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Resumo

Toxoplasma gondii é um protozoario intracelular obrigatoério, causador da
toxoplasmose, capaz de se multiplicar em praticamente todas as células nucleadas
de seus hospedeiros. Durante a infecgdo, T. gondii utiliza diversos mecanismos de
evasao, como a inibicao da produgao de 6xido nitrico (NO) que atua como potente
agente microbicida. Macréfagos ativados com interferon-gamma e lipopolissacarideo
produzem NO via a enzima NO sintase induzida (iNOS), porém, a infeccéo por T.
gondii € capaz de inibir a produgao de NO pela degradagao da iNOS através da via
do proteossomo. Foi demonstrado que a inibigcdo farmacolégica dessa via impede a
degradagao da iNOS durante a infecgéo in vitro. A hipétese desse trabalho foi que a
inibicdo sistémica do proteossomo torna os camundongos mais resistentes a
infeccdo. Objetivou-se verificar a relevancia da via do proteossomo na infecgao in
vivo por T. gondii. Para tal, camundongos foram infectados via intraperitoneal com
taquizoitos de T. gondii e tratados com os inibidores de proteossomo Bortezomibe e
MG132. Foi avaliado a sobrevivéncia dos camundongos, quantidade de taquizoitos e
leucdcitos na cavidade peritoneal, e producdo de NO de macréfagos peritoneais dos
animais infectados apds diferentes dias de tratamento. O tratamento in vitro de
macrofagos com Bortezomibe foi capaz de reverter a baixa producdo de NO
causada pela infeccdo. Camundongos C57BL/6 infectados tratados com
Bortezomibe apresentaram aumento de sobrevida, drastica redu¢cao na quantidade
de taquizoitos e os macrofagos obtidos do lavado peritoneal apresentaram tendéncia
de maior producdo de NO. No entanto, o0 mesmo tratamento nao teve efeito em
camundongos Swiss e foi possivel verificar menor fluxo de leucdcitos nesses
animais ao longo da infeccdo. Apesar dos distintos comportamentos entre as
linhagens de camundongos, esses resultados indicam que a degradacado da iNOS
pelo proteossomo pode ser relevante na infeccdo por T. gondii, sugerindo a
utilizacdo de inibidores da via do proteossomo como possivel tratamento contra a

toxoplasmose experimental.

Palavras chave: Toxoplasma gondii, proteossomo, 6xido nitrico sintase induzida,
Oxido nitrico.
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Abstract

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite, that causes toxoplasmosis,
capable of multiplying in practically all nucleated cells of its hosts. During infection, T.
gondii uses many evasion mechanisms, such as the inhibition of nitric oxide (NO)
production, which acts as a potent microbicidal agent. Macrophages activated with
interferon-gamma and lipopolysaccharide produce NO via the inducible NO synthase
enzyme (iNOS), however, T. gondii infection inhibits NO production by iINOS
degradation through the proteasome pathway. Previous studies have shown that
pharmacological inhibition of the proteasome prevents degradation of iINOS during
infection in vitro. The hypothesis of this study was that the systemic inhibition of the
proteosome turns mice more resistant to infection. The aim of this study was to verify
the relevance of the proteosome pathway in T. gondii infection in vivo. For this, mice
were infected with tachyzoites of T. gondii and treated with proteasome inhibitors
Bortezomibe and MG132. We evaluated the survival of mice, number of tachyzoites
and leukocytes in the peritoneal cavity, and NO production of peritoneal
macrophages from infected animals after different days of treatment. The in vitro
treatment of macrophages with Bortezomib was able to reverse the lower NO
production caused by the infection. C57BL/6 infected mice treated with Bortezomib
showed increased survival, drastic reduction in the amount of tachyzoites and
macrophages obtained from peritoneal lavage showed a tendency of higher NO
production. However, the same treatment had no effect in Swiss mice and it was
possible to verify a lower leukocyte flow in these animals throughout the infection.
Despite the different behaviors between the lineages of mice, these results indicate
that INOS degradation by the proteosome may be relevant in T. gondii infection,
suggesting the use of proteasome inhibitors as a possible treatment against

experimental toxoplasmosis.

Key words: Toxoplasma gondii, proteasome, inducible nitric oxide synthase, nitric

oxide.
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1. Introdugao

Toxoplasmose € uma zoonose de grande importancia médica e veterinaria que
acomete cerca de um ter¢go da populagdo mundial e tem como agente etioldgico o
parasito intracelular obrigatério Toxoplasma gondii (Tenter et al.,, 2000). Esse
protozoario, membro do filo Apicomplexa, infecta as células hospedeiras de forma
ativa e é capaz de parasitar diversos tecidos (Pfaff et al., 2005). T. gondii apresenta
ciclo de vida complexo, sendo os membros da familia Felidae seus hospedeiros
definitivos e o0s demais animais endotérmicos o0s hospedeiros intermediarios
(Webster et al., 2013).

ApOs invadir as células do hospedeiro, T. gondii reside no vacuolo parasitoforo
cuja membrana é formada principalmente por proteinas e lipidios da célula
hospedeira, mas também por elementos do parasito adquiridos durante o processo
de invasédo (Suss-Toby et al.,, 1996). O vacuolo parasitéforo permite ao parasito
sequestrar nutrientes da célula hospedeira e previne sua degradacdo pelos
lisossomos (Jones e Hirsch, 1972). Este foi o primeiro mecanismo de evas&o do
sistema microbicida descrito para T. gondii.

A exposicdo de fosfatidilserina por T. gondii também foi demonstrada como
mecanismo de evasdo deste parasito (Seabra et al., 2004). Células apoptéticas
expoem fosfatidilserina na superficie celular, um fosfolipideo de membrana que
quando reconhecido por macréfagos induz a producdo do fator de crescimento
transformante beta (TGF-3), desativando essas células (Ashcroft, 1999). Portanto, T.
gondii mimetiza uma célula apoptética expondo fosfatidilserina em sua membrana e
invade macrofagos de maneira ativa, induzindo a degradagéo da éxido nitrico (NO)
sintase induzida (iNOS) e consequente inibigdo da producédo de NO, burlando esse
sistema microbicida (Seabra et al., 2002; 2004; Guillermo e DaMatta, 2004; Santos
et al., 2011; Padrao et al., 2014). A iINOS nao é constitutivamente expressa, mas
pode ser induzida em diferentes tipos celulares por diferentes citocinas (Hevel et al.,
1991). Quando induzida em macrofagos, a enzima produz NO, molécula gasosa que
atua inibindo diversas vias bioquimicas, sendo essa a base da sua acao citotdxica
contra micro-organismos parasitos como T. gondii (Adams et al., 1990) e células

cancerigenas (Nathan e Hibbs, 1991).



Proteinas s&o reguladas de diversas maneiras nas células, incluindo a via do
proteossomo (Davies, 2001). Experimentos in vitro com macrofagos ativados
infectados com T. gondii e tratados com inibidores de proteossomo indicam que esta
via € responsavel pela degradagdo da iINOS (Padrdo et al., 2014). Portanto, é
possivel que a inibicdo farmacologica do proteossomo de camundongos torne os
animais mais resistentes a infeccdo pelo parasito, pois as células infectadas
continuardo expressando iNOS, produzindo NO e controlando o crescimento de T.
gondii. Isso pode resultar em possivel controle efetivo do parasito e,
consequentemente, no aumento da sobrevida de camundongos. Nesse trabalho,
investigamos se inibidores de proteossomo alteram o curso da infecgao de T. gondii

em camundongos de duas linhagens.

2. Revisao bibliografica
2.1. Toxoplasma gondii

2.1.1. O parasito

T. gondii, agente etiologico da toxoplasmose, € um parasito coccideo intracelular
obrigatério capaz de se multiplicar em células nucleadas de seus hospedeiros,
infectando-as de forma ativa (Souza et al., 2009). Essa zoonose possui ampla
distribuicdo no mundo, infectando de maneira cronica cerca de um tergo da
populacdo mundial (Montoya e Liesenfeld, 2004). Este protozoario tem como
hospedeiro definitivo membros da familia Felidae e como hospedeiros intermediarios
a maioria dos animais homeotérmicos, incluindo o homem (Webster et al., 2013).

Ao longo de todo o ciclo de vida, T. gondii assume trés formas infecciosas:
taquizoitos (rapida multiplicagdo) infectando células na fase aguda da doenga,
bradizoitos (lenta multiplicagdo) encontrados no interior de cistos teciduais durante a
frase crénica e esporozoitos em oocistos (Schliter, 2014). Estruturalmente, poucas
diferencas podem ser observadas entre essas formas.

De modo geral essas formas sao células polarizadas e alongadas, apresentando
a regidao anterior ou apical afinada e a posterior arredondada. A regidao apical é
caracterizada pela presenca do complexo apical, estrutura formada por organelas
secretoras especializadas (réptrias e micronemas) envolvidas no processo de

invasao e adesao do parasito, e elementos do citoesqueleto que medeiam a
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interagdo com componentes da superficie da célula hospedeira (anéis polares e
conoide) (Melo et al.,, 2000; Souza et al.,, 2010). Na regido mediana da forma
taquizoito encontra-se o nucleo e, acima deste, localizam-se o apicoplasto e
complexo de Golgi. Ja o bradizoito apresenta o nucleo na regiao posterior (Figura 1).
O parasito é envolto pela pelicula, estrutura membranosa trilaminar que, em
associagao com os elementos do citoesqueleto, confere integridade estrutural ao T.
gondii e permite que este se locomova e infecte as células ativamente (Ajioka e
Soldati, 2007).

Plasmalema /)

Complexontemo de membrana 7

'. Amilopeciina ;t :
"= Microporo w’ ;
e
7
1

0"

Complexo de Golgi

Centriclos _/'I"
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Apicoplasto
Reticulo endoplasmafico rugoso
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| Centriclos

\ @ Corpos lipidicos
\ Nicleo
Amilopectina
Granulo denso
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Esquema 1: Morfologia geral de taquizoito (A) e bradizoito (B) de Toxoplasma gondii. Filo
Apicomplexa caracterizado pela presenca do complexo apical, estrutura localizada na regido
anterior do corpo do parasito composta por anéis apicais e polares, e conoide, essenciais na
invasdo da célula hospedeira. Outras organelas tipicas de células eucaridticas estéo
presentes assim como organelas tipicas do filo, como apicoplasto. Traduzido de Dubey et
al., (1998).

Assim como bradizoitos, esporozoitos também apresentam o nucleo na regiao
posterior do corpo do parasito. Ambas as formas possuem numerosos micronemas
quando comparados a taquizoitos. Roptrias estdo presentes em numeros

semelhantes entre as formas, porém sdo mais alongadas e menos elétron-densas
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em taquizoitos e esporozoitos. Outra diferenca € a presenca de granulos de
amilopectina em grande quantidade em bradizoitos (Figura 1) e esporozoitos.
Acredita-se que esses granulos sirvam de reserva energética para estas formas, que
persistem viaveis por longos periodos (Dubey et al., 1998).

Acredita-se que o sucesso da infecgado desse parasito € devido principalmente a
facilidade de transmissdo para os hospedeiros intermediarios (Blader e Saeij, 2009).
Mesmo sendo capazes de infectar qualquer célula nucleada, taquizoitos apresentam
tropismo por células dendriticas, mondcitos e macréfagos, importantes alvos nas
primeiras etapas da infecgdo. Cistos teciduais, onde a forma bradizoito sobrevive e
se replica, sdo formados preferencialmente em células do tecido muscular
esquelético e do sistema nervoso central (Innes, 2010; Souza e Belfort, 2014). O
processo de invasado da célula hospedeira tem inicio quando as formas infectivas
sofrem reorientacdo e a regido do complexo apical entra em contato com a
membrana plasmatica da célula (Kim e Weiss, 2004; Souza et al., 2010). O préoximo
passo € a secreg¢ao das proteinas dos micronemas e roptrias, que participam da
adesao do parasito a superficie celular e da formacéo do vacuolo parasitéforo. Essa
estrutura, formada por lipidios da membrana da célula hospedeira e do proprio
parasito, propicia um ambiente favoravel a sobrevivéncia e multiplicacao de T. gondii

no citoplasma (Dubremetz, 1998).

2.1.2. Ciclo biolégico

O ciclo de vida de T. gondii é caracterizado por ser heteroxénico facultativo;
apresenta uma fase sexuada, que ocorre exclusivamente no intestino dos felideos, e
uma assexuada, que ocorre nas células dos hospedeiros intermediarios e definitivo
(Dubey, 2004). Gatos e outros felideos adquirem o parasito apds ingerir um dos trés
estagios infecciosos (Figura 2). Apds a ingestao de oocistos ou cistos teciduais, a
parede cistica ou oocistica € digerida por enzimas proteoliticas do estdbmago e
intestino delgado. Bradizoitos ou esporozoitos liberados, respectivamente, penetram
as células epiteliais intestinais e iniciam o ciclo de replicagdo assexuado seguido do
ciclo sexuado de T. gondii (Hill et al., 2005).

O ciclo sexuado ocorre em estagios enteroepiteliais, também conhecidos como

esquizontes, que inicialmente se multiplicam sucessivas vezes formando merozoitos
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até originarem gametas masculinos (microgametas) e femininos (macrogametas).
Gametas masculinos sdo flagelados e vdo ao encontro de gametas femininos,
ocorrendo a fertilizagdo. A parede do oocisto é formada ao redor do zigoto que
rompe os enterdcitos e € liberado juntamente com as fezes dos felideos na forma
nao esporulada (Speer e Dubey, 2005). Apdés 2-4 dias no ambiente, ocorre a
esporulagdo gerando em cada oocisto dois esporocistos que contém quatro
esporozoitos. Os oocistos excretados permanecem viaveis por longos periodos no
meio ambiente (Schllter, 2014).

Enquanto alguns bradizoitos ou esporozoitos invadem as células do epitélio
intestinal dos felideos e produzem oocistos sexuadamente, outros atravessam essas
células, se convertem em taquizoitos e se multiplicam nas células da lamina proépria.
Em poucas horas de infeccdo, taquizoitos se dispersam para tecidos extra-
intestinais através da linfa e sangue, invadindo e se replicando em diferentes células
do hospedeiro até que estas lisem (Freyre et al., 1989). Ocorrem repetidos ciclos de
invasao, multiplicacao e lise da célula hospedeira (ciclo litico), geralmente resultando
em inflamacéo devido a necrose tecidual, até que o parasito entre em laténcia. Este
estado é caracterizado pela conversao de taquizoitos em bradizoitos, que passam a
se multiplicar de maneira lenta formando cistos teciduais (Weiss e Kim, 2007; Dubey,
1996).

O ciclo extra-intestinal do parasito nos hospedeiros intermediarios € semelhante
ao ciclo em felideos, com excegado dos estagios sexuais. A infecgdo por T. gondii
nesses hospedeiros € adquirida majoritariamente pela ingestdo de alimentos

contaminados com cistos ou oocistos (Figura 2) (Miller et al., 1972).
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Esquema 2: Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii. Rotas de transmissdo entre os
hospedeiros definitivos e intermediarios e as trés formas infectivas. Oocistos produzidos no
intestino delgado de felideos se tornam maduros e infecciosos apds serem excretados junto
com as fezes e atingirem o meio ambiente. A infecgdo em humanos ocorre principalmente
pela ingestdo de alimentos ou agua contaminados com cistos teciduais ou oocistos. A
transmissao fetal, outra importante forma de infecgdo, ocorre devido a capacidade de

taquizoitos atravessarem a placenta e infectarem érgaos fetais (Moura et al., 2009).

Apos serem ingeridos pelo hospedeiro intermediario, bradizoitos ou esporozoitos
invadem as células, se transformam em taquizoitos, se multiplicam nas células
hospedeiras levando ao ciclo litico, se disseminam pela circulacdo e se desenvolvem
em outros tecidos (Black e Boothroyd, 2000; Blader e Saeij, 2009). Estes taquizoitos
irdo invadir as ceélulas do hospedeiro por penetracdo ativa e se multiplicar
assexuadamente por repetidas endodiogenias, forma especializada de reprodugéo
na qual duas células filhas sao formadas dentro da célula mae (Dubey et al., 1998).

A resposta imune do hospedeiro afeta diretamente a fase de multiplicagao rapida do
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parasito, que passa a se multiplicar de forma lenta apds conversdao em bradizoito
(Coura, 2005).

A transmissao vertical também é uma relevante via de contaminacgéo; o parasito
infecta a placenta e, posteriormente, o feto (Dunn et al.,, 1999). A infeccao fetal é
mais comum durante a fase aguda da parasitemia. No entanto, mesmo apos esta
fase podem persistir focos do parasito na placenta, que se multiplica e ganha acesso
a circulagao fetal na fase tardia da infeccdo materna levando a sérias complicagdes
(Remington et al., 2006).

Em casos de experimentagdo animal, camundongos infectados via oral
comumente desenvolvem inflamagéo intestinal com morfopatologia semelhante as
doencas inflamatdrias intestinais humanas (IBD) (Egan et al., 2012; Liesenfeld,
2002). Ao invadir os enterdcitos, T. gondii induz resposta inflamatéria do tipo Th1
ativada pela producéo de quimiocinas e citocinas envolvidas na migragéo e ativagao
celular. Mondcitos inflamatérios sdo rapidamente recrutados para o sitio de
inflamacao, produzindo interleucina-12, secretando fator de necrose tumoral alfa e
regulando positivamente a expressao da iNOS em resposta a infecgdo. Em conjunto,
estas respostas contribuem para o controle da replicacdo parasitaria no ileo e
sobrevivéncia do animal (Dunay et al., 2008; 2010). No entanto, dependendo da
cepa do parasito, carga parasitaria e linhagem de camundongo, a infecgdo pode
resultar em necrose celular com destruicdo da arquitetura dos vilos do ileo e
consequente morte devido ao vazamento da microbiota intestinal para o periténio
(Liesenfeld, 2002).

2.1.3. Toxoplasmose

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo mundial causada por T. gondii. A
infeccdo € adquirida principalmente pela ingestdo de alimentos ou agua
contaminados com oocistos, liberados pelo hospedeiro intermediario, ou pelo
consumo de cistos teciduais presentes em carne crua ou pouco cozidas (Robert-
Gangneux e Dardé, 2012) (Figura 2). A transmissao também pode ocorrer pela via
transplacentaria durante a primoinfeccdo aguda materna, sendo esta responsavel
por problemas fisicos e psico-motores caracteristicos da toxoplasmose congénita
(Hotop et al., 2012). Acidentes laboratoriais, transplante de 6rgaos, transfusao
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sanguinea e ingestado de leite cru constituem vias mais raras de infecgdo (Hill e
Dubey, 2002; Remington et al., 2011).

Fatores como a viruléncia da cepa, rota de infecgdo e competéncia da resposta
imune do hospedeiro afetam diretamente a severidade da patologia (Rorman et al.,
2006). A infeccdo adquirida € benigna e auto-limitada em cerca de 80% dos
pacientes imunocompetentes, sendo os sintomas mais recorrentes a cefaleia, dor de
garganta, febre e mialgia. O sistema imune do hospedeiro restringe a replicacéo de
T. gondii, mas é incapaz de elimina-lo completamente do organismo (Halonen e
Weiss, 2013). A toxoplasmose tende a ser mais grave em imunodeprimidos,
podendo resultar na reativagdo de cistos devido a perda da capacidade de
contencao da fase latente. Se nao tratada de maneira adequada, o curso da doenca
pode ser fatal nesses pacientes (Cohen et al., 2010).

Atualmente, nao existem vacinas eficazes para combater a infeccdo ou
medicamentos que eliminem completamente a carga parasitaria. O tratamento
disponibilizado consiste na utilizagao de sulfadiazina e pirimetamina administrados
conjuntamente e acompanhados da ingestdo de acido folinico (Haverkos, 1987;
Remington et al., 2011). Embora produza resultados satisfatérios, o tratamento
apresenta alta toxicidade para o hospedeiro e age apenas durante a fase aguda da
infeccdo, sendo ineficaz no combate a fase crénica (Mancini et al., 2012; Souza e
Belfort, 2014). Portanto, novos tratamentos farmacoldgicos ou terapias sao

requeridos.

2.2. Sistema proteossomo-ubiquitina

2.2.1. Estrutura e fungao do proteossomo 26S

O proteossomo € um complexo multienzimatico dependente de ATP responsavel
pela degradacado seletiva de proteinas no citosol e nucleo (Davies, 2001). Esse
complexo protéico € essencial na manutencdo da homeostase celular e esta
associado a fungdes como controle da transcricéo, apresentagao de antigenos, ciclo
celular e modulagdo de receptores (Glickman e Ciechanover, 2002). Anomalias
nesta estrutura podem levar ao desenvolvimento de doencas metabdlicas,

oncogénicas e neurodegenerativas (Balch et al., 2008).



Estruturalmente, o proteossomo é composto por um elemento central 20S e duas
particulas regulatorias ligadas as suas extremidades, denominadas 19S (Figura 3)
(Kisselev e Goldberg, 2001). A porcao 20S carreia a atividade catalitica da protease
e possui uma estrutura em forma de barril composta por 14 subunidades do tipo a e
14 do tipo B dispostas em quatro anéis heptaméricos superpostos. Os dois anéis do
tipo a na regido externa do barril formam canais fechados através dos quais os
substratos entram e os produtos saem do nucleo catalitico, além de fornecer sitios
de ligagao para particulas regulatérias como a porgdo 19S. O nucleo catalitico é
formado pelos dois anéis internos do tipo B e € responsavel pela atividade
proteolitica (Berkers et al., 2005; Tanaka, 2009). O proteossomo possui trés
atividades cataliticas distintas: semelhante a caspase, tripsina e quimiotripsina, e
cada uma dessas atividades é correlacionada a agao de uma subunidade do tipo B
individual (81, B2 e B5, respectivamente) (Berkers et al., 2005). O reconhecimento
de proteinas ubiquitinadas, desdobramento das mesmas e a posterior abertura do
canal no complexo 20S, permitindo a entrada da proteina de-ubiquitinada, séo
processos controlados pelo complexo 19S. Esses elementos se associam para a
formacdo de um complexo maior, denominado proteossomo 26S (Wang e
Maldonado, 2006).
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Esquema 3: Estrutura dos complexos 20S e 19S. A regiao central 20S possui estrutura em
forma de barril com suas extremidades cobertas pelas particulas regulatérias 19S. O
complexo 19S reconhece a proteina marcada com caudas de poliubiquitina e a desdobra,
permitindo sua entrada no poro proteolitico seguida da protedlise pelo complexo 20S.
Traduzido de Wang e Maldonado (2006).

O proteossomo degrada preferencialmente proteinas previamente marcadas com
cadeias de poliubiquitina (Coux et al., 1996). A marcac¢ao da proteina pelo processo
de ubiquitinagdo envolve a agdo das enzimas ativadoras de ubiquitina, conjugadoras
e ligadoras, E1, E2, e E3, respectivamente. O substrato ligado a cadeia de
poliubiquitina € reconhecido por uma das subunidades 19S, o reconhecimento é
seguido da hidrélise de ATP e desnaturagcdo da proteina, induzindo seu
deslocamento através do poro. O substrato transita pelo complexo 20S onde sofre
hidrélises e produz pequenos peptideos, que sao também liberados pela subunidade
19S (Pickart e Cohen, 2004).

A ubiquitina € uma proteina com 76 residuos de aminoacidos, altamente
conservada em eucariotos (Nandi et al., 1996). A ligacdo seletiva da ubiquitina a
proteinas permite seu reconhecimento e degradacgao pelo proteossomo (Varshavsky,
2012). A ativagao da ubiquitina é feita pela enzima E1 em um processo dependente

de ATP. A ubiquitina ativada é entao transferida para E2 que posteriormente se liga
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a enzima E3, que se encontra ligada a proteina alvo a ser marcada para
degradagao. Desta forma, E2 transfere a ubiquitina para a proteina alvo via a E3. A
conjugacao sucessiva de ubiquitina durante este ciclo resulta na constru¢édo de uma
cauda de poliubiquitina na proteina alvo e consequente reconhecimento e

degradagao da proteina pelo proteossomo (Ciechanover e Schwartz., 1998).

2.2.2. Inibidores de proteossomo

A identificagdo de inibidores de baixo peso molecular que podem entrar
rapidamente nas células e inibir seletivamente a via do proteossomo permitiu
grandes avangos no conhecimento das fungbes fisiologicas desta via de
degradagao. Sendo o principal responsavel por controlar a qualidade das proteinas
sintetizadas em todas as células eucaridticas, a inibicdo do proteossomo pode
influenciar varias fungbes celulares. Nesse sentido, o uso de inibidores mostrou
promover efeitos anti-inflamatérios, anticarcinogénicos (Chen et al., 2005),
antiproliferativos e apoptoticos em células com desenvolvimento anormal (King et al.,
1996; Hershko e Ciechanover, 1998).

Os primeiros tipos de inibidores sintéticos de proteossomo descobertos foram os
peptideos aldeidicos, como o MG115, ALLN e PSI, analogos de substratos e
inibidores da atividade semelhante a quimiotripsina. O inibidor de proteossomo
MG132, também classificado como peptideo aldeidico, é capaz de inibir diferentes
tipos de proteases, incluindo serina-proteases e calpaina. Esses inibidores séo
frequentemente utilizados em testes in vitro e in vivo e demonstram especificidade
moderada ao proteossomo (Rock et al., 1994; Lee e Goldberg, 1998).

Dentre os compostos de origem natural, um dos mais utilizados é a Lactacistina,
estruturalmente diferente dos peptideos aldeidicos. Este inibidor irreversivel se liga
covalentemente ao sitio ativo das subunidades B reduzindo a degradacédo de
proteinas celulares e suprimindo a producdo de peptideos antigénicos de modo
similar aos peptideos aldeidicos, porém com maior grau de especificidade. (Craiu et
al., 1997; Tanaka, 2009). Ainda de origem natural, foram descritos derivados de
epoxicetonas, com destaque a epoximicina que possui alta especificidade, nao
mostrando efeito de inibigdo frente a outras proteases (Tanaka, 2009).

Outra classe de inibidores sintéticos sdo os peptideos boronatos, que se
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mostraram os mais potentes inibidores da via do proteossomo devido sua alta
especificidade e lenta dissociagdo (Adams et al., 1998). O acido bordnico peptidico
Bortezomibe, também conhecido como Velcade, liga-se preferencialmente ao sitio
B5 e, em menor extensdo, ao 1 do complexo 20S (Esquema 4). As diferengas de
afinidade do inibidor pelos diferentes sitios ativos sdo devido as diferentes
interagbes das cadeias laterais do inibidor com os residuos especificos de cada

cavidade do proteossomo (Berkers et al., 2005).

Sitio
quimiotripsina

Esquema 4. Estrutura do proteossomo 26S. Bortezomibe se liga especificamente e de
maneira reversivel ao sitio semelhante a quimiotropsina do complexo 20S proteossomo.
Modificado de Velcade (2003).

Bortezomibe foi o primeiro inibidor proteossémico avaliado em humanos e
aprovado pela FDA (United States Food and Drug Administration) em maio de 2003
para tratamento de pacientes com mieloma multiplo, e esta sendo utilizado
clinicamente em mais de 85 paises (Voorhees et al., 2003; Cavo et al., 2006). Este
farmaco inibe a atividade semelhante a quimiotripsina do proteassomo, o que leva a
degradagao ineficiente de proteinas poliubiquitinadas, induzindo a apoptose celular
(Elliott e Ross, 2001; Schwartz e Davidson, 2004).

Situagbes patolégicas em que ocorrem ativagdes continuas do fator nuclear

kappa beta (NF-kB), como durante estimulos epigenéticos de carcinégenos, podem
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levar ao bloqueio de genes que regulam a apoptose celular, causando o
prolongamento da vida de células afetadas e estimulando sua divis&do. A inibicdo do
proteossomo pelo Bortezomibe bloqueia a ativagao de NF-kf3, desencadeando uma
diminuicdo da proliferagcdo celular e da produgdo de citocinas angiogenicas,
induzindo a apoptose e inibindo a adesao da célula tumoral (Adams, 2004; Almeida
e Barry, 2010).

Estudos recentes tém demonstrado o potencial de Bortezomibe como agente anti-
inflamatorio e contra micro-organismos patogénicos (lyer e Rojas., 2008). Reynolds
et al. (2007) monstraram que o composto € capaz de inibir o desenvolvimento
intraeritrocitario de P. falciparum, bem como a sintese de DNA do parasito. A
atividade do inibidor também foi investigada como possivel tratamento para a
doenca do sono, causada pelo parasito T. brucei. O tratamento de células HL-60
inibiu atividade semelhante a quimiotripsina e tripsina do proteossomo em 100% e
90%, respectivamente, causando o minimo de toxicidade e foi capaz de reduzir o
crescimento do parasito de forma dose dependente. (Steverding e Wang, 2009).

A completa inibicdo proteossémica pode ocasionar efeitos toxicos, uma vez que
ocorre a inibicdo do ciclo celular, podendo levar ao acumulo de proteinas anormais.
Entretanto, a inibigdo parcial deste complexo néao traz efeitos deletérios importantes,
somente em tratamentos prolongados. Neste sentido, o uso de Bortezomibe se torna
adequado no tratamento de patologias devido sua acgao reversivel e dose
dependente (Tawa et al., 1997).

2.2.3. Proteossomo e protozoarios

A importancia das atividades proteoliticas do sistema proteassomo-ubiquitina na
regulagdo da homeostase celular tem sido demonstrada em um grande numero de
fungos e eucariotos e, mais recentemente, em protozoarios parasitos (Paugam et al.,
2003). Uma das principais caracteristicas do ciclo de vida de organismos
patogénicos é a profunda alteragdo morfolégica que sofrem durante seu
desenvolvimento nos hospedeiros. Essas alteragdes, durante as quais a forma,
tamanho e as estruturas do citoesqueleto devem se adaptar ao novo estagio,
envolvem uma protedlise cuidadosamente controlada (Mufioz et al., 2015).

Estudos com diferentes modelos descobriram que a inibicdo da funcgao
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proteossébmica inibe estagios especificos de diferenciagdo morfologica em
Trypanosoma spp., Plasmodium spp. e Entamoeba spp., e a replicagdo de
Plasmodium spp., Toxoplasma gondii, Leishmania spp. e Trypanosoma spp.
(Dahlmann, 2007). Foi demonstrado que o inibidor de proteossomo Lactacistina é
capaz de inibir a diferenciacdo da forma tripomastigota de T. cruzi em amastigota e
também de amastigotas em tripomastigotas (Gonzalez et al.,1996). Resultados
similares foram obtidos com outros protozoarios, como Plasmodium spp. O
tratamento de esporozoitos de P. berghei com inibidores do proteossomo inibe seu
desenvolvimento em formas exoeritrociticas in vitro e in vivo, mas nao altera sua
capacidade de invasdao (Gantt et al., 1998). A funcdo dos proteossomos no
desenvolvimento intracelular de parasitos também foi investigada em T. gondii. Ao
contrario das células eucaridticas de vertebrados, nas quais o proteossomo esta
localizado tanto no nucleo como no citosol, em T. gondii este é restrito ao citosol
(Paugam et al., 2001). Shaw et al. (2000) mostraram que a Lactacistina ndo bloqueia
a entrada de parasitos na célula hospedeira ou o estabelecimento em vacuolo
parasitéforo, mas inibe o crescimento do parasito e o desenvolvimento das células-
filhas, bem como a sintese de DNA.

Uma série de similaridades entre os proteossomos de organismos de diferentes
classes ja foram identificadas: o proteassomo 20S de muitos protozoarios €
semelhante em morfologia e tamanho ao proteassomo 20S isolado de
arqueobactérias, leveduras e mamiferos. Estudos também identificaram
similaridades entre a composicdo das subunidades do proteossomo de protozoarios
e eucariotos vertebrados, ambos contendo multiplas subunidades a e B (Mufoz et
al., 2015). A principal diferengca entre o proteossomo de alguns protozoarios e
mamiferos esta relacionada a atividade peptidasica. Em mamiferos, a atividade
principal € semelhante a quimiotripsina enquanto que nos tripanossomatideos, a
atividade é semelhante a tripsina (Paugam et al., 2003). Essas diferengas
possibilitam que o proteossomo sirva como um futuro alvo terapéutico. No entanto, o
proteossomo de T. gondii apresenta baixa atividade semelhante a tripsina e se
assemelha mais a células eucaridticas de vertebrados, dificultando o
desenvolvimento de terapias que envolvam apenas o proteossomo do parasito

(Paugam et al., 2001).
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2.3. Resposta imunolégica de camundongos frente a infecgao por Toxoplasma
gondii

Infecgbes experimentais em camundongos sao o ponto inicial para o estudo dos
mecanismos de defesa frente a infecgao por T. gondii. A facilidade de manutencao
de linhagens isogénicas aliada a possibilidade de manipulagdo genética, obtengao
de geragdes em um curto prazo de tempo e a suscetibilidade da espécie ao parasito,
tornaram o camundongo o modelo padrdo para esse tipo de estudo (Saraf et al.,
2017).

A resposta imune desencadeada por T. gondii envolve mecanismos celulares e
humorais, sendo a imunidade mediada por células a principal forma de controle da
infeccdo (Denkers e Gazzinelli, 1998). Os neutréfilos e mondcitos inflamatorios
representam uma resposta precoce, sendo as primeiras células a chegar ao local da
infeccdo. A liberagao de interleucina-12 (IL-12) e TNF-a por essas células leva ao
recrutamento e ativagdo de macréfagos e células dendriticas, que também passam a
produzir IL-12 apds contato com o parasito (Denkers et al., 2004; Buzoni-Gatel et al.,
2006). A auséncia dessa citocina aumenta a suscetibilidade de camundongos a
infecgdo, resultando na menor producdo de mediadores inflamatérios e maior
replicacdo parasitaria (Araujo et al., 2001). O TNF-a desempenha uma acgao
sinérgica com IL-12 induzindo a produgdo de IFN-y pelas células Natural Killer
(Gazzinelli et al., 1993). Na presencga dessa citocina, macrofagos passam para o
estado ativado e desenvolvem atividade citotéxica contra T. gondii (Sibley et al.,
1993). A inibicdo da replicacdo e destruicdo do parasito sdo resultado,
principalmente, de mecanismos efetores nado oxidativos representados pela
producao de NO por macrofagos ativados com IFN-y (Adams et al., 1990; Schluter et
al., 1999).

As células dendriticas juntamente com macrofagos s&o responsaveis pela
apresentacao de antigenos de T. gondii aos linfécitos T CD4" e CD8" induzindo uma
resposta do tipo Th1 (Correa et al., 2007). Essas células atuam de forma sinérgica e
sdao vitais para o fornecimento de imunidade protetora e sobrevivéncia de
camundongos durante a fase crbnica da infecgdo (Combe et al., 2005). A secregao
de IL-12 por linfécitos T CD4" auxilia na atividade citotoxica de linfocitos T CD8”

contra taquizoitos e células infectadas com T. gondii (Subauste et al., 1991). A
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deplecdo in vivo de linfocitos T CD8" converte camundongos resistentes em
suscetiveis ao parasito. Essas células se tornam uma importante fonte de IFN-y na
fase crénica da infeccdo induzindo a conversao de taquizoitos em bradizoitos e
regulando a formagao de cistos (Gazzinelli et al., 1993).

A resposta imune contra o parasito parece depender, majoritariamente, das
citocinas IL-12 e IFN-y que atuam na ativagéo de células tanto na fase aguda quanto
cronica da doenca (Scott e Hunter, 2002). Outra citocina importante durante a
infeccado é a IL-10, sendo responsavel pela supressao da resposta imune celular em
humanos e camundongos (Lang et al., 2007). IL-10 reduz a ativagao de macroéfagos,
a sintese de IFN-y por células T e NK e previne a diferenciagdo de clones Th1
(D’Andrea et al., 1993). Os efeitos de IL-10 evitam uma inflamag&o exacerbada que
pode levar o hospedeiro a morte, facilitando a sobrevivéncia de T. gondii. A
imunossupressao exercida por IL-10 favorece uma relagdo estavel e benéfica para o
parasito e para o hospedeiro (Lang et al., 2007).

A producéo inicial de IFN-y e outras citocinas pro inflamatérias é crucial para o
desenvolvimento da resposta imune adaptativa contra T. gondii. Anticorpos contra o
parasito sdo prontamente sintetizados em resposta a infecgcdo, tanto em seres
humanos quanto em modelos experimentais (Asai et al., 1992). As imunoglobulinas
M irdo atuar lisando taquizoitos extracelulares através da ativagcdo do sistema
complemento (Filisetti e Candolfi, 2004). Imunoglobulinas G de camundongos sao
compostas das subclasses 1gG, 1gG2a, IgG2b e IgG1. Fiorentino et al., (1989)
demonstrou que a producao de IL-12 e IFN-y por células Th1 controla a producao de
IgG2a e 1gG2b enquanto células Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-10, controlando a
producao de IgG1. Estas imunoglobulinas promovem uma citotoxidade anticorpo-
dependente (opsonizacgao), tendo como alvo os antigenos de superficie do parasito
(Correa et al., 2007).

A resposta imune contra T. gondii € complexa variando em fun¢ao da linhagem de
camundongo estudada, dos locais anatdémicos analisados, da cepa do parasito
utilizada e da rota de infecgdo. Ao comparar linhagens de camundongos suscetiveis
e resistentes a toxoplasmose aguda, foi possivel observar niveis de IFN-y séricos
mais elevados em linhagens suscetiveis que nas resistentes (Schluter et al., 1999).

Essa elevada concentracdo de IFN-y foi associada ao processo inflamatério
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exacerbado caracterizado por edema e necrose tecidual intensa no figado em
camundongos C57BL/6. A migragdo de um numero maior de macrofagos ao local de
infeccdo nesses animais, e sua ativacao pelas altas taxas de IFN-y, levam a uma
elevada expressao de iINOS com maior producdo de NO. Também foi demonstrado
menor produgéo de IgM e, apesar da ativagdo de macréfagos ocorrer em diferentes
linhagens, células de Kupffer ativadas foram identificadas apenas em camundongos
C57BL/6. Devido a sua maior suscetibilidade a infeccdo por T. gondii, os
camundongos dessa linhagem se tornaram um dos modelos experimentais mais
utilizados para estudo da doencga e do parasito (McLeod et al., 1989, Saraf et al.,
2017).

2.4. Oxido nitrico sintase induzida e 6xido nitrico

NO é uma molécula gasosa toxica, de meia vida curta, capaz de se difundir pelas
membranas biolégicas e alcangar diversos compartimentos intracelulares, e esta
associada a processos fisiologicos e patofisiolégicos como vasodilatagao,
neurotransmissao e participagdo em respostas imunes (Keklikoglu et al., 2008). A
sintese de NO ocorre a partir da conversdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina,
em uma reacao catalisada pela enzima NOS na presengca de NADPH e outros co-
fatores (Chokshi et al., 2008).

Estruturalmente, as NOS compartiiham uma estrutura molecular similar, sendo
constituidas por um dominio oxigenase N-terminal e um dominio redutase C-terminal
(Daff, 2010). O dominio oxigenase contém sitios de ligagcao para os co-fatores heme,
tetraidrobiopterina, O, e para o substrato L-arginina, enquanto o dominio redutase
contém sitios de ligagado para NADPH e mononucleotideo de flavina (FMN). O grupo
FMN se liga ao dominio oxigenase através do dominio de ligacdo para calmodulina
(Forstermann e Sessa, 2012).

Existem trés isoformas de NOS, codificadas por diferentes genes e nomeadas de
acordo com o local onde sdo encontradas. As isoformas NOS endotelial (eNOS) e
neuronal (nNOS) s&o expressas constitutivamente e possuem dominios de ligacéo a
calmodulina em uma forma calcio dependente (Mayer, 1998). A terceira isoforma,
iINOS, se liga com alta afinidade a calmodulina independente da presenca de calcio
(Spratt et al., 2007). Em contraste, a iINOS nao é expressa sob condigdes normais,
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sendo induzida durante infecgbes e processos inflamatorios (Figura 4).

Infeccdo ——— LPS3 e Citocinas ———

MO5 mRNA

Wasod :[-*‘:-.

NO

___________

L-Citrulina L-Arginina

Esquema 5: Expressao da enzima NOS. O surgimento de infecgbes induz a expressao da
oxido nitrico (NO) sintase (NOS) via citocinas proé-inflamatérias e produtos de micro-
organismos, como lipopolissacarideo (LPS), que desencadeiam a tradugdo e expressao
dessa enzima. Este processo resulta no aumento da producdo de NO na célula gerando
efeitos sobre o endotélio vascular e apresentando funcdo microbicida. Uma vez a NOS
expressa, ocorrera a conversao de L-Arginina em L-Citrulina com consequente producgao de
NO. Modificado de Weiss et al., (2012).

Quando induzida em macréfagos, iINOS catalisa a produgdo de NO, que atua no
controle da replicacdo de parasitos € micro-organismos patogénicos (Bogdan et al.,
2000). Produtos microbianos, como LPS, e citocinas induzidas por parasitos
estimulam a expressao de iINOS em células hospedeiras infectadas, resultando na
producao prolongada de altos niveis de NO (Almeida et al., 2000; Tachado et al.,
1997).

Em estudos com Leishmania spp. € Plasmodium spp., NO foi capaz de mediar a
morte dos parasitos em resposta a IFN-y e TNF-a produzidos por células do sistema
microbicida do hospedeiro (Liew e O’'Donnell, 1993; Jeney et al., 2014). Também foi
demonstrado que, na auséncia de NO, camundongos infectados cronicamente com
T. gondii desenvolvem doenca letal com carga parasitaria elevada e inflamagao
cerebral (Khan et al., 1997). Apesar do envolvimento de NO no controle de
infeccdes, esta molécula pode ser danosa sobre o préprio organismo quando em

grandes concentragdes, tornando indispensavel mecanismos que controlem sua
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produgcdo e diminuam seus efeitos. Muitas citocinas, como a IL-10 e TGF-j,
possuem efeito antagdnico ao IFN-y, agindo para modular a producdo de NO
(Oswald et al., 1992). Um dos mecanismos pelo qual TGF-B suprime a producéo de
NO em macrofagos é pela degradagdo da propria iINOS via proteossomo
(MacMicking et al., 1997; Padrao et al., 2014). Em macréfagos estimulados com LPS
e tratados com inibidores de proteossomo, € possivel identificar drastica reduc¢ao da
expressao de iINOS (Musial e Eissa, 2001).

Durante a infeccdo de macrofagos, T. gondii € capaz induzir a produgao de TGF-3
por essas células via exposicao de fosfatidilserina (Seabra et al., 2004), um potente
desativador que age de maneira autdcrina (Ashcroft, 1999). O parasito mimetiza
uma célula apoptética e invade os macréfagos de maneira ativa, burlando o sistema
microbicida destas células (Santos et al., 2011) o que leva a inibigdo parcial da
producao de NO devido a degradacao iNOS via proteossomo (Seabra et al., 2004;
Padrao et al., 2014).

3. Justificativa

Durante a infecgcao das células hospedeiras, T. gondii utiliza diversos mecanismos
de evaséao aos sistemas microbicidas. Um desses € a inibicdo da produgao de NO,
gas que atua como potente agente microbicida. Macréfagos ativados produzem NO
via iINOS, porém, a infec¢ao por T. gondii € capaz de induzir a degradacao da iNOS
(Padrao et al., 2014) inibindo a producao de NO (Seabra et al., 2002; 2004 ). Estudos
do grupo demonstram que o proteossomo é responsavel pela degradacao da iNOS e
que a inibicdo farmacoldgica in vitro dessa via impede a degradacéo da enzima
durante a infeccdo (Padrao et al., 2014). Verificar se a inibicdo sistémica do
proteossomo de camundongos é capaz de torna-los mais resistentes a infecgéo por
T. gondii é relevante, pois proporciona a melhor compreensdao do envolvimento
desta via na resposta frente a infecgdo. Dessa forma, estamos contribuindo com o
melhor entendimento da biologia da interagcdo T. gondii-hospedeiro com possiveis

reflexos em novas estratégias terapéuticas contra a toxoplasmose experimental.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo geral
v Investigar o possivel envolvimento da via do proteossomo em camundongos
na infecgéo in vivo por T. gondii.
4.2 Objetivos especificos
v/ Avaliar a sobrevivéncia de camundongos infectados com T. gondii tratados
com inibidores da via do proteossomo;
v/ Verificar possiveis alteragdes na quantidade de taquizoitos de T. gondii e de
leucdcitos em camundongos infectados apos o tratamento;
v Verificar a produgdo de NO em macrofagos peritoneais de camundongos

infectados e tratados.

5. Material e Métodos
5.1. Desenho experimental

Esse projeto realizou infeccbes de camundongos por T. gondii pela via
intraperitoneal com taquizoitas (cepa RH). Os experimentos foram realizados com
camundongos Swiss e C57BL/6 obtidos no biotério central da UENF. Os
camundongos infectados foram tratados com 2 inibidores de proteossomo: MG132 e
Bortezomibe, cedido pelo Hospital Casa Santa Maria de Campos dos Goytacazes —
RJ.

Para a infecgao, os animais foram divididos em 2 grupos: a) infectado e b) tratado
(com MG132 ou Bortezomibe). Para determinar a sobrevivéncia, cada grupo foi
composto por 8 animais.

Apos a determinagao da sobrevivéncia, novos camundongos foram infectados e
tratados. Os animais foram eutanasiados com CO, e analisados em dias da curva de
sobrevivéncia que apresentaram diferengas significativas entre os grupos. Os grupos
foram compostos por 9 animais e em 3 dias distintos 3 animais de cada grupo foram

eutanasiados e realizadas as analises.

5.2. Aprovacio pela Comissio de Etica no Uso de Animais
Esse trabalho foi certificado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da UENF,

protocolo 259, intitulado “Sintese e avaliagdo da atividade de compostos de
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coordenacgao na terapia da toxoplasmose”, emitido em 25 de setembro de 2014 e
pelo protocolo 216, intitulado “Entrada e desenvolvimento do Toxoplasma gondii em
macrofagos murinos ativados: efeito da opsonizacédo por anticorpo ou componentes
do complemento”, aditivo ao protocolo 99, com o mesmo titulo, em 25 de junho de
2013.

5.3. Manutencgao da cepa RH de Toxoplasma gondii
Taquizoitos da cepa RH (Sabin e Feldman, 1948) foram mantidos por passagens
sucessivas na cavidade peritoneal de camundongos Swiss com idade entre 3 e 4
semanas. Apos o periodo de 48 h o lavado peritoneal foi realizado com 5 mL de PBS
para obtencao dos parasitos. O lavado peritoneal foi centrifugado a 1000 x g, 10 min,
4°C, o sobrenadante descartado, sedimento ressuspenso em 1 mL de PBS e os

parasitos quantificados em camara de Neubauer.

5.4. Interacao de T. gondii com macroéfagos para avaliagao dos inibidores de
proteossomo

Macrofagos foram obtidos por lavagem peritoneal de camundongos Swiss com 10
mL de solucdo de Hank. As células foram centrifugadas a 500 x g, 4°C por 10 min,
ressuspendidas em 4 mL de DMEM e plaqueadas em placa de 24 pocgo. Apds 1 h de
aderéncia, as células foram lavadas com solu¢dao de Hank, ativadas com IFN-y (100
U/mL) e LPS (0,1 ug/mL) e cultivadas por 24 h com DMEM suplementado com 10%
de SFB a 37°C em atmosfera umidificada a 5% de CO,. Os macrofagos foram
incubados por 1 h com os inibidores de proteossomo, Bortezomibe a 150 nM
(Reynolds et al., 2007) ou MG132 a 10 yM (Yuan et al., 2008), infectados com T.
gondii utilizando a propor¢cdo de 10:1 parasitos por célula e cultivados por 6 h
(Padrao et al., 2014). Apdés esse cultivo, a producdo de NO foi avaliada
indiretamente medindo-se o nitrito nos sobrenadantes coletados (Griess et al.,
1982). 50ul do sobrenadante de cada pogo foi colocado com o0 mesmo volume do
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 fosférico,
Sigma — P5811) na placa de 96 pogos. A absorbancia foi lida a 540 nm. A
concentracao de nitrito foi calculada a partir de uma curva padrdo usando nitrito de

sodio diluido em DMEM como padréo.
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5.5. Infecgao experimental dos camundongos

Camundongos C57BL/6 e Swiss, fémeas, de 5 a 6 semanas de idade, foram
pesados para a formagdo de grupos uniformes (+- 20 g). Os animais foram
infectados via intraperitoneal através do in6culo de 0,1 mL de PBS contendo 1 x 10°

taquizoitos.

5.6. Tratamento com inibidor da via do proteossomo

Os camundongos infectados conforme item 5.5 foram tratados com os inibidores
de proteossomo MG132 ou Bortezomibe nos dias 1, 3, 5, 7, 9 e 11 pos-infecgdo. Os
animais foram inoculados via intraperitoneal com 200 pl da solugdo em PBS
contendo 1 mg por Kg de peso dos inibidores (Jamart et al., 2011; Beyar-Katz et al.,
2016).

5.7. Anadlise da sobrevivéncia

Apoés a infecgdo, os animais foram observados diariamente (manha e tarde) por
15 dias, a fim de verificar alteragdes na sobrevivéncia e nos sinais clinicos. Animais
achados em estado moribundo foram eutanasiados. Os dados foram anotados e
foram montadas curvas de sobrevivéncia para cada grupo utilizando o estimador de

sobrevivéncia de Kaplan-Meier (Kaplan e Meier, 1958).

5.8. Determinacao do numero de leucécitos e taquizoitos do lavado peritoneal
Os camundongos infectados intraperitonealmente foram eutanasiados em dias
previamente determinados (2, 4 e 6) e foi realizado lavado peritoneal com 10 mL de
solugdo Hank em cada animal, sendo 3 por grupo e por dia. Os lavados peritoneais
dos animais infectados foram centrifugados a 500 x g, 10 min, 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspenso em 1 mL de DMEM, homogeineizado, e

os leucdcitos e taquizoitas contados em camara de Neubauer.

5.9. Producao de NO de macroéfagos de camundongos infectados e tratados

Da suspensao de células obtidas no item acima, os leucécitos foram plaqueados
em solugdo contendo 2,5 x 10° células por pogo em placas de 24 pogos por 2 h para
adesao dos macrofagos, lavados 1 vez com Hank e cultivados com DMEM e 5% de
SFB a 37°C na estufa de CO,. Apdés 24 h de cultivo a produgcdo de NO foi

determinada no sobrenadante pelo reagente de Griess (item 5.3).
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5.10. Estatistica
A comparacgao estatistica dos resultados obtidos da analise de sobrevivéncia foi
conduzida pelo teste Log Rank utilizando P<0,0001. Nos demais resultados, o teste

ANOVA foi realizado para avaliar significancia dos resultados utilizando P<0,05.

6. Resultados
6.1. Sobrevivéncia de camundongos infectados e tratados com inibidores de
proteossomo

Para determinar se os inibidores de proteossomo seriam capazes de tornar os
camundongos mais resistentes a infecgdo, animais Swiss e C57BL/6 foram
infectados com T. gondii e tratados ou n&do com Bortezomibe ou MG132. Animais
C57BL/6 tratados com Bortezomibe apresentaram 80% de sobrevida até o 9° dia de
infecgdo, atingindo 100% de mortalidade apenas no 14° dia diferente
significativamente do grupo infectado nao tratado (Figura 1 A). Porém, nao foram
observadas diferencas na sobrevida entre animais Swiss dos grupos controle e
tratado com Bortezomibe, e todos sucumbiram até o 8° dia de infeccéo (Figura 1 B).

Além do aumento na sobrevida de camundongos C57BL/6 tratados, também foi
possivel observar diferencas entre os grupos no aparecimento dos primeiros sinais
clinicos da infeccado, sendo de forma tardia (a partir do 6° dia) no grupo C57BL/6

tratado com Bortezomibe e a partir do 3° dia no grupo dos camundongos Swiss.
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Figura 1. Sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 (A) e Swiss (B) infectados

intraperitonealmente com T. gondii e tratados ou ndo com Bortezomibe. *Significativamente
diferente pelo teste Log Rank em relagao ao controle (P < 0.0001).
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A figura 2 A e B representam as sobrevivéncias dos camundongos C57BL/6 e
Swiss, respectivamente, tratados ou ndo com o inibidor de proteossomo MG132.

Nao houve aumento significativo na sobrevida dos grupos independente da linhagem
de camundongo.
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Figura 2: Sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 (A) e Swiss (B) infectados
intraperitonealmente com T. gondii e tratados ou ndo com MG132.
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6.2. Participagdao do proteossomo na producdao de nitrito em macréfagos
infectados com Toxoplasma gondii

Para testar se os dois inibidores de proteossomo utilizados estavam funcionando,
avaliou-se se a inibicao farmacolégica do proteossomo seria capaz de impedir a
degradagao da iINOS em macréfagos peritoneais de camundongo infectados com T.
gondii conforme publicado pelo grupo (Padrao et al., 2014). Macréfagos infectados
com T. gondii e tratados com Bortezomibe tiveram producdo de NO equivalente ao
grupo controle nao infectado, indicando que a INOS permaneceu expressa apesar
da infecg&o (Figura 3). Porém, o inibidor MG132 n&o foi capaz de reverter a inibi¢cao

da produgédo de NO de macrofagos apés a infecgao.
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Figura 3: Producgéo de éxido nitrico (WM) de macrofagos peritoneais ativados com IFN-y e
LPS por 24 h. As células foram incubadas com Bortezomibe ou MG132 por 1 h, infectadas,
cultivadas por 6 h e 6xido nitrico avaliado. *Significativamente diferente pelo teste ANOVA

em relacao ao controle (P < 0.05).
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6.3. Efeito do Bortezomibe no numero de taquizoitos e leucécitos durante a
infecgado experimental de camundongos Swiss e C57BL/6

O numero de taquizoitos obtidos do lavado peritoneal de camundongos C57BL/6
foi determinado nos dias 2, 4 e 6 pds-infecgdo dos grupos tratados ou ndo com
Bortezomibe. Animais tratados apresentaram 98% de redugédo em relagdo ao grupo
controle durante o pico de proliferagcado parasitaria no 6° dia pos-infeccéo (Figura 4
A). No entanto, a quantidade de taquizoitos manteve-se elevada em ambos os
grupos de camundongos Swiss, com redugao comparada ao controle de apenas 6%

no 4° dia pos-infecgao e de 10,5% no 6° dia (Figura 4 B).
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Figura 4: Numero de taquizoitos de T. gondii em camundongos C57BL/6 (A) e Swiss (B)

infectados experimentalmente com taquizoitos (cepa RH) e tratados ou ndo com Bortezomibe.

*Significativamente diferente (P < 0.05).
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Imagens por microscopia Optica de contraste de fase das células obtidas por
lavado peritoneal de camundongos C57BL/6 infectados no 6° pos-infecgéo ilustram
as diferencas no numero de taquizoitos entre os grupos tratados com Bortezomibe e
nao tratado (Figura 5). Os lavados peritoneais do grupo tratado apresentaram menor

quantidade de taquizoitos (Figura 5 A) em relagéo ao grupo controle (Figura 5 B).

A

Figura 5: Microscopia 6ptica de contraste de fase do lavado peritoneal de camundongos
C57BL/6 infectados com T. gondii e tratados (A) ou ndo com Bortezomibe (B). Taquizoitos

(setas) foram vistos em menor numero no grupo controle em relagéo ao grupo tratado.
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A figura 6 A e B mostram a quantidade de leucdcitos obtidos de camundongos
C57BL/6 e Swiss, respectivamente, infectados e tratados ou ndo com Bortezomibe.
Nos animais C57BL/6 o grupo tratado apresentou uma tendéncia de aumento no
numero de leucécitos em relagdo ao controle (Figura 6 A). Porém, animais Swiss
tratados apresentaram menor quantidade de leucdcitos quando comparados ao
controle no 4° dia pos-infecgdo, quando a taxa leucocitaria do grupo controle
aumentou drasticamente, coincidindo com o inicio da replicacéo parasitaria (Figura 6
B). Em ambos os grupos, Swiss e C57BL/6, houve redu¢ao do numero de leucocitos

no 6° dia, durante o pico da replicagao parasitaria.
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Figura 6: Numero de leucdcitos do lavado peritoneal de camundongos C57BL/6 (A) e Swiss
(B) infectados com T. gondii e tratados ou ndo com Bortezomibe. Maior quantidade de
leucécitos foi observada no grupo controle no 4° dia pés-infecgdo. *Significativamente
diferente (P < 0.05).
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6.4. Avaliagao da producao de nitrito apos tratamento com Bortezomibe

Para verificar se Bortezomibe seria capaz de impedir a degradagdo da iNOS,
macrofagos peritoneais obtidos de camundongos Swiss e C57BL/6 no 4° dia pés-
infeccdo foram plaqueados e cultivados para posterior dosagem de NO. Os animais
C57BL/6 tratados apresentaram uma tendéncia de maior producido de NO em
relagéo aos animais dos demais grupos (Figura 7).

16 -
14 -
12 -
(@)
pz4 10 -
[0}
©
18 8'
$3
S
S
o
4 -
2
0
o [} © [}
: g < §
@ g5 IS @S
) 3] O]
€ O‘t‘
o o
[a] [a]

Figura 7: Producao de oxido nitrico (UM) de macréfagos obtidos de camundongos Swiss ou
C57BL/6, infectados com T. gondii e tratados ou ndao com Bortezomibe no 4° dia de
infeccdo. Os macréfagos foram cultivados por 24h na presenca de IFN-y e LPS e éxido

nitrico do sobrenadante dosado.
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7. Discussao

Durante a infec¢ao das células hospedeiras, Toxoplasma gondii, agente causador
da toxoplasmose, utiliza diversos mecanismos de evasdo do sistema imunologico
(Lambert e Barragan, 2010). A inibicdo da producdo de NO, agente microbicida
capaz de controlar a replicagdo de protozoarios, € um dos principais mecanismos
evasivos do parasito quando infectam macrofagos ativados (Seabra et al., 2002;
2004). A baixa produgao de NO deve-se a reducao da expressao da iNOS causada
pela sinalizagdo autécrina de TGF-B em macréfagos infectados, que torna estas
células menos microbicidas, induzindo a degradagao da iINOS (Seabra et al., 2004)
via proteossomo (Padrao et al., 2014) e permite a persisténcia do parasito na célula
hospedeira. Desta forma, verificar se a inibicdo sistémica do proteossomo de
camundongos € capaz de alterar o curso da infecgédo por T. gondii é relevante, pois
proporciona melhor compreensio do envolvimento desta via na infecgao in vivo.

Para identificar se inibidores de proteossomo manteriam a expressao da iNOS em
macrofagos infectados com consequente controle do crescimento do parasito via
producao de NO tornando os camundongos mais resistentes a infecgdo, animais
Swiss e C57BL/6 foram infectados com T. gondii e tratados ou ndo com os inibidores
Bortezomibe e MG132. Durante o tratamento com Bortezomibe foi possivel observar
0 aumento da sobrevida de animais C57BL/6 e o aparecimento das manifestacdes
clinicas da infecgdo de forma tardia quando comparados ao grupo Swiss. Apesar
desses animais terem a sobrevivéncia prolongada, 100% morreram até o 14° dia
pos-infecgdo, possivelmente devido a focos parasitarios no organismo ou ao
processo inflamatério causado pela producdo de NO. Portanto, o tratamento com
Bortezomibe aumentou a sobrevida dos camundongos, mas néao conseguiu eliminar
totalmente o parasito. Ao contrario do observado no grupo C57BL/6 tratado, nao
houve diferenga na sobrevivéncia entre os grupos de camundongos Swiss,
indicando que o Bortezomibe nao teve efeito contra a infecgdo nesta linhagem. Mais
estudos sdo necessarios para determinar a diferenca do efeito do Bortezomibe nas
duas linhagens de camundongos testadas. No entanto, o efeito do Bortezomibe
pode ter sido mais evidenciado no C57BL/6 ja que essa linhagem de camundongos
tem resposta Th1 mais exacerbada em relagdo ao Swiss (Ferreira et al., 2005).

Provavelmente, no C57BL/6 a migragdo de mondcitos inflamatérios foi maior do que
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no Swiss e a reversao da inibicdo da expressio de iINOS causada pelo Bortezomibe
mais eficiente nessa linhagem. O tratamento com o inibidor MG132 pareceu n&o
alterar o curso da infecgdo, uma vez que nédo houve diferenga na sobrevivéncia ou
na manifestagao clinica em ambas as linhagens de camundongo.

A fim de confirmar o funcionamento dos inibidores utilizados nos experimentos in
vivo, macrofagos de camundongos foram cultivados e classicamente ativados por
24h, incubados com Bortezomibe ou MG132 e infectados com T. gondii para
posterior dosagem da produgcdo de NO. Macrofagos infectados e tratados com
Bortezomibe produziram quantidades significativamente maiores de nitrito em
relagdo aos macrofagos infectados sem inibidor ou aos tratados com MG132. A
producao de nitrito obtida pelo tratamento com Bortezomibe foi equivalente a de
macrofagos controle néo infectados, indicando que o inibidor foi capaz de manter a
INOS expressa produzindo NO apesar da infeccdo. O dado com o uso do
Bortezomibe confirma o obtido pelo grupo anteriormente no qual Lactocistina foi o
inibidor de proteossomo usado mostrando a importancia dessa via no mecanismo de
escape envolvendo a inibicdo de NO (Padrdo et al., 2014). No entanto, a baixa
quantidade de nitrito observada em macrofagos incubados com MG132 indicou que
este inibidor pode néo ser adequado para reverter a inibicdo de NO causada pela
infeccado por T. gondii. Outra possibilidade pode ser que a concentragao de MG132
utilizada nao tenha sido a correta para inibir o proteossomo. Esse dado
possivelmente explica por que o tratamento com MG132 ndo aumentou a sobrevida
de camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii. Devido a especificidade
moderada deste inibidor, um tratamento com maior concentracdo pode ser
necessario. No entanto, inibidores de proteossomo utilizados em grandes
concentragbes podem causar toxicidade celular (Rock et al., 1994), dificultando o
uso desta classe de inibidores para tratamentos in vivo.

A fim de avaliar o efeito da inibicado do proteossomo na evolucéo da infecgdo por
T. gondii, camundongos C57BL/6 e Swiss foram infectados com taquizoitos e
tratados ou ndo com Bortezomibe. Como somente o Bortezomibe aumentou a
sobrevida de camundongos infectados, demos continuidade aos experimentos
utilizando este inibidor. Camundongos foram eutanasiados € o0 numero de

taquizoitos e de leucécitos presentes no lavado peritoneal foi determinado. Os
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animais C57BL/6 tratados com Bortezomibe apresentaram drastica reducdo da
carga parasitaria em relagdo ao controle no 6° dia, enquanto a quantidade de
taquizoitos manteve-se elevada e sem diferengas significativas entre os grupos de
animais Swiss. Imagens de macréfagos obtidos do lavado peritoneal de
camundongos C57BL/6 capturadas no 6° dia pds-infecgdo exemplificaram a drastica
reducdo na carga parasitaria no grupo de animais tratados com Bortezomibe. Esse
resultado sugere a importancia do proteossomo na infecgédo por T. gondii. Pode ser
que o Bortezomibe tenha revertido a inibicdo da expressdo de iINOS nos tempos
analisados e com isso controlado a replicagdo de T. gondii. Possivelmente
camundongos C57BL/6 infectados e tratados com Bortezomibe apresentem grande
quantidade de taquizoitos na véspera da morte (12° dia) equivalente ao controle nao
tratado. A diferengca entre as linhagens quanto a resposta ao tratamento com
Bortezomibe requer mais estudos e analises mais detalhadas seréo realizadas em
experimentos subsequentes.

Uma das hipoteses para a redugdo no numero de taquizoitos e aumento da
sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 seria a agao do inibidor no proteossomo de
T. gondii. Shaw et al. (2000) demonstrou que o pré-tratamento de taquizoitos com
Lactacistina e MG132, apesar de nao afetar o processo de invasdao a célula
hospedeira, € capaz de bloquear o crescimento do parasito, enquanto o tratamento
de células HFF nao teve efeito sobre seu desenvolvimento. Estudos sobre a
importancia do proteossomo em parasitos também observaram bloqueio da
replicagdo parasitaria com o uso de inibidores da via de degradagcdo em outros
protozoarios (Gantt et al., 1998; Dahlmann, 2007). No entanto, a alta quantidade de
taquizoitos observada em animais Swiss tratados indicam que Bortezomibe néao
afeta, ou afeta de forma branda, o proteossomo de T. gondii. Dados obtidos por
Steverding e Wang (2009) mostram que, diferente da Lactacistina, a acdo de
Bortezomibe €& majoritariamente nas células do hospedeiro. O uso de Bortezomibe
inibiu o proteossomo de ceélulas HL-60 em cerca de 100% enquanto a inibicdo do
proteossomo de T. brucei foi de apenas 30%. Esse resultado coincide com a
auséncia de alteracbes na sobrevivéncia e na quantidade de taquizoitos em
camundongos Swiss tratados. A diferenga entre as linhagens quanto a resposta ao

tratamento com Bortezomibe requer mais estudos e analises mais detalhadas serao
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realizadas em experimentos subsequentes.

A quantidade de leucdcitos obtida da cavidade peritoneal de camundongos
C57BL/6 infectados e tratados apresentou tendéncia de aumento quando
comparada ao controle, enquanto em camundongos Swiss tratados notou-se menor
migracdo de leucocitos em relagdo ao controle no 4° pos-infecgdo, inicio da
replicagcao parasitaria, quando houve drastico aumento na quantidade de leucécitos
obtidos de camundongos Swiss nao tratados. Nos grupos controle e tratado de
ambas as linhagens houve redugdo na quantidade de leucdcitos no 6° dia pods-
infeccdo. A replicagdo progressiva dos taquizoitos leva a ruptura celular, explicando
o baixo numero de leucdcitos observado no ultimo dia de analise dos grupos. Nos
animais C57BL/6 tratados, no entanto, a baixa quantidade de leucdcitos
possivelmente se deve a efeitos colaterais do tratamento, capaz de causar
leucopenia (Velcade, 2003). Outra possivel causa para a redugdo do numero de
leucdcitos nesses animais seria a diminuicdo da carga parasitaria no peritonio, que
pode ter levado a redugao do influxo de leucdcitos ou a migragcédo destes para locais
onde tenha permanecido focos de replicagao do parasito. A principal diferenga entre
as linhagens de camundongos utilizadas nos experimentos estaria na intensidade da
inflamacao frente a infeccdo. Camundongos C57BL/6, quando infectados com T.
gondii, apresentam rapido recrutamento de mondcitos inflamatérios e maior
migracdo de macréfagos e linfocitos quando comparados a camundongos Swiss.
Além disso, essa linhagem também apresenta maior producédo de citocinas pro-
inflamatdrias, principalmente IFN-y, e maior expressdao de iINOS, o que torna a
resposta imune destes animais mais do tipo Th1. A combinacido de uma resposta
pro-inflamatéria maior e precoce a processos infecciosos, causa a morte desses
animais no inicio da fase aguda, contrario do observado em camundongos Swiss
(McLeod et al., 1989; Schluter et al., 1999). Efeitos imunossupressores causados
pelo uso do Bortezomibe podem estar associados as diferencas observadas nas
linhagens durante o tratamento (Pellom et al., 2015). No C57BL/6 a replicagédo do
parasito seria controlada de forma mais eficiente e o Bortezomibe pode reduzir a
resposta Th1 facilitando a sobrevivéncia na fase aguda da doenga, enquanto essa
mesma redugao prejudicaria a sobrevivéncia de camundongos Swiss devido a sua

resposta mais lenta frente a infecgao.
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Para determinar se o tratamento com Bortezomibe seria capaz de impedir a
degradagdo da iINOS via proteossomo, foi realizada a dosagem de NO de
macrofagos peritoneais obtidos de camundongos C57BL/6 e Swiss. A tendéncia de
maior quantidade de nitrito produzida em camundongos C57BL/6 tratados com o
inibidor sugere que a inibicdo do proteossomo in vivo € capaz de manter a
expressao de iNOS nessas células, reduzindo a carga parasitaria devido a produgéo
de NO. Novos estudos sao necessarios para confirmar se a producédo de NO é
diferente significativamente entre esses grupos e para verificar a expressao da
INOS, determinando sua possivel preservagao apos o tratamento com Bortezomibe.

A fim de melhor entender o papel do proteossomo na infec¢do in vivo por T.
gondii, os préximos passos desse trabalho s&o: (a) realizar o RT-PCR para
quantificar a carga parasitaria no lavado peritoneal em bacgo e figado em diferentes
pontos da curva de sobrevivéncia dos camundongos; (b) determinar a expressao da
INOS por imunofluorescéncia e Western blotting em diferentes 6rgéaos e células do
lavado peritoneal de camundongos tratados; (c) realizar histologia, fenotipagem de
leucdcitos e dosagem sérica de citocinas para melhor compreender a diferenga entre

as linhagens de camundongos quanto a resposta aos tratamentos contra a infecgao.

8. Conclusao

Camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii e tratados com o inibidor de
proteossomo Bortezomibe apresentaram aumento na sobrevivéncia, retardamento
das manifestagdes clinicas da infeccao e reducado da carga parasitaria. Porém, o
mesmo tratamento ndo apresentou efeito em camundongos Swiss infectados, sendo
necessario melhor compreender a diferenga entre as linhagens utilizadas. Nossos
resultados sugerem que a inibicdo do proteossomo através de Bortezomibe
possivelmente manteve a iINOS expressa em macrofagos de C57BL/6 produzindo

NO e auxiliando no controle da infecgao.
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