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RESUMO

Os macrofagos desempenham um papel importante na defesa contra agentes infecciosos
tanto durante a imunidade inata quanto adaptativa. Estas células sao ativadas por diferentes
componentes microbianos para liberagao de citocinas e oxido nitrico (NO), um importante
agente microbicida. Entretanto, ©0S macrofagos também funcionam como células
hospedeiras para Toxoplasma gondii, que desenvolveram estratégias cficientes para a
sobrevivéncia intracelular. Neste trabalho, componentes da membrana do parasito foram
extraidos e estes utilizados para avaliar a resposta de macrofagos frente ao parasito. O
tratamento destas células com fracoes hidrofobicas de taquizoitos de 1. gondii estimularam
diferentes perfis de produgao de NO em macrofagos J774 ¢ macrofagos peritoneais de
camundongos CS7BL/G e BALB/c. Além disso, macrofagos foram infectados com
taquizoitos de 1. gondii, apds 0 tratamento in vilro, com as fraches e com um extrato
etanolico de Serjania lethalis, uma planta com propriedade anti-inflamatéria. Das trés
células estudadas, os macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c apresentaram
maior porcentagem de infecgdo, que foi inibida por tratamento com uma das fragdes (F0).
O tratamento com extrato de Serjania lethalis reduziu a produgio de NO por células
estimuladas com LPS e IFN-y e inibiu a infecgdo por 1. gondii. Estes resultados mostram,
em primeiro lugar, que macrofagos provenientes de linhagens diferentes de camundongos
apresentam susceptibilidade diferente & infecgdo pelo parasito. Em segundo lugar, a
extracio de componentes altamente hidrofobicos de taquizoitos de 1. gondii permite a
obtencio de um material rico em moléculas bioativas capazes de interferir na interagdo
parasito-célula hospedeira. E por Gltimo, a ativagdo de macrofagos para liberagio de NO

pode ser regulada, a fim de se evitar os danos causados por uma resposta inflamatoria

exacerbada.




ABSTRACT

Macrophages play an important role in defense against infectious agents, during innate or
adaptive immunity. They are activated by different microbial components and release
cytokines and nitric oxide (NO), an important microbicidal agent. However, these cells
also act as hosts for Toxoplasma gondii, which adapted efficient strategies for intracellular
survival. In the present study, membrane compounds from T. gondii were extracted and
used to evaluate macrophage response to the parasite. Treatment of these cells with
hydrophobic fractions from tachyzoites of T. gondii stimulated differently NO production
in J774 cells and in peritoneal macrophages from C57BL/6 ¢ BALB/c mice. In addition,
macrophages were infected with tachyzoites from 1. gondii, after in vitro treatment with
fractions and with an extract from Serjania lethalis, which presents anti-inflammatory
property. Also, the percentage of infected macrophages from BALB/c was the highest
among all other studied cells, and diminished by treatment with FO fraction. Treatment
with the extract of S. lethalis decreased NO production by LPS+IFN-y-activated cells and
inhibited infection by T. gondii. Our results show at first, that macrophages from mice
from different genetic background present different susceptibility of infection by this
parasite. Second, the extraction of highly hydrophobic compounds from tachyzoites of T.
gondii can yield samples enriched with bioactive molecules that are capable to interfere on
parasite-host cell interaction. Finally, NO release by activated macrophages can be

regulated in order to prevent damages caused by an intense inflammatory response.
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1. INTRODUCAO

1.1. Macrofagos

Organismos vertebrados se defendem contra microorganismos infecciosos através
de um sistema imune sofisticado que s¢ baseia tanto na resposta inata quanto adaptativa.
Durante as ultimas décadas, estudos sobre os mecanismos imunes de defesa tém sido
focados principalmente sobre a caracterizagao da imunidade adaptativa. Somente nos anos
recentes a contribuigdo da imunidade inata para a defesa do hospedeiro tem tido maior
atencao (HOFFMANN et al., 1999). Particularmente, tem sido estabelecido que a
imunidade inata promove uma primeira linha de defesa essencial, e desempenha um papel
central em estimular e orientar a resposta adaptativa subseqiiente (FEARON &
LOCKSLEY, 1996). A :munidade inata é uma reagdo de defesa imediata que envolve a
secrecio de citocinas e outras substancias, levando a um processo inflamatdrio de efeito
antimicrobiano.

Os macrofagos desempenham um papel importante na defesa contra agentes
infecciosos tanto durante a imunidade inata quanto adaptativa (MILLS, 2000; ALMEIDA,
2000; DENKERS, 2003). Certos componentes microbianos, como lipopolissacarides (LPS)
e lipoproteinas de bactérias e glicolipideos de protozoarios, ativam macrofagos para
liberagdo de citocinas, tal como IL-12, e reativos intermediarios de nitrogénio, como oxido
nitrico (NO), um importante agente microbicida (BRIGHTBILL et al., 1999; ALMEIDA et
al., 2000; REIS et al., 2001; DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2003; LUDER et al., 2003).

Os niveis de NO sdo mais elevados em macrofagos sinergicamente ativados com

interferon-y (IFN-y) e LPS, sendo importantes para restringir a replicagdo de patogenos

intracelulares como Leishmania major ¢ Toxoplasma gondii (MILLS et al., 2000; LUDER

et al., 2003).




1.2. Oxido Nitrico

Oxido nitrico é produzido pela transformagdo catalitica de L-arginina em citrulina
pela enzima éxido nitrico sintase (NOS). Existem trés isoformas de NOS: a neuronal
(nNOS) e a endotelial (eNOS), que sdo constitutivamente expressas em neuronios € no
endotélio, e a NOS induzivel, que é produzida por varios tipos celulares, inclusive por
macrofagos, e tem sua expressao aumentada em células tratadas com IFN-y (REIS ef al.,
2001; LUDER ef al., 2003; NAPOLITANO er al, 2005). A produgido de NO por
macrofagos ativados representa um importante mecanismo microbicida para restringir a
replicagio de patogenos intracelulares (MILLS ef al., 2000; LUDER ef al., 2003).
Entretanto, o excesso de NO € responsavel pela vasodilatagdo e hipotensdo observadas no
choque séptico e pode levar ao dano tecidual, ao colapso vascular e a morte (CHI ef al,
2003). Portanto, a produgio de NO ¢ essencial na defesa contra microrganismos, mas
precisa ser regulada para serem evitados danos ao organismo.

O efeito de extratos de plantas sobre a atividade de iNOS tem sido estudado por
varios autores e estes extratos tém se mostrado eficientes na inibi¢do de NO (RIMBACH e
al., 2000; RYU ef al,, 2003a; RYU et al., 2003b; FERREIRA ef al, 2003; NAPOLITANO
et al., 2005). Serjania lethalis ¢ uma trepadeira da familia Sapindaceae (COSTA ef al,,
2004) conhecida como timbo, cujo veneno é utilizado por indios brasileiros para matar
peixes. Substancias derivadas da planta, denominadas serjandides, quando injetadas em
mamiferos induzem & prostragdo, dispinéia, cianose, batimentos cardiacos ectopicos, €
faléncia cardio-respiratoria (TEIXEIRA ef al., 1984). Entretanto, 5. lethalis tem sido usada

na medicina popular por suas propriedades anti-inflamatéria e analgésica.
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1.3. Macroéfagos na resposta imune contra patogenos

O contato de macrofagos com os patdgenos resulta em uma resposta inicial inata,
cuja liberagdo de IL-12 estimula células “natural killer” (NK) a produzirem IFN-y,
responsavel pela ativagdo de macréfagos (DERRICO & GOODRUM, 1996; SKEEN e/ al.,
1996). IFN-y é uma citocina que estimula a atividade microbicida de macréfagos,
aumentando a liberacio de NO (DERRICO & GOODRUM, 1996; SHIBATA et al., 1997),
além de induzir a expressio de RNAm para IL-12 (YOSHIDA et al., 1994), que ¢
responsavel pela diferenciagdo de precursores T “helper” (Th) para linfocitos T de padréo
Thl (MILLER, SKEEN & ZIEGLER, 1997, DENKERS & GAZZINELLI, 1998), para
amplificagio da resposta contra microrganismos invasores. A citocina IL-12 também ativa
macrofagos e células dendriticas de maneira autdcrina, principalmente nos primeiros
estagios de infecgdo, estimulando a producio de IFN-y, NO e atividade microbicida destas
células (BASTOS et al., 2004).

Este padrio de resposta ¢ caracteristico de macrofagos efetores na destruigdo dos
patogenos. Estas células foram denominadas macrofagos M-1 por MILLS e colaboradores
(2000). Estes macrofagos sdo responsaveis pela morte dos agentes microbianos através da
fagocitose ¢ liberagdo de NO, de reativos intermediarios de oxigénio (ROIs) e lisozimas.
Também atuam como células apresentadoras de antigenos e secretam citocinas como IL-1,
[L-12 e fator de necrose tumoral-c. (TNF-c), estimulando uma resposta inflamatoria aguda.
Um outro tipo de macrofagos, chamado M-2, produz pouco NO ao ser estimulado, pois
direciona o metabolismo de arginina para a formagdo de ornitina, pela agdo da arginase
(MILLS ef al.,, 2000; MANTOVANI ef al., 2002). Estas células promovem a remogao de
tecidos mortos, o reparo tecidual, através da liberagio de fatores de crescimento, da

angiogénese e da modulagio da resposta inflamatoria, pela liberagiio de IL-10 e fator de




transformacdo do crescimento-f (TGF-B) (BASTOS et al., 2004; GRATCHEV et al.,
2005). Segundo MILLS e al. (2000) o conceito M-1/M-2 surgiu de observagdes de que
macréfagos provenientes de linhagens de camundongos prototipicamente Th1 (C57BL/6,
B10D12) sdo mais facilmente ativados para produgio de NO do que macréfagos de
linhagens Th2 (BALB/c, DBA/2). Além disso, macrofagos provenientes de camundongos
C57BL/6 deficientes em 1L-12/1L-23p40 adquirem perfil M-2 de ativagdo, passando a
produzir altos niveis de TGF-B e baixos niveis de NO (BASTOS ef al., 2004), sugerindo
que citocinas como IL-12 e IL-23 desempenham importante papel na polarizagdo dos
macréfagos. Na verdade, a polarizagdo de macrofagos para M-1 ou M-2 depende também
da exposicdo a diferentes sinais (por exemplo, citocinas de padrdo Thl ou Th2) em
diferentes momentos ¢ locais, constituindo um processo dindmico e continuo
(MANTOVANI ef al., 2002). A figura 1 esquematiza a polarizagdo de macrofagos e

moléculas envolvidas.
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1.4. Receptores ¢ moléculas de interaclio em macrofagos

Os macrofagos possuem varios receptores e moléculas de adesdo em sua superficie,
diretamente relacionados com sua distribui¢io nos tecidos, suas fun¢des e discriminagio
entre seus ligantes. Um exemplo de marcador de distribui¢éo tecidual € a glicoproteina
MGL1, importante na migragdo de macrofagos da pele para os linfonodos e acimulo de
macrofagos nas regides interfoliculares destes orgaos (KUMAMOTO, 2004). Em relagdo
a0s mecanismos efetores dos macrofagos, a sinalizagdo para a fagocitose depende da
ligagdo de moléculas a receptores como selectinas, integrinas, lectinas, receptores Fc,
receptores “scavanger”, receptores de manose, proteina ligante de manose, entre outros
(GORDON, 1995). Os receptores “scavanger” CD36, por exemplo, sdo importantes na
eliminacio de eritrocitos parasitados por Plasmodium falciparum (McGILVRAY et al.,
2000). Outro exemplo séo receptores de manose e proteinas ligantes de manose, que
reconhecem glicoproteinas presentes na superficie de Trypanosoma cruzi especificas de
formas amastigotas. A interagdo de amastigotas com estes receptores ¢ utilizada pelo
parasito para invadir e replicar no interior dos macrofagos (KAHN e al., 1995).

Nos ultimos anos, vérios estudos tém sido concentrados em uma familia de
receptores diretamente relacionada com imunidade inata, os receptores do tipo Toll
(TLRs). Estes estdo envolvidos nas vias de sinalizag@o para produgdo de citocinas € outros
agentes inflamatorios e desempenham um papel importante no reconhecimento e
discriminagdo de patégenos (MUZIO ef al., 2000, THOMA-USZYNSKI ef al., 2001). Pelo
menos 11 membros da familia TLR ja foram identificados: TLR-1 a TLR-11 (SATOSHI &
SHIZUO, 2004). Dois membros desta familia, TLR-4 ¢ TLR-2, estdo bem caracterizados
como receptores para LPS de bactérias Gram-negativas e para outros produtos bacterianos

(peptideoglicanas e lipopeptideos), respectivamente (O’NEILL ef al., 2001; TAKEUCHI




& AKIRA, 2001). Recentemente, em experimentos com animais deficientes em TLR-2 e
TLR-4, foi demonstrado que TLR-2 ¢ essencial na defesa contra 7. gondii (MUN ef al.,
2003). Sabe-se também que TLR-2 forma heterodimeros com TLR-6 e que a formacédo do
complexo TLR-2/TLR-6/CD36 ¢ essencial no reconhecimento de varios ligantes de TLR-
2, especialmente diacilglicerideos (HOEBE ef al., 2005).

Os macréfagos também podem expor em sua supeficie moléculas comuns a varios
tipos celulares e tecidos, como por exemplo moléculas sulfatadas componentes de matriz
extracelular (heparina e condroitina), que podem funcionar como receptores para adesio de
uma variedade de patdgenos, cOmo virus (DELPUTTE ef al, 2005), bactérias

(BALDASSARRI ef al., 2005) e protozoarios (ORTEGA-BARRIA ef al, 1999), e

conseqiiente infecgdo celular.

1.5. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é um coccideo intracelular pertencente ao filo Apicomplexa,
capaz de invadir e se replicar em qualquer célula nucleada (JOINER ef al., 1990; KASPER
& MINEO, 1994; DOBROWOLSKI er al.,, 1997, DENKERS & GAZZINELLI, 1998;
MORDUE ef al., 1999; CARRUTHERS et al., 2000). Tem como hospedeiros definitivos
os felinos, que eliminam oocistos para o ambiente pelas fezes. Os hospedeiros
intermediarios, que compreendem uma variedade de espécies de vertebrados, inclusive o
homem, sdo infectados ao entrar em contato com oocistos esporulados e apds ingestdo de
carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais. Uma vez ingeridos, os oocistos
infectam as células epiteliais do intestino e se transformam em taquizoitos, que se

multiplicam rapidamente por endodiogenia, dentro de vacuolos intracelulares. Quando as

células infectadas se tornam repletas de taquizoitos, ocorre rompimento da membrana




plasmatica, liberagio dos parasitos para o meio extracelular e infec¢do de novos tecidos
(DENKERS & GAZZINELLI, 1998; ORTEGA-BARRIA & BOOTHOYD, 1999). Pela
circulagiio sangiiinea e linfatica, o parasito alcanga varios tecidos, principalmente sistema
nervoso central, olhos, musculos esquelético e cardiaco, onde se multiplicam lentamente
no interior de cistos. As formas de multiplicagdo lenta s@o chamadas bradizoitos e
persistem no hospedeiro sem ativar a resposta inflamatoria (DUBEY et al., 1998).

7. gondii invade as células hospedeiras por um processo ativo dependente do
citoesqueleto de actina do parasito (DOBROWOLSKI & SIBLEY, 1996; CHARRON &
SIBLEY, 2002). Neste processo estdo envolvidas organelas especializadas que se
localizam na por¢do anterior do parasito. A adeso do parasito na célula hospedeira ¢
mediada por proteinas de superficie do parasito que se ligam a proteinas ou carboidratos
presentes na membrana da célula hospedeira. Logo ap0s este contato, ocorrem a protruséo
do condide de T. gondii e a secregio do conteido de organelas citoplasmaticas
denominadas micronemas e roptrias (KASPER & MINEOQ, 1994; ORTEGA-BARRIA &
BOOTHOYD, 1999).

Apés o processo de invasdo da célula hospedeira, T, gondii permanece dentro de
um compartimento especializado, conhecido como vacuolo parasitoforo, livre dos
mecanismos de defesa da célula hospedeira (MORDUE ef al., 1999, CARRUTHERS e/
al., 2000; CHARRON & SIBLEY, 2002). A formagdo do vactiolo parasitoforo depende do
reconhecimento pelo parasito de moléculas na membrana das células hospedeiras,
compartilha lipideos das células hospedeiras e do parasito (CARRUTHERS e al., 2000;
CHARRON & SIBLEY, 2002) e exclui proteinas de membrana da célula hospedeira, o que
evita sua fusdo com organelas como os lisossomos (MORDUE et al., 1999; CHARRON &
SIBLEY, 2002). Acredita-se que lipideos secretados pelas roptrias do parasito contribuam

para a formagdo do vaciiolo, mas para sobreviver e replicar dentro da célula hospedeira, o
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parasito utiliza ndo s6 lipideos da célula hospedeira, mas também toda uma maquinaria de

sintese de lipideos (CHARRON & SIBLEY, 2002).

1.6. Susceptibilidade e resisténcia a T. gondii

Em humanos, a toxoplasmose geralmente € uma infecgdo assintomatica. Entretanto
a primo-infecgdo em gestantes pode causar toxoplasmose congénita, podendo levar ao

aborto. Além disso, a toxoplasmose faz parte de um grupo de infecgSes oportunistas

importantes em individuos imunossuprimidos (TOMAVO e/ al, 1992; DEBIERRE-
GROCKIEGO ef al, 2003; LUDER et al, 2003). A capacidade de individuos
imunocompetentes em controlar a doenga é devido a uma imunidade celular forte,
associada com a proliferagio de linfécitos T CD4" e CDS8" e produgio de citocinas de
padrio Thl, principalmente IFN-y (DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2003).

Em modelos murinos, existe uma diferenga de susceptibilidade marcante entre
linhagens de camundongos. Camundongos susceptiveis a infec¢éo por 1. gondii (C57BL/6)
sucumbem devido a uma necrose intestinal severa, causada por um processo inflamatorio
intenso, mediado pela produgio local de IFN-y, TNF-a e NO (LIESENFELD et al., 1996;
SUZUKI ef al., 2000; VOSSENKAMPER e al., 2004). Camundongos resistentes a
infecgdo por 7. gondii (BALB/c) possuem uma imunidade protetora mediada por IFN-y, e
niio desenvolvem necrose intestinal (LIESENFELD ef al, 1996, SUZUKI ef al., 2000).
Existe uma grande diferenga quanto a carga parasitaria em relagfio a estas duas linhagens.
Quando sio administrados 100 cistos da cepa Me49 de 1. gondii via oral aos
camundongos, os animais resistentes (BALB/c) sobrevivem, enquanto que a sobrevivéncia
de camundongos C57BL/6 s6 é conseguida com baixa carga parasitaria, ou seja, 20 cistos

via oral (SUZUKI ef al., 2000),
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Os macréfagos possuem um papel importante no controle da infecgéo por 7. gondii
principalmente pela produgdo de altos niveis de IL-12, e aumento da expressdo de iNOS.
Entretanto, camundongos infectados com 7. gondii aumentam também a produgdo de IL-
10, que esta envolvida na regulagio da produgdo de IL-12 e de outras citocinas pro-
inflamatérias como IFN-y e TNF-a (DENKERS & GAZZINELLI, 1998; FUX ef al.,
2003). Em estudo utilizando camundongos deficientes em IL-10 de ambas linhagens
(CS7BL/6 e BALB/c), a infecgdo com 1. gondii levou a morte de 100% dos animais em

cerca de 10 dias, mesmo com baixa carga parasitaria (SUZUKI e/ al., 2000).

1.7. Moléculas de interaciio de T. gondii com células hospedeiras

Muitos autores tém demonstrado que os taquizoitas de 7. gondii interagem com as
células hospedeiras através do contato de receptores especificos e seus ligantes.
CARRUTHERS e al. (2000) demonstraram que 1. gondii reconhece glicosaminoglicanas
(GAGs) da membrana celular das células hospedeiras, e que este reconhecimento ¢
essencial para a invasdo celular. ORTEGA-BARRIA ef al. (1999) demonstraram quc
heparan sulfato € importante na infecgdo de células epiteliais por 7. gondii.

MINEO ef al (1993) mostraram que a invasio de células hospedeiras por
taquizoitas pode ser inibida tratando-se o parasito com anticorpos dirigidos contra sua
principal proteina de superficie, SAGI1. Entretanto, o fato de mutantes deficientes em
SAG-1 ainda serem capazes de infectar células hospedeiras sugere que outras moléculas do
parasito contribuam para a infecgio (MINEO ef al.,, 1993), como outros antigenos de
superficie e também moléculas liberadas das roptrias e micronemas. Estas moléculas fazem
parte de um grupo de proteinas de 7. gondii altamente imunogénicas, os antigenos de

excregio/secregio (ESAs). Estes antigenos levam a uma resposta imune inicial forte, tanto
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durante a infeccdo quanto a imunizagio, e estdo presentes no soro do organismo
hospedeiro mesmo antes da deteccdo de anticorpos (RAHMAH & ANUAR, 1992;
GRIMWOQOOD & SMITH, 1996).

Além de SAG-1 e ESAs, outros componentes de 7. gondii, como os glicolipideos
glicofosfatidilinositol (GPI) e glicoinositolfosfolipides (GIPLs), que ancoram proteinas de
superficie do parasito, tém sido estudados por ativar células do sistema imune do
hospedeiro. GPI de T gondii foi demonstrada ser importante na indugdo da produgéo de
TNF-o por macrofagos murinos (DEBIERRE-GROCKIEGO e/ al., 2003). Estas moléculas
podem ser purificadas por cromatografia a partir de extrato orgénico de taquizoitas de 7.
gondii e sdo bons antigenos para testes soroldgicos (TOMAVO, 1992; GIRALDO ez al.,
2000).

Os mecanismos de interacdo entre macrofagos e 7. gondii tém sido abordados por
varios autores, sob diferentes aspectos. No presente trabalho, a interagdo 1. gondii-
macrofagos sera abordada com enfoque nas diferengas entre macrofagos M-1 e M-2, no
efeito do tratamento com moléculas do proprio parasito e na modulagdo da resposta
inflamatoria. Para isso, seriio mensurados os niveis de producio de NO como mediador da
resposta inflamatoria, bem como as porcentagens de adesdo, fagocitose e invasio como

pardmetros de interagdo entre o parasito ¢ a célula hospedeira.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi investigar a interagdo entre macrofagos

murinos e Toxoplasma gondii sob a influéncia de componentes do proprio parasito ¢ de

Serjania lethalis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter e determinar a natureza de diferentes fragdes dos componentes de membrana de 7. )

gondlii.

- Verificar se macréfagos J774 respondem ao estimulo com fragdes de T. gondii,

comparando suas respostas (produgdo NO e fagocitose) com as de células estimuladas com

LPS.

- Verificar o efeito de anticorpos contra TLR2 sobre a produgdo de NO por macréfagos

J774 estimulados por fragdes de 1. gondii.

- Observar o efeito das fragdes sobre a infecgdo de macrofagos murinos por 1. gondii.

- Comparar a infecgdo de macréfagos de camundongos BALB/c e C57BL/6

- Verificar o efeito do extrato de Serjania lethalis em macrofagos murinos, sobre a

produgio de NO e sobre a infecgdo por 1. gondii.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, de 6 a 8 semanas, para manutencido de
taquizoitos de 7. gondii. Para a obtengdo de macrofagos peritoneais inflamatorios, foram
utilizados camundongos isogénicos machos, de 6 a 8 semanas, das linhagens BALB/c e
C57BL/6. Os animais foram obtidos no Centro de Bioterismo e Experimenta¢do Animal da

Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais.

3.2. Manutenciio de taquizoitos de 1. gondii em camundongos

Taquizoitos da cepa RH de 7. gondii foram mantidos por passagem serial em cavidades
peritoneais de camundongos Swiss. Para os experimentos de extragdo organica, 0s
taquizoitos foram lavados 3 vezes com PBS estéril, reunidos até obtengdo de 10" parasitos
e estocados a -70°C. Para realizar a infecgiio dos macrofagos, suspensdes de taquizoitos
recentemente coletados foram centrifugadas a 70 x g por 1 minuto, a fim de eliminar
células peritoneais presentes na suspensdo. O sobrenadante foi coletado e centrifugado por
1000 x g por 10 minutos. O sedimento foi utilizado para estimar o niimero de parasitos e
para os ensaios de infecgdo na razio parasito/célula de 5:1. Para os ensaios de fagocitose os

parasitos foram mortos apés incubagdo de 1 hora a 56°C.



3.3. Manutenciio de taquizoitos de T. gondii em cultura celular

Foram utilizados fibroblastos humanos da linhagem HFF [American Tissue Culture
Collection (Rockville, MD)] para a manutengdo in vitro dos taquizoitos de 1. gondii. As
células foram mantidas em cultura em frascos de 25 mm® em meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de
penicilina ¢ 100 pg/mL de estreptomicina, em estufa umidificada a 37°C e 5% de COa..
Quando as culturas de fibroblastos estavam sub-confluentes, as células foram infectadas
com taquizoitos da cepa RH de 7. gondii. O meio foi substituido por RPMI contendo 2 %
de SBF e os parasitos assim mantidos até romperem as células. Repiques periodicos foram
realizados para manutengio da cepa. Para a realizagio dos experimentos, os taquizoitos

foram processados da mesma forma que no item anterior.

3.4. Extracgio seqiiencial em solventes orgéinicos dos componentes de membrana de

taquizoitos de T. gondii

O fracionamento dos componentes de membrana de taquizoitos de 1. gondii foi realizado
seguindo procedimentos descritos anteriormente (TOMAVO et al., 1992, ALMEIDA et
al., 2000; GIRALDO ef al., 2000) com algumas modifica¢des (figura 2). Brevemente, 10"
taquizoitos provenientes de lavado peritoneal ou de cultura de fibroblastos foram extraidos
3 vezes (seguido de 5 minutos de agitagio vigorosa ¢ 1 minuto de sonica¢do) com 3-5 mL
de cada uma das seguintes misturas de solventes organicos: (i) cloroformio:metanol (2:1,
v/v) e (i) cloroféormio:metanol (1:2, v/v). Entre cada extragdo, debris celulares insoliveis
foram separados da fase orginica por centrifugagdo (600 x g, 15 minutos, a temperatura

ambiente). As fases orgnicas resultantes foram reunidas, secas ¢ chamadas F0. Os debris



—
(1]

-

celulares delipidados foram secos em fluxo de N, e extraidos 3 vezes (seguido de 5
minutos de agitagio vigorosa e 1 minuto de sonicagdo) com 3-5 mL de
cloroférmio:metanol:agua (5:10:4, v/v) e centrifugados novamente para separagdo de fases.
A fase orginica foi seca e extraida com I-butanol:agua (2:1, v/v) e o precipitado foi
também seco e extraido 3 vezes com 1-butanol saturado com agua (1-butanol a 9%) por 3
horas, sob agitagio a temperatura ambiente. Os extratos resultantes da extracdo com 1-
butanol:agua (2:1) foram secos ¢ chamados F1 (fase butandlica) e F2 (fase aquosa). Os
extratos resultantes da extragdo coml-butanol saturado com é&gua foi chamado F3. O
armazenamento destas fragdes foi realizado a -20°C, apos a dissolugdo em 2 mL de
cloroformio:metanol (2:1) (para a fragdo FO) e cloroformio:metanol:agua (5:10:4) (para as
fracdes F1 e F2). O mesmo protocolo iniciado a partir da extragdo com
cloroformio:metanol:agua (5:10:4, v/v), ou seja, sem o passo de deslipidagdo com
cloroférmio:metanol, forneceu outras fragdes que foram chamadas FI', F2° ¢ T3°. A

diferenca entre os dois protocolos estd mostrada na figura 2.
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Pellet contendo 10"
Taquizoitos de T. gondii

Extragdo com cloroformio: metanol (2:1 em volume)
¢ com cloroférmio: metanol (1:2 em volume)
Pool de sobrenadantes = FO

|

Extragiio do pellet com cloroformio: metanol:
dgua

l 600 g. 15 min, ta. l

Extrato “Peflet”
Parti¢do com butanot:dgua Extragio com butanol a 9%
(2:1 em volume) I

! ) ! !

Extrato Pellet (debri celular)

Fase butandlica Fase aquosa
F1 2 3 F4
Peltet contendo 10"
Taquizoitos de T. gondii
Extraglo do pellet com cloroformio: metanol:
dgua
l 600 g, 15 min, ta. l
Extrato “Pellet”
Partigio com butanol:dgua Extragio com butanol a

(2:1 em volume)

Fase bul‘anélica Fase aquosa Extrato Pellet (debri celular)
F1 F2’ F3’ F4

Figura 2. Protocolos para extragio orginica de componentes de membrana de
taquizoitos de T. gondii com diferentes graus de hidrofobicidade. (A) obtengdo de

fracdes FO, F1 e F2. (B) obtengdo de fragdes F1’, F2’ e F3’.



17

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des redutoras (SDS-PAGE)

Para a eletroforese foram utilizados mini-géis de 0,75 mm x 5 cm x 9 cm. A porcentagem

final de acrilamida no gel de separagdo foi de 12%. Os géis de separagio foram feitos

misturando-se uma solugdo de poliacrilamida (30% de acrilamida ¢ 0,8% de bis-

acrilamida) com tris-HCl pH 8.8, dodecil sulfato de sodio (SDS), adgua deionizada e

agentes polimerizantes (TEMED ¢ persulfato de amdnia a 10%). Uma vez polimerizado o

gel de separagio, foi acrescentada uma solugdo de poliacrilamida a 4% com tris-HCI pH

6,8, SDS, agua deionizada e agentes polimerizantes para o gel de empacotamento. Antes

de serem preparadas para aplicagio no gel, as amostras foram secas para eliminagdo dos

solventes organicos. O padrdo de peso molecular, assim como as amostras a serem

avaliadas foram dissolvidas em tampdo de amostra (0.5 M de tris-HCI, SDS a 10%, azul de

bromofenol a 0,2%) e foram aquecidos por 5 minutos a 100°C. Volumes correspondentes a

3 x 107 parasita equivalentes/mL de amostra foram aplicados nos géis. A eletroforese foi

realizada & temperatura ambiente com tampio de corrida glicina, trizma base e SDS, pH

8,5. A amperagem utilizada foi de 20 mA por gel, durante o empacotamento ¢ separagdo

das amostras.

3.6. Coloraciio de géis de poliacrilamida por PAS/prata

Apbs eletroforese, 08 géis foram desmontados e fixados por 24 horas a temperatura

ambiente em solu¢do contendo acido acético a 5% e etanol a 40%. A seguir os géis foram

tratados por 5 minutos sob agitagio com solugdo contendo acido acético a 4% e etanol a

40% e acido periddico a 0,7%. Apbs lavar 3 vezes com agua destilada por 15 minutos, os

gnados com nitrato de prata a 0,7% em solugdo de hidroxido de amonio a

géis foram impre
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1,3% e 0,02 N de hidroxido de sodio. Apos lavar 3 vezes com agua destilada por 10

minutos, os géis foram mergulhados em solugfio reveladora com acido citrico a 0,01%,

formaldeido a 0,074%. A reagdo foi interrompida com solugdo de acido acético a 10% ¢

metanol a 50%. Os géis foram montados em papel celofane e secos ao ar.

3.7. Anilise em cromatografia em camada delgada (TLC)

Para a realizagdo da TLC foram utilizadas placas de silica gel 60 obtidas da Merck. Antes

da aplicagdo das amostras as placas foram ativadas, para eliminagdo de umidade, por 60

minutos a 105-110°C. As placas foram ainda colocadas em cuba de vidro pré-equilibradas

(por 1 hora) com a mistura de solventes (fase movel) a um nivel de 1 em no fundo e

embebendo papéis que filtro que cobrem as paredes. As placas foram deixadas na cuba até

a fase movel percorrer as placas por inteiro, atingindo o ponto final da corrida (cerca de 45

minutos). Apds este periodo, estas foram retiradas e secas ao ar. A mistura de solventes

escolhida como fase movel para as fracdes de T. gondii foi cloroférmio:metanol:KCl a

0,2% (10:10:3), de acordo com Tomavo ¢ colaboradores (1992). As amostras e padroes,

dissolvidos em solventes organicos, foram aplicados nas placas em pontos previamente

marcados, distantes um do outro em 1 cm e da base da placa em 1,5 cm. O ponto de

aplicagdo foi chamado de origem. Foram aplicadas aliquotas de 10 uL de amostras, que

correspondem a 1-3 X 107 parasita equivalentes/mL, ¢ 2 uL de padrdo (de 10 mg/2 mL de

uma mistura dos gangliosideos GM 1, GD1a, GD1b e GT1b). Depois de o material aplicado

estar seco, as placas foram novamente colocadas na cuba e deixadas até que a fase movel

atingisse o ponto final da corrida. As placas foram retiradas, secas ao ar e borrifadas com o

reagente Orcinol (180 mg de orcinol, 5 ml de dgua deionizada, 75 ml de etanol gelado e 10

ml de acido sulfurico). A revelagio ocorreu apos aquecimento das placas por 30 minutos a




100-120°C. A posigio das manchas foi calculada dividindo-se a distdncia do centro da

mancha até a origem pela distancia da origem ao ponto final da corrida (Rf).

3.8. Tratamento de macréfagos J774 em diferentes condicoes

Antes dos experimentos de ativagio e infecgdo de macrdfagos com 1. gondii e de

fagocitose do parasito, macrofagos da linhagem J774 [American Tissue Culture Collection

(Rockville, MD)] foram tratados com as fragdes do parasito sob diferentes condigdes, para

avaliar a natureza e agdo destas fracbes. Além disso, estas células foram tratadas com

extratos de Serjania lethalis € outras plantas, para avaliar seu efeito na produgio de NO por

células estimuladas com LPS e IFN-y.

3.8.1. Tratamento de células J774 com fragées de T. gondii provenientes de lavado

peritoneal ¢ de cultura de fibroblastos

Macrofagos J774 foram adicionados em placas de 96 pogos na concentragdo de 1 x 10°

células/mL (em 200 pL de RPMI) e cultivadas por 24 horas para aderirem nas placas.

Apos este periodo, 0 meio foi substituido por meio fresco sozinho (controle negativo), ou

contendo LPS (10 pg/mL) mais IFN-y (1 ng/mL) (controle positivo) ou com fragdes F1’

(2,5 x 107 parasita—equivalentes/mL), 72’ (5 x 107 parasita-equivalentes/mL) e F3” (5 x 107

parasita—equivalentes/mL) de T. gondii. Foram utilizadas fracdes obtidas de taquizoitas da

cepa RH provenientes de lavado peritoneal de camundongos ou de cultura de fibroblastos

humanos. Apos 48 horas de tratamento os sobrenadantes foram coletados para

determinagdo de 0xido nitrico.
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3.8.2. Tratamento de células J774 com fracdes de T. gondii aquecidas previamente

Macréfagos J774 foram adicionados em placas de 96 pogos na concentragio de 1 x 10°

células/mL (em 200 pL de RPMI) e cultivadas por 24 horas para aderirem nas placas.
Apos este periodo, 0 meio foi substituido por meio fresco sozinho, ou contendo LPS (10

pg/mL), IFN-y (1 ng/mL), LPS mais IFN-y e fragdes (F1° e F2’, 2,5 x 107 parasita-

equivalentes/mL) de 7. gondii, aquecidos ou ndo a 95°C por 5 minutos. Apos 48 horas de

tratamento os sobrenadantes foram coletados para determinagdo de oxido nitrico.

3.8.3. Tratamento dos macrofagos com anti-TLR2

Macrofagos J774 foram adicionados em placas de 96 pogos na concentragdo de 1 x 10°

células/mL {em 200 pL de REMI) e cuitivadas por 24 horas para aderirem nas placas.

Apos este periodo, 0 meio foi substituido por meio fresco contendo anticorpos 1gG2a anti-

TLR2 (10 pg/mL) ou IgG2a controle (10 pg/mL). Apos 24 horas foram adicionadas aos

pogos fragoes F 1), F2’ e F3’ (2,5 % 10 parasita-equivalentes/mL), ou apenas meio. Foram

utilizadas fragoes obtidas de taquizoitas da cepa RH provenientes de lavado peritoneal de

camundongos. Apos 48 horas de tratamento os sobrenadantes foram coletados para

determinagdo de oxido nitrico.

3. 8.4. Tratamento dos macrofagos com S. lethalis

Macrofagos J774 foram adicionados em placas de 96 pogos na concentragio de 1 x 10°

célulag/mL (em 200 pL de RPMI) e cultivadas por 24 horas para aderirem nas placas.

Apés este periodo, O meio foi substituido por meio fresco sozinho, ou contendo LPS (10

pg/mL) mais JFN-y (1 ng/mL), LPS mais IFN-y mais extrato de S. lethalis (10 pg/mL)
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(gentilmente cedido pela Profa. Dra. Laila Salmen Espindola de Universidade de Brasilia,

Brasilia, DF). Outros extratos de diferentes partes (caule, folha e raiz) de Casaria sylvestris

(familia Flacourtiaceae) ¢ Cupania vernalis (familia Sapindaceae) também foram testados

por também possuirem propriedades anti-inflamatorias.

3.9. Ativaciio de macrofagos e interacio com T. gondii

Macréfagos inflamatérios foram obtidos de lavados peritoneais de camundongos C57BL/6

e BALB/c previamente (4 dias antes) recrutados com 1 mL de tioglicolato via i.p.

Macréfagos 1774 também foram utilizados neste experimento. 1 X 10° células/mL foram

cultivadas em laminulas de vidro (200 pL) em placas de 6 pogos por 24 horas em meio

RPMI 1640, suplementado com 59 de SBF, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de

penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (RPMIc), em estufa umidificada a 37°C e 5% de

CO,. Apos este periodo, 0s sobrenadantes foram coletados para determinagdo de nitrito. As

células foram adicionadas de meio fresco contendo 10 pg/mL de LPS mais Ing/mL de

IFN-y, ou 10 a 20 uL de fragoes (FO, F1, F2) de 1. gondii. Apds 24 horas de incubagdo,

¢lulas assim tratadas foram coletados para

aliquotas de 50 pL dos sobrenadantes das ¢

determinagdo de nitrito. As células foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii numa

razao parasita/célula de 5:1. Células ndo tratadas com nenhum estimulo também foram

infectados com taquizoitos. Neste caso, os taquizoitos eram tratados previamente por 1

hora com as fragdes de T. gondii ou simplesmente incubados a 37°C (controle). Apos 24

horas de infecgdo, OS sobrenadantes das células foram coletados para determinagio de

nitrito. As células foram fixadas em metanol gelado por 10 minutos € coradas com Giemsa.

As laminulas foram montadas sobre laminas contendo solugdo de montagem € examinadas

em microscopio optico. O namero de células espraiadas, células com parasitos aderidos e

SISBIUFU
220842
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células infectadas foi determinada contando-se um namero total de 200 células por campo.
Os experimentos foram realizados em triplicata. Os reagentes de cultura foram adquiridos
da Gibco (Paisley, UK) e o LPS foi adquirido da Sigma (St. Louis, MO, USA). As células
e os parasitos foram testados para contaminagdo com Mpycoplasma sp. por PCR em

empresa especializada (SIMBIOS Biotecnologia, Canoas, RS, Brasil).

3.10. Ativaciio de macrofagos J774 ¢ fagocitose de T. gondii

Macrofagos J774 (1 x 10° células/mL) foram cultivadas em laminulas de vidro (200 pL)
em placas de 6 pogos por 24 horas em meio RPMIc em estufa umidificada a 37°C e 5% de
CO,. As células foram adicionadas de meio fresco contendo 10 pg/mL de LPS mais
Ing/mL de IFN-y, ou 10 a 20 uL de fragdes (FO, F1, F2) de 1. gondii. As células foram
incubadas com taquizoitos mortos (aquecimento a 56°C por 1 hora) de 7. gondii numa
razdo parasita/célula de 5:1. Células ndo tratadas com nenhum estimulo também foram
incubadas com taquizoitos (controle). As células foram ainda tratadas com extrato de S.
lethalis juntamente com as fragdes. Apos 48 horas de fagocitose, as células foram fixadas

por 10 minutos com metanol gelado e coradas com Giemsa para determinagido de

espraiamento, adesdo e fagocitose.

3.11. Determinagiio da producgio de 6xido nitrico

A produgio de éxido nitrico foi estimada, dosando-se nitrito (NO?) acumulado nos
sobrenadantes, através do método de Griess. Brevemente, volumes iguais (50 pL) de
amostras e do reagente de Griess (sulfanilamida a 1% e a-naftilamina a 0,1% (v/v) em

4cido fosforico a 2,5%) foram misturados em placas de 96 pogos e estas foram incubadas a




temperatura ambiente por 10 minutos. Os reagentes foram adquiridos da Sigma (St. Louis

MO, USA). Os valores de absorbancia foram mensurados a 570 nm em espectrofotdmetro

Titertek Multiskan Plus. As concentragoes de nitrito foram calculadas a partir de uma

curva padrio de concentragoes variando de 1,56 uM a 200 pM de nitrito de sodio.

3.12. Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado determinando-se a viabilidade celular, como

descrito por Mosmann (1983). Brevemente, as células foram tratadas em cultura, em placas

de 96 pogos, com LPS (10 ng/mL) + IFN-y (1 ng/mL), com extratos de plantas e com as

fracoes de 1. gondii por 48 horas em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO,. Apos este

periodo, 0s sobrenadantes foram retirados e as células foram incubadas por 4 horas com 10

uL de “thiazolyl blue” (MTT), em 90 uL de RPMIc. Neste periodo, 0 MTT (composto

solavel amarelo) € convertido em formazan (precipitado azul) pelas desidrogenases

mitocondriais ativas de células viaveis. O precipitado insolivel azul foi solubilizado em

0,1 N de HCl em isopropanol e os valores de absorbancia foram mensurados a 570 nm

(ODs7). A intensidade de cor lida neste comprimento de onda esta relacionada com o
nimero de células vivas.

A viabilidade e a citotoxicidade foram calculadas de acordo com as formulas descritas por
Zamora (1998):

Viabilidade (%) = [(ODsn amostra — ODs7o branco) / (ODszo controle — ODs, branco)] x 100

Citotoxicidade (%) = 100 viabilidade (%)

Onde ODsqo controle representa a absorbancia dos sobrenadantes de células cultivadas sem

tratamento, ODs70 branco representa absorbancia do meio RPMlIc, e ODs7 amostra

representa a absorbancia dos sobrenadantes de células cultivadas com LPS, IFN-y, extratos
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de plantas e fragdes. Para 0s experimentos com extratos de plantas os resultados foram

expressos como ICso (concentragao inibitoria 50), que representa a concentragao (em

mg/uL) dos extratos responsaveis por 50% de morte das células. A ICso foi obtida através

de curvas de regressdo de 10 a 200 pg/mL a partir de dois experimentos independentes.

Para os experimentos com as fragdes de 1. gondii 0s resultados foram expressos como

porcentagem média * desvio padrdo de viabilidade celular, a partir de dois experimentos

independentes.

3. 13. Analise Estatistica

Os valores obtidos foram apresentados como a média + desvio padrio de determinagOes

em triplicata. A significAncia das diferengas entre as condigdes experimentais e 0s

controles foi determinada utilizando a diferenga entre duas propor¢des pela estatistica Z,

para comparagao da porcentagem de espraiamento, adesio e infecgdo/fagocitose. A

comparagio entre 0S niveis de NO foi realizada usando teste “¢” de Student. Os programas

utilizados foram GraphPad Prism, v.4.0 (GraphPad Software, Inc. San Diego, USA) e

Statistica/W, v.5.0 (Statsoft, Tulsa, USA). Niveis de p < 0,05 foram escolhidos como

critério para significincia estatistica.




4. RESULTADOS

4.1. Fracées de T. gondii, com diferentes graus de hidrofobicidade, apresentam perfis

glicoprotéicos diferentes.

O fracionamento dos componentes de membrana dos taquizoitos permite a separagio de

diferentes fragdes, de acordo com 0 grau de hidrofobicidade. Diferentes protocolos podem

gerar fragdes com um gradiente de hidrofobicidade. De acordo com o protocolo descrito

por Giraldo e colaboradores (2000), F1” é a fragao mais hidrofobica (rica, por exemplo, em

fosfolipidios), F2’ ¢ uma fragdo intermediaria (contendo glicosilinositolfosfolipideos

(GIPLs)) e F3’ é mais hidrofilica (contendo glicoproteinas ligadas a &ncoras GPI). F4’ ¢

considerada como contendo restos celulares e componentes no solubilizados no sistema

de solventes utilizado. De acordo com o protocolo descrito por Almeida e colaboradores

(2000), FO ¢ a fragio mais hidrofobica e contém principalmente lipideos neutros,

fosfolipidios e glicolipideos menos polares; F1 a intermediaria ¢ F2 a fragdo menos

hidrofdbica. O perfil eletroforético das moléculas presentes nestas fragoes estd mostrado na

figura 3. O fracionamento foi realizado utilizando-se taquizoitos da cepa RH de T. gondii

obtidos de liquido da cavidade peritoneal de camundongos Swiss. Segundo Giraldo ¢

colaboradores o perfil eletroforético € 0 mesmo quando utilizados taquizoitos provenientes

de liquido peritoneal de camundongos € de cultura celular. Podemos observar que na pista

presenga de componentes protéicos, mas sim

correspondente a F1’ nio é evidenciada a

orado pelo PAS/ prata, um indicativo de que FV’

uma grande sombra clara de material ndo ¢

(figura 3 A). A presenga de componentes

é rica em moléculas de natureza nfo protéica

protéicos também nio é evidenciada na pista correspondente a FO (figura 3 B). F2’

proteina (figura 3 A), que pode ser notada

apresenta uma banda larga de baixo peso de glico
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também para F1 (figura 3 B), porém menos intensa. F3’ e F2 apresentam um niamero maior

de bandas coradas pelo PAS/ prata, sugerindo uma maior presenga de moléculas

glicoprotéicas.

A B
116-
84 - 66 -
58 |
|
30 - 29_ "
17
__»-——‘, ‘
F1’ F2’ F3’ F4’ FO F1 F2 S

Figura 3: Perfil eletroforético de moléculas obtidas do fracionamento de membrana

Volumes correspondentes a 3 X 107 parasita equivalentes/mlL,

de taquizoitos de T. gondii.

de amostras foram aplicados em géis SDS-PAGE a 12%. Os géis foram corados pelo

método de PAS/ prata, que evidencia conjugados glicoprotéicos. (A) Fragoes obtidas pelo

método de Giraldo e colaboradores (2000). F1’: fragdo mais hidrofobica. F2’:
lica. F4’: fragdo rica em debris

hidrofobicidade intermediaria. F3”: fragdo mais hidrofi

Almeida e colaboradores (2000). FO: fragao

celulares. (B) Fragoes obtidas pelo método de

mais hidrofobica. F1: hidrofobicidade intermediaria. F2: fragio mais hidrofilica. §:

antigenos soluveis de taquizoitos de 1. gondii. As posigdes dos marcadores de peso

molecular, em Kilodaltons (kDa), sdo indicadas a esquerda de cada gel.




27

4.2. Anslise em cromatografia em camada delgada (TLC) das fracoes extraidas por

dois diferentes métodos

As fragdes obtidas pelos dois protocolos ja mencionados foram também analisadas de

acordo com seus perfis de corrida em TLC. Os perfis estdo mostrados nas figuras 4A e 4B

e os produtos de cada fragao foram evidenciados por coloragio com Orcinol e indicam

moléculas ou misturas de moléculas com caracteristicas de glicoconjugados. A coloragao

por orcinol nio evidenciou moléculas com porgao glicidica na fragdo FO, sugerindo

auséncia das mesmas ou que estas apresentam concentragdes inferiores as detectaveis pelo

corante (figura 4A). F2 apresenta dois produtos, um mais forte que migrou mais (valor de

Rf de 0,68), por ter mais afinidade pelo solvente (mais hidrofobico), e outro mais claro ¢
menos hidrofobico (valor de Rf de 0,45).

F1 apresenta um produto na mesma altura do produto mais hidrofébico encontrado em F2

(valor de Rf de 0,68). Na figura 4B, apenas F1’ apresentou um produto corado pelo

Orcinol (valor de Rf de 0,45). A fragdo F2’, assim como antigenos soluveis em solvente

aquoso (S), ndo apresentaram produto corado.
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Figura 4: Perfil cromatografico, em camada delgada, das fragoes de membrana de

taquizoitos de T. gondii. Foram aplicados 10 uL de amostras diluidas em isopropanol a

60% (aliquotas de 2,5 X 107 parasita equivalentes/mL) no ponto de partida da placa, ou

ura de quatro gangliosideos (10 pg: GM1 a 21%, GDla a 40%,

origem (0). Uma mist

GD1b a 16% e GTlb a 19%) foi utilizada como padrio (P) de corrida. GMI:

monosialotetraesoxilganglioSideo; GDl1a e GD1b: disialotetraesoxilgangliosideo; GT1b:

trisialotetraesoxilgangliosideo. S: antigenos soltiveis de taquizoitos de T. gondii. O ponto

final da corrida foi chamado de F.
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4.3. Produc¢io de NO por células J774 incubadas com fracoes de T. gondii, com

diferentes graus de hidrofobicidade

Para analisar a influéncia das diferentes fragdes obtidas de T. gondii sobre a produgdo de

oxido nitrico por macrofagos da linhagem J774, as células foram tratadas em cultura por

48 horas com fragdes FI’, F2’ e F3’, oriundas de taquizoitos de cultura celular ou de

liquido da cavidade peritoneal de camundongos (figura 5). Qualquer que seja a fonte de

taquizoitos, tanto a fragao F1’ quanto F2’ estimularam as células J774 para produzirem

dxido nitrico. Entretanto, F2° tem maior efeito sobre estas células quando proveniente de

taquizoitos de cultura de fibroblastos, ao contrario de FI”, que estimulou melhor os

macrofagos quanto vindo de taquizoitos do Javado peritoneal de camundongos (18,11 5,7

M) do que de cultura (8,48+0,2 uM).

A fragdo F3’ apenas foi capaz de estimular as células quando provenientes de cultura

celular. Nesta condigdo, F3’ conseguit induzir a produgdo de éxido nitrico por células

1774 a niveis comparéveis a F1” (FI'= 8,48 % 0,2 pM; F3’= 8,07 & 4,02 M), mas ndo a

F2’ (33,05 + 4,7 uM) ou LPS +[FN-y (26,37 % 3,8 uM).
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Figura 5: Oxido nitrico em sobrenadante de células J774 apos adicio de diferentes

fracées de T. gondii obtidas de taquizoitos de lavado peritoneal de camundongos ¢ de

fibroblastos em cultura. As células foram estimuladas em cultura, em placas de 96 pogos,

por 48 horas. Meio: somente meio de cultura. F1’: fragdo mais hidrofobica adicionada a

200 pl de RPMI (2,5 X 107 parasita—equivalentes/mL). F2’: hidrofobicidade intermediaria

(5,0 x 10 parasita—equivalentes/mL). F3’: fragio mais hidrofilica (5,0 x 107 parasita-

equivalentes/mL). LPS: lipopolissacéride (10 pg/mL ). IFN: interferon-y (1 ng/mL). Os

resultados estdo expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos

independentes. As diferengas entre os grupos tratados e o grupo controle (**) foram

consideradas signiﬁcativas para p < 0,05. As diferencas entre tratamento das células com

fracdes de . gondii e com LPS + IFN-y (*) também foram consideradas significativas (p <

0,05).
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4.4. Estudo comparativo das fracdes FI’ e F2°, tratadas pelo calor, quanto a

capacidade de induzirem NO

Dependendo da natureza da molécula, o aquecimento pode inibir ou destruir suas

propriedades bioldgicas. Moléculas de origem protéica, por exemplo, desnaturam em

temperaturas superiores a 56°C, enquanto que moléculas constituidas de um grupo lipidico,

como o LPS, séo termoestaveis. Para testar @ natureza das moléculas presentes nas

frages, que foram capazes de ativar os macrofagos, células foram incubadas com LPS, F1’

e F2’ apos aquecimento a 95°C (figura 6). LPS, F1” e F2’ aquecidos ndo perderam

capacidade estimulatoria de células 1774, a0 contrario de IFN-y que apos aquecido perdeu

a capacidade de estimular as células (sem aquecimento: 13,74 + 7,18 uM; apds

aquecimento: 2,0 £ 2.4 uM), equivalendo-se a0 controle (p < 0,05). A produgdo de oxido

nitrico por células estimuladas com IFN-Y sozinho é comparavel aquela induzida por F1”

(18,11 + 5,7 pM), néo aquecidos, € ambos levam a estimulos significativamente menores

que LPS + IFN-y € F2’ (p < 0,05). Apds 0 tratamento com LPS + IFN-y aquecidos, a

produgio de NO nao foi signiﬁcativamente diferente do que o mesmo tratamento sem

aquecimento. Entretanto, nota-se uma tendéncia & diminuicdo da produgdo de oxido nitrico

no grupo tratado com LPS + IFN-y aquecido, cujos valores (14,69 % 12,34 uM) s@o

semelhantes aos do grupo tratado com LPS aquecido (16,99 * 15,91 pM).
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Figura 6: Oxido nitrico em sobrenadante de células J774 estimuladas com LPS, IFN-y

e fracoes de T. gondii de taquizoitos de lavado peritoneal (F1') e de cultura (F2') apos

aquecimento. As células foram estimuladas por 48 horas com LPS, IFN-y, F1’e F2’, pré-

1 adlClOllddO. <1 .

o] 7 o
fragdo mais hidroféobica adicionada a 200 pl de RPMI por pogo (2,5 x 10 parasita

equivalentes/mL) F2’: fragdo intermediaria adicionada a 200 uL de RPMI por pogo (2,5 x

< i i sride (5 ne/mL ). IFN: interferon-y (1
107 parasita-equivalentes/mL). LPS: lipopolissacarl (5 pg/mL )

g/mL). Os valores foram considerados significativos para p < 0,05 em (*) e representam a
ng/mib).

m IFN-y e IFN-y previamente aquecido,

i co
comparagdio entre grupos estimulados

i g como média * desvio padrio de dois
i ltados sdo expresso
respectivamente. O resu

experimentos independentes.
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4.5. -
5. Curva dose-resposta da producio de NO por macréfagos J774 estimulados com

diferentes concentragdes de F17 F2’

A fim de verificar se a capacidade estimulatoria das fragdes de 1. gondii sobre macrofag
30S
o

J774 é dose-dependente, as células foram tratadas com diferentes volumes de aliquotas de

F1’ e F2’ (figura 7). Concentragdes crescentes de FI’ ¢ de F2’ levam a um aumento na

produgio de éxido nitrico por macrofagos J774. Embora as curvas de dose-dependéncia

destas duas fragdes apresentem perfis diferentes, ambas levam a uma produgdo semelhante

de 6xido nitrico na concentragao de 5 x 10 7 parasita equivalentes/mL (F1°: 29,56 7 47

UM F2°: 33,05 + 4,74 pM).

Nitrito (2M)

25 50

6,12 12,5

x 10° Darasila-eauivalcnlcs/mL

Figura 7: Curva dose-resposta da producﬁo de 6xido nitrico induzida pelas fracoes

FI’ e F2 de T. gondii. Apos 48 horas de tratamento de macrofagos J774 com F1” e F2°
(6,12 - 50 x 10° parasita-equivalentes/ml de cada fragio) o sobrenandante foi coletado para
determinagdo de 0xido nitrico pelo método de Griess. As fragdes foram obtidas de

taquizoitos mantidos em cultura de fibroblastos (HFF). (*) e (**) representam valores para

F1’ significativamente menores que F2 @ < 0,01 ¢ p < 0,001, respectivamente). O

resultados sdo expressos como média + desvio padrdo de dois experimentos independentes

SISBI/UFU
220842
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4.6. Relacdo entre a hidrofobicidade ¢ 2 aciio estimulatoria das fragdes de 1. gondii

sobre a produciio de NO por células J774

Para a obtengdo de fragSes de - gondii com diferentes graus de hidrofobicidade, foram

utilizados dois protocolos, que deram origem a seis diferentes fragdes. As fragdes F17, F2’

e F3’ sio obtidas segundo Giraldo et al (2000) e entre elas a fragdes F1' ¢ a mais

hidrofobica. Na figura 8 A pode ser observada uma maior producao de 6xido nitrico por

F1’, quando comparadas as fragOes menos hidrofobicas (p < 0,05). Este protocolo pode ser

modificado e gerar as fragdes Fo, F1 e F2, onde FO é a fragdo mais hidrofobica. Da mesma

forma, esta fragdo contribui para uma maior produgio de oxido nitrico do que as outras

fragdes (figura 8 B), ou seja, as fragdes mais hidrofobicas (FO e F1’) possuem maior

produgdo de 4xido nitrico. Apos tratamento

capacidade de estimular as células J774 para

minagdo de NO, a viabilidade celular foi

por 48 horas e coleta de sobrenadante para deter

T. Células tratadas com LPS+IFN-y ou fracOes apresentaram

testada pelo método MT

viabilidade de 100% em relagdo a0 controle.
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Figura 8. Efeito do grau de hidrofobicidade das fracées de T. gondii sobre a produgiio
de 6xido nitrico por macrofagos J774. Apos 48 horas de tratamento de macrofagos com

F1°, F2’e F3’ (A), ou com Fo, FleF2(B), 0 sobrenadante foi coletado para determinagdo

de 6xido nitrico pelo método de Griess. As fragdes (5 x 107 parasita equivalentes/ mL)
e liquido peritoneal de camundongos Swiss. O

foram obtidas de taquizoitos recuperados d

meio RPMI foi usado como controle negativo € LPS + IFN-y como controle positivo. O
resultados sio expressos como média + desvio padrao de dois experimentos independentes.

(*) e (**) representam valores significativamente diferentes do grupo controle (» < 0,05 e p

< 0,01), respectivamente.
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4.7. Tratamento de macréfagos J774 em cultura com anticorpos anti-TLR2

concomitante ao tratamento com fracoes de T. gondii

Como ja mostrado nos resultados anteriores, as fragdes obtidas de taquizoitos estimulam a

producdo de NO por macrofagos de maneira dependente da hidrofobicidade. A figura 9

mostra que FO, F1’, F2" e F3’ de lavado peritoneal ou de cultura celular (em células

tratadas com isotipo 18G2a) estimulam a produgdo de NO por macréfagos J774 e que o

tratamento com anticorpos anti-TLR2 ndo levou a alteracdo significativa da produgdo de

NO para nenhum dos grupos (p > 0,05), embora possa ser observada uma tendéncia a uma

redugiio parcial da produgdo para o grupo F1’, tanto no caso de taquizoitos provenientes de

cultura celular (figura 9 A), quanto de lavado peritoneal (figura 9 B). O controle negativo

g + [FN-y) ndo apresentou diminui¢o na produgdo de NO (figura

para este tratamento (LP

sitivo (lisado total de S. aureus) apresento diminuigdo de

9C), enquanto que O controle po

50% na produgdo de NO apés tratamento com anti-TLR2.
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Figura 9: Efcito de anticorpos anti-TLR2 na produgiio de éxido nitrico por
macréfagos J774 tratados com fragdes de T. gondii. Apos 48 horas de tratamento de
macrofagos com F1°, F2° e F3°, na presenga ou auséncia de anti-TLR-2, o sobrenadante foi
coletado para determinagdo de NO. As fragdes (2,5 x 10° parasita equivalentes/ 200 pL)
foram obtidas de taquizoitos de fibroblastos humanos em cultura (A) ou de liquido
peritoneal de camundongos Swiss (1 x 10° parasita equivalentes/ 200 uL) (B). O meio
RPMI foi usado como controle negativo e IgG2a murino foi usado como isotipo controle
para anti-TLR2. O tratamento LPS + IFN-y foi utilizado como controle negativo e 0

tratamento com lisado total de S. aureus foi utilizado como controle positivo.
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4.8. Acao inibitéria de extrato ctanélico de Serjania lethalis sobre a produgio de NO

por macréfagos J774

Extratos de trés plantas utilizadas em medicina popular, que possuem acdo anti-

inflamatéria, foram analisados em cultura de macrofagos J774 estimulados com LPS +

IFN-y quanto ao efeito inibitério na produgao de 6xido nitrico por estas células (tabela 1).

As diferentes partes das plantas geraram extratos com diferentes efeitos, tanto em relagdo a

inibicsio do éxido nitrico quanto de citoxicidade. Dentre todos os extratos testados, aquele
¢do da produgdo de dxido nitrico € menor

que apresentou uma maior porcentagem de inib

efeito toxico (maior ICso) foi o extrato etanolico de casca do caule de Serjania lethalis.
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Tabela 1. Espécies de plantas investigadas, usos tradicionais, rendimento da extragdo

(w/w), porcentagem de inibigao da produgo de Oxido nitrico & citoxicidade dos extratos

Familia, nome Indicagdes ¢ usos Partes das  Rendimento  Inibigio da Toxicidade
cicntifico tradicionais plantas ¢ (o) produgio (ICso,
solventes de NO (%) pe/mL)

Flacourtiaceae

Casearia svivestris Anti-inflamatério, anti- F.E 4,91 0 113,6 + 6,6

SW. var. lingua térmico, anti-

(Camb.) Eichl. microbiano, anti-

sifilitico ¢ anti-ofidico

MC, E 11,02 0 1242 42,2
MC, H 1,24 944+72 17615
CC,E 14,97 0 149,6 £ 16,0
MR. E 2,27 16,4£199 11334172
CR.E 4,23 0 323+ 1.6
CR.H 2,25 97,1454 18,0£2,07

Sapindaceac

Cupania vernalis Anti-inflamatério, anti- F,E 6,79 9574+£6,1  117.2%155

Cambess. térmico, 10nico |
MC.E 3,78 0 66,5+1,7
CC.E 6,15 0 160,0 £ 20,1

Serjania lethalis A. Anti-inflamatdrio, F.E 17,94 3224341 149.8+150

St. Hil. analgésioc (uso

externo) ¢ pesticida

MC, E 9,74 69,8+:24,2"  205,1+86,2
CC,E 3,2 974+44"  151,8+584
CR,E 2,56 0 427+1,6"

Os resultados representam as médias de trés experimentos independentes + SD.

Solventes utilizados na extargio - H: hexano; E: etanol.

s - F: folha; MC: madeira do caule; CC: casca do caule; MR: madeira da raiz; CR: casca da

Partcs das planta

raiz.
* p<0,01: niveis significantes quando comparados a0 grupo controle.

** p<0,02: 1Cso significativamente menor que 0 controle.
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4.9. Efcito de extrato etandlico de Serjania lethalis sobre a produgio de NO por

macrofagos J774 estimulados com FO.

Como visto anteriormente (tabela 1) 0 extrato etanolico de casca do caule de S. Jethalis é

capaz de inibir quase 100% do efeito de LPS + IFN-y sobre a produgdo de oxido nitrico por

c&lulas J774. Entretanto, este exirato nao altera o efeito de FO sobre a produgio de oxido

nitrico (figura 10), ja que o tratamento concomitante de células com FO e o extrato levou a

producdo de niveis de NO semelhantes aos de células tratadas apenas com FO.
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Figura 10. Producio de oxido nitrico por macréfagos 3774 tratados com LPS + IFN-y,

Jethalis. Apds 48 horas de tratamento de

fracio FO ou F0 com extrato de Serjania

macrdfagos com LPS + IFN-y, FO ou FO + S. lethalis (extrato etanolico da casaca do caule

da planta), o sobrenadante foi coletado para determinacdo de oxido nitrico pelo método de

Griess. As fragdes (5 X 107 parasita equivalentes/ mL) foram obtidas de taquizoitos de RH

recuperados de liquido peritoneal de camundongos Swiss. O meio RPMI foi usado como

controle. O resultados sao expressos como média * desvio padrdo de dois experimentos

independentes.
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4.10. Efeito de fracdes de T. gondii ¢ do extrato ctanélico de S. lethalis sobre a

fagocitose de taquizoitos mortos pelo calor

Como mostrado na figura anterior, o extrato etanolico da casca do caule de S. lethalis niio
foi capaz de alterar a capacidade estimulatoria de FO. Seu efeito foi também testado no
espraiamento de macrofagos J774, adesdo a taquizoitos e fagocitose em células
estimuladas com LPS + IFN-y, FO, F1 e F2 (figura 11). Estes estimulos adicionados
sozinhos ou concomitantemente ao extrato de S. Jlethalis levaram a porcentagens
semelhantes de espraiamento, adesdio ou fagocitose, quando comparando os pares. Em
relacio ao controle, apenas LPS + IFN-y foi capaz de aumentar o nimero de células
espraiadas (» < 0,01). Também com rela¢io ao controle, houve um aumento de células
com parasito aderido nos grupos F2, LPS + IFN-y ¢ F1 + S. lethalis (p < 0,05). A
fagocitose de taquizoitos de 7. gondii sofreu influéncia apenas do tratamento com LPS -+
IFN-y, que levou a um aumento da porcentagem de células com parasitas fagocitados,
quando comparado ao controle (p < 0,05). Ja o tratamento com LPS + IFN-y + S. lethalis

levou uma porcentagem de fagocitose comparavel ao grupo controle.
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4.11. Efeito de fracdes de T. gomlii ¢ de extrato ctandlico de S. lethalis sobre o

espraiamento, adesio € infecgito de macrofagos J774 pelo parasito

O efeito de extrato etanolic da casca do caule de S. fethalis foi também testado na

invasio de macrofagos 1774 por taquizoitos de T, gondil (figura 12). Ao analisarmos
prod

as O grupo tratado com LpS + IFN-y apresentou um

novamente o espraiamento apen

nimero maior de células espraiadas e relagdo ao grupo controle (p < 0,01). Em relagdo a

infecgao das células pelo parasito, 0 grupo ratados com LPS * [FN-y + 8. lethalis, FO, F1,
apresentaram um porcentagem maior de células

Fi+ S. Jethalis, F2 € F2 + S Jethalis

infectadas (p < 0,05) Mesmo sendo significativas a5 diferengas observadas, as
,05).

porcentagens de invasao podem ser consideradas baixas para todos 0s grupos (inferiores a
pe=ld

10%).
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4.13. Comparacio entre macroéfagos peritoneais inflamatérios de camundongos

CS7BL/6 ¢ BALB/c e macrofagos da linhagem J774, quanto A produgio de NO,

espraiamento, adesio € infeccio, durante infeccio por T gondii

Para analisar a influéncia das fracoes de 1. gondii na produgdo de oxido nitrico por

macrofagos inflamatorios de camundongos C57BL/6 ¢ BALB/c, durante interagdo com o

parasito, as células foram tratadas 24 horas antes da infecgdo. Como observado na figura

14, o tratamento dos macrofagos murinos com fracdes de 1. gondii foi capaz de aumentar a

producio de 6xido nitrico apos 24 horas de tratamento. Além disso, 0s niveis de oxido

nitrico produzidos nos grupos tratados com fracdes foram comparaveis aos dos grupos

tratados com LPS + TFN-¥ (figura 14 A), ou até maiores, como no caso de células

provenientes de camundongos BALB/c (figura 14 C).

Apos a infecgio de ambos 0s tipos celulares (48 h), algumas diferengas na produgio de

oxido nitrico podem ser notadas. Macrofagos de camundongos BALB/c tratados com FO ¢

o nitrico significativamente reduzidos em relagdo a 24 horas

F1 produziram niveis de oxid

antes da infecgio (figura 14 C). Ao contrario, macrofagos de camundongos CS57BL/6

foram capazes de manter (LPS + IFN, FO e F2), ou mesmo aumentar (F1, p <0,01) a

producio de oxido nitrico apos infecgdo (figura 14 A).

O tratamento com extrato de S Jethalis foi capaz de reduzir a produgdo de oxido por

macrofagos de C57TBL/6 € de BALB/c tratados com LPS + IFN-y (figuras 14 B e D), tanto

jo. O mesmo pode ser observado com relagdo a fragdo F2. As

antes quanto apos a infecg

ortamento na presenga ou auséncia de extrato de S.

demais frages mantém O mesmo comp

lethalis. A viabilidade celular foi 100% em qualquer tratamento (teste MTT).
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Figura 14 Producio de 6xido nitrico por macrofagos peritoneais inflamatorios de

camundongos CS7BL/G e BALB/c tratados com LPS + IFN-y e fragdes de T. gondii.

Macréfagos de C57BL/O foram tratados in vifro por 74 horas antes da infecgdo com
a5

taquizoitos de 7. gondii, na auséncia (A) ou na presenga de extrato de S. lethalis (B).

Paralelamente, macrofagos de BALB/c foram também tratados por 24 horas antes da

infec¢do com taquizoitos de 7. gondii, na auséncia (C) ou na presenca de extrato de &

lethalis (D). Apos 24 horas de tratamento as células foram infectadas com T. gondii (razdo

o tratamento por mais 24 horas. Sobrenadantes

taquizoito/células = 5:1), mantendo-se

foram coletados nos tempos 0 (sem tratamento), 24 h (apos tratamento) ¢ 48 h (24 h de

(*) representa valores significativamente diferentes do

infeccdo e 48 h de tratamento).

grupo controle (p < 0,05).



Como visto em resultados anteriores, macrofagos 3774 tratados com LPS + IFN-y se

encontram mais espraiados, enquanto qué © tratamento com fra¢des de 7. gondii ndo

influencia este comportamento (figuras 11 ¢ 12). Quando 0s macréfagos inflamatorios de

camundongos C57BL/G e BALB/c sdo analisados, nota-se que a porcentagem de

espraiamento em todos 08 grupos encontra-sc ligeiramente superior quando comparadas a

células J774 (figura 15A). Além disso alguns tratamentos, como LPS + IFN-y em

macrofagos de C57BL/G, sdo capazes de aumentar ainda mais 0 numero de células

espraiadas (figuras 15 A).

Para investigar a relevancia do tratamento prévio dos macrofagos murinos com fragoes de

7. gondii na adesdo a0 parasito, a porcentagem de células com taquizoitos aderidos foi

avaliada. Em relagdo a camundongos C57BL/6, nenhum tratamento de macrofagos

aumentou a porcentagem de adesdo ao parasito, exceto LPS + IFN-y (figura 15 B). O

tratamento de macrofagos de camundongos BALB/c com F0O levou a uma diminui¢do da

adesio em relagio a células nao tratadas (p < 0,05).

Em relagio & infec¢do de macrofagos por 7. gondil, células de camundongos BALB/c

(feccdo que células J774 e de camundongos

apresentaram uma maior porcentagem de 11

as incubadas apenas com meio). Podemos notar ainda na

CS7BL/6 (comparagdo entre célul

figura 15 C que 0 tratamento de macrofagos de camundongos BALB/c com FO diminuiu a

porcentagem de infec¢do, quando comparado com células incubadas apenas com meio.
a infecgio de macrofagos de

Se compararmos o efeito de FO sobre a adesdo ¢

camundongos BALB/c (figura 16), podemos notar que diminuicoes significativas, tanto da

adesfio quanto da infecgiio, ocorreram quando as células foram tratadas com a fragiio FO

(figura 16 A) e quando 0s taquizoitos foram iratados com FO (figura 16 B).
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Como mostrado anteriomente o tratamento concomitante de macréfagos J774 com extrato

de 8. lethalis e LPS + IFN-y (tabela 1) foi capaz de reduzir drasticamente a produgdo de

NO. A figura 17 A mostra que este tratamento também é capaz de interferir na infeccao

destas células por 7. gondii. Células tratadas com LPS + IFN-y + 5. lethalis foram

significativamente mais infectadas do que células tratas apenas com LPS + IFN-y (p <

0,05). Ao contrario, em macrofagos de camundongos C57BL/G e BALB/c, o tratamento

com extrato de S. lethalis foi capaz de reduzir a infecgdo nos grupos controle e tratados

com LPS + IFN-y e com fragoes (figuras 17 B e C). Por exemplo, células de camundongos

BALB/c ndo tratadas apresentaram uma porcentagem de infeccdo de 44,5 £ 9,28, enquanto

que células tratadas com O extrato (26,72 + 7,92) apresentam uma porcentagem reduzida

de infecgdo (p < 0,01). Células de camundongos BALB/c tratadas com LPS + IFN-y, que ja

apresentam porcentagem de infecgio (30,5 + 11.78) menores que células ndo tratadas

(controle) tém sua porcentagem de infeccdo mais reduzida ainda (12,0 £ 3,39). Em

macrofagos de BALB/c, os grupos de células tratados com FO apresentaram porcentagens

de infecciio semelhantes na presenga ou auséncia de extrato de S. lethalis (figuras 17 C).
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As analises morfologicas das trés células estudadas revelaram células com citoplasma

aumentado, contendo parasitos intracelulares e aderidos. Foram observadas diferencgas

quanto ao niimero de eventos analisados, como mostrado nos resultados anteriores

aréncia dos macrofagos de camundongos C57BL/6 apos infecgio

A figura 18 mostra a ap

com 7. gondii e tratados com LPS + IFN-y, FO, F1 ou F2.

o "t

20 pm

_________/—/L/_—_——»—f——

peritoneais inflamatérios de

Figura 18. Andlise em microscopio de macrofagos

s com taquizoitos de T. gondii. Os macrofagos foram

camundongos C57BL/6 infectado
A),

s e corados com Giems

FoO (B), F1 (C) e F2 (D) por 24 horas antes da infecgao,

estimulados com LPS + IFN-1 (
infectados por 24 horas, fixado a. Os taquizoitos aderidos estdao

s intracelulares por cabegas de setas.

apontados por setas pretas €0
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A figura 19 mostra a aparéncia dos macrofagos de camundongos BALB/c apés infecgdo

com 7. gondii e tratados com LPS + IFN-y, FO, F1 ou F2.

e Y

20 pm

BT

peritoneais de camundongos

6fagos

Figura 19. Analise em microscopio de macr
gondii. Os macrofagos foram estimulados com

BALB/c infectados com taquizoitos de T.

por 4 horas antes da infecgdo, infectados por 24

LPS + [FN-y (A), F0 (B), F1(C) € F2 (D)

sa. Os vacuolos parasitéforos estdo apontados por setas

horas, fixados € corados com Giem

pretas e os intracelulares pot cabegas de setas:
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A figura 20 mostra a aparéncia dos macrofagos J774 apos infecgio com 7. gondii € nao

tratados ou tratados com LPS + [FN-y e FO. Os aspectos morfolégicos destas células sdo

das de peritonios eliciados, porém ao serem estimuladas

semelhantes aos das células vin
provavelmente devido a fagocitose),

pela fragio FO, pode apresentar grandes vactiolos (

como mostrado na figura 20 D

A

I

scopio de células J774 infectados com taquizoitos de T

Figura 20. Anilise em micro
gondii. Os macrofagos foram estimulados com LPS + IFN-y (A), FO (B), F1 (C) e 2 (D)
horas, fixados e corados com Giemsa. Os

a infecgao, infectados por 24

por 24 horas antes d
setas pretas € 08 intracelulares por cab

ecas de

taquizoitos aderidos estio apontados por

setas.



5. DISCUSSAO

As [racoes geradas a partir do fracionamento dos componentes de membrana dos

ima atividade cstimulatoria dos macrofagos. Além

Fevit A i
zoitos de i ({;,'()H\’.u'.' mostraram u

disso, a mais hidrofobica delas foi capaz de inibir vasio de macrofagos peritoneais de

camundongos BALB/c. Este tipo de fracionamento vem sendo realizado ha varios anos

(TOWT AN e ‘ y .
(TOMAVOQ cr al,, 1992; ALMEIDA ¢! al., 2000; C IRALDQO er al,, 2000} ¢ a parur deste

foram isolados glicolipideos para estudos com diferentes abordagens. Almeida e

colaboradores (2000) jsolaram glicolipideos que ancoram mucinas a membrana de 7. crozi

¢ avaliaram seu papel na resposta inflamatoria. Giraldo e colaboradores (2000) utilizaram

glicolipideos de 7. gondii como antigeno no diagnostico sorologico de toxoplasmose,

enquanto que Tomavo € colaboradores (1992) estudaram estas moléculas com enfoque em

sua estrutura ¢ biosintese. No presente rabalho, & partir do processo de fracionamento

realizado, foi demonstrado que 0 parasito apresenta componeites importantes na interacdo

os estdo de acordo com 08 trabalhos acima

com macrofagos. Os resultados encontrad

citados. Por exemplo, © perfil eletroforético das moléculas presentes nestas fragdes ¢

por Giraldo € colaboradores (2000), que apresenta uma

semelhante ao perfil mostrado

fragdo mais hidrofobica (F17), onde ndo € evidenciada a presenca de componentes

protéicos, ¢ uma fragdo 2" com uma banda larga de baixo peso de glicoproteina,

Os perfis das fragoes demonstrados em TLC evidenciaram a presenca de moléculas

ou misturas de moléculas sugestivas de serem glicoconjugados, pois foram coradas pelo

orcinol. Entretanto, podem existir outras moléculas que ndo foram evidenciadas por este

sistema, principalmente em [0 (composta de lipideos neutros, fosfolipideos e glicolipideos

estarem em  concentragdes muito

menos polares), devido a sud composi¢do ou por

inferiores as detectaveis por este método. F17 e 2 aprescntaram produtos com Rf de 0,45,




W
~1

utilizando o mesmo sistema de solventes (cloroformio:metanol:KCl a 0 2%) empregado
? o

per Temave ¢ colaboradores (1992). Eles identificaram, através de radiomarcagio, quatro

precursores de GPI com valores de Rf de 0,45, 0,02, 0,75 ¢ 0,86 para taquizoitos marcados

intracelularmente ¢ Rf de 0,42, 0,60, 0,75 ¢ 0,84 para taquizoitos extracelulares. Estes

resultados sugerem que F17 e 12 podem conter moléculas precursoras de GPL

Quanto a atividade biologica, as fracdes estudadas mostraram uma importante

participago na indugdo de dxido nitrico. Macrofagos 1774 foram estimulados de mancira

diferente por F1” e 2" para produgdo de oxido nitrico, dependendo da fonte de taquizoitos

utilizados na extragdo (cultura celular ou lavado peritoneal). Uma possivel explicagdo seria

que, dependendo do ambiente, a biosintese das moléculas utilizadas pelo parasito sofre

as pequenas, ¢ provocando mudangas

modificagdes, produzindo moléculas com difereng

em suas atividades. Almeida ¢ colaboradores (2000) mostraram que as formas

i apresentam ancoras GPl de mucinas com

epimastigotas ¢ tripomastigotas de 1. cruz

pequenas diferengas na partc lipidica. Isto ¢ suficiente para tornar GPI dec cpimastigotas

inativas ¢ GPI de tripomastigotas ativas, quanto a capacidade de estimular macrofagos.

FI’ e F2° ndo perderam capacidade estimulatoria de  células 1774 com o

aquecimento, COMO ocorreu com IFN-7. 1sso demonstra que as moléculas ativas, presentes

a e tratam-se de moléculas termoestaveis.

nestas fracdes, nao possucm natureza protéic

strada em experimento com fragdes provenientes

Uma outra caracteristica de F1’ ¢ F2’, mo

de taquizoitos de cultura celular, ¢ a capacidade de estimular macrofagos de maneira dose-

vidade estimulatoria consideravel em doses

dependente. Além disso, 2’ mostrou uma ati

esta fragdo foi mais ativa que F1’, neste Caso.

menores que F1’, sugerindo que

Considerando-se que em experimentos onde TF1° foi proveniente de taquizoitos de lavado

levaram a uma produgao elevada de NO,

peritoneal, concentra¢des menores de T




reforcando-se a idéia de que a fonte de taquizoitos € um importante fator a ser levado em

conta no processo de interag@o entre macrofago e parasito.

O tratamento com anticorpos anti-TLR2 ndo levou 2a alteragio significativa da

produciio de NO estimulada por F0, F1’ ou F2’, embora possd ser observada uma tendéncia

a uma redugdo parcial da produgdo pard F1’. E possivel que as moléculas presentes nestas

fracSes nio ativem 0S macrofagos atraves deste receptor, ou que mais de um receptor TLR

seja necessario e 0 bloqueio apenas de TLR-2 ndo tenha produzido o efeito esperado. Para

s com 0s receptores TLR, seriam necessarias

analisar melhor o envolvimento destas fragde

animais «“nockout”, células transfectadas com TLRs ou

outras abordagens, cOMo O USO de

m disso, recentemente foi demonstrada a

o bloqueio com mais de um anticorpo. Alé

ria (CD36) no reconhecimento de ligantes de TLR-2,

importincia de uma molecula acesso

como diacilglicerideos (HOEBE e/ al., 2005)

imentos anteriores, F1’ é a mais hidrofobica e

Das fragoes utilizadas nos €xper

estimula uma maior produgao de NO do que F2’ ¢ F3’. Entretanto, utilizando um protocolo

diferente, outras fragoes foram obtidas (FO, Fl e F2), e FO passou a scr & fracio mais

ambém contribuiu para uma maior produgdo de NO

hidrofébica. Além disso, esta fragdo t

em macrofagos J774. Estes resultados sugerem que as moléculas ativadoras de macrofagos
sdo de natureza hidrofobica. FO, F1 e F2 foram também testadas em macrofagos

peritoneais residentes € inflamatorios de camundongos C57BL/6. Somente macrofagos

s de NO significativamente maiores quc 0

inflamatérios tratados com FO produziram nivet

controle.

Quando foram comparados 0s dois tipos de macrofagos (M-1 ¢ M-2), notou-s¢ que

macrofagos inflamatorios de C57BL/6 tratados com LPS ! IFN-y ¢ fragOes mantiveram a

gondii, a0 contrario dos macrofagos provenientes de

produgdo de NO apos infeccdo por I-

m o conceito M-1/M-2 de Mills € colaboradores (2000),

BALB/c. Estes resultados refor¢a



agens de camundongos prototipicamente Thl

onde macréfagos provenientes de linh

mais facilmente ativados para produgio de NO do que

(C57BL/6, B10D12) sd0

macrofagos de linhagens Th2 (BALB/c, DBA/2).

Para verificar s¢ a agao estimulatoria das fragoes de 7. gondii pode ser modulada,

foi utilizado um extrato de planta, de agio anti-inflamatoria conhecida, que foi capaz de

fagos 1774 estimulados com LPS + IFN-y. Este extrato

inibir a produgdo de NO por macro

nio mostrou efeito inibitorio na producao de NO por macrofagos tratados com FO. A

antas tem sido estudada (RYU ef al., 2003a;

inibicio da produgdo de NO por extratos de pl

RYU ef al., 2003b) na tentativa de minimizar os efeitos danosos da produgdo em excesso

de NO, que estdo relacionados com efeitos graves observados no choque séptico e pode

levar a morte (NAPOLITANO ef al, 2005). Endotoxinas bacterianas sio as principais

Por isso, varios extratos foram testados em macrofagos

causas do choque séptico.

estimulados com LPS + [FN-y. Dois extratos levaram a porcentagens de inibi¢do da

apresentaram baixa toxicidade para as células: os

produgdo de NO superiores a 90% €

extratos etanolicos de cascd do caule de Serjania lethalis e de fothas de Cupania vernalis.
A produgio elevada de NO pela infecgdo com 7. gondii também pode levar danos
g a infecgdo por T. gondii (C57BL/6)

teciduais e a morte. Camundongos susceptivel

sucumbem devido a uma necrose intestinal severa, causada por um processo inflamatorio

ocal de IFN-v, TNF-o. ¢ NO (LIESENFELD et al, 1996;

intenso, mediado pela produgio [

sultados apresentados, 0 extrato etanolico de casca

VOSSENKAMPER et al., 2004). Nos re

do caule de Serjania lethalis nio alterou o efeito de FO sobre a producdo de Oxido nitrico
em macrofagos J774, nem em macrofagos peritoneais murinos infectados. Este extrato
também nio alterou a produgdo de NO por macrofagos peritoneais estimulados com F1,
mas reduziu significativamente a produgdo de NO por estas células quando tratadas com

F2.
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A analise morfologica das células tratadas em diferentes condigdes evidenciou

poucas diferengas entre 0S grupos de tratamento ¢ entre as células. Em relagdo ao

espraiamento, nota-se que 0S macrofagos inflamatorios de camundongos C37BL/6 ¢

BALB/c apresentaram um porcentagem maior de células espraiadas que as células 1774

ISt > P 4 v 3 M H 2 A ~ .
o se deve a pré-ativagao com tioglicolato, que ¢ capaz de alterar a morfologia celular.

Macréfagos J774, quando tratados com FO apresentaram grandes vaciiolos intracelulares

a destas células. Os trés tipos celulares

talvez devido a alta capacidade fagocitic

de taquizoitos por célula e taquizoitos por vacuolo

apresentaram numeros médios

semelhantes, variando apenas © namero de células infectadas. A maioria das células

apresentou taquizoitos isolados, mesmo com mais de um taquizoito por células e em varias

arasitoforos de contornos bem definidos, com dois
?

células foram observados vacuolos p

cOes sugerem queé FO interferiu no nimero de

quatro ou oito taquizoitos. Estas observa

células infectadas, mas nao na replicagdo do parasito.

n 1. gondii, 0s resultados mostraram que

Quanto a interagdo de macrofagos co1

macréfagos provenientes de camundongos BALB/c (M-2) foram mais infectados que

1808 C57BL/I6 (M-1). Isto s¢ deve, muito provavelmente, as

macrofagos de camundor

caracteristicas inerentes destes tipos de macrofagos. Ou seja, macrofagos M-1 sdo mais
facilmente ativados para produgao de NO e menos permissiveis infeccio do que M-2. O

nesmo sendo derivados de camundongos

mesmo se aplica aos macréfagos 1774, que !

BALB/c, mostram porcentagens de infecgdo baixas. Esta linhagem de macrofagos possui
omo a alta capacidade fagocitica ¢ @ sintese de grande

& NAKOINZ, 1975; VAN FURTH e/ al.,

caracteristicas particulares, €

quantidades de lisozima € IL-1p (RALPH

1985), que podem contribuir para sua resisténcia & infecgao.

Foi também observado que & fragio FO de T, gondii foi capaz de reduzir a adesdo ¢

a invasio de macrofagos inflamatorios de peritonio de camundongos BALB/c, mas ndo de
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macréfagos provenientes de C57BL/6 ou de macrofagos J774. Entretanto, parece que este

fendmeno nio esté relacionado com © efeito de NO sobre 0 parasito, pois a produgdo de

a infecgiio, foi baixa. O fato de FO

NO por macrofagos de BALB/c tratados com FO, apos

ter reduzido a adesio do parasito nestas células sugere que esta fragdo contenha moléculas

(ue promoveram um bloqueio de receptores nd membrana das células, impedindo a ligagdo

do parasito. O bloqueio da interagdo entre 1. gondii ¢ células hospedeiras foi demonstrado

por CARRUTHERS ef al.  (2000). Eles mostraram que 7. gondii reconhece

glicosaminoglicanas (GAGS) da membrana celular das células hospedeiras e que ©

tratamento com excesso de GAGS bloqueou a adesdo do parasito as células hospedeiras.

O tratamento dos macrofagos de camundongos C57BL/6 ¢ BALB/c com extrato de

0S grupos controle e tratados com LPS + IFN-y

S, lethalis foi capaz de reduzir a infecgiio n

e com fragdes. A capacidade de < Jethalis de inibir a invasio de macrofagos por 7. gondii

em conjunto com Seu efeito inibitorio sobre a produgio de NO, apesar de ser um
mecanismo independente daquele promovidO pelas fragdes de 1. gondii, torna esta planta

o de mecanismos de interagao parasito-célula hospedeira.

um bom candidato para estud
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CONCLUSOES

O processo de fracionamento de componentes de membrana de 7. gondii com

diferentes graus de nidrofobicidade permitiu a obtengdo de fragdes ricas em

moléculas capazes de interferir na produ¢do de NO por macrofagos murinos.

aram maior capacidade de estimular

As fracdes mais hidrofobicas apresent

macrofagos J774 para produgdo de NO.

A atividade das fragoes € dose-dependente, ndo ¢ perdida com 0 aquecimento e ndo

é inibida por anticorpos anti-TLRZ.

O tratamento in Vifro de macrofagos com as fragdes do parasito ndo alterou a

morfologia celular, nem a viabilidade celular.

Macrofagos inflamatorios provenientes de camundongos BALB/c apresentaram

maiores porcentagens de infecgdo do que macrofagos de C57BL/G e células 1774 ¢

nio mantiveram a produgdo de NO apos infec¢do por T. gondii.

a invasdo de taquizoitos de 7. gondii em macrofagos

A fragio FO inibiu a adesdo €

‘nflamatorios de BALB/C, embora estas células tratadas com FO ndo foram capazes

de manter a produgdo d¢ NO.

O extrato etanolico de S Jethalis inibiu a produgio de NO por macrofagos 1774 ¢

macrofagos peritoneais murinos ativados com LPS+IFN-y por um mecanismo

pela estimulagdo de oxido nitrico

independente daquele que ¢ responsavel

provocada pelo tratamento com as fraghes mais hidrofobicas de 7. gondii.

O extrato etanolico de S. lethalis diminuiu a invasao de macrofagos de C57BL/G ¢

BALB/c por taquizoitos de 7. gondii.
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