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Esquema 1: Status global da soroprevaléncia de Toxoplasma gondii. Paises
desenvolvidos como EUA e Europa exibem baixos indices de soroprevaléncia, ao
contrario dos paises subdesenvolvidos, como Africa, ou paises em
desenvolvimento, como o Brasil, que exibem altos indices de soroprevaléncia para
toxoplasmose. Estes dados mostram a relacao direta entre o status socioeconémico
do pais e o indice de soropositividade para T. gondii. Adaptado de Pappas et al.
(2009).

Esquema 2: Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Felideos sdo os hospedeiros
definitivos no qual a fase sexuada de replicacdo T. gondii ocorre. Seguido da
replicacdo dos merozoitos dentro dos enterécitos do gato, os gametas macho e
fémea sdo formados dentro da célula hospedeira (1). Quando esses gametas se
fundem, h& a formacédo de oocistos diploides que séo liberados nas fezes do gato e
sofrem meiose no ambiente para produzir oito esporozoitos de progénie hapléides
(2). A fase assexuada do ciclo pode ocorrer nos hospedeiros intermediarios e
definitivos. Nesta fase do ciclo, taquizoitos de rapida multiplicagdo se disseminam
pelo corpo do hospedeiro, infectando praticamente todos os tipos celulares (3).
Sobre pressédo do sistema imune, esses taquizoitos se convertem em bradizoitos
de multiplicagéo lenta formando os cistos teciduais (4), marcando o inicio da fase
cronica da infeccdo. A ingestao dos cistos teciduais por onivoros ou carnivoros leva
a transmissdo para outros hospedeiros intermediarios ou para os gatos (5),
reiniciando a fase sexuada do ciclo. Adaptado de Hunter & Sibley (2012).

Esquema 3: Organizacdo estrutural do taquizoito de Toxoplasma gondii. O
complexo apical (conéide e anel polar apical) define a regido posterior do corpo do
parasito e esta associado com o0 processo de invasdo da célula hospedeira.
Micronemas, réptrias e granulos densos sao as trés principais organelas secretoras
encontradas neste parasito. Proteinas dos micronemas sdo liberadas nos
momentos iniciais da invasdo do hospedeiro, e estdo envolvidas no processo de
adesdo do parasito a membrana celular. Proteinas das roptrias também sé&o
liberadas nos momentos inicias da infeccdo e estdo envolvidas na formacédo do
vacuolo parasitéforo e evasdo da imunidade inata e adquirida do hospedeiro.
Proteinas dos granulos densos séo liberadas durante e apds o processo de invasao
da célula hospedeira, e estdo envolvidas na modificacdo do vacuolo parasitoforo, a
fim de proporcionar um ambiente para sobrevivéncia e replicacdo do parasito. O
apicoplasto é um tipo de plastideo, com quatro membranas e um DNA préprio.
Também sdo encontradas organelas comuns a todos os eucariotos, como nucleo,
complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e mitocdndria. Adaptado de Baum et al.
(2006).

Esquema 4: Modelos de diferenciacdo dos precursores de células dendriticas (DC)
e macrofagos circulantes a partir de progenitores pluripotentes na medula 0ssea.
(A) progenitor comum de células dendriticas (CDP) e os progenitores de mondcitos
(MoPs) sdo os precursores diretos das pré-DC e mondcitos (Mono),
respectivamente, e compartilham um precursor comum (MDP). (B) MDP é derivado
de um precursor comum de DC (CDP) e da origem a pré-DC e MoPs. (C) O destino
dos progenitores multipotentes linfoides (LMPP) é decidido muito cedo durante a
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hematopoiese. Abreviagbes: CDP, progenitor comum de células dendriticas;
CSF1R, receptor do fator estimulador de colbnia 1; DC, célula dendritica; fit3,
tirosina- quinase relacionada a fms; GMP, progenitor de macrofagos e granulécitos;
HSC, célula tronco hematopoiética; LMPP, progenitores multipotentes linfoides;
MDP, precursor de macrofagos e células dendriticas; Mono, mondcitos; MoP,
progenitor de mondécitos; pré-DC, precursor de célula dendritica. Adaptado de
Jenkins e Hume (2014).

Esquema 5: Mdltiplas faces da fagocitose. Em organismos unicelulares, como
Dictyostelium spp., a fagocitose é parte do “sistema digestivo” usado para nutricéo.
Em organismos multicelulares, a fagocitose é utilizada primeiramente durante a
embriogénese para a remocao de células mortas e reciclagem de suas moléculas
“esculpindo” o embriao em formagao. Em adultos, a fagocitose continua a ter papel
no remodelamento e renovacdo de tecidos, além de papel fundamental na
imunidade inata e adaptativa. Adaptado de Desjardins et al. (2005).
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Esquema 6: Utilizacdo diferencial de L- arginina por macréfagos “classicamente” e
“alternativamente” ativados. Macrofagos alternativamente ativados por citocinas
anti-inflamatérias como IL-4 e IL-13 expressam Arginase, enzima que converte
arginina em ornitina e uréia. Macréfagos classicamente ativados por citocinas proé-
inflamatérias como IFN-y expressam iNOS, que converte arginina em NO e
citrulina. Adaptado de Gordon (2002).
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Esquema 7: Metabolismo de arginina. Arginina é transportada para o0 meio
intracelular pelo transportador de aminoacidos catidnicos (CAT), podendo ser
utilizada pela Oxido Nitrico Sintase (NOS) na sintese de 6xido nitrico (NO) ou ser
utilizada pela arginase (ARG I/ll) na sintese de ornitina e ureia. Orinitina pode ser
convertida em poliaminas, pela enzima ornitina descarboxilase (ODC), espermidina
sintase (SPDSYN) e espermina sintase (SPMSYN) ou em aminoécidos como o
glutamato e prolina iniciando pela enzima ornitina amino transferase (OAT). A
citrulina é convertida em arginina por duas reacdes sequenciais iniciando com a
arginino succinato sintase (ASS1) que converte a citrulina em argininosuccinato e
depois a argininosuccinato liase (AL) converte a argininosuccinato em fumarato e
arginina. Adaptado de Balafia-Fouce et al. (2012).
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Esquema 8: Estrutura do dominio oxigenase e redutase de NOS. Sitios de ligagéo
para L-arginina (ARG), heme (H), tetraidrobiopterina (BH4), mononucleotideo de
flavina (FMN) e calmodulina (CaM). Os nudmeros indicam a posi¢do dos
aminoacidos da iINOS em camundongos. Adaptado de Kone et al. (2003).
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Esquema 9: Presenca e atividade de ROP5, ROP16 e ROP18 (principais fatores de
viruléncia) nas diferentes cepas de Toxoplasma gondii. Esses fatores sao
expressos diferencialmente nos trés gendtipos de cepas de T. gondii. Adaptado de
Kemp et al. (2013).
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Esquema 10: Manipulacdo da sinalizagcdo celular por diferentes cepas de
Toxoplasma gondii. Proteinas das roptrias séo liberadas durante e apds a invaséo
da célula e ativam de maneira distinta, vias de sinalizacdo do hospedeiro. Cepas
tipo | usam ROP 16 para fosforilar e ativar STAT 3 e STAT 6, levando a ativacéo de
genes que regulam a expressdo de ARG1. Porém, ROP 16 de cepas tipo Il tem
efeito negligenciavel sobre STAT 3 e STAT 6. Ademais, GRA15 ativa NF-kB,
responsavel por controlar a expressdo de genes envolvidos na producdo de
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citocinas pré-inflamatorias. Adaptado de Murray et al. (2011).

Esquema 11: Papel dos fatores de viruléncia de Toxoplasma gondii na modulac&o
da resposta imune no hospedeiro. A proteina ROP16 de cepas tipo | e tipo Il
(ROP16y,,) de T. gondii fosforilam STAT3 e STAT 6, resultando numa ativagéo
prolongada desses fatores de transcricdo e subsequente regulacdo positiva de
interleucina 4 (IL-4) que antagoniza com indugéo de IL-12. GRA15, uma proteina
dos granulos densos, ativa o receptor do fator de necrose tumoral (TRAF6), que por
sua vez ativa IkB quinase (IkB), que leva a fosforilagéo e degradagéo proteossomal
do inibidor de NF-kB. Este por sua vez € translocado para o ndcleo e regula a
producdo de IL-12. Outra proteina de T. gondii, ROP18, localiza-se no lado
citoplasmético do vacuolo parasitéforo. Tem sido mostrado que ROP18 fosforila
GTPases relacionadas com a imunidade, bloqueando seu acumulo na membrana
do vacuolo parasitéforo e protegendo o parasito da degradacdo. ROP18 também
fosforila o fator de transcricdo 6B (ATF6B), que esta envolvido na resposta a
proteinas desenoveladas e também pode ser importante na apresentacdo de
antigenos pelas células dendriticas. Adaptado de Hunter e Sibley (2012).
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Esquema 12: Degradacdo da oOxido nitrico (NO) sintase induzida (iINOS) em
macrofagos ativados e infectados com Toxoplasma gondii. Apos infeccdo dos
macroéfagos ativados com T. gondii, a iINOS é degradada via proteossomo, levando
a inibicdo da producéo de NO pelos macréfagos. Adaptado de Padréo et al. (2014).
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Figura 1: Macrdéfagos peritoneais de camundongo classicamente ativados,
infectados ou ndo com Toxoplasma gondii cepa RH observados por
imunofluorescéncia e DIC. Numero de macréfagos positivos para expressdo de
ARG1 aumentou e iNOS diminuiu com o tempo de infec¢do. Expressao de iNOS
(verde), nucleo (azul) e ARG1 (vermelho). T. gondii (setas-DIC). A, B e C.
Macrofagos ativados por 2h e nado infectados. Alta expressédo de iNOS (A) e baixa
expressao de ARG1 (B) sem T. gondii (C). D, E e F. Macro6fagos ativados por 6h e
ndo infectados. Alta expresséo de iINOS (D) e baixa expressédo de ARG1 (E) sem T.
gondii (F). G, H e I. Macrofagos ativados por 12h e néo infectados. Alta expressao
de iINOS (G) e baixa expressao de ARG1 (H) sem T. gondii (I). J, K e L. Macr6fagos
ativados por 24h e nao infectados. Alta expressdo de iNOS (J) e baixa expressédo
de ARGL1 (K) sem T. gondii (L). M, N e O. Macrdéfagos ativados e infectados com T.
gondii por 2h. Baixa expressao de iNOS (M) e alta expressdo de ARG1 (N) com T.
gondii (O). P, Q e R. Macro6fagos ativados e infectados com T. gondii por 6h. Baixa
expressao de iINOS (P) e alta expressédo de ARG1 (Q) com T. gondii (R). S, T e U.
Macréfagos ativados e infectados com T. gondii por 12h. baixa expressao de iNOS
(S) e alta expressao de ARG1 (T) com T. gondii (U). V, X e Z. Macréfagos ativados
e infectados com T. gondii por 24h. Baixa expresséo de iNOS (V) e alta expresséo
de ARGL1 (X) com T. gondii (Z).
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Figura 2: Toxoplasma gondii cepa RH inibe a producdo de o&xido nitrico em
macrofagos peritoneais de camundongo classicamente ativados.
*Significativamente diferente (P < 0.05).
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Figura 3: Separac¢édo do lisado celular de macrofagos ativados e infectados com T.
gondii cepa RH em gel de poliacrilamida.
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Figura 4: Wester blot do lisado de macréfagos ativados e infectados ou ndo com T.
gondii cepa RH nos tempos de 2, 6, 12 e 24h. P.M: peso molecular
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Figura 5: Imunofluorescéncia de macrofagos peritoneais de camundongo
classicamente ativados e infectados ou ndo com T. gondii cepa ME-49. A inibicédo
da expresséo proteica de iINOS e a indugdo de ARGL1 por T. gondii ocorre apenas
nos momentos iniciais da infeccdo, pois este ndo é capaz de persistir em
macrofagos classicamente ativados. Expressédo de iNOS (verde), nucleo (azul) e
ARGL1 (vermelho). T. gondii (setas-DIC). A, B e C. Macrofagos ativados por 2h e
nao infectados. Alta expressdo de iINOS (A) e baixa expresséo de ARG1 (B) sem T.
gondii (C). D, E e F. Macréfagos ativados por 6h e ndo infectados. Alta expresséo
de INOS (D) e baixa expressdo de ARG1 (E) sem T. gondii (F). G, H e I
Macrofagos ativados por 12h e ndo infectados. Alta expresséo de iNOS (G) e baixa
expressao de ARG1 (H) sem T. gondii (). J, K e L. Macro6fagos ativados por 24h e
ndo infectados. Alta expresséo de INOS (J) e baixa expressao de ARG1 (K) sem T.
gondii (L). M, N e O. Macrofagos ativados e infectados com T. gondii por 2h. Baixa
expressao de iNOS (M) e alta expressdo de ARG1 (N) com T. gondii (O). P, Q e R.
Macrofagos ativados e infectados com T. gondii por 6h. Alta expressao de iNOS (P)
e baixa expressao de ARG1 (Q) com T. gondii (R). S, T e U. Macréfagos ativados e
infectados com T. gondii por 12h. Alta expressado de iNOS (S) e baixa expressado de
ARGL1 (T) com T. gondii (U). V, X e Z. Macréfagos ativados e infectados com T.
gondii por 24h. Alta expresséo de iINOS (V) e baixa expressdo de ARG1 (X) com T.
gondii (Z).

46

Figura 6: Toxoplasma gondii cepa ME-49 inibe a produg&o de Oxido nitrico apenas
nos momentos iniciais da infeccdo em macréfagos peritoneais de camundongo
classicamente ativados. *Significativamente diferente (P < 0.05).
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Resumo

Sabe-se que ARG1 modula a producdo de NO, pois compete com a
INOS pelo substrato arginina. No entanto, existem poucos estudos sobre a
inducdo de ARG1 em macrofagos infectados com diferentes cepas de T.
gondii. Assim, investigar a cinética da expressdo da INOS e ARGl em
macrofagos infectados com diferentes cepas de T. gondii se torna
extremamente importante no entendimento da interacdo parasito célula
hospedeira. Macrofagos peritoneais foram cultivados com Dulbecco's Modified
Eagle's Medium suplementado com 10% de soro fetal bovino. Cepa RH de T.
gondii foi mantida na cavidade peritoneal de camundongos suicos e a cepa
ME-49 foi mantida em células Vero. Macrofagos foram ativados por 24h com
IFN-y e LPS e infectados com T. gondii. Células aderidas em laminulas e
sobrenadante foram analisadas apos 2, 6, 12, e 24h de infec¢do. Expressao de
INOS e ARGL1 foi avaliada por imunofluorescéncia, e INOS também avaliada
por imunoeletrotransferéncia e a producdo de NO foi determinada pelo
reagente de Griess. A cepa RH de T. gondii induziu a degradacéo da iNOS em
macrofagos peritoneais ativados apés 2, 6, 12 e 24h de infeccdo, e nos
mesmos tempos, induziu a expressao de ARG1. No entanto, a cepa ME-49 de
T. gondii inibiu a expressao de INOS apenas com 2h de infecgéo, e nao foi
capaz de manter a degradacao da iINOS e aumento na expressao de ARG1. Os
resultados com iINOS foram confirmados através de imunoeletrotransferéncia e
dosagem de nitrito. Assim, estes resultados podem auxiliar no entendimento de
como cepas virulentas de T. gondii, como cepas RH tipo | persistem em

macréfagos ativados.

Palavras chaves: Toxoplasma gondii, Oxido nitrico sintase induzida,

Arginasel.
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Abstract

It is known that ARG1 modulates NO production, because compete with
INOS for the substrate arginine. However, there are few studies on induction of
ARG1 in macrophages infected with different strains of T. gondii. Thus,
investigate the kinetics of INOS and ARG1 expression in macrophages infected
with different strains of T. gondii becomes extremely important in understanding
the relation parasite - host cell. Peritoneal macrophage was cultured with
Dulbecco's Modified Eagle's Medium supplemented with 10% of fetal bovine
serum. RH strain of T. gondii was maintained in the peritoneal cavity of Swiss
mice and the ME-49 strain was maintained in Vero cells. Macrophages was
activated for 24h with LPS and IFN-y, and infected with T. gondii. Cells attached
to coverslips and supernatant were analyzed after 2, 6, 12, and 24h of infection.
INOS and ARGL1 expression was assayed by immunofluorescence, and iNOS
also avaliated by immunoelectrotransfer and NO production determined by the
Griess reagent. The RH strain of T. gondii induced iINOS degradation in
activated peritoneal macrophages after 2, 6, 12, and 24h of infection, and at the
same time, induces an increase in ARG1 expression. However, ME-49 strain of
T. gondii inhibits the INOS expression only with 2h hours of infection, and is not
capable to maintain the iINOS degradation and an increase in ARG1 expression.
The iINOS results were confirmed by immunoelectrotransfer and nitrite dosage.
Thus, these results may help to understand how virulent strains of T. gondii, as
type | RH strains, persist in activated macrophages.

Key words: Toxoplasma gondii, Inducible nitric oxide synthase, Arginasel.
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1.

Introducao
1.1- Toxoplasmose

Toxoplasmose é uma zoonose de grande prevaléncia mundial e tem
como agente etioldgico o parasito intracelular obrigatério Toxoplasma gondii
(Tenter et al., 2000). Tem-se observado que um terco da populacdo mundial
apresenta anticorpos especificos contra T. gondii, mostrando a relevancia
deste parasito (Tenter et al., 2000) e a necessidade de estudos
epidemiologicos mais aprofundados para guiar politicas de saude mais
eficientes no combate & doenca. Estudos recentes mostram que a situacéo
global de soroprevaléncia do parasito vem aumentando ao longo dos anos
(esquema 1) e este fato estd diretamente relacionado com fatores de risco,
meio ambiente, habitos da populacdo de cada pais e parametros
socioecondmicos (Pappas et al., 2009).

Na Europa, de modo geral, ha baixa soroprevaléncia para toxoplasmose,
porém, mulheres gravidas ou em idade fértil ainda sofrem alto risco de contrair
a doenca, pois apenas Franca, Alemanha e Austria possuem programas de
vigilancia para a doenca (Benard et al., 2008). Porém, ainda assim, paises
desenvolvidos e com programas de controle para toxoplasmose, como a
Alemanha, podem exibir altos indices da doenca devido aos habitos da
populacdo. Em regides como a Asia e a Oceania, existe baixa soroprevaléncia
da toxoplasmose, mas observa-se alta prevaléncia no Oriente Médio incluindo
Turquia, Ird, lIraque, Kuait e baixa prevaléncia na Arabia Saudita (Al-Qurashi et
al., 2001) e Qatar (Abu-Madi et al., 2008). Neste ultimo estudo, os autores
ressaltam um ponto interessante, que é a relacdo entre o numero de gatos
presentes no Qatar e soroprevaléncia no pais. Atualmente existem cerca de 2
milhdes de gatos no Qatar, nimero elevado em relacdo a muitos paises, e 0
surpreendente € o fato de paises vizinhos exibirem um alto indice de
soroprevaléncia quando comparados com o Qatar (Abu-Madi et al., 2008). Se
comparado com 0s numerosos estudos feitos no inicio de 1990 na Africa,
atualmente existem poucos dados sobre a soroprevaléncia para toxoplasmose
neste continente. Estudos antigos mostram alta soroprevaléncia em mulheres
gravidas ou em idade fértil no Gabao (Nabias et al., 1998), Madagascar (Lelong
et al., 1995) e Senegal (Faye et al., 1998). A maioria dos estudos provenientes

de paises da América latina mostram altas taxas de soropositividade, incluindo
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o Brasil, com excecao da capital, Brasilia (Cabral et al., 2008). Em Campos dos
Goytacazes-RJ, observa-se alta prevaléncia da doenga, o que esta diretamente
relacionado com o baixo status socioecondmico da maioria da populacéo,
sendo a agua a principal via de transmisséo de T. gondii nesta regido devido a
falta de tratamento (Bahia-Oliveira LM et al., 2003).

Esses dados revelam pontos importantes: falta de politicas de saude
mais eficientes no combate & doenca; monitoramento mais eficiente para
levantamento de dados mais precisos na distribuicdo global da toxoplasmose;

alta capacidade de adaptacéo de T. gondii as diferentes regides do mundo.

Soroprevaléncia do Toxoplasma gondii
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Esquema 1: “Status” global da soroprevaléncia de Toxoplasma gondii. Paises
desenvolvidos como EUA e Europa exibem baixos indices de soroprevaléncia, ao
contrario dos paises subdesenvolvidos, como Africa, ou paises em desenvolvimento,
como o Brasil, que exibem altos indices de soroprevaléncia para toxoplasmose. Estes
dados mostram a relagéo direta entre o status socioecondmico do pais e o indice de
soropositividade para T. gondii. As areas em branco no mapa indicam auséncia de
estudos estatisticos de prevaléncia da doenca. Adaptado de Pappas et al. (2009).



1.2- Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € protozoario intracelular obrigatério descoberto em
1908 por Nicolle e Manceaux nos tecidos do roedor Ctenodactylus gundi, na
Tunisia (Nicolle e Manceaux, 1908) e por Splendore em coelhos, no Brasil
(Splendore, 1908).

Possui ciclo de vida complexo, consistindo de fase sexuada no
hospedeiro definitivo, os felideos, e fase assexuada nos hospedeiros
intermediarios, praticamente todos os animais vertebrados de sangue quente, e
nos definitivos (Dubey, 2004). Nos hospedeiros, T. gondii realiza duas fazes
assexuadas de desenvolvimento. Na primeira fase, taquizoitos se multiplicam
rapidamente por endodigenia em diferentes tipos celulares do hospedeiro.
Sobre forte pressdo do sistema imune, taquizoitos se convertem em
bradizoitos, iniciando a segunda fase do desenvolvimento que resulta na
formagdo dos cistos teciduais. Dentro dos cistos teciduais, bradizoitos
multiplicam-se lentamente por endodigenia (Dubey et al., 1998) e possuem alta
afinidade pelos tecidos neuronal e muscular, como olhos, musculos
esqueléticos e cardiacos. No entanto, podem ser encontrados em menor
escala em 6rgaos viscerais como rim, figado e pulmao (Dubey et al., 1998). Os
cistos teciduais de T. gondii no hospedeiro intermediario podem persistir por
toda vida. Porém, o mecanismo de persisténcia ainda ndo foi completamente
elucidado, mas possivelmente esses cistos se rompem liberando bradizoitos
que se convertem em taquizoitos que invadem células hospedeiras, crescem,
induzem resposta imunolégica e novamente se transformam em bradizoitos
que formam novos cistos teciduais (Frenkel, 2000). Se ingeridos pelo
hospedeiro definitivo, os bradizoitos, nas células epiteliais do intestino delgado,
iniciam outra fase assexuada de proliferagdo que consiste na multiplicacao
inicial por endodigenia, seguida de repetidas endopoligenias. O fim deste ciclo
assexuado de multiplicagdo marca o inicio da fase sexuada do ciclo de vida de
T. gondii. A formacao de gamogonia que resulta em oocistos também ocorre no
intestino delgado dos felideos. Oocistos ndo esporulados séo liberados no
[limen intestinal e passam para o ambiente através das fezes. Esporogonia
ocorre fora do hospedeiro e leva a formacéo de oocistos infectivos, com dois

esporocistos, cada um deles com quatro esporozoitos (Dubey et al., 1998).



Todas as trés formas de vida encontradas ao longo do ciclo sao
infectivas para os hospedeiros intermediarios e definitivos e diversas vias
podem levar a contaminagdo de ambos hospedeiros: transmissao horizontal
pela ingestdo de oocistos infectivos provenientes do ambiente; transmisséo
horizontal pela ingestdo de cistos teciduais em carne mal cozida; transmissao

vertical de taquizoitos da mée para o feto (Evans, 1992) (esquema 2).
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Esquema 2: Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Felideos sdo os hospedeiros
definitivos no qual a fase sexuada de replicagdo T. gondii ocorre. Seguido da
replicacdo dos merozoitos dentro dos enterécitos do gato, os gametas macho e fémea
séo formados dentro da célula hospedeira (1). Quando esses gametas se fundem, ha
a formagé&o de oocistos diploides que sé&o liberados nas fezes do gato e sofrem meiose
no ambiente para produzir oito esporozoitos de progénie hapléides (2). A fase
assexuada do ciclo pode ocorrer nos hospedeiros intermediarios e definitivos. Nesta
fase do ciclo, taquizoitos de rapida multiplicacdo se disseminam pelo corpo do
hospedeiro, infectando praticamente todos os tipos celulares (3). Sobre pressdo do
sistema imune, esses taquizoitos se convertem em bradizoitos de multiplicacao lenta
formando os cistos teciduais (4), marcando o inicio da fase crbnica da infeccdo. A
ingestdo dos cistos teciduais por onivoros ou carnivoros leva a transmissdo para
outros hospedeiros intermediarios ou para os gatos (5), reiniciando a fase sexuada do
ciclo. Adaptado de Hunter & Sibley (2012).




Todos os estagios infectivos exibem uma morfologia basica, com
pequenas variacdes entre eles (esquema 3). Toxoplasma gondii consiste de
uma estrutura em forma de arco, com aproximadamente 7 um de comprimento,
tendo uma porcdo anterior mais afinalada essencial para o processo de
invasdo da célula hospedeira, onde sdo encontradas organelas essenciais para
0 processo de invasao (Carruthers & Sibley, 1997). Ultraestruturalmente
possuem uma intrincada rede de citoesqueleto (Baum et al., 2006), pelicula e
rede subpelicular (Lemgruber et al., 2009) e organelas secretoras (Morrissette
& Sibley, 2002), todos essenciais na motilidade, reconhecimento, adeséo,
invasao e evasao da célula hospedeira pelo T. gondii.

I Anel polarapical I

Micronemas
Réptrias
L_Granulos densos |

—| Microtibulos
. subpeliculares

Complexo membranar
interno

Mitoedndria
T Apicoplesc]
Keticulo
l Endoplasmaético I
I MMembrana plasmética I

Pélo posterior

Esquema 3: Organizacao estrutural do taquizoito de Toxoplasma gondii. O complexo
apical (condide e anel polar apical) define a regido anterior do corpo do parasito e esta
associado com o processo de invasao da célula hospedeira. Micronemas, roptrias e
granulos densos sdo as trés principais organelas secretoras encontradas neste
parasito. Proteinas dos micronemas séo liberadas nos momentos iniciais da invasao
do hospedeiro, e estdo envolvidas no processo de adesdo do parasito a membrana
celular. Proteinas das roptrias também séo liberadas nos momentos inicias da
infeccdo e estao envolvidas na formacdo do vacuolo parasitéforo e evasdo da
imunidade inata e adquirida do hospedeiro. Proteinas dos granulos densos sao
liberadas durante e apds o processo de invasdo da célula hospedeira, e estdo
envolvidas na modificagdo do vacuolo parasitéforo, a fim de proporcionar um ambiente
para sobrevivéncia e replicacao do parasito. O apicoplasto € um tipo de plastideo, com
quatro membranas e um DNA proprio. Também s&o encontradas organelas comuns a
todos os eucariotos, como nucleo, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e
mitocéndria. Adaptado de Baum et al. (2006).



A pelicula € uma estrutura trimembranar formada pela membrana
plasmatica e por um complexo membranar interno que formam todo o
complexo (Cintra & De Souza W, 1985). A associacdo da pelicula com
elementos do citoesqueleto fazem que T. gondii seja capaz de se locomover e
infectar células de maneira ativa, mesmo sem a presenca de pseuddpodes,
flagelos ou qualquer outra estrutura locomotora e ao mesmo tempo, mantenha
sua integridade mecanica (Keeley & Soldati, 2004).

Estudos utilizando microscopia eletrénica de transmissdo de taquizoitos
contrastados negativamente e tratados com solucdes hipotdnicas revelam a
intrincada rede de citoesqueleto capaz de conferir integridade e motilidade ao
T. gondii (Morrissette & Sibley, 2002). Na regido apical de T. gondii, sédo
encontrados dois anéis apicais localizados logo abaixo da membrana
plasmatica, o superior com cerca de 160nm de diametro e o inferior com
200nm (Morrissette & Sibley, 2002). Logo abaixo destes, encontra-se o anel
polar, onde estd localizado o centro organizador de microtubulos, de onde
partem microtubulos subpeliculares, compostos de protofilamentos (De Souza
W, 1972) que se estendem da periferia para até dois tercos do corpo do
parasito (Morrissette et al., 1997). Percorrendo o eixo central do corpo de T.
gondii, podem ser encontrados dois microtubulos de 400nm de comprimento
que passam por dentro do condide, estrutura cilindrica e oca, formada por
tubulina em uma conformagé&o espiralada (Hu et al., 2002).

Além dos componentes do citoesqueleto e da rede de membranas, T.
gondii possui diversas organelas caracteristicas das células eucaribticas, além
de organelas secretdrias especializadas como micronemas, roptrias e granulos
densos, que estdo envolvidos na penetracdo ativa, estabelecimento da juncéo
movel (MJ) e vacuolo parasitéforo (PV), e modulacao da célula hospedeira.

O processo de invasao da célula hospedeira se inicia quando T. gondii
entra em contato com a membrana da célula alvo e realiza o movimento
conhecido como “gliding” (Doran, 1982; Fayer, 1972). “Gliding” € o movimento
sobre membrana plasmatica onde posteriormente, o parasito realiza uma
intima associacao e reorienta seu corpo a fim de colocar a parte do complexo
apical em contato com a membrana do hospedeiro (Mitchell et al., 2004). Esta
motilidade € dependente do sistema de actina e miosina do parasito (Frenal et

al., 2010). ApoOs contato com a membrana, ha secregcdo sequencial de

6



proteinas presentes nas micronemas, roptrias e granulos densos (Paredes-
Santos et al., 2012), que séo essenciais na formacao da MJ e PV.

Diferente de outros parasitos do Filo Apicomplexa, como Plasmodium
Spp que possui tropismo por hepatécitos e eritrocitos, T. gondii € capaz de
infectar praticamente todas as células do hospedeiro (Dubey et al., 2003). Essa
alta capacidade de infeccdo sugere que todas as células do hospedeiro
possuem um receptor chave para reconhecimento e ligacdo de T. gondii ou que
esse parasito ndo necessita de um receptor especifico, sendo capaz de invadir
qualquer tipo celular. Estudos mostram que o acido sialico € um mediador
essencial neste processo (Monteiro et al., 1998). Para T. gondii, o ligante chave
que foi identificado como essencial para ligacdo ao &cido sialico é a proteina
secretada pelos micronemas, TgMIC1 (Blumenschein et al., 2007), e parasitos
knockout para esta proteina tem sua entrada reduzida em 50% (Cerede et al.,
2005).

Micronemas séo as primeiras organelas a liberarem seus contetdos e a
liberacdo das proteinas das micronemas (MIC) sdo fundamentais para o
reconhecimento e forte ligagdo na membrana do hospedeiro (Friedrich et al.,
2010). A secrecdo do conteudo das micronemas depende de cascatas de
sinalizacdo intracelular que tem como mediador chave o calcio (Carruthers &
Sibley, 1999). A elevacao dos niveis de calcio intracelular ocorre através da
liberacdo de célcio armazenado no reticulo endoplasmatico (ER) do parasito,
apos estimulo de inositol-3-fosfato (Nagamune & Sibley, 2006) e proteinas
quinases dependentes de calcio (Nagamune et al., 2008). Agentes
farmacoldgicos como ionéforo de calcio e etanol promovem a secrecao das
MIC (Nagamune et al.,, 2008), enquanto quelantes de calcio inibem sua
liberacdo (Carruthers et al., 1999).

A maioria das MIC formam complexos que sédo pré-montados no ER do
parasito até serem transportados para 0s micronemas, onde diversas MIC
foram identificadas: TgMIC2, membro da familia das proteinas adesivas que
desempenham papel essencial no mecanismo de gliding, ligacdo e invasdo da
célula hospedeira (Huynh & Carruthers, 2006); TgMIC6 forma um complexo
com outras duas adesinas, TgMIC1 e TgMIC4, fundamentais na invasao in vitro
e viruléncia in vivo (Blumenschein et al., 2007); TgMIC8 forma um complexo

com TgMIC3, essencial para secrecdo das roptrias e invasdo da célula
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hospedeira (Kessler et al.,, 2008). Esses complexos proteicos se reianem em
sua forma funcional para formacdo da MJ, quando se combinam com o
antigeno de membrana apical 1 (TQJAMAL) e diversas proteinas do pescoc¢o
das roptrias (RONs) como TgRON2, RON4, RON5 e RONS8 (Besteiro et al.,
2009; Mital et al., 2005).

A MJ é o ponto de contato entre a membrana plasmética da célula
hospedeira e de T. gondii, que comeca no polo apical e progressivamente se
move até a regido posterior do parasito (Alexander et al., 2005). Diversas RON
e MIC compdem esta estrutura fundamental que ancora o parasito a membrana
do hospedeiro, permitindo sua invasdo (Alexander et al., 2005; Tyler &
Boothroyd, 2011). A caracterizagdo molecular da MJ somente foi obtida
recentemente em experimentos de imunoprecipitacdo com anticorpos
especificos que ajudaram a identificar o complexo macromolecular que compde
esta estrutura: proteinas RON2, RON4, RON5 e RONS8 (Alexander et al., 2005;
Lebrun et al., 2005; Besteiro et al., 2009; Straub et al., 2009). Estudos recentes
mostram que RONS5 é uma proteina chave no processo de montagem da MJ,
pois a delecdo desta proteina resulta na degradacdo da RON2 e perda do sinal
para sintese de RON4 na via secretora de T. gondii (Beck et al., 2014). Essas
proteinas sdo secretadas pela regido apical de T. gondii e colocalizam com a
MJ durante a invasao do hospedeiro, formando um anel caracteristico.

Roéptrias sdo organelas alongadas encontradas na regido anterior de T.
gondii, que possuem cerca de 8-12 roptrias, cada uma com cerca de 3 um de
comprimento (Boothroyd & Dubremetz, 2008). Essas organelas consistem de
uma fina regido elétron densa, chamada de pescoc¢o da roptria, e uma base
chamada de bulbo (Lemgruber et al., 2010). Essas organelas possuem duas
classes de proteinas, proteinas RON e proteinas do bulbo (ROP) (Bradley et
al.,, 2005). As RON sado as primeiras proteinas a serem secretadas, em
resposta a secrecdo das micronemas (Singh et al., 2010) e muitas delas estéo
envolvidas na formacdo da MJ (Proellocks et al., 2010). As ROPs possuem
papel fundamental na formagédo do PV e da membrana do vacuolo parasitéforo
(PVM) (Boothroyd & Dubremetz, 2008). Dentro dessas classes de proteinas
sdo encontradas réptrias com atividade cinase, como as ROP2, ROP18 e
ROP16 (Hajj et al., 2006; Hajj et al., 2007; Butcher et al., 2011), réptrias com
atividade de fosfatase, como a proteina fosfatase 2C (Gilbert et al., 2007) e
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protease, como a TgSUB2 (Miller et al., 2003). Porém, a maioria das proteinas
das réptrias parecem ter perdido residuos cataliticos chaves no processo de
fosforilacdo (Carey et al., 2004). Dessas classes de proteinas, 24 estao
localizadas no bulbo e 5 no pescoco das roptrias, muitas das quais foram
descobertas por analise de réptrias purificadas (Bradley et al., 2005). Além das
proteinas, roptrias sdo compostas de uma porcao lipidica rica em colesterol,
que podem ser encontradas na porcao interna destas organelas quando
observadas em microscopia eletronica de transmissao (Foussard et al., 1991).
As proteinas dos granulos densos (GRA) séo liberadas durante e apés o
processo de invasdo da célula hospedeira, podendo estar associadas com a
membrana do vacuolo, rede tubovesicular ou limem do PV, desempenhando
papel essencial na sobrevivéncia e replicacdo do parasito (Mercier et al., 2002).
Atualmente estdo descritas 14 GRA em taquizoitos de T. gondii (Cesbron,
1994; Mercier et al., 2005, Ahn et al., 2005; Rome et al., 2008; Michelin et al.,
2009; Masatani et al., 2013; Braun et al., 2013) e todas possuem sequéncia
sinal de 25-30 aminoécidos, exceto GRA3 e GRAG6 (Do et al., 1996). A maioria
das GRA estdo associadas com o sistema membranar do PV, como as GRAL,
GRA2, GRA3, GRA4, GRA6, GRA7, GRA9, GRA12, GRA14 e GRA23 (Sibley
et al., 1995; Pszenny et al., 2002; Masatani et al., 2013). GRA1 é uma proteina
de 24 kDa que pode ser encontrada tanto em taquizoitos como em bradizoitos
de T. gondii, sendo secretada no limem do PV e subsequentemente se torna
associada a periferia da rede membranosa tubular do PV (Sibley et al., 1995).
GRAZ2 foi identificada entre a membrana do parasito e a PVM através de
imunofluorescéncia e microscopia eletrbnica de transmissdo em diferentes
estagios da infeccdo (Dubremetz et al.,, 1993). GRA2 possui um dominio
interno com duas alfa hélices anfipéaticas, que podem estar envolvidas na sua
associacdo com a PVM (Sibley et al., 1995). GRA3 € uma proteina de 30kDa
exocitada no limem do PV ap0s invaséo da célula hospedeira pelo T. gondii e
posteriormente se torna associada com a PVM (Ossorio et al., 1994). GRA4
pode ser encontrada distribuida pelo limem do PV, mas posteriormente se
associa a rede vacuolar mediada por fortes interagdes proteina-proteina com
GRAG, a fim de formar um complexo multiproteico com a rede intravacuolar
(Labruyere et al., 1999). Esta caracteristica levou diversos pesquisadores a

produzir vacinas contra GRA4, o que resultou em aumento de 64% na
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sobrevida de camundongos C57BL/6 suscetiveis a infeccdo com T. gondii
(Desolme et al., 2000). GRA5 é uma proteina secretada tanto no limem do PV
guanto na PVM durante a invaséo da célula hospedeira (Lecordier et al., 1993).
Sua porcao N-terminal se estende para o citoplasma da célula hospedeira e a
regido C-terminal para o lamem do vacuolo (Lecordier et al., 1999). GRAG6 é
uma proteina de 32 kDa associada com a rede vacuolar do PV (Lecordier et al.,
1995). Apos ser secretada no PV, GRAG é translocada para a regido posterior
de T. gondii onde é secretada e se liga a vesiculas multi-lamelares (Labruyere
et al., 1999). GRA7 é encontrada exclusivamente na membrana de T. gondii e
da célula hospedeira apds invasdo, com uma por¢cdo de aminoacidos de 181 a
202 como uma possivel regido de ancoragem (Neudeck et al., 2002). GRAS8 é
uma proteina de 38kDa liberada durante e apds a invasdo da célula
hospedeira, e possui diversos residuos de prolina (Carey et al., 2000). GRA9 é
uma proteina de 41kDa que se associa com a rede de membrana tubular do
PV e como as outras GRAs, € secretada pela regido anterior do parasito
(Adjogble et al., 2004). GRA10 sdo as principais proteinas liberadas dos
granulos densos, e sao excretadas durante o processo de invasao e se
associam com a PVM (Ahn et al., 2005). GRA12 é secretada logo apés o
processo de invasao da célula hospedeira e se associa com a rede nanotubular
membranosa, assim como GRA2 e GRA6 (Michelin et al., 2009). GRA14 é
enderecada para a rede intravacuolar e membrana vacuolar que envolve o
parasito (Rome et al., 2008). Recentemente, descreveu-se o papel da GRA23 e
GRA24 na formacéo da rede intravacuolar e modulacdo da resposta imune,
respectivamente (Masatani, 2013; Braun, 2013).

Com a secrecdo das organelas presentes no complexo apical, roptrias,
micronemas e granulos densos, T. gondii é capaz de formar o PV, estrutura
formada durante o processo de invasao da célula hospedeira (Charron &
Sibley, 2004). Uma vez formado, o PV torna-se associado com os filamentos
intermediarios e microtubulos da célula hospedeira (Coppens et al., 2006),
engquanto a PVM associa-se com a mitocéndria e o reticulo endoplasmatico (de
Souza, 2005). A PVM é uma estrutura que delimita o nicho de multiplicacdo do
parasito (Lingelbach & Joiner 1998). Dentro do PV, T. gondii é capaz de
acessar nutrientes, manipular as funcdes celulares do hospedeiro e evadir da
resposta imune (Sinai & Joiner 1997; Sibley 2003).
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1.3- Sistema Fagocitico Mononuclear

O Sistema Fagocitico Mononuclear (MPS) é composto por uma familia
de células funcionalmente relacionadas incluindo precursores na medula
0ssea, mondécitos no sangue e macréfagos teciduais (Hume, 2006). Estas
células compartilham diversas caracteristicas, como sua capacidade fagocitica,
padrao de expressdo génica e plasticidade (Hume, 2008). A proliferacéo e
diferenciacdo das células do MPS séo dependentes do fator estimulador de
colénia 1 (CSF1) e interleucina (IL)-34, agindo através do receptor do fator
estimulador de colénia 1 comum (Hume, 2012).

Mudancgas no conceito de MPS tém sido propostas por diversos autores
devido a identificacdo de células dendriticas (DC) apresentadoras de antigenos
(Dalod et al., 2014) e alta sobreposicao de funcdes e marcadores de expressao
entre esses grupos de células (Geissmann, et al., 2010). Quando descobertas,
DC eram classificadas como células nao fagociticas ou DC classicas (Steinman
et al., 1980). Com o tempo, a definicdo de DC classicas em camundongos tem
sido expandida para incluir fagocitos, deste modo, incluindo macrofagos ou
qualquer outra célula com capacidade fagocitica e que compartilham
marcadores de expressao e funcdes. Esta definicAho mostra de maneira
implicita que toda célula apresentadora de antigeno (APC) é uma DC por
definicdo. A visdo alternativa deste conceito € que macréfagos também podem
apresentar antigenos para células T virgens (Hume, 2008). Esta questéo
continua a ser um assunto polémico na comunidade cientifica, e divide opinides
entre pesquisadores (Geissmann, et al., 2010).

Outra mudanca proposta no conceito de MPS ¢é a evidéncia de que os
monaocitos ndo sdo os precursores imediatos de todos 0os macrofagos teciduais.
Todos os tecidos em camundongos possuem grandes populacbes de
macrofagos que expressam F4/80, uma glicoproteina expressa em altos niveis
nestas células, e séo utilizados como marcadores classicos na identificacdo
dos macrofagos (Schulz et al., 2012). Pesquisas recentes revelam que muitas
das populagcbes de macrofagos teciduais  residentes  existem
independentemente dos mondcitos e ainda podem formar uma linhagem
embrionaria distinta do sistema hematopoiético (Lichanska & Hume, 2000;
Ginhoux et al., 2010; Schulz et al., 2012). O que intriga 0s pesquisadores € que

parte dos macrofagos ndo surgem dos mondcitos, de onde eles se originam?
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Durante o desenvolvimento embrionario, fagécitos sdo formados no saco
vitelino e se dispersam para a circulagdo, antes da formacédo das ilhotas
hematopoiéticas e da formacdo definitiva da hematopoiese no figado
(Lichanska & Hume, 2000). Deste modo, acredita-se que macrofagos formados
no saco embrionario independentemente das ilhotas hematopoiéticas néo
passam necessariamente por um estagio de mondcito (Lichanska et al., 1999).

Além disso, diversos trabalhos recentes sugerem que as células
derivadas do saco vitelino sdo os progenitores das microglias, os macréfagos
residentes do cérebro (Ginhoux et al., 2010; Schulz et al., 2012) e de diversos
outros tecidos em adultos (Schulz et al., 2012). Estudos recentes mostram que
camundongos geneticamente ou experimentalmente monocitopénicos nédo
possuem deficiéncia de macréfagos teciduais, sugerindo que estas células
possuem capacidade de autorenovacdo sem um mondcito precursor (Vinh et
al., 2010; Bigley et al., 2011). Deste modo, o conceito emergente de MPS
baseia-se em quatro achados chaves (esquema 4): 1- células dendriticas
apresentadoras de antigenos e com alta sobreposicdo de marcadores e
funcdes com macrofagos; 2- mondcitos ndo contribuem substancialmente para
a maioria dos macrofagos teciduais residentes; 3- macréfagos teciduais em
adultos sdo derivados de precursores do saco vitelino que compartiiham os
mesmos tecidos antes do nascimento; 4- macrofagos teciduais podem se

manter por auto-renovacao em adultos.
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Esquema 4: Modelos de diferenciacdo dos precursores de células dendriticas (DC) e
macroéfagos circulantes a partir de progenitores pluripotentes na medula 6ssea. (A)
progenitor comum de células dendriticas (CDP) e os progenitores de mondcitos
(MoPs) sao os precursores diretos das pré-DC e mondcitos (Mono), respectivamente,
e compartilham um precursor comum (MDP). (B) MDP ¢é derivado de um precursor
comum de DC (CDP) e da origem a pré-DC e MoPs. (C) O destino dos progenitores
multipotentes linfoides (LMPP) é decidido muito cedo durante a hematopoiese.
Abreviacdes: CDP, progenitor comum de células dendriticas; CSF1R, receptor do fator
estimulador de colénia 1; DC, célula dendritica; flt3, tirosina- quinase relacionada a
fms; GMP, progenitor de macrofagos e granulécitos; HSC, célula tronco
hematopoiética; LMPP, progenitores multipotentes linfoides; MDP, precursor de
macréfagos e células dendriticas; Mono, mondcitos; MoP, progenitor de mondcitos;
pré-DC, precursor de célula dendritica. Adaptado de Jenkins e Hume (2014).

Mondcitos sdo leucocitos presentes em todos os vertebrados, com
alguma evidéncia de uma populacdo celular semelhante em Drosophila
(Williams, 2007). Localizacdo, fenotipo e morfologia, assim como
caracteristicas genéticas e padrdes de expressdo génicas definem essas
células (Cros et al., 2010; Mildner et al., 2013) que representam de 4% a 10 %
das células nucleadas no sangue em camundongos e humanos,
respectivamente (van Furth & Sluiter, 1986; Swirski et al., 2009).

No sangue periférico de camundongos, monadcitos podem ser divididos
em dois subgrupos de numero relativamente equivalente baseado na
expressdo do antigeno de linfécito 6C (Ly6C) e receptor de quimiocina CC
(CCR) 2 e receptor de quimiocina CX3C (CX3CR)1 (Geissmann et al., 2003;
Aziz et al., 2009). Essas subpopulacbes representam uma série de

diferenciacGes controladas por CSF1 com células Ly6C" que emergem da
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medula Ossea através de um mecanismo dependente de CCR2 (Serbina &
Pamer, 2006) e subsequentemente se diferenciam em Ly6C" (MacDonald et al.,
2010; Yona et al., 2013). Mondcitos Ly6C™ foram originalmente descritos como
precursores imediatos dos macréfagos residentes (Geissmann et al., 2003),
enquanto mondcitos Ly6C* como células que séo recrutadas em condigcdes de
inflamacédo via CCR2 (Auffray et al., 2007) e que s&do os precursores dos
macréfagos teciduais descritos no modelo original de MPS. Mondcitos
expressam altos niveis de CCR2, que € capaz de reagir com a proteina
inflamatoria de macréfagos 1 a, uma quimiocina quimiotatica para macréfagos
(Ancuta et al., 2003). Mondcitos Ly6C* possuem tempo de meia vida estimado
em aproximadamente 18h, se comparados com mondcitos Ly6C™ que possuem
tempo de meia vida de 5-7 dias (Yona et al., 2013). A geragéo da populacéo de
mondcitos Ly6C™ € dependente do gene NR4al (Carlin et al.,, 2013), mas a
delecdo deste gene ndo altera o numero da populagcdo de macréfagos
teciduais, o que reforca a teoria de que mondcitos Ly6C* sdo os precursores
dos macrofagos teciduais.

Estudos recentes sugerem que a principal fungdo dos mondcitos Ly6C" &
inspecionar a integridade endotelial (Carlin et al., 2013) e dos mondcitos Ly6C*
de agir no sitio inflamatério e serem o0s precursores dos fagdécitos
mononucleares periféricos (Ziegler & Heitbrock, 2013). O recrutamento de
mondcitos Ly6C* ao sitio da inflamac&o ou injaria fazem destas células um
componente chave na resposta imune do hospedeiro a microrganismos
invasores, como demonstrado em infeccbes com Listeria monocytogenes
(Serbina et al., 2003) e T. gondii (Dunay et al., 2008). Camundongos knockout
para CCR2 ou proteina quimiotatica de mondcitos falham no recrutamento de
mondcitos inflamatérios, o que resulta na incapacidade do controle da
replicacdo de T. gondii (Dunay et al., 2008). Com o recrutamento destas células
para os tecidos inflamados, macréfagos inflamatérios sdo gerados e uma vez
nos tecidos, respondem ao seu microambiente que determina se contribuem
para o0 estabelecimento ou resolucdo da resposta inflamatdria local. Estas
atividades opostas provavelmente dependem do recrutamento sequencial de
mondcitos Ly6C* que adquirem diferentes perfis de atividades de acordo com
as mudancas que ocorrem no tecido (Arnold et al., 2007). A existéncia de
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outros subgrupos transientes de mondcitos murinos tem em termos de fenétipo
e funcéo (Ingersoll et al., 2010; Jakubzick et al., 2013).

Mondcitos inflamatérios Ly6C* e mondcitos residentes Ly6C™ geralmente
se diferenciam em macrofagos M1 inflamatérios e macrofagos M2 anti-
inflamatorios, respectivamente, durante os estagios iniciais da inflamacao
(Auffray et al., 2007). Mondcitos Ly6C" exibem atividade fagocitica, proteolitica,
inflamatdria e digerem tecidos danificados. Por outro lado, mondcitos Ly6C
recrutados na fase final da inflamacao, atenuam as propriedades inflamatérias
e se diferenciam em macréfagos M2, contribuindo para angiogenese e
deposicdo de colageno. Isto mostra a capacidade dos mondcitos se
diferenciarem em macro6fagos regulatorios ou inflamatérios, a fim de promover
ou solucionar a inflamacao (Auffray et al., 2007). Existe controvérsia sobre a
classificagdo dos macrofagos em M1 e M2, onde muitos autores discordam
dessa classificacdo. Porém, neste trabalho, adotamos a classificagdo em
macrofagos M1 e M2 proposta e defendida por Mills et al. (2014).

A presenca de subgrupos de mondcitos no sangue humano também tem
sido descrita, e estes podem se dividir em trés subgrupos, como monaocitos
classicos CD14"" CD16°, mondcitos intermediarios CD14™ CD16", e mondcitos
ndo classicos CD14" CD16"" (Ziegler et al., 2010). Estas células se
caracterizam pela alta capacidade fagocitica, alta atividade de peroxidase e
produzem altos niveis de IL-10 e baixos niveis do Fator de Necrose Tumoral
(TNF-a) em resposta a lipopolissacarideos (LPS) (Cros et al., 2010). O perfil de
expressdo génica dos monécitos CD14""CD16™ indica que estas células
expressam preferencialmente genes envolvidos na angiogenese, cicatrizacao e
coagulagdo (Wong et al., 2011). Mondcitos intermediarios CD147°CD16"
caracterizam-se pela atividade inflamatdria, com alta producgéo de IL-13 e TNF-
a em resposta a LPS (Cros et al., 2010). Apresentacdo de antigenos e ativacéo
de células T também tem sido descritos como fun¢des destas células (Wong et
al., 2011). Mondcitos ndo classicos CD14'CD16"'sdo responsaveis por
patrulhar as paredes dos vasos sanguineos e migrar para os tecidos através da
interacdo CX3CR1/ligante de quimiocina (CCL) 3. Este subgrupo de mondcitos
€ responsavel por liberar IL-1B e TNF-a em resposta a particulas de DNA e
RNA (Cros et al., 2010).
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Macrofagos sao células do MPS e estdo entre um dos tipos celulares
mais antigos do reino animal (Ottaviani et al., 2012). A maioria dos tecidos do
corpo possuem populagbes de macréfagos residentes, o0s quais sao
extremamente heterogéneos e especializados para desenvolver funcdes
tecido-especificas durante o desenvolvimento e toda vida do individuo (Gordon
& Pliddemann, 2013).

Uma das fungBes primordiais dos macréfagos residentes € a
manutencdo da homeostase tecidual, através do monitoramento de
microrganismos invasores, respondendo a mudancas fisioldgicas do organismo
(Geissmann et al., 2010), e absorcao de células apoptoéticas via digestdo apos
fagocitose (Henson & Hume, 2006; Erwig & Henson, 2008). A fagocitose foi
originalmente descrita no final do século XIX por Elie Metchnikoff em larvas de
estrela do mar e pode ser definida como o engolfamento de grandes particulas,
em um processo dependente do remodelamento de actina e projecao da
membrana plasmatica em torno da particula a ser engolfada (Metchnikoff, 1892
apud Gordon, 2008). Grande énfase tem sido dada ao estudo da fagocitose no
contexto da imunidade e nas interacdes parasito-hospedeiro, porém, foi
inicialmente descrita como um processo ndo imune (Gotthardt et al., 2002).
Dictyostelium discoideum é uma espécie amebodide que vive no solo,
pertencente ao filo Mycetozoa e utiliza a fagocitose para obter nutrientes do
meio ambiente onde reside, pois a aquisicdo de hidrolases e o baixo pH
contribuem para a formacao dos lisossomos, organela onde a degradacao de
moléculas complexas e a aquisicdo de nutrientes séo favorecidas (Gotthardt et
al., 2002). Assim, este processo dinamico contribui para a formacéo de um
complexo “sistema digestivo” que define sua funcdo primaria (Gotthardt et al.,
2002). Em organismos multicelulares, a fagocitose se estende sobre a fungéo
nutricional para desempenhar papéis-chave na homeostase tecidual,
imunidade, remodelamento de tecido e embriogénese (esquema 5) (Desjardins
et al., 2005). Os aspectos fundamentais desse processo tém sido investigados
em Caenorhabditis elegans, um nematoide da familia Rhabditidae, que mede
cerca de um milimetro de comprimento. A formacao dos tecidos em C. elegans
€ acompanhada pelo processo natural de células apoptéticas, que sao
removidas por fagocitose (Reddien & Horvitz, 2004). Em C. elegans, esse

processo nao é realizado pelos fagocitos profissionais, como os macréfagos,
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neutréfilos e DC, mas sim por células vizinhas de diversos tipos (Reddien &
Horvitz, 2004). Porém, a funcdo da fagocitose mais bem estudada em
mamiferos refere-se ao seu papel na imunidade, ligando a imunidade inata com
a adaptativa. APCs séo reguladoras criticas da imunidade que continuamente
monitoram seu microambiente, capturam e processam antigenos e o0s
apresentam como peptideos a linfécitos T em moléculas do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) na membrana plasmatica (Flannagan et al.,
2012). O processamento de antigenos via MHC classe | (MHC-I) é em grande
parte voltado para antigenos do citoplasma, nucleo e mitocondria e ocorre em
todos os tipos celulares (Watts, 1997). Porém, processamento de antigenos via
MHC classe Il (MHC-Il), que ¢é Ilimitado a APCs profissionais, s&o
especializadas em apresentar antigenos internalizados do meio extracelular
(Watts, 1997). As moléculas de MHC-Il sdo compostas de duas cadeias
integrais de membrana, a e 3, ambas codificadas dentro do MHC (Cresswell,
1996). As cadeias a e B crescentes no ER facilitam a montagem e saida do
MHC-1l do ER e a cadeia invariante oclui o sitio de ligacdo do peptideo e
previne a ligacdo prematura dos peptideos (Cresswell, 1996). Ademais, as
cadeias a e [ crescentes facilitam o transporte de complexos de MHC-II ao
sistema endossomal (McCormick et al., 2005). Os complexos de MHC-Il séo
entdo apresentados na superficie celular por mecanismos ainda pouco
entendidos, onde séo capazes de estimular células TCD4+ (Chow et al., 2002).
Porém, moléculas do MHC-I sdo compostas de duas cadeias, uma polimérfica
e outra ndo polimérfica B2 microglobulina que sdo montadas no ER (Peaper &
Cresswell, 2008). Os peptideos que se ligam ao MHC-I possuem cadeia de 8-9
aminoacidos, e sdo gerados no citosol principalmente proteinas mal
enoveladas ou retranslocadas do ER clivadas pelo proteossomo ou outras
proteases (Yewdell, 2011). Uma vez montado, o complexo MHC-I/B2/peptideo
€ exportado do ER através da via classica secretora e sao expressas na
membrana plasmatica. A apresentacdo de antigenos via MHC-I possui papel
essencial na imunidade contra células infectadas por virus e células tumorais

através da acao dos linfécitos TCD8+ citotdxicos (Mantegazza et al., 2013).
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Esquema 5: Mdltiplas faces da fagocitose. Em organismos unicelulares, como
Dictyostelium spp., a fagocitose é parte do “sistema digestivo” usado para nutricdo. Em
organismos multicelulares, a fagocitose é utlizada primeiramente durante a
embriogénese para a remocgdo de células mortas e reciclagem de suas moléculas
“esculpindo” o embrido em formacgao. Em adultos, a fagocitose continua a ter papel no
remodelamento e renovacdo de tecidos, além de papel fundamental na imunidade
inata e adaptativa. Adaptado de Desjardins et al. (2005).

A contribuicdo dos macréfagos no processo inflamatorio talvez seja uma
de suas funcdes mais bem documentadas. Mondcitos e macrofagos sédo
capazes de responder a estimulos microbianos e passam a secretar citocinas e
quimiocinas proé-inflamatérias como INF-y, TNF-a, IL-12, CXCL10 e CCL2
(Gordon & Taylor, 2005). Esses fatores sado capazes de causar a infiltracao e
ativacdo de outros tipos celulares, como linfécitos T, que de maneira
orquestrada contribuem para a resposta inflamatoria. Deste modo, a
identificacdo de monocitos e macrofagos inflamatorios € um exemplo da
polarizagdo destas células em um perfil classicamente ativado (Gordon &
Taylor, 2005; Auffray et al., 2007). Em contraste com a funcéo pré-inflamatoria,
monocitos e  macrdéfagos também  podem  assumir  propriedades
imunoregulatérias (Mosser & Edwards, 2008) em um perfil alternativamente

ativado, expressando citocinas anti-inflamatorias como fator de crescimento
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transformante B (TGF-B) e IL-10 que regulam a inflamacé&o (Gustafsson et al.,
2008; Serhan et al., 2009).

O conceito de macréfago ativado foi proposto por Mackaness em 1962
no contexto de infec¢des para descrever a atividade microbicida destas células
contra bacillus Calmette-Guerin (BCG) e Listeria spp. (Mackaness, 1962). O
conceito de “ativagdo” designa mudancas funcionais e bioquimicas que
ocorrem nos macréfagos (Mauel, 1982). Algumas destas mudancas sao
aumento: no tamanho (Blanden et al., 1969), na sintese proteica (Keller et al.,
1974), na sintese e secrecdo de enzimas lisossomais (Pantalone & Page,
1977), no numero de receptores Fc (Arend & Mannik, 1973), na capacidade de
matar ou inibir o crescimento de parasitos intracelulares (Mackaness, 1970).

Macrofagos “classicamente” ativados ou “M1” adquirem esse fendétipo
em resposta a estimulos por IFN-y e LPS e sdo caracterizados pela expressao
de moléculas de MHCII, producédo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-q,
IL-1B, IL-12 e quimiocinas como CCL15 e CCL20, quimiotéticas para
neutroéfilos, mondcitos e linfocitos (esquema 6) (Martinez et al., 2008; Martinez
et al., 2009). Macréfagos M1 sdo capazes de matar patdgenos intracelulares
por endocitose de bactérias e virus, producdo de NO via INOS, sintese de
intermediarios reativos de oxigénio, pela restricdo de ferro e outros nutrientes
requeridos para o crescimento bacteriano e replicacao viral (Martinez et al.,
2008). Os estimulos que induzem o fenétipo de macrofagos M1 sdo agrupados
de acordo com sua habilidade de induzir respostas e marcadores inflamatorios.
IFN-y é a principal citocina associada com a ativagao classica dos macrofagos,
que é reconhecido pelo receptor de IFN-y (IFNGR). Apds ligagao, IFNGR
recruta Janus kinase 1 e 2 (JAK1/2) que ativa Transdutor de Sinal e Ativador de
Transcricdo (STAT) (Hu & lvashkiv, 2009) que passa a controlar a expressao
génica de marcadores de ativacdo celular, moléculas de adesao celular e
proteinas envolvidas na resposta imune contra diversos microrganismos, como
a INOS (Nathan & Hibbs, 1991). A expressao da iNOS nos macréfagos induz a
producdo de intermediarios reativos de nitrogénio, como o NO, essencial no
controle de T. gondii (Adams et al., 1990; Nathan & Hibbs, 1991).

Outro potente ativador de macréfagos no perfil M1 € o LPS, presente na
parede celular de bactérias gram negativas, sendo reconhecido por receptores
do tipo Toll 4 (TLR4) (Hagar et al., 2013). A ativacdo de TLR4 pelo LPS induz
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forte perfil de citocinas pro-inflamatoérias, como IFN-B, TNF-a, IL-6, expressao
de moléculas apresentadoras de antigenos, como as do MHC. A sinalizacao
via LPS é controlada pelo Fator Nuclear Kappa Beta (NF-kB), STAT1 e
proteina ativadora 1 (AP-1), muito dos quais participam na sinalizacdo via IFN-y
(Hu & Ivashkiv, 2009).

O fator estimulador de colénia macréfagos-granuldcitos (GM-CSF) é
produzido por diversas células, sendo um dos principais ativadores classicos
de macrofagos (Hamilton et al., 2013). Com a ligacdo do GM-CSF ao seu
receptor, GM-CSF recruta JAK2, induzindo a ativacdo de STAT5 e NF-kB, onde
esses reguladores também fazem parte da sinalizagdo via IFN-y e TLR
(Hansen et al., 2008). De modo geral, apés ligacdo destas citocinas aos seus
respectivos receptores, os macrofagos assumem um perfil classicamente
ativado, sendo o aumento na capacidade microbicida e tumoricida pela
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS) e expressdo da iNOS, as principais caracteristicas desse
perfil de ativacdo (Lowenstein & Padalko, 2004; Biswas et al., 2008; Cruz et al.,
2014).

Macréfagos “alternativamente” ativados ou “M2” foram originalmente
chamados de “alternativo”, pois podem ser induzidos por IL-4 ao invés de IFN-y
(esquema 6). Mondcitos se diferenciam em macréfagos M2 em resposta a IL-4,
IL-10, IL-13, TGF-B, LPS ou IL-1B (Martinez et al., 2008). De modo geral,
macréfagos M2 se distinguem de outras populagbes de macrofagos por
diversos marcadores incluindo a expressdo do receptor de interleucina 4,
receptor de manose (MR/CD206) e ARG 1 (Martinez et al., 2009). Macr6fagos
M2 estdo tipicamente associados com respostas Th2 e reparo tecidual por
aumentar a fibrose, onde produzem fibronectina, metaloproteinases de matriz e
TGF-B (Martinez et al., 2009). IL-10 e TGF-B liberados pelos macréfagos
inibem a resposta Thl pela ativacao de linfécitos T CD4 regulatérios (Bogdan
et al., 1992; Sica & Bronte, 2007). Ademais, macréfagos M2 sdo caracterizados
pela alta expressdao de ARG 1 em relacdo a INOS, fazendo com que essas
células sejam altamente eficientes em eliminar infeccbes por helmintos
(Anthony et al., 2007; El Kasmi et al., 2008).
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Esquema 6: Utilizacdo diferencial de L- arginina por macrofagos “classicamente” e
“alternativamente” ativados. Macréfagos alternativamente ativados por citocinas anti-
inflamatdrias como IL-4 e IL-13 expressam arginase, enzima que converte arginina em
ornitina e uréia. Macréfagos classicamente ativados por citocinas proé-inflamatérias
como IFN-y expressam iNOS, que converte arginina em NO e citrulina. Adaptado de
Gordon (2003).
1.4- Arginase

Arginase (ARG) € uma enzima encontrada em bactérias, leveduras,
plantas, invertebrados e vertebrados (Ouzounis & Kyrpides, 1994; Dowling et
al., 2008). Algumas Arqueobactérias possuem enzima similar, a agmatinase
(Escherichia coli e Methanobacterium) (Dowling et al., 2008). As ARG de
plantas sdo mais similares as agmatinases das arqueobactérias, deste modo,
acredita-se que as ARG tenham aparecido nas bactérias pelo recrutamento de
diversas agmatinases especificas que entédo foram transferidas para as células
eucariobticas, provavelmente através das mitocéndrias (Sekowska et al., 2000).

ARG é uma metaloenzima manganase binuclear que catalisa a hidrélise
de L-arginina para formar L-ornitina e ureia, reagéo citosolica final do ciclo da
ureia (Ash, 2004; Christianson, 2005). Em humanos, defeitos hereditarios que

comprometem estrutura e catalise da arginase resultam em acumulo de
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arginina no sangue, conhecido como hiperarginemia (Crombez & Cederbaum,
2005). Esta mesma deficiéncia também pode causar acumulo de nitrogénio na
forma de amonia, levando a hiperamonemia (Scaglia et al., 2004).

Duas isoformas da enzima foram identificadas e compartilham cerca de
60 % de identidade: arginase | (ARG 1), citosdlica no figado e responséavel pelo
ciclo da ureia (Herzfeld & Raper, 1976), mas também pode ser encontrada em
tecidos ndo hepéticos (Morris, 2002); Arginase Il (ARG 2), enzima mitocondrial,
ndo hepética e responséavel pela homeostase de L-arginina (Topal et al., 2006).
Além da sua funcdo na homeostase de L-arginina e ciclo da ureia, a atividade
de arginase funcionalmente inibe NOS por depletar a L-arginina disponivel
(Daghigh et al., 1994).

Os primeiros dados da estrutura cristalina de ARG sao provenientes da
ARG do figado de rato, que revelam estrutura quaternaria na qual cada
mondmero adota uma conformagcdo o/f com eixo central oito folhas
flanqueadas por diversas alfa hélices (Kanyo et al., 1996). Estudos
subsequentes identificaram a estrutura cristalina da ARG 1 (Costanzo et al.,
2005) e ARG 2 humana (Cama et al., 2003). Ambas isoenzimas s&o
codificadas por dois genes separados, onde o gene da ARG 1 localiza-se no
cromossomo 6023 e codifica proteina de 322 aminoacidos, enquanto o gene da
ARG-2 localiza-se no cromossomo 14g24.1 codificando proteina de 354
aminoéacidos (Morris, 2007). O papel fisiologico das diferentes localizacdes
subcelulares de ambas isoformas é desconhecido. Embora ARG 1 e ARG 2
hidrolisem L-arginina para produzir L-ornitina e uréia (Christianson, 2005), a
funcdo de ambas pode ser similar ou diferente de acordo com 06rgdos ou
células especificas. Por exemplo, aumento na atividade ou expressao de ARG-
1 e ARG-2 em células endoteliais impedem a producdo de NO via eNOS
(Santhanam et al., 2007). No entanto, em macréfagos, ARG 1 e ARG 2
possuem fungbes distintas e a expressdo de ambas isoformas pode ser
induzida de maneira diferencial dependendo do estimulo externo (Khallou-
Laschet et al., 2010; Ming et al., 2012). Diversos estudos mostram que ARG-1
€ predominantemente expressa em macréfagos M2 e reduz a producéo de NO
por consumir L-arginina (El Kasmi et al.,, 2008). Em contraste com ARG 1,
apenas pouca e contraditéria informacdo € disponivel sobre a expressédo e o

papel da ARG 2 na regulacdo dos fenotipos de macréfagos e respostas
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inflamatorias. Estudos recentes mostraram que o gene da ARG 2 é alvo do
receptor X do figado e parece exercer efeito na expressdao de genes
inflamatorios em macrofagos (Marathe et al., 2006). Deste modo, acredita-se
que ARG 2 seja anti-inflamatoria (EI Kasmi et al., 2008).

O metabolismo de arginina € complexo tanto em relagdo ao organismo
(Morris, 2006) quanto a célula (Wu & Morris, 1998), pois diversas enzimas
como NOS, ARG, arginina descarboxilase e arginina:glicina amidinotransferase
participam do catabolismo deste aminoacido, produzindo metabdlitos como NO,
ornitina, ureia, citrulina, prolina e poliaminas (Wu & Morris, 1998; Morris, 2006)
ou participam da biosintese de arginina, através das enzimas glutaminase,
pirrolina-5 carboxilato sintetase e ornitina aminotransferase (Morris, 2006)
(esquema 7). A biosintese de arginina em mamiferos envolve os aminoacidos
glutamina, ornitina e citrulina, onde 0s passos enzimaticos ocorrem em
diferentes tecidos (Wu & Morris, 1998). Glutamina pode ser convertida a
ornitina via glutaminase e ornitina aminotransferase e ornitina pode ser
convertida a citrulina pela ornitina transcarbamilase (Morris, 2002). Estas
reacdoes sao parte do ciclo da ureia, no qual a ARG tem papel fundamental
junto as outras enzimas do ciclo, as quais sdo responsaveis pela liberacdo de
citrulina na circulagdo. Sequencialmente, os tdbulos préximos dos rins
sequestram a citrulina circulante que é entdo convertida a arginina nos rins pela
argininosuccinato liase e argininosuccinato sintetase, sendo novamente
liberada na circulacéo (Morris, 2002). Além da glutamina, ornitina possui papel
central no ciclo da ureia, pois serve como substrato para ornitina

descarboxilase (ODC) na sintese de poliaminas (Morris, 2007).
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Esquema 7: Metabolismo de arginina. Arginina é transportada para o meio
intracelular pelo transportador de aminoacidos catibnicos (CAT), podendo ser utilizada
pela Oxido Nitrico Sintase (NOS) na sintese de 6xido nitrico (NO) ou ser utilizada pela
arginase (ARG I/ll) na sintese de ornitina e ureia. Orinitina pode ser convertida em
poliaminas, pela enzima ornitina descarboxilase (ODC), espermidina sintase
(SPDSYN) e espermina sintase (SPMSYN) ou em aminoacidos como o glutamato e
prolina iniciando pela enzima ornitina amino transferase (OAT). A citrulina é convertida
em arginina por duas reac¢des sequenciais iniciando com a arginino succinato sintase
(ASS1) que converte a citrulina em argininosuccinato e depois a argininosuccinato
liase (AL) converte a argininosuccinato em fumarato e arginina. Adaptado de Balafia-
Fouce et al. (2012).

Poliaminas sdo pequenas moléculas policatibnicas que regulam diversos
processos celulares, como a replicacdo do DNA, traducdo de proteinas,
crescimento celular e diferenciacao (Pegg, 2009). Porém, pouco se sabe sobre
o papel das poliaminas nas respostas imunes, por exemplo: espermina inibe a
producdo de citocinas pré-inflamatérias e transporte de arginina em humanos
(Zhang et al., 1997) e sintese de NO em ratos (Mossner et al., 2001). Em
mamiferos, as Unicas poliaminas sintetizadas séo putrescina, espermidina, e
espermina (Janne et al.,, 2004). Putrescina € formada pela acdo da ODC
(esquema 7), sendo considerada fator limitante na producdo desta poliamina
(Pegg, 2009). A atividade de ODC é regulada na sintese, traducdo e
estabilidade de mMRNA e degradacéo de proteina (Shantz & Levin, 2007), seu

turnover é rapido, ndo requer ubiquitinacdo e € acelerado pelos altos niveis de
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poliaminas. Espermidina e espermina sdo formadas pela acdo enzimatica da
espermidina sintase e espermina sintase, respectivamente (esquema 7).
Apesar da similaridade nas reacbOes, ambas as enzimas possuem estrita
especificidade de substrato e a estrutura dos seus sitios ativos sdo similares
diferindo apenas em aminoacidos especificos, garantindo a especificidade da
ligacdo ao substrato (Wu et al., 2008). Apesar dos poucos dados sobre o papel
das poliaminas na imunidade (Munder, 2009), inimeras funcdes tém sido
descritas em estudos com camundongos knockout para enzimas chave na
sintese de poliaminas (Mossner et al., 2001; Pegg, 2009; Munder, 2009).
Devido a sua carga positiva, as poliaminas sdo capazes de se ligarem a sitios
acidos em macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos e fosfolipideos de
membrana, onde todas essas interagcfes possuem algum efeito fisioldgico
(Pegg, 1988; Childs et al., 2003; Sarkar et al., 2009). Também tem sido descrito
o papel de poliaminas em sinapses nervosas. Canais i0nicos receptores de
glutamato sdo capazes de mediar transmissfes sinapticas excitatoérias no
cérebro de mamiferos, controlando o potencial de membrana e homeostase de
potassio em muitas células (Lin & Veenstra, 2007; Fleidervish, 2008). Assim,
observam-se as iniUmeras funcdes realizadas de maneira direta ou indireta pela
ARG ao hidrolisar L-arginina em L-ornitina e ureia, pois estes subprodutos
participam e modulam diversas outras vias bioquimicas essenciais para o
funcionamento celular (Morris, 2002; Ash, 2004; Munder, 2009).
1.5- Oxido nitrico sintase induzida e Oxido nitrico

Oxido nitrico sintases (NOS) s&o homodimeros com peso molecular que
pode variar de 110 kDa a 160 kDa dependendo da isoforma e compartilham
estrutura molecular similar, com um dominio oxigenase N-terminal e um
dominio redutase C-terminal (Daff, 2010). O dominio oxigenase contem sitios
de ligacdo para heme e tetraidrobiopterina, enquanto o dominio redutase
contem sitios de ligagcdo para cofatores como dinucleotideo de flavina e
adenina, mononucleotideo de flavina, nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
(Forstermann & Sessa, 2012). O grupo mononucleotideo de flavina se liga ao
dominio oxigenase através do dominio de ligacdo para calmodulina

(Forstermann & Sessa, 2012) (esquema 8).
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Esquema 8: Estrutura do dominio oxigenase e redutase de NOS. Sitios de ligacédo
para L-arginina (ARG), heme (H), tetraidrobiopterina (BH4), mononucleotideo de
flavina (FMN) e calmodulina (CaM). Os numeros indicam a posi¢cao dos aminoacidos
da INOS em camundongos. Adaptado de Kone et al. (2003).

Existem trés isoformas da enzima, e cada uma apresenta um conjunto
de caracteristicas e padrdes de expressao que sao utilizados para definir a sua
nomenclatura (Forstermann & Sessa, 2012). Oxido nitrico sintase neuronal
(nNOS ou NOS1) é expressa nos neurbnios e no cérebro e & dependente de
célcio (Huang et al., 2012); Oxido nitrico sintase induzida (iNOS ou NOS2) é
assim referida, pois sua expressao pode ser induzida por ativacédo celular e
independente de calcio (Forstermann & Sessa, 2012); Oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS ou NOS3) é assim referida devido a sua associagcdo com o
endotélio e é dependente de calcio (Forstermann et al., 2006). Essas enzimas
sdo produtos de diferentes genes, com diferente localizacdo, regulacéo,
propriedades cataliticas e apresentam de 51 a 57% de homologia entre as
isoformas humanas (Forstermann et al., 2003). Porém, evidéncias recentes
sugerem uma quarta isoforma de NOS presente na membrana interna das
mitocdndrias, sendo chamada de NOS mitocondrial (Zaobornyj & Ghafourifar
2012).

Classicamente, duas isoformas de NOS, nNOS e eNOS s&o comumente
associadas a expressao constitutiva (Forstermann & Sessa, 2012). Ambas
isoformas sao dependentes de calcio e reguladas através de diversos
mecanismos pos-traducionais, incluindo fosforilacdo e modificagdo da
localizag&o subcelular (Venema, 2000; Musicki et al., 2009). Ademais, nNOS e
eNOS estdo associados a “baixos” niveis de producdo de NO que medeiam

sinalizacao intracelular e homeostase vascular, respectivamente (Forstermann
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& Sessa, 2012). Contudo, INOS é comumente associada a expressao induzida,
sendo esta mediada por citocinas pro-inflamatérias ou constituintes
microbianos (Lowenstein & Padalko, 2002). Porém, diversos autores tem
mostrado que o conceito classico de constitutivo (hnNOS e eNOS) vs. induzido
(INOS) pode mudar em determinadas condicdes. Forstermann e colaboradores
(1998) mostraram que a expresséao de eNOS poderia ser induzida por diversos
estimulos, que parecem ser espécie-especificos na regulacdo desta isoforma.
Estudos mais recentes identificaram que a expressdo da eNOS pode ser
induzida em macrofagos de humanos e macacos, porém, a importancia da
presenca e inducibilidade desta isoforma em macrofagos ainda precisa ser
elucidada (Mattila et al., 2013). INOS tem se tornado um paradigma de um
gene imunorresponsivo indutivel em roedores e a facilidade de sua expresséo
varia de acordo com as espécies (Gross et al., 2014). Um dos melhores
exemplos de expresséo constitutiva de iINOS s@o em epitélio do célon humano
(Lane et al., 2004), pulmao de primata ndo humano e melanoma (Grimm, et al.,
2008). No pulmao, a expressao constitutiva de iINOS é robusta e responsavel
pela maioria do NO exalado na respiracdo humana (Lane et al., 2004). Estes
resultados mostram que embora a expressdo da INOS seja geralmente
induzida, em algumas circunstancias, pode ser constitutivamente expressa.

NOS é responsavel por catalisar a conversdo de L-arginina em L-
citrulina e NO em dois passos principais (Daff, 2010). No primeiro passo, NOS
hidrolisa L-arginina em N-hidroxi-L-arginina e em seguida, NOS oxida N-
hidroxi-L-arginina em L-citrulina e NO (Stuehr et al., 2001).

NO é uma molécula sinalizadora envolvida em funcdes homeostéticas e
imunologicas em diversos sistemas biolégicos (Forstermann & Sessa, 2012).
Esta molécula difunde-se facilmente, de baixo peso molecular e sollvel em
ambientes aquosos e hidrofobicos, podendo permear livremente pelas
membranas biologicas (Thomas et al., 2008). NO foi primeiramente descrito
como um fator de relaxamento endotelial, um potente vasodilatador (Miyahara
et al., 1994; Nowicki et al.,, 2007). Posteriormente, descreveu-se sua
participacdo na regulacdo do tbnus vascular, neurotransmisséo e inflamacao
cronica e aguda (Michel & Feron, 1997; Maeda & Akaike, 1998; Di Virgilio,
2004). Porém, o mecanismo de sinaliza¢do via NO mais bem conhecido é sua

ligacdo ao grupo heme de guanilil ciclase e subsequente catabolismo de
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guanosina trifosfato a guanosina monofosfato, que leva a modulagdo negativa
da atividade da proteina quinase G (Martinez et al., 2011).

O papel crucial de NO como uma molécula microbicida também tem sido
alvo de diversos estudos (Nathan & Hibbs, 1991; Hoffman et al., 1997; Hunter
& Sibley, 2012). Durante infeccdes, parasitos expressam antigenos especificos
que sdo reconhecidos pelos macrofagos e induzem nessas células a produgéo
de NO mediada pela expressdo da INOS (Lowenstein & Padalko, 2004).
Citocinas induzidas por parasitos, como IFN-y, TNF-a e IL-18 e produtos
microbianos como LPS estimulam a expressdo de iINOS na célula infectada,
em uma sinalizagcdo dependente de NF-k3 e STAT1, resultando em produgéo
prolongada de altos niveis de NO (Lowenstein & Padalko, 2004). Em estudos
com Plasmodium spp., agente causador da malaria, NO é capaz de mediar a
morte dos parasitos localizados no figado do hospedeiro em resposta a IFN-y e
TNF-a produzidos por células T e NK (Hoffman et al., 1997; Jeney et al., 2014).
Em modelos de malaria aviaria, galinhas tratadas com aminoguanidina, inibidor
da iINOS, se tornam mais resistentes a infec¢gdes com Plasmodium gallinaceum
devido a reducdo da anemia, trombocitopenia e inflamagdo (Macchi et al.,
2013). Aléem da Malaria, diversos estudos tém sido conduzidos para contribuir
com o entendimento do papel de NO no controle da toxoplasmose, doenca
causada pelo protozoario T. gondii (Hunter & Sibley, 2012). Dependendo do
estagio da infeccdo, NO pode mediar patologia intestinal durante o estagio
agudo da infeccdo ou ser benéfico durante o estagio cronico da infeccao no
sistema nervoso central (Scharton-Kersten et al., 1997). Em modelos de
laboratério, infeccBes com T. gondii sdo caracterizadas pela alta producéo de
IL-12 na célula infectada, que por sua vez ativam células T e NK a produzir
citocinas pro-inflamatérias como IFN-y e TNF-a. Essas citocinas séo potentes
ativadores de macrofagos, que passam a expressar INOS e grandes
guantidades de NO (Denkers & Gazzinelli, 1998; Lowenstein & Padalko, 2004).
Apesar dos efeitos patolégicos nos estagios iniciais da infecgéo, a producéo de
NO é essencial na fase crénica da doenca. Na auséncia de NO, camundongos
cronicamente infectados desenvolvem doenca letal com grande carga
parasitaria e severa inflamacdo cerebral (Khan et al., 1997). Enquanto
infeccbes com protozoarios preferencialmente induzem resposta tipo 1

caracterizada pela alta producdo de IFN-y, iNOS e NO, infecgdes por helmintos
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tipicamente induzem nas células infectadas um perfil de resposta tipo 2,
caracterizada pela producéo de citocinas anti-inflamatérias como IL-4 , IL-10 e
TGF-B. Teoricamente, o papel do NO no controle de infec¢cdes helminticas
seria  minimo, porém diversos estudos tem mostrado protecdo para o
hospedeiro (Pearce et al., 1998; Helal et al., 2014). Estudos com helmintos do
género Schistosoma, agente causador da Esquistossomose, tem mostrado que
células mononucleares do sangue periférico de pacientes infectados séo
capazes de produzir NO in vitro, ap0s exposi¢ao a antigenos e que NO é capaz
de regular a formacao do granuloma (Oliveira et al., 1999; Helal et al., 2014).
Apesar das inumeras funcbes de NO em diferentes infec¢des, um balanco
entre acao anti-parasita que resulta na eliminagédo do agente infeccioso e os
efeitos citotoxicos, que resultam em danos teciduais no hospedeiro deve ser
atingido para beneficio do hospedeiro (Khan et al., 1997). Se a producdo de
NO é exacerbada, o hospedeiro pode sofrer morbidade. Caso o hospedeiro
falne em produzir quantidades adequadas para eliminar o microrganismo
invasor, a carga parasitaria pode aumentar e levar a alta mortalidade (Khan et
al., 1997).
1.6- Manipulagcdo e evasdo dos sistemas microbicidas da célula
hospedeira pelo Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatorio pertencente
ao Filo Apicomplexa e tem-se observado que um terco da populacdo mundial
apresenta anticorpos especificos contra este parasito (Tentar et al., 2000).
Diversos estudos mostram que a soroprevaléncia para T. gondii vem
aumentando a nivel mundial ao longo dos anos (Pappas et al., 2009). Grande
parte do sucesso para disseminacgéo de T. gondii se deve a facilidade com que
€ transmitido entre os hospedeiros intermediarios (Tentar et al., 2000) e aos
mecanismos de invasdo e sobrevivéncia intracelular desenvolvidos e
selecionados ao longo do seu processo evolutivo (Lambert & Barragan, 2010).
O primeiro mecanismo de evasao descrito para T. gondii foi a inibicdo da fuséo
dos lisossomos da célula hospedeira com o PV contendo o parasito (Jones &
Hirsch, 1972; Sibley et al., 2007). Durante o processo de invasao, T. gondii
exclui de maneira ativa proteinas do hospedeiro que estado envolvidas na fuséo
do fagossomo com o lisossomo durante o processo de invasao, evitando assim

a destruicdo do PV pelas enzimas lisossomais (Lingelbach & Joiner, 1998).
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Com a evaséo da fusdo lisossomal e entrada na célula hospedeira, T. gondii é
capaz de modular ativamente genes da célula hospedeira (Nelson et al., 2008)
e consequentemente diversas funcdes celulares (Kemp et al., 2013). Estudos
recentes revelam que T. gondii € capaz de modular o ciclo celular da célula
infectada parando-o na fase G2/M, e das células vizinhas nao infectadas, a fim
de prepara-las para infeccéo (Brunet et al., 2008; Molestina et al., 2008). Além
da aquisicdo de nutrientes provenientes do citoplasma da célula hospedeira, a
PVM de T. gondii interage com as mitocéndrias e reticulo endoplasmético a fim
de fornecer uma nova fonte de fosfolipideos, que podem ser utilizados para
aumentar o PV durante o processo de divisdo do parasito (Sinai & Joiner 2001;
Martin et al., 2007). Microtubulos sdo essenciais na manutencdo da arquitetura
celular e movimento das organelas nas células eucaridticas (Brown et al.,
2014). A infeccdo com T. gondii induz a reorganizagdo dos filamentos
intermediarios e microtubulos em torno do PV, a fim de fortalecer esta organela
e posiciona-lo préximo ao nucleo celular (Halonen & Weidner, 1994; Coppens
et al., 2006). Para sobreviver e garantir sua multiplicacdo na célula hospedeira,
T. gondii obtém diversos nutrientes da célula hospedeira (Charron & Sibley,
2002), além de colesterol (Coppens & Joiner, 2003). Estudos mostram que T.
gondii utiliza o colesterol da célula hospedeira para invasdo e multiplicacdo
além de induzir a liberac&o do conteudo das roptrias e micronemas (Coppens &
Sinai, 2000; Coppens & Joiner, 2003). Ainda na captacao lipidica das células
hospedeiras, nosso grupo demostrou que quando macrofagos repletos de
corpos lipidicos séo infectados com T. gondii ocorre associacdo dessas
organelas ricas em lipideos com o PV que a juda a explicar por que essas
células sdo menos microbicidas (Mota et al., 2014).

Estudos utilizando microarray de células infectadas mostram genes do
hospedeiro que séo regulados diferencialmente de acordo com a cepa de T.
gondii (Saeij et al.,, 2007; Jensen et al.,, 2011) e este fato esta diretamente
relacionado com o padrao de expressao génica de cada cepa do parasito (Melo
et al., 2013) (esquema 9).
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Esquema 9: Presenca e atividade de ROP5, ROP16 e ROP18 (principais fatores
de viruléncia) nas diferentes cepas de Toxoplasma gondii. Esses fatores sao
expressos diferencialmente nos trés genétipos de cepas de T. gondii. Adaptado de
Kemp et al. (2013).

Tipo | Tipo Il Tipo 1l
ROP5 +++ + +
ROP16 ++ - ++
ROP18 +++ - +

Presenca de ROP 5, ROP 16 e ROP 18 nos trés principais genotipos das cepas de T.
gondii. -, inativo; + minimamente ativo; ++, ativo; +++, altamente ativo.

Dentre os diversos genes modulados na célula hospedeira, os que mais
tém despertado o interesse dos pesquisadores sdo aqueles envolvidos na
resposta imune (Jensen et al., 2011), incluindo membros da familia do NF-kB
que levam a ativacdo das STATs (Saeij et al., 2007). A familia do NF- kB
compreende 5 membros: p50 (NF-kB1), p52 (NF-kB2), p65 (RelA), RelB e c-
Rel (Ghosh & Karin, 2002). Estes fatores de transcricdo sdo essenciais nas
respostas imunoldgicas, pois regulam a expressdo de diversos genes que
estdo envolvidos na producao de citocinas, proliferacdo e sobrevivéncia celular,
conduzindo a resposta imune inata e adaptativa a infec¢des (Vallabhapurapu &
Karin, 2009). Em células ndo estimuladas, NF- kB esta ligado a proteinas
inibidoras de NF- kB (IkB) no citoplasma, permanecendo em um estado inativo.
A translocacdo de NF- kB para o nudcleo é regulada por mecanismos pos-
traducionais de fosforilacdo das IkB pelas IkB quinases, ubiquitinacéo e
degradagdo dos IkB no proteossomo (Karin & Ben-Neriah, 2000). A
degradacao das IkBs expde o sinal de localizacédo nuclear do NF-kB levando a
sua translocacao para o nucleo, com posterior ligacdo a regibes promotoras
dos genes alvo que regulam a producdo de citocinas pré-inflamatérias, onde
estas regulam a funcdo das STATSs (Silverman & Maniatis, 2001).

Além do NF-kB, STATs também desenvolvem papel central na resposta
imune, pois regulam genes envolvidos contra diversos patdgenos intracelulares
(Quinton & Mizgerd, 2011). STAT é uma familia de proteinas classificadas
como transdutores de sinais da membrana plasmatica para o nucleo, com o
propadsito de ativar a transcri¢cdo de citocinas e fatores de crescimento (Mertens
& Darnell, 2007). A fosforilacdo dos residuos de tirosina nas proteinas STATS é
obrigatéria para seu importe nuclear (Heinrich et al.,, 2003) e sua regulagéo

ocorre através de feedback negativo por supressores de sinalizacdo de
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citocinas (Butcher et al., 2011). Como estratégia de evasado, T. gondii induz
supressores de sinalizacdo de citocinas na célula infectada, o que suprime a
via de sinalizagdo mediada por IFN-y/STAT1, impedindo a ativagdo das células
no perfil Thl contra parasitos intracelulares (Zimmermann et al., 2006).

Outra estratégia do parasito € a ativacdo de STAT3 e STAT6 pela
ROP16, porém, esta ativacéo € dependente da cepa de T. gondii (esquema 10)
(Butcher et al., 2011). Em parasitos da cepa tipo Il ROP16 é inativa e, deste
modo, estes parasitos conseguem ativar STAT3 e STAT6 apenas nos
momentos iniciais da infec¢do, mas falham na manutencdo do sinal (Saeij et
al., 2006; Butcher et al., 2011). Ja parasitos da cepa tipo I/lll, possuem ROP16
altamente ativas, conseguindo ativar e manter a sinalizacdo via STAT 3 e
STATG6 (Butcher et al., 2011). A ativagdo de ambas as vias pelas cepas tipo I/llI
desempenham papel essencial na sobrevivéncia de T. gondii, pois, levam a
supressao de citocinas pré-inflamatérias como IL-6 e IL-12 que s&o essenciais
no controle do parasito (Hunter & Remington, 1995) e ao mesmo tempo
induzem citocinas anti-inflamatoérias que regulam o perfil Thl contra T. gondii
(Martinez et al., 2009). Além da modulagéo do perfil de citocinas expressas nos
macréfagos, a ativacdo das STAT3 e STAT6 induz polarizacdo dos macrofagos
em um perfil M2, com alta expressdo de ARG1 (Butcher et al., 2011; Jensen et
al.,, 2011). ARG1 utiliza L-arginina para sintese de ureia, ornitina e poliaminas
para o metabolismo celular (Morris, 1994). L-arginina também € o substrato da
INOS para sintese de NO, essencial no controle de T. gondii (Adamas et al.,
1990; Yap & Sher, 1999). Ao induzir ARG1 na célula infectada, T. gondii
modula a producédo de NO, pois compete com a INOS pelo substrato L-arginina
e ao mesmo tempo utiliza as poliaminas para seu crescimento, aumentando a
susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo (Butcher et al., 2011; Woods et al.,
2013).
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Esquema 10: Manipulagdo da sinalizacdo celular por diferentes cepas de
Toxoplasma gondii. Proteinas das roptrias séo liberadas durante e apés a invasdo da
célula e ativam de maneira distinta, vias de sinalizacdo do hospedeiro. Cepas tipo |
usam ROP 16 para fosforilar e ativar STAT 3 e STAT 6, levando a ativagao de genes
que regulam a expressdo de ARG1. Porém, ROP 16 de cepas tipo Il tem efeito
negligenciavel sobre STAT 3 e STAT 6. Ademais, GRA15 ativa NF-kB, responséavel
por controlar a expressdo de genes envolvidos na produgcdo de citocinas pro-
inflamatorias. Adaptado de Murray et al. (2011).

Estudos recentes demonstraram a dupla funcdo da MAP-quinase
fosfatase -2 (MKP-2), pois esta enzima é capaz de regular negativamente a
expressdo da ARG 1 e positivamente a expressdo da iINOS em macréfagos (Al-
Mutairi et al., 2010). Consequentemente, MKP-2 parece ter um papel essencial
na interacao T. gondii — hospedeiro, pois camundongos C57BL/6 knockout para
MKP-2 tornam-se mais sensiveis a infeccdo com cepas tipo Il, levando ao
aumento na multiplicacdo do parasito na fase aguda da infeccdo e aumento da
mortalidade dos camundongos apos infeccdo (Woods et al., 2013).

ROP18 e ROP 5 sao fatores de viruléncia secretado pelas réptrias de T.
gondii que exerce papel fundamental na supressdo da imunidade inata
mediada pelas IRGs em macréfagos (esquema 11) (Zhao et al., 2009) e sdo
altamente polimorficas entre as diferentes cepas de T. gondii; a sequéncia de
aminoacidos das ROP18 em cepas tipo lll (ROP18,,) sdo 14% divergentes
gquando comparadas com as ROP18 das cepas tipo | (ROP18)) (Taylor et al.,

2006) e seu mMRNA é expresso 10,000 vezes menos quando comparados com
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cepas tipo Il (ROP18;) (Saeij et al., 2006). Além disso, a expressdo de uma
segunda copia de ROP18, em cepas tipo lll resulta em parasitos que sdo mais
virulentos e consequentemente mais resistentes em modelo murino quando
comparados com a cepa parental selvagem (Taylor et al., 2006). Sendo assim,
a atividade quinase das ROP18 é essencial para viruléncia do parasito e € 0
principal determinante no processo de supressao das IRGs (Zhao et al., 2009).
Poucos minutos apés invasao da célula hospedeira pelo T. gondii, IRGs se
acumulam no PV e se oligomerizam, levando a ruptura da membrana,
exposicao e eventual morte do parasito (Khaminets et al., 2010; Zhao et al.,
2009). PV contendo parasito tipo | ndo acumulam IRGs em sua superficie, pois
ROP18, fosforilam essas proteinas induzindo sua degradacdo, enquanto
vacuolos contendo parasitos deficientes ou com baixa expressdo para ROP18
sdo alvos dessas proteinas (Fentress et al., 2010; Steinfeldt et al., 2010;
Fentress et al., 2012). Estudos mostram que ROP18 interage diretamente com
Irga6 e Irgh6, fosforilando essas proteinas, como mostrado em fibroblasto de
embrido de camundongos infectados com diferentes cepas de T. gondii
(Steinfeldt et al., 2010). Os sitios fosforilados nas Irga6 e Irgh6 sdo essenciais
para a oligomerizacéo e estabilidade dessas proteinas, 0 que impede sua acao
(Fentress et al., 2010). Deste modo, a polimorfia encontrada entre as ROP18
das diferentes cepas de T. gondii ajudam a explicar as diferencas na viruléncia
das cepas desse parasito, baseado na capacidade de evasdo das IRGs
(Khaminets et al., 2010).
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Membrana plasmatica da
celula hospedeira

Degradagio

Esquema 11: Papel dos fatores de viruléncia de Toxoplasma gondii na modulagao
da resposta imune no hospedeiro. A proteina ROP16 de cepas tipo | e tipo Il
(ROP16y,,) de T. gondii fosforilam STAT3 e STAT 6, resultando numa ativacao
prolongada desses fatores de transcricdo e subsequente regulagédo positiva de
interleucina 4 (IL-4) que antagoniza com indugéo de IL-12. GRA15, uma proteina dos
granulos densos, ativa o receptor do fator de necrose tumoral (TRAF6), que por sua
vez ativa IkB quinase (IkB), que leva a fosforilacdo e degradagéo proteossomal do
inibidor de NF-kB. Este por sua vez é translocado para o ndcleo e regula a produgéo
de IL-12. Outra proteina de T. gondii, ROP18, localiza-se no lado citoplasmatico do
vacuolo parasitéforo. Tem sido mostrado que ROP18 fosforila GTPases relacionadas
com a imunidade, bloqueando seu acumulo na membrana do vacuolo parasitéforo e
protegendo o parasito da degradagcdo. ROP18 também fosforila o fator de transcrigao
6B (ATF6B), que esta envolvido na resposta a proteinas desenoveladas e também
pode ser importante na apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas.
Adaptado de Hunter e Sibley (2012).

Com a infec¢cdo da célula hospedeira, T. gondii modula diversas vias de
sinalizacdo do hospedeiro que estdo envolvidas na resposta Thl, essencial na
infeccdo contra parasitos intracelulares (Lang et al., 2007). Durante a infeccao
de macrofagos, T. gondii suprime de maneira ativa a producao de IL-12 e TNF-
a (Butcher & Denkers, 2002; Belloni et al., 2000; Butcher et al., 2011), ao passo
que induz a producdo de TGF-B pelos macrofagos via exposigdo de
fosfatidilserina (PS) (Seabra et al.,, 2004). Células apoptéticas expdem
fosfatidilserina, um fosfolipideo de membrana que, quando exposto, induz em
macréfagos a producédo do TGF-B, um potente desativador que age de maneira

autdcrina e paracrina (Ashcroft, 1999). Estudos mostram que T. gondii possui
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duas populacdes, uma populacdo que expde PS em sua membrana (populacao
PS+) e uma populacdo que nado expde PS (populacdo PS-) (Santos et al.,
2011). Com a exposicdo de PS em sua membrana, T. gondii mimetiza uma
célula apoptética e é capaz de invadir os macréfagos de maneira ativa,
burlando o sistema microbicida destas células (Santos et al., 2011) o que leva a
inibicdo parcial da producdo de NO, pois a INOS é degradada (Seabra et al.,
2004; Guillermo & DaMatta 2004) via proteossomo (esquema 12) (Padrdo et
al., 2014). Outras possiveis vias de degradacdo da INOS também foram
investigadas, como a via dos lisossomos e da calpaina, porém, nenhuma delas
mostrou estar envolvida na degradacdo desta enzima em macréfagos ativados
e infectados com T. gondii (Padrdo et al., 2014). Deste modo, a exposicdo de
PS mostra-se essencial no processo de evasdo de macréfagos, pois sem a
exposicdo deste fosfolipideo, T. gondii ndo é capaz de mediar 0 mimetismo

apoptotico e é entdo degradado por fagocitose (Santos et al., 2011).

Macrdfago
ativado
/ T. gondii
iINOS—> NO
e
- Infec¢do por T.
gondii

Proteossomo

Esquema 12: Degradacdo da Oxido nitrico (NO) sintase induzida (iNOS) em
macréfagos ativados e infectados com Toxoplasma gondii. Apds infeccao dos
macrofagos ativados com T. gondii, a INOS é degradada via proteossomo, levando a
inibicdo da producéo de NO pelos macréfagos. Adaptado de Padréo et al. (2014).
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3.1-

3.2-

2. Justificativa

Ao longo da evolucdo, T. gondii desenvolveu diversos mecanismo de
evasdo como a inibicdo da producdo de NO em macréfagos ativados (Seabra
et al., 2002), e inducdo da ARGL1 na célula infectada (Murray, 2011). Estudos do
grupo mostram que T. gondii da cepa tipo | (RH) é capaz de inibir a producéo
de NO em macrofagos ativados, pois induzem a degradacdo da iINOS via
proteossomo (Padrdo et al.,, 2014). Trabalhos recentes também mostram a
importancia dos fatores de viruléncia do parasito como ROP 5 e ROP18
(Fentress & Sibley, 2011) na inibicdo da atividade imune mediada pelas IRGs,
pois fosforilam regibes chave para o mecanismo de agdo destas proteinas.
Ademais, estudos recentes mostram o papel do fator de viruléncia ROP16 de
T. gondii na inducdo de ARG1 em macréfagos (Butcher et al., 2011). Ao induzir
ARGL1 na célula infectada, T. gondii modula de maneira indireta a producéo de
NO, pois ARG 1 compete com a iNOS pelo substrato arginina, aumentando a
susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo. No entanto, como a infeccéo por T.
gondii induz degradacédo da iNOS, é possivel que a modulagdo positiva da
ARG 1 néo seja relevante no mecanismo de evasdo que envolve o controle da
producdo de NO. Deste modo, os estudos dos mecanismos de evasado de T.
gondii sdo de extrema importancia para se entender a relacao parasito-célula
hospedeira bem como o desenvolvimento de novas estratégias contra esse
parasito.
3. Objetivos
Objetivo Geral
Investigar se INOS e ARG1 sdo moduladas por diferentes cepas de T. gondii
apos invasao de macréfagos peritoneais ativados.
Objetivos Especificos
Avaliar a expressdo de iINOS e ARG1 em macrofagos ativados e infectados
com T. gondii.
Realizar dosagem de NO presente no sobrenadante da cultura e a atividade
de ARG 1 de macroéfagos peritoneais ativados e infectados com T. gondii.
Avaliar os niveis de mMRNA para INOS e ARG1 em macréfagos peritoneais
ativados e infectados com T. gondii.
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4. Material e Métodos

4.1-

4.2-

Obtencdo e ativacdo dos macrofagos. Macréfagos foram obtidos por
lavagem peritoneal de camundongos Sui¢cos com 10 ml de solucdo de Hank's.
As células foram centrifugadas a 500xg, 4°C por 10 min, ressuspendidas em
4ml de Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM - Sigma, D1152) gelado e
150ul plagueadas em laminulas de vidro em placas de 24 poc¢os. Apés 1 h de
aderéncia a 37°C, as células foram lavadas com solucao de Hank’s e ativadas
com IFN-y (100U/mL) e LPS (0,1 pg/mL) e cultivadas com DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB — Gibco, 12657-029) a 37°
C, atmosfera de 5% de CO,. Para o0s experimentos de
imunoeletrotransferéncia, macréfagos foram obtidos por lavagem peritoneal de
camundongos Suicos com 10 ml de solucdo Hank's. As células foram
centrifugadas a 500xg, 4°C por 10 min, ressuspendidas em 8 ml de DMEM
gelado e 1 ml plagueadas em placas de Petri de 10 cm de diametro contendo 9
ml de DMEM sem soro gelado. Apos 1 h de aderéncia a 37°C, as células foram
lavadas com solucdo de Hank's e ativadas com IFN-y (100U/mL) e LPS (0,1
pg/mL) e cultivadas com DMEM suplementado com 10% de SFB a 37° C,
atmosfera de 5% de CO,. Esse projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso Animal da UENF: protocolo numero 98.

Obtencédo de Toxoplasma gondii. Toxoplasma gondii, cepa RH, foi mantido
por passagens de 2-3 dias na cavidade peritoneal de camundongos suicos. A
lavagem peritoneal foi realizada com solugdo de Hank’s e a suspensao foi
centrifugada a 500xg, 4°C por 10 min, e o sobrenadante novamente
centrifugado a 1000xg, 4°C por 10 min para concentrar os taquizoitos. Os
parasitos foram ressuspendidos em 1ml de DMEM e contados na camara de
Neubauer. J& a cepa ME-49, foi mantida na forma de cistos teciduais por
passagens em camundongo. Taquizoitos desta cepa foram obtidos com a
inoculagcdo peritoneal dos cistos em camundongos, posterior lavagem
peritoneal apds 5-7 dias e manuten¢ao de taquizoitos em células Vero in vitro
(Hofflin et al., 1987). Posteriormente, as ceélulas Vero infectadas foram
raspadas, centrifugadas a 1000xg, 4°C por 10 min, ressuspendidas em DMEM
e contadas na camara de Neubauer. Células Vero foram mantidas em DMEM
suplementado com 10% de SFB, a 37° C, atmosfera de 5% de CO..
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4.3-

4.4-

Interacdo parasito-célula hospedeira. Apés 24 h de ativacdo, os macréfagos
foram lavados com solucédo de Hank’s, infectados com T. gondii cepas RH ou
ME-49 por 2h na propor¢do de 10:1 parasitos por macrofagos, lavados com
solucéo de Hank’s e mantidos a 37° C, atmosfera de 5% de CO, por 2, 6, 12 e
24 h em DMEM.

Expressdo da iINOS, e ARG1l revelada por imunofluorescéncia e
Imunoeletrotransferéncia. As laminulas com células aderidas foram coletadas
e fixadas por 30 min com 3% de formaldeido recém preparado em tampéo
fosfato salino (PBS), lavadas 3 vezes com PBS, permeabilizadas com 0,5 % de
Triton x-100 em PBS, incubadas por 30 min em 50mM de NH,Cl em PBS e 10
min em PBS contendo 3% de albumina sérica bovina (BSA-PBS). Para os
experimentos de imunolocalizacdo de INOS e ARG 1, as células foram
incubadas por 1 h com anticorpo policlonal de coelho anti-INOS (Santa Cruz,
sc-8310) diluido 1:200 em PBS-BSA e anticorpo monoclonal de camundongo
anti-ARG1 (R&D Systems MAB5868) diluido 1:100 em PBS-BSA. As células
foram lavadas 2 vezes com PBS e 1 vez com PBS-BSA; incubadas por 1 h com
anticorpo anti-IgG de coelho marcado com Alexa 488 (invitrogen), para revelar
iINOS, diluido 1:100 em PBS-BSA e anti-lgG de camundongo conjugado com
TRITC (sigma), para revelar ARG 1, diluido 1:400 em PBS-BSA. Taquizoitos
foram visualizados atraveés da técnica de contraste interferencial de Nomarski
(DIC). As células foram lavadas 8 vezes com PBS, montadas em Prolongold
com DAPI (Molecular Probes) e as imagens capturadas com camera AxioCam
Mrc5 no sistema Axiovision da Zeiss, com tempo de exposicdo devidamente
padronizado.

ApoGs 24 h de ativacdo, os macrofagos foram lavados com solugdo de
Hank’s, infectados com T. gondii cepas RH ou ME-49 na proporcédo de 10:1
parasitos por macrofagos e mantidos a 37° C, atmosfera de 5% de CO,. ApGs
2, 6, 12 e 24 h de infeccdo, as células foram lisadas com 100ul da solucdo de
Tris-HCI 50mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, e 50ul do coquetel de inibidor
de proteases (Sigma, P8340). O lisado foi coletado em Eppendorfs, congelados
e descongelados duas vezes em nitrogénio liquido e centrifugado a 14.000xg
por 10min. O sobrenadante foi congelado para dosagem de proteinas. Como
controle positivo para expressdo de INOS e arginase, foram utilizados

macrofagos ativados com IFN-y e figado lisado de camundongos suicos,
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respectivamente. A concentracdo de proteinas no sobrenadante foi
determinada pelo método de Bradford (1976). As proteinas do lisado celular
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12%. Um gel ndo
corado contendo as proteinas separadas foi transferido para uma membrana
de nitrocelulose. Apds a transferéncia, a membrana foi lavada com tampéo
PBS-tween (fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 7,6, tween-20 0,05%). A
membrana foi bloqueada com 2% de leite desnatado em PBS-tween por 2h em
agitacao ou overnight. Posteriormente, a membrana foi lavada cinco vezes com
tampdo PBS-tween e incubada com anticorpo primario (anti-iNOS, anti-
ubiquitina e anti-ARG) todas diluido 1:1000 em tampao bloqueador) por 2h sob
agitagcdo, e entdo lavada novamente cinco vezes com PBS-tween e incubada
com anticorpo secundario (anti IgG de coelho complexado a peroxidase) por 2h
sob agitacdo. A membrana foi lavada com PBS-tween novamente por cinco
vezes. Posteriormente a membrana foi revelada usando diaminobenzidina e
H.0..

4.5- Avaliacdo de nitrito. A producdo de NO foi avaliada indiretamente
medindo-se o nitrito nos sobrenadantes coletados com 2, 6, 12 e 24h apds a
interacdo com T. gondii (Griess et al., 1982). 50ul do sobrenadante de cada
poco foi colocado com um mesmo volume do reagente de Griess (1:1, de 0,1%
N-1-nafeti-etilanadiamina, Sigma — N-5889, em &gua destilada e 1% de
sulfanilamida, Sigma — S-9251 em 5% de acido fosforico, Sigma — P5811) na
placa de 96 pocgos. A absorbéncia de 540 nm foi avaliada em um leitor de
microplaca Versamax. A concentracdo de nitrito foi calculada a partir de uma
curva padrao pré-calibrada usando nitrito de sodio diluido em DMEM como
padrao.

4.6- Teste estatistico. Foi realizado teste estatistico ANOVA para observar a

significancia dos resultados utilizando P<0,05.
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5 - Resultados

Macrofagos classicamente ativados foram infectados com T. gondii da
cepa virulenta tipo | (RH) por 2, 6, 12 e 24 h e tiveram a expressao de iNOS e
ARG 1 avaliada atravées de imunofluorescéncia (Figura 1). Macréfagos
classicamente ativados e nao infectados (controle) apresentaram alta
expressdo de INOS (verde) e baixa ou nenhuma expressdo de ARG 1
(vermelho) (figura 1 A a L). Porém, macréfagos classicamente ativados e
infectados com T. gondii (Figura 1 M a Z) apresentaram expressao de ARG1 e

baixa expressao de INOS. Parasitos foram visualizados através de DIC.
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Figura 1. Macrofagos peritoneais de camundongo classicamente ativados, infectados ou ndo com
Toxoplasma gondii cepa RH observados por imunofluorescéncia e DIC. Toxoplasma gondii é capaz de
modular negativamente a expressdo da iNOS e positivamente a expressdo da ARG1 e persistir em
macrofagos ativados. Expresséo de iNOS (verde), nucleo (azul) e ARG1 (vermelho). T. gondii (setas-DIC). A, B e
C. Macroéfagos ativados por 2h e ndo infectados. Alta expresséo de iINOS (A) e baixa expressdo de ARG1 (B) sem
T. gondii (C). D, E e F. Macro6fagos ativados por 6h e ndo infectados. Alta expressao de iNOS (D) e baixa expressao
de ARGL1 (E) sem T. gondii (F). G, H e |. Macréfagos ativados por 12h e ndo infectados. Alta expresséo de iNOS (G)
e baixa expressao de ARG1 (H) sem T. gondii (I). J, K e L. Macréfagos ativados por 24h e nédo infectados. Alta
expressdo de iINOS (J) e baixa expressdo de ARG1 (K) sem T. gondii (L). M, N e O. Macréfagos ativados e
infectados com T. gondii por 2h. Baixa expresséo de iNOS (M) e alta expressdo de ARG1 (N) com T. gondii (O). P,
Q e R. Macréfagos ativados e infectados com T. gondii por 6h. Baixa expresséo de iNOS (P) e alta expressédo de
ARG1 (Q) com T. gondii (R). S, T e U. Macro6fagos ativados e infectados com T. gondii por 12h. baixa expresséao de
iINOS (S) e alta expressédo de ARG1 (T) com T. gondii (U). V, X e Z. Macréfagos ativados e infectados com T. gondii
por 24h. Baixa expressdo de iNOS (V) e alta expressdo de ARG1 (X) com T. gondii (Z). Barra de escala: 10pum.
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Oxido nitrico (uM)

Para confirmar os resultados da expressdo de INOS obtidos através de
imunofluorescéncia, a dosagem de nitrito produzido pelos macréfagos
classicamente ativados, infectados ou ndo com T. gondii cepa RH, foi avaliada
(Figura 2). Este resultado confirma a modulacdo da expressdo da iNOS em
macrofagos infectados, que consequentemente produzem baixo niveis de

nitrito se comparados com macréfagos controle ndo infectados.
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Figura 2. Toxoplasma gondii cepa RH inibe a producédo de 6xido nitrico em
macréfagos peritoneais de camundongo classicamente  ativados.
*Significativamente diferente (P < 0.05).
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A fim de confirmar os resultados obtidos para o perfil de expressao da
INOS e ARG1 em macrofagos ativados e infectados com T. gondii cepa RH,
realizamos eletroforese do lisado celular em gel de poliacrilamida, que
posteriormente foi transferido para membrana de nitrocelulose e revelado por

imunoeletrotransferéncia.
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Figura 3. Separacgdo do lisado celular de macrofagos ativados e infectados com
T. gondii cepa RH em gel de poliacrilamida.

Amostras controle e infectado nos tempos de 6, 12 e 24h apresentaram
perfil similar, com bandas proteicas evidentes com peso molecular de 60,000
Da, porém, a mesma banda proteica ndo foi observada no tempo de 2h de
macréfagos controle e infectado (Figura 3). Seguido da separacdo das
amostras em gel de poliacrilamida ndo corado, as proteinas separadas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose e reveladas usando
diaminobenzidina e H,O, (Figura 4). A imunoeletrotransferéncia confirma o
resultado obtido por microscopia de fluorescéncia. O lisado de macréfagos
ativados e nao infectados (controle) por 2, 6, 12 e 24h apresentou iINOS, assim
como o lisado de macréfagos ativados e infectados com RH nos tempos de 2h
e 6h. Poréem, o lisado de macrdéfagos ativados e infectados por 12 e 24h
apresentaram quantidade reduzida iNOS. A presenca de INOS no lisado de
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macréfagos ativados e infectados se deve, provavelmente, pelo fato de que a

inibicdo da INOS nédo é completa, mas sim reduzida ao longo da infeccéo,

como confirmado através do nitrito presente no sobrenadante dessas células.

Cont Infec
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97 kD z we——
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Figura 4. Imunoeletrotransferéncia do lisado de macrofagos ativados e
infectados ou ndo com T. gondii cepa RH nos tempos de 2, 6, 12 e 24h. P.M:
peso molecular.

Para avaliar se a inibicdo da expresséo proteica de INOS e aumento na
expressao proteica de ARG1 é dependente da cepa de T. gondii, macréfagos
peritoneais de camundongo classicamente ativados foram infectados com
parasitos da cepa tipo Il (ME-49) menos virulenta. Toxoplasma gondii inibiu a
expressao de iINOS e induziu expressdo da ARG1 apenas nos estagios iniciais
da infeccdo (Figura 5), sendo posteriormente degradado pelo mecanismo
microbicida mediado pelo NO, apdés retorno da expressdo da iNOS em 6, 12 e
24h de ativagdo. Deste modo, conclui-se que cepas menos virulentas de T.
gondii ndo persistem em macréfagos classicamente ativados, pois inibem a
expressdo proteica de INOS apenas nos estagios inicias da infecgcédo, se

comparados com cepas mais virulentas.
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Figura 5. Imunofluorescéncia de macréfagos peritoneais de camundongo classicamente
ativados e infectados ou ndo com T. gondii cepa ME-49. Toxoplasma gondii de cepas
menos virulentas modulam negativamente a expressao da iINOS e positivamente a expressao
de ARG 1 apenas nos momentos iniciais da infeccao e ndo persistem em macrofagos ativados.
Expressao de iNOS (verde), nucleo (azul) e ARG1 (vermelho). T. gondii (setas-DIC). A, B e C.
Macréfagos ativados por 2h e ndo infectados. Alta expressao de iINOS (A) e baixa expressdo
de ARG1 (B) sem T. gondii (C). D, E e F. Macr6fagos ativados por 6h e ndo infectados. Alta
expresséo de iNOS (D) e baixa expressao de ARG1 (E) sem T. gondii (F). G, H e |. Macrofagos
ativados por 12h e néo infectados. Alta expresséo de iNOS (G) e baixa expressdo de ARG1 (H)
sem T. gondii (I). J, K e L. Macréfagos ativados por 24h e néo infectados. Alta expresséo de
INOS (J) e baixa expressédo de ARG1 (K) sem T. gondii (L). M, N e O. Macro6fagos ativados e
infectados com T. gondii por 2h. Baixa expresséo de iNOS (M) e alta expressdao de ARG1 (N)
com T. gondii (O). P, Q e R. Macrdfagos ativados e infectados com T. gondii por 6h. Alta
expressdo de INOS (P) e baixa expressdo de ARG1 (Q) com T. gondii (R). S, T e U.
Macréfagos ativados e infectados com T. gondii por 12h. Alta expressao de iNOS (S) e baixa
expressdo de ARG1 (T) com T. gondii (U). V, X e Z. Macrofagos ativados e infectados com T.
gondii por 24h. Alta expressdo de iNOS (V) e baixa expressdo de ARG1 (X) com T. gondii (2).
Barra de escala: 10um.
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Oxido nitrico (uM)

Para confirmar os resultados obtidos através de imunofluorescéncia,
realizamos a dosagem de nitrito produzido pelos macrofagos classicamente
ativados, infectados ou ndo com T. gondii cepa ME-49 (Figura 6). Este
resultado confirma a inibicdo da producdo de NO por T. gondii apenas nos
momentos iniciais da infeccdo, que retornam a niveis similares ao controle

devido a degradacao do parasito.

25 m Infectado

10 \

0

(S |

2h 12 24h

Figura 6. Toxoplasma gondii cepa ME-49 inibe a producdo de 6xido nitrico
apenas nos momentos iniciais da infeccdo em macrofagos peritoneais de
camundongo classicamente ativados. *Significativamente diferente (P < 0.05).

6 — Discusséao

Macrofagos sé@o células do sistema imunolégico (Hume, 2006) e quando
ativados classicamente com IFN-y e LPS se tornam mais microbicidas, pois
expressam, entre varias proteinas, iINOS que produz NO (Biswas & Mantovani,
2010). Toxoplasma gondii, agente causador da toxoplasmose, tem seu
crescimento reduzido pela acdo de NO, pois € capaz de inibir diversas vias
bioquimicas desse parasito (Nathan & Hibbs, 1991) levando-o a morte (Zhao et
al., 2009). Porém, T. gondii apresenta diversos mecanismos de evasado do

sistema imune. A inibicdo da producédo de NO € um dos mecanismos chave de
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sobrevivéncia do parasito (Seabra et al., 2002; 2004). Estudos do grupo tém
demonstrado que a inibicdo de NO ocorre, pois T. gondii induz sinalizacéo
autocrina de TGF-B no macréfago infectado, desativando-os (Seabra et al.,
2004). Com a desativacdo da célula infectada, T. gondii promove a degradacao
da INOS via proteossomo, como forma de modular a expressdo desta enzima
(Padréo et al., 2014), o que permite a entrada e persisténcia do parasito na
célula hospedeira. Outro mecanismo de evasdo descrito para helmintos e
parasitos intracelulares como Taenia crassiceps (Sosa et al., 2002),
Schistosoma mansoni (James & Glaven, 1989) e Leishmania major (Scharton &
Scott, 1995) € a inducdo de arginase-1 (ARG-1) na célula infectada. Sabe-se
que ARG-1 é capaz de modular negativamente a producdo de NO, pois
compete com a iNOS pelo substrato arginina (Santhanam et al., 2008). Porém,
ha poucos estudos sobre inducdo de ARG-1 em macrofagos infectados com
diferentes cepas de T. gondii.

Para identificar se T. gondii € capaz de modular a expressao de iINOS e
ARG1, macréfagos classicamente ativados foram infectados com cepa RH ou
ME-49 de T. gondii e monitorados para a expressao das proteinas alvo.
Macréfagos ativados por 24h e nédo infectados (controle), apresentaram
expressao de iINOS em seu citoplasma nos tempos de 26, 30, 36 e 48 h de
ativacdo, porém, nao apresentaram expressao de ARG1. Apés infeccdo dos
macréfagos ativados com T. gondii cepa RH por 2, 6, 12 e 24 h, houve reducédo
na expressdo da iINOS no citoplasma destas células e ao mesmo tempo,
aumento na expressao da ARG1. Como demonstrado pelo grupo, a reducédo da
expressao da iNOS se deve a inducéo da sinalizacdo autocrina de TGF- nos
macréfagos infectados (Seabra et al., 2004), que desativa estas células,
induzindo a degradacdo da iNOS via proteossomo (Padrédo et al., 2014). Ja a
inducéo da expressédo de ARGL1 se deve, provavelmente, a ativagdo de STAT6
na ceélula infectada (Murray et al., 2011). Durante o processo de invaséo, T.
gondii secreta GRA 15, fator de viruléncia que fosforila e ativa STAT6, que
passa a controlar a expressdao da ARG1 (Murray et al., 2011). Os resultados
obtidos através de imunofluorescéncia da expressdao da INOS foram
confirmados através da dosagem de nitrito no sobrenadante dos macrofagos.
Macréfagos controle produziram quantidades significativamente maiores de

nitrito em relacdo aos macréfagos infectados com T. gondii, confirmando a
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reducdo na expressao da INOS e consequente reducdo na producédo de NO na
célula infectada. Os resultados de iINOS e NO tanto para RH como para ME-49
confirmam os dados de Damasceno Sa et al., (submetido). NO € essencial para
o controle de T. gondii no inicio da infec¢do, porém, apenas cepas virulentas
como RH sdo capazes burlar o sistema microbicida mediado pelo NO e
persistir na célula hospedeira.

Ainda a fim de confirmar o desaparecimento da INOS nas células
infectadas com T. gondii cepa RH, macréfagos infectados ou ndo com o
parasito foram lisados, as amostras analisadas em gel de poliacrilamida 12% e
a INOS, ARG 1 e | ubiquitina foram avaliadas através de
imunoeletrotransferéncia. Amostras de macréfagos controle e infectado com 6,
12, e 24h apresentaram padrdo similar de separacao no gel de poliacrilamida,
com proteinas majoritarias desconhecidas com cerca de 60,000 Da. Porém,
amostras de macrofagos controle e infectado com 2h ndo apresentaram padréao
similar de proteinas com 60,000Da. Apoés transferéncia das proteinas do gel de
poliacrilamida para membrana de nitrocelulose, as amostras foram marcadas
com anticorpo especifico anti-INOS, anti-ubiquitina e anti-arginase e reveladas
com anticorpo secundario conjugado a peroxidase e uso de H,0,-DAB, a fim
de confirmar o perfil de expressdo da INOS e ARG1 obtidos através de
imunofluorescéncia. Lisado celular de macréfagos ativados por 2, 6, 12, 24 h e
nao infectados com T. gondii apresentou INOS, que foi marcada com peso
molecular com cerca de 120,000 Da. Lisado de macréfagos ativados e
infectados com T. gondii por 2 e 6 h também apresentou iNOS. Isso se deve ao
fato de que a inibicdo da expressdo da INOS ndo é completa nas células
infectadas, e sim reduzida, assim como a producdo de NO também é reduzida
e ndo completamente inibida nas células infectadas, em relagcdo aos
macréfagos nado infectados. Esse resultado reforca que somente as células
infectadas tém a iINOS degradada, as ndo infectadas estdo expressando e
produzindo NO que foram detectados. Porém, com 12 e 24 h de infeccdo
houve reducdo na quantidade de INOS presente no lisado de macrofagos
infectados, se comparados com macrofagos nao infectados com o mesmo
tempo de ativagéo. Infelizmente ndo foram obtidas marcagbes para ARG1 e

ubiquitina em nenhum dos lisados avaliados. Deste modo, esses experimentos
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serdo repetidos, pois espera-se que ambas proteinas sejam detectadas nos
lisados de macréfagos infectados.

A fim de avaliar se a modulacdo na expressdo da iINOS e ARG 1 é
dependente da cepa de T. gondii, macréfagos classicamente ativados foram
infectados com T. gondii cepa ME-49, de viruléncia intermediaria, e
posteriormente avaliados através de microscopia de fluorescéncia. Macrofagos
ativados e néo infectados (controle), apresentaram expressao de iINOS em seu
citoplasma nos tempos de 2, 6, 12 e 24 h de ativagcdo, porém, néo
apresentaram expressdo de ARG 1. Diferente dos macrofagos infectados com
T. gondii cepa RH, macrofagos ativados e infectados com T. gondii cepa ME-49
apresentaram reducdo na expressao da INOS e aumento na expressédo de
ARG 1 apenas com 2h de infeccdo. Porém, macrofagos infectados com T.
gondii dessa cepa por 6, 12 e 24 h voltam a expressar INOS e tem sua
expressdo de ARG 1 reduzida. Isso se deve, provavelmente, ao fato de que T.
gondii de cepas menos virulentas como a ME-49, sdo degradadas por outros
mecanismos microbicidas além do NO, como por exemplo, acdo das IRGs
(Taylor et al., 2006; Saeij et al., 2006; Zhao et al., 2009). Cepas virulentas de T.
gondii como a RH possuem ROP 5 e ROP 18 extremamente ativas e em alta
quantidade se comparadas com cepas de viruléncia intermediaria como a ME-
49 (Saeij et al., 2006; Kemp et al., 2013). Cepas menos virulentas sé&o
incapazes de fosforilar e inativar as IRGs (Niedelman et al., 2012). Isso ajuda a
explicar a degradagcéao dos parasitos da cepa ME-49, o que permite o retorno
da expresséo da iNOS e consequente aumento da producgéo de NO.

A fim de melhor entender a modulacéo da INOS e ARG1 em macrofagos
infectados por diferentes cepas de T. gondii, 0s proximos passos desse
trabalho s&o: (a) realizar a dosagem da atividade de ARG1 em lisado de
macrofagos infectados ou ndo com T. gondii cepa RH ou ME-49; (b) realizar o
PCR a partir do cDNA de macroéfagos infectados ou ndo com T. gondii cepa RH
ou ME-49 a fim de analisar a modulagcdo do mRNA da iINOS e ARG1.
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7- Concluséao

Macrofagos classicamente ativados e infectados com T. gondii
apresentam padrdes distintos de modulacdo de iINOS e ARG1 de acordo com a
cepa do parasito. Cepas virulentas como RH s&do capazes de modular
negativamente a expressao da iNOS e positivamente a expressdo ARG1 em
todos os tempos de infecgdo avaliados nesse trabalho. Porém, cepas menos
virulentas como a ME-49 modulam negativamente a expressao da iNOS e
positivamente a expressdo de ARG1 apenas nos momentos iniciais da infeccao
e posteriormente sdo degradadas possivelmente pelos mecanismos
microbicidas de IRGs e NO.
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