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RESUMO

A via de sinalizagdo Notch desempenha um papel crucial no destino celular entre as
espécies mediante a regulagdo da manutengdo, proliferacdo e diferenciacdo das células tronco
intestinais dando origem as linhagens secretoras ou de absor¢do. Processos imunologicos como
a diferenciagdo das células T e o processos inflamatorios também estao relacionados com a via
Notch. O modelo murino infectado com o protozoario Toxoplasma gondii ¢ considerado um
prototipo relevante para o estudo da resposta inflamatoria e imunoldgica. Embora a via Notch
seja crucial para a resposta imune, sabe-se pouco sobre sua relagdo com infecgdes por
protozodrios, como no caso da toxoplasmose. O objetivo deste estudo foi avaliar a inibi¢ao da
via Notch pela dibenzazepina (DBZ), um inibidor da y-secretase, utilizando o modelo
experimental de toxoplasmose aguda. Para esta proposta, camundongos C57BL/6 foram
tratados com DBZ por 4 dias antes da infec¢do oral com cistos da cepa ME-49 de T. gondii e o
intestino delgado, figado e pulmdes foram analisados para o estudo do parasitismo, parametros
imunologicos e histologicos. Ao estudar o intestino delgado, a infec¢do oral por 7. gondii
diminuiu a expressio de mRNA de Hes! e Mathl, mas ndo de Notchl. Quando os animais
foram tratados com DBZ e infectados, o tamanho do intestino delgado foi preservado, os
nimeros de células caliciformes e de Paneth foram parcialmente preservados quando
comparados com o grupo apenas infectados; porém o parasitismo e carateristicas
histopatoldgicas ndo foram alterados entre ambos os grupos. De forma contraria, no figado e
nos pulmdes, o tratamento prévio com DBZ diminuiu o parasitismo e as alteragdes inflamatorias
nos animais infectados. A inibigdo da via Notch ndo afeta a elevada produgdo de citocinas IFN-
v, TNF, IL-6 e IL-10 sistemicamente induzidas pela infec¢do com 7. gondii apesar de se
observar um aumento de IL-17 e IL-4. Nossos resultados mostraram que a infec¢do por 7.
gondii afeta a expressio de mRNA do gene alvo da via Notch, Hes/, e também afeta o gene
Mathl, porém Notchl nao ¢é atingido. Além disso, a inibi¢do da via Notch interfere em
parametros parasitologicos e inflamatérios dependendo do 6rgdo analisado, sendo a inibi¢ao do
complexo enzimatico y-secretase da via Notch benéfico para os 6rgdos extra intestinais, tais

como pulmao e figado.

Palavras chaves: Toxoplasma gondii, Notch, Gama-secretase



ABSTRACT

Notch signaling pathway plays a crucial role in cellular fateacross species by regulating
the intestinal stem cell fate for maintenance, proliferation and differentiation to secretory or
absorptive lineage. Immune processes as differentiation of Th cell and inflammation process
are also related to the Notch pathway. Toxoplasma gondii infection mice model is considered a
relevant prototype for study inflammatory and immune response. Although Notch pathway is
crucial for immune response, little is known about its relation with protozoan infections as
toxoplasmosis. The aim of this study was to evaluated the inhibition of Notch pathway by
dibenzazepine (DBZ), a y-secretase inhibitor, using an acute toxoplasmosis mice model. For
this propose, C57BL/6 mice were treated 4 days before oral infection with cysts of ME-49 T.
gondii strain and the small intestine, liver and lungs were analyzed for parasitism,
immunological and histological parameters. By studying the small intestine, 7. gondii infection
impaired the Hes! and Mathl, but not Notchl expression. When animals were treated with DBZ
and infected with 7. gondii, small intestine length was preserved, goblet and Paneth cell
numbers were partially recovered when compared only with the infected group, however the
parasitism and pathology were not altered. On the contrary, in the liver and lungs, the previous
DBZ-treatment diminished the parasitism and inflammatory alterations in the infected animals.
Inhibition of the Notch pathway did not interfere on the high production of IFN-y, TNF, 1L-6 ¢
IL-10 systemically induce by 7. gondii infection, still IL-17 and IL-4 were increase. Our results
highlight that Hes! and Mathl are targets of T. gondii infection, without affecting Notch-1
expression in the small intestine. Moreover, Notch pathway inhibition results in different
parasitological and inflammatory outcomes depending on the organ analyzed, being beneficial

the inhibition of the y-secretase complex for the extra intestinal organs, like lungs and liver.

Keywords: Toxoplasma gondii, Notch, Gamma-secretase
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1. INTRODUCAO
1.1 O agente infeccioso: Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii, protozoario do filo Apicomplexa, ¢ um parasito intracelular
obrigatorio de distribuicdo ubiquitéria, sendo responsavel por 10 — 50% de infecgdes humanas
(MILLER et al., 2009; EGAN et al., 2012). Neste aspecto, uma das caracteristicas mais
importantes deste protozodrio ¢ sua habilidade de infectar uma ampla gama de hospedeiros
intermedidrios, desde aves até mamiferos, incluindo humanos (PAREDES-SANTOS et
al.,2013). Entretanto, apenas os felideos (géneros Felix e Lynx) sao os hospedeiros definitivos
deste parasito, sendo os Unicos que eliminam um dos estagios infecciosos que sdo 0s oocistos
junto com as fezes. Durante a infeccao felina aguda, um gato pode excretar varios milhdes de
oocistos por dia (DUBEY; MILLER; FRENKEL, 1970; MONTOYA; LIESENFELD, 2004;
MONTOYA; ROSSO, 2005).

O ciclo biologico de T. gondii inclui trés formas infecciosas: taquizoitos, com
reproducdo assexuada; bradizoitos, que formam cistos teciduais e também apresentam
reproducdo assexuada e esporozoitos, contidos dentro dos oocistos (DUBEY et al., 1998).
Enquanto o ciclo assexuado acontece nos hospedeiros intermediarios, o ciclo sexuado de T.
gondii ocorre exclusivamente nas células do epitélio intestinal do felideo (FRENKEL et al.,
1970). A répida divisdo dos taquizoitos pode ser responsdvel pelos sinais clinicos da
toxoplasmose, favorecendo a disseminagdo do parasito a quase todos os 6rgaos e tecidos do
hospedeiro (POSSENTI et al., 2013). Essa elevada replicagdo comeca a ser controlada por uma
potente resposta imune do hospedeiro que atinge o parasito para que posteriormente se
diferencie em bradizoito (BLADER ef al., 2015) Os bradizoitos permanecem dentro de cistos
intracelulares, protegidos dos mecanismos de defesa do sistema imune, sendo os principais
componentes da fase cronica da toxoplasmose (WEISS; KIM, 2011). Os oocistos, outra forma
resistente de 7. gondii, sdo altamente infecciosos quando esporulados € podem permanecer

viaveis por varios anos contaminando o ambiente (MITTAL; ICHHPUJANI, 2011).

Os aspectos ubiquitarios, infecciosos, epidemiologicos, patologicos e de resposta imune
do hospedeiro, caracterizam este parasito como um parasito peculiar e muito importante em

termos de saude publica mundial.
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1.2  Transmissdo e Ciclo bioldgico de 7. gondii

O principal mecanismo de transmissdo de 7. gondii ocorre mediante a ingestdo de
bradizoitos encistados nos tecidos de hospedeiros cronicamente infectados ou esporozoitos
contidos dentro de oocistos esporulados (ALVARADO-ESQUIVEL; CAMPILLO-RUIZ;
LIESENFELD, 2013). A partir deste ponto, segue-se um complexo ciclo biolégico, englobando
tanto reproducdo sexuada, que ocorre nas cé€lulas do epitélio intestinal dos felideos, quanto
reproducdo assexuada, que ocorre nos tecidos dos hospedeiros intermediarios (TENTER;

HECKEROTH; WEISS, 2000) (Figura 1).

Hospedeiro intermediario: Hospedeiro definitivo:
mamiferos, aves felideos
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Figura 1: Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii

Mostram-se as trés formas infectantes de 7. gondii: os bradizoitos contidos nos cistos, os oocistos e 0s
taquizoitos; junto com as formas de infecgdo e replicagdo nos hospedeiros definitivos e intermediarios. Fonte:
ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012, com modificagdes.

O estagio sexuado inicia-se quando os felideos ingerem oocistos presentes no meio
ambiente ou cistos contendo bradizoitos. Diversas enzimas proteoliticas do estomago e do
intestino delgado destroem a parede do oocisto ou cisto, liberando as formas infectantes, os

esporozoitos ou bradizoitos respectivamente. Estas invadem os enterdcitos do felideo, onde
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passam por um processo de conversdo para taquizoitos, caracterizados por uma intensa
multiplicacdo mediante o processo de endodiogenia, € para esquizontes que posteriormente se

diferenciam em merozoitos, o primeiro estddio do ciclo sexual de 7. gondii (DUBEY, 1998).

Em seguida, dentro da célula infectada ocorre a formag¢do dos gametas masculinos e
femininos mediante o processo da gametogénese. Com a fertilizacdo, os oocistos formados sao
liberados pelo rompimento dos enterdcitos e excretados como formas ndo esporuladas nas fezes
dos felideos. O processo de esporulagdo ocorre alguns dias apds liberacdo no meio externo,
levando em conta condi¢des favoraveis de temperatura, oxigenacao ¢ umidade. Em um periodo
de um a cinco dias, os oocistos passam a ter dois esporocistos contendo quatro esporozoitos
cada e se tornam infectantes no meio ambiente (DUBEY; FRENKEL, 1972). A excre¢dao dos
oocistos pelos felideos comeca de trés a sete dias apos a ingestdo dos cistos teciduais e pode se
prolongar por mais de 20 dias. Os oocistos podem infectar uma grande variedade dehospedeiros
intermediarios quando estes ingerem 4gua ou alimentos contaminados. Nesta fase do ciclo, os

felideos também sdo susceptiveis, porém com uma baixa eficiéncia infecciosa (JONES;

DUBEY, 2010).

Quando um hospedeiro intermedidrio ingere oocistos, os esporozoitos sdo liberados,
penetram o epitélio intestinal, onde se diferenciam em taquizoitos. Estes, por sua vez,
replicando-se rapidamente por endodiogenia dentro de qualquer célula e se disseminam
facilmente por todo o organismo. Como resultado da conversao de taquizoitos a bradizoitos, os
cistos teciduais se formam entre sete a dez dias apds a infeccdo, e podem permanecer no
hospedeiro intermediario indefinidamente, predominando no cérebro, olhos e musculos

(MONTOYA; ROSSO, 2005).

A ingestdo dos cistos teciduais por outro hospedeiro intermediario se da por intermédio
do consumo de carne crua ou malcozida. A partir disto, a parede dos cistos se rompe quando
passa pelo trato digestivo, causando a liberacdo de bradizoitos. Estes irdo infectar o epitélio
intestinal do novo hospedeiro, e assim se diferenciam em taquizoitos disseminando-se por todo

organismo (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,2012; TURNER et al., 2013).

1.3  Aspectos Epidemiologicos da Toxoplasmose

T. gondii é um parasito de ampla distribuigdo geografica, abrangendo uma grande
diversidade de hospedeiros. Isso também se reflete em termos de gendtipos. Neste caso, a

distribuicdo de diferentes gendtipos apresenta um evidente padrao geografico no que se refere
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as distintas cepas de parasitos encontrados nos hemisférios Norte e Sul. Assim, vem sendo
extensamente relatado que as cepas da América do Sul sdo originadas de recombinagdes
frequentes, sendo, portanto, mais diversificadas em relagdo a América do Norte ¢ Europa.
Nestas regides, as cepas sdo agrupadas em trés linhagens clonais, ou seja, com baixa
heterogeneidade genética, designadas em tipo I, II, IIT (SIBLEY et al., 2009; SU et al., 2012).
Entretanto, cepas clonais podem se expandir para regides da América do Sul resultando na

presenca de novas linhagens com elevado potencial patogénico (SIBLEY; AJIOKA, 2008).

Independente da cepa, o hospedeiro humano pode se infectar com 7. gondii pela
ingestao ou manipulagdo de carne crua ou malcozida. Normalmente a carne suina apresenta um
alto indice de contamina¢do com cistos teciduais, constituindo uma importante fonte de
infecgdio. Agua e vegetais também podem ser importantes fontes de contaminagio pela presenca
de oocistos excretados por gatos infectados (JONES; DUBEY, 2010; ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012).

Neste aspecto, um estudo realizado no México demonstrou elevada circulagdo de T.
gondii em porcos de fazendas; aproximadamente 50% dos animais estudados apresentou um
estado de infecgdo cronica sugerindo uma constante exposicdo do homem ao parasito. Dentro
deste contexto, a fonte de reinfec¢do de animais, que sdo criados para o consumo humano, pode
ser causada pelo continuo contato com oocistos de 7. gondii presentes em fazendas, tanto em
fontes de agua, como no solo, os quais sdo encontrados frequentemente em sistemas de
produgdo suina (ORTEGA-PACHECO et al., 2013). E importante destacar que a expansdo da
agricultura nos ultimos 11 mil anos, influenciou sobre a distribuicao biogeografica de das cepas
de T. gondii e na viruléncia delas; estabelecendo um ciclo de transmissdo doméstico entre o

gato e o camundongo (SHWAB et al., 2018).

Fatores climaticos também podem afetar a viabilidade do oocisto no meio ambiente. Em
paises tropicais existe uma elevada prevaléncia de toxoplasmose devido ao clima quente e
umido, o que favorece a sobrevivéncia prolongada do oocisto. Além dos fatores ambientais,
fatores antropomorficos também sdo relevantes para se entender aspectos epidemiologicos da
toxoplasmose. Neste caso, habitos humanos podem explicar porque existe uma grande variagao
na soroprevaléncia da doenga no homem, em relagdo aos habitos diarios: cozimento dos
alimentos, habitos higi€nicos, tipos de alimentos consumidos e a higienizagdo dos mesmos.
Também incluem os habitos culturais, sociais e econOmicos e interferéncia em ambientes

silvestres, cujo resultado ¢ o contato do hospedeiro com cepas até entdo desconhecidas
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(CARME et al., 2009; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). A este fator, deve ser
ressaltada a ampla gama de hospedeiros intermediarios de 7. gondii incluindo hospedeiros
silvestres, cujo contato com o homem pode resultar em casos de toxoplasmose (CARME et al.,

2009).

Os aspectos socioecondmicos podem se relacionar com uma elevada frequéncia da
infeccdo por 7. gondii. Assim, Bahia-Oliveira e colaboradores (2003) constataram que, na
cidade de Campos dos Goytacazes, norte do estado do Rio de Janeiro — Brasil, 84% da
populacdo de baixo nivel socioecondmico apresentou anticorpos IgG anti - 7. gondii, em
comparagao com 23% da populacdo soropositivos de elevado nivel socioecondmico. No
comeco deste ano foi publicado um estudo epidemiologico sobre a vulnerabilidade
socioecondmica associada a exposi¢do de 7. gondii no estado Parand, sudeste do Brasil, onde
novamente foi determinado que a distribuicdo espacial de casos soropositivos para
toxoplasmoses foi maior em 4reas suburbanas de comunidades de baixa renda, auséncia de agua

potéavel e construgdes vulnerdveis (MAREZE et al., 2019).

Dubey e colaboradores (2012) acreditam que o Brasil, com uma alta prevaléncia de
infeccdo por 7. gondii em animais e humanos, seja um espago de investigagdo para grupos
internacionais pesquisarem a epidemiologia e controle da toxoplasmose. Como foco
importante, sdo necessarias medidas preventivas, tais como higiene, possivel imunizagdo com
o desenvolvimento de uma vacina para a toxoplasmose e educa¢do sanitaria, que deveriam
comegar nas escolas do ensino fundamental, sabendo-se que 50% das criangas de 10 anos, em

varias localidades do Brasil, estdo expostas a 7. gondii.
1.4 Resposta imune intestinal na infeccido por 7. gondii

Quando o hospedeiro tem contato com 7. gondii via oral, o primeiro encontro do sistema
imune do hospedeiro com o parasito ¢ na mucosa intestinal. O sistema imune da mucosa
intestinal ¢ composto por uma camada de células epiteliais que separa a lamina propria do
limen intestinal (MOWAT, 2003). Neste epitélio, encontra-se uma populacao heterogénea de
células T denominadas linfécitos intraepiteliais. Estes linfécitos contribuem com a homeostase
e defesa do ambiente intestinal, mantendo a integridade da barreira epitelial. A ldmina propria
¢ composta por miofibroblastos, células T, células B, macrofagos e células dendriticas. Além
dessas células, as placas de Peyer desempenham um importante papel de protegdo. Essas placas
sao agregados dos nodulos linfoides que formam parte do tecido linfoide associado as mucosas,

e ajudam no transporte de antigenos e patogenos sendo considerados sensores imunes do
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intestino (JUNG; HUGOT; BARREAU, 2010; CHEROUTRE; LAMBOLEZ; MUCIDA,
2011).

Apos aingestao dos oocistos ou cistos contendo bradizoitos, a parede do oocisto ou cisto
¢ digerida no estdmago; os esporozoitos ou bradizoitos atravessam o epitélio do intestino
delgado e penetram na lamina propria, onde estes se diferenciam em taquizoitos em

aproximadamente 24 horas (DUBEY, 2007).

Entre 24 a 48 horas, os parasitos disseminam para os sitios extraintestinais onde
macrofagos e células dendriticas infectadas pelos parasitos podem ser mediadores dessa
disseminacao (COURRET et al., 2006; BIERLY et al., 2008). Os macrofagos inflamatérios
desempenham um importante papel microbicida nesta etapa de infec¢do; o recrutamento destas
células depende da expressdo de receptores de quimiocinas (CCR2), resultando na morte do
parasito (DUNAY et al., 2008). Além disso, a destruicdo do vactiolo parasitéforo depende de
enzimas do tipo GTPases, relacionadas com a imunidade dependentes de IFN-y (FENTRESS
et al., 2010).

O inicio daresposta imune da mucosa intestinal engloba o reconhecimento dos padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPS) como profilina e glicosill fosfoinositol (EGAN
et al., 2009). Em modelos murinos, a ativagdo de células dendriticas da mucosa mediante
receptores do tipo Toll (TLRs: TLR11, TLR2 e TLR4) ocorre apds a apresentacdo de antigeno
e ativagdo de células T nos tecidos linfoides. Entretanto, na auséncia de TLR11, a producao de
IFN-y por células T tém um efeito minimo (BENSON et al., 2009). Por isso, sugere-se que a
translocacdo de bactérias tem um papel importante para iniciar uma resposta imune contra o
parasito, atuando como um adjuvante na ativacdo da resposta imune. Em camundongos, na
auséncia de flora intestinal, ndo ocorre produ¢do de citocinas secretadas por células T apos
infeccdo com 7. gondii; mas a administragdo oral de lipopolissacarideos bacterianos, reverte

este efeito (HEIMESAAT et al., 2006; BENSON et al., 2009).

A via de interagdao entre células T CD4+ da lamina propria, linfocitos intraepiteliais e
enterdcitos atua no sentido de manter a homeostase intestinal e promover a protecao durante a
infeccdo por 7. gondii. Entretanto, em camundongos infectados com o parasito, linfocitos
intraepiteliais CD8of3 produzem IFN-y, desencadeando uma atividade citotoxica contra os

enterocitos e macréfagos infectados (CHARDES et al., 1994).
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As populagdes de linfocitos intraepiteliais também realizam atividades de tipo
imunoreguladoras no intestino durante a infec¢ao por 7. gondii. As células T CD4+ da lamina
propria trabalham em conjunto com as células epiteliais do intestino para a produgdo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (MENNECHET et al., 2002). Uma importante funcao
dos linfocitos intraepiteliais € modular a resposta pro-inflamatoria para proteger o intestino
contra o parasito. Isto ocorre pela producdo do fator de crescimento transformador tipo  (TGF-
B) pelos linfocitos intraepiteliais CD8af, que regulam negativamente a expressdo de IFN-y
pelas células T CD4+ da lamina propria (BUZONI-GATEL et al., 2001, MENNECHET et al.,
2004).

Em modelos de infecgdo oral com cistos de 7. gondii, apos 8 dias de infecgdo, ocorre
uma resposta imune inflamatoria de tipo Thl que ¢ caraterizada por uma produ¢do elevada de
IFN- vy, TNF, IL-12, IL-18 e oxido nitrico (NO). Este conjunto de moléculas leva a danos
imunopatolégicos no intestino delgado com uma necrose massiva (MUNOZ et al., 2009). Sabe-
se que no modelo murino, a neutralizagio de IL-18 diminui parcialmente a resposta
imunopatologica de tipo Thl no intestino delgado, porém a presenca de moderadas quantidades
de IFN-y no soro desses animais foi considerado como uma defesa contra a replicacdo do
patogeno (VOSSENKAMPER et al., 2004). Além de promover a producdo de IFN-y, IL-18 ¢é
indispensavel para a producdo de IL-22 no ileo durante a infec¢io por T. gondii (MUNOZ et
al., 2015). O papel fisiologico de IL-18 e IL-22 na defesa do hospedeiro contra 7. gondii
também deve ser considerado essencial em virtude da complexa regulacdo entre ambas as

citocinas durante o controle da infecgdo intestinal.

A citocina IL-17A ¢ considerada uma molécula importante para o recrutamento de
neutréfilos no sitio de infeccdo em camundongos infectados com cistos de 7. gondii na fase
aguda (KELLY et al., 2005; GUITON et al., 2010; MORODA et al., 2-17). Camundongos
knockout para IL-17A infectados com um alto indculo de cistos da cepa ME-49 de T. gondii
tiveram uma grave necroses na mucosa do intestino delgado, especificamente no ileo, sendo
estas alteracdes histopatologicas similares ao grupo de camundongos de tipo selvagem
(MUNOZ et al., 2009). Em outro estudo também utilizando camundongos deficientes para IL-
17A e infectados com 7. gondii houve um aumento da expressio de mRNA de IFN-y no ileo e
linfonodos mesentéricos; e aumento de HSP70 de 7. gondii, uma proteina carateristica de
taquizoitos, no ileo, linfonodos, figado e baco (MORODA et al., 2017). No mesmo estudo, o
tratamento desses camundongos com a citocina recombinante IL-17A diminuiu os niveis de

HSP70 e IFN-y nos mesmos tecidos mencionados (MORODA et al., 2017).
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1.5 A via de sinalizacao Notch

A formagdo de um organismo a partir de uma uUnica célula até obter uma estrutura
tridimensional multicelular com caracteristicas tUnicas de tamanho e forma depende da
organizagdo de genes que conduzem o desenvolvimento de cada célula desse organismo. A via
de sinalizagdo Notch ¢ um sistema de sinalizagdo conhecido por regular o desenvolvimento
embrionario e a morfogéneses nos metazoarios (KOPAN, 2012). Esta via representa um tipo
de comunicagdo direta entre células que ¢ essencial para regular a proliferagdo, apoptose e para
definir o destino das células progenitoras ou células tronco durante o desenvolvimento dos
diferentes tecidos do organismo (GRIDLEY, 2007). O primeiro relato sobre a existéncia
genética de Notch foi descrito por John S. Dexter (1914) quem trabalhou com a mosca da fruta
da espécie Drosophila melanogaster e descreveu uma caracteristica fenotipica hereditaria nas
asas denominada como "‘notched wings™" ou asas cortadas. Posteriormente, Thomas Morgan
descreveu mutacdes dos alelos do gene Notch em D. melanogaster o que levaria a morte do
embrido e aprofundou o estudo na carateristica fenotipica das assas cortadas baseado no
trabalho de Dexter (MORGAN, 1917). O gene Notch foi inicialmente clonado em Drosophila
e posteriormente em Caenorhabditis elegans (ARTAVANIS-TSAKONAS et al., 1981),
Xenopus (COFFMAN; HARRIS; KINTNER, 1990), camundongo (DEL AMO et al., 1992) ¢
humano (ELLISEN et al., 1991).

O gene Notch codifica um receptor transmembrana de passagem Unica com um peso
molecular de 300 kDa sendo ativado por ligantes transmembrana (revisado por ARTAVANIS,
1995; BIGAS; ESPINOZA, 2012). Na maioria dos vertebrados existem 4 receptores Notch
(Notch 1-4) sendo o receptor detipo 1 e 2 homdlogos ao de Drosophila (BIGAS; ESPINOZA,
2012). Referente ao nivel proteico, Notch estd dividido em uma parte extracelular com
repeticoes similares a fatores de crescimento epidérmico (EGF) e uma parte intracelular
contendo 7 repeticdes de tipo anquirina e dominios de ativacdo variavel (revisado por
GORDON; ARNETT; BLACKLOW, 2008) (Figura 2B). Notch ¢ transcrito por uma molécula
unica de RNA mensageiro que se traduz a um polipeptidio, sendo posteriormente clivado no
aparelho de Golgi via uma enzima convertase similar a furina (BLAUMUELLER et al., 1997,
LOGEAT et al., 1998).
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Figura 2: Elementos da Via de sinalizacio Notch.

(A) Modelo dos principais eventos na via de sinalizagdo Notch. O sinal de ativacdo da via comega pelo
acoplamento do ligante com o receptor (1) e levam a clivagem pela metaloprotease (MP) ADAMI10 (TACE-
Enzima conversora de TNF-a) no local S2 (2). Este passo proteolitico permite a clivagem do receptor Notch pelo
complexo y-secretase no sitio S3 dentro do dominio transmembrana (3) e aliberagdo do dominio intracelular (ICN)
de membrana. ICN se transloca para o nicleo (4), onde formara parte de um complexo de ativacao transcricional
junto com as proteinas de unido a DNA (CSL) e o coativador Mastermind (MAM), induzindo a transcri¢do de
genes alvos (5). (B, C) A organizacdo dos dominios de receptores Notch (B) e ligantes da familia DSL (C) na
mosca Drosophila, humano e ao verme C. elegans. TM, dominio transmembrana; NEC, subunidade extracelular
de Notch. Fonte: GORDON; ARNETT; BLACKLOW, 2008, com modificagdes.
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O processo final de formacao do receptor transmembrana ¢ composto por dois
fragmentos: um dominio extracelular e outro dominio que inclui uma parte transmembrana e
intracelular, sendo associados ambos os fragmentos por pontes bissulfeto (GORDON;
ARNETT; BLACKLOW, 2008). Em mamiferos, a ativacdo fisioldgica dos receptores acontece
com a interagdo com os ligantes transmembrana Delta e Jagged caraterizados pelo dominio

DSL (WENG, 2004; revisado por CHILLAKURI et al., 2012) (Figura 2A).

Em mamiferos, foram identificados trés genes tipo Delta (DIl), designados DII-1, - 3 e -
4. Para os ligantes de tipo Jagged, existem dois genes: Jagged-1 e Jagged-2, os quais foram
isolados de humanos, ratos e camundongos (MIYAMOTO; WEINMASTER, 2008; KOPAN,
2012) (Figura 2C).

A unido do receptor com seu respectivo ligante implica duas rupturas proteoliticas no
receptor Notch. A primeira ruptura ¢ catalisada por uma metaloproteinase ADAMIO0; e a
segunda ruptura ¢ mediante uma y-secretase, um complexo enzimatico que contém varias outras
proteinas como presenilina, nicastrina, PEN2 e APH1 (KIMBERLY et al., 2003). Esta segunda
ruptura libera o dominio intracelular Notch (NICD), sendo transportada ao nucleo para ligar-se
com uma proteina de unido ao DNA, chamada CSL, representado pelos fatores de transcrigao
CBF-1/RBP-Jk em mamiferos, Su(H) em Drosophila, e Lag-1 em Caenorhabditis elegans; ¢
um coativador Mastermind (Mam) para promover a transcricdo de genes alvos (JEFFRIES;

ROBBINS; CAPOBIANCO, 2002; BRAY, 2006).
1.6 O protagonismo da via Notch no desenvolvimento do trato gastrointestinal

No trato gastrointestinal, a ativacdo davia Notch é considerada importante para manter
a homeostase das células tronco colunares e a formacdo do tubo digestivo durante o
desenvolvimento embrionario (KIM et al., 2011). No estomago, tanto os receptores Notch-1
como Notch-2 tém um papel primordial na manutenc¢do das células tronco, onde a sua inibi¢do
com dibenzazepina (DBZ), um inibidor do complexo y-secretase, ou com anticorpos contra os
receptores mostrou uma diminuicdo da proliferacdo e favoreceu a diferenciacdo das células
tronco gastricas na 4area do antro e corpo no estomago (revisado por DEMITRACK;

SAMUELSON, 2016; GIFFORD et al., 2017).

Organoides derivados de células géstricas de camundongo mostraram uma baixa
eficiéncia de crescimento celular parasse estabelecer quando a via estava inibida, e teve um

aumento da eficiéncia do crescimento celular com a via ativa (DEMITRACK et al., 2015). Sem
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duvida, a ativagdo cronica da via Notch pela presenca constitutiva de NICD em células
progenitoras do corpo e antro do estomago sendo positivas para Lgr5 levou a formagdo de
polipos hiperplésicos (KIM; SHIVDASANI, 2011b; DEMITRACK et al., 2015). Isto nos leva
a considerar que a via de sinalizagdo Notch ¢ crucial na regulacdo da proliferagdo no epitélio

estomacal.

A inibicdo da Notch aumenta a diferenciacdo celular no antro e corpo do estomago,
sendo atingidas as células endocrinas, células mucosas da superficie e no interior da glandula
gastrica (DEMITRACK et al., 2015; GIFFORD et al., 2017). Quando se aborda a diferenciagao
celular no estdbmago, a via atinge de forma similar em todas a linhagens celulares, o que ocorre

de maneira diferente no epitélio intestinal.

No intestino delgado, a via de sinalizagdo Notch também controla a manutencao,
proliferagdo e diferenciagcdo das células tronco intestinais nas linhagens intestinais de absor¢ao
ou secrecao (YANG et al., 2001; STANGER et al., 2005). Um balango na via Notch ¢
claramente necessario para a manutengao das células tronco intestinais e a produgdo de células
absortivas, e sequencialmente para a presenca de células com uma baixa ativagdo da via Notch
que adoptam um perfil secretor. Sabe-se que o precursor dos enterdcitos ¢ independente de
Mathl (YANG et al., 2001) e que a expressao do gene Hes/ ¢ uma carateristica importante
nessas c¢lulas com uma atividade alta da via Notch (JENSEN et al., 2000). Por outro lado, as
células caliciformes, enteroenddcrinas e as células de Paneth derivam de um precursor que

expressa Mathl (YANG et al., 2001; ZECCHINI et al., 2005).

Em condi¢des de homeostase, a via Notch ¢ necessaria para a manuteng¢do das células
tronco intestinais nas criptas (revisado por DEMITRACK; SAMUELSON; 2016). Sabe-se que
a presenca de diferentes protagonistas da via de sinalizacdo Notch como os ligantes DII1 e D114
sdo expressos nas células secretoras intestinais para conservar as células tronco intestinais. Nas
células de Paneth localizadas na base das criptas do intestino e em células similares as células
caliciformes no colon, existe uma expressao significativa doligante transmembrana D14, sendo
assim consideradas como suporte para as células tronco gastrointestinais (SATO et al., 2011;
ROTHENBERG et al., 2012). Também a presenga do ligante transmembrana DIl ¢ uma
carateristica das células com perfil secretorio e que estas células tém como precursor uma célula

tronco intestinal com uma alta expressao do marcador Lgr5 (VAN ES et al., 2012).

O papel da via de sinalizagdo Notch no controle da diferenciacdo e proliferagdo das

c€lulas intestinais foi também confirmado pela utilizagdo de camundongos transgénicos. A
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delecdo de Hesl, que ¢ o gene alvo mais importante da via Notch, foi associado com um
aumento significativo de células epiteliais intestinais de tipo secretoras (JENSEN et al., 2000).
Outro ensaio inativando especificamente CSL, o complexo proteico de unido ao DNA, teve
como resultado a completa perda da proliferagdo de células progenitoras nas criptas intestinais,
de modo que elas continuaram o processo de diferenciacdo em células caliciformes (VAN ES

et al., 2005).

A inibicdo farmacologica mediante o uso de inibidores do complexo enzimatico 7-
secretase ou emprego de inativacdo génica da via Notch leva a uma perda completa da
proliferacdo das células tronco intestinais nas criptas, sendo diferenciadas a células caliciformes
poOs mitdticas, ou seja, essas células perdem a capacidade de divisdo celular (VAN ES et al.,
2010). O impacto de altas doses de DBZ, sobre aspectos histologicos e diferenciacdao celular do
intestino delgado de ratos da linhagem Wistar demonstra um cenario dose depende; com o
intestino delgado e grosso distendido, apoptoses das células nas criptas do intestino, metaplasia
das células caliciformes, perda da estrutura das vilosidades intestinais e aumento da secregdo

de muco no lumen intestinal (SEARFOSS et al., 2003; MILANO et al., 2004).

A administracdo de DBZ em camundongos foi associado com a diminuicdo da
expressao de mRNA de Hes! (VAN ES et al., 2010; AHMED et al., 2018) e um aumento da
expressdao de Mathl (SEARFOSS et al., 2003; MILANO et al., 2004). Um estudo relevante
sobre a inibi¢do da via Notch utilizando DBZ tem descrito as consequéncias da inibicdo em
aspectos de diferenciagdo e proliferacdo das células tronco intestinais da base das criptas
(VANDUSSEN et al., 2012). Olfin 4, um marcador carateristico de células tronco teve uma
diminuicdo daexpressdo apods o tratamento com DBZ, sugerindo ser dependente da via Notch.
Além disso, houve um acumulo de células duplamente positivas para marcadores Muc2 e
Mmp?7, carateristicos de células caliciformes e de Paneth, respectivamente. Isto indica que a via
de sinalizacdo Notch tem um papel crucial no término da diferenciagao celular e da manutencao

das células caliciformes e de Paneth (VANDUSSEN et al., 2012).

Por outro lado, os niveis de expressdo da via Notch tém que ser adequados para uma
otima proliferagdo das células tronco gastrointestinais. Kim e colaboradores (2011),
identificaram defeitos graves no desenvolvimento de fibroblastos subepiteliais e uma
diminui¢do do comprimento do intestino em camundongos com uma dele¢ao do gene RBP-Jk.

Além disso, a atividade constitutiva de Notch também produz uma rapida perda de células
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mesenquimatosas ¢ da organogénese. Isto sugere que € necessaria uma atividade balanceada da

via Notch para ter uma organizagdo apropriada das células intestinais.
1.7 Relacio entre a via de sinalizacdo Notch e a resposta imunolégica

Diversos estimulos podem induzir uma resposta de tipo Thl como por exemplo virus
dadengue (LI ef al., 2015), virus sincicial respiratério (RUDD et al., 2007), lipopolissacarid eo
(LPS) (AMSEN et al., 2004) e CpG (SUN; KRAWCZYK. PEARCE, 2008); assim provocando
um aumento da expressdo dos ligantes DIl4 e DIIl nas células apresentadoras de antigenos
(APCs). Sabe-se que as APCs estimuladas utilizam a via Notch para dar comego a diferenciacao
das células T CD4+ naive em células T helper 1 (Thl) caraterizadas pela expressao do fator de
transcricdo Tbx21 e producdo da citocina IFN-y (MINTER et al., 2005; BAILIS et al., 2013) ,e
T helper 2 (Th2) caraterizados pela producao de IL-4 e do fator de transcricdo Gata3 (AMSEN
et al., 2007; FANG et al., 2007).

Camundongos geneticamente modificados em células T, as quais sdo deficientes do
receptor Notch-1 e Notch-2 tiveram células Thl com baixa producao de IFN-y durante a
infeccdo com Leishmania major (AUDERSET et al, 2012). Sem duvida, camundongos
transgénicos knockout para o fator de transcricdo RBPjk demonstraram que a atividade e
produgdo de citocinas das células Thl nao foi atingida (AMSEN et al., 2007). Estes estudos
sugerem que os mecanismos que regulam a diferenciacdo das células Thl sdo independentes da

vai Notch com relacdo ao fator de transcricdo RBPj«.

No modelo experimental de encefalite autoimune, camundongos C57BL/6 foram
tratados com GSI antes da indugao da encefalite e durante o percurso da doenca e foi observado
que a diferenciacdo das células Thl foi prejudicada (MINTER et al., 2005). Existem alguns
trabalhos onde foi relatado que a inibigdo da via de sinalizagdo Notch esta envolvida com o
desenvolvimento de inflamagdo intestinal cronica (ROBINSON et al., 2017), colite cronica
(OBATA et al., 2012) e morte por apoptose das células-tronco na base das criptas no intestino

delgado (VANDUSSEN et al., 2012; TAKADA et al., 2016).

Agonistas de TLR2 (Pam3Cys), TLR4 (LPS) e TLR7-TLR8 (R848) induzem de forma
efetiva a expressdo de genes alvos candnicos da via Notch, HESI e HEYI em macrofagos (HU
etal.,2008; ZHANG et al., 2012); sendo que TLR4 aumenta a ativagdo da via Notch no epitélio
do intestino delgado (SODHI et al., 2012). Além disso, os mecanismos mediados por Notch-1

em mastocitos derivados da medula 6ssea induzem a expressdo de genes relacionados com
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MHC de classe II (NAKANO et al., 2011) e a morte de tipo autofagica em macrofagos (LI et
al., 2016).

Embora existam trabalhos com resultados diversos, ¢ necessario destacar a importancia
dos ligantes DII1 e DIl4 na inducdo daresposta imune de tipo Thl. Contudo, acredita-se que o
papel davia de sinalizagdo Notch ainda ndo é completamente claro em termo de diferenciacao

celular detipo Thl e a resposta imune Thl propriamente dita.

Baseando-nos na revisdao bibliografica do presente trabalho, até o momento, os poucos
trabalhos relacionando processos inflamatorios causados por patdgenos e o protagonismo da
via de sinalizagdo Notch abrem uma porta para o estudo do protozoario 7. gondii ¢ a
toxoplasmose de fase aguda para assim ter uma melhor compreensdo da infeccdo e sua relagdo

com a via de sinalizacdo Notch.
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2 JUSTIFICATIVA

A indugdo e modulagdo da via Notch durante um processo de infecg¢do ja foi descrita
para alguns poucos patogenos gastrointestinais como Citrobacter rodetium, Lawsonia
intracellularis e Ehrlichia chaffeensis. Além disso, existem trabalhos descrevendo que a via de
sinalizagdo Notch esta envolvida na resposta imune contra patdégenos como Crytococcus

neoformans e Leishmania major.

A toxoplasmose € uma zoonose importante, de elevada transmissdo e prevaléncia
mundial causada pelo protozoario 7. gondii cuja infeccdo ocorre inicialmente no intestino
delgado, levando a quebra da barreira epitelial intestinal. No intestino delgado, as células
epiteliais desempenham um papel fundamental de absorcdo de nutrientes e manutencdo da
homeostase intestinal. Considerando que a via Notch ¢ necessaria tanto para a homeostase,
diferenciagdo celular e renovacao do epitélio intestinal, no presente trabalho foi estudado, pela
primeira vez, a relagdo da via de sinalizagdo Notch na infeccdo oral com cistos de 7. gondii.
Além disso, as consequéncias do bloqueio farmacologico da via mediante o uso de
dibenzazepina (DBZ), um inibidor do complexo enzimatico y-secretase, foram avaliadas no

modelo murino de toxoplasmose aguda induzida por infecgao oral.
3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Verificar a influéncia da via de sinalizagdo Notch na infec¢do oral por 7. gondii em
camundongos da linhagem C57BL/6 mediante o uso de dibenzazepina, um inibidor do

complexo enzimatico y-secretase.
3.2 Objetivos especificos

Avaliar a expressdao génica pela quantificacio de RNA mensageiro (mRNA) dos genes
Notchl, Hesl, Mathl, Lyzl, Defa3, Def5 e SAGI em camundongos C57BL/6 infectados por 7.

gondii previamente tratados ou nao com dibenzazepina.

Avaliar os pardmetros clinicos de camundongos C57BL/6 infectados oralmente com

cistos de 7. gondii tratados previamente com dibenzazepina.

Verificar o papel da dibenzazepina no comprimento do intestino delgado em

camundongos C57BL/6 infectados por 7. gondii.
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Verificar o papel da dibenzazepina na quantidade de células caliciformes produtoras de
mucinas neutras e acidas, e de células de Paneth em camundongos C57BL/6 infectados por T.

gondii.

Quantificar o parasitismo tecidual no intestino delgado, pulmido e figado de
camundongos C57BL/6 infectados oralmente com cistos de 7. gondii tratados previamente com

dibenzazepina.

Avaliar as carateristicas histopatoldgicas do intestino delgado, pulmdo e figado de
camundongos C57BL/6 infectados oralmente com cistos de 7. gondii tratados previamente com

dibenzazepina.

Analisar e quantificar as citocinas séricas 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, e [L-17A
de camundongos C57BL/6 infectados oralmente com cistos de 7. gondii tratados previamente

com dibenzazepina.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Manutenc¢io e cuidados dos animais de experimentac¢io

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, fémeas, com 8 a 10 semanas de
idade, provenientes da Rede de Biotérios ¢ Experimentagdo Animal da Universidade Federal
de Uberlandia (REBIR). Durante todo o procedimento experimental, os camundongos foram
mantidos em condigdes livres de patogenos especificos, com temperatura, fluxo de ar e ciclo de

luz claro/escuro controlados, com livre acesso a agua e ragao.

Todos os procedimentos experimentais nos animais assim como os protocolos deste
trabalho foram aprovados pelo Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Uberlandia (Protocolo N° 088/15).
4.2 Organismo infeccioso

A cepa ME-49 de T. gondii foi utilizada para a infec¢ao experimental neste trabalho. A
manutengdo da cepa foi feita via intraperitoneal em camundongos dalinhagem Swiss utilizando
10 cistos. Um més apds a inoculagdo, o cérebro foi coletado, macerado em 1 mL de PBS para
posterior quantificacdo dos cistos a fresco no microscopio deluz. Para os ensaios experimentais
do presente trabalho, camundongos C57BL/6 foram infectados com 10 ou 20 cistos de 7. gondii

em um volume final de 200 ul de PBS.

4.3 Delineamento experimental

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram tratados com SuMol/kg/dia de
dibenzazepina (DBZ - Calbiochem® EMD Millipore, Burlington, MA, EUA), inibidor do
complexo enzimatico Yy-secretase, ou com o veiculo [DMSO 0,001% em solugdo salina
tamponada com fosfatos (PBS, pH 7.4)] durante 4 dias por via intraperitoneal (ip). Para analisar
os efeitos do inibidor no animal logo apods a finalizagdo do tratamento e aos 8 dias apoés
finalizado o tratamento, dois grupos de camundongos foram eutanasiados em diferentes
tempos; sendo um primeiro grupo eutanasiado exatamente apos a finalizagao do tratamento (4

dias), e um segundo grupo foi eutanasiado apds 8 dias da finalizacdo do tratamento com DBZ.

Fragmentos de ileo do intestino delgado de ambos os grupos mencionados acima foram
processados para ensaios de qPCR. Estes grupos em particular foram considerados como

controle para conhecer os niveis de expressdo dos genes da via Notch, Hesl, Mathl e Notchl,
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antes de prosseguir com a avaliagdo dos grupos experimentais infectados oralmente com cistos

de T. gondii.

Uma vez concluido o tratamento com DBZ por 4 dias, os camundongos foram
infectados por via oral com 10 ou 20 cistos, dependendo dos ensaios (Tabela 1). Com 8 dias de
infecgdo, os camundongos foram anestesiados com cetamina (Syntec Brasil Ltda, SP, Brasil) /

xilazina (Schering-Plough Coopers, SP, Brasil) por via ip.

Tabela 1: Grupos experimentais

Grupo experimental Descricao

Ndo infectado (Veiculo) Camundongos saudaveis, ndo infectados e tratados

com o veiculo

Infectado (Veiculo + T. gondii) Camundongos tratados com veiculo por 4 dias e
infectados
Tratado com inibidor (DBZ) Camundongos tratados com o inibidor da Yy-

secretase por 4 dias

Tratado com inibidor e infectado | Camundongos tratados com o inibidor da Y-

(DBZ + T. gondii) secretase por 4 dias e infectados

Para a obtencdao do soro, amostras de sangue foram coletadas por meio de puncao do
plexo retro-orbital seguido de uma centrifugacdo a 500 x g durante 5 minutos e armazenadas a
-80 °C para analise de citocinas. Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical para
a coleta dos orgdos. O comprimento do intestino delgado foi mensurado e logo foi dividido em
quatro por¢des (duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo); e processado como "‘rolo
suico”” para as andlises histologicas. O figado, os pulmdes e o intestino delgado coletados foram
fixados em formol tamponado a 10%, processados para inclusdo em parafina e foram feitos
cortes histologicos com uma espessura de 4um no microtomo RM 2125 (Reichert, Leica,
Wetzlar, Alemanha). Além disso, separadamente, outro grupo de animais foi monitorado
diariamente até o dia 30 ap6s infec¢do para a avaliacdo daperda depeso, ataxa de sobrevivéncia

e o escore de morbidade (BARTLEY et al., 2006).
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4.4 Determinacdo do encurtamento do intestino delgado

A porcentagem de encurtamento do intestino delgado (E) foi calculado de acordo com
Mufioz e colaboradores (2009) seguindo a formula na qual X representa a média do
comprimento dos intestinos delgados de camundongos nao infectados e L indica a média do
comprimento dos intestinos delgados de camundongos infectados com 8 dias apos infeccao,
multiplicado por 100 e dividido pela média do comprimento dos intestinos delgados nao
infectados (MUNOZ et al., 2009).

X—1L
E= ——x100
X

4.5 Imuno-histoquimica para deteccio de parasitos teciduais e analises

histolégicas gerais

As porgoes de pulmao, figado e intestino delgado fixadas em formol tamponado a 10%
foram processadas para a inclusdo em parafina e cortados no micrétomo para a sua posterior
coloracdo dependendo da andlise e tipo celular a ser avaliado. As células de Paneth foram
contadas em 100 campos microscopicos por porcao intestinal (duodeno, jejuno proximal, jejuno
distal e ileo) em cortes corados com hematoxilina e eosina (H&E), totalizando 400 campos
microscopicos por camundongo. Para a quantificagdo das células caliciformes foi usada a
coloragdo com Alcian blue (AB - pH 2,5) e a coloragdo com dacido periodico de Schiff (PAS)
para diferenciar as células produtoras de mucinas dcidas e neutras respetivamente
(SCHNEIDER et al., 2017). As células caliciformes foram contadas por vilosidade intestinal
em 10 campos microscopicos por por¢do intestinal, obtendo um total de 40 campos por
camundongo. As analises foram feitas as cegas utilizando uma objetiva de 40 X de aumento no

microscopio de luz.

O escore inflamatorio foi avaliado em toda a se¢do tecidual do intestino delgado em
cortes de tecido corados com H&E, como descrito anteriormente (BENEVIDES et al., 2013)
sendo representado como unidades arbitrarias: 0-2, leve; 2-4 moderado; 4-6 grave; e acima de
6, muito grave. As analises do escore inflamatorio foram realizadas as cegas com objetiva de

10 X no microscopio de luz.

Os cortes histologicos dos pulmdes e figado foram corados com H&E para analisar a
caracteristicas histopatologicas dos orgdos. Imagens digitais do tecido pulmonar foram

adquiridas mediante o microscopio Leica DM500 usando o programa Leica Application Suite
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/ Versao 3.4.0. A porcentagem de area dos septos alveolares foi avaliada pela medida da area
de espessamentos dos septos alveolares mediante o programa NIH Imagel
(https://imagej.nih.gov/ij/). De cada pulmao, 10 campos representativos nao-sobrepostos foram
avaliados usando objetiva de 10 X. O nimero de focos inflamatérios no figado foi quantificado
em cortes histologicos, totalizando 40 campos por corte observados no microscopio de luz com
uma objetiva de 10 X. Ambas das andlises foram realizadas as cegas com o minimo de cinco

camundongos para cada grupo experimental.

Os parasitos teciduais foram detectados pela técnica de imuno-histoquimica seguindo o
protocolo descrito anteriormente com algumas modificacdes (BARENCO et al., 2014).
Resumidamente, as laminas com os cortes de tecidos desparafinados foram colocadas em uma
camara umida e incubadas com peroxido de hidrogénio a 3% para bloquear a atividade da
enzima peroxidase endogena. O resgate antigénico foi feito no micro-ondas por 7 minutos com
tampao citrato (11mM - 0,21% em 4gua destilada, pH 6). Para bloquear os sitios de ligacdo ndo
especificos, os cortes foram incubados com leite desnatado a 0,3% (Molico; Nestlé, Sao Paulo,
SP, Brasil) em PBS a temperatura ambiente. Para a detecgdo dos parasitos, os cortes foram
incubados com soro anti - 7. gondii (1:100) proveniente de camundongos Swiss infectados com
cistos da cepa ME-49 diluido em 0,01% de saponina e sendo incubados os cortes overnight a
4°C. Posteriormente, os cortes foram incubados com anticorpo IgG biotinilado anti -
camundongo (1:500) produzido em cabra (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) a 37°C por 1 hora.
A sensibilidade dareagdo foi amplificada com o complexo avidina-biotina-peroxidase (1:100)
(kit ABC, PK-4000 Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, EUA) a 37°C durante 30
minutos. A reacao foi revelada com 0,03% de H20: junto com 3,3'-diaminobenzidina-
tetracloridrato (DAB; Sigma, Saint Louis, MO, EUA). Os cortes de tecido foram contra corados
com hematoxilina de Harris, montados com laminula e examinados no microscopio de luz
usando uma objetiva de 40 X as cegas. O parasitismo tecidual foi avaliado pela contagem dos
cistos e vacuolos parasitoforos em toda a seccdo de tecido dos pulmdes, figado e intestino

delgado.
4.6 Avaliacdo da expressio de RNA mensageiro (mRNA)

A extracdo de RNA total foi realizada usando fragmentos congelados de ileo. Estas
amostras foram pulverizadas em nitrogénio liquido para assim ser homogeneizadas em 1000
uL do reagente Trizol (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e incubadas por 5 minutos a

temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 300 pL de cloroféormio e as amostras
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foram agitadas por inversdo durante 15 segundos, incubadas durante 3 minutos e centrifugadas
a 12,000 x g por 15 minutos a 4 °C. Logo, a fase aquosa (transparente) foi transferida para um
tubo novo e foram adicionados 500 pL de isopropanol para a precipitacio do RNA sendo
incubada esta solu¢do durante 10 minutos para depois ser centrifugada a 12,000 x g por 10
minutos a 4 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 1000 puL de
etanol a 75% diluido em agua Mili-Q. Apds agitagdo manual por 10 segundos, as amostras
foram centrifugadas a 10,000 x g por 5 minutos a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado, o pellet de RNA foi ressuspendido em 50 pl de dgua de inje¢do e as amostras foram

acondicionadas a -80°C.

A concentracdo de RNA total foi mensurada no espectrofotometro GeneQuant (GE
Healthcare, Chicago, IL, EUA). Para a eliminagdo de resto de fitas simples ou duplas de DNA,
cada amostra foitratada com a enzima DNase I seguindo a instru¢cdes do fabricante (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, EUA). O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado
usando 1pg de RNA junto com o primer oligo (dT) diluido em agua de inje¢do. A mistura foi
aquecida a 70°C durante 5 minutos no termociclador Arktik Thermal Cycler (Thermo
Scientific), colocados no gelo por 5 minutos e depois foram adicionados 11,5ul de uma solugao
contendo tampao de reagdo ImProm-II 1x, MgCl> 3mM, mix de dNTPs 0,5 mM, a enzima
transcriptase reversa ImProm-II ™ (Promega, Madison, WI, EUA) e foi completado com agua
de acordo com as concentragdes recomendadas pelo fabricante. Em seguida, a solugdo seguiu
um ciclo de 5 minutos a 25°C, 60 minutos a42°C e 15 minutos a 70°C no mesmo termociclador.
Por fim, o cDNA foi diluido a uma concentragdo de 6ng/ul e as amostras foram armazenadas a

-20°C até o momento do uso.

Finalmente, o cDNA foi amplificado e quantificado no aparelho de PCR em tempo real
ABI PRISM-7500 (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA), utilizando o Master Mix
SYBR® Green PCR (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, EUA) e primers

especificos seguindo as instru¢cdes do fabricante (Tabela 2).
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Tabela 2: Sequéncias de primers

Genes Sequéncias
Fw— AGCAAGAAGAAGCGGAGAGAGC
Notchl
Rv - TGTCGTCCATCAGAGCACCATC
Fw - GGAGAGGCTGCCAAGGTTTT
Hesl
Rv - GCAAATTGGCCGTCAGGA
Fw - ACATCTCCCAGATCCCACAG
Mathl
Rv - ACAACGATCACCACAGACCA
Fw - GCCAAGGTCTACAATCGTTGTGAGTTG
Lisozima 1(Lyzl)
Rv - CAGTCAGCCAGCTTGACACCACG
Fw - CAGGCTGTGTCTGTCTCTTTTG
Defensina 3 (Defa3)
Rv - TCAGCGACAGCAGAGTGTGTA
Fw - TTGTCCTCCTCTCTGCCCTTGT
Defensina 5 (Defa5)
Rv - ATGAAGAGCAGACCCTTCTTGG
Fw - TTTCCGAAGGCAGTGAGACG
Sagl
Rv - CCATAACGCCACATCGCA
Fw - GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG
GAPDH
Rv - CAGTGTAGCCCAAGATGCCC

4.7 Mensuracgao e analises de citocinas no soro de animais experimentais por

“Cytometric Beads Array”” (CBA)

Amostras de sangue foram centrifugadas e o soro foi coletado e armazenado a-80°C até
o uso. As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, e IL-17A foram quantificadas pelo
método CBA (BD Company, San Diego, CA, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante.
As amostras de soro foram analisadas pelo aparelho de citometria de fluxo FACSCanto-I1 (BD
Company, San Diego, CA, USA) e os valores obtidos foram analisados com o software

FACSDiva (BD Company, San Diego, CA, USA).
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4.8 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os dados foram expressos como a média + erro
padrao da média (SEM). A taxa de sobrevivéncia foi analisada pelo teste do Chi-quadrado; a
perda de peso e o escore de morbidade foram analisados pelo teste Two-way ANOVA seguido
pelo pos-teste de comparagdes multiplas Bonferroni. Para comparagdes entre dois grupos foram
utilizados o teste ¢ de Student ou teste de Mann-Whitney para dados paramétricos e ndo
paramétricos respectivamente. Para compara¢des multiplas entre mais de dois grupos foi usado
o teste One-way ANOV A seguido pelo pos-teste de Bonferroni, ou teste de Kruskal-Wallis com
a teste de multiplas comparagdes de Dunn para dados paramétricos ¢ ndo paramétricos

respectivamente. Diferengas estatisticas significativas foram consideradas quando p <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 A infeccido por 7. gondii modula a expressio dos genes Hesl e Mathl no

intestino delgado de camundongos CS57BL/6

Uma das formas de estudar a via de sinalizacgdo Notch é mediante a inativacdo da
clivagem do dominio intracelular do receptor Notch mediada pelo complexo enzimatico y-
secretase. Para que tal inativagdo acontega, o uso prévio do inibidor dibenzazepina (DBZ) foi
utilizado na linhagem murina C57BL/6 para apods o término do tratamento, dar continuidade a

nossa investigacdo com o intuito de entender se a via participa ou ndo na toxoplasmose aguda.

Antes de comegar com os modelos de infec¢ao, avaliamos o efeito de DBZ no animal a
respeito da expressio de mRNA de Hesl, Mathl e Notchl no intestino delgado dos
camundongos. Para isto dois grupos de camundongos C57BL/6 foram tratados com o inibidor
da y-secretase e eutanasiados em dois tempos diferentes: no término do tratamento por 4 dias
com DBZ, e 8 dias apos o término do tratamento com DBZ (Figura 3A). Para o caso da
expressao de Notchl, houve uma diminuicdo daexpressdao deste gene ao finalizar o tratamento,
e essa redugdo foi ainda maior com 8 dias ap6s ter finalizado o tratamento quando comparamos
com o grupo veiculo (p<0,05). A expressdao de Hes! foi diminuida ao finalizar o tratamento
(»<0,05) sendo ainda menor a expressio de mRNA apds 8 dias (p<0,01) novamente quando
comparado com o grupo veiculo. Sobre o efeito de DBZ na expressao de mRNA de Mathl, nao
houve diferengas entre os grupos. Estes resultados se correlacionam com varios estudos
relacionados aos efeitos farmacologicos de DBZ em camundongos (SEARFOSS et al., 2003;
MILANO et al., 2004; VAN ES et al., 2010).

Para analisar se a infec¢do pelo protozoario 7. gondii poderia interferir na via de
sinalizagdo Notch no intestino delgado de camundongos da linhagem C57BL/6, analisamos o
perfil de expressdo de genes importantes envolvidos na via de sinalizagdo Notch usando
fragmentos deileo decamundongos infectados com 10 ou 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii;
sem o uso de DBZ (Figura 3B). A infeccdo por 7. gondii ndo interferiu na expressdao do gene
Notchl em ambas as doses de cistos testados (Figura 3C). Continuando, a expressao dos
mRNAs de Hes! e Mathl tiveram uma diminui¢ao significativa no 6rgdo quando os animais
foram infectados com 10 (p<0,001) e 20 (p<0,0001) cistos em comparagdo com o grupo veiculo
(Figura 3D, E). No geral, a infeccdo altera a expressdo do perfil de RNA mensageiro de Hes!

e Mathl, sendo o primeiro o gene alvo da via de sinalizagio Notch.
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Para avaliar os efeitos in vivo dainibicdo da y-secretase na expressao dos genes Notchl,
Mathl e Hesl no intestino delgado em conjunto com a infeccdo por 7. gondii, DBZ foi
administrada diariamente por 4 dias antes da infec¢do nos camundongos C57BL/6 de acordo

com a Figura 3B.
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Figura 3: Expressiao dos genes da via Notch no intestino delgado de camundongos previamente tratados
com DBZ e infectados com 7. gondii.

(A) Camundongos C57BL/6 tratados com veiculo (0,001% de DMSO em PBS) ou DBZ (5 uMol/kg/dia)
durante 4 dias, e eutanasiados em dois tempos diferentes: no momento exato do término do tratamento com
DBZ (4d, circulo rosa) e ap6s 8 dias do termino do tratamento com DBZ (8d, quadrado azul claro). Tudo para
comparar a expressao do mRNA de Notchl, Mathl e Hesl nesses dois tempos. (B) Camundongos C57BL/6
foram tratados com veiculo (0,001% de DMSO em PBS) ou com DBZ (5 uMol/kg/dia) durante 4 dias. Em
seguida, foram infectados com 10 ou 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. A expressio de mRNA foi
analisada a partir de fragmentos de ileo com 8 dias de infeccdo. A expressdo relativa dos genes Notchl (C),
Hesl (D) e Mathl (E) foram calculados com referéncia ao gene GAPDH em cada amostra. Os dados sdo
representativos de dois experimentos independentes com cinco animais por grupo e estio apresentados como
a média de cada grupo =+ erro padrao da média. One-way ANOVA seguido do pos-teste de Bonferroni foram
utilizados para as analises estatisticas. Diferencas significativas entre os grupos foram representadas com
*p<0,05 (A). Diferencas significativas entre os grupos nao infectados e infectados foram representadas com

#p<0,05, e entre os grupos tratados com veiculo ou DBZ com ou sem infec¢do foram representados com
*p<0,05 (C, D, E). NI: ndo infectado.
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Os camundongos tratados previamente com DBZ e infectados com 10 cistos de 7. gondii
apresentam uma redug@o na expressao de Mathl (p<0,01), e com uma expressao semelhante de
Notchl e Hesl quando sao comparados com grupo apenas infectado. Por outro lado, os animais
previamente tratados com DBZ e infectados com o indculo de 20 cistos exibiram um aumento
na expressdo do RNA mensageiro de Notchl (p<0,01), enquanto que a expressao de Hes!
diminuiu (p <0,01), ¢ o mRNA de Mathl se manteve, tudo isto quando comparado apenas com
o grupo infectado. Com estes resultados, podemos observar que no nosso modelo murino
tratado com DBZ, a expressao de Notchl aumenta na presenca da infec¢do por 7. gondii com
um inoculo de 20 cistos apenas. Para o caso de Hes/, o alvo da via Notch, no nosso modelo
murino tratado com DBZ e infectado com 20 cistos de 7. gondii, houve uma diminui¢ao

significativa da expressao; mantendo a expressaio de mRNA de Mathl.

Para os seguintes experimentos, decidimos usar o modelo de infeccdo com 20 cistos,
pois, de modo interessante, este indculo induziu um aumento da expressdo do RN A mensageiro

do receptor Notch-1.

5.2 Os parametros clinicos sdo mantidos em animais previamente tratados com

DBZ e infectados com 7. gondii

Com a finalidade de investigar se a inibicdo da enzima y-secretase atinge os parametros
clinicos na infec¢ao por 7. gondii em nosso modelo murino (Figura 4A), avaliamos a perda de
peso, o escore de morbidade e a taxa de sobrevivéncia (Figura 4B-D), bem como as alteragdes

morfologicas no intestino delgado (Figura 5).

Ao longo dos 30 dias apds a infec¢do, a dose de DBZ utilizada no tratamento nao foi
toxica para os animais pois eles apresentaram peso, escore de morbidade e taxa de
sobrevivéncia normais. Para o caso do grupo apenas infectado, os camundongos comegaram a
perder peso no dia 6 ap6s a infecgdao. Apds 12 dias de infecgdo, os camundongos conseguiram
ter um peso estavel até o final do experimento (~ 80-85%) porém o escore de morbidade foi
aumentando (Figura 4B). No entanto, os camundongos tratados com DBZ e infectados com T.
gondii apresentaram uma perda de peso menor no dia 9 apos infeccao (p=0,0008) comparado

com o grupo apenas infectado (Figura 4B).

Em relacdo ao escore de morbidade, os animais infectados demonstraram sinais de
doenca desde o dia 6 apds infec¢do. Os camundongos tratados com DBZ e infectados com 7.

gondii apresentaram menor escore de morbidade quando comparados com o grupo apenas
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infectado até o final do experimento (Figura 4C). Essa reducao foi estatisticamente significativa
nos dias 15 (p=0,0263) e 21 (p=0,0470) apds infeccdo. Os animais infectados comecaram a
sucumbir entre os dias 11 e 13 apds infeccdo e mantiveram uma taxa de sobrevivéncia

semelhante até ao dia 30 apds infeccao (Figura 4D).
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Figura 4: Carateristicas clinicas de animais previamente tratados com DBZ e infectados com 7. gondii.
(A) Camundongos C57BL/6 foram inoculados com veiculo (DMSO 0,001% em PBS) ou DBZ (5 uMol/kg/dia)
por 4 dias antes da infeccdo com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. (B) Perda de peso, (C) escore de
morbidade e (D) taxa de sobrevivéncia dos animais, os quais foram monitorados diariamente por 30 dias apds
infeccdo (dpi). A taxa de sobrevivéncia foi analisada pelo teste do Chi-quadrado; a perda de peso e escore de
morbidade por Two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni. * p <0,05. Os dados s@o
representativos de pelo menos dois experimentos independentes.

5.3 O tratamento prévio com o inibidor DBZ preserva o comprimento

intestinal em camundongos infectados com 7. gondii

Seguindo com as analises morfoldgicas do intestino delgado (Figura 5), a infec¢ao oral
com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii resultou em uma redu¢do do comprimento do
intestino delgado (p<0,001) (Figura 5A, B). Entretanto o intestino delgado dos camundongos
tratados previamente com DBZ e infectados com 7. gondii tiveram um comprimento maior
quando comparados com os camundongos apenas infectados (p<0,005), ou seja, houve uma

recuperacao do tamanho do 6rgdo (Figura 5A, B). Para o caso daavaliacdo da porcentagem de
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encurtamento do intestino delgado, foi observada uma reducdo da porcentagem nos animais

tratados previamente com DBZ e infectados com 7. gondii (Figura 5C).
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Figura 5: Caracteristicas morfolégicas do intestino delgado de camundongos tratados previamente com
DBZ infectados com 7. gondii.

Camundongos C57BL/6 foram inoculados com veiculo (DMSO a 0,001% em PBS) ou DBZ (5 pMol/kg/dia)
por quatro dias antes da infeccdo com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. (A) Imagens macroscdpicas
representativas do intestino delgado de cada grupo experimental. (B) Grafico do comprimento e (C)
porcentagem de encurtamento do intestino delgado foram analisados. One-way ANOVA seguido pelo pos-
teste de Bonferroni foi usado para a analise estatistica do comprimento do 6rgao e teste ¢ ndo pareado para
porcentagem de encurtamento. Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes de cinco
animais por grupo e estdo apresentados como a média de cada grupo + erro padrdo da média. * p <0,05.
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54 A proliferacao de 7. gondii é independente da inibicio farmacologica da via

Notch no intestino delgado de camundongos C57BL/6 tratados previamente com DBZ

Como houve um aumento do comprimento intestinal nos animais infectados quando foi
inibida a atividade da enzima y-secretase em comparagdo com o grupo apenas infectado,
levantamos a hipotese de que a quantidade de parasitos no intestino delgado poderia ser
alterada, e por esse motivo procedemos a quantificagdo do parasito pela técnica de imuno-
histoquimica e analisamos a expressdo do gene SAG/ no intestino delgado. Com 8 dias apos
infec¢do, o nimero de parasitos em todo o intestino delgado foi similar entre o grupo apenas
infectado e o grupo previamente tratado com DBZ infectado com 7. gondii (Figura 6A, D). Este
resultado corroborou com os niveis de expressdo do RNA mensageiro de SAG!/ (Figura 6B) e
o escore inflamatorio (Figura 6C) dos animais de ambos os grupos mencionados. Até o
momento, nossos resultados sugerem que a proliferacdo de 7. gondii no intestino delgado ¢

independente da inibi¢do com DBZ sobre a via Notch.
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Figura 6: Quantificacio do parasitismo tecidual e expressio do mRNA de SAG! no intestino delgado
de camundongos C57BL/6 tratados com o inibidor day-secretase e infectados com 7. gondii.

(A) Os camundongos foram tratados com DBZ (5 uMol/kg/dia) ou veiculo (DMSO 0,001% em PBS) por 4
dias antes da infecgdo com 20 cistos de T. gondii (cepa ME-49), eutanasiados com 8 dpi e o intestino delgado
foi manuseado como rolo suico para deteccdo de parasitos pelatécnica de imuno-histoquimica. (B) Fragmentos
de ileo foram coletados e analisados por qPCR em tempo real para quantificar o mRNA do gene SAGIque é
uma proteina de membrana do parasita. (C) O escore inflamatorio do intestino delgado foi representado como
unidades arbitrarias. (D) Fotomicrografias de cortes histologicos de intestino delgado usados para a
quantificagdo de parasitos, sendo as duas imagens inferiores amplificagdes da area demarcada pelo quadrado
preto das imagens superiores. Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes tendo cinco
animais por grupo, e estdo apresentados como a média de cada grupo + erro padrao da média. O teste ¢ ndo
pareado foi usado para as analises estatisticas do parasitismo tecidual junto com o escore inflamatorio; e o teste
de Mann-Whitney foi utilizado para as analises estatisticas da expressdo de mRNA de SAG!. * p <0,05. NS:
ndo estatisticamente significativo. Escala de barra: 50 um.
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5.5 O tratamento prévio com DBZ preserva as células caliciformes produtoras

de mucinas acidas em camundongos infectados com 7. gondii

Dada a diminui¢do significativa da expressdo de Hes/ e o aumento da expressdo de
Notchl no grupo de animais infectados e previamente tratados com DBZ em relagao aos
camundongos apenas infectados (Figura 3C, E), e sabendo do impacto de DBZ sobre as células
de perfil secretorio no intestino delgado, aprofundamos as nossas analises em relagdo ao perfil
das células caliciformes tanto as produtoras de mucinas acidas coradas com Alcian blue (AB)
com as produtoras de mucinas neutras coradas com PAS (Figura 7, 8), e das células de Paneth

nesse 6rgao, bem como a expressao de RNA mensageiro de peptideos antimicrobianos (Figura

9).

O tratamento dos camundongos por 4 dias com DBZ usando uma concentracao de 5
uMol aumentou as células caliciformes produtoras de mucinas 4cidas coradas com AB (pH 2,5)
no intestino delgado (p<0,05) (Figura 7B, E), apresentando um aumento significativo nas
porgdes do duodeno e jejuno proximal (p<0,05) (Figura 7F). Os camundongos previamente
tratados com DBZ infectados mostraram um aumento significativo do numero de células
caliciformes no 6rgdo como um todo quando comparado com os camundongos apenas
infectados (p<0,05) (Figura 7C-E). Na quantificagdo das cé€lulas caliciformes por por¢des do
intestino delgado, o aumento foi significativo nas por¢cdes do duodeno (p<0,05), jejuno
proximal (p<0,05) e ileo (p<0,01) dos camundongos tratados previamente com DBZ infectados
em relagdo aos camundongos apenas infectados (Figura 7F). Considerando a distribuigdo das
células caliciformes produtoras de mucinas acidas em todo o 6rgdo, a inibicdo da enzima y-
secretase leva ao aumento da quantidade dessas células caliciformes no intestino delgado de

camundongos infectados oralmente com cistos 7. gondii.
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Figura 7: Distribuicao das células caliciformes produtoras de mucinas acidas no intestino delgado de
camundongos previamente tratados com DBZ e infectados com 7. gondii.

Fotomicrografias representativas de cortes histologicos do intestino delgado de camundongos C56BL/6. As
laminas com os cortes histologicos de intestino delgado dos animais foram coradas com Alcian blue e as células
caliciformes foram quantificadas nas seguintes condi¢des experimentais: administragdo do (A) veiculo
(0,001% DMSO em PBS), tratado com (B) DBZ apenas (5 uMol/kg/dia), (C) infectados com 20 cistos de 7.
gondii e (D) tratados com DBZ e infectados. (E-F) As células foram contadas por vilosidade com um total de
40 campos por animal nas 4 por¢des do 6rgao: duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo. Os dados sdo
representativos de dois experimentos independentes tendo cinco animais por grupo, e estdo apresentados como
amédia de cada grupo + erro padrao da média. One-way ANOV A seguido pelo pos-teste de Bonferroni foram
utilizados para analises estatisticas. * p <0,05. Escala de barra: 100 um.
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Outro grupo de células do intestino delgado pertencentes as células secretoras e
produtoras de muco sdo as cé¢lulas caliciformes coradas com PAS para a deteccdo de mucinas
neutras (Figura 8). A infeccdo oral com cistos de 7. gondii diminui o numero de células coradas
com PAS quando comparado com o grupo veiculo (p<0,05) (Figura 8A, B). Adicionalmente, o
grupo previamente tratado com DBZ e infectado apresenta quantidades similares de células
caliciformes coradas com PAS quando comparado com o grupo apenas infectado (p=0,9987)
(Figura 8B). Os camundongos tratados apenas com DBZ, ou seja, com a via Notch inibida,
apresentam um namero maior de c€lulas caliciformes coradas com PAS quando comparados
com os camundongos previamente tratados com DBZ e infectados com cistos de 7. gondii
(»<0,05). Portanto, considerando os nossos dados, a inibicdo da enzima y-secretase levando ao
bloqueio da via Notch, ndo influencia na diferenciagdo de células caliciforme produtoras de
mucinas neutras em animais saudaveis. Entretanto, a infeccdo oral com cistos da cepa ME-49

de T. gondii atinge as células caliciformes produtoras de mucinas neutras.
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Figura 8: Quantificacio das células caliciformes produtoras de mucinas neutras no intestino delgado
de camundongos previamente tratados com DBZ e infectados com 7. gondii.

(A) Fotomicrografias representativas de cortes histologicos do intestino delgado de camundongos C56BL/6.
As laminas contendo os cortes histoldgicos foram coradas com PAS e foram quantificadas as células
caliciformes nas seguintes condi¢des experimentais: animais que receberam veiculo (0,001% DMSO em
PBS), tratados com DBZ apenas (5 pM/kg/dia), infectados com 20 cistos de 7. gondii e tratados com DBZ e
infectados. (B) As células foram contadas por vilosidade em um total de 40 campos por animal. Setas amarelas
indicam as células caliciformes produtoras de mucinas neutras. As analises foram realizadas em pelo menos
cinco camundongos por grupo e os resultados estdo apresentados como a média de cada grupo + erro padréo
da média. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni foram utilizados para andlises estatisticas.
* p <0,05. Escala de barra: 50 um. NI: ndo infectado. NS: ndo estatisticamente significativo.
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5.6 A inibicdo da via de sinalizacdo Notch preserva o nimero de células de

Paneth durante a infeccio oral com 7. gondii

As células de Paneth junto com uma adequada degranulacdo das mesmas sdo
protagonistas importantes para uma atividade antimicrobiana adequada no intestino delgado
para conseguir controlar a infec¢ao por 7. gondii (WILSON et al., 1999; AYABE et al., 2000;
CADWELL et al., 2008; BURGER et al., 2018). Nas nossas analises de quantificacdo deste
grupo celular (Figura 9A, B), observamos que animais infectados oralmente com cistos de 7.
gondii tiveram uma deplecao das células de Paneth comparado com o grupo veiculo (p<0,0001).
Assim como animais previamente tratados com DBZ mostraram um aumento nas cé¢lulas de
Paneth quando comparado com o grupo veiculo (p<0,05), o grupo previamente tratado com
DBZ e infectado também mostrou um aumento significativo das células de Paneth quando

comparado com o grupo apenas infectado (p<0,05) (Figura 9A, B).

Quando analisamos 0os mRNAs dos peptideos antimicrobianos produzidos pelas células
de Paneth, lisozima 1, defensina-3 e defensina-5, a infeccdo com 20 cistos de 7. gondii diminuiu
a expressao dos trés genes (p<0,0001) (Figura 9C-E). Apesar do aumento de células de Paneth
nos animais tratados com DBZ e uma preservagao parcial nos animais infectados e previamente
tratados, a inibicdo da via de sinalizagdo Notch ndo alterou a expressdo de genes referentes aos
peptideos antimicrobianos em animais infectados (Figura 9C-E). O grupo tratado com DBZ
apresentou niveis mais elevados da expressdo de defensina-5 (p<0,05) sem alteragdes na
expressao de RNA mensageiro dedefensina-3 e lisozima 1 em relagdo ao grupo veiculo (Figura
9C-E). Nossos resultados refor¢am que a diferenciacdo de células tronco da cripta do intestino
delgado as células de perfil secretor como as células caliciformes produtoras de mucinas acidas
e Paneth depende da via de sinalizagdo Notch. Entretanto, em relagdo a infecg¢ao por 7. gondii,
a inibicdo da via Notch que preserva parcialmente as células caliciformes e Paneth, ndo ¢ um

fator suficiente para controlar a infeccao.
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Figura 9: Quantificacio das células de Paneth e expressio do mRNA de peptideos antimicrobianos em
camundongos C57BL/6 tratados com o inibidor de y-secretase e infectados com 7. gondii.

Os camundongos foram tratados com DBZ (5 uMol/kg/dia) ou veiculo (DMSO a 0,001% em PBS) durante 4
dias antes da infec¢do com 20 cistos de 7. gondii e eutanasiados aos 8 dias de infecgdo. (A) Fotomicrografias
representativas das células de Paneth localizadas na base das criptas do intestino delgado e (B) quantificacgo das
células de Paneth pela coloragdo por H&E. Os niveis de expressao de (C) lisozima 1 (Lyz/), (D) defensina 3
(Defa3) e(E) defensina 5 (Defa5) foram analisados por qPCR em fragmentos de ileo. Os niveis de mRNA foram
normalizados com o gene GAPDH. Setas amarelas apontam as células de Paneth com seus granulos. Os dados
sdo representativos de dois experimentos independentes tendo cinco animais por grupo, € estdo apresentados
como a médiade cada grupo +erro padrdo damédia. Paraas analises estatisticas foi utilizado One-way ANOVA
seguido do poés-teste de Bonferroni. * p <0,05. Escala de barra: 20 um. NI: ndo infectado. NS: ndo
estatisticamente significativo.
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5.7 A inibicdo da via de sinalizacio Notch reduz a infeccio sistémica em

camundongos C57BL/6 infectados com 7. gondii

Além do intestino delgado ser um Orgdo importante para a entrada, invasdo e
proliferacdo de 7. gondii no hospedeiro, este parasito atinge outros tecidos como pulmdes,
figado e cérebro (DJURKOVIC-DJAKOVIC et al., 2012). Os seguintes experimentos foram
conduzidos para saber se a inibicdo da via Notch poderia interferir na proliferagao de 7. gondii
e nas alteracdes inflamatdrias em compartimentos extra intestinais, como pulmdes e figado.
Verificamos que os animais previamente tratados com DBZ infectados com cistos de 7. gondii
apresentaram menores alteracdes inflamatdrias nos pulmoes (p<0,05) e no figado (p<0,001)
quando comparados com os camundongos apenas infectados (Figura 10A, B, D, F). Da mesma
forma, a quantificagdo de parasitos nesses dois orgdos foi diminuida nos camundongos

infectados e previamente tratados com DBZ (p<0,05) (Figura 10C, E).
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Figura 10: Parametros inflamatérios e carga parasitaria no pulmio e no figado relacionados a
modulacio da via Notch em camundongos C57BL/6 infectados com 7. gondii.

Os camundongos foram tratados com DBZ (5 pMol/kg/dia) ou veiculo (DMSO a 0,001% em PBS) durante 4
dias antes da infecgdo com 20 cistos de 7. gondii, e eutanasiados aos 8 dias de infec¢@o. Fotomicrografias
representativas de alteragdes histologicas de (A) pulmao e (F) figado. (B) A porcentagem da area dos septos
alveolares foi mensurada por imagens digitais de cortes histologicos de pulméao corados com H&E usando o
programa NIH ImageJ. Um minimo de 10 campos representativos e ndo sobrepostos de cada pulméao foram
avaliados. (D) O numero de focos inflamatorios no figado foi calculado pela quantificagdo do infiltrado de
células inflamatorias na segdo do tecido em 40 campos. A quantifica¢do de parasitos no (C) pulméo e no (E)
figado foi realizada pela técnica de imuno-histoquimica. Setas amarelas indicam os focos inflamatdrios no
figado. As analises foram realizadas em pelo menos cinco camundongos de cada grupo e os resultados estdo
apresentados como a média de cada grupo + erro padrao da média. Para as analises estatisticas do parasitismo
tecidual foi utilizado o teste ¢ ndo pareado; e para as analises estatisticas da area dos septos alveolares nos
pulmdes e os focos inflamatdrios no figado foi utilizado One-way ANOV A seguido do p6s-teste de Bonferroni.
* p <0,05. Escala de barra: 50 pm e 100 pm.
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5.8 A inibicdo da via Notch aumenta a producio de citocinas IL-17A e IL-4 e
mantem os niveis de IFN-y, TNF, IL-6, IL-10 e IL-2 em camundongos infectados com 7.

gondii

Por ultimo, avaliamos o perfil de citocinas em amostras de soro de camundongos
infectados e ndo infectados, tratados ou ndo com DBZ (Figura 11). Nossos resultados
mostraram que a infec¢do por 7. gondii induziu uma forte resposta imune de tipo Thl com
aumento de IFN-y (p=0,01041) e TNF (p<0,0001) (Figura 11A, B). Também foram observados
niveis elevados de IL-6 (p<0,0001) e IL-2 (p=0,0397) (Figura 11C, G), mas sem alteracdo nos
niveis de IL-17A (Figura 10D) e IL-4 (Figura 11E). Além disso verificamos que 1L-10, uma

citocina de perfil anti-inflamatorio, aumentou ap6s a infeccdo (p=0,0003) (Figura 11F).
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Figura 11: Niveis séricos de citocinas de camundongos C57BL/6 tratados com DBZ e infectados com 7.
gondii.

Os animais foram tratados com DBZ (5 nMol/kg/dia) ou veiculo (DMSO a 0,001% em PBS) durante 4 dias
antes da infec¢do com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii e eutanasiados com 8 dias de infecg¢do. O soro foi
coletado para dosagem de (A) IFN-y, (B) TNF, (C) IL-6, (D) IL-17A, (E) IL-4, (F) IL-10 e (G) IL-2 usando o
kit CBA. Os dados sdo expressos como pg/mL e as concentragdes foram obtidas de acordo com a curva padréo
de cada citocina. (H) O grafico de radar ¢ uma representag@o de todas as citocinas analisadas. As andlises
foram realizadas em pelo menos cinco camundongos de cada grupo e os resultados estdo apresentados como
a média de cada grupo + erro padrdo da média. Para as analises estatisticas foi utilizado One-way ANOVA
seguido do pos-teste de Bonferroni ou teste de Kruskal-Wallis com o teste de multiplas compara¢des de Dunn.
* p<0,05.

Camundongos infectados que foram previamente tratados com DBZ apresentaram

niveis maiores em todas as citocinas avaliadas quando foram comparados com os grupos
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correspondentes apenas tratados com o inibidor: IFN-y (p=0,0004), TNF (p<0,0001), IL-6
(p<0,0001), IL-17A (p=0,0416), IL-4 (p=0,0106), IL-10 (p=0,0002) e IL-2 (p=0,0095) (Figura
11H). Apesar dos niveis sistémicos baixos de IL-17A e IL-4 no grupo apenas infectados (Figura
11D, E, H), os animais tratados previamente com DBZ infectados apresentaram maiores niveis
de IL-17A (p=0,007) e IL-4 (»p=0,0439) em comparagdo com os camundongos apenas
infectados (Figura 11D, E, H).
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6 DISCUSSAO

A via de sinalizagdo Notch mostrou exercer efeitos importantes sobre varias doengas
infecciosas relacionadas com respostas imunes de tipo Thl e Th2 (AUDERSET et al., 2012;
FERMINO et al., 2013; LINA et al., 2016; NEAL et al., 2017). Portanto, esperava-se que o
emprego de inibidores do complexo enzimatico y-secretase poderiam alterar carateristicas
especificas das populagdes celulares que foram estudadas e cuja arquitetura ¢ governada pela
via Notch. Assim, o principal objetivo deste trabalho foi explorar as caracteristicas da
modula¢do da via de sinalizacdo Notch na toxoplasmose aguda em camundongos da linhagem

C57BL/6 utilizando DBZ, um inibidor do complexo enzimatico y-secretase.

Observou-se na presente investigagdo que animais administrados com DBZ por 4 dias
com uma concentracdo de5 pMol/kg/dia apresentaram uma diminui¢do na expressao domRNA
de Notchl e Hesl, ou seja, houve uma inibicdo ou modulagao da via Notch. Estes dados se
correlacionam com varios estudos relacionados aos efeitos farmacologicos de DBZ em

camundongos (SEARFOSS et al., 2003; MILANO et al., 2004; VAN ES et al., 2010).

Apos verificar o papel de DBZ no camundongo saudavel, avaliamos o impacto da
infeccdo por 7. gondii sobre os genes da via Notch no intestino delgado de camundongos
C57BL/6 suscetiveis ao parasito. Pela primeira vez, verificou-se que a infeccao por 7. gondii
regula negativamente a expressado do mRNA do gene alvo da via Notch, Hes/. Além disso

diminuiu a expressao de Mathl.

Poucos estudos demonstram quais sdo as consequéncias de um patdégeno € o processo
de infecgdo sobre a expressao de mRNA de Notchl. Usando um modelo de infeccdo in vitro de
c€lulas tronco neurais infectadas com citomegalovirus humano, foi avaliada a expressdao de
mRNA de Notchl. Verificou-se observando que nas primeiras 8 horas de infec¢ao nao houve
diferencas nos niveis de expressao quando comparado com o grupo nao infectado; entretanto a
partir das 24 horas apds infecgdo, as células infectadas mostraram niveis baixos do mRNA de
Notchl comparados com o grupo controle (LI ef al., 2015).Um estudo in vitro com uma
linhagem de mondcitos humanos (THP-1) infectada com FE. chaffeensis, uma bactéria
intracelular obrigatoria causadora da erliquiose humana, observou-se um acréscimo da
expressao demRNA de Notchl apds 2 e 72 horas deinfecgdo (LINA et al., 2016). Uma pesquisa
envolvendo pacientes infectados com o virus da hepatite B (VHB) na fase aguda e cronica da
infec¢do, avaliou a expressado de mRNA de Notchl em células mononucleares de sangue

periférico CD4+, sendo que o grupo de pacientes em fase aguda teve niveis similares da
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expressao de Notchl quando comparado com o grupo de pacientes saudaveis; porém, o grupo
de pacientes em fase cronica apresentou um aumento da expressdo de Notchl (WEI et al.,

2016).

Trabalhos publicados relacionando a via Notch com infecgdes patogénicas
gastrointestinais s3o escassos. Suinos infectados com L. intracellulares, uma bactéria
intracelular obrigatoria que invade as células da cripta intestinal e causa enteropatia
proliferativa, mostraram um aumento progressivo do dominio intracelular do receptor Notch-1
(NICD) até o 14° dia ap6s infecgdo, sendo este considerado o pico da infecgao; logo a expressao
proteica de NICD diminuiu no 28° dia apos a infec¢ado (HUAN et al., 2017). Outro estudo onde
os pesquisadores utilizaram o modelo de hiperplasia transmissivel de célon murino (siglas em
inglés TMCH) causada pela bactéria extracelular C. rodentium em camundongos da linhagem
NIH: Swiss, os niveis proteicos de NICD das criptas do célon mostraram um comportamento
particular ao longo da infec¢do, onde nos dias 6 € 12 apos a infecgao o nivel proteico aumentou
e comecou a diminuir no dia 20 até o dia 34 ap6s infeccdo em comparagdo com camundongos
ndo infectados (AHMED et al., 2012). Os resultados varidveis das investigagdes citadas
mostram que a expressao génica de Notchl depende do tipo de modelo infeccioso a ser
estudado. Contudo, 0 nosso trabalho € o primeiro a demonstrar que a infec¢do oral com cistos
de T. gondii ndo altera os niveis de mRNA de Notchl no intestino delgado na fase aguda (8
dias) dainfec¢do de camundongos C57BL/6.

Em relacdo ao gene alvo da via Notch, o presente trabalho demonstra pela primeira vez
que camundongos C57BL/6 infectados com cistos de 7. gondii tem uma baixa expressao de
Hesl, e de Mathl no intestino delgado. Trabalhos similares ao nosso, no que se refere ao aspecto
de doenga gastrointestinal, apresentam resultados diversos. Em camundongos da linhagem
C57BL/6 infectados com C. rodentium, a expressio de mRNA de Hesl ¢ Mathl nao foram
alterados no ceco e colon (CHAN et al., 2013). Ahmed e colaboradores (2012) empregando um
modelo murino (linhagem NIH: Swiss) com TMCH induzida também por C. rodetium
apresentaram diferentes niveis de mRNA de Hes/ ao longo da infec¢cdo; mostrando um aumento
do gene no dia 6 e 12, seguido por uma diminuicdo até o dia 34 apos a infeccdo. No mesmo
trabalho, 0 mRNA de Mathl apresentou um comportamento oposto ao do Hesl nos dias
indicados (AHMED et al., 2012). Em infecgdes bucais cujos agentes infecciosos foram as
bactérias patogénicas Porphyromonas gingivalis (Pg) e Fusobacterium nucleatum (Fn), e a
bactéria comensal Streptococcus gordonii (Sg), foi testada a capacidade de ativar a via Notch

em células epiteliais orais pela detec¢do de mRNA de Hes! e a co-localizagdo da proteina NICD
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no nucleo das células (AL-ATTAR et al., 2018). Os pesquisadores observaram que a expressao
de Hesl e os niveis nucleares de NICD aumentaram pela infec¢do com a bactéria patogénica
Pg de modo inoculo depende; mas Fn e Sg, sendo bactérias patogénica e comensal

respetivamente, nao causaram alteragdes do ponto de vista génico ou proteico.

Os estudos supramencionados demonstram que os genes Hes! ¢ Mathl nao sdo alvos
obrigatdrios no decorrer do processo dainfec¢do avaliado em cada trabalho citado. Além disso,
a alteracdo da via Notch por microrganismos e suas consequéncias no hospedeiro podem ser
diferentes ao longo do curso da infec¢do. Sobre nosso modelo experimental apenas infectado
com 7. gondii, acreditamos ser importante analisar a expressao dos genes estudados em uma
cinética de dias de infeccdo ou considerar outros receptores da via Notch para uma melhor

compreensdo dessa via na toxoplasmose aguda.

Os mecanismos celulares de como a via de sinalizagdo de Notch € relevante para a
proliferacdo de 7. gondii no hospedeiro ainda ndo foram elucidados. No presente trabalho,
investigou-se a modulagdo da via Notch na infec¢ao oral por 7. gondii utilizando um inibidor
do complexo enzimatico y-secretase, e como esta modulagdo pode influenciar no epitélio
intestinal de camundongos da linhagem C57BL/6. Neste trabalho mostramos que na infecgdo
oral com 20 cistos de 7. gondii, a expressdo de mRNA de Notchl ¢é regulada positivamente em

camundongos inibidos farmacologicamente com DBZ.

Foi descrito que a ativagdo da via pelo receptor Notch-1 é necessaria para a manutengao
apropriada das células epiteliais intestinais em condigdes de homeostase e que o knockdown do
receptor Notch-1 incrementa as carateristicas patologicas no modelo de colite experimental
induzido por sulfato sédico de dextrana (DSS) (MATHERN et al., 2014). Usando previamente
inibidores da y-secretase em macrofagos murinos estimulados com LPS, complexos imunes ou
IFN-y recombinante (rIFN-y), varios estudos relataram resultados distintos sobre a expressao
proteica do receptor Notch-1 total e seu correspondente dominio intracelular NICD (PALAGA
et al., 2008; SANGPHECH ef al., 2014; WONGCHANA et al., 2018). Macréfagos derivados
da medula 6ssea (BMMs) tratados com altas concentracdes de IL-CHO, um inibidor da v-
secretase semelhante a DBZ, e estimulados com LPS e rIFN-y mostraram uma diminuigdo da
clivagem de NICD e um baixo nivel proteico de Notch-1 total (PALAGA et al., 2008). Apoés a
inibi¢do da via Notch com IL-CHO, foi avaliada a cinética de ativagdo da via Notch em células
CD4+ isoladas de camundongos C57BL/6 ao longo de um periodo de estimulacdo com

anticorpos anti-CD3 e anti-CD28, resultando na diminui¢do daclivagem de NICD do receptor



57

Notch-1 (DONGRE et al., 2014). Por outro lado, macrofagos da linhagem celular RAW2647 ¢
BMMs foram tratados com N - [N (3,5) -difluorofenacetil) -L-Alanil] -S-fenilglicina t-butil
ester (DAPT), outro inibidor da y-secretase como DBZ e IL-CHO, seguido da estimulagdo com
LPS ou complexos imunes e apresentaram um nivel proteico de Notch-1 total semelhante ao
nivel detectado em macrofagos estimulados sem tratamento com o inibidor (SANGPHECH et

al., 2014; WONGCHANA et al., 2018).

Os trabalhos utilizando os inibidores farmacologicos que atingem a enzima y-secretase
para impedir a clivagem do NICD demonstram que os niveis proteicos do receptor Notch-1e do
NICD dependem do tipo de célula estudada e do estimulo utilizado, do mesmo modo que os
trabalhamos previamente citados avaliando a expressido de mRNA de Notchl. Ao nosso
entender, a infeccdo oral por 7. gondii com uma potente resposta imune do hospedeiro, se
sobrepde a inibi¢do da via Notch tendo como consequéncia o aumento da expressio de mRNA

de Notchl, sugerindo um mecanismo de feedback positivo.

Nossos resultados mostram a diminuicdo da expressio do mRNA de Hes! e os niveis
mantidos da expressio do mRNA de Math! em camundongos C57BL/6 infectados com 20
cistos de 7. gondii tratados previamente com DBZ. Isto se correlaciona com o aumento de
células do tipo secretoras como as células caliciformes e as células de Paneth quantificados no
intestino delgado do grupo de animais mencionado. A deple¢ao de células de Paneth ¢ uma
consequéncia dainfecgdo por 7. gondii que envolve a ativagdo de uma forte resposta Th1l e uma
alta producdo de IFN-y nos epitélios intestinais (RAETZ et al., 2013; VILLERET et al., 2013).
Virios estudos mostraram que a inibi¢do da via Notch com diferentes inibidores do complexo
enzimatico y-secretase traz um impacto na conversdo de células tronco em células de perfil
secretor no intestino delgado (MILANO et al., 2004; VAN ES et al., 2010; DROY - DRUPE
et al., 2012).

Assim, inicialmente hipotetizamos que o aumento do comprimento intestinal, o aumento
do ntimero de células de Paneth junto com a produgao de peptideos antimicrobianos e as células
caliciformes como consequéncia da inibi¢do da via Notch poderia ter um papel protetor no
controle da infecgdo e melhorar a taxa de sobrevivéncia, apesar de que o papel das células
caliciformes na infecgdo por 7. gondii nao seja claro (TREVIZAN et al., 2016; SCHNEIDER
et al., 2017). Supreendentemente, os parametros clinicos e a analise histopatologica junto com

o parasitismo tecidual no intestino delgado mostraram resultados semelhantes em camundongos
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tratados previamente com DBZ infectados com cistos de 7. gondii quando comparados com o

grupo de camundongos apenas infectados.

Poucos estudos tém avaliado o impacto da modulagdao davia Notch em células de perfil
secretor relacionadas as infecgdes por patdogenos. Camundongos C57BL/6 tratados com DBZ
durante a infeccdo por C. rodentium tiveram um aumento das células caliciformes e

surpreendentemente, também obtiveram uma taxa de sobrevivéncia baixa (CHAN et al., 2013).

O modelo ex vivo de epitélio intestinal humano, denominado enteroide, vem sendo
empregado para o estudo da fisiologia, fisiopatologia de infec¢des gastrointestinais do intestino
humano (SAXENA etal., 2016). Drummond e colaboradores (2017) trabalharam com o modelo
de enteroide humano fetal previamente tratado com DBZ por 4 dias obtendo um grande
aumento de células caliciformes positivas para mucina de tipo 2 (Muc2) e de células
enteroenddcrinas positivas para cromogranina de tipo A, ambos marcadores carateristicos de
cada grupo celular mencionado. Além disso, observou-se um aumento da expressdo de
marcadores como Muc2 carateristicos das células caliciformes, e de marcadores carateristicos
das células de Paneth como Reg3A e defensinas-5 e -6. No mesmo estudo, ensaios com
enteroides previamente expostos a DBZ foram infectados com o enterovirus E11, onde apos 24
horas de infec¢do foiobservado que o patdgeno teve uma predisposicdo em invadir e se replicar

nas células enteroenddcrinas, e ndo nas células caliciformes (DRUMMOND et al., 2017).

Nossos dados sugerem que a inibigdo da expressio do mRNA dos peptideos
antimicrobianos poderia explicar o parasitismo tecidual inalterado no intestino delgado em
nossos resultados. Sabe-se que a administragio de DBZ em camundongos C56BL/6 produz
células transdiferenciadas com caracteristicas morfologicas de células produtoras de muco e de
c€lulas de Paneth com presenca de granulos nas criptas do intestino delgado (GASSLER, 2017).
Em camundongos da linhagem C57BL/6 tratados com DBZ mediante uma analise
ultraestrutural por microscopia eletronica, demonstrou-se uma estrutura desorganizada das
células de Paneth nas criptas intestinas, mostrando-as preenchidas com muco e pequenos

granulos eletrodensos (VANDUSSEN et al., 2012).

Por tanto, acreditamos que essa diferenciacdo de células tronco as células de perfil
secretor, possivelmente com atividade alterada, nao foi suficiente para controlar o protozoario
T. gondii no intestino delgado. Acreditamos que DBZ favoreceu a produ¢do de mucinas levando

ao aumento da camada de muco, porém esta hipdtese deve ser ainda analisada mediante ensaios
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especificos para mucinas com o fim de saber se a produgdo destas glicoproteinas ¢ uma

vantagem ou desvantagem para 7. gondii.

Nosso trabalho ¢ o primeiro a estudar os efeitos da via de sinalizagdo Notch na infecg¢ao
oral por 7. gondii e demonstrou que a proliferacdo do parasito ¢ independente da via Notch no
intestino delgado do modelo murino C57BL/6 tratados previamente com DBZ. Até o dia de
hoje, poucos trabalhos tém sido publicados usando inibidores do complexo enzimatico v-
secretase ou mediante as ferramentas genéticas para delecdo de genes dos membros da via em

mencao, e tendo como finalidade avaliar o impacto sobre o controle do parasitismo.

Em células Huh7 provenientes de hepatocarcinoma humano tratadas com DAPT antes
e depois da infecgdo com esporozoitos de Plasmodium berghei ANKA houve similar
porcentagem de células infectadas ao serem comparadas com células infectadas sem tratamento
com DAPT; sugerindo que a replicacdo do parasito ¢ independente da inibicdo da y-secretase e
da via Notch (PARVANOVA et al., 2018). A dele¢dao especifica dos receptores Notch-1 e
Notch-2 na superficie de células T de camundongos C57BL/6, resistentes a infeccdo por L.
major, induziu uma elevada suscetibilidade a infec¢do mostrando assim um aumento do
tamanho da lesdo na pele dos animais e o parasitismo (AUDERSET et al, 2012). O
desenvolvimento dos ovos de Schistosoma mansoni tratados com DAPT foi estudado e revelou
anormalidades morfoloégicas tais como a diminui¢do do tamanho dos ovos, formato pouco

comum deles e a perda daespicula lateral (MAGALHAES et al., 2016).

Os trabalhos acima mencionados juntamente com 0s nossos resultados demonstram que
a via Notch influéncia de modo diferente o processo de infec¢do por patogenos diferentes.
Certamente, o desenho experimental ¢ importante uma vez que a dele¢do ou super expressao
de receptores ou ligantes em uma determinada linhagem celular ou animal abordaria outros
aspectos de investigacao da via Notch quando comparada com o uso de inibidores do complexo
enzimatico da y-secretase. No entanto, os métodos mencionados no levantamento bibliografico
e o método usado neste trabalho sdo importantes para a compreensdo da via de sinalizagdo

Notch no contexto dainfec¢dao por 7. gondii.

O protozoario 7. gondii também atinge rapidamente outros orgdos importantes do
hospedeiro, como cérebro, figado e pulmdes (SILVA et al., 2010). Além disso, a cinética de
distribuicdo do parasito em diferentes tecidos do hospedeiro depende do tipo de cepa e dos dias

de infeccdo (DJURKOVIC-DJAKOVICetal., 2012; SILVA et al., 2010). Diferente dos nossos

dados obtidos no intestino delgado, nossos achados demonstraram que a inibi¢do davia Notch
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por DBZ diminuiu a infiltragdo de células inflamatorias e o nimero de parasitos no pulmao e

no figado quando os camundongos foram infectados com 7. gondii.

Poucos relatos mencionando a via Notch e patdgenos na inflamagao hepatica e pulmonar
foram descritos, os quais tiveram resultados contraditorios. Um estudo prévio utilizando um
modelo in vivo com VHB encontrou que a inibigdo da via Notch reduziu o recrutamento de
células inflamatorias, linfocitos T citotoxicos e células T natural killer ao figado, e melhorou a
inflamagdo local acompanhada por uma diminui¢cdo da expressio de mRNA de IL-22 no 6rgao
(WEI et al., 2016). A citocina IL-22 ja foi relacionada com doencas hepaticas por ter
propriedades pro-inflamatorias (ZHANG et al., 2011) e anti-inflamatorias (ALAM et al., 2010),
e sabe-se que a ativagdo da via Notch aumenta sua produgdo nas células T CD4+ (ALAM et
al., 2010). No entanto, células T CD4+ isoladas de PBMC de pacientes infectados com VHB e
tratados ou ndo com DAPT mostraram valores semelhantes referentes a expressio de mRNA

de IL-22 e a sua presenca a nivel sérico (WEI et al., 2016).

Camundongos da linhagem C57BL/6 infectados com o virus influenza HINI e
posteriormente tratados com um inibidor da y-secretase ou com anticorpo neutralizante
especifico para o ligante Delta-1 apresentaram uma carga viral alta com inflamacdo excessiva
nos pulmdes (ITO et al., 2011). Por outro lado, camundongos transgénicos que expressam um
dominio intracelular negativo considerado inibidor da via Notch em células T CD4+ e CD8+
com criptococose pulmonar apresentaram um menor acumulo de leucécitos inflamatdrios nos
pulmdes em comparacdo com camundongos controles apos 3 e 4 semanas ap6s infeccao (NEAL

et al., 2017).

Parece que a inibi¢ao da via Notch no figado e no pulmado induz uma resposta diferente
em tais 6rgaos. A inibi¢do da via Notch por DBZ foi benéfica no pulmao e figado de animais
infectados oralmente por 7. gondii. Acreditamos que a avaliagdo da expressio de mRNA de
Notchl, Mathl e Hesl, e de outros receptores ou ligantes da via em questdo, no pulmao e figado
dos animais dos grupos experimentais utilizados neste trabalho seria importante para a

compreensao do papel da via Notch na infec¢ao por 7. gondii.

O papel da via Notch no sistema imunolégico é obscuro, uma vez que a via esta
envolvida na diferenciag@o e regulagdo das células T, mas dependente do estimulo de citocinas
(TU et al., 2005; RUTZ et al., 2008). Em nosso modelo experimental, a infec¢do oral com 20

cistos de 7. gondii ndo interferiu na expressdo do mRNA de Notchl no intestino delgado,
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entretanto, diminuiu a expressao dos genes Hesl ¢ Mathl; e o tratamento com DBZ antes da

infeccdo aumentou a expressdo Notchl e diminuiu a expressaio do mRNA de Hes|.

O aumento da expressio do mRNA de Notchl no intestino delgado de camundongos
previamente tratados com DBZ sugere um feedback positivo devido a presenca do parasito no
hospedeiro. Por outro lado, a expressao de mRNA de Mathl e Hesl podem ser influenciadas
diretamente pela infeccdo, ja que camundongos infectados e tratados ou ndo com DBZ

apresentaram niveis de expressdo baixos apesar de que o mRNA de Notchl ndo foi alterado.

No presente trabalho observou-se que os niveis das citocinas IL-4 e IL-17A foram
alterados sistemicamente em camundongos previamente tratados com DBZ e infectados com
cistos de 7. gondii, ¢ que IFN-y, uma citocina chave na infec¢do pelo protozoario, teve um
aumento sem ser significativo nas mesmas condi¢des. Tudo isto demonstrando que a infecc¢ao
oral com cistos de 7. gondii e sua forte resposta imune Thl se sobrepdem a inibicao

farmacolédgica davia de sinalizagdo de Notch, pelo menos em amostras de soro.

Uma das fungdes mais importantes da via Notch no sistema imune ¢ a diferenciagdo e
ativacdo das células T naive (revisado por TANIGAKI; HONJO, 2007; BAILIS et al., 2013).
Nas APCs a expressao de ligantes Jagged ou Delta estaria regulando a diferenciacdo de células
T nos subgrupos de células Thl e Th2 (MAEKAWA et al., 2003; AMSEN et al., 2004; RUTZ
et al., 2005). As células Thl sdo caracterizadas pela produc¢ao de IFN-y, TNF-a e 6xido nitrico
para controlar a proliferacdo de 7. gondii, mas como consequéncia dessa alta producao de
citocinas acontece uma grave inflamacdo do ileo assim como necroses das vilosidades

intestinais e destrui¢do tecidual (revisto por SCHREINER; LIESENFELD, 2009).

Alguns estudos correlacionam o papel da via Notch na infeccdo por patogenos e a
produgdo de citocinas. Monoécitos humanos tratados com DAPT e estimulados com LPS ou
infectados com Escherichia coli mostraram uma reducao na producao de TNF-a e IL-6, mas
IL-12p40 foi mantida (HILDEBRAND et al., 2018). Durante a infeccdo por C. neoformans,
leucocitos isolados de pulmdes decamundongos geneticamente modificados para expressar um
dominio negativo similar ao fator Mastermind (DNMAML) (camundongos CCD) que interfere
com a via Notch de forma candnica, mostraram uma redugdo de IFN-y, IL-5 e IL-3 mas a
producdo de IL-17 ¢ mantida em células T CD4 +, que denota a supressao das respostas imunes
Thl e Th2, e a persisténcia da resposta imune Th17; e consequentemente, este cendrio leva a

queda do controle fingico (NEAL et al., 2017).
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Na infecgao por L. major, as células dos linfonodos popliteos de camundongos CCD
foram isoladas e reestimuladas in vifro com antigeno soluvel de L. major mostrando altas
quantidades de IFN-y e niveis indetectaveis de IL-4 o que permite um controle eficiente do
parasitismo; demonstrando que neste modelo de infeccao por L. major, a resposta imune Thl ¢é
conservada na auséncia da via Notch (TU et al., 2005). Por outro lado e no mesmo estudo,
camundongos CCD infectados com Trichuris muris tiveram uma alta carga parasitaria,

mostrando que a via Notch € necessdria para uma eficiente resposta Th2 (TU et al., 2005).

No entanto, a delecdo do receptor Notch-1 e Notch-2 na superficie das células T de
camundongos da linhagem C57BL/6, considerada uma inibicdo ndo candnica, aumenta a
suscetibilidade a infecgcdo por L. major (AUDERSET et al., 2012). Curiosamente, Fermino e
colaboradores (2013) observaram um perfil diferente de expressado do mRNA de Notchl e
Notch-3 em células T reguladoras de camundongos selvagens infectados com L. major quando
comparados com camundongos deficientes para galectina 3 (Lgals3”") também infectados. No
mesmo trabalho, a infec¢do por L. major no camundongo Lgals3”-, a expressio de mRNA de
Notch-3 ¢ diminuida; e nesses animais observou-se uma alta expressao de Hes/ sugerindo que
a via Notch esta ativa, o que justificaria um aumento da produ¢do de IL-10 (FERMINO et al.,
2013). De modo diferente, Coutaz e colaboradores (2016) descreveram que células T CD4+
isoladas de nddulos linfaticos mesentéricos dointestino delgado de camundongos, com delegado
dos genes para Notchl e Notch-2, aumentaram a sua diferenciacdo em células de perfil imune

Th17 junto com o aumento da expressio de mRNA para IL-17A e a sua secrecao.

Bailis e colaboradores (2013) trazem uma perspectiva nova e diferente da via de
sinalizagdo Notch, descrevendo-a como uma via amplificadora universal que atua de forma
sinérgica e imparcial sob as respostas imunes Thl, Th2 e Th17. Ensaios in vitro utilizando
células T CD4+ sobre fortes condi¢des de polarizagdo usando coquetéis de citocinas para
estimular cada tipo de resposta mencionada, demostraram que a via Notch simultaneamente
induz a expressdo de IFN-y, IL-4 e IL-17A; e de seus correspondentes fatores de transcri¢ao
Tbx21, Gata3 e Rorc, relacionados com as respostas Th1l, Th2 e Th17 respectivamente (BAILIS
et al., 2013; revisado por TINDEMANS; PEETERS; HENDRIKS, 2017).

Os trabalhos citados acima descrevendo diferentes modelos de inflamagdo juntamente
com nossos resultados, sugerem que a via de sinalizagdo Notch modula as respostas imunes
dependendo do ambiente da infeccdo, ou seja, modelo in vitro ou in vivo; e do patéogeno.

Contudo, o aumento da expressio domRNA de Notchl no grupo previamente tratadocom DBZ
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infectado com 7. gondii, o que poderia sugerir um aumento da expressdo da proteina, poderia
influenciar diretamente na alta producdo de citocinas como IL-17A e IL-4; e em manter os

niveis de IFN-y, TNF, IL-10 e IL-6.

A presente investigacdo demostra pela primeira vez que a inibicdo farmacologica da via
de sinalizagdo Notch em animais oralmente infectados com 7. gondii apresenta efeitos
diferentes dependo do 6rgao de estudo. Com este cenario, observou-se que o protozoario 7.
gondii induz uma resposta imunologica no hospedeiro se sobrepondo a inibicdo da via Notch
mediante o uso de DBZ. Modelos diferentes deinibi¢ao poderiam esclarecer ainda mais o papel

desta importante via de sinalizagdo na toxoplasmose aguda induzida por infec¢do oral.
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7 CONCLUSOES

Pela primeira vez, verificou-se que a infeccdo por 7. gondii regula negativamente a
expressao do mRNA do gene alvo da via Notch, Hes/, assim como de Mathl. Com isto, a
infeccao pelo protozodrio estaria intervindo diretamente sobre ambos os genes mencionados,
sem modificar a expressio do mRNA de Notchl no intestino delgado. Por outro lado,
acreditamos que a expressao génica de Notchl depende do tipo de modelo infeccioso a ser
estudado. O presente estudo ¢ o primeiro em demonstrar que a infec¢do oral com cistos de 7.
gondii ndo altera os niveis de expressdo do mRNA de Notchl aos 8 dias de infec¢do. Nesse

sentido seria interessante verificar o perfil de expressdo em uma cinética de dias de infecgao.

Observamos que a inibigdo da via Notch pela administragdo de DBZ em camundongos
C57BL/6 nao infectados induziu uma diminui¢do da expressao do mRNA de Notchl e Hesl o
que nos mostra que nosso protocolo experimental foi favoravel. Além disso, DBZ favorece o
aumento do comprimento do intestino delgado e do ntimero de células caliciformes e células de

Paneth em camundongos C57BL/6.

A infec¢do oral com 7. gondii induz uma potente resposta imune no hospedeiro, a qual
se sobrepde a inibicdo da via Notch por DBZ, tendo como consequéncia um feedback positivo
da expressdo de mRNA de Notchl no intestino delgado dos animais infectados, onde as lesdes

inflamatérias induzidas pela infec¢do oral sdo exacerbadas.

A inibicao da via Notch com DBZ manteve os pardmetros clinicos, histologicos, assim
como o parasitismo tecidual no intestino delgado de camundongos infectados com 20 cistos de
T. gondii, apesar de preservar ao menos parcialmente as células caliciformes e células de
Paneth, em paralelo a uma diminuicio do mRNA de peptideos antimicrobianos, o que poderia
sugerir que essas cé¢lulas de Paneth, apesar de presentes, ndo foram eficientes em controlar o

parasito in situ e consequentemente as alteragdes inflamatorias.

Concluimos que a proliferacdo do parasito 7. gondii ¢ independente da inibicdo da y-
secretase e da via Notch no intestino delgado em camundongos C57BL/6 tratados previamente

com DBZ.

A inibicao prévia davia Notch por DBZ afeta de forma diferente os 6rgdos periféricos
tais como pulmao e figado na infec¢dao por 7. gondii, sendo que a inibicdo da via diminui o

parasitismo e alteragdes inflamatérias nesses 6rgaos dos animais infectados.
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Concluimos que a inibicdo previamente com DBZ em camundongos infectados
oralmente com 7. gondii aumentou a producao de citocinas como IL-17A e IL-4; e manteve os

niveis de IFN-y, TNF, IL-10 e IL-6.
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— Comissio de Etica na Utilizagdo de Animais — uizagho de Animals
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Influencia da via de sinalizagao
Notch de ativagao celular na diferenciacao de células caliciformes em
infecgao oral por Toxoplasma gondii.”, protocolo n° 088/15, sob a
responsabilidade de Neide Maria da Silva — que envolve a produgao,
manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e
foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NA UTI!_IZA(;AO DE ANIMAIS
(CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido de
04/09/2015.

(We certify that the project entitied " Influencia da via de sinalizagao Notch de ativagdo celular
na diferenciagdo de células caliciformes em infecgdo oral por Toxoplasma gondii.", protocol
088/15, under the responsibility of Neide Maria da Silva - involving the production, maintenance
and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of
scientific research - is in accordance with the provisions of Law n°® 11.794, of October 8th, 2008,
of Decree n° 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control
of Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON
ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of
04/09/2015).

| Vigéncia do Projeto Inicio: 01/12/2015 - Término: 01/08/2019

Espécie / Linhagem / Grupos Taxondmicos Mus musculus

Numero de animais Swiss: 5 machos / C57BL/6: 50 Fémeas

Peso / Idade Swiss: 8-12 semanas e 22 g - C57BL/6: 8-12
semanas e22g

Sexo Machos + Fémas

Origem / Local Centro de Bioterismo e Experimentagéo
Animal — CBEA

Numero da Autorizagéo SISBIO -

Atividade(s) -

Uberlandia, 16 de setembro de 2015

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU




