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Abreviaturas

ATP: adenosina tri-fosfato
BCIP: 5-bromo, 4-cloro. 3-indoil fosfato

BSA: soro albumina bovina

EDTA: acido etilenodiamino tetracético sal dissodico
EGTA: acido etilenoglicol bis (3-aminoetil éter)
DMEM: meio de Eagle modificado por Dulbelcco
DTT: ditiotreitol

FITC: isotiocianato de fluoresceina

IL: interleucina

INOS: oxido nitrico sintase induzida

J774: macrofagos tumorais murinos da linhagem J774
L1210: células murinas leucémicas

LPS: lipopolissacarideo

MCPI: meio condicionado para produ¢do de interferon
NBT: ntiroblue tetrazolium

NEED: dihidrocloridrato de naftiletilenodiamina

NK: células “natural killer”

NO: 6xido nitrico

NOS: oxido nitrico sintase

PBS: salina tamponada em fosfato

SBF: soro bovino fetal

SDS: dodecil sulfato de sodio

TBS: salina tamponada em tris

TGF-: fator de crescimento e transformagao

Th1: linfocitos T auxiliares tipo 1

Th2: linfocitos T auxiliares tipo2

TNF-a: fator de necrose tumoral

TR: “Texas Red”
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1 Introducio

O conhecimento do mecanismo efetor na eliminagdo de parasitas intracelulares pelos
macrofagos € tdo importante quanto o conhecimento do mecanismo de escape destes
parasitas da imunidade celular. Varios aspectos podem ser analisados durante a interacio
parasita-célula hospedeira. Entre eles podemos citar: transdugdo de sinais, intera¢io com
receptores especificos e resposta a estimulos ou a inibidores.

Os macrofagos sdo leucocitos mononucleados, altamente fagociticos, que possuem
ciclo de vida relativamente longo e adaptam suas respostas biosintéticas a presenga de
antigenos e a estimulos microbianos. Os macréfagos mantém a homeostasia da vizinhanga
local e sistémica, através de diversos receptores de membrana e da secre¢io de uma
variedade de produtos, recebendo e gerando sinais que influenciam no crescimento,
diferenciacio e morte de outras células. Além disso, reconhecem e fagocitam células mortas
por infecgdo ou apoptose, € microrganismos invasores, que sdo rapidamente eliminados do
organismo (BLOCKER et al., 1997). Na toxoplasmose, ou em outras infecgdes parasitarias,
os macrofagos sdo importantes tanto no inicio da resposta protetora quanto no mecanismq
efetor da imunidade contra seu agente (DENKERS & GAZZINELLI, 1998). O contato de
macrofagos com o parasita resulta em uma resposta inicial inata, cuja liberagio de IL-12

estimula células “natural killer” (NK) a produzirem IFN-y, responsavel pela ativacio de
macrofagos (DERRICO & GOODRUM, 1996; SKEEN et al., 1996). IFN-y € uma citocina
que estimula a atividade microbicida de macrofagos, aumentando a liberagdo de agentes
toxicos, tais como reativos de oxigénio e intermediarios de nitrogénio (DERRICO &
GOODRUM, 1996; SHIBATA ef al., 1997), além de induzir a expressao de RNAm para

IL-12 (YOSHIDA et al., 1994), que € responsavel pela diferencia¢do de precursores Th
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para linfocitos T de padriao Thl (MILLER er al., 1997, DENKERS & GAZZINELLI,
1998), para amplificagdo da resposta contra microrganismos invasores.

Geralmente, respostas Thl sdo necessarias no controle de patogenos intracelulares
como virus, parasitas (Leishmania major e 1. gondii) e bactérias (Listeria monocytogenes)
(MILLER et al., 1997). Esta resposta € regulada principalmente por citocinas de padrio
Th2, como IL-10, que inibem principalmente a sintese de IFN-y por células NK e linfocitos
Tht (DENKERS ef al., 1998, ). Outras citocinas regulatérias sio 1L-4 e TGF-B, que
potenciam o efeito de IL-10 sobre estas células (SKEEN e¢f al., 1996; DENKERS &
GAZZINELLI, 1998) e IL-13, que inibe a produgdo de oxido nitrico (NO) por macréfagos
(BOGDAN et al., 1997).

A ativagiio dos macrofagos leva também a migragdo quimiotaxica e a fagocitose que
sio mediados pelo aumento da concentragio intracelular de Ca®". Células danificadas ou em
processo de morte sinalizam para macrofagos, que respondem aumentando a concentragdo
de calcio intracelular de forma ATP-dependente (OSHIMI er al, 1999). O calcio
intracelular participa do movimento do citoplasma regulando a polimerizagio de actina e
modificando a distribuigdo de microtibulos. Entretanto o aumento de calcio intracelular ndo
interfere na redistribui¢do de miosinas (RICHELME e al., 2000).

A internalizagdo de componentes extracelulares pelos macrofagos ocorre por duas
vias distintas: a endocitose (englobamento de pequenas particulas e particulas soluveis) e a
fagocitose (englobamento de grandes particulas). A fagocitose ocorre em quatro etapas: o
reconhecimento das células, que depende de receptores para a porgio Fc de
imunoglobulinas ou da interagdo especifica de receptores dos fagocitos com mol¢culas do
antigeno; a transdugdio de sinais, necessarias para mudangas na membrana ou no citoplasma
e englobamento da particula; a formacao de um novo compartimento a partir da membrana

citoplasmatica, o fagosomo; e finalmente a fusdo com lisosomos e acidificagio necessarios a
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degradag¢do da particula internalizada (SIBLEY, 1995; BLOCKER ¢/ dl., 1997). A
fagocitose tem como objetivo depurar parasitas invasores reconhecidos pela resposta imune
bem como células mortas por infec¢des ou que sofreram apoptose (BLOCKER ¢f al., 1997)
€ processar € apresentar o antigeno para células T e B.

Uma caracteristica importante dos leucocitos, critica para a fagocitose., ¢ a
habilidade de mudar rapidamente de forma em resposta a ativagdo. Esta atividade depende
da reorganizagio dindmica do citoesqueleto (SMALL et al., 1999). O citoesqueleto ¢
proteinas motoras associadas estdo envolvidos com varias atividades celulares, como
fagocitose (CARON & HALL, 1998; SWANSON ez al., 1999), adesdo celular (SUTER &
FORSCHER, 1998), migragido (STENDAHL ef al., 1980, ROCHLIN et af., 1995; LEWIS
& BRIDGMAN, 1996), transporte de organ.elas e vesiculas (BLOCKER et al., 1997,
EVANS, HAMMER & BRIDGMAN, 1997) e transdugio de sinais (HALL, 1998;
WULFING & DAVIS, 1998).

O citoesqueleto € formado por uma rede tridimensional interligada de filamentos
protéicos, responsavel pela forma estavel das células e pela organizagio e movimento do
citoplasma. Existem trés tipos diferentes de filamentos protéicos: filamentos de actina,
microtubulos e filamentos intermediarios (FUCHS & CLEVELAND, 1998; HIROKAWA,
1998; MERMALL et al., 1998). Os filamentos de actina sdo formados por moléculas de
actina globular organizadas em hélice e uniformemente orientadas. S8o responsaveis nio
apenas pela manutengdo da forma e polaridade das células, como também possuem
propriedades dindmicas necessarias a0 movimento e divisdo celulares (HALL, 1998). A
polimerizagio de actina pode ser iniciada i vifro pela adigdo de sais como KCl a 0,IM ou
MgCl, a 2mM (LIN e al., 1980), sugerindo uma contribui¢do de MgCl, no espalhamento e

fagocitose realizados por macrofagos. Os microtibulos sdo estruturas formadas por 13

protofilamentos compostos por heterodimeros de o e f3 tubulina dispostos linearmente. Os



microtubulos promovem um sistema direcionado para o deslocamento de proteinas, devido
sua organizagdo polarizada, com as extremidades “minus” localizadas no centrosomo
(proximo ao nicleo) e as extremidades “plus” voltadas para a perifeia da célula
(GUNDERSEN & COOK, 1999). Os microtabulos contribuem com o processo de
fagocitose, por facilitar o transporte dos fagosomos (BLOCKER ef al, 1997). Os
filamentos intermediarios, ao contrario dos microtibulos e filamentos de actina sio
formados por diferentes proteinas, especificas do tipo celular em que se encontram. Sua
fungdo esta relacionada com a integridade estrutural e mecinica do citoplasma da célula
(FUCHS & CLEVELAND, 1998).

Os filamentos de actina e os microtibulos podem interligar-se em um sistema de
cooperagdo entre suas proteinas motoras. Durante o transporte de organelas pode ocorrer a
cooperagdo entre as proteinas motoras de actina (miosinas) e as proteinas motoras de
microtibulos (dineinas e cinesinas). Geralmente, as miosinas envolvidas no sistema de
cooperagio sd3o as miosinas de classe V (BROWN, 1999). Estudos como o de
ESPREAFICO et al. (1998) sobre a localizagio de miosina V em centrosomos mostra a
associa¢do desta proteina com regides ricas em microtubulos.

As miosinas sdo uma superfamilia de proteinas motoras que se movem ao longo de
filamentos de actina utilizando energia liberada pela hidrolise de ATP. As miosinas das
células musculares sdo chamada convencionais ou miosinas II e as demais sdo chamadas de
miosinas ndo convencionais (MOOSEKER & CHENEY, 1995). As miosinas compreendem
uma ampla familia de proteinas com pelo menos 15 classes conhecidas de motores
moleculares baseados em actina. Estas classes sdo divididas de acordo com a seqiiéncia de
seus dominios motores, mas todas possuem uma estrutura comum: o dominio motor com
sitios para ligagdo ae actina e ATP unido ao dominio cauda por um dominio pescogo

(MERMALL et al., 1998). Miosinas de quatro diferentes classes foram identificadas em



macrofagos murinos: IC, 11, V e IXb, cuja presenga foi mostrada em fagosomos por
imunofluorescéncia (SWANSON et al., 1999). Além disso, existem vdrias evidéncias do
envolvimento das miosinas com fun¢des de motilidade celular (METHA ef al.. 1999
TRYBUS e¢r al., 1999), fagocitose (SWANSON e al., 1999) e transporte de vesiculas
(EVANS et al., 1998).

A miosina Il possui dois dominios cabega que formam filamentos através da
interagdo entre os dominios cauda anelados de diferentes moléculas. A miosina II esta bem
caracterizada como mediador da fun¢do contratil de actina em células musculares e nio
musculares, mantendo a estrutura dos filamentos de actina (ROCHLIN ef al., 1995;
MERMALL ¢t al., 1994).

A miosina I possui um tnico dominio cabe¢a conservado e um dominio cauda de
tamanho variado (MERMALL et al., 1998), com um sitio para ligacio de actina e uma
regido basica que se liga a fosfolipideos acidos de vesiculas € da membrana plasmatica
(McGOLDRICK et al., 1995), regulando a associagdo entre actina miosina e membrana
plasmatica durante a migragdo e fagocitose. A miosina I possui uma distribui¢do perinuclear
e cortical dentro da célula (NOWAK e al., 1997) e foi encontrada nos “cups” fagociticps,
principalmente nas regides distais dos pseudopodes, sugerindo um importante papel na
motilidade das estruturas membranosas e na formagio do fagossomo (SWANSON e al.,
1999).

A miosina V é uma proteina dimérica, que possui um dominio motor com sitios para
ligacio de actina ¢ ATP, um dominio pescogo com 6 motivos 1Q para ligagio de
calmodulina e outras proteinas de cadeia leve (CHENEY et al., 1993; LARSON, 1996;
TRYBUS et al., 1999) e um dominio cauda o-helicoidal dividido em um segmento inicial de
511 aminoacido e um dominio globular terminal de 410 aminoacidos (ESPREAFICO er al.,

1992). A miosina V estd envolvida no transporte de vesiculas ¢ organelas através dos
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tilamentos de actina em uma variedade de sistemas (NASCIMENTO e¢r al., 1997, EVANS
eral., 1998, MERMALL ¢f al., 1998, TABB ¢ al., 1998. LANGFORD, 1999, SUTER et
al., 2000). O papel da miosina V no transporte de vesiculas ¢ bastante estudado em genes
mutantes para esta proteina. Mutagdes em miosina V murina resultam em uma série de
deficiéncias em camundongos dilute, desde dilui¢io da colora¢do do pelo, devido a um
defeito no transporte de melanosomos de melanocitos para queratindcitos, até sintomas
neuronais, que resultam em morte neonatal em trés semanas (MERCER e¢r af., 1991). Em
humanos a mutagdo no gene para miosina-Va resulta em uma doenga autossomica
recessiva, conhecida como doenca de Griscelli e caracterizada por dilui¢do da pigmentacio
e anormalidades imunologicas (PASTURAL er al., 1997). A miosina V parece estar
também envolvida com a transduc¢do de sinais. COSTA e7 al. (1999) mostraram que a
miosina V ativa CaM-Kinase II, uma proteina-quinase dependente de calmodulina.

A miosina VI possuem um dominio motor homologo as outras miosinas e um
dominio cauda em hélice altamente conservado. No dominio pesco¢o apresenta um Unico
motivo [Q. Assim como as miosinas [ e V, a miosina VI também estad envolvida no
movimento vesicular baseado em actina, movimento de membrana e endocitose (HASSON
& MOOSEKER, 1994; MERMALL et al., 1998). Uma recente descoberta de que a miosina
VI se move em direcio a extremidade menos do filamento de actina mostra uma
particularidade da miosina VI em relagdo s outras miosinas, que se movem em diregdo a
extremidade mais (WELLS ef al., 1999)

A participagio do citoesqueleto na resposta dos macrofagos contra agentes
invasores nio estd restrita ao transporte de organelas ou a emissdo de pseud()podes. 0]
citoesqueleto, tanto da actina quanto de microtibulos estdo integrados em um sistema que
fornece estrutura para a interagdo entre os componentes das vias de sinalizagio dentro da

célula (GUNDERSEN & COOK, 1999). A familia Rho de GTPases ¢ candidata como



agente de sinaliza¢do. pois esta envolvida com a reorganizagdo de filamentos de actina em
resposta a estimulos extracelulares (CARON & HALL, 1998; SUTER & FORSCHER,
1998). Os microtubulos contribuem com as vias de transdugido de sinais, interagindo com
quinases (MAPK e JUK) e com GTPases por diversos mecanismos (GUNDERSEN &
COOK, 1999).

A atividade microbicida dos macréfagos é um evento dindmico de transdugiio de
sinais. que depende da interagdo com citocinas, para eliminagdo de agentes toxicos ¢ outras
substdncias. NO ¢ um agente microbicida, cuja liberagdo esta diretamente relacionada com a
ativagio dos macrofagos. NO € derivado da transformagido de L-arginina em citrulina,
catalisada pela enzima oOxido nitrico sintase (NOS). Existem trés isoformas principais de
NOS: a NOS neuronal e a NOS endotelial sdo constitutivamente expressas, a NOS induzida
(iNOS) ¢é regulada por mediadores inflamatorios (FRANDSEN e al., 1996; PAN er al.,
1996; LIU et al., 1997). Tanto a NOS neuronal quanto a endotelial sdo reguladas pelo
complexo Ca’’/calmodulina, ao contririo de iNOS, uma enzima Ca®-independente
(CUNHA et al., 1993, GREENBERG e7 al., 1996; YUAN et al., 1998), mas estudos
recentes tém demonstrado que o bloqueio dos canais de célcio regula a expressdo de iNOS
em macrofagos, sugerindo que Ca®” é necessario para o aumento da expressio de iNOS

(MUSTAFA & OLSON, 1999).

A expressio de iNOS ¢ induzida por citocinas como IFN-y, TNF-a ou produtos de
parede bacteriana com LPS (GREENBERG et al., 1996; PARK et al., 1996) e inibida por
quelantes de calcio (PARK, 1995) e por citocalasina B, uma droga que despolimeriza
filamentos de actina (FERNANDES ef al., 1996). Em estudos relacionando citoesquelcto e

a produgio de Oxido nitrico por macrofagos murinos (FERNANDES er al., 1996) o

tratamento com citocalasina B inibiu a produ¢do de NO.
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Toxoplasma gondii ¢ um coccideo intracelular pertencente ao filo Apicomplexa
(DOBROWOLSKI ¢t al., 1997, DENKERS e al.. 1998), capaz de invadir e se replicar em
qualquer célula nucleada (JOINER er al. 1990, KASPER & MINEQ, 1994;
DOBROWOLSKI ¢r al.. 1997, DENKERS ¢f al., 1998). 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. Uma vez ingeridos,
os oocistos infectam as células epiteliais do intestino e se transformam em taquizoitas, que
se multiplicam rapidamente por endodiogenia, dentro de vacuolos intracelulares. Quando as
células infectadas se tornam repletas de taquizoitas, ocorre rompimento da membrana
plasmatica, liberagdo dos parasitas para o meio extracelular e infec¢do de novos tecidos
(ORTEGA-BARRIA & BOOTHOYD, 1999). Os taquizoitas invadem as células
hospedeiras por um processo ativo dependente do citoesqueleto de actina do parasita
(DOBROWOLSKI & SIBLEY, 1996).

O processo de invasdo compreende uma série de eventos, nos quais estdo envolvidas
organelas especializadas que se localizam na porgdo anterior do 7. gondii. A adesdo do
parasita na célula hospedeira € mediada por proteinas de superficie do parasita que se ligam
a proteinas ou carboidratos presentes na membrana da célula. Logo apos este contato,
ocorre a protrusdo do conoide do 7. gondii e a secregdo do conteudo de micronemas e
roptrias (ORTEGA-BARRIA & BOOTHOYD, 1999).

Grande parte da populagio mundial se encontra infectada por este parasita
(DENKERS er al., 1998; ORTEGA-BARRIA & BOOTHOYD, 1999), apesar disto,
individuos imunocompetentes conseguem controlar a replicagio do parasita. Geralmente, a
infeccio primaria por toxoplasma em individuos imunocompetentes € assintomatica

(CHANNON & KASPER, 1996; ORTEGA-BARRIA & BOOTHOYD, 1999). Durante a



fase aguda da infec¢do. o sistema imunoldgico do hospedeiro ndo elimina o parasita, que
dissemina para tecidos como musculo e cérebro. Com o desenvolvimento da imunidade, os
parasitas se isolam do meio dentro de cistos, em uma forma latente e de multiplicagio lenta,
os bradizoitas (CHANNON & KASPER, 1996, DENKERS et al., 1998).

Os bradizoitas permanecem no corpo do hospedeiro por toda a vida ou até que este
se torne imunossuprimido. Recentes estudos tém demonstrado o efeito supressivo do
tratamento de camundongos com anti-IFN-y ou anti-TNF-a, que levam a conversio de
bradizoitas em taquizoitas e a rapida replicagio do parasita (SILVA er al., 1998). Na
verdade, duas formas da doenga podem ser severas, a toxoplasmose adquirida
congenitamente e a toxoplasmose adquirida por individuos imunocomprometidos
(ORTEGA-BARRIA & BOOTHOYD, 1999).

Uma das caracteristicas imunologicas mais marcantes da infecgdo por 7. gondii é
uma imunidade celular forte e persistente, resultando na prote¢do do hospedeiro contra o
crescimento rapido dos taquizoitas (DENKERS et al., 1998). Entretanto, 7. gondii, entre
outros organismos intracelulares como Mycobacterium  fuberculosis, Chlamydia
trachomatis possui mecanismos que inibem a fusdo fagosomo-lisosomo (RABINOWITZ et
al., 1992). Apds a invasdo, ocorre a formagdo de um vacuolo resistente a fusdo, chamado
vactolo parasitoforo formado por invaginagio da membrana plasmatica, porém sem
rearranjo dos microfilamentos da célula hospedeira durante sua invasdo pelo 7. gondii. Ao
contrario, durante a fagocitose ocorre com um extenso prolongamento da membrana e
reorganizagdo do citoesqueleto da célula hospedeira. O parasita é capturado em um
fagosomo que rapidamente se funde com lisosomos, adquirindo pH acido (SIBLEY,, 1995).

Este trabalho relaciona a expressdo de iNOS e de proteinas motoras com a ativagdo
de macrofagos em resposta a diferentes tratamentos, e a distribui¢do destas proteinas em

macrofagos nos processos de invasio e fagocitose do Toxoplasma gondii.
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2 Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal analisar a expressao e a localizagdo das
miosinas, particularmente das miosinsa 1 ¢ V. em macrétagos da linhagem J774, sob
condi¢des de ativagio, durante fagocitose ou ndo do parasita Toxoplasma gondii. Para isso.
atingimos os seguintes objetivos especificos:

Identificar por “Western blotting” miosinas das classes 1, II, V. VI e IX em

macrofagos J774.

Eleger uma substédncia ativadora para os macrofagos J774, através da quantificagiio
da produgiio de oxido nitrico e da expressio de INOS em macrofagos submetidos a
tratamento com IFN-v, Mgz“, Caz*, ionoforo de célcio e citocalasina B.

Correlacionar, por “Western blotting”, a expressio de iINOS e das miosinas das
classes I, II, V, VI em macréfagos submetidos a tratamento com IFN-y, Mg’ Ca®’,
ionéforo de calcio e citocalasina B.

Investigar por imunofluorescéncia a localizagdo de miosinas I ¢ V em macrofagos

em condi¢des de controle ou de estimulo e durante interagdo com 1. gondii.
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3 Material e Métodos
3.1 Reagentes

Anticorpos:

anticorpo policlonal de coelho anti-hemacias de carneiro (hemolisina)

anticorpo policlonal de coelho anti-7. gondii (Iaboratorio de Imunologia-UFU)

anticorpo monoclonal de camundongo anti-Btubulina (Sigma)

anticorpo de cabra anti-IgG de coelho conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo conjugado com FITC

anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo conjugado com Texas Red (TR) (Amersham,
Arlington Heights, IL)

anticorpo de cabra anti-IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina (Sigma)

anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Sigma)
anticorpo monoclonal anti-iINOS de camundongo (Transduction Laboratories 4 BD
Company, Lexington, KY).

anticorpo anti-miosina IC humana (SKOWRON, BEMENT & MOOSEKER, 1998)
anticorpo monoclonal anti-miosina IIb ndo muscular e anticorpo anti-cauda globular de
miosina-V (fornecidos por M. MOOSEKER, Yale University)

anticorpo anti-cabega de miosina-V (SUTER ez al., 2000)

anticorpo anti-cauda de miosina-V gerado contra proteina recombinante de miosina V

(ESPREAFICO e al., 1992)

anticorpo anti-miosina VI (HASSON & MOOSEKER, 1994)

anticorpo anti-miosina [X humana (WIRTH ef al., 1996)
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Corantes: Azul de Tripan (Sigma), Giemsa (Sigma) e Azul de bromofenol (Sigma).

Greiss: sulfanilamida (Sigma), dihidrocloridrato de naftiletilenodiamina (NEED) (sigma),

acido tostorico H:POy (Vetec Quimica Fina, Duque de Caxias. RJ. Brasil) e nitrito de sodio

(NO3) (Vetec).

Inibidores de protease: benzamidina (Sigma), aprotinina (Sigma), leupeptina (Sigma) e

PMSF (Sigma).
Meio para cultura: Dulbelcco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma).

Membranas: Nitrocelulose (Pharmacia Biotech, Sdo Francisco, CA, EUA) e¢ PVDF

(Biorad, Lab., Inc., Hercules, CA).
Sais: Tris-base (Sigma), NaCl (Sigma), KCI (Vetec), Na,HPO, (Sigma) e KH,PO, (Sigma).

Soros: soro de cabra normal (SCN) (obtido no Laboratério de Imunologia da Universidade

Federal de Uberlandia), soro albumina bovina (BSA) (Sigma).

Substrato para fosfatase alcalina: NBT/BCIP (Sigma).

Suplementos para DMEM: soro bovino fetal (Gibco BRL Life Technologies,

Gaithersburg, MD), L-glutamina (Sigma), penicilina (Sigma) e estreptomicina (Sigma).



Tampdes: Hepes (Sigma), EDTA (Sigma), ATP (Sigma), DTT (Sigma), dodecilsulfato de
sodio (SDS) (Labsynth Produtos para laboratorios Ltda., Diadema, SP, Brasil), -
mercaptoetanol (Sigma), EGTA (Sigma). sacarose (Sigma), metanol (Sigma), glicina
(American Bioanalytical, Matick, MA, EUA), Triton X-100 (Sigma), deoxicolato de sodio

(Reagen Quimibras industrias S. A., Rio de Janeiro, RJ, Brasil), Pipes (Sigma).

Tratamentos: Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli de sorotipo 055:B5 (Sigma),
ionoforo de calcio A23187 (Sigma), cloreto de magnésio e cloreto de calcio [Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO,EUA)], citocalasina B (Sigma), IFN-y (meio

condicionado para produgio de IFN-y murino de células L1210).

3.2 Manutenciio de Toxoplasma gondii

A manutengiio de taquizoitas viaveis de 7. gondii foi realizada por repique
(passagem) do parasita em camundongos Swiss de 6 a 8 semanas. Os camundongos foram
injetados intraperitonealmente com 0,5 ml de suspensdo da cepa RH do parasita viavel.
Apos 48 horas, os animais foram mortos e injetados intraperitonealmente com salina

tamponada em fosfato (PBS) estéril. A suspensdo de taquizoitas obtida fot retirada e

reinjetada em camundongos saudaveis.

3.3 Cultivo das Macrofagos J774

Macrofagos murinos J774 [American Tissue Culture Collection (Rockville, MD)]
foram rapidamente descongelados em banho-maria a 37C. Apos adicio de 10 ml de

DMEM sem suplementos (DMEM-i), as células foram centrifugadas a 4C por 10 minutos a



400 x g em centrifuga refrigerada Eppendorf Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Hamburg,
Alemanha) e o sobrenadante foi desprezado. O sedimento de células foi ressuspenso em 5
ml de DMEM suplementado (DMEM-c) com 10% de soro bovino fetal (SBF) inativado a
56C. 2mM de L-glutamina, penicilina (100 mg/ml) e estreptomicina (100 U/ml) e
transferido para garrafas de cultura de 25 ¢cm® (Corning Glass Works, Corning, NY). A
células foram entdo mantidas em estufa umidificada a 37'C contendo 5%CO,, por cerca de
10 dias. Apos um periodo de tempo suficiente para atingirem confluéncia, as células
aderidas foram soltas com auxilio de pipeta, coletadas e centrifugadas a 400 x g por 10
minutos a 4 C. As células foram lavadas com DMEM-i e ressuspensas em DMEM-c. Um
volume de 50 ul de Azul de Tripan foi adicionado a igual volume de suspensdo destas

células para contagem e determinagfio da viabilidade em cdmara de Neubauer.

3.4 Homogeneizac¢io de Células J774 e Separaciio de suas Proteinas para Detecgiio de

Miosinas

Suspensdes de macrofagos J774 (1 x 107células) em DMEM-i foram centrifugadas a
400 x g a 4C por 10 minutos. Os sedimentos obtidos foram homogeneizados em 300 ul de
tampdo H (25mM de HEPES pH 7,7, 5mM de EDTA, 5mM de ATP, ImM de
benzamidina, 0,1mM de aprotinina, 2uM de leupeptina, 0,5mM de PMSF e 2mM de DTT)
com a microsonda OMNI-MIXER, mantendo-se as amostras em gelo. Aliquotas de 10 ul e
50 ul de cada amostra foram retiradas para dosagem protéica e analise em gel de
poliacrilamida com gradiente de 5 a 22%, respectivamente. Apos centrifugagdo a 40000 x g
4C por 40 minutos, em centrifuga himac CR 21 (Hitachi Koki CO. Ldt., Takeda

Hitachinake, Japan), foram obtidos um sedimento e um sobrenadante dos quais também



foram retiradas aliquotas de 10 pl e 50 pl para dosagem protéica ¢ separagio em gel. O
calculo do volume de proteina aplicado no gel foi feito de acordo com a concentra¢io
protéica, determinada pelo método de Bradford. As aliquotas foram misturadas na
propor¢do de 10:1 em tampdo de amostra (SDS a 8%, 30 mM de Tri-HCI, B-
mercaptoetanol a 10%, 10 mM de EGTA, bromofenol a 0,06%, sacarose a 19%) e fervidas
antes de carregar os géis com cerca de 10 ug de proteina por pogo de acordo com
LAEMMLI er al. (1970). O tempo de corrida variou 60 a 90 minutos em corrente

constante de 30 mA em fonte Biorad.
3.5 Imunomarcacio das Miosinas L, I, V, VI e IX nas Células J774

As proteinas separadas por eletroforese foram transferidas para pelicula de
nitrocelulose de 0,45 um de porosidade, embebidas em tampdo de transferéncia (25 mM de
Tris, 192 mM de glicina e metanol a 20%). A transferéncia foi realizada em cuba de imersio
para minigel (Biorad) a 100 mA por uma noite, para permitir transferéncia completa de
proteinas de alto peso molecular (TOWBIN, STACHCLIN & GORDON, 1979). As tiras
de nitrocelulose contendo as proteinas foram bloqueadas com salina tamponada com Tris
(TBS)-Tween 0,05% por 2 horas a temperatura ambiente, sob agitagfio horizontal lenta.
Apbs serem lavadas em TBS-Tween 0,05%, as membranas foram bloqueadas com leite em
p6 desnatado a 5% em TBS-Tween 0,05% e incubados por 1 hora a temperatura ambiente
com anticorpos anti-miosina IC, ou anti-miosinaV (cabeca e cauda) ou anti-Btubulina, todos
na diluigdo 1:1000, e anticorpos anti-miosina-VI (1:1500) e anticorpos anti-miosina II e
anti-miosina IX (1:2000), sob agitagdo lenta. Apos serem lavadas novamente em TBS-
Tween 0,05%, foram adicionados conjugados imunoenzimaticos contra 1gG de coelho para

as miosinas ¢ contra IgG de camundongo para a tubulina conjugados com fosfatase alcalina
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¢ as membranas incubadas a temperatura ambiente por 2 horas sob agitacdo. A revela¢iio da

reatividade foi realizada com solugdo de NBT/BCIP. A reagdo foi interrompida apos 5 a 30

minutos com acido tricloro acético (TCA) a 2%.

3.6 Cinética de Fagocitose

Células obtidas como descrito no item 3.3 foram usadas para ensaio de fagocitose de
hemacias de carneiro ou de taquizoitas de 7. gondii. A papa de hemacias foi obtida por
sangramento de um carneiro € 0s taquizoitas por lavagem peritoneal, com PBS, de
camundongos Swiss infectados. Ambas amostras foram lavadas 3 vezes em PBS. antes da
incubagdo de 30 minutos a 37" C com anticorpos (hemolisina a 105 pg/ml e anti-7. gondii
de coelho a 360 pg/ml). Antes da opsonizagdo, os taquizoitas foram ainda mortos por calor
a 60°C por 30 minutos (BIGGS ef al., 1995). Uma suspensdo de 5 x 10’ macrofagos/ml em
DMEM:-i foi colocada para aderir por 20 minutos a 37 C em liminas montadas com anéis
de acrilico com capacidade para 100 pl. Apds retirado o sobrenadante contendo células ndo
aderidas, os pogos foram lavados 3 vezes com PBS e a eles foram adicionados PBS
(controle), suspensdes de hemacias a 1% (10 pl de papa pura de hemécias em 1000 pl de
PBS) ou suspensdes de 5x10° taquizoitas/ml (opsonizados ou ndo) e as laminas foram
incubadas por 15, 20, 30, 45, e 60 minutos a 37°C. Apds o término de cada periodo de
incubagdo, as células foram lavadas 3 vezes em PBS e coradas com Giemsa por 30 minutos,

para analise em microscopio optico Olympus CH2 (Olympus, Toquio, Japdo).




3.7 Tratamento de Macréfagos J774 para Producio de Oxido Nitrico (NO)

Os macrofagos obtidos como descrito no item 3.3 foram transferidos para placas de
96 pogos a uma concentragdo de 5 x 10° células/ml em 200 pl de DMEM-c (CUNHA ef af.,
1993; KIM er al., 1998) e mantidas por 24 horas em estufa umidificada a 37'C contendo 5%
de COa. Apos este periodo, o meio de cultura de cada pogo foi trocado por 200 pl meio
fresco contendo 5 pg/ml de LPS; ou 5% de meio condicionado para produgio de IFN-y
murino (MCPI) a partir de células L1210 transformadas (5% MCPI); ou 2 mM de MgCly;
ou 6 mM de CaCly; ou 10 uM de citocalasina B; ou 5 uM de iondforo de calcio (I-Ca); ou

apenas DMEM-c (controle), como representado na tabela 1.

A co-estimulagdo também foi analisada, adicionado-se 5% de MCPI + 2 mM de
MgCly; ou 5% de MCPI + 6 mM de CaCly; ou 5% de MCPI + 5 uM de [-Ca; ou 5% de
MCPI + 5 pg/ml de LPS; ou 2mM de MgCl, + 6 mM de CaCl,; ou 2mM de MgCl, + 5 uM

.....

de citocalasina B juntamente com 5% de MCPI; ou 2mM de MgCl;; ou 6mM de CaCly; ou

5 uM de I-Ca (tabela 1).

A co-estimulacio com IFN-y foi realizada com mais um ou dois tratamentos: 5% de
MCPI + 2 mM de MgCl, + 6 mM de CaCly; ou 5% de MCPI + 2 mM de MgCl> + 5 uM de
I-Ca; ou 5% de MCPI + 2 mM de MgCl, + 10 uM de citocalasina B; ou 5% de MCPI + 6
mM de CaCl, + 5 uM de I-Ca; ou 5% de MCPI + 6 mM de CaCl; + 10 pM de citocalasina
B: ou 5% de MCPI + 5 uM de I-Ca + 10 uM de citocalasina B (tabela 1). Duas placas
foram, entdo, incubadas por 24 horas e 48 horas a 37C/5% de CO,, antes de serem
coletadas aliquotas de 50 pl de sobrenadante de cada poco para dosagem de NO ou

deteccdo de INOS. Cada tratamento foi realizado em duplicata.
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Tabela 1: Tratamento de macréfagos murinos J774 para produciio de NO

Estimulos Cocstimulagdo Inibicio
Dupia Tripla ~_+CitoB" +;

DMEM-c IFN-y" + MgCl," IFN=y" +: DMEM-¢

IFN-/* IFN-y* + CaCl5" IFN-y"

MgClL.! IFN-y" + ICa* MgCL + CaCl° MgClb

CaCly¥ IFN-y" + LPS® MgClLL" + ICa CaCly*

I-Cy? MgCL" + CaCly* CaCl:* + ICa* I-Ca!

Lps¢ MgCl,"+ 1-Ca* IFN+y" + MgCL"
CaCl*+ I-Ca" IFN-y" + CaCL"

IFN=y" + 1Ca"

IFN-7: interferon-gama: MgCla: cloreto de magnésio: CaCly: cloreto de cilcio: 1-Ca: iondforo de cilcio:
LPS: lipopolissacaridco de Lscherichia coli: CitoB: citocalasina B. DMEM-¢: meio DMEM completo: a:

3% b: 2 mM: c: 6 mM: d: 5 uM: e: 5 pg/ml: £ 10pM.
3.8 Dosagem de NO

Aliquotas de 50 pl dos sobrenadantes dos macrofagos J774 tratados como descrito
no item 3.7 foram utilizadas para dosagem de NO pelo método de Greiss (PARK er al.,
1996; DERRICO & GOODRUM, 1996; LIU, YE & MALIK, 1997). Um volume de 50 ul
de cada amostra foi misturado a 50 pi do reagente de Greiss em triplicata em placas de 96
pocos de fundo redondo. O reagente de Greiss foi preparado misturando-se volumes iguais
de uma solugdo de sulfanilamida a 1% em HiPOy a 2,5% ¢ uma solugdo de NEED a 0,1%
em H;PO; a 2,5%. O reagente foi ainda misturado com 50 pl de DMEM-i (branco) ou 50
il de solugio de nitrito em DMEM-i (curva). A curva teve como ponto inicial a
concentracdo de 200 uM e a partir deste ponto foi realizada uma diluigio decrescente de
ordem 2 até o ponto de 0,1903 uM. A concentragdo de Oxido nitrico de cada amostra foi
determinada de acordo com a curva padrdo, apos leitura a 570 nm em fotocolorimetro

Titertek Muitiskan Plus (Flow Laboratories International SA, Lugano, Suiga).
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3.9 Imunodeteccio de Oxido Nitrico Sintase induzida (iNOS) e Miosinas 1, 11, V e VI

em Macrofagos J774

Macrofagos murinos J774 (5 X 10° células/ml) foram cultivados em placas de fundo chato
(96 pogos) em DMEM-c por 24 horas em estufa umidificada a 37'C contendo 5% de CO,,
Apbs este periodo o meio foi retirado e as células foram tratadas como descrito no item 3.7,
As placas foram lavadas com PBS para eliminar o excesso de SBF. As células aderidas ao
fundo dos pogos foram, entdo, lisadas de acordo com SUJENA & POTASHNER (1998),
com algumas modificagdes. Brevemente: apos adi¢do de 15 pl de tampdo de lise gelado (50
mM Tris-HC! , 150 mM NaCl, 1% Triton X—IOO, 0,25% deoxicolato de sodio, Ipg/mi
leupeptina, ImM PMSF, pH 8,0) a cada pogo, as células foram homogeneizadas e
transferidas para tubos de 1,5 ml (Eppendorf) e mantidas em gelo por 1 hora para lise
completa. Uma aliquota de 5 ul de cada lisado foi diluida em 45 pl de agua destilada para
dosagem protéica pelo método de Bradford. O volume restante de homogeneizado foi

misturado na proporgdo de 10:1 em tampao de amostra (SDS a 8%, 30 mM de Tri-HCI, B-

mercaptoetanol a 10%, 10 mM de EGTA, bromofenol a 0,06%, sacarose a 19%). Apos

fervura por 2 minutos, 15 g de proteina de cada amostra foram separadas em gel gradiente

SDS-PAGE 5-22%. O tempo de corrida variou 60 a 90 minutos em corrente constante de

30 mA em fonte Bio-rad . Apos transferéncia para membranas de nitrocelulose, as amostras

foram imunomarcadas com anticorpo anti-iINOS de camundongo (Transduction) e reveladas

por quimioluminescéncia.



3.10 Fagocitose de Toxoplasma gondii por Células J774 Ativadas com IFN-y ou com

mistura de MgCl, e CaCl>

Aproximadamente 1 X 10° células/ml foram cultivadas em 200 ul de DMEM-c sobre
laminulas de vidro 20 x 20 mm (Mezel Glasser, Alemanha), em estufa umidificada a 37°C,
5% de CO, por 24 horas. Apés este periodo o meio foi trocado por meio fresco contendo

ou ndo 5% de IFN-y ou 2mM de MgCl, + 6 mM de CaCl,. As células assim tratadas foram

incubadas por mais 48 horas nas mesmas condicdes. Apos este periodo, foram adicionados

I x 107 taquizoitas de T. gondii/mi em DMEM-c, mortos por calor de 60°C por 30 minutos

(BIGGS, 1995) e opsonizados com anticorpos de coelho anti-1 gondii na diluigio de 1:200

por 30 minutos a 37" C. A fagocitose foi permitida por 30 (ou 60) minutos a 37C . As

laminulas foram lavadas com PBS 3 vezes antes de realizar a imunomarcagao.

3.11 Invasio de Células J774 Ativadas com IFN-y

Aproximadamente 1 X 10° células/mi foram cultivadas em 200 ul de DMEM-c sobre
laminulas de vidro 20 x 20 mm (Mezel Glasser), em estufa umidificada a 37°C, 5% de CO;
por 24 horas. Apos este periodo 0 meio foi trocado por meio fresco contendo ou ndo 5%
de IFN-y ou 2mM de MgCl; + 6 mM de CaCl.. As células assim tratadas foram incubadas
mas condigdes. Ap0s este periodo, os macrofagos foram tratados

por mais 48 horas nas mes

com calor de 45°C por 15 minutos para inibigdo da fagocitose (NICHOLS & O’CONNOR,

1981). Foram adicionados | x 107 taquizoitas de 7. gondii/ml em DMEM-c, viaveis e nio
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opsonizados. A invasdo foi permitida por 60 minutos a 37C . As laminulas foram lavadas

com PBS 3 vezes antes de realizar a imunomarcagao.

3.12 Imunomarcacio de Miosinas ¢ B-tubulinas em células J774 apés interagio com

T. gondii

As células obtidas como descrito nos itens 3. 10 e 3.11 foram fixadas por 10 minutos
em metanol gelado, lavadas 3 vezes com PBS e permeabilizadas por 20 minutos em tampio
PHEM (60 mM Pipes, 25 mM Hepes, 5 mM EGTA, 3% sacarose, pH 7,0) contendo 0,1%

Triton X-100 a temperatura ambiente. Apos nova lavagem de 3 vezes de 5 minutos em

PBS. as células foram incubadas com solucdo de bloqueio (5% soro de cabra normal e 2%

soro albumina bovina (BSA) em PBS) por 1 hora a 37C. As células foram lavadas

novamente e incubadas com anticorpo monoclonal anti-Btubulina na dilui¢do de 1:100, ou

anticorpo de coelho anti-miosina I na concentragdo de 9,21 ug/ml, ou anticorpo de coelho

anti-miosina V (cabega) na concentragdo de 5,52 pg/ml em solugdo de bloqueio por 2

horas a 37 C. As células foram lavadas novamente e incubadas com anticorpo de cabra anti-
ugado com TR e anti-IgG de coelho conjugado com FITC por 30

IgG de camundongo conj
minutos a 37 C. Em alguns experimentos o anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo

utilizado era conjugado com FITC. As laminulas foram montadas em liminas com solugdo
protetora de fluorescéncia Profong Antifade Kit (Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon,
EUA). As células foram analisadas em microscopio de fluorescéncia Olympus TH3 com
objetiva 100 x e ocular 10 x, acoplado a cimera fotografica (Olympus ) ou em microscopio
invertido Axiovert 100 (Zeiss), com objetiva 63 x 1,4 de abertura numeérica, acoplado ao
amorph (Universal Imaging Corporation. West,

sistema de processamento de imagem Met
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PA). As imagens foram também processadas no sistema Adobe Photoshop 5.0 (Adobe

Systems Incorporated ®1989-1998, Mountain View, CA, EUA).

3.13 Analise Estatistica

A analise dos dados para significincia estatistica foi realizada por anilise de
variancia pelo teste de Bartlett, que faz uma comparagdo multipla dos testes de Student,

Newman e Keuls. O programa utilizado foi Graphpad Instat TM (Copyright © 1990-1993;
Graphpad Software.V2.02). Os resultados foram expressos como média * desvio padrio. P

< 0,05 foi aceito para diferengas estatisticas em todos os experimentos.
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4 Resultados
4.1 Identificaciio de miosinas em Macrofagos J774

As proteinas separadas por eletroforese dos homogeneizados de macrofagos foram
imunomarcadas por “Western blotting”. Houve imunoreatividade para as miosinas 1, 11, V,
VI e IX, com sinal intenso das bandas, as quais foram unicas para cada miosina (Figura 1).
A massa aparente das miosinas detectadas foi de 130 kDa para miosina I, 200 kDa para
miosina II, 190 kDa para miosina V 145 kDa para miosina VI e 230 kDa para miosina IX.
Estas bandas representam as cadeias pesadas destas miosinas separadas pela condigio
desnaturante da eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e B-mercaptoetanol. Nao
dacio das bandas devido a utilizagio de tampdo adequado para

houve degra

homogeneizagio das células, que foram utilizadas imediatamente apds a coleta. A

identificagio destas miosinas na linhagem J774 de macrofagos possibilitou a analise destes

motores em células ativadas ou ndo, através de sua expressdo por “Western blotting” ou

localizagdo por imunofluorescéncia.
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Figura 1: Determinacio da presenca de miosinas em homogeneizados de
macréfagos murinos J774. Proteinas do sobrenadan{e de 1 x 107 macrofagos
homogeneizados e centrifugados foram separadas por eletr.otorese. Apos serem transferidas
para membrana de nitrocelulose, as proteinas foram imunomarcadas com anticorpos
policlonais de coelho anti-miosina 1C (M1), anti-misoina V (M5), anti-miosina VI (M6) e

anti-miosina IX (M9) e com anticorpos monoclonais anti-miosina II (M2).
4.2 Anilise Morfologica de Macréfagos J774 durante Cinética de Fagocitose

Ensaios de cinética de fagocitose foram realizados, para definir o melhor periodo de
incubagdo para a observagdo de estruturas relacionadas a fagocitose (fagossomo ou
pseudopodes) e da distribui¢ao de microtubulos e de miosinas nos macrofagos. Apos a

incubagio de células J774 com suspensdes de taquizoitas de 7. gondii na propor¢io de 1:10

ou com suspensoes de hemécias a 1% por 15, 20, 30, 45 e 60 minutos a 37C, as células

foram lavadas em PBS e coradas com Giemsa para observa¢do em microscopio optico.

Na observag¢do dos grupos controles (macrofagos em PBS), a maioria das células
apresentou morfologia arredondada, com citoplasma escasso e o nucleo ocupando grande
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parte da célula, indicando pouco espalhamento. Mesmo os controles dos intervalos de 45 ¢
60 minutos de incubagio apresentaram morfologia semelhante (figura2a)

Tanto nos grupos de 15 quanto 20 minutos de incubagio com eritrocitos ou 7.

gondli, foram observados eritrocitos ou taquizoitas apenas aderidos 2 membrana das

células, cuja morfologia se manteve semelhante aos grupos controles (figura2b).

No intervalo de 30 minutos de incubag¢do ja podia ser notada g expansio do

citoplasma, muitas vezes em dire¢do aos eritrdcitos ou taquizoitas aderidos, Neste intervalo

de tempo foi contado o numero de células com hemacias ou taquizoitas de 7' gondii

aderidos, assim como o nimero de eritrocitos ou taquizoitas por célula, apos incubacio de

30 minutos (Tabela 2). A adesdo de hemacias aos macrofagos foi maior com a opsonizagio

(p < 0,001). Ao contrario, a adesio de ZToxoplasma gondii, que foi elevada em ambos os
casos (opsonizagdo ou ndo) e ndo houve diferenca estatistica entre os dois grupos (>
0,05). No experimento de fagocitose de hemacias a maioria das células apresentaram apenas
um eritrocito aderido (p< 0,01), enquanto que no experimento de fagocitose de 7 gondii

ndo foi observada diferenca significativa entre o nimero de parasitas aderidos (p > 0,05),
Nos grupos de 45 e 60 minutos de incubagdo a maioria dos macrofagos

apresentaram-se espathados (figura2c). Grande parte das células estavam em fagocitose,

tendo sido encontrada mais de uma célula dividindo o mesmo parasita (figura2d). Além

disso, foi observada a unido de alguns macrofagos para a formagdo de grandes vaciiolos

contendo granulos, sugerindo degradagdo do conteudo dos vactiolos.
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. . bgica de macrofagos J774 apés fagocitqse de T. gondii
Figura 2: Andlise g;atg';glgfl; 7’ gondii por 15, 20, 30, 45 ¢ 60 minutos em estufa
Os macréfagos foram incu com Giemsa para

o ° . As células foram lavadas e coradas.
S 37'C COH:SS? ((')i Cﬁ(éng) Células representam macrofagos mcubadgs por 15-
observagdio em m1crosce§(l:a dIc): 7. gondii. B) Células representam macréfagos incubados
60 minutos sem a pres .

: tam macréfagos incubados com 7.
. i . C) e D) Células represen
com 7. gondii por 30 minutos

indi sita.
8ondii por 45-60 minutos. As setas indicam o para
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Tabela 2: Adesio de eritrocitos de carneiro ou taquizoitas de T. gondii a macréfagos

J774 apés 30 minutos de incubacio

Porcentagem de Adesdo (%)

sem opsoniza¢io com opsonizag¢io
Eritrécitos/célula * 1 123+21 287+538
) 3.3%£2,1 12,34 3,8
3 03+0,5 3,623
.3 1,0£1,7 96+5,9
1 153+23 550+ 154
Taquizoitas/célula 1 210 £1.4 18,7+4.6
2 11317 58413
3 58%1,7 1.0 £0.0
=3 110+ 14 25406
T 49.0+0.8 28,0 +5.6

(*) p<0,001, diferenca estatistica entre 0S grupos com ou sem ops’omzacﬁa ‘ '
Eritrécitos/célula: nimero de eritrocitos adendps em E:ada mac'rol:ago c9nta&?o. ’Os valores repre,semam’z'u
média de trés grupos de 100 células mais o desvio padrdo. Taqulzmt'as/c‘elul:}. -1'1umcro fie taquizoitas de 7'
gondii aderidos em cada macrofago contado. Os Vfllores repr'esc.nl‘.unra média de quatro grupos de. 100
células mais o desvio padrdo. 1: células com um antigeno aderido; 2: células com dois antigenos aderidos:;

3: células com trés antigenos aderidos; > 3: células com mais que trés antigenos aderidos: T: total de células
. d

com antigenos aderidos.

4.3 Anilise da Produgio de Oxido Nitrico por Macrofagos J774 Frente a Diferentes

Tratamentos

4.3.1 Tratamento Simultineo com LPS e IFN-y

P aliar se macrofagos murinos J774 ativados simultaneamente com LPS e IFN-
ara av

duziriam niveis mais elevados de NO, estas células foram tratadas com DMEM-c
Yy produziriam

(controle), com 5 pg/ml de LPS ou 5% de MCPI juntos ou separados e o sobrenadante
coletado para dosagem de NO pelo método de Greiss. Os macrofagos tratados com 5 pig/ml
de LPS produziram altos niveis de NO (11,01 (tM), quando comparados com 3,12 uM  de
NO produzidos por macrofagos nao tratados (p < 0,05). Macrofagos tratados apenas com
IFN-y produziram 21,44 uM de NO, um nivel 7 vezes mais elevado do que o grupo
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controle (p < 0,001) e 2 vezes mais que o grupo tratado com LPS (p < 0,001). Entretanto
LPS e IFN-y adicionados Juntos potenciaram a produc¢io de NO por estas células (28.15
UM). A diferenga de producdo de NO entre os grupos tratados com IFN-y e LpS + IFN-y

foi de 31,3% (p < 0,05). Os dados estio mostrados na figura 3.

Produgio de NO
(M) m
* ¥
30
K%k
25 #H
20
15

| |
=1 %*

10

[]

. ¢ IFNy ppg IFN-y/LPS

Figura 3: Efeito do tratamento simultineo de macréfagos murinos J774 com
LPS e IFN-y. Os macrofagos foram cultivados em placas de 96 pogos em concentragdes de
5 x 10° células/ml em 200 pul de DMEM-c por 24 horas em estufa umidificada a 37°C
contendo 5% de CO,. Apos este periodo, o meio de cultura de cada poc¢o foi trocado por
200 pl de meio fresco contendo 5 ptg/ml de LPS, ou 5% de MCPIL, ou ambos, e as células
foram incubadas por 48 horas a 37 C/5%CO,. Aliquotas de 50 pl dos sobrenadantes dos
sobrenadantes dos macrofagos assim tratados foram utilizadas para dosagem de NO pelo
método de Greiss. Na dosagem de NO foram utilizadas triplicatas das aliquotas de cada

tratamento, que foram realizados em duplicata (n = 6). As barras representam a média das
dosagens das 6 amostras de um de trés experimentos realizados em épocas diferentes. A

concentragdo de oxido nitrico (em pM) foi determinada de acordo com a curya padrao,
apos leitura a 570 nm. C: controle; IFN-y: 5% de MCPI; LPS: 5 ng/ml de LPS; *) p < 0,05;

%) p < 0,001.



4.3.2 Tratamento com Cloreto de Magnésio on de Cilcio em Comparaciio com IFN-y

Para avaliar o efeito dos cations divalentes Mg*" e Ca®' sobre a producio de NO

macrofagos murinos J774 foram tratadas por 48 horas com DMEM-c (controle), com 2mM

de MgCl, ou 6 mM de CaCly, juntos ou separados, com ou sem 5% de MCPL. O

sobrenadante foi coletado para dosagem de NO pelo método de Greiss (Tabela 2),

Macrofagos tratados apenas com MgCl, produziram niveis baixos de NO (1,8 uMm, quando

comparados com 21,44 uM de NO produzidos por grupos tratados com IFN-y (p < 0,001 ).

Na verdade, os niveis de NO produzidos por células tratadas com MgCl, produziram niveis

semelhantes ao grupo controle (3,12 uM) (p > 0,05). Entretanto, macrofagos estimulados

simultaneamente com MgCl, e IFN-y produziram niveis igualmente elevados de NO (20,16
M), comparando-se com o grupo tratado apenas com IFN-y (p > 0,05). Macrofagos
tratados simultaneamente com CaCl, e IFN-y produziram niveis elevados de NO (14,21
uM), porém ndo tio elevados quanto o grupo tratado apenas com IFN-y (p < 0,001).

IFN-y, mas nio do magnésio. O tratamento destas células apenas com CaCl,, ou com

MgCl, e CaCl, ndo ter influenciado a produgdo de NO, pois nio houve diferenca
significativa destes grupos com relagdo ao grupo controle (p > 0,05). As células destes trés
grupos produziram em média 3,18 uM, 5,25 uM e 1,35 uM de NO, respectivamente. O
tratamento simultdneo de IFN-y com a mistura de MgCl, + CaCl, produziu maior aumento
na produgio de NO do que o tratamento simultaneo de IFN-y com MgCl, (p < 0,05) ou

com CaCl, (p < 0,001), porém nio houve diferenga estatistica entre os grupos tratados

apenas com IFN-y e os grupos tratados com IFN-y + MgCl, + CaCl, (p <0,05),
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Tabela 3: Efeito do tratamento concomitante de IFN-y e sais de Magnésio e/ou Cilcio

sobre a produgio de NO por macréfagos J774

Producio de NO (M)

sem IFN-y (5%)* com IFN~y (5%) »
3.12+£0.37 2L 2141

Controle"
20.16 +0.92

MgCl, (2uM)” 1.8 £0.51
CaCl, (6um) ™ 3181045 14.21 £3.96
MgCl, (2uM) + CaCl, (6uM) ® 5.2540.39 2457 42

(*) p<0.001. diferenga estatistica dos grupos com ou sem IFN-y
(n) nimero de amostras (n = 6 em todos os grupos)

4.3.3 Tratamento com Citocalasina B

macrofagos J774, as células foram tratadas por 48 horas com DMEM-¢ (controle), ou com
5% de IFN-y, ou com 2mM de MgCl, ou com 6 mM de CaCl, sozinhos oy
simultaneamente, e ainda na presenga ou auséncia de citocalasina B. Ap6s este periodo os
sobrenadantes foram coletados para dosagem de NO pelo método de Greiss. Citocalasina
B, quando adicionada simultaneamente com IFN-y ou IFN-y + MgCl, ou IFN-y + CaClé,
levou a uma diminuigio significativa da produgdo de NO pelos macrofagos (p < 0,001). O

efeito desta droga sobre a produgdo de NO nos outros grupos ndo apresentou diferenga

significativa (figura 4).
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Producio de NO
(M)

[Jsem citoB
Elcom citoB

i T T

Mg Ca IFN-Mg IFN-Ca J

Figura 4: Influéncia da citocalasina B na producio de NO por macrofagos
J774. Os macrofagos foram cultivados em 200';,%1 de DMEI}/I—c por 24 horas a uma
concentragio de 5 x 10 ° células/ml em estufa umidificada a 37°C contendo 5% de CO, e
depois tratados com 5% de MCPL ou 2 mM de MgCh, ou 6 mM de CaCl,,
simultaneamente ou ndo, e na presenga ou auséncia de 10 pM de citocalasina B. Aliquotas
de 50 pl dos sobrenadantes dos macréfagos assim tratados.f_oram uti}izgdas para dosagem
de NO pelo método de Greiss. Na dosagem de NO' foram utilizadas triplicatas das aliquotas
de cada tratamento, que foram realizados em duphgata (n = 6). As colu.nas representam a
média das dosagens das 6 amostras de um de trés expgnmentqs realizados em épocas
diferentes. A concentragdo de oxido nitrico (em uM) foi determinada de acordo com a
curva padrio, apos leitura a 570 nm. C: controle; IFN: 5% de MCPI; Mg: 2 mM de MgCl,;
Ca: 6 mM de CaCl,; IFN-Mg: 5% de MCPI + 2 mM de MgCl; IFN-Ca: 5% de MCP] 4 ¢

mM de CaCl..
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4.4 Avaliacio do Efeito de IFN-y e da mistura de Cloreto de Magnésio e Cloreto de

Cilcio sobre o Espalhamento e Interagio de T. gondii com Macroéfagos
4.4.1 Efeito de IFN-y sobre o Espalhamento de Macréfagos em Cultura de 48 horas

O espalhamento de células tratadas com IFN-y foi observado por fluorescéncia ¢

estd representado na figura 6. Tanto células cultivadas com DMEM.-c (figura 62) quanto

com 5 % de IFN-y (figura 6b) foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-Btubulina

seguido por anti-IgG de camundongo conjugado com FITC. A figura 8 mostra um grupo de

células representativo do que foi observado nas liminas analisadas. Na figura 6a estio

quatro macrofagos de aspecto arredondado e um macréfago emitindo prolongamentos, com

microtibulos mais definidos. Na figura 6b a maioria dos macrofagos  emitem

prolongamentos, que se sobrepdem devido a proximidade das células.

Figura 5: efeito de IFN-y no espalhamento de' macroéfagos J774 apos 48 horas
de tratamento. Cerca de 5 x 10° células/ml foram cultivadas em laminulas em DMEM-¢
ncte 31 Roras 2 S SR o ool B80S DMEM-(f contendo 5% de MCPI por 48 horas.
As células foram fixadas em metanol gelado p Or.l 0 minutos, permeabilizadas e %
100 2 0,1% em tampéio PHEM (60 mM de Pipes, 25 mM de Hepes, 5 mM de EGTA,
Sacarose a 3%, pH 7.0) ¢ imunomarcadas com anticorpos de camundongo anti-tubuling e
anticorpos de cabra anti-IgG de camundongo/F ITC,' ; VA segssants macrofagos ndo
tratados (pouco espalhamento). ,(B) repre§enta mz}(?,rotagos t{’atado,s o SENy (it
ativados), &s magens foram obtidas através de analises em microscopio de fluorescéncia

Olympus e sistema Adobe Photoshop 5 .0 de analise de imagens.
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4.4.2 Efecito de IFN-y ou MgCl/CaCl, sobre o Espalhamento de Macréfagos e 3

Fagocitose de T gondii

A fim de avaliar a influéncia do tratamento de macrofagos J774 sobre o

espalhamento celular e a porcentagem de fagocitose e/ou invasdo, 1 x 10° células/my foram
<

cultivadas por 48 horas com 5% de IFN-y, ou 2mM de MgCl, + 6 mM de CaCl, oy

DMEM-c (controle). Apos incubagdo dos macrofagos com 7 gondii por 1 hora. as células

toram coradas e analisadas em microscopio 6ptico. A média e o desvio padrio da contagem

de espalhamento das células J774 e fagocitose de 7. gondii esta representada ng tabela 4

Houve aumento do nimero de células espalhadas nos 8rupos tratados (IFN-y ou MgClL, +

CaCly), quando comparados com grupo controle (p < 0,001). Com relagio a fagocitose

nao houve diferenca significativa entre o grupo tratado com MgCl, + CaCl, e o grupo

controle (p > 0,05), mas no grupo tratado com IFN-y houve aumento da porcentagem de

fagocitose, em relagio ao controle (p< 0,05).

Tabela 4: Efeito do tratamento de macrofagos J774 sobre o espalhamento ¢ fagocitose

de Toxoplasma gondii.

Niimero de célutas J774 contadas nos diferentes processos (%)

Tratamento Fagocitose (n) Espalhamento(n)

OVENS 92430 39.0£90

PN 23.8+5.6 80.5 £ 10,7 »x»
15.8 5.4 79.5 £ 12.9 xxx

MgCl-? + CaCL*
IFN-y: interferon-gama: MgCls: cloreto de magngsio: CaClx: cloreto de cilcio: a: 5%: b; 2 mM: C: 6 mM.,

*) p< 0.05 (diferenca dos tratamentos ent relagdo ao controle): ***) p< 0.001 (diferenca dos tratamentos cm

relagio ao controle). (n) niimero de amostras (n = 6)
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4.4.3 Efeit
ito de IFN-y sobre a Fagocitose de T. gondii por Macrofag
0s

Alguns macro
of:
agos tratados com IFN-y mostraram-se altamente ativados (
0s (como

da

extracao. E rai v e0 I
. Esta fi 1 0
igura ilustra o que foi observado sobre o numero aumentado d
e células
em

fagoci
gocitose representado na tabela 4.

rino J774 japés 48 horas de estimulo com IFN
« 10° células/ml foram cultivadas em DMEI\;IY e 60
rocado por meio fresco ou contendo  IFN- 'f\ pa
julas foram incubadas com taquizoitas rr? « SYPRIS
3o de 48 horas, as células foram fixa (;’rtos e
as com Triton X-100 0,1% em tampéo PaPlefﬁ

go mu
T. gondii. 5
o foi entdo t
48 horas, as €
do de incubag

permeabilizad
0,
sacarose 3%, pH 7,0). Para a imunomarcagio

~ Figura 6: Macréfa
minutos de intera¢io com
24 h a37C/5%C0;. O mei
um periodo de incubagao de
opsonizados, Ap6s um perio

(ngeta"Ol gelado por 10 minutos
60 mM Pipes, 25 mM Hepes, 5 mM EGTA,
do em coelho como anticorpo primario e anti-IgG d
- O e

foram utilizados anti-Btubulin P“’duzi
g:tzl: 3 pfoduZido em cabra conjugado com FITC. N,.regiéo ande se encontra o mik
indicam o espago ocupado PO! fagosomos. As imagens foram obtidas de an'l'eo’ i
tema Adobe Photoshop 5.0 de anaé;isseeS l(;O
e

m. o e 3 . 1
icroscopio de fluorescencia Olympus ¢ S8

Imagens.



i
N

4.5 Avaliacio do Efeito de Diferentes Tratamentos sobre a Expressio de iNOS e

miosinas em Macréfagos J774

O aumento da produgdo de NO geralmente esta relacionado com o aumento da

expressdo protéica de NOS em macrofagos. Para verificar se 0s macrofagos responderiam

aos tratamentos citados no item 3.7 tanto a nivel de expressdo de INOS como de produgio

de NO, foi realizado “Western blotting” de extrato de macrofagos segundo SUJENA &

POTASHNER (1998) ¢ as membranas marcadas com anticorpo monoclonal anti-iNOS

(figura 7). A produgdo de NO acompanhou de modo geral a expressio de iNOS nos

diferentes grupos. Todos 0s rupos contendo IFN-y apresentaram maior produgio de NO e

expressdo mais acentuada de iNOS. Esta observagdo foi verdadeira para ambos periodos de
incubacio, exceto para 0 grupo 2 de 48 horas e alguns grupos onde a expressdo de iNOS
ndo correspondeu com a produgio de NO (grupos 9, 10, 16 e 18 durante 24 horas de
grupos 3, 4, 9, 10 e 21 durante 48 horas de incubagdo). A expressio de iNOS

incubagdo;
m a expressio de algumas miosinas como miosinas I, II, V e VL.

também foi comparada c0
sitométrica pudemos notar que a quantidade de iNOS

(figura 8). Através de analise den
expressa foi maior nos grupos tratados com IFN-y (66,8%), do que nos grupos tratados
citocalasina B (~2%). Bandas mais intensas de miosinas I, II, V e

com jonéforo de célcio ot
tados com IFN-y, entretanto, apenas a miosina V

VI foram observadas nos grupos tra
e expressdo entre OS grupos controle e tratados com IFN-y. A

mostrou diferenga d
elhante a de iNOS, sendo reduzida nas células controle (5%)

expressdo da miosina V foi sem
om as células tratadas com IFN-¥ (61%). Tanto ionoforo de célcio quanto

comparando-se C
gativa sobre a expressdo protéica para todas

i p : i snela ne
citocalasina B tiveram um influéncia

iosi le.
miosinas comparando-se cOM 9 contro



4.6 Localiza¢iio das Miosinas I e V em Macréfagos Ativados com MgCly/CaCl,

Para estudar a distribuigdo das miosinas I ¢ V em macrofagos J774 tratados ou ndo,
as celulas foram incubadas com anticorpo de coelho anti-miosina V ou anti-miosina IC e
com anticorpos de cabra anti-IgG de coelho ou

anticorpo de camundongo anti-Btubulina e
camundongo conjugados com FITC e analisadas em microscopio de fluorescéncia. Ambas
miosinas apresentaram distribuicio semelhante entre 0S grupos controle e tratado. A
miosina V se distribuiu por todo 0 citoplasma, de maneira difusa (Figura 9), enquanto a

a nas extremidades dos prolongamentos e no niicleo (Figura

miosina I ficou mais concentrad

10).
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_tubulina em macréfagos J774 tratados ou na
por 48 horas em DMEM-c em :s::?f‘o
AN odo, o grupo controle (A — C) foi incubado .
€ 0 grupo trata bado com 2 mM de MgCl, + 6 mM oy

por 48 horas. As células foram fixadas em metanol a 47C por 10 ‘mi de CaCl,
Permeabiliza(;ﬁo foi realizada como descrito no item 3.12 e as células foram in ml;nutos, %
::ntlcorpo de coelho anti-roniosina V(AeD)e anticorpo de camundongo anti-BfL?bt?l('jas r
Ca)bpor 3q minutos a 37 C/S%QOZ, As células foram imunomarcadas com anticolrna s
COn'ra anti-IgG de coelho conjugado com FITC (verde) e anti-IgG de camu L;Os de
: Jl_lgado com Texas Red (vermelho). C) e F) mostram a colocalizagdo (am i
miosina V e B—tubulina. AS imagens foram obtidas em microscopio inveméo a,:il-o o
Metamorph e Adobe Photoshop 5.0 R

a . ’r1° e
coplado aos sistemas de analise de imagens

Figura 9: Localizagio de miosina V e
s foram cultivados

Macrofago
0,. Apos este peri
do (D - F) foi incu

com magnésio e calcio.
umidificada a 37°C/5%C
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Figura 10: Localizacio de miosina I e B-tubulina em macrofagos J774 tratados ou nio
com magnésio e calcio. Macrofagos foram cultivados por 48 horas em DMEM-c em estufa
umidificada a 37°C/5%CO,. Apos este periodo, 0 grupo controle (A — C) foi incubado com
DMEM-c e o grupo tratado (D — F) foi incubado com 2 mM de MgCl, + 6 mM de CaCl,
por 48 horas. As células foram fixadas em metanol a 4°%C por 10 minutos. A
Permeabilizagio foi realizada como descrito no it'em 3.12 e as células foram incubadas com
anticorpo de coelho anti-miosina V (A e D)e ant{corpo _de camundongo anti-Btubulina (B e
E) por 30 minutos a 37 C/5%C0;. As células foram 1munoma1'cafias com anticorpos de
Cabra anti-IgG de coelho conjugado com FITC (verde) e antl-lgG de camundongo
conjugado com Texas Red (vermelho). C)e F)' mostram a col(?c;?llz?¢50 (amarelo) de
miosina IC e B-tubulina. As imagens foram obtidas em microscopio invertido Axiovert

ens Metamorph e Adobe Photoshop 5.0.As setas

acoplado aos sistemas de andlise de 1magens ’
indicam regides de maior concentragdo de miosina 1C.
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4.7 Localiza¢iio das Miosinas 1 ¢ V em Macrofagos Ativados com IFN-y apoés

interaciio com 7. gondii

Para o estudo da localizagio das miosinas em macrofagos J774, comparando-se o
dois processos de interagdo com 7. gondii, células estimulas por 48 horas com IFN-y foram
incubadas por | horas com o parasita. As figuras 11B e 11D mostram fagocitose de
taquizoitas mortos pelo calor. As figuras I1A e 11C mostram a invasdo de células em que a
fagocitose foi inibida pelo calor. As quatro tiguras mostram estruturas arredondadas e de
tamanho sugestivos de fagosomos ou vacuolos parasitoforos. A miosina 1 apresentou

marcacdo difusa, porém com maior intensidade sobre o nucleo e sobre o vacuolo
2

1 invasio (figura 11A), mas durante a fagocitose apresentou marcacgio

parasitoforo durante
osomo, sugerindo uma concentragdo de miosina nesta

localizada pontual em torno do fag

regido (figura 11B). O mesmo pode ser observado em relagdo a miosina V (figuras 11C e
g :

11D).



[ e V durante interacio de macréfago
m laminula de vidro em DMEM-g :

de miosinas

foram cultivadas €

s este periodo, foi permitida a interagdo entre as célul
sfagos foram fixados em metanol a 4 C pg:

I774 f igura 11: Pistribuicﬁo
37°C/50/lg T. gondii. As células
774 o 7‘{ 0, por 48 horas. Ap
10 i, gondii por 60 minutos
EGTAHUtOS, permeabilizadas em
ambien,t sacarose a 3%) contendo Trit
Mmiosin eV e incubados com anticorpos po
Prody é'ld (C e D) por 30 minutos 2 37C. :
Fisre zido em cabra e conjugado com FITC. A e C) invas

m obtidas por analise €m microscopio de fluorescéncia

G
IStema Adobe Photoshop.

a2 37C. Os macro

mM de Pipes, 25 mM de Hepes, 5 mM d
on-x 100 a 0,1% por 20 minutos a temperature
liclonais de coelho anti-miosina IC (A e B) e antia
A marcagdo foi realizada com anti-IgG de coelh(;
asdo. B e D) fagocitose. As imagens

Olympus TH3 e processadas em

tampao (60



5. Discussao

O macrofago representa uma importante linha de defesa na resposta primaria

contra microorganismos invasores, que sdo eliminados por fagocitose ou pela liberagdo de

citocinas e de agentes toxicos. Entretanto, patogenos intracelulares como 1. goimdii

possuem mecanismos para escapar da imunidade celular em individuos imunossupriunidos

(RABINOWITZ er al, 1992; DENKERS et al., 1998). O citoesqueleto dos macrofagos

participa ativamente do processo de fagocitose, sendo as miosinas responsaveis por gerar a

forca motora necessaria ao seu rearranjo, mas permanece passivo durante a invasdo pelo 7.
gondii. Neste trabalho foi investigada a distribui¢io de proteinas motoras de macréfagos

nas duas situagdes. células capazes de fagocitar ou células susceptiveis a invasao.
Antes de iniciar o estudo da localizagdo de miosinas por imunofluorescéncia, foi
determinada a presenga das miosinas L 11, V, VI e IX por “Western blotting” em extratos

de células J774. Este resultado esté de acordo com SWANSON ef al. (1999), que detectou
a presenga das miosinas [ I, V, [Xem estudo com macrofagos murinos de medula Ossea
(MMMO). Estes autores utilizaram anticorpos contra as miosinas I, II, V, VI, VII e IX,
embora nio tenham observado a presen¢a das miosinas VI e VII em MMMO. A presenga

s macrofagos J774 é sustentada por evidéncias de que esta miosina

da miosina VI no
ovimento de vesiculas e de membrana e na endocitose

também esta envolvida no m
(HASSON & MOOSEKER, 1994; MERMALL, POST & MOOSEKER, 1998), fungdes

essenciais para os macrofagos durante a fagocitose.
o da distribui¢do do citoesqueleto e das miosinas nas células J774, foi

Para o estud
que induzem O espalhamento de um grande nimero de

necessario o uso de ativadores,

células, permitindo a melhor visualizagdo de estruturas como pseudopodes e vaciiolos,
(42

formados apos interagdo com 7. gondii. Varios tratamentos (IFN-y, MgCl,, CaCl,, ionéforo
<! re -
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de calcio. citocalasina B e LPS) foram analisados através de dosagem de NO nestas células.

NO ¢ um potente microbicida e seu papel na defesa contra parasitas intracelulares esta

amplamente demonstrado (ADAMS er al., 1990; DERRICO & GOODRUM, 199%¢;

SHIBATA. METZGER & MYRVIK, 1997). Portanto, a quantidade de NO produzido

reflete a ativagio e capacidade de eliminagao de 7. gondii por estas células. Além disso.

diferencas na intensidade da expressdo de iNOS, também foram consideradas para analise
destes tratamentos através de “Western blotting”. Foi detectada de uma proteina de massa
molecular aparente de 130 kDa como ja observado em estudos prévios (GREENBERG e

al., 1996).
Virios autores tém demonstrado o potente efeito de LPS e IFN-y como ativadores
de INOS em macrofagos murinos (CUNHA et al., 1993; EASON & MARTIN, 1995). Os
resultados obtidos neste trabalho confirmaram esta evidéncia, pois LPS e IFN-y, quando
adicionados simultaneamente as células em cultura, permitiram um aumento dc cerca de
24% e de 61% em relagio a IFN-y ou LPS sozinhos, respectivamente, sobre a produgio de
NO pelos macrofagos J774. A coestimulagdo das células com IFN-y, MgCl, e CaCl,
o da produgdo de NO em relag¢io aos dois estimulos isoladamente.

também levou ao aument
* tém uma importante contribuicdo sobre o aspecto funcional

, 2+ 2
De fato, os ions Mg~ e Ca
dos macréfagos, seja por estimular a polimerizagao dos filamentos de actina, no caso do
SV,
o da expressio de iNOS, no caso do Ca®

Mg> (LIN er al, 1980), seja na regulac
0, a expressio de iNOS depende, principalmente,

(MUSTAFA & OLSON, 1999). Entretant
ve a interagdo de moléculas antigénicas como LPS e

de uma ativacio especifica que envol
MARTIN, 1995; GREENBERG et al., 1995; PARK et

citocinas como IFN-y (EASON &

ibili > elul
possibilitando o aumento de Ca intrac
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do que o grupo controle. Estes resultados possivelmente refletem um efeito toxico do

excesso de Ca’ utilizado (6 mM), quando comparado com a quantidade de Ca’” ja

existente no meio de cultura (1,8 mM). Apenas o grupo coestimulado com Ca*’, IFN-v e

Mg’ produziu altos niveis de NO, o que foi semelhante ao grupo tratado apenas com [FN-
7. Neste caso, o efeito toxico de Ca®" foi, possivelmente, diminuido pela adigdo de IFN-y e

Mg*" devido ao aumento da atividade celular e consequentemente 0 aumento da eliminagao

de Ca’" do citoplasma da célula.
produgdo de NO ja era esperado, pois

este resultado foi também observado por FERNANDES ¢t al. (1996). Estes autores

demonstraram que a ruptura de microfilamentos por citocalasina B, em macrofagos murinos
peritoneais, inibe a indugdo de iINOS em células previamente tratadas com LPS e IFN-y.
Isto pode ser explicado pelo fato de que o citoesqueleto participa também na transdugio de

microtubulos quanto de actina. Os microtubulos fornecem a estrutura

sinais, tanto a nivel de
vias de sinalizagdo €, possivelmente, aumentam sua eficiéncia

para unir os componentes das

ado por GUNDERSEN & COOK, 1999). Os filamentos de actina sdo

de ativagio (revis
m os filamentos a receptores de membrana

regulados por Rho GTPases, proteinas que liga
emas de citoesqueleto estdo

(HACKAM et al., 1997; HALL, 1998) e estes dois sist
ma de transdugdo de sinais.

integrados na participagdo do siste
ento dos macrofagos foi também analisado por

O efeito de IFN-y sobre 0 espalham

bservar a distribuigdo do citoesqueleto antes da interagdo das

imunofluorescéncia, para O
Nos grupos tratados com IFN- v, a maioria das células estava

células J774 com 7. gondit.
vias de sinalizagdo (neste caso uma resposta ao

ativada, pois os microtubulos respondem as
mudando sua dinamica e organizagdo, de modo a contribuir

IFN- y para produgdo de NO)
(GUNDERSEN & COOK, 1999).

para o processo de transdugdo de snais
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O IFN-y foi utilizado posteriormente nos ensaios de fagocitose e invasio. devido 4
sua alta capacidade de ativagdo, mesmo sozinho. O tratamento dos macrofagos com [FN-y
teve influéncia ndo apenas na produc¢io de NO e no espalhamento celular, mas também na
fagocitose de 7: gondii. Estes resultados mostram que IFN-y € importante na eliminag¢do do
parasita de duas formas: pelo aumento da libera¢do de agentes toxicos, como relatado por
SHIBATA er al. (1997), ou pela fagocitose, como refatado por BLOCKER ¢ af. (1997),

Ao longo deste trabalho foram encontradas células altamente fagociticas, apos
estimulagdo e incubagdo com o parasita. A observagio da fagocitose de varias particulas,
por uma mesma célula ¢ um fato comum. SWANSON ef al. (1999) observaram nio s a
fagocitose de varios eritrocitos agregados, como também duas células dividindo o mesmo
eritrocito. Isto tambeém foi observado durante nosso trabalhio, demonstrando a alta
capacidade fagocitica da linhagem J774 de macrofagos. Nesta mesma linhagem celular foi

observado o centro organizador de microtabulos (centrosomo), como observado por
ESPREAFICO et al. (1998) em estudo da localizagdo de miosina V no centrosomo de

células MDCK. onde mostraram a colocalizagdo de miosina V com esta regido rica em
4

Microtubulos. A marcagdo de tubulina no centrosomo nos macrofagos J774 pode ser til em

estudos de localizagdo futuros, que abordem outros aspectos como colocaliza¢io com

miosinas ou estudos de divisdo celular.
S e a expressdo das miosinas frente aos

A fim de comparar a expressdo de iNO
aios de “Western blotting” com anticorpos

diferentes tratamentos, foram realizados ens
MVL A expressdo de iNOS foi menor nos grupos

dirigidos contra iNOS, MI, MIL, MV €
ao tratamento, ao contrario dos grupos em que foi

em que foi adicionado ionoforo de calcto
adicionado IFN-y.
antes aos obtidos durante dosagem de NO, mostrando

Estes resultados foram semelh
a nivel de expressdo protéica quanto da libera¢io de seu

O efeito destes tratamentos, tanto
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produto. e sugerem que o IFN-y sozinho ou com outros tratamentos induzem a producio
de NO. Entretanto CUNHA et al. (1993), estudando a produgdo de NO em macrofagos
J774 obteveram resultados diferentes. Estes autores sugerem o tratamento destas células
com IFN~y sozinho leva a produgdo de baixos niveis de NO e que estes niveis aumentam
com o efeito sinérgico de [FN-y e LPS. Mesmo assim, os valores de NO encontrados sio
relevantes para a realizagdo deste trabalho, ja que a quantidade de NO produzida no grupo
tratado apenas com IFN-y foi maior que no grupo controle e 0 mesmo ocorreu com 3
expressio da enzima iNOS. Além disso, o objetivo do tratamento com [FN-y, que foi
conseguir a expansio do citoplasma da maioria das células, foi alcangado. Com relagdo as
Mmiosinas, estas apresentaram uma variagao de expresio semelhante semelhante a iNOS,

frente aos diferentes tratamentos. Podemos destacar a miosina V, que esta relacionada com

e vesiculas. Sua expressio aumentada em células tratadas com

O fransporte de organelas
ara o aumento da produgdo de miosina V em

IFN-y sugere que esta citocina contribut p

Cclulas ativadas.
ocitose, foram determinados periodos de 30 e 60

Apos o ensaio de cinética de fag
os parasitas, onde ocorreram as observagdes mais

minutos de incubagdo das células com
importantes. A maiorias das células, altamente ativadas, apresentavam taquizoitas ou
hemacias aderidos 4 membrana podendo ser observadas muitas caracteristicas sugestivas de
[e el
. , : mesmo periodo foi utilizado para ensaios de
f‘aé,’ocxtose, como vactiolos e pseudopodes. o P
mo os de ORTEGA-BARRIA &

: iores, o
invasio, fevando-se em conta alguns estudos anteriores,

BOOTHOYD (1999) e de SHAW & TILNEY (1999).
cia da opsonizagdo sobre a fagocitose, foi considerada a

Em analise da influén
jo de hemdcias aos macrofagos foi maior com a
<

Porcentagem de adesdo. A ades
socitose foi dependente do estimulo de receptores Fc

OPsonizagio, sugerindo que a fag
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(SWANSON e¢r al.. 1999). Entretanto a adesdo de 7. gondii foi semelhante em ambos
grupos, contrariando os achados de BIGGS er al. (1995), que demonstraram o aumento da
fagocitose por macréfagos com a opsomzagio de taquizoitas mortos pelo calor. Este
resultado pode ser sustentado por evidéncias de que a adesdo do 7. gondii ocorra por
outras vias, que envolvem a interagdo especifica de moléculas do parasita como laminina,

lectinas ou SAG-1 (p-30) com receptores da célula hospedeira (KASPER & MINEOQ, 1994:

ORTEGA-BARRIA & BOOTHOYD, 1999). Durante a fagocitose ndo foram observadas

estruturas como os “cups” fagociticos como observado por SWANSON et a/. (1999). Para

ter a chance de encontrar tais estruturas, teria sido necessario o uso de técnicas de video

microscopia (SWANSON ¢f al, 1999), que permite a captura da imagem de determinada
estrutura em diferentes momentos de sua formagdo. Um outro recurso seria o método de

pulso de infecgdo, como realizado por MORDUE & SIBLEY (1997), que permite analisar

um grande numero de células contendo fagosomos no mesmo estado de maturagio.
imunofluorescéncia, apds fagocitose de 7. gondii, as

Nos estudos de
e nas regides distais dos pseudopodes e em

miosinas [ e V se localizaram, principalment
importante papel na motilidade das estruturas

torno dos fagosomos, sugerindo seu
Membranosas e na formacgdo € transporte do fagossomo, como demonstrado por
foi observado em relagdo a invasdo, confirmando a

SWANSON ez af. (1999). O mesmo ndo
inas motoras da célula hospedeira no

uséncia de participagdo do citoesqueleto e prote
atado por SIBLEY (1995). A localizagio de miosina I nas

processo de invasio como rel
ugerem seu importante papel no espalhamento desta

¢Xtremidades de pseudopodes, S
desta miosina em locais da células que

linhagem celular. Além disso a alta concentragio
Parecem o inicio da emissio dos prolongamentos, possivelmente devido a seu recrutamento
[

Para estas regides de intensa atividade motora.
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O presente trabalho abordou a participagio das miosinas de macrofagos J774 em
atividades motoras necessarias a célula durante sua interacdo com 7. gondii. Neste sentido,
pode-se e mostrar uma presenga mais marcante das miosinas I € V nos fagosomos formados

durante a fagocitose do que 1nos vactolos parasitéforos. Desta forma. estes resultados
fornecem evidéncias que contribuirdo para o entendimento da complexa participagio do
citoesqueleto e proteinas associadas no mecanismo de defesa destas células contra 7.

gondii,
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6 Conclusbes

Os resultados obtidos neste trabalho possibilitaram as seguintes conclusdes:

0 a tagocitose.
ferramenta para o estudo dos motores moleculares em processos com g

IFN inho ou em coetimulagdo, é um potente ativador de macréfagos murinos
-v, sozinho :

1774,
A expressio de iNOS neste tipo celular reflete na produ¢do de NO

essio de iNOS e a produgio de NO por macrofagos J774
presss

Novos estudos serdo necess
e 4
> fagoci or macrofagos J774.
funcional das miosinas no processo de fagocitose p
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7 Resumo

O processo de fagocitose, realizado por macrofagos e outras células fagociticas, é

i - . .
mportante na destrui¢do de varios agentes estranhos ao organismo. Entretanto, alguns
? >

patdgenos intracelulares, como Toxoplasma gondii, sdo capazes de penetrar ativamente a

cclula hospedeira e inibir a fusao fagosomo-lisosomo. Além disso. durante a invasio de

macrofagos pelo 7. gondii ndo ha extensdo da membrana ou rearranjo dos microfilamentos

da célula hospedeira. Ao contrario do processo de fagocitose do parasita morto
pos, O processo de invasdo depende do citoesqueleto de

opsonizado ou ndo por anticor
a hospedeira. Varios estudos tém demonstrado o

actina do parasita e ndo da célul
inas motoras ¢ processos importantes para a célula

envolvimento do citoesqueleto e prote
as ¢ transdugdo de sinais. A miosina [

tais como, migragio, fagocitose, transporte de vesicul
Parece estar envolvida nos processos de migragdo ¢ fagocitose. A miosina V parece estar
através dos filamentos de actina ¢ se distribui por

envolvida no movimento de vesiculas
VI também parece estar envolvida no

todo o citoplasma e cortex celular. A miosina
Enquanto que a miosin
e a emissio de pseudopodes. O

a Il parece estar relacionada

Movimento vesicular e de membranas.
queleto de actina durant

€Om a manutengio do cito€s
resposta de macrofagos J774 a estimulos in

Presente trabalho tem por objetivo analisar a
em como a distribuicdo de miosinas nas células J774

vitro e/ou a interagdo com - gondii, b
so foram determinadas a produgdo de

®m duas situagdes: fagocitose ou invasdo. Para 1S
renadante de células em cultura, a expressdo

Oxido nitrico (NO) por dosagem €M sob
Protéica de éxido nitrico sintase (NOS) € das miosinas I, I, V e VI por “Western blotting”
por imunofluore

g nos diferentes tratamentos sofridos por estas

scéncia. A expressdo das miosinas I, V e

e o .
a localizacio das miosinas I e V

VI foi coincidente com a expressio de iNO
g J774 tanto sozinho como em

Celulas, IFN-y aumentou a produgdo de NO pelas célula
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coestimulagio. Além disso IFN-y aumentou O numero de células espalhadas apds 48 horas

de tratamento e a porcentagem de adesao de 7. gondii aos macrofagos. As miosinas I ¢ V

se distribuiram principalmente nos pseudopodes e em torno dos fagosomos formados
as tiveram marcacgdo difusa durante a invasdo

durante a fagocitose. Entretanto, ambas miosin
dos macrofagos pelo 7. gondii. Os resultados sugerem que IFN-y é uma potente ativador de
macrofagos J774 e que as miosinas [ e V participam do processo fagocitico do parasita

morto.
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8 Summary

Phagocytosis is a process developed by macrophages and other phagocytes that are

important in the destruction of many foreign agents. Although, some intracellular

get into host cell and inhibit the

pathogens, like Joxoplasma gondii, are able to actively
1. gondii invasion of macrophages

fusion of phagosomes and lisosomes. In addition, during

membrane, or actin cytoskeleton rearrangement in host cell. In

there is no extensions of the
parasite, opsonized or not, invasion by 7. gondii

contrast with phagocytosis of dead
arasite, but not of host cell. Many studies have

depends on the actin cytoskeleton of the p
and myosins in important events for host cell, such

shown the involvement of cytoskeleton
and signal transduction. Myosin 1 is found to be

as migration, phagocytosis, vesicle traflic,
,» phagocyltosis,
and is concentrated on perinuclear region and

mvolved in migration and phagocytosis events
olved in vesicle movement on actin filaments and is

cortex, Myosin V is found to be inv

and cortex region. The aim of this work is analyze the

distributed all over the cytoplasm
vitro and/or to interaction with 7. gondii,

response of J774 macrophages to stimuli in
) by dosage in supernatants

trough the determination of the production of nitric oxide ( NO
expression of nitric oxide synthase (NOS) and the

of cultured cells, trough the protein
g, and trough observation of the distribution of

myosins I, II, V and VI by Western blottin
rine macrophage J774 presented myosins

myosing | and V by immunefluorescence. The mu
n were coincident with

d the production of NO by J774 cells, alone or by

I . iNOS expression in the different
> V and VI, which expressio

treatments on these cells. IFN-y increase
mount of spreaded cells after 48 hour of

Costimulation, In addition, IFN-Y increased the 2
treatment and increased the percentase of adesion of 7- gondii on macrophage membrane.
Myosins | e V localized, mainly on pseudOPOdii1 and phagosomes formed during
re diffused labeled during invasion of

Phagocytosis. Although, both myosins  We



macrophages by 7. gondii. Results suggest that IFN-y is a potent activator of macrophages

1774 and that myosins 1 and V participate on phagocytosis of dead parasite.
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