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PBS por centrifugagao antes de sua adi¢do ao meio

CM — Meio condicionado por Toxoplasma gondii

CRD - Dominio de reconhecimento a carboidrato

DC — C¢lulas dendriticas

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Médium

GM-CSF - Fator estimulante de colonia de granulécito- macréfago
IFN-y - Interferon-y

1gG — Imunoglobulina G

IGY — Imunoglobulina Y

IL-10 — Interleucina 10

IL-12 — Interleucina 12

IL-2 - Interleucina 2
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MHC - Complexo principal de histocompatibilidade

MR — Receptor manose

NF-kB - Fatores de transcrigdo nuclear

NO — Oxido nitrico

SD — receptor sialoadesina

SFB — Soro fetal bovino

SMR — Receptor manose soluvel

SPWi - Sobrenadante do lavado peritoneal de camundongo infectado
SPWi tratado - Sobrenadante do lavado peritoneal de camundongo infectado tratado com altas
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SPWhn - Sobrenadante do lavado peritoneal de camundongo normal

TGF-B - Fator de transformagao do crescimento

TNF a — Fator de necrose tumoral
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1) Resumo

T. gondii é um parasita capaz de desativar macrofagos. Este parasita secreta
substancias durante a invasdo celular causando desativagdo e reagdo inflamatoria no
hospedeiro. Uma das formas de estudar substancias secretadas ¢é trabalhar com meios
condicionados (CM) por T. gondii. Para tal, T. gondii obtido de periténio foi incubado com
DMEM a 37°C por 0 a 30 min e 1, 6, 12 e 24h. Parasitas também foram lavados antes de
serem adicionado ao DMEM. DMEM foi usado para obter sobrenadante do lavado peritoneal
de camundongo normal (SPWn) ou infectado (SPWi). Para determinar se as proteinas
inflamatorias ou secretadas pelo T. gondii poderiam modular as fun¢des do macrofago, CM,
SPWn e SPWi foram usados com soro fetal bovino para cultivar macrofagos e a fagocitose de
leveduras e hemadcias opsonizadas analisadas. Além disso, a producdo de 6xido nitrico foi
verificada apods ativagdo de macréfagos cultivados com CM. Leveduras também foram
incubadas com SPWi (SPWi-treated) para remover componentes com afinidade para
leveduras, o sobrenadante foi usado para cultivar macréfago. Todos os CM e SPWs foram
analisado por SDS-PAGE. Apo6s 24h de cultivo nos diferentes meios a fagocitose foi
quantificada através da microscopia optica. O Perfil protéico dos diferentes CM e SPW foram
similares. Contudo, a concentragdo das proteinas aumentou na seguinte ordem: CM onde o
parasita foi lavado e utilizado, CM com longos periodos de incubagdo, SPWn, ¢ SPWi.
Macrofagos cultivados com CM ou SPW apresentaram diminuicao na fagocitose de leveduras
e aumento na adesdo. SPWi apresentou maior capacidade modulatéria. Contudo, esta
modulacdo ndo foi detectada na fagocitose de hemacias opsonizadas. Ademais, aumento na
adesdo das hemadcias foi detectada devido a expressdo de sialoadesina na superficie dos
macrofagos. Além disso, células cultivadas com CM apresentaram aumento na producao de
oxido nitrico. Proteina do SPWi-tratado de aproximadamente 140kDa apresentou reducdo na
analise por SDS-PAGE e a fagocitose de leveduras por macrofagos cultivados neste lavado
foi similar ao controle. Em conclusdo, as proteinas do CM e SPW nao foram secretadas pelo
T. gondii, mas sdo da cavidade peritoneal do camundongo. Estas inibem a interiorizag¢ao de
leveduras pelos macrofagos, tem afinidade por componentes da superficie de leveduras e
induzem a expressdo de sialoadesina em macrofagos. Sugerimos que esta proteina ¢ o
receptor de manose que fica adsorvido na superficie do macrofago. Esta adsor¢do aumenta a
adesdo ¢ diminui a interiorizagdo, pois essa forma do receptor ndo apresenta o dominio
intracelular. Esta modulagdo pode ser induzida pelo T. gondii como um mecanismo de evasio

da célula hospedeira.
Palavras chave: 1- Macrofago; 2- Toxoplasma gondii; 3- Meio condicionado; 4- Fagocitose de levedura; 5-

Receptor de manose.



2) Abstract

T. gondii is a parasite capable of deactivating macrophages. This parasite secretes
substances during cell invasion that may cause this deactivation and also generate an
inflammatory reaction by the host. One approach to study secreted substances is to work with
T. gondii conditioned medium (CM). For that, peritoneal T. gondii was incubated with
DMEM at 37°C for 0 to 30 min and 1, 6, 12 and 24h. Parasites were also washed before
addition into DMEM. DMEM were used to obtain supernatant of peritoneal washes of normal
(SPWn) or infected (SPWi) mice. To determine if the T. gondii secretion and host
inflammatory proteins could modulate macrophage function, CM, SPWn and SPWi were used
with fetal bovine serum to culture macrophages and yeast cell and opsonize erythrocytes
uptake determined. Furthermore, nitric oxide production was assay after macrophage
activation and culture in CM. Yeasts cells were also incubated with SPWi (SPWi-treated) to
remove components with yeast cell affinity, the supernatants was used to cultivate
macrophage. All CM and SPWs were analyzed through SDS-PAGE. After 24h cells uptake
was assayed by light microscopy. Protein profiles of the different CM and SPW were similar.
However, protein concentrations increased in the following order: CM where washed
parasites were used, CM with longer periods of incubation, SPWn, and SPWi. Macrophages
cultured in CM or SPW presented a decrease in yeast phagocytosis and increase in adherence.
SPWi presented the highest modulation capacity. However, this modulation was not detected
in opsonize erythrocytes phagocytosis by macrophages. However, an increase in adherence
of erythrocytes was detected due to sialoadhesin expression. Furthermore, cells cultured with
CM presented an increase in nitric oxide production. When SPWi-treated was analyzed by
SDS-PAGE protein band of about 140 kDa was reduced and yeast cell uptake was similar to
control. In conclusion, proteins from the CM and SPW were not from T. gondii secretion, but
from the mice peritoneal cavity. They down modulated the uptake of yeast cells, have an
affinity for yeast cell components and induce sialoadhesin expression. We suggest what this
protein is the soluble mannose receptor that adsorbed at the macrophages surface. This
adsorption increased yeast adherence and decreased internalization because this receptor form
do not present its intracellular domain. This modulation may be induced by T. gondii as an

evasion mechanism of host cells.
Key words: 1- Macrophages; 2- Toxoplasma gondii; 3- Conditioned Medium; 4- Yeast Phagocytosis; 5-

Mannose Receptor.



3) Introdugao
3.1) Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii ¢ um protozoario patogénico, intracelular obrigatério, agente
etiolégico da toxoplasmose. Este parasita pertence ao filo Apicomplexa que agrupa
protozoarios de forma alongada que possuem, na sua por¢do anterior, um complexo apical
especializado. Este complexo ¢ constituido de organelas como roptrias, micronemas e conoide
(Denkers e Gazzinelli, 1998; Morissete e Sibley, 2002 ). O T. gondii ¢ capaz de infectar e se
multiplicar em qualquer célula nucleada de animais endotérmicos (Denkers e Gazzinelli,
1998; Dubey, 1998; Sibley, 2003). Este parasita apresenta trés formas infectantes:

* Taquizoitos — Encontrado na fase aguda da infecg¢do. Caracteriza-se pela rapida proliferagao
intracelular.

* Bradizoitos — Encontrado dentro de cistos teciduais. Caracteriza-se pela lenta proliferagdo.

* Esporozoitos — Encontrado dentro de oocistos produzidos nas células epiteliais dos felideos.
Oocistos liberados nas fezes sofrem esporulacdao no ambiente dando origem a esporocistos e
no seu interior esporozoitos que, quando liberados, invadem tipos celulares variados
(Gazzinelli et al., 1993; Gross et al., 1996; Yap & Sher, 1999; Aliberti, 2005).

O ciclo de vida do T. gondii apresenta-se em dois tipos de hospedeiros: intermediario
(varios animais de sangue quente, incluindo o homem) e definitivo (familia Felidae) (Denkers
e Gazzinelli, 1998; Frenkel, 2000; Rey, 1991). Nos gatos, o ciclo ocorre através da ingestao
de presas contaminadas com taquizoitos ou cistos teciduais (contendo bradizoitos) e, ainda,
por infeccdo através da ingestdo de oocistos. Posteriormente, bradizoitos, taquizoitos e
esporozoitos invadem o epitélio intestinal. Essas formas infectantes se multiplicam por
endodiogenia dando origem a gametdcitos. Apds o processo de fecundagdo ocorrerda a
formagao de oocistos ndo esporulados. Estes oocistos serdo liberados no ambiente onde se
maturardo (Gazzinelli et al., 1993; Gross et al., 1996; Yap & Sher, 1999; Rey, 1991; Aliberti,
2005). Ja no hospedeiro vertebrado, o ciclo ocorre através da ingestdo de: a) oocistos
presentes em alimentos ou agua contaminada; b) taquizoitos eliminados através de fluidos
corporais ou c) cistos teciduais (contendo bradizoitos) presentes em carnes mal passadas.
Estas formas infectam as células nucleadas, sofrem rapida multiplicagdo por endodiogenia e
formam varios taquizoitos. Esses taquizoitos arrebentam as células e sdo liberados, infectando
novas células (Gazzinelli et al., 1993; Gross et al., 1996; Yap & Sher, 1999; Rey, 1991;
Aliberti, 2005).

O T. gondii entra na célula hospedeira por fagocitose ou por penetragdo ativa (Werk,

1985; Dobrowolski e Sibley, 1996; Dobrowolski et al., 1997; Dowse, T. & Soldati D., 2004).



A penetragdo ativa envolve a participagdo do citoesqueleto do parasita, enquanto que a célula
hospedeira ndo possui um papel ativo nesse tipo de entrada (Dobrowolski e Sibley, 1996;
Sibley, 2004). Esse processo ¢ importante para que o T. gondii possa burlar o sistema
microbicida da célula hospedeira e assim se multiplicar. Dentre os mecanismos de escape
dependente de parasita vivo e, portanto, de penetracdo ativa, podemos citar a inibicao da
producdo de oxido nitrico em macrofagos infectados (Seabra et al., 2002), indugdo na
producdo de TGF-betal através da exposicdo de fosfatidilserina em sua superficie (Seabra et
al., 2004), Reducao na expressao de moléculas de adesdo de macrofagos infectados (Da Gama
et al., 2004.) e a inibi¢ao da fusdo de componentes da via endocitica e exocitica ao vactolo
parasitoforo (Mordue et al., 1999; Jones & Hirsch, 1972). Além disso, o T. gondii apresenta
laminina em sua superficie que media a adesdo com receptores a6B1 da célula hospedeira.
Dessa forma, o parasita tem habilidade de invadir grande quantidade de células nucleadas
(Furtado et al., 1992). Durante o processo de invasdo, o T. gondii adere a superficie da célula
hospedeira, através do complexo apical (Silva et al., 1982) e libera os conteudos de suas
organelas. Proteinas das micronemas sdo importantes na invasdo do T. gondii sendo as
primeiras a serem secretadas (Carruthers et al.,1999; Dowse, T. & Soldati D., 2004), as de
roptrias estdo envolvidas na formagdo do vactolo parasitéforo (Hakansson et al. 2001; Sibley,
2004) e as de granulos densos, na sobrevivéncia do parasita apos a invasao (Blackman &
Bannister, 2001). Dessa forma, ¢ grande o interesse em torno da identificacdo das moléculas
secretadas pelo T. gondii durante a invasdo e multiplicagao.

Estudos tém demonstrado grande interesse nas proteinas contidas nas micronemas
(MICs). Isso ocorre, pois elas participam do processo de ataque e invasdo do parasita,
podendo ser alvo para tratamentos terapéuticos (Brossier e Sibley, 2005). Muitas MICs
(MIC1-4) apresentam um dominio com afinidade para proteinas presentes na matriz
extracelular da célula hospedeira que contribui para o processo de adesdo do parasita a célula
hospedeira (De Souza, 2005). Estudos mostram que MICI1 tem afinidade para lectinas
(Lourengo et al., 2001) ¢ a delegdo do gene codificador de MIC1 diminui a invasdo do
parasita em fibroblastos (Cerede et al., 2005). J4 a MIC2 possui afinidade para integrinas
(ICAM1) (Barragan et al., 2005) e glicosaminoglicanos (Harper et al., 2004). Além disso,
MIC2 forma um complexo protéico de 450kDa com uma segunda proteina das micronemas, a
M2AP (Jewett e Sibley, 2004). Esse complexo ¢ importante para a secre¢do do conteudo das
micronemas, para a viabilidade do parasita e para a sua penetragdo na célula hospedeira
(Jewett e Sibley, 2004; Brossier ¢ Sibley, 2005; Huynh et al., 2003). Estudos tém revelado

que esses processos sio dependentes de liberacdo de Ca™ pelo parasita (Carruthers et al.,



1999; Bouchot et al., 1999; Veira ¢ Moreno, 2000). O dominio citoplasmatico da MIC2
facilita a associagdo com o citoesqueleto do parasita. Dessa forma, cria-se uma ligacao forte
entre os receptores da célula hospedeira e a maquinaria de actina-miosina do parasita
facilitando sua movimenta¢dao e contribuindo para o processo de invasdo (Jewett e Sibley,
2003; Brossier e Sibley, 2005). Apos ser secretada pelas micronemas, a MIC 2 ¢ clivada por
proteases no seu dominio transmembrana e liberada da superficie do T. gondii (Carrruthers et
al, 2000). Estudos recentes demonstram que essa liberagao ¢ importante no processo de
invasdo do parasita (Brossier e Sibley, 2005).

Estudos citoquimicos mostram a presenga de glicoconjugados e moléculas com
afinidade para lectinas no interior das roptrias (Carvalho et al. 1991). Além disso, diversas
proteinas secretadas pelo T. gondii ja foram identificadas. Dentre elas podemos citar as
presentes nas roptrias como ROP1 (60kDa) e ROP2 (54kDa) (De Souza, 2005). Alguns
trabalhos sugeriam que a ROP1 era fundamental para o processo de penetragdo do T. gondii
(Schwartzman 1986; Lycke et al., 1968). No entanto, estudos revelaram que T. gondii com
supressdo no gene para ROPI ndo apresentaram alteracdo no processo de invasdo no
hospedeiro (Kim e Boothroyd, 1993). ROP2 ¢ uma proteina transmembrana, secretada no
momento da invasdo, que se liga & membrana do vacuolo parasitoforo contribuindo para
associacdo com as mitocondrias e reticulo endoplasmatico (Sinai & Joiner, 2001),
desaparecendo apds sua maturagdo (Saffer et al., 1992; Beckers et al., 1994). Uma outra
proteina presente nas roptrias ¢ a BRP1. Ela foi recentemente identificada em organelas
nascentes durante a primeira divisdo de bradizoitos. No entanto isso ndo se verifica em
taquizoitos (Schwarz et al., 2005).

Ap6s a invasdo do parasita, o conteudo dos granulos densos ¢ liberado para auxiliar na
modificagdo do vacuolo parasitéforo garantindo a sobrevivéncia do parasita (Blackman &
Bannister, 2001). Vérias proteinas tém sido identificadas nos granulos densos (De Souza,
2005). GRA1 (22-27kDa) ¢ uma proteina abundante no vacuolo parasitéforo. Acredita-se que
esta proteina esteja envolvida na homeostase de ions de Ca* no interior do vactolo (Cesbron-
Delauw et al., 1989). GRA2 (28,5kDa) tem papel importante na viruléncia do parasita
(Mercier et al., 1998). Estudos moleculares sugerem que GRA4, 5, 6, 7, 8 podem constituir
uma barreira que permite a passagem de moléculas menores que 1900Da através da
membrana vacuolar. (Schwab et al., 1994).

Estudos tém demonstrado que outras proteinas sdo secretadas pelo T. gondii além
daquelas presentes nas organelas apicais ja descritas. Uma delas ¢ a ciclofilina 18kDa (C-18)

que ¢ liberada pelo parasita ficando soluvel no sobrenadante das culturas estimulando a



imunidade celular através da producao de interleucina 12 (IL-12) por células dendriticas (DC)
(Aliberti et al., 2003). Essa proteina é abundante nas culturas de fibroblastos infectados por T.
gondii e ¢ secretada em grande quantidade quando o parasita ¢ incubado a 37°C por trinta
minutos, constituindo cerca de 2,4% do total de proteinas presentes no sobrenadante das
culturas de T. gondii (Aliberti et al., 2003). A indu¢ao na produgéo de IL-12 por DC, ocorre,
pois C-18 possui alta afinidade para o receptor CCRS, um receptor de DC que ¢ importante no
processo de sinalizagdo para a produ¢do de IL-12 induzida por parasitas (Yap e Sher, 1999).
Dessa forma, C-18 ¢ considerado o principal fator de estimulo para a imunidade celular
mediada por IL-12. No entanto, estudos sugerem a existéncia de outros fatores liberados pelo
T. gondii que estdo evolvidos nesse processo (Aliberti, 2003), mas que ainda ndo estdo claros,
necessitando de estudos mais aprofundados. Portanto, o uso de meios condicionados ¢ uma
boa estratégia para o estudo de substancias secretadas pelo T. gondii.

A fagocitose do T. gondii ¢ bastante diferente da penetragdo ativa. Comparando-se os
processos pode-se verificar que na fagocitose: a) o vacuolo ¢ de maior tamanho e se acidifica;
b) o processo ¢ mais lento; ¢) ocorre projecdo da membrana plasmatica ao redor do parasita;
d) fusdo de lisossomas com o vactolo parasitoéforo ¢ observada; e e) o parasita ndo necessita
estar vivo (Jones & Hirsch, 1972; Sibley, 1995).

3.2) O macrofago

O macréfago ¢ uma célula do sistema imunoldgico altamente distribuida pelo
organismo. Esta célula ¢ a mais diferenciada do sistema mononuclear fagocitico (van Furth et
al., 1972). Ela se origina da diferenciagdo de mondcitos sangiiineos apds passar para o tecido
(van Furth, 1975). Diferente dos mondcitos, os macréfagos t€ém grande quantidade de
receptores de superficie descritos, mas nem todos tém suas fungdes determinadas (revisto por:
Auger & Ross, 1992). Essas células possuem caracteristicas marcantes como esterase
citoplasmatica nao especifica, aderéncia rapida a substratos e heterogeneidade funcional e
estrutural (Auger & Ross, 1992).

Macréfagos podem ser classificados basicamente em residentes e ativados. Quando
obtidos de organismos ndo infectados e sem inflamacdo sdo denominados residentes,
apresentando capacidade minima de destruir microrganismos, secretando proteases em baixa
quantidade, e pouca capacidade para responder a citocinas (Adams & Hamilton, 1984). No
entanto, macréfagos obtidos de organismos infectados com patdogenos ou estimulados com
agentes que causam inflamacdo adquirem a capacidade de destruir células tumorais e

microrganismos, aumentam a capacidade secretora, fagocitam mais, apresentam sistema



vacuolar mais desenvolvido e modulam a quantidade e os tipos de receptores na superficie,
sendo denominados de macréfagos ativados (Adams & Hamilton, 1984; 1992).

A ativacdo dos macrofagos inicia-se por um sinal extracelular que se liga a um
receptor transduzindo o sinal para o interior da célula. No citoplasma ocorre a geragdo de
mensageiro secundario que, passando por uma serie de etapas, vai alterar a transcri¢ao de
genes, codificando proteinas efetoras a determinada funcdo (Adams & Hamilton, 1992).
Sabe-se que a ativagdo dos macréfagos estd relacionada a resposta imunoldgica especifica ao
antigeno inoculado. Com isso, diversas citocinas como fator de necrose tumoral-a (TNFa)
(Talmadge et al. 1988), interferon-y (IFN-y) (Dinarello & Mier, 1987), interleucina 3 (IL-3) e
fator estimulante de colonia de granulocito- macrofago (GM-CSF) (Metcalf, 1989) sao
liberadas ativando o sistema imunoldgico. J& citocinas como interleucina 2 (IL-2)
(Malkovsky, 1987), interleucina 4 (IL-4) (Paul & Ohara, 1987) e fator de transformagdo do
crescimento (TGF-B) (Xiao et al., 2002) atuam desativando esse sistema. Dessa forma essas
citocinas modulam as diversas fungdes dos macrofagos. (Auger & Ross, 1992).

O macréfago ¢ notavel devido as suas fungdes primordiais no organismo como
citotoxidade celular, apresentacdo de antigenos, secrecdo de substincias, quimiotaxia e
fagocitose. Esse processo ¢ de extrema importdncia na imunidade celular, na captagdo de
nutrientes, na remodelagem de tecidos e na retirada de células senescentes (Metchnikoft, 1891
apud Ian, 1973; Conner & Schmid, 2003). A fagocitose tem inicio com o reconhecimento de
moléculas através dos receptores. Para a ocorréncia desse processo, a célula conta com uma
ampla variedade de receptores que reconhecem o ligante. Muitos destes receptores sdo
modulados podendo, ou ndo, estar presentes dependendo do estado de maturacdo, dos
estimulos ao redor da célula e do grau de ativacdo dos macréfagos. Sabe-se que a interacdo
entre a particula e a superficie do macréfago ndo ocorre por um receptor isoladamente, mas
por multiplos receptores simultaneamente (Underhill & Ozinsky, 2002). Esta ligagdo
desencadeia um processo de sinalizagdo intracelular que induzird uma polimerizacdo dos
filamentos de actina do citoesqueleto no local de contato da particula com a célula.
Paralelamente, o complexo de Golgi emite vesiculas até a membrana plasmatica, no sitio de
ligacdo com a particula, onde se fundirdo. Isso aumentara a capacidade de expansdo da
membrana, facilitando a emissdo dos pseudopodes que envolverdo a particula, formando o
fagossomo. Apds a interiorizagdo ocorre fusdo desse compartimento ao sistema lisossomal

iniciando o processo de degradacdo (Conner & Schmid, 2003).

Macrofagos sao considerados apresentadores de antigenos, pois processam moléculas

antigénicas e as expressam na superficie celular através do complexo principal de
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histocompatibilidade (MHC) (Germain & Margulies, 1993). Apo6s a endocitose do antigeno,
suas moléculas sdo processadas e apresentadas através do MHC classe II aos linfécitos T
CD4". A ativagio especifica desses linfocitos promovera a liberagdo de conjuntos de
moléculas. J& proteinas virais sintetizadas no reticulo sdo apresentadas através do MHC classe

I aos linfocitos T CD8", que irdo destruir a célula infectada (Germain & Margulies, 1993).

Diversos receptores sdo encontrados na superficie de macrofagos. Dentre eles podemos
mencionar:
1) receptores para a por¢do Fc de imunoglobulinas (receptor Fc). (Ravetch,

1997).

Dependendo do grau de ativacao, o macrofago pode apresentar diferentes tipos deste
receptor (Diamond & Yelton, 1981). O receptor Fc ¢ importante na fagocitose de particulas
ligadas a imunoglobulinas (Dac¢ron, 1996; Ravetch, 1997). A ligacdo do receptor as
moléculas de anticorpos resulta em processos celulares como endocitose; geragdo de sinais
intracelulares que resultam na reorganizacdo de componentes do citoesqueleto e numa série

de ligacdes que facilitam a fagocitose e a secrecdo de potentes mediadores.

Diversos estudos tentam demonstrar os diferentes mecanismos de sinalizagao
envolvidos no processo de fagocitose. No entanto, o mecanismo mais conhecido, ¢ a
fagocitose medida pelo receptor Fc. Ha trés classes de receptores Fc que sdo efetores na
fagocitose de particulas opsonizadas por imunoglobulina G (IgG) em macréfagos humanos.
Estas classes incluem os receptores Fcy RI, Fcy RIIA e Fcy RIITA (Unkless et al., 1988;
Ravetch, 1997). O Fcy RIIA ¢ uma cadeia protéica simples com uma porg¢ao extracelular que
reconhece a parte constante da Ig, uma por¢do transmembrana e uma porc¢do intracelular
citoplasmatica contendo o dominio ITAM (immune receptor tirosine activation motifs). O
aminoacido tirosina deste dominio ¢ fosforilado quando ocorre a aproximagdo de receptores
adjacentes (dimerizacdo do receptor) (Van den Herik-Oudijk et al., 1995; Johnson et al.,
1995). Os receptores Fcy RI e Fcy RIIIA ndo possuem a por¢do ITAM. Neste caso, para que
desencadeie a sinaliza¢do, necessitam interagir com pequenas proteinas transmembranares
que possuem a por¢ao ITAM necessaria para a transdugao de sinal. Dessa forma, a interagao
entre receptor e anticorpo, que opsoniza a particula, proporciona aproximacdo de varios
receptores Fc, induzindo a dimerizagdo. Esta unido leva a fosforilacdo dos dominios ITAM
pela agdo de um membro de uma proteina chamada de src. A ITAM fosforilada permite a
ativagdo de outra proteina (Syk quinase). Isso proporciona a transdu¢do do sinal a varios
outros caminhos sinalizatérios induzindo processos de transcri¢do, rearranjo de citoesqueleto,

e liberagcdo de mediadores pela célula que esta fagocitando.



O envolvimento de ITAM, src e Syk quinase neste modelo sdo comprovados por
varios experimentos com células transfectadas e com muta¢des pontuais nos dominios
moleculares (Takai et al., 1994; Park et al., 1993; Indik et al., 1995; Greenberg, 1995). No
entanto, vale ressaltar que este modelo s6 ¢ valido para fagocitose via receptor Fc. Outros
estudos necessitam ser realizados para o mecanismo de fagocitose seja mais bem
compreendido. Sabe-se que existe o envolvimento de outras proteinas chaves apos a ativagao

de Syk, no entanto, ainda, nada ¢ muito definitivo.

2) receptores Toll ((Tsuji et al., 2000)

Estudos tém revelado a importancia desses receptores por reconhecer produtos
microbianos como lipopolissacarideo presente na parede celular de bactérias Gram-negativas
(Tsuji et al., 2000). Apods esse reconhecimento ocorre uma cascata de sinalizag@o intracelular
que resultara na translocacdo de fatores de transcricado nuclear (NF-kB). Essa translocagdo
resultara na tradugdo e ativacao de diversas enzimas. Uma delas ¢ a iNOS, que esta envolvida
na producdo de 6xido nitrico. Esse processo ¢ um dos mecanismos de a¢do microbicida de
macrofagos (Norris et al., 1995; Hayashi et al., 1996). Estudos demonstram que a ativagdo
desse receptor também esta envolvida na produgdo de citocinas como TNF-a, que estimula
migracao de células aos tecidos inflamados. (Banchereau e Steinman, 1998) e ativa
macrofagos.

3) receptores para as proteinas do complemento. (Sengelov, 1995).

O receptor CR1 reconhece os fragmentos C3b, C4b e o iC3b e o CR3 (Mac-1 ou
CDI11b/CD18) reconhece o iC3b (Sengelov, 1995). Particulas opsonizadas por esses
fragmentos de proteinas do complemento sdo reconhecidas pelos macrofagos. Estando o
macrofago ativado, essas particulas sdo fagocitadas (Holers et al., 1992). Este tipo de
fagocitose constitui, provavelmente, o mecanismo de defesa mais utilizado pelos organismos
contra a infeccao sistémica de bactérias e fungos.

4) receptores citocinas. (Auger & Ross, 1992).

As fungdes do macrofago sdo moduladas de acordo com alguns fatores. Um deles ¢ o
reconhecimento de citocinas através dos receptores. Como visto anteriormente, muitas delas
atuam ativando ou desativando fun¢des dos macrofagos (Auger & Ross, 1992).

5) receptores lectinicos. (Stahl et al., 1998).

O receptor de manose (MR) foi o primeiro receptor da familia dos receptores lectinicos
a ter sua estrutura descrita. Esse receptor com peso molecular de 175kDa, apresenta na parte
extracelular, um dominio rico em cisteina, um dominio contendo fibronectina tipo II, oito

dominios de reconhecimento a carboidratos (CRD). Além disso, possui um dominio



transmembrana ¢ uma pequena regiao intracelular (Pontow et al., 1992; East & Isacke, 2002).
Outros receptores como DEC 205, presente em células dendriticas com dez CRD; fosfolipase
A2 e Endo 180 que contém oito CRD fazem parte dessa familia (Taylor et al., 2005). Estudos
revelam a presenca do MR principalmente em macrofagos. No entanto, esse receptor também ¢
expresso por células do endotélio hepatica, linfatico, nas células dos rins, dos musculos lisos
da traquéia e no epitélio da retina (Taylor et al., 2005).

Diversas fun¢des importantes sdo atribuidas aos sMR. Estudos sugerem que o MR tem
papel importante na retirada de hidrolases lisossomais da circulagdo (Pontow et al., 1992).
Além disso, esse receptor estd presente na reciclagem de compartimentos endociticos, em
subpopulagdes de macréfagos localizados em orgaos linféides secundarios e apresenta alta
expressio em DC, sugerindo participar da captagdo de antigenos para apresentacdo
imunologica (Taylor et al., 2005). Através de seus dominios CRD, o MR reconhece manose,
fucose ¢ N-acetilglicosamina de uma maneira dependente de fons de Ca™. Essas moléculas
estdo presentes em muitos microorganismos. Dessa forma, o MR tem papel fundamental no
processo de endocitose desses organismos (East & Isacke, 2002). Ademais, MR ¢ citado como
receptor importante na retirada de hormonios glicoprotéicos pelo figado (Martinez-Pomares et
al., 2001) e no processo de imunidade humoral. Estudos revelam que o MR esta presente no
endotélio linfatico aumentando a adesao dos linfocitos através de L-selectina. Essa interagao
pode ser importante para sua saida do linfonodo (Taylor et al., 2005). Além disso, antigenos
que contém carboidratos com afinidade para o MR sdo conduzidos aos centros germinativos
dos linfonodos, contribuindo para a imunidade humoral (Martinez-Pomares, et al., 1996;
Martinez-Pomares & Gordon, 1999).

A expressao do MR pode ser modulada pela resposta imune. A resposta imune celular
através da producao de IFN-y inibe a expressdo do receptor, enquanto que a resposta humoral
estimula sua expressdo através de citocinas como IL-10 e IL-4 (Taylor et al., 2005; Pomares et
al., 1998; Pomares et al., 2003; Stein et al., 1992). A expressao do MR na superficie é
modulada por clivagem proteolitica do dominio extracelular, solubilizando a parte extracelular
do MR. Estudos tém demonstrado que formas soltiveis do receptor de manose (sMR) sdo
encontradas em meio condicionado de macrdéfagos cultivados in vitro e no soro de
camundongo. Essa liberag¢do ¢ estimulada e inibida por citocinas (Pomares et. al 1998). Além
disso, tém sido mostrado que sMR ¢ adsorvido na superficie de patdgenos como Pneumocystis
carinii e Candida albicans como forma de burlar o sistema de reconhecimento de macréfagos
(Fraser et al., 2000) e ainda que a infecgdo por P. carinii aumenta a produgdo de sMR nos

fluidos pulmonares (Fraser et. al, 2000).
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Outro receptor lectinico amplamente estudado ¢ o sialoadesina (SD). Esse receptor esta
presente na superficie de macrofagos e tem afinidade para hemécias por apresentarem acido
sidlico em sua superficie (Crocker e Gordon 1986). Estudos mostram que macréfagos
presentes em infiltrados inflamatorios apresentam altos niveis de SD. Isso sugere que SD
participa da interagdo célula-célula (Hartnel et al., 2001; Dijkstra et al., 1987; Noble et al.,
1990). Além disso, SD pode mediar a adesdo de linfocitos T e B com M@s (Van den Berg et
al.,, 1992), ja que macrofagos presentes no linfonodo apresentam alta expressdo de SD
(Nakamura et al., 2002). Dessa forma fica claro que a participa da interagdo de macrofagos dos
tecidos hematopoiéticos e linféides, com outras células presentes nos tecidos. Além de ser

influenciado por infecgdo de patogenos (Monteiro et al., 2005).
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4) Justificativa

A toxoplasmose ¢ uma doenca amplamente distribuida pelo mundo atingindo cerca de
50% da populagdo mundial. Essa doenca tem despertado grande interesse por ser uma das
principais causas de 6bito de embrides humanos e em pacientes portadores do virus HIV.
Dessa forma, diversos estudos tém sido realizados com objetivo de conhecer melhor o
processo de interagdo do T. gondii com células hospedeiras. Os paradigmas atuais sobre a
interagdo macrofago e Toxoplasma gondii tém revelado grande importancia das secre¢des do
parasita no desenvolvimento do seu ciclo de vida, envolvendo invasdo, sobrevivéncia e
multiplicagdo. Com isso, varias proteinas envolvidas nestes processos ja foram descritas. No
entanto, estudos moleculares mais detalhados, visando caracterizar, identificar e testar o efeito
de outras proteinas do T. gondii, s3o necessarios para elucidar o processo de interagdo do
parasita com a célula hospedeira. De acordo com isso a tese visa investigar o efeito de meios
condicionados, contendo secre¢des do T. gondii, na funcionalidade de macrofagos peritoneais

de camundongos.

12



5) Objetivos

5.1) Objetivos gerais
Analisar os efeitos de meios condicionados por Toxoplasma gondii na funcionalidade

de macrofagos peritoneais de camundongos

5.2) Objetivos especificos
» Avaliar a capacidade fagocitica de macrofagos cultivados com meio condicionado por
T. gondii.
» Verificar a produgdo de oxido nitrico em macréfagos cultivados com meio
condicionado por T. gondii.
» Caracterizar as proteinas do meio condicionado com efeitos sobre o macrofago.

» ldentificar as proteinas do meio condicionado com efeitos sobre o macréfago.
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6) Materiais ¢ Métodos
6.1- Cultura de macrofagos

Camundongos sui¢co foram sacrificados em cdmara de CO, e submetidos a lavagem
peritoneal com meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Trembicki et al., 1984).
Uma suspensio com 1x10° células foi semeada sobre laminulas em placas de 24 pogos. Apds

1 hora de aderéncia a 37° C, atmosfera de 5% CO2, as células foram lavadas e cultivadas por

24 horas em DMEM, meios condicionados por T. gondii ou sobrenadantes de lavados
peritoneais de camundongos normais ou infectados suplementados com 10% de soro fetal
bovino(SFB).
6.2- Toxoplasma gondii

Taquizoitos de Toxoplasma gondii, cepa RH, foram mantidos por passagens na
cavidade intraperitoneal de camundongos sui¢os. Apos dois dias, o lavado peritoneal foi feito,
centrifugado a 100 g por 5 minutos, para que residuos celulares pudesse ser retirados. Apos
este procedimento, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 1000 g por 10 min. Dessa
forma, o sobrenadante foi descartado e o parasita coletado (Silva et al., 1982).
6.3 — Obtengdo de meios condicionados por T. gondii

Para obter meios condicionados (CM), taquizoitos de T. gondii obtidos da cavidade
peritoneal de camundongos, foram cultivados em DMEM na concentracdo de
3x10"parasitas/ml. Diferentes CMs foram fabricados na qual o parasita foi:

a) adicionado e imediatamente retirado do meio por centrifugacao (0);

b) lavado quatro vezes com PBS por centrifugagao antes de sua adi¢ao ao meio (0c5);

¢) incubados por 10, 20, 30 minutos, 1, 6, 12, 24 horas.
Posteriormente a suspensao foi centrifugada a 1000g, 10 minutos, 4°C, e utilizada diretamente
na cultura de macréfagos ou apds congelamento a -20 °C.
6.4- Obtencao de sobrenadante de lavado peritoneal de camundongo normal ou infectado por
T. gondii

Lavado peritoneal foi realizado com meio DMEM em camundongos normais ou
infectados por T. gondii. O sobrenadante do lavado de camundongo normal (SPWn) ou de
camundongo infectado (SPW1) foi centrifugado a 1600g, 10min, e o sobrenadante foi coletado.
Em alguns casos o SPWi foi encubado por 2-4h com altas concentragdes de leveduras (10"
leveduras totais). Estas leveduras foram fervidas e lavadas 5 vezes com PBS. Elas serviram
para remover do SPWi substancias com afinidade para complexos moleculares das leveduras.
Posteriormente, o sobrenadante foi centrifugado quatro vezes a 1600g, 10min sendo

denominado “SPWi tratado”. Os sobrenadantes foram usados no cultivo de macréfago e
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analisado por eletroforese em mini géis com 8% de poliacrilamida contendo 0,1% sodium
dodecyl sulfate (SDS-PAGE).
6.5 — Ativacao dos macréfagos

Apds terem sido cultivados por 24 e 48 horas em DMEM e MC 24h, os macréfagos
foram ativados com interferon-y (100U/ml) e lipopolissacarideo (0,1ug/ml) por um periodo de
24 ¢ 48 horas. Posteriormente a ativagdo, os sobrenadantes foram coletados e tiveram os
niveis de NO avaliados.

6.5.1- Produgio de Oxido Nitrico (NO)

O NO foi dosado indiretamente pela avaliagdo de nitrito como descrito por Green e
cols. (1982). O volume coletado (50 pl) foi misturado com volume igual do reagente de Griess
(1:1, v/v de 0,1% de N-1-naftil-etilenediamida em agua destilada e 1% de sulfanamida em 5%
de 4cido fosforico) em placa de 96 pocos. A absorbancia a 540 nm foi medida ap6s 10 min em
leitor de ELISA. A concentracao de nitrito foi calculada usando nitrato de soédio diluido em
DMEM como padrao (Ding et al.,1998).

6.6- Interacdo com Levedura

Macrofagos obtidos conforme item 6.1 foram cultivados com meio DMEM (controle),
com os diferentes meios condicionados e sobrenadantes. Em alguns experimentos, o meio de
cultura usado para o cultivo do macrofago foi acrescido de anti-TGF-f a 6 pg/ml, um
anticorpo de galinha (IgY) com efeito neutralizante. Apos 24 horas de cultivo as células foram
lavadas e colocadas por 1 hora em contato com leveduras autoclavadas (2 x 10°
leveduras/pogo) por 15 minutos. Apds a interagdo, as células foram lavadas, coradas com
0,1% azul de trypan em PBS, lavadas, fixadas com Bouin, desidratadas em serie acetona -
xilou e montadas em laminas com Entellan. As interagdes foram contadas em microscopio
Axoplan equipado com contraste interferencial (DIC) discernindo as leveduras aderidas
(coradas) das interiorizadas (nao coradas) (Bos e DeSouza, 2000).

6.7 - Interacao com hemacias

Hemacias humanas foram lavadas duas vezes com PBS e diluidas a 1% (v/v usando papa
de hemacias) em meio DMEM. Apds a dilui¢do, as hemacias foram utilizadas ou opsonizadas
com IgG. As hemacias foram colocadas para interagir com os macréfagos por 1 h a 37°C em 5%
de atmosfera de CO, numa concentracao de 1 x 10° células/ml. Nos experimento com hemacias
opsonizadas, apds a interacdo as células foram colocadas em contato com tampao de lise para
remover as hemacias aderidas. Posteriormente as células foram lavadas duas vezes com PBS, e

fixadas em metanol por 5 min ou montadas direto em 10 pl de glutaraldeido a 1% em PBS.
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6.8- Eletroforese SDS-PAGE de diferentes MC, SPWn, SPWi e SPWi-tratado.

Meios condicionados por T. gondii e sobrenadantes obtidos como descrito nos itens 6.3
e 6.4 foram submetidos a SDS — PAGE 8% seguindo a descri¢cao de Schagger e von Jagow em
1987. Em cada canal foram adicionados 50 ul de amostra. A eletroforese foi realizada a 50
volts continuos por aproximadamente 5 horas. Posteriormente os géis foram corados com

Comassie blue e analisados.
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7) Resultados

O efeito do cultivo de macrofagos em meio condicionado por T. gondii (CM) na
capacidade fagocitica de leveduras foi o primeiro experimento realizado. O CM aumenta a
média de macréfagos com leveduras aderidas e diminui a média de leveduras interiorizadas
por macrofagos cultivados por 24h e 48h (tabela-1). Esse efeito ¢ verificado mesmo quando o

CM ¢ congelado antes de ser usado nas culturas de macrofagos (dados ndo mostrados).

Tabela-1. Efeito de meio condicionado por Toxoplasma gondii na fagocitose de levedura por

macréfago peritoneal de camundongo®

24h 48h
DMEM CM DMEM CM
% Mo c/lev® 94,8 +2,04° 96 + 1,91 96,5 + 0,57 97 + 1
Lev Int° 436 +0,95 2,71 +0,32¢ 6,60 + 1,27 3,49 +1,67¢
Lev Ader” 427+ 0,59 6,78 = 1,88¢ 2,94 + 0,79 7,39 +2,60¢

& Macréfagos foram cultivados até 48 h na presenca de meio condicionado por T. gondii (CM) ou meio controle
(DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino. Apoés 24 e 48 hs de cultivo, foi realizado interagdo com
leveduras.

® 9% Mo ¢ lev, porcentagem de macrofagos com leveduras; Lev Int, leveduras interiorizadas; Lev Ader,
leveduras aderidas.

¢ Resultados apresentados na forma de média e desvio padrio de n = 6.

¢ Diferencas significativas relativa ao macréfago cultivado em DMEM, analisadas pelo teste t de Student (P>
0,05).

Tendo conhecimento deste fendmeno, procuramos verificar se a modulagdo da
fagocitose estaria relacionada com mecanismo de desativagdo do macrdéfagos. Para tal,
resolvemos avaliar a produ¢do de 6xido nitrico (NO) por macréfagos ativado com interferon y
(IFN) e lipopolissacarideo (LPS), cultivados na presenga de CM. O racional desta idéia se
baseia no fato que o CM poderia alterar a ativacdo do macrofagos diminuindo a producao de
NO ja que o T. gondii inibe a produgdo deste radical apos a interagdo com macrofagos
ativados (Seabra et al., 2002).

De acordo a tabela-2, constatamos que o CM aumenta a produ¢do de NO dos

macrofagos. Isso € mais evidente em macréfagos cultivados por 48h (tabela-2).
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Tabela-2. Efeito de meio condicionado por Toxoplasma gondii na produgéo de nitrito (6xido

nitrico) por macréfagos peritoneal de murino®

Tempo de cultivo do macrofago

... 2 48
Ativacdo DMEM CM DMEM CM
24h 39,17 +£26,35°  40,3+20,51  44,93+36,38 55,52 +32.4
48 h 70,48 +38,96  7722+3570 71,47+30,19 8624+ 19,77

& Macrofagos foram cultivados na presenga de meio condicionado por T. gondii (CM) ou meio normal (DMEM)
suplementado com 10% soro fetal bovino. Apds 24 e 48 h de cultivo, os macrofagos forma ativados com
Interferon gama (100U/ml) e lipopolissacarideo (0,1 pg/ml) e nitrito avaliado apds 24 ¢ 48 h.

® Resultados apresentados na forma de média e desvio padrio de 6 experimentos em duplicata.

Tendo como base os dados da tabela 1, iniciamos estudos bioquimicos para melhor
entender a natureza das proteinas secretadas pelo T. gondii, contidas no CM, verificar o
momento exato de secrecdo da proteina modulatoria e analisar suas caracteristicas
moleculares. Através da analise em SDS-PAGE 8%, verificamos que ndo existia diferenca
entre os perfis eletroforéticos das proteinas dos CMs obtidos em 1, 6, 12 e 24 h de cultivo do
T. gondii em DMEM (figura-1).

A partir dai, passamos a analisar os CMs obtidos com tempos curtos (10, 20 e 30
min.); o meio de cultura puro e CM no qual o T. gondii foi colocado e retirado imediatamente
por centrifugagdo (0./). Verificamos que o perfil eletroforético era o0 mesmo para as diferentes
amostras (figura-2).

A figura 2 mostra que as proteinas contidas no CM nao sdo secretadas pelo T. gondii,
ja que o Oy, CM no qual o parasita entrou em contato com o meio de cultura por poucos

segundos, apresentou o mesmo perfil eletroforético do CM obtido ap6s 30 minutos (figura-2).
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Figura 1. Gel de poliacrilamida (8%) com SDE, no qual foram colocados 30ul das seguintes amostras

de meio condicionade: 1 (&), 6 (b)), 12 {c), 24 {d) horas.
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Figura 2 Gel de poliacrilamida (8%) com SDSE, onde foram colocados 50u] de Meio de cultura pure
{(a) e Meios Condicionades onde o Tl gandii ol colocado e retirado imediatamente (b); apds 10 (), 20

{dy e 30 (&) min.
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Nao sendo contetdo liberado pelo parasita, nosso proximo passo foi verificar se as
proteinas modulatdrias presentes no CM eram da superficie do parasita ou eram proprias do
peritonio inflamado do camundongo. Sendo assim o T. gondii foi extensivamente lavado por
centrifugacdes repetitivas (até 4 vezes) antes de produzir o CM. Desta forma obteve-se CM
de parasita lavado (0.2). Também foi analisado o sobrenadante do lavado peritoneal de
camundongo normal (SPWn) e de camundongo infectado por T. gondii (SPWi).

Os resultados mostram claramente que o perfil eletroforético dos diferentes CM sdo
similares. No entanto, a diferenca entre eles estd na concentracdo das proteinas. 0., apresenta
concentracdo minima de proteinas, enquanto a maior concentracao ¢ notada no SPWi (figura-

3).
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PM a b c d

Figura 3. Gel de poliacrilamida (8%) com 5DE, onde foram colocados 25ul do sobrenadante de
peritdnic de camundongo infectade {a) e de camundonge normal (b); Meio Condicionade onde o 7.
gondii fo1 colecade e retirade imediatamente (o) e Meio Condicionads onde o Tgondii foi lavado
extensivamente por centrifugagio ().
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Tendo como base os resultados mostrados anteriormente, resolvemos testar
biologicamente a fagocitose dos macrdéfagos cultivados com cada um dos diferentes CM e
sobrenadantes que foram analisados eletroforeticamente. Experimentos foram realizados no
intuito de comprovar a suspeita de que proteinas do proprio camundongo inibiam a fagocitose
de leveduras por macréfago. Verificamos que os dois CMs e os dois sobrenadantes inibem a
atividade fagocitica dos macrofagos (tabela-3). Além disso, os resultados mostraram também
que o SPWi teve maior efeito inibitério de interiorizagdo de leveduras nos macrdfagos,
seguidos do SPWn, CM 24h e 0.. O efeito inibitorio da fagocitose por proteinas presentes no
SPWi foi tao significativa que pode ser constatada qualitativamente (figura 4), na qual se

percebe maior quantidade de leveduras aderidas (coradas) se comparado ao controle.

Tabela 3. Efeito de diferentes meios condicionados por Toxoplasma gondii e Sobrenadante de
lavado peritoneal de animal normal (SPWn) ou infectado (SPWi) por este parasita na
fagocitose de leveduras por macréfago peritoneal de murino®.

DMEM SPWi SPWn Meio 0 Meio 24 h

% Mdc. Lev®. 90%+6,94° 89%+1,66 89%+0,89 89%+0,82 89% =+ 0,50
Lev. Int." 482+039 135+0,26 1,61+0,25 194+0,11 1,76+0,28

Lev Ader.” 2,22+0,68 3,27+0,49 2,67+0,34 3,30+0,29 2,72+0,30

a Macrofagos foram cultivados na presenga de meio condicionado por T. gondii (Meio 0., T. gondii foi adicionado e
meio imediatamente centrifugado; Meio 24 h, T. gondii foi adicionado, cultivado por 24 horas e meio centrifugado),
lavado de animal normal ou infectado ou meio normal (DMEM) suplementado com 10% soro fetal bovino. Apds
24h foram realizadas interagGes com leveduras.

® % Mo ¢/ lev, porcentagem de macrofagos com leveduras; Lev Int, leveduras interiorizadas; Lev Ader,
leveduras aderidas.

¢ Resultados apresentados na forma de média e desvio padrdo de n = 6.
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Figura 4. Interacfio de leveduras com macrdéfages cultivados por 24h com DMEM (a) e
sobrenadante do lavadoe peritoneal de camundonge infectads por 7o gondii (b) ambos suplementado
com 10 % de sore fetal bovine. Mote a grande quantidade de leveduras coradas (aderidas) na foto &
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Sabendo que a fagocitose de leveduras por macrofagos foi inibida na presenca de
proteinas advindas do peritonio e presente nos CMs e nos SPWs, resolvemos verificar se essa
modulacdo estava restrita a via do receptor de manose. Para tal, realizamos interagdes de
macréfagos com hemacias opsonizadas, para constatarmos se o efeito inibitorio das proteinas
do SPWi poderia se estender a fagocitose via receptor Fc de imunoglobulinas. Nossos
resultados demonstraram que SPWi aumentou levemente a porcentagem de macrofagos

contendo hemacias opsonizadas (tabela-4).

Tabela 4- Efeito de sobrenadante do lavado peritonial (SPWi) de camundongo na fagocitose por

macréfagos de hemdcia opsonizada com anti-hemacia humana®.

DMEM SPWi DMEM SPWi
Sem tampao de lise com tampao de lise
% M¢ ¢/ hem”. 89+2,71° 92+ 1,53 76 + 4,16 88 + 1
Hem / M¢" 10,08 + 0,94 14,36 + 0,83 4,2 +0,35 4,95+0,34

* Macrofagos foram cultivados em sobrenadante do lavado peritoneal de camundongo infectado ou DMEM normal.
Ap0s 24 h de cultivo, interagdes com hemacias opsonizadas foram realizadas, em metade dois pogos as células foram
tratadas com tampao de lise e a fagocitose avaliada.

b % M¢ ¢/ hem, porcentagem de macrofagos com hemadcias; Hem / M¢ ntimero de hemacias por macrofagos
® Resultado apresentado em forma de média e desvio padrdo (n=3).

Estes experimentos mostraram que ndo houve uma alteracdo significativa na
fagocitose de hemacias por macréfagos (ver com tampao de lise). No entanto, pudemos notar
uma maior adesdo das hemacias aos macrofagos (ver sem tampao de lise). Para investigar
esse fenomeno de adesdo, resolvemos verificar a expressao de sialoadesina na superficie de
macrofagos cultivados com SPWi, realizando interagdes com hemécias ndo-opsonizadas. A
sialoadesina ¢ um receptor de macréfagos que €é expresso em macrofagos cultivados com
soro de camundongo (Monteiro et al., 2005). Os experimentos mostraram que o SPWi
aumenta a quantidade de hemadcias nado-opsonizadas aderidas aos macréfagos e a
porcentagem de macrdéfagos com hemadcias, indicando aumento na expressao de sialoadesina
(tabela 5), receptor que reconhece acido sidlico na superficie das hemacias, descrito como um

receptor nao fagocitico.
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Tabela 5. Expressio de sialoadesina em macrofagos cultivados com SPWi*.

DMEM SPWi
% M¢ ¢/ hem”. 15,5% + 6,36 732 %+ 5,87
Hem/ M¢° 1,45+0,21 6,00 + 0,95

a

Macrofagos foram cultivados por 24 h na presenca de SPWi e meio controle (DMEM)
suplementado com 10% soro fetal bovino. Apos este periodo, foram feitas interagdes com
hemacias puras.

% M¢ ¢/ hem, porcentagem de macréfagos com hemacias; Hem / M¢, nimero de hemacias por
macrofagos.
¢ Resultados apresentados na forma de média e desvio padrdo.

Estudos tém demonstrado que formas soluveis do receptor de manose (sMR) sdo
encontradas em meio condicionado de macréfagos cultivados in vitro e no soro de
camundongo (Pomares et. al 1998). Dessa forma, resolvemos verificar se o0 SPWi possui essa
proteina soluvel, pois poderia estar se adsorvendo na superficie do macréfago modulando a
fagocitose de leveduras diminuindo a eficiéncia de interiorizacdo. Para isso, colocamos o
SPWi em contato com grande quantidade de leveduras (SPWi-tratado). Dessa forma, o sMR
seria retirado do meio por se ligar a manose na superficie das leveduras. Apos este
tratamento, analisamos o SPWi-tratado em SDS-PAGE. Os resultados demonstraram que
houve uma alteragdo significativa do perfil eletroforético do SPWi apos o tratamento com
leveduras (figura-5). Constatamos que uma proteina com peso molecular de
aproximadamente 140 kDa tem sua concentragdo reduzida se comparado ao SPWi-normal. O
densidograma do gel mostra claramente essa reduc¢do. No entanto outras proteinas, com
menor peso molecular também desaparecem do gel apds o tratamento do SPWi com

leveduras (figura 6).
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Figura 5- Gel de poliacrilamida (8% com SD3, onde foram colocados 50uxl do sobrenadante de
periténio de camundonge infectado tratade {a) e nfo tratads com leveduras ib). I- O tratamento com
levedura diminui a concentracfio de uma das bandas na sobrenadante do lavado peritoneal de
catmnundongo infectade por T gosdi (seta). II- Ampliagio da regifo do gel onde ocorreu reduciio da
proteina,
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Figura 6- Densidograma de gel 5D3-PAGE 8% de poliacrilamida com 5D3S, com sobrenadante de
peritinio de camundongo infectade nfio tratade (a) e tratade com leveduras (b). I - Note que o
tratamente induz a uma redugfo de proteinas, ilustradas em trfs pontos do grafico {seta), II-
Ampliagio dos pontos do grafice ende houve redugiio.
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Com base nestes dados, resolvemos verificar se o macréfago cultivado com SPWi-
tratado apresentava reducdo na atividade fagocitica para leveduras. Para isso, utilizamos este

sobrenadante nas culturas de macrofagos e avaliamos a fagocitose de leveduras (Tabela 6).

Tabela 6- Interagdo de leveduras com macrofagos cultivados na presenga de sobrenadante do
lavado peritoneal de camundongos infectados por T. gondii antes (SPW-inf. normal)e apos

tratamento com leveduras (SPW-inf. Tratado.).”

DMEM SPW-inf. Normal SPW-inf. Tratado.
% Mo ¢/ Lev". 83%+ 1,73° 85% + 4,3 91%+ 1,15
Lev. Int." 2,95+ 0,37 1,93 40,3 3,3+0,61
Lev. Ader." 2,4+0,58 3,10 + 1,08 1,94 + 0,47

8 Macrofagos foram cultivados por 24 h na presenca de SPW-Inf. Normal, SPW-Inf. Tratado e meio controle
(DMEM), suplementado com 10% soro fetal bovino. Apds 1h, foram feitas interagdes com leveduras.

b o5 Mo ¢/ lev, porcentagem de macrofagos com leveduras; Lev Int, leveduras interiorizadas; Lev Ader,
leveduras aderidas.

¢ Resultados apresentados na forma de média e desvio padrdo.

Os dados mostraram que os macrofagos cultivados com SPWi-normal apresentam
uma redu¢do na interiorizagdo € um aumento na adesdo de leveduras como ja verificado em
outros experimentos (Tabela 3). No entanto, em macrofagos cultivados com o SPWi-Tratado
a fagocitose ndo apresenta alteragdo significativa. Estes dados indicam que a substancia
contida no SPWi, que tem efeito modulatério na fagocitose por macrofagos, possui afinidade
por componentes da superficie de leveduras, provavelmente manose.

Estudos mostram que a expressao e a liberagdo do receptor de manose sdo suprimidas
e aumentadas, respectivamente, por citocinas produzidas pela resposta imune celular e
humoral (Taylor et al., 2005; Pomares et al., 1998; Pomares et al., 2003; Stein et al., 1992).
De acordo com isso, resolvemos verificar a presenca de TGF- no SPWi, ja que ¢ uma
citocina produzida na resposta humoral. Para tal, macrofagos foram cultivados em SPWi e
DMEM, na presenca ou auséncia de neutralizante anti-TGF- e analisada a capacidade
fagocitica para leveduras. Através dos resultados obtidos (tabela-7), notamos que o uso do
neutralizante ndo alterou o efeito do SPWi na fagocitose. No entanto, podemos verificar que
houve aumento no numero médio de leveduras interiorizadas nos macréfagos cultivados com
DMEM (tabela-7). Este resultado pode ser explicado devido a presenca de TGF- 3 no soro

fetal bovino.
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Tabela 7. Interagdo de leveduras com m@ cultivados na presenga de anti-TGF-p. 2

Sem anti-TGF-f Com anti-TGF-f
DMEM SPWi DMEM SPWi
%M¢ c/lev.® 85%+2° 83 % + 0,58 83% + 1,53 78% + 3
Lev. Int.” 2,16 £ 0,15 1,82 + 0,44 2,45 +0,24 1,56 + 0,14
Lev. Ader.” 2,07+0,15 2,34 +0,73 1,74 £ 0,33 2,15+0,33

& Macrofagos foram cultivados por 24 h na presenga de SPWi e meio controle (DMEM), na presenga
e na auséncia de anti- TGF-f , suplementado com 10% soro fetal bovino. Apds este periodo, foram
feitas interagdes com leveduras.

® % Mo ¢/ lev, porcentagem de macrofagos com leveduras; Lev Int, leveduras interiorizadas; Lev
Ader, leveduras aderidas.

¢ Resultados apresentados na forma de média e desvio padrdo.
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8) Discussao

No intuito de se melhor compreender como proteinas secretadas pelo Toxoplasma
gondii conseguem modular macrofagos, realizamos experimentos nos quais macrofagos
foram cultivados em meios condicionados obtidos com o parasita. Inicialmente nossos
resultados mostraram que proteinas secretadas pelo T. gondii, portanto presente nos CMs,
modularam a funcionalidade dos macrdéfagos, diminuindo a interiorizacdo de levedura e
conseqlientemente aumentando leveduras aderidas (tabela 1). Assim, mesmo sem ter contato
direto, o parasita conseguiu modular a funcionalidade da célula hospedeira. Dessa maneira,
seria coerente que essas mesmas proteinas diminuissem a producio de NO, pois € descrito que
o T. gondii tem a capacidade de inibir esse processo de producdo para burlar o sistema
microbicida do hospedeiro (Seabra et al., 2002). Contudo, nossos resultados, mostraram que
os macrofagos cultivados com CM apresentaram maior produgdo de NO (tabela 2).
Descartando, desse modo, a possibilidade da modulagdo da fagocitose ocorrer devido a uma
desativagdo dos macrofagos coincidente com a via de ativagao de NO.

Os estudos bioquimicos realizados com o intuito de conhecer o momento exato e
caracterizar as proteinas secretadas pelo T. gondii mostraram que o meio de cultura utilizado
na confec¢do dos CMs nio influenciava no perfil das proteinas, o CM 24h e o CM em que o
parasita ficou durante um minimo tempo de cultivo no meio de cultura (Oc/) apresentavam
perfis similares (figura 1 e 2). Estes resultados descartaram nossa hipotese de que as proteinas
que inibem a atividade fagocitica de leveduras pelos macrofagos fossem secretadas pelo
parasita. No entanto, nos levaram a crer que as proteinas estariam adsorvidas na superficie do
T. gondii ou seriam pertencentes ao peritonio do proprio camundongo no qual foi obtido o
parasita. Essa hipotese foi confirmada através dos estudos do CM em que o parasita foi lavado
antes de ser utilizado para a obten¢cdo do meio dos sobrenadantes, e do lavado peritoneal de
camundongos normais (SPWn) e infectados (SPWi) que mostraram que as proteinas contidas
no CM sao provenientes do peritonio do camundongo (figura 3). Essas proteinas sdo trazidas
para o CM ja que estdo adsorvidas nos parasitas. Estes resultados mostraram que o T. gondii
obtido de peritonio infectado apresentava-se recoberto por camada de proteinas do
camundongo. Isto sugere que o parasita utiliza estas proteinas como forma de burlar o
sistema imunoldgico do animal, j4 que este sistema nao reconhece proteinas do proprio
organismo. Estas proteinas estariam parcialmente camuflando o parasita do reconhecimento
imunolégico. Estudos, utilizando T. gondii obtidos de cultura de fibroblastos, seriam
necessarios para comparar o efeito sobre a funcionalidade de macrdéfagos. J4 que esses

parasitas nao teriam proteinas do peritonio adsorvidas em sua superficie. Além disso, esses
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estudos seriam importantes, pois € descrito que T. gondii tem a capacidade de secretar
proteinas in vitro. Uma delas ¢ a ciclofilina 18 que estimula a produgdo de IL-12 em DC
(Aliberti et al., 2003). Mas qual sera o efeito dessa proteina na fagocitose de particulas por
macréfagos?

Percebemos entdo que o parasita, mesmo sem ter contato direto, consegue modular a
célula hospedeira através de seus produtos secretados (Aliberti et al., 2003). Dai a
importancia do estudo de CM sobre as diversas fungdes das células, como por exemplo, o
macrofago. Porém nossos dados revelaram que proteinas proprias do camundongo também
tétm a capacidade de modular a fagocitose de leveduras por macréfagos, inibindo a
interiorizacdo e aumentando a adesdo. Esse efeito fica mais evidente em camundongo
infectado por T. gondii (Tabela 3). Interessante notar que o efeito bioldgico sobre a fagocitose
(tabela 3) ¢ diretamente proporcional a concentracdo de proteinas na seqiiéncia CM Oc/, CM
24h, SPWn e SPWi (figura 3).

Mondcitos e macrofagos sdo responsaveis pela producdo de citocinas pro-
inflamatoérias, mas podem também produzir citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-3
(Mosser e Kqarp, 1999). Estas moléculas sdo elementos chave nos mecanismos de regulagao
negativa da atividade induzida por citocinas pro-inflamatérias. A producdo em grandes
quantidades das monocinas anti-inflamatérias esta freqlientemente associada com aumento da
susceptibilidade a infec¢do intracelular (Mosser e Karp, 1999). Sabe-se que microorganismos
de todos os Filos sdo conhecidos por induzir a producdo de monocinas que induzem tanto
atividades pro-inflamatorias e anti-inflamatorias (Mosser e Kqarp, 1999). TGF-3 vem sendo
reconhecido como um importante imunoregulador que ¢ induzido como mecanismo de escape
por parasitos (Letterio e Roberts, 1998). Além disso, é descrito que o T. gondii estimula a
producao de TGF-J através da fosfatidilserina exposta em sua superficie (Seabra et al., 2004).
Dessa maneira poderia esperar que o TGF-f, presente no SPWi pudesse estar desativando os
macrofagos modulando sua capacidade fagocitica. Porém nossos dados mostraram que o uso
de neutralizante anti TGF-f IgY ndo alterou a modulagdo do SPWi sobre os macrofagos.
Além disso, notamos que o congelamento e descongelamento do CM nao alterou a capacidade
de modular os macréfagos (dados nao mostrados). Assim, descartamos a possibilidade da
modulacdo da fagocitose ter acontecido via citocinas, pois essas perdem sua fungdo apods
congelamento. Dessa maneira, que fendmeno poderia estar ocorrendo no peritonio do
camundongo em que a infeccdo por T. gondii levaria a uma maior produgdo e proteinas

modulatdrias sobre a fagocitose de macrofagos?
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Diversos estudos tém demonstrado que o receptor de manose (MR), presente em
macrofagos, sofre clivagem proteolitica em seu dominio extracelular tornado-se soluvel no
meio. Ademias, formas soluveis do receptor de manose (sMR) sdo encontradas em meio
condicionado de macréfagos cultivados in vitro e no soro de camundongo (Pomares et, al.,
1998). Dessa maneira percebemos que a proteina que estaria modulando a fagocitose de
leveduras por macréfago poderia ser o sMR. Esse receptor vindo do peritdnio estaria se
adsorvendo na superficie dos macrofagos durante o cultivo. Com isso, as leveduras seriam
reconhecidas pelo dominio CRD do receptor, porém ndo desencadearia um processo
sinalizatorio devido a auséncia do dominio intracelular. Assim ocorreria um aumento no
numero de leveduras aderidas ¢ uma redug¢do nas leveduras interiorizadas, devido a
competicao do receptor funcional com o receptor solivel adsorvido ao macrofago. Esse fato ¢
coerente com 0s nossos resultados mostrados na tabela 1 e 3 na qual o cultivo de macrofagos
com CMs ¢ SPWs leva a uma reducdo na interiorizacdo ¢ aumento na adesdo. Além disso,
estudos sugerem que alguns patdégenos como Pneumocistis carinii e Candida albicans
conseguem burlar o reconhecimento de macrofagos através da adsor¢do de sMR em sua
superficie (Fraser et al., 2000). O que refor¢a o provavel uso pelo T. gondii deste mesmo
receptor soluvel. Nossos dados mostraram que a proteina, com efeito modulatorio, presente
nos CMs ¢ no SPWs se adsorve na superficie do T. gondii, diminuindo sua concentragdo
quando esse parasita ¢ lavado exaustivamente por centrifugagdo (figura 3). Outro fato
importante ¢ que a produ¢do do sMR aumenta nos fluidos pulmonares quando o individuo ¢
infectado por P. carinii (Fraser et al., 2000). Nossos dados mostraram que camundongos
normais possuem a proteina modulatoria sobre macrofagos em seu peritonio (figura 3). Porém
quando infectados por T. gondii apresentam um aumento na concentra¢do (figura 3) e
conseqiientemente na inibicdo da fagocitose (tabela 3). Isto sugere que a infec¢dao do T.
gondii, induz a secre¢do do sMR como outros patogenos.

A hipotese do sMR ser a proteina inibitoria ficou mais evidente apds o tratamento do
SPWi com altas concentragdes de leveduras. Nossos resultados demonstraram que apos o
tratamento, uma proteina de aproximadamente 140kDa diminui a sua concentragdo no SPWi
pois ficou adsorvida as leveduras (figura 5). Além disso, o SPWi perde seu efeito modulador
sobre os macrofagos apods esse tratamento (tabela 6). Esses dados indicaram que a proteina
tem afinidade para componentes da superficie de leveduras, provavelmente manose por ser
mais abundante. No entanto seriam necessarios experimentos eluindo a proteina da superficie
das leveduras e analisando-as para sua identificacdo. Mesmo assim, esses dados sugerem

fortemente que os macréfagos estavam sendo modulados pelo sMR, ja que ¢ descrito que o
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sMR perde seu dominio intracelular e hidrofobico. Diminuindo, dessa forma, seu peso
molecular.

Todos esses dados reforgam a idéia de que o sSMR ¢ a proteina modulatdria sobre a
fagocitose de leveduras por macréfagos. Isso explica o fato do tratamento dos macrofagos
com SPWi ndo alterar a fagocitose de hemacias opsonizadas (tabela 4 ver com tampdo de
lise). No entanto, nossos resultados mostraram um aumento na adesdo de hemacias aos
macrofagos (ver sem tampao de lise). Porém essa adesdo ndo esta relacionada somente ao
receptor Fc. Os resultados contidos na tabela 5 revelaram que componentes do SPWi
aumentam a expressao do receptor sialoadesina na superficie de macréfagos, descrito como
um receptor ndo fagocitico (Crocker et al., 1991). Constata-se, no entanto, que a maior adesao
se da através de ambos os receptores, Fc e sialoadesina, pois € descrito que a interagcdo entre a
particula e a superficie do macréfago ndo ocorre por um receptor isoladamente, mas por
multiplos receptores simultaneamente (Underhill & Ozinsky, 2002). Logo, seria necessario
interagir os macrdfagos com hemadcias dessializadas e opsonizadas por IgG para observarmos
somente o efeito do SPWi na interagdo de heméacias somente via receptor Fc. Chamamos
atenc¢do aqui do uso do CM como outra forma de induzir a expressao de sialoadesina além do
jé descrito uso de soro homologo. Isto abre outra possibilidade de projeto de pesquisa dentro
da linha da “biologia de macréfagos™ que o grupo realiza.

Com base nos nossos dados sugerimos nesse trabalho que os camundongos infectados
com a cepa RH e utilizados para a obtengdo do SPWi apresentava resposta imune humoral.
Dessa forma, as citocinas produzidas nessa resposta aumentaram a expressao do MR na
superficie dos macrofagos e conseqiientemente sua liberagdo (Taylor et al., 2005; Pomares et
al., 1998; Pomares et al., 2003; Stein et al., 1992). Isso fez com que os fluidos peritoneais
apresentassem grande quantidade do sMR. Assim quando o lavado peritoneal era realizado, o
sMR era coletado. Essa idéia ¢ refor¢ada pelo fato do SPWi apresentar maior concentracao da
proteina modulatoria se comparado ao SPWn. Além disso, percebemos que quando o T.
gondii foi lavado exaustivamente por centrifugacdo, a concentragdo da proteina diminuiu.
Provavelmente por estar adsorvida na superficie do parasita e devido a troca de meios apos
cada lavagem. Sabe-se que investigagdes mais detalhadas s3o necessarias para confirmar se €
realmente o SMR a proteina analisada nos nossos SPWs. No entanto, nossos resultados sao
fortes evidéncias de que o MR ¢ modulado pela infecgdo por T. gondii, tal como outros
patdogenos como P. carinii e C. albicans para burlar o sistema microbicida do hospedeira

(Fraser et al., 2000).
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Assim, nosso trabalho demonstrou a influéncia do T. gondii sobre a modulagdo da
fagocitose de leveduras por macrofagos. Percebemos que a retirada do MR da membrana e
sua adsor¢do na membrana do parasita, pode ser um outro mecanismo de evasdo do parasita.
Porém nao podemos descartar que meios condicionados por T. gondii podem apresentar

substancias com capacidade de modulagdo sobre macréfagos.

35



9) Conclusdes

e Meios condicionados e sobrenadantes do lavado peritoneal de camundongo
normais ¢ infectados por Toxoplasma. gondii alteram a fagocitose de leveduras
por macrdéfagos murinos, diminuindo a interiorizagdo e aumentando a adesdo.

e Proteinas que modulam a fagocitose de leveduras por macréfagos sdo proprias da
cavidade peritoneal do camundongo e aumentam sua concentracdo quando a
cavidade ¢ infectada pelo T. gondii.

e Proteinas do periténio de camundongo infectado com T. gondii ficam adsorvidas
em sua superficie, podendo funcionar como um mecanismo de escape do parasita.

e A modulagdo da fagocitose nos macrofagos ndo ¢ determinada pela presenca de
TGF-B no sobrenadante do lavado peritoneal de camundongo infectado por T.
gondii.

e Proteinas presente no sobrenadante do lavado peritoneal de camundongo infectado
com T. gondii ndo alteram a fagocitose de hemacias opsonizadas, porém aumenta a
expressao de sialoadesina nos macrofagos.

e Proteinas da cavidade peritoneal que modulam a fagocitose de macréfagos tem
afinidade por componentes da superficie de leveduras.

e A infecgdo pelo T. gondii pode induzir a clivagem proteolitica do receptor de

manose, aumentando a concentracao desse receptor soliivel na cavidade peritoneal.
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