wicks et al., 2000).

Os resultados discutidos apresentam fortes evidéncias do papel
imunomodulador que as ecto-ATPases de T. gondii podem desempenhar na
inibicdo da producéo de NO causada pela subpopulagdo PS*, contribuindo para
0 sucesso da infeccéo. Contudo outros estudos devem ser desenvolvidos para

esclarecer essa ideia.
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Conclusoes

Taquizoitos da subpopulacdo PS* de T. gondii possuem maior atividade
ecto-ATPasica de superficie do que taquizoitos da subpopulacéo PS .

O inibidor DIDS foi mais eficiente no bloqueio da atividade de ecto-
ATPases de superficie de T. gondii do que a Suramina.

O tratamento da subpopulagdo PS* com DIDS gerou reducdo da
capacidade de inibir NO produzido por macréfagos, com presenca de
INOS citoplasmética e menor localizacdo de Smad2P nuclear em
macroéfagos.

Ecto-ATPases de superficie na subpopulacdo PS ndo estdo envolvidas

na inibicdo da producédo de NO em macréfagos.
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