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RESUMO

O macréfago peritoneal de camundongo quando ativado com LPS e IFN-y
produz NO que é um agente microbicida. Esta produgéao é catalisada pela iNOS que
utiliza arginina como substrato produzindo NO e citrulina. No entanto, tem sido
demonstrado que a producao de NO ¢é inibida pela infecgdo do Toxoplasma gondii,
agente causador da toxoplasmose. Esta inibicdo é causada pelo desaparecimento da
INOS conforme visualizado por imunofluorescéncia. Duas vias de degradacao da iNOS
foram descritas, através da acdo: 1) do proteossomo ou 2) da calpaina O objetivo
deste trabalho € identificar a via de degradacdo da INOS ap6s a infeccdo de
macroéfagos ativados pelo T. gondii. Para tal a linhagem de macréfagos J774-A1 foi
cultivada em garrafas com meio de cultura DMEM suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB). O T. gondii, cepa RH, foi mantido por passagens, apés 2-3 dias, na
cavidade peritoneal de camundongos Swiss. Para as infecgdes, macréfagos foram
plagueados sobre laminulas em placas de 24 pocos ou placas de Petri com DMEM
com 5% de SFB e ativados com LPS e IFN-y 24h antes das interagbes. Os
macréfagos foram tratados com clasto-lactocistina B lactona (inibidor do proteossomo);
ou com calpeptina (inibidor da calpaina) por 1h apds o plagueamento e a interagao foi
realizada com 10 parasitas por macréfago. As células foram coletadas 2, 6 e 24h apo6s
a infecgdo para a dosagem de NO através da técnica de Griess. A iINOS foi detectada
por imunofluorescéncia, dot e western blotting. Macréfagos infectados tratados com
clasto-lactocistina B lactona (via de degradagdo pelo proteossomo inativada)
apresentaram expressdo da enzima iINOS no citoplasma maior que macrofagos
infectados ndo tratados. Macréfagos infectados tratados com calpeptina (via das
calpainas inativada) produzem menos NO que macrofagos nado infectados, assim
como os infectados nado tratados. Concluindo, podemos afirmar que 0 mecanismo de
degradacéao da iNOS em macro6fagos infectados é pela a via do proteossomo.

Palavras chaves: Macréfago, Toxoplasma gondii, Oxido Nitrico Sintase
Induzida, Proteossomo, Calpaina.
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ABSTRACT

Activated peritoneal macrophages with lipopolysaccharide and Interferon-gamma
produce nitric oxide (NO), which is a microbicidal agent. This production is catalyzed by
inducible nitric oxide synthase (iNOS), which uses arginine as substrate producing NO
and citruline. However, it has been demonstrated that NO production is inhibited by
Toxoplasma gondii infection, the agent that causes toxoplasmosis. This inhibition is
caused by iINOS disappearance as visualized by immunofluorescence. Two iINOS
degradation pathways have been described: the proteasome pathway or the calpaine
pathway. This work aims the identification of the INOS degradation pathway after T.
gondii infection of activated macrophages. For this, J774-A1 macrophage cell line was
cultured with DMEM supplemented with FBS 5 percent. The T. gondii (RH strain) was
maintained in the peritoneal cavity of Swiss mice. Macrophages were activated with
lipopolysaccharide and Interferon-gamma for 24h, treated with lactacystine
(proteasome inhibitor), or with calpeptine (calpaine inhibitor) for 1h, and infected with
the parasite. Coverslips were collected after 2, 6 and 24h to assay iINOS expression by
immunofluorescence and the supernatant after 6 and 24h of interaction was evaluate to
determine NO production. iINOS also was detected by Western blotting. INOS was not
visualized in macrophages infected with T. gondii. Lactacystine treated macrophages
infected with T. gondii showed iINOS expression. Calpeptin treated macrophages
infected with T. gondii show NO production was inhibited. These results indicate that T.
gondii infection activates the proteasome pathway degrading iNOS.

Key words: Macrophage, Toxoplasma gondii, Inducible Nitric Oxide Synthase.



1. INTRODUCAO

1.1. Macréfagos

Uma das fungdes do sistema imune é proteger contra infeccoes
controlando o desenvolvimento e a viruléncia de patdégenos que invadem um
organismo. O macréfago (MJ) é uma célula do sistema imunoldgico, pertence
a linhagem mieléide, sendo derivado de uma célula hematopoiética
multipotente na medula 6ssea durante a fase adulta (SASMONO & HUME,
2004). O M@ e a principal célula diferenciada do sistema mononuclear
fagocitico, que inclui monoblastos, promondécitos e monécitos (Auger & Ross,
1992). A ativacao de MJ com IFN-y desencadeia mecanismos microbicidas e
antitumorais (SCHRODER et al., 2004). No esquema 1, & possivel observar o
processo de maturacao e ativacdo dos MJs de forma resumida. Na linhagem
mieldide, a célula multipotente se diferencia em monoblasto, pr6-monécito e
monocito na medula 6ssea. Dentro de dois dias, o mondcito entra na corrente
sanguinea e permanece circulando de 2 a 17h. Esses mondcitos vao para o
tecido, se diferenciando em M@s. Esses macréfagos serdo ativados caso haja

uma inflamagéo no tecido ou residentes caso ndo haja inflamagéo.

Monoblasto Pro-mondcito Monécito

1-2 Days
i

Sangue @ mongdcitos

anrgiananin /@)
Tecido "*g‘jg;“/ Q\f O"’”
Esquema 1: Processo de maturacao e ativagdo de macréfagos (Modificado de
ADAMS, 1994).

Macréfago residente Macréfago ativado



O sistema mononuclear fagocitico tem sido definido como uma linhagem
de células compreendendo precursores da medula éssea, mondcito e MJs.
Porém, tem sido proposto por Hume (2006) que o conceito de linhagem de
célula se tornara redundante quando se aumentar o conhecimento da rede
transcricional e plasticidade celular. Hume (2006) descreve que a transcricao é
um processo probabilistico. Mesmo dentro de um pool de células, cada MJ
individual, por exemplo, tem um perfil transcricional singular, e a expressao de
um gene nao prediz certamente a expressdao de outro gene em situagdes
particulares, devido a outro microambiente e estimulo. Entdo, o nimero de
tipos celulares que se pode definir no sistema imune inato é provavelmente
uma funcao exponencial do nimero de marcadores que se escolheu empregar.
Assim, o sistema imune inato € melhor descrito como uma rede de genes
interagindo (HUME, 2006).

Os MOs sao amplamente distribuidos pelo organismo, sendo
encontrados principalmente em érgaos linféides, figados, pulmdes, trato
gastrointestinal, cavidades serosas, 0sso, sindvia, pele, etc (AUGER & ROSS,
1992) e seus numeros aumentam na inflamagéao e ferimento (HUME, 2006).
Células da microglia sdo consideradas como MOs residentes do cérebro,
porque eles sdo participantes ativos na resposta imune no sistema nervoso
central (ROZENFELD et al., 2005).

Uma das principais funcées dos MJs é a fagocitose e eliminagao de
células senecentes. Outra fungao crucial destas células é a secreg¢édo de varias
moléculas. Camundongos com mutacdo no gene que codifica o fator chave de
crescimento de macréfago (HUME, 2006), tem sido utilizados para melhor
entender a funcao destas células. Estudos com esses camundongos mostram
que os MJs também apresentam habilidade em secretar grande diversidade de
moléculas reguladoras que influenciam funcoes fisiolégicas e diferenciacéo de
células vizinhas.

Receptores na superficie de MQs determinam o controle de suas
atividades. Muitos ligantes tém sido descritos na superficie de MQs (revisto por
AUGER & ROSS, 1992). Mais de 100 receptores especificos de superficie tém
sido identificados em M@s, incluindo receptores para citocinas, componentes
do complemento, imunoglobulinas € moléculas de adesado (ADAMS, 1994).
Receptores de superficie de macréfagos regulam muitas fungdes incluindo



diferenciacdo, crescimento, sobrevivéncia, adesdo, migracao, fagocitose,
ativacao e citotoxidade. A habilidade desses receptores para reconhecer uma
ampla variedade de ligantes enddgenos e exdgenos e para responder
apropriadamente é essencial para as funcdes desempenhadas pelo MJ na
homeostase, assim como na defesa do hospedeiro na imunidade inata e
adquirida, autoimunidade, inflamacado e imunopatologias (GORDON, 2002;
GORDON, 2003a; KAUFMANN et al. 2004). Estudos da expressdao de
antigenos e receptores de antigenos com anticorpos monoclonais mostram que
macréfagos do tecido se tornam marcadamente heterogéneo e expressa
diferentes fenoétipos, refletindo a especializagdo da fungdo com o
microambiente particular (TAYLOR et al. 2005).

O IFN-y, por exemplo, tem sido descrito como o principal constituinte do
fator de ativacdo de macréfagos (MAF). A ligacdo de TNF-o, GM-CSF ou IL-2
aos receptores na superficie de macréfagos fazem parte da atividade do MAF
(AUGER & ROSS, 1992).

MOQs residentes sdo achados em tecido onde nao ha inflamacao
(AUGER & ROSS, 1992) ou quando obtidos de organismos normais (néo
infectados) e, portanto, sem inflamacdo. MJs residentes apresentam
capacidade minima de destruir microorganismos, secretando proteases em
baixa quantidade e pouca capacidade de responder a citocinas (ADAMS &
HAMILTON, 1984). MOJs ativados exibem aumento em uma ou mais atividades
funcionais ou adquirem novas atividades funcionais (AUGER & ROSS, 1992).
Esses ganham competéncia para cumprir uma ou muitas fungdes complexas,
como destruicdo de células tumorais ou parasitas intracelulares obrigatérios ou
facultativos (ADAMS, 1994) através, por exemplo, da producdo de NO
(STUEHR & MARLETTA, 1985).

Estudos mais recentes descrevem a ativacdo de macréfagos como
sendo classica ou alternativa (MOSSER & EDWARD, 2008; GORDON, 2003a).
O termo ativacao classica é designado para macrofagos efetores, que sao
produzidos na resposta imune mediada por células. Na ativacdo classica, a
ativacdo de macréfagos depende de produtos de linfécitos T helper Th1 e
células NK, em particular IFN-y . O M@ se torna mais microbicida, produzindo

NO. A ativacao alternativa é realizada por IL-4 e IL-13, geradas na resposta



Th2 (GORDON, 2003?%; SEABRA et al., 2002). Nessa ativagdo, o macrofago
produz IL-10 e nao é microbicida. T. gondii induz a alternancia da ativacao do
M@, de ativagao classica para alternativa (SEABRA et al., 2002).

Em resposta a inflamacao e a estimulagdo imunol6gica, mondécitos sao
recrutados ao sitio local, onde eles disparam diferentes fenétipos. O MY
adapta seu microambiente local e torna-se dificil distinguir do MJ residente
original, que ele mesmo submeteu a ativacao pelo estimulo local. Exposicéo do
M@ a produtos microbicidas e citocinas como IFN-y, in vitro and in vivo,
induzem um estado de ativacdo diferente. Esses estimulos modulam a
expressao de receptores de superficie, atividades secretérias, apresentacdo de
antigenos e co-estimulacao e resposta linfcito antigeno especifica. (TAYLOR
et al. 2005).

1.2. NO eiNOS

O gas NO é um radical livre que tem capacidade de se difundir através
de membranas bioldgicas; funciona como um agente microbicida produzido por
macrofagos ativados a partir do aminoacido L-Arginina. Esta reagdo é
catalisada pela enzima éxido nitrico sintase, NOS (ADAMS, 2004). O NO
interage com muitas vias metabdlicas requeridas para sobrevivéncia do
patdbgeno, mas pode paradoxalmente causar danos ao tecido hospedeiro
(MACMICKING et al., 1995). NO e superéxidos (O2) sao radicais efetores do
sistema imune que inibem diretamente a replicacdo de patégenos. Portanto,
derivados de NO bloqueiam infeccdes (NATHAN & SHILOH, 2000).

Existem trés principais isoformas de NOS em mamiferos: a NOS
neuronal (nNOS), a NOS endotelial (eNOS) e a NOS induzida (iNOS). A eNOS
e a nNOS séao constitutivas. iINOS é uma enzima que contém um dominio C-
terminal redutor, que liga NADPH transferindo elétrons para FAD e entdo para
FMN; outro dominio N-terminal oxidante contendo um grupo heme, e sitios de
ligacdo de arginina, tetrahidrobiopterina e calmodulina. Ao contrario das outras
isoformas, a iINOS é independente de calcio para sua ativacdo. A iNOS utiliza
oxigénio e elétrons da NADPH para oxidar o substrato L-arginina em um
intermediario OH-L-arginina, que é entdo oxidado resultando na liberagdo de



NO e L-citrulina (LOWENSTEIN & PADALKO, 2004), conforme demonstrado
no esquema 2.

A INOS é induzida nas células de todos os tecidos por citocinas,
endotoxinas e outros estimulos pré-inflamatérios. Algumas citocinas induzem a
expressdao da iNOS (IFN-y, TNF-a), outras agem como citocinas inibitérias,
TGF-B, IL-4, IL-10, IL-13 (DE SERVI et al., 2002; HESSE et al.,, 2001;
ROZENFELD et al., 2005). Sua atividade requer a ligagdo de calmodulina e
BH4 e a formacédo de um homodimero (KONE et al., 2003). A dimerizacédo da
INOS é requerida para sua atividade sendo entdo um processo regulatério e

um alvo para intervencao terapéutica (KONE et al., 2003).

DOMINIO DOMINIO
@ OXIGENASE REDUTASE
Interface I:IUSs Interface do
dirnero dirne o
HoN - ARG |H |BH* —m FMN j={ FMN =+ FAD NADPH|- COOH
C110\C115 “C200 498 11|98
S
Fe

Esquema 2: Estrutura da 6xido nitrico sintase induzida. Os sitios de ligacao de
L-arginina (ARG), heme (H), tetrahidrobiopterina (BH4), calmodulina (CaM),
Flavina Mononucleotideo (FMN), Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD),
Nicotinamida adenina dinucleotideo-P (NADPH) estao indicados (Modificado de
KONE et al., 2003).

iINOS interage com moléculas inibitérias, como Kalirina, tdo bem quanto
com proteinas ativadoras a Rac GTPase. Moléculas inibitérias agem inibindo a
atividade catalitica da iINOS prevenindo a dimerizagdo. E moléculas ativadoras
podem redirecionar a iINOS na célula e aumentar a producdo de NO. Além
disso, interagdes entre proteinas que controlam a fungcdo da transcricdo da
INOS especificam a ativacdo ou supressao da inducdo da iNOS por citocinas
(KONE et al., 2003).



TGF-B inibe a expressao da INOS através de mecanismos
transcricionais, pdés-transcricionais e pés-traducionais (VODOVOTZ et al.,
1993). TGF-B bloqueia a transcricdo da iINOS por bloquear a expressao das
proteinas enoveladoras HMG-I(Y). Muitas outras moléculas sinalizadoras,
incluindo IL-4, IL-10, IL-13 e fator de desativacdo de macréfago, inibem a
expressao da iINOS por mecanismos ainda ndo conhecidos (LOWENSTEIN &
PADALKO, 2004).

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

O IFN-y produzido por macréfagos e linfécitos ativados ativa a expressao
da INOS, e pode sinergicamente aumentar a expressao junto com outros
agentes, como o LPS. IFN-y interage com o receptor de interferon 1 (IFNR1) e
o complexo IFNR2 que ativam quinases da familia Jak e STAT (DARNELL et
al., 1994). A via de ativagdao do IFN-y pode também ativar a transcricao da
INOS (LOWENSTEIN & PADALKO, 2004). O esquema 3 mostra
resumidamente o processo de ativacao da transcricido da iNOS e algumas de
suas fungoes.
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Esquema 3: Ativagao, transcricdo e funcdo da Oxido nitrico sintase
induzida (Modificado de LOWENSTEIN & PADALKO, 2004).

A transcricao de iINOS é controlada pela proteina OPN, um potente
transrepressor da expressdo da iNOS. A concentracao de OPN aumenta
quando ha ativagdo com o LPS. Em modelos de macréfagos murinos,
estimulados com LPS, a OPN aumenta a ubiquitinacdo da STAT1, e sua
subsequiente degradacdo pela subunidade 26 do proteossomo, para entao
inibir a atividade do promotor da iNOS, sua transcricdo e expressao (GAO et
al.,2007).

1.3. Toxoplasma gondii

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



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

O T. gondii apresenta um ciclo de vida complexo (Esquema 4), com fase
assexuada, no hospedeiro intermediario e sexuada no hospedeiro definitivo. A
fase assexuada tem inicio quando oocistos e/ou cistos teciduais sdo ingeridos
pelo hospedeiro. Os esporozoitos ou bradizoitos s&o liberados, infectam os
enterécitos e transformam-se em taquizoitos, uma forma de réapida
multiplicacdo. A multiplicagdo ocorre dentro do vacuolo parasitéforo (VP), até
que haja o rompimento da célula e a liberacdo dos parasitas para, entdo,
infectar novas células (DENKERS & GAZZINELLI, 1998). Taquizoitos da ultima
geracao podem iniciar a segunda fase de desenvolvimento, convertendo-se em
bradizoitos, com formacgao de cistos teciduais. Dentro dos cistos, bradizoitos
multiplicam-se lentamente. Os cistos localizam-se predominantemente no
sistema nervoso central, musculos cardiacos e esqueléticos. Em algumas
espécies de hospedeiros intermediarios, os cistos permanecem por toda a vida
(TENTER et al., 2000).

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

esporozoitos aptos a infectar novos hospedeiros (FRENKEL et al., 1970).
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Esquema 4: Ciclo de vida do Toxoplasma gondii (Fonte: Dissertacao de
Miriam de Souza Macre, USP, 2002).

Uma caracteristica do ciclo de vida do T. gondii é a habilidade desse
parasita de induzir infecgdo crénica por um longo periodo em teoricamente
todos os mamiferos ou aves. Isso ocorre devido as adaptacées hospedeiro-
parasita, incluindo o processo de diferenciagdo do parasita, como a conversao
da forma de taquizoito para a forma de bradizoito, formacao e remodelamento
do VP sendo um compartimento intracelular “seguro” e modulag¢ao da resposta
imune hospedeira, tanto para sinais externos quanto para infecgéo intracelular
(LUDER et al. 2009).

O grupo dos Apicomplexa é caracterizado pela presenca do complexo
apical, importante no processo de penetracdo ativa realizado pelo parasita
(DUBREMETZ, 1998). A penetragdo ativa do parasita na célula hospedeira
esta relacionada a sua sobrevivéncia no interior da célula. Ao contrario, na
fagocitose, o processo é direcionado pelo fagécito e culmina na morte do
parasita dentro do fagolisossoma. A fagocitose ocorre geralmente com
parasitas opsonizados com anticorpos (WILSON et al., 1980).

Na penetracao ativa ocorre a formag¢ao de um vacuolo parasitéforo (VP).
O parasita comprime-se na juncao formada entre a membrana da célula
hospedeira e o parasita (ALEXANDER et al., 2005). Esse processo permite que

componentes da membrana da célula hospedeira sejam excluidos da



10

membrana do novo VP onde o parasita reside (LINGELBACH & JOINER,
1998). No entanto, proteinas da membrana da célula hospedeira sao
seletivamente excluidas da membrana do VP, enquanto que proteinas
ancoradas a glicosilfosfatidilinositol sdo incluidas (MORDUE et al., 1999),
levando a formacao de um vacuolo que resiste a tipica fusdo que ocorre entre
fagossomo e lisossomo e que nao acidifica (JONES AND HIRSCH, 1972;
SIBLEY et al.,, 1985; JOINER et al., 1990), permitindo a sua sobrevivéncia
(DUBREMETZ,1998).

Toxoplasma gondii possui uma via secretora bem desenvolvida que
inclui reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e trés organelas distintas
morfologicamente, caracteristicas dos apicomplexa: réptrias, micronemas e
glanulos densos (LIENDO & JOINER, 2000). Réptrias e micronemas liberam
seus conteudos no momento da invasao. As proteinas das micronemas sao,
possivelmente, usadas para o reconhecimento da célula hospedeira, ligacao e
motilidade, enquanto que os produtos das roptrias podem ser usados para a
formacao do VP. A exocitose dos granulos densos ocorre apds a invasao e
continua durante a residéncia intracelular do parasita (Dubremetz, 1998). O
esquema 5 mostra as organelas nas formas de taquizoitos e bradizoitos do T.

gondii.
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Esquema 5: Desenho esquematico baseado em micrografia eletrdnica
mostrando as organelas de taquizoitos (esquerda) e bradizoitos (direita) de
Toxoplsma gondii. (Modificado de DUBEY et al. 1998).

Mecanismos imunes mediados por células desempenham as principais
fungcdes no controle da infeccdo com T. gondii, porque o parasita é
exclusivamente intracelular (YAP & SHER, 1999; DENKERS & GRAZZINELLI,
1998, ROZENFELD et al.,, 2005). Em hospedeiros imunocompetentes, 0s
parasitas induzem uma forte resposta tipo | mediada por célula T, com
producédo de citocinas proé-inflamatérias, como IL-12 e IFN-y. A infeccdo de T.
gondii é letal na auséncia dessas citocinas. No entanto, a forte resposta Th1
gerada durante a infeccdo deve ser regulada por fatores anti-inflamatérios,
como IL-10, para que a resposta nao leve a uma doenca imunoldgica. STAT1 é
essencial para mediar os efeitos do IFN-y. Camundongos deficientes na
sinalizacdo STAT1 sao extremamente susceptiveis a infeccdes virais e
bacterianas (LANG et al.,2007).

Macréfagos e células NK sdo a primeira linha de defesa contra o
parasita durante a fase inicial da infecgdo (SHER et al., 1993; GAZZINELLI et
al., 1993, LANG et al., 2007). IL-12, produzida por macréfagos, neutréfilos e
especialmente por células dendriticas, € crucial para a indugcdo de uma
resposta imune eficiente ao T. gondii, que resulta na diferenciacdo e expansao
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clonal de células T, tipo Th1, (LANG et al.,2007). O esquema 6 mostra de

forma resumida a resposta imune contra infecgdo aguda de T. gondii.
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Esquema 6: Representacdo esquematica dos mecanismos efetores
regulatério e anti-parasitico durante a infeccdo com Toxoplasma gondii. DC:
células dendriticas, NK: células matadoras naturais, NO: oxido nitrico, Trp:
triptofano. Fonte: LANG et al.,2007).

Em contraste, T. gondii é um patégeno oportunista em individuos
imunocomprometidos, por exemplo, pacientes que sofrem de AIDS ou séo
submetidos a terapia imunossupressora. A infeccdo com T. gondii pode resultar
em toxoplasmose com encefalite, lesdes necroticas no sistema nervoso central
ou retinocoroidites (AMBROISE-THOMAS & PELLOUX 1993; FERREIRA &
BORGES 2002, LANG et al., 2007).

E evidente, hoje, que o parasita antagoniza parcialmente ou mesmo
subverte a resposta inflamatéria hospedeira. Além de regular positivamente
moléculas anti-inflamatérias hospedeiras como IL-10, TGF-B e lipoxina 4, T.
gondii também modula diretamente diferentes cascatas de sinalizagcdo pré
inflamatéria (BUTCHER et al., 2001, 2005; KIM et al., 2004; SEABRA et al.,
2004; SHAPIRA et al.,, 2005). Junto com os efeitos anti-inflamatérios, a
infeccdo com T. gondii restringe a produgcdo de IL-12, IFN-y e TNF-a das
células dendriticas, macréfagos e/ou células T. Ativagdo de STATS3 dirigida pelo
parasita suprime a producao de TNF- a e IL-12 induzido pelo LPS em células
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hospedeiras ndo infectadas com T. gondii (BUTCHER et al., 2005). Enquanto
em células infectadas, STAT3 é ativado pela ligacdo com receptor de IL-10, em
células infectadas com T. gondii a ativacao de STAT3 é independente de IL-10
para estabelecer um meio ambiente que efeitos anti-flamatérios
contrabalancam respostas pré-inflamatérias do hospedeiro. A habilidade para
modular a sinalizagcdo de STAT3 difere significativamente dependendo da
linhagem genotipica do T. gondii e da ROP16, uma proteina da roptria que é
uma organela especifica dos apicomplexas (SAEIJ et al., 2007).

Durante a fase efetora da resposta imune, IFN-y é envolvido no controle
da infecgédo do T. gondii (SUZUKI et al. 1988). IFN-y ativa tanto células efetoras
hematopoiéticas quanto nao-hematopoiética para restringir a replicacao de
parasitas intracelulares ou mesmo matar T. gondii intracelular (YAP & SHER
1999). Dependendo da espécie hospedeira, a formagao de espécies reativas
de oxigénio e NO ou a falta de triptofano pode realizar um importante efeito
anti-parasitico induzido pelo IFN-y. Junto com o IFN- vy, outras citocinas pré
inflamatérias, como exemplo, TNF-a, IL-6 e IL-1, tem efeitos sinérgicos na
inducédo da resposta imune adequada contra T. gondii (SIBLEY et al. 1991;
LANGERMANS et al. 1992; CHAO et al. 1994; HALONEN et al. 1998 LANG et
al. 2007). T. gondii dispara a secrecao tanto de citocinas pré inflamatérias (IFN-
v, IL-12, TNF- a) quanto anti-inflamatérias (TGF-f3, IL-10) depois da infeccao na
fase aguda (GAZZINELLI et al. 1996). Durante a toxoplasmose aguda, IL-10
realiza um duplo papel na supressao da resposta imune tanto de humanos
guanto de camundongos. Primeiro, ele inibe a producédo de IFN- vy, e possibilita
a proliferacdo de linfécitos T. Segundo, IL-10 pode também desativar
macréfagos, através da diminuicdo da atividade toxoplasmatica induzida pelo
IFN-y (BOGDAN & NATHAN 1993; ELLIS NEYER et al. 1997, LANG et al.
2007). Além de IL-10, TGF-B também € um importante desativador de MJ
(LANGERMANS et al. 2001).

T. gondii, no entanto, ndo interfere apenas na resposta imune do
hospedeiro por induzir a expressao e secregao de citocinas anti-inflamatoérias,
mas também bloqueia a producdo de citocinas pré inflamatérias na fase
cronica. A infeccdo de macréfago peritoneal de camundongo residente e
células dendriticas imaturas com T. gondii ndo induz a produgédo de IL-12 e
TNF-a in vitro (REIS E SOUSA et al. 1997; BUTCHER et al. 2001; MCKEE et
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al. 2004). Em contraste, macrofagos e células dendriticas que foram pré
ativadas e entdo infectadas sdo capazes de liberar IL-12 e TNF-a (REIS E
SOUSA et al. 1997), explicando a producgédo dessas citocinas pré inflamatérias
in vivo (GAZZINELLI et al. 1993).

Sendo IFN-y é a principal citocina mediadora da resisténcia contra o T.
gondii (SUZUKI et al., 1988), a inibicdo da sua atividade transcricional pelo
parasita intracelular deve ser crucial para sobrevivéncia intracelular e para
estabelecer a persisténcia da infecgao.

A infecgdo pelo T. gondii inibe parcialmente a producdo de NO em
macréfagos murinos ativados, permitindo a persisténcia do parasita (SEABRA
et al., 2002, 2004; GUILLERMO & DAMATTA 2004). Essa inibicdo € maior com
o aumento da razdo T. gondii/macrofago. Além disso, parasitas vivos sao
essenciais para a inibicao da producao de NO. Entao, a penetracéo ativa de T.
gondii é requerida para essa inibicao (SEABRA et al., 2002, 2004).

O primeiro mecanismo de evasao descrito do T. gondii foi a inibicado da
fusdo lisossomal com o vacuolo parasitéfago (JONES & HIRSCH, 1972).
Também tem sido demonstrado que o NF-kB de macro6fagos infectados com T.
gondii ndo é translocado para o nucleo depois da ativacdo com LPS (DOBBIN
et al., 2002; BUTCHER et al., 2001; SHAPIRA et al., 2002); e 0 mecanismo de
evasao do T. gondii relatado para o NF-kB é dependente do efeito autécrino do
TGF-B1 (SEABRA et al., 2004). O aumento da expressao de Smad 2 e Smad 3
em macrofagos infectados, e a falta de NF-kB no ndcleo, causada pela
infeccdo pelo T. gondii sdo importantes evidéncias que esse fator direciona a
desativacdo do macréfago através de uma via de sinalizacdo autécrina
(SEABRA et al., 2004). NF-kB € um importante regulador da expressao de
genes inflamatorios. A regulacdo transcricional da iINOS, do gene da iNOS sao
complexas e nao sdo bem entendidas, mas parecem ser reguladas em parte
pelo NF-kB. NF-kB inativo é encontrado no citoplasma, ligada a uma de trés
isoformas de proteinas inibitérias. O complexo ubiquitinado € entédo
proteoliticamente degradado pelo complexo proteossomo 26S, resultando na
forma NF-kB ativa, que é translocado para o nucleo. A expressao da iNOS na
glia € dependente de NF-kB. MG-132 inibe a ativagdo de NF-kB, também
suprimindo a expressao da iINOS em astrécitos infectados com virus Theiler
(DAVIS et al., 2005).
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Muitas proteinas tém sido identificadas como principais mediadores
intracelulares de sinalizacdo de TGF-By (ROBERTS, 1999). Entdo a presenca
de proteinas Smad em macréfagos infectados pelo T. gondii € um indicativo do
envolvimento de TGF-B1 (SEABRA et al., 2004). Macréfagos infectados por T.
gondii secretam TGF-Bs (BERMUDEZ et al., 1993). A familia TGF-f consiste de
isoformas (TGF-B1, TGF-B2 e TGF-f3) que sao potentes fatores de modulacéo
celular. A secrecao do TGF-B1 é responsavel pelo efeito anti-inflamatério e
supressdao dos efeitos pro-inflamatérios (TSUNAWAKI et al., 1988). Essa
substancia é um efetivo desativador de macréfago (BONTA & PARNHAM,
1978; ASHCROFT, 1999). Entdo, o mecanismo que leva a inibicdo da
producdo de NO em macrofagos ativados, envolvendo baixa expressao da
INOS, depois da infeccdo pelo T. gondii é uma sinalizacdo autdcrina
envolvendo a desativagdao dos macréfagos por TGF-B1 (SEABRA et al., 2004).
Essa desativacdo do macréfago € uma importante estratégia do parasita para
burlar o sistema imune da célula hospedeira, garantindo a disseminagdo do
parasita (SEABRA et al., 2004). Efeitos inibitérios do parasita na expressao da
INOS na microglia ativada com IFN-y é dependente da producao de TGF-B1
pela microglia infectada com T. gondii, resultando na inibicdo da producéao de
NO (ROZENFELD et al., 2005).

Fosfatidilserina (PS) é um fosfolipidio presente na membrana plasmatica
e € o principal ligante envolvido na percepg¢do de células apoptoticas por
células vizinhas ou macréfagos que as fagocitam. A fagocitose de células
apoptoéticas por macrofagos induz uma resposta antiinflamatéria baseada na
ligacdo de PS ao seu receptor levando a secrecado de TGF-B1 (HUYNH et al.,
2002). Tudo indica que o T. gondii mimetiza uma célula apoptética e expde PS
na sua membrana plasmatica levando a inducao da secrecao de TGF-B1, com
efeito autocrino, sintese de interleucina-10 (IL-10) e inibicAdo da producdo de
NO pelos macréfagos infectados, resultando na desativagéo destes macrofagos
(SEABRA et al., 2004).
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1.4. Proteossomo

Embora muito se saiba sobre sintese e atividade catalitica da iINOS,
pouco se conhece sobre o0 mecanismo de sua degradacao. As vias da calpaina
e proteossomo-ubiquitina sdo os principais sistemas proteoliticos responsaveis
pela regulacédo da degradacédo da iNOS (KONE et al., 2003).

O proteossomo é um complexo enzimatico que degrada proteinas
poliubigiitinizadas em pequenos peptideos (PINES & LINDON, 2005;
CIECHANOVER, 2005). E composto por dois subcomplexos, um que transmite
a atividade catalitica e outro, que € uma particula regulatéria.

A subunidade 26 do proteossomo tem sido identificado como a principal
via responsavel pela degradacdo da iINOS (KOLODZIEJSKI et al., 2002). A
subunidade 26 do proteossomo € formada pela particula 20 responséavel pela
atividade proteolitica e duas particulas regulatérias 19 que sao responsaveis
pela interagdo com o substrato (KLOETZEL, 2004) (esquema 7).

193

203
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Esquema 7: Subunidade 26 do proteossomo (LOWENSTEIN &
PADALKO, 2004).

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

O proteossomo pode ser inibido por muitas drogas, sendo a lactocistina
um potente inibidor (GACZYNSKA & OSMULSKI, 2005), reconhecido como
altamente especifico contra o proteossomo (MUSIAL & EISSA, 2001). Clasto-
lactocistina B-lactona é uma reorganizacdo da lactocistina. Apenas clasto-
lactacistina B-lactona, e ndo o seu percursor lactocistina, € permeéavel a
membrana celular. Outra droga também muito utilizada é a MG132, o melhor
inibidor conhecido de derivado de aldeido. Na concentragcdo de 50-100 pM
inibe todas peptidases proteossomais. MG132 é usado com freqiéncia em
culturas de células quando se necessita de um inibidor barato e reversivel
(GACZYNSKA & OSMULSKI, 2005).

A ubiquitinacao é requerida para ativacao de proteinas quinases, mediar
interacdes entre proteinas e marcar proteinas para endocitose (PINES &
LINDON, 2005). A cadeia de ubiqiitina é reconhecida por receptores no
proteossomo e as proteinas sao transportadas para a digestao (VOGES et al.,
1999). A ubiquitina tem diversas funcdes celulares, entre elas, a marcacao de
proteinas para a degradacdo pelas vias do proteossomo e lisossomal. A
ubiglitinacdo dessas proteinas sinaliza sua protedlise pelo proteossomo
(KOLODZIEJSKI et al., 2002).

Resultados obtidos com células de rim embrionarias HEK293, células
epiteliais de brénquios A549, e macréfagos murinos RAW 264 mostram que a
INOS é sujeita a ubiquitinacdo e essa € requerida para sua degradacao
(KOLODZIEJSKI et al., 2002).
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Trés enzimas estdo envolvidas na cascata de conjugacao de ubiqguitina:
E1, enzima ubiquitina de ativacao; E2, proteina ubiquitina de conjugacao; e E3,
ubiquitina ligase. Cada E1 transfere ubiquitina para todas as E2 na célula, e o
pequeno repertério de E2 transfere a ubiquitina para ou E3 ou para um residuo
de lisina (PINES & LINDON, 2005).

1.5. Calpaina

Calpainas sdo cisteino-proteinases, ndo lisossomais, encontradas em
todas as células animais. Existem 14 membros da familia de genes de calpaina
representados no genoma humano (GOLL et al.,, 2003). A maioria das
calpainas nos tecidos é do tipo pu- ou m-calpaina (esquema 8). Ambos sao
heterodimeros compostos de subunidades cataliticas e uma pequena
subunidade nao catalitica, que € requerida para expressdao da atividade da
proteinase (MELLGREN et al., 2006). Estas proteases tém sido implicadas em
funcdes pré- e anti-apoptéticas. Também tem sido investigado o envolvimento
de calpainas na autofagia (DEMARCHI & SCHNEIDER, 2007). A calpaina pode
ser inibida pela calpeptina (MUSIAL & EISSA, 2001).

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

Esquema 8: Estrutura quaterndria da m-Calpaina humana. (STROBL et
al., 2000).
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2. JUSTIFICATIVA

Macréfagos sao células do sistema imunoldgico que, quando ativados,
produzem NO, um agente microbicida capaz de controlar o crescimento de
parasitas intracelulares. Porém, pesquisas recentes tém mostrado que em
macréfagos ativados infectados com o T. gondii a produgdo de NO é menor,
devido a degradacao da iNOS, enzima que catalisa a reacao de sintese de NO
(SEABRA et al., 2004).

Ha dados sobre como o T. gondii burla 0 mecanismo microbicida
do macréfago, permitindo sua disseminacao. Muito se conhece também sobre
a sintese e atividade catalitica da INOS. Porém, pouco se sabe sobre os
mecanismos e vias de degradacdo da iNOS. Sendo assim, considerou-se
necessario estudar as via de degradacao da iINOS em macrofagos ativados e
infectados pelo T. gondii, seguindo, entdo, o modelo de estudo do nosso grupo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Identificar a via de degradacdo da INOS ap6s a infeccdo pelo
Toxoplasma gondii em macréfagos ativados.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Confirmar na linhagem de macrofagos J774-A1 a inibicao da
producéo de NO apés a infecgao pelo T. gondii.

3.2.2. Inibir a via do proteossomo e das calpainas e verificar a
expressao da iNOS apoés infecgao pelo T. gondii.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Macrofagos. A linhagem de macrofago murino J774-A1 foi
cultivada em garrafas de 25 cm? com meio Dulbecco’s Modified Eagle Médium
(DMEM - Sigma, D1152) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB —
Gbico, 12657-029) a 37° C, atmosfera de 5% de CO.. Atingindo confluéncia, as
células foram removidas da garrafa utilizando 1 ml de tripsina por poucos
segundos e adicao de 4 ml de DMEM suplementadado com SFB. As células
soltas foram centrifugadas a 500g, 10 min, 20° C, ressuspendidas em 1ml de
DMEM suplementado com SFB, contadas na camara de Neubauer e
plaqueado 1 x 10° células sobre a laminula redonda na placa de 24 pogos com
300 pl de DMEM suplementado com SFB e 3 x 10° por placa de Petri de 10 cm
de didmetro com 10 ml de DMEM suplementado com SFB em cada placa. As
células foram ativadas logo apés plaqueamento com IFN-y, Sigma (50U/mL) e
LPS (0,1 pg/mL).

4.2. Obtencao de T. 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 solugdao de Hank’s. A suspensao foi
centrifugada a 50g, 4°C por 10 min, e o sobrenadante foi novamente
centrifugado a 1000g, 4°C por 10 min para concentrar os taquizoitos. Os
parasitas foram ressuspendidos em DMEM e contados. A infecgao foi feita 24h
apos o plaqueamento dos macrofagos ativados.

4.3. Interacao de T. gondii com Macrofagos J774-A1 e tratamento
com clasto lactocistina B lactona ou Calpeptina. As interacdes com o T.
gondii com os macréfagos foram realizadas por 2 e 6h para as
imunofluorescéncias, por 6 e 24h para as dosagens de NO e por 6h para os
“‘westerns” a 37° C, atmosfera de 5% de CO, utilizando a proporcao de 10:1
protozoarios por macréfago contendo ativadores. Os macrofagos foram
tratados com clasto lactocistina B lactona, 10uM, inibidor de proteossomo para
as imunofluorescéncias, para os westerns blotting e os dot blotting; ou com
calpeptina, 2500 uM, inibidor da calpaina, para dosagem de NO, western

blotting e dot blotting por uma hora antes da infeccdo. Para western blotting e
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dot blotting o sobrenadante, contendo algumas células soltas, foi centrifugado a
5009, 10min, 20 °C e as células ressuspendidas em 50ul de tampao de lise. A
placa foi lavada duas vezes com PBS quente, adicionado 50 pul do coquetel de
inibidores de proteases (Sigma, P8340) e entdo a placa foi raspada, a amostra
coletada foi adicionada as células centrifugadas previamente. As amostras
foram congeladas no Ny(I) e descongeladas em banho-maria duas vezes e
centrifugadas a 14000g, 10min. No sobrenadante coletado foi realizada
dosagem de proteinas pelo método do acido bicinconinico e foram preparadas
amostras contendo 100ug de proteinas.

4.4. Expressao da iNOS revelada por imunofluorescéncia. As
laminulas coletadas foram fixadas por 30min em 3% de formaldeido recém
preparado em PBS (fosfato de sédio 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 7,0), lavadas e
incubadas por 20min em 50mM de cloreto de aménio (Merck) em PBS e 10min
em 3% de albumina sérica bovina (BSA, Sigma, A3912) em PBS (BSA-PBS).
As células foram incubadas por 40min com anticorpo policlonal anti-iNOS de
coelho (Santa Cruz, sc-8310) diluido 1:100 em PBS-BSA. As células foram
lavadas 2 vezes com PBS e 1 vez com PBS-BSA; incubadas por 30min com
anticorpo anti-lgG de coelho marcado com FITC (Sigma) diluido 1:200 em
PBS-BSA, lavado 2 vezes com PBS, montadas em N-propil galacto e
observadas no Microscopio Zeiss Axioplan equipado com contraste
interferencial, iluminacao epifluorescente e lampada de mercurio HBO50
(SEABRA et al., 2002). As células foram fotografadas em filme de 400 ASA

preto e branco.

4.5. Avaliacao de nitrito. A produgcdo de NO foi avaliada
indiretamente medindo-se o nitrito nos sobrenadantes coletados com 6, 12 e
24h como descrito (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 agua destilada e 1% de
sulfanilamida, Sigma — S-9251 em 5% de &acido fosférico, Sigma — P5811) na
placa de 96 pocos. Com uma absorbancia de 540 nm foi medido a

concentracao de nitrito. A concentracao de nitrito foi calculada a partir de uma
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curva padrao pré-calibrada usando nitrito de sodio diluido em DMEM como
padrao.

4.6. Dot blotting para obtencao de concentracao ideal do
anticorpo anti-INOS. A Amostra obtida como descrito no item 4.3 foi aplicada
na membrana de nitrocelulose e esta bloqueada com tampao bloqueador
constituido de 2% de leite desnatado em PBS-tween (fosfato de sédio 0,1 M,
NaCl 0,5 M, pH 7,6, tween-20 0,05%) por 2h ou overnight em agitacdao. A
membrana foi lavada (3 x 5 min) com PBS-Tween e incubadas com o anticorpo
primario anti-iNOS diluido 1:1000, 1:500 e 1:250 em tampao bloqueador por 3h
sob agitacao, lavada novamente (3 x 5 min) com PBS-tween e incubada com o
anticorpo secundario (anti IgG de coelho complexado a peroxidase) por 2h sob
agitacdo. A membrana foi lavada (3 x 5 min) com PBS-tween. Posteriormente a
membrana foi revelada usando DAB (1mg/ml) e HxO, (1pl/ml).

4.7. Deteccao da iNOS por Western blot.. As proteinas da amostra
obtida conforme o item 4.3 contendo 100ug foram separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida 8%. Um gel ndo corado contendo as proteinas
separadas foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. Apds a
transferéncia, a membrana foi bloqueada com tampao bloqueador constituido
de 2% de leite desnatado em PBS-tween (fosfato de sédio 0,1 M, NaCl 0,5 M,
pH 7,6, tween-20 0,05%) por 2h ou overnight em agitagcdo. A membrana foi
lavada trés vezes por cinco minutos cada lavagem com PBS-Tween e
incubadas com o anticorpo primario anti-iNOS diluido 1:500 em tampéo
bloqueador por 3h sob agitacdo, lavada novamente trés vezes com PBS-tween
e incubada com o anticorpo secundario 1:5000 (protina A complexado a
peroxidase) por 2h sob agitagdo. A membrana foi lavada trés vezes com PBS-
tween. Posteriormente a membrana foi revelada usando DAB (1mg/ml) e H>O,
(1ul/ml). A expressao da iNOS foi quantificada por densitometria dptica pelo
programa Bozzo & Retamal, 1991.

4.8. Estatistica. Foram realizados Testes T Student para observar a
significancia dos resultados utilizando p<0,05.



24

5. RESULTADOS

Para observacao da diminuicdo da producdo de NO em macrofagos
ativados e infectados com T. gondii, foi realizada a dosagem de NO
comparando os valores obtidos em macroéfagos infectados ou ndo. Macréfagos
residentes, J774-A1, ndao produzem o&xido nitrico. Macréfagos ativados, da
mesma linhagem, quando infectados com o parasita produz menos 6xido
nitrico que o ativado sem infeccao, tanto em 6 quanto em 24h. Esse resultado
indica que o T. gondii inibe a producao de NO em macréfagos ativados (Tabela

1).

Tabela 1. Dosagem de O6xido nitrico de macrofagos ativados e residentes
infectados ou ndo com Toxoplasma gondii.

] . Prod. de nitrito Prod. de nitrito (uM)
Macroéfagos T. gondii

(M) / 6h / 24h
Residente + 0,0 0,0
Residente - 0,0 0,0
Ativado + 16,7 +1,88" 26,0 +4,08"
Ativado - 30,8 +2,09 63,3 8,90
n=3
P<0,05

*Significativamente diferentes em relacao ao valor do macrofago ativado nao
infectado
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Para complementar o resultado da dosagem de NO, foi realizado ensaio
de imunofluorescéncia avaliando a expressao de iINOS de macréfago infectado
com T. gondii. O macréfago infectado expressa menos iNOS (fig. 1).

Figura 1. Expressao de 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) em macro6fagos
ativados e infectados com Toxoplasma gondii (seta) por 2h.. A. Contraste
interferencial, B. Microscopia de fluorescéncia. Note como o macréfago
infectado ndo expressa iNOS. Barra de calibracao: 20um.
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Para saber por qual via a iINOS esta sendo degradada, avaliamos a
producéo de NO e a presenca da iNOS no citoplasma de macro6fagos ativados
e infectados com T. gondii inibindo duas principais vias de degradacdo desta
enzima: a do proteossomo e a da calpaina. Quando a via do proteossomo foi
inibida pela Clasto Lactocistina B Lactona por 2 h, os macréfagos continuaram
expressando a iNOS (Figura 2). Macréfagos também tratados por 6 h e
infectados apresentam expressao de iNOS, no entanto as células hospedeiras
ficaram levemente menos espalhadas (Figura 3).

A:
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Figura 2. Expressdo de 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) em macrofagos
ativados tratados com Clasto Lactocistina [ Lactona, infectados com
Toxoplasma gondii (seta) por 2h. A. Contraste Interferencial, B. Microscopia de
fluorescéncia. Note presenca da iNOS no macro6fago infectado.

Barra de calibragéo: 20pm.

A:
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Figura 3. Expressédo de 6xido nitrico sintase induzida em macrofagos ativados
tratados com Clasto Lactocistina B Lactona, infectados com T. gondii (seta) por
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6h. A. Contraste interferencial, B. Microscopia de fluorescéncia. Barra de
calibracao: 20um.

Quando a via da calpaina foi inibida, a infeccao continuou provocando a
queda da producao de NO (Tabela 2). Macréfagos infectados sem calpeptina
produziram menos NO que os macroéfagos ativados sem infeccdo. Quando os
macréfagos foram tratados com a calpeptina, os macréfagos infectados
continuaram produzindo menos NO que os nao infectados, mostrando que a
calpaina nao esta envolvida na degradacao da iNOS.

Tabela 2. Dosagem de éxido nitrico de macréfagos ativados, infectados ou nao
com Toxoplasma gondii e tratados com calpeptina ou nao.

) . Producao de NO
Calpeptina  Producao de NO 6h

24h
+ 29,9+1,26 60,0 29,21
sem T. gondi - 30,8 +2,09 63,23 8,90
.. + 16,9 +5,44 30,7 +0,94
Com T. gondii
) 16,7 +1,88 26.0 +4,08

n=3

Para confirmar os resultados foi realizado western blotting para detectar
a expressao da iINOS em diferentes condigdes. Para tal, iniciamos com a
técnica do dot blotting para verificarmos qual a concentragao ideal do anticorpo



29

primario anti-iNOS. A diluicao de 1:500 apresentou marcacao suficiente (Figura
4).

Figura 4. Expressédo de 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) em macrofagos
ativados 24h. 1, 2, 3: Concentracao crescente do anticorpo primario anti-iNOS,
1A — 1:1000; 2A — 1:500B; 3A — 1:250. 1B — controle positivo do anticorpo
secundario anti-rabbit usando como anticorpo primario anti-T. gondii na
amostra de macréfagos ativados infectados com o parasita. A: Imagem geral,
B: Note 1B marcado, C: Note 2A marcado e 3A mais marcado que 2A.

Foi realizado o western blotting com a concentracéo ideal do anticorpo
primario e detectada a iINOS (fig. 5 A/B). Este resultado confirma os anteriores
e demonstram que quando a via do proteossomo ¢é inibida, a expressdo da
INOS nao é reduzida, ao contrario do que ocorre com os infectados com a via
da calpaina inibida. A banda 1, macréfagos ativados, apresenta forte expressao
da iNOS. Ao contrario, a banda 2, com macréfagos ativados e infectados com
T. gondii, expressam menos a iINOS, mostrando que ela esta sendo degradada.
Na banda 3, macré6fagos ativados infectados e tratados com clasto-lactocistina
B-lactona, a expressao da iNOS nao diminui como na banda 2, mostrando que
o proteossomo estd envolvido na degradagédo da iNOS. Porém, na banda 4,
macrofagos ativados infectados e tratados com calpeptina, é possivel observar
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a diminuicdo da expressao da iINOS, mostrando que a calpaina nao esta
relacionada com a degradacao da iNOS.

A: B
£ 3 2 1 4 3 2 1
iNOS — e
iNOS —
A. a B.b
__________ 1 1: 1
— ::::::::::% §
100 100
50 50 f”‘; ,';"".
!
-
4] 1 0 "-ﬂ lk r >
0.0 10 0.0 0.2 0.4 0.6 0.5 1.0

Figura 5. A, B: Deteccdo da oOxido nitrico sintase induzida em cultura de
macréfagos em diferentes situacdes por 6h. 1: Macréfagos ativado (controle);
2: Macréfago ativado e infectado com Toxoplasma gondii 6h; 3: Macr6fago
ativado, tratado com clasto lactocistina B lactona e infectado com T. gondii , 4:
Macréfago ativado, tratado com calpeptina e infectado com T. gondii. A. a.:
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Densitometria éptica da fig. A; B. b. Densitometria éptica da fig. B, area total.
n=2.
DISCUSSAO

Macréfagos séo células do sistema imune e produzem NO como agente
microbicida. Porém, tem sido demonstrado que esse mecanismo € burlado pelo
T. gondii ap6s a infeccao do macrofago ativado, ja que se observa inibicdo da
producdo de NO através do desaparecimento da iINOS ap6s a infecgéao
(SEABRA et al.,, 2002; 2004; GUILLERMO & DAMATTA 2004). Para o
desenvolvimento de novas terapias contra este parasita € importante entender
qual o mecanismo acionado pela infeccdo que leva ao desaparecimento da
INOS. Aqui demonstramos que a infeccao do T. gondii inibe a produgdo de NO
na linhagem de macréfago J774, e que o desaparecimento da iINOS é via
proteassomo e n&o via calpaina.

Tem sido demonstrado que a iINOS é regulada e pode desaparecer por 2
vias principais: as vias da calpaina e da ubiquitina-proteossomo. Com a
infeccdo, uma dessas vias deve ser amplificada, degradando a iINOS e
consequentemente diminuindo a producgéao de NO.

A hipotese deste trabalho é que a INOS é desativada apés a infeccao do
T. gondii pela ativagdo da via do proteossomo, baseado em estudos
envolvendo a degradacao da iNOS (MUSIAL & EISSA, 2001, KOLODZIEJSKI
et al., 2002). Nosso trabalho foi realizado com macréfagos da linhagem J774-
A1, e nestas células também se confirmou que apéds a infeccao do T. gondii, a
producédo de NO ¢é inibida. Este resultado indica que o T. gondii é capaz de
inibir a produgdo de NO em todas as linhagens testadas até o momento.
Quando a iNOS dos macrofagos infectados com o T. gondii foi revelada por
imunofluorescéncia constatamos que a enzima desapareceu no citoplasma
somente das células infectadas. Quando os macréfagos nao foram infectados,
a iINOS apareceu de forma clara.

Quando os macréfagos foram tratados com clasto lactocistina B lactona,
droga que inibe a via do proteossomo, a expressao da iINOS foi detectada no
citoplasma dos macréfagos. A via de degradacao da iNOS foi inibida devido ao
tratamento com clasto-lactocistina B lactona, j& que mesmo bastante infectada,
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a célula aparece bem marcada indicando a presenca da iNOS. Porém, no
tratamento de 6h com a droga, as células ja estdo mais sofridas, menos
espraiadas, devido ao longo tempo de tratamento.

Para confirmarmos os resultados obtidos com a imunofluorescéncia e a
dosagem de NO, foi realizado a detecgao da iNOS por western blotting em
diferentes situagdes. Para tal, realizamos previamente um Dot blotting para
verificarmos qual a melhor concentracdo do anticorpo anti-iNOS para
realizacdo do western. A concentragdo 1:500 apresentou marcagao suficiente
para realizacdo do western. Para termos a certeza que o secundario estava
funcionando, usamos uma amostra infectada com T. gondii e marcamos com
anti-T gondii conhecidamente funcional e foi possivel observar marcagao
mostrando que o secundario esta funcionando normalmente.

O western blotting com a concentragcdo correta do anticorpo primario
confirma os resultados anteriores e conclui que a INOS estd sendo degrada
pela via do proteossomo. A INOS foi detectada em macrofagos infectados e
tratados pela clasto- lactocistina 3 lactona. Macréfagos ativados sem infeccao
apresentaram a expressao mais forte de iINOS que os infectados com T. gondiii.
Quando a via do proteossomo foi inibida pela clasto- lactocistina B lactona,
mesmo com a infeccao, foi possivel detectar maior expressao da iINOS quando
comparadas com macrofagos infectados. Porém, quando tratados com
calpeptina, inibidor da via da calpaina, a iINOS continuou sendo degradada.
Este resultado indica claramente que a via da calpaina ndo esta sendo ativada
pela infeccao do T. gondii.

Porém, é possivel observar que a expressao da iNOS ndo é a mesma
quando tratada com clasto- lactocistina [ lactona e comparada com
macréfagos nao infectados. Macréfagos nao infectados expressam mais iNOS.
Isso pode estar acontecendo porque na concentracdo da droga e no tempo de
tratamento utilizado, o proteossomo nao foi completamente inibido. Existem
trabalhos em que o proteossomo é inibido com o dobro da concetracao
utilizada, e outros em que o tempo de tratamento é de 20h, muito maior do que
o que foi realizado (MUSIAL & EISSA, 2001, KOLODZIEJSKI et al., 2002).
Porém, com a confirmacdo da densitometria éptica e com os resultados da
imunoflorescéncia mostrando que a iINOS permanece no citoplasma de
macréfagos infectados e tratados com lactocistina, é possivel afirmar que o
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proteossomo esta envolvido na degradacao da iNOS de macréfagos infectados
com T. gondii e que a via da calpaina nao esta relacionada com a degradacao
da iNOS, ja que macréfagos expressam menos a iINOS na infeccdo e
tratamento com calpeptina.

Investigar os mecanismos utilizados pelo parasita para burlar o sistema
imune, como no caso deste trabalho, inibindo a producdo de éxido nitrico
através da degradacdo da INOS pelo proteossomo, € essencialmente
importante e Gtil para o desenvolvimento de futuras intervengdes terapéuticas,
ja que a toxoplasmose é uma doenca cujo infecta um tergco da populacéo
mundial (HUNTER et al., 1994; BHOPALE 2003; ROZENFELD et al., 2005).

5. CONCLUSAO

Podemos sugerir fortemente que macréfagos ativados infectados por T.
gondii tratados com clasto-lactocistina 3 lactona tem o proteossomo inativado e
apresentam a expressdao da iINOS no citoplasma, indicando que a via de
degradacao da iNOS apo6s a infeccéo pelo T. gondii é a do proteossomo.
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