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RESUMO

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatorio que indmzauresposta imune do
tipo Thl em seus hospedeiros. O parasito tem unpdaatiistribuicdo mundial, sendo que as
formas mais graves da doenca ocorrem principalmemténdividuos imunocomprometidos.
A heme oxigenase-1 (HO-1) é a enzima responsavel gaabolismo da heme livre, um
composto capaz de induzir uma intensa respostmatioria. Além disso, a expressao de HO-
1 é induzida diante de varios estimulos, desenoddeama resposta anti-inflamatéria em
situacdes de estresse bioldégico. Com o objetivioviestigar o papel da HO-1 na infeccéo por
T. gondii, macrofagos RAW 264.7 foram infectados com parasia cepa RH e tratados com
protoporfirina de zinco IX (ZnPPIX) ou hemina, asacs inibem ou induzem a atividade de
HO-1, respectivamente. Para verificagdo do papél@ddl na infeccdon vivo, camundongos
BALB/c e C57BL/6 foram infectados com a cepa ME49Tdgondii e tratados com ZnPPIX
ou hemina. Os resultados mostraram que a inibighéi@-1 diminuiu o parasitismo nos
macrofagos RAW 264.7, sendo que esse mecanismoepsee independente de O0xido nitrico
(NO), uma vez que o tratamento com ZnPPIX ndoailtes niveis de producédo de NO. Além
disso, macréfagos infectados, estimulados com\ilENratados com hemina mostraram um
aumento na producdo de NO. No entanto, essas £é&utndo infectadas e tratadas apenas
com hemina apresentaram uma maior replicacdo dasip@ar Durante a infeccam vivo,
observou-se que a atividade de HO-1 ndo ocasiolenagbes expressivas na patologia dos
orgaos periféricos de camundongos BALB/c e C57Bhféctados comTl. gondii. Apesar
disso, camundongos de ambas as linhagens tratamosZoPPIX apresentaram maior
parasitismo tecidual no pulméo, enquanto que artrahto com hemina diminuiu a replicacéo
do parasito no intestino e pulmdo de camundongd@UB. A mensuracdo de citocinas
(IFN-y, TNF, TGFg e IL-10) no soro dos animais infectados e tratacto® hemina ou
ZnPPIX mostrou que a inducéo ou inibicdo de HO-4 alfera significativamente os niveis
sorologicos de citocinas nos animais BALB/c e C5BBInfectados conT. gondii.. Em
conclusao, nossos dados sugerem que o aumentdvideadeg de HO-1 é importante para
diminuir a replicacdo d&. gondii no pulméo e no intestino delgado, embora sejasséda a
elucidacdo dos mecanismos envolvidos. Além dissomecanismos mediados pela HO-1
durante a infeccao pdr. gondii sdo diferentes vitro e in vivo, uma vez que o0 aumento da
atividade de HO-1 potencializa a multiplicagéo deagitoin vitro.
Palavras-chave:Camundongo8ALB/c e C57BL/6, citocinas, heme oxigenase-1, hmani

oxido nitrico, Toxoplasma gondii, ZnPPIX
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an apicomplexan parasite characterized to mdype 1 immune
response in infected hosts. The parasite has adwioié distribution and the more severe
forms of the disease occur mainly in immunocompeaaiindividuals. Heme oxygenase-1
(HO-1) is the enzyme that catabolizes free heme ithduces an intense inflammatory
response. Furthermore, the expression of HO-1dsded by different stimuli, triggering an
anti-inflammatory response during biological strdasorder to investigate the role of HO-1
during T. gondii infection, RAW 264.7 macrophages were infected viRiH strain ofT.
gondii and treated with zinc protoporphyrin IX (ZnPPIX) leemin, which inhibit or induce
HO-1 expression, respectively. To verify the rofeH®-1 duringin vivo infection, BALB/c
and C57BL/6 mice were infected with ME49 strainTofgondii and treated with hemin or
ZnPPIX during 12 days. The results showed that itthebition of HO-1 decreased the
parasitism in murine RAW 264.7 macrophages andrtt@dgshanism seems to be independent
of nitric oxide (NO), since ZnPPIX treatment didtralter NO production. In addition,
infected RAW 264.7 macrophages stimulated with fFid treated with hemin presented an
increase in NO production; on the other hand, RAM!.2 cells treated with hemin presented
higher parasite replication in comparison with ricgated ones. Duringn vivo infection, we
observed that the activity of HO-1 did not altee thflammatory changes in the organsrof
gondii infected BALB/c and C57BL/6 mice. Interestingly,tbamice lineages treated with
ZnPPIX showed higher parasitism in the lung, whereeatment with hemin decreased the
replication of the parasite in the lung and smadéstine of C57BL/6. The levels of IFp-
TNF, TGF and IL-10 in the sera of infected animals wereaitdred with the inhibition or
induction of HO-1 activity. In conclusion, our daaggest that the increased HO-1 activity is
important to decreas@&. gondii replication in the lung and small intestine, altbb the
mechanisms involved need to be elucidated. Additlgnthe mechanisms mediated by HO-1
in T. gondii infection are differentn vitro andin vivo, since the increased HO-1 activity
enhances the parasite multiplicatiorvitro.

Key words: BALB/c and C57BL/6 mice, cytokines, heme oxygenaseitric oxide, hemin,
Toxoplasma gondii, ZnPPIX
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1. INTRODUCAO

1.1.Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatorio, perteneeio filo
Apicomplexa, e ordem Coccidia (REY, 2001). A priraailescricdo do parasito foi feita em
1908 por Nicole e Manceaux, que encontraram 0 podi@o nos tecidos do roedor
Ctenodactylus gundi na Tunisia e por Splendore, no Brasil, que enoantr parasito em
coelhos usados para experimentos laboratoriais E2(JR2008).

T. gondii € capaz de infectar uma série de aves e mamifiegsive humanos, e
ainda tem a capacidade de se multiplicar na magagacélulas dos hospedeiros (DUBEY,
2004; ELMOREg€t al., 2010), apresentando uma alta prevaléncia mumdi@hportancia
médica e veterinaria (TENTER; HECKEROTH; WEISS, @0No entanto, a infeccao pelo
parasito é assintoméatica na maioria dos adultos riangas, sendo que apenas
aproximadamente 10% dos casos apresentam sintod@especificos que raramente
precisam de tratamento (MONTOYA,; LIESENFIELD, 20)BEY; JONES, 2008).

Os parasitos pertencentes ao filo Apicomplexasamtam caracteristicas comuns,
como a presenca de um complexo apical compostoopganelas peculiares, tais como
roptrias, micronemas, anel polar e condide. Asoniemas e roptrias sdo organelas secretoras
responsaveis pela mobilidade do parasito, adesdovasdo da célula hospedeira
(CARRUTHERS, 1999; MORRISSETE; SIBLEY, 2002).

T. gondii apresenta trés estagios infecciosos: taquizaltagregaachys = rapido; em
grupos ou clones), formas caracteristicas da fgisgaae responsavel pela penetracdo ativa na
célula hospedeira, na qual se multiplicam assexnedte por divisdes binarias; bradizoitas
(do gregobrady = lento, em cistos teciduais), formas que pelagée imposta pela resposta
imune encontram-se dentro de cistos sob replicdgdta na fase cronica da infeccao;
esporozoitas (contidos dentro dos oocistos liberads fezes de felideos), que corresponde
as formas infectantes oriundas do processo de degdio sexuada do parasito (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998; DUBEY, 2008; JONES; DUBEY,12). Os cistos teciduais de
gondii sdo encontrados em diferentes 6rgéos, tais cornmodpu figado e rim, porém, sao
mais prevalentes nos tecidos muscular e nervosiyindo o cérebro, olho, muasculos
esqueléticos e cardiacos. Esses cistos tecidudésrppermanecer latentes no hospedeiro por
toda sua vida sem Ihe causar danos ou desencadh@aresposta inflamatoria (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998)
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As cepas dd. gondii isoladas em humanos e outros animais na Europaé&iéardo
Norte sao classificadas em trés linhagens gendtipas |, 1l e 1ll). Entretanto, existem ainda
cepas “‘recombinantes”, que se assemelham as ir&spprs linhagens genéticas, ou cepas
“exoticas”, que apresentam perfil genético difeeedas demais (HOWE; SIBLEY, 1995;
BOOTHROYD; GRIGG, 2002). As cepas do tipo | (RHN'Ee Martin) séo virulentas em
camundongos, podendo levar a morte desses animeasitd a fase aguda da infecgéao,
enquanto as cepas do tipo Il (ME-49, PDS e PLKIJ ¢0EP e VEG) sédo raramente fatais
durante a fase aguda, mas desencadeiam diversaaca#is histologicas nos hospedeiros
durante a fase crbénica (SUZUKI; COLLIN; REMINGTON989; APPLEFORD; SMITH,
2000). As cepas “exéticas” estdo associadas aafoatinicas graves de toxoplasmose ocular
em locais como a Africa e o Brasil (KHAM al., 2006; AJZENBERG: al., 2009).

1.2. Ciclo de vida

Os felideos, como os gatos domésticos e selvag@osys hospedeiros definitivos de
T. gondii, uma vez que o estagio sexuado do parasito aeontedntestino delgado desses
animais (DUBEY; JONES, 2008; SKARIAEt al., 2010).

O estagio sexuado inicia-se quando os hospedatermediarios ingerem alguma das
trés formas infectantes do parasito: taquizoitesjiboitas ou esporozoitas. Apds a ingestéo
de cistos teciduais, a parede do cisto é degrgo@mdanzimas proteoliticas no estbmago e no
intestino delgado. Entéo, bradizoitas proveniedtsscistos penetram nas células epiteliais do
intestino delgado e multiplicam-se assexuadamente pPm processo denominado
endodiogenia (merogonia), dando origem a merozaftiaaterior do vacuolo parasitoforo. Os
merozoitos, entdo, dardo origem aos gametas massudi femininos. O gameta feminino é
entdo fecundado pelo masculino e apos a fertilzagéformacdo da parede do oocisto €
iniciada em volta do zigoto, ocorre entédo a libécagos mesmos no limen intestinal através
da ruptura das células epiteliais intestinais miak¢do nas fezes dos felideos (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998; FERGUSQN002; DUBEY, 2004; SKARIAHet al., 2010). Os
oocistos ndo esporulados liberados nas fezes tidsds, em condi¢cdes ideais de temperatura
e umidade desenvolvem-se em oocistos esporuladagjas contem dois esporocistos com
quatro esporozoitas cada (DUBEY; LINDSAY; SPEER&DUBEY, 2004).

A fase assexuada do ciclo @iegondii ocorre em ambos os hospedeiros, através da
ingestdo de cistos teciduais ou agua e alimentotamnados com oocistos esporulados.
Apos a ingestdo de uma das formas infectantes rdsiftg este invade as células epiteliais do

intestino delgado de seu hospedeiro e se diferesmmiataquizoitas. Apds uma série de
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multiplicaces, os taquizoitas disseminam-se pat@® tecidos do hospedeiro, completando
assim o ciclo assexuado (BOOTHROYD, 2000; DUBEYQ£LMBLACK; SKARIAH et al.,
2010).

Além da transmissao pela via fecal-oral, comum desais parasitos da ordem
Coccidia, T. gondii pode ser transmitido pela via transplacentarigpou carnivorismo. A
infeccdo porT. gondii durante a gestacdo pode desencadear a infeccésiodou aborto
(DUBEY, 2004). A infeccao tardia, ou seja, no tex@erimestre de gestacdo, geralmente é
menos grave que aquela ocorrida no primeiro trireed® gestacdo; sendo que no inicio da
gestacdo pode ocorrer uma forma grave da doendango levar a morte fetal no Utero ou
aborto espontaneo (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

1.3. Resposta imune ao parasito
A resposta imune a infeccdo pdr gondii é individual, complexa e
compartimentalizada. Essa variagcdo individual psde explicada pelo alto grau de
diversidade genética do hospedeiro. Além disscarasito € capaz de infectar uma série de
tecidos, e a resposta imune é especifica em caddognsitios de infeccdo (FILISETTI;
CANDOLFI, 2004).

A imunidade celular é considerada o elemento chdavesposta imune do hospedeiro
na infecgcdo poiT. gondii. Fazem parte dessa resposta macrofagos, linfo€itescélulas
“natural killer” (NK) juntamente com uma série déocinas. Os anticorpos, apesar de
apresentarem um papel secundario na resposta iamrpatdogeno, sdo essenciais para o
diagndstico da toxoplasmose (FILISETTI; CANDOLFD(2).

Na fase aguda da infeccao gorgondii, neutréfilos, macréfagos e células dendriticas
produzem interleucina (IL)-12, a qual induz a prgiitude interferon (IFNy-por células NK,
aumentando assim a atividade microbicida dos mago&f (GAZZINELLI et al., 1994;
BLISS; ZHANG; DENKERS, 1999). As atividades antigsitarias dos macrofagos incluem
mecanismos oxidativos e nao oxidativos (DIEGl., 1988; HUGHES, 1988), bem como a
inducdo da indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO), eazimsponsavel pela degradacdo do
triptofano, um aminoacido que é necessario paspkcacéo dd. gondii (PFEFFERKORN
et al., 1986). Estudos anteriores mostraram que a ativde macréfagos por IFNe fator de
necrose tumoral (TNF) induzem a producdo de altesishde intermediarios reativos de
nitrogénio, que estao involvidos no controle ddicapdo do parasito (ADAMEt al., 1990;

LANGERMANS et al., 1992). Contudo, mecanismos independentes dananzxido nitrico
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sintase induzivel (INOS), estdo involvidos na tésisia aT. gondii, uma vez que
camundongos “knockout” para a enzima sédo resigentefeccao (SILVAet al., 2002).

O parasito desencadeia uma resposta do tipo Tha,wez que macrofagos, células
NK, células dendriticas e neutrofilos produzemaiitas pro-inflamatérias como TNF, IFN-

e IL-12, levando a uma forte resposta mediada gtulas (DENKERS; GAZZINELLI,
1998). Recentemente, foi verificado a importamwareceptor de quimiocina CC 7 (CCR7)
para a resisténcia do hospedeir®d. gondii, uma vez que camundongos “knockout” para o
receptor sdo mais suscetiveis ao parasito, e Cadlitd o desencadeamento de uma resposta
Thl e consequente producédo de NFRNOORet al., 2010). Outro receptor de quimiocinas,
CCR2, também esta envolvido no recrutamento ddaséluCD4, macrdfagos e células NK
para sitios importantes de infec¢do, como o imestelgado (BENEVIDESt al., 2008).

Diante da infec¢ao por. gondii, diferentes linhagens de camundongos desenvolvem
uma forte resposta Thl, independentemente de smletipos do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) (GAZZINELLEt al., 1991; GAZZINELLI et al., 1992). Além
disso, o “backgroud” genético dos camundongos pasecdeterminante para a resisténcia ou
suscetibilidade ao parasito, uma vez que camundo@fYBL/6 sdo mais suscetiveis a
infeccdo que camundongos BALB/c (McLEO& al., 1989a.; McLEODet al.,1989b;
SUZUKI et al., 1995; RESENDEt al., 2008).

Apesar do controle da replicacéo Hegondii ser dependente da producéo de K-N-
(YAP; SHER, 1999; SILVAet al., 2002), a producao de citocinas pro-inflamatopadge
contribuir para as alteracdes histolégicas da dodENKERS; GAZZINELLI, 1998).
Sendo assim, a regulacdo da resposta imune paineitoanti-inflamatérias, como IL-10, é
importante para o controle de uma resposta Thleesada (SUZUKIlet al., 2000).
Recentemente foi observado que a gravidade daatitedbxoplasmica na fase cronica da
doenca pode estar relacionada a alta expressamldeutas de adesdo no sistema nervoso
central (SNC), tais como ALCAM (molécula de ades@tular de leucdcitos ativados) e
VCAM-1 (molécula de adeséo celular vascular-1) {&iLet al., 2010).

1.4. A heme

A heme € um grupo prostético resultado da combmédedorotoporfirina IX e ferro no
seu estado ferroso (B (GUYTON; HALL, 2006). As proteinas que contem leenas
hemeproteinas, desempenham diversas funcdes noistnga tais como transferéncia de

elétrons, peroxidases, catalases, oxidases, Oxtdoonredutases e transporte de oxigénio
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(YEUNG; LU, 2008). Esse grupo prostético é prodozidnto pelas mitocdndrias quanto
pelos apicoplastos dos parasitos do filo Apicompl@XISHI et al., 2008). Quando a heme
nao esta ligada a sua porcdo protéica, sendo deadaniheme livre, o ferro pode ser
convertido, de maneira irreversivel, dé'Feara seu estado férrico fHe(NILSON; COX,
2006).

O efeito citotoxico da heme livre esta relacionadm a capacidade do ferro que esta
contido em seu anel de protoporfirina de atravessanbranas celulares. O ferro age como
um potente pré-oxidante, induzindo a formacdo dee@es reativas de oxigénio (ROS)
(BALLA et al., 2000). A heme liberada em situa¢des de hemoliseechemorragia tem um
papel quimiotatico, atraindo neutréfilos e estimdia a formacdo de ROS, amplificando a
resposta inflamatdria (PORT@& al., 2007). Em condicbes de homeostase, o efeito pro-
oxidante da heme livre é controlado através dagaseda heme em hemeproteinas. Porém,
em situacdes de estresse oxidativo algumas hereé@pastpodem liberar seu grupo heme, que
podem catalisar a producdo de radicais livres deeira incontrolavel (GOZZELINO;
JENEY; SOARES, 2010). Assim, a quantidade de henre Ildeve ser rigorosamente
controlada para manter a homeostase celular, deitanndicées patologicas (WAGENER
al., 2003).

1.5. Heme-oxigenase: funcdes e resposta imune

A Heme-oxigenase (HO) € uma enzima que reguldabcbsmo da heme, sendo que
esse processo leva a formacao de pigmentos derhilna, ferro livre e monoxido de carbono
(CO). A biliverdina é entdo convertida em bilirrn@ipela biliverdina redutase enquanto a
presenca de ferro livre induz a expressdo de ifegrituma proteina responsavel pelo
armazenamento de ferro (TENHUNEN et al.,, 1969; SBBRBACH, 2009). HO esta
presente em varias formas de vida, como bactdéuagps, plantas e mamiferos, protegendo
as células de um estresse oxidativo induzido pelaeh(CICCARELLI et al., 2006).
Atualmente, sabe-se que existem trés isoformas {HEO-2 e HO-3) da enzima que
catalisam a reacdo de degradacdo da heme. A exprdssHO varia de acordo com o0s
diferentes tecidos, sendo mais significativa nasdtes envolvidos com o metabolismo de
eritrocitos ou hemoglobina, como o bacgo, figadoeslua 6ssea (RYTER; ALAM; CHOI,
2006). Em condicdes fisioldégicas normais, a maidaa células expressa niveis baixos ou
indetectaveis de HO-1, enquanto HO-2 € constitoterste expressa principalmente no
cérebro e nos testiculos (OTTERBEIN; CHOI, 2000; @ENERet al., 2003; FERREIR Aet

al., 2008). A caracterizagdo da isoforma HO-3 ainda @ bem elucidada, e estudos
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anteriores tém demonstrado que, em ratos, os gpaes HO-3 ndo sao funcionais
(HAYASHI et al., 2004).

A principal funcdo da HO-1 é evitar o acumulo d@enk livre (TENHUNENEet al.,
1969). Contudo, a enzima € induzida por diverstisnats, como 6xido nitrico, citocinas e
fatores de crescimento, metaloporfirinas, peroxido hidrogénio e metabdlitos lipidicos
(RYTER; ALAM; CHOI, 2006). Apesar da funcdo da HO+fEo ser completamente
elucidada, estudos anteriores sugerem que a inderpddgena de HO-1 promove efeitos
citoprotetores (SOARESet al., 2009; GOZZELINO; JENEY; SOARES, 2010), anti-
inflamatoérios (OTTERBEINet al., 2000; KAPTURCZAK et al., 2004) e anti-apoptéticos
(ZUCKERBRAUN €t al., 2003).

O papel da HO-1 é importante em uma série de gsoseinflamatérios. Em um
modelo experimental de sepse, observou-se queugdodde HO-1 através de indutores
farmacolégicos ou através da transfeccdo de geaeendima aumenta a sobrevida dos
camundongos tratados (TSO#lal., 2009). Estudos recentes mostraram que a indidgao
HO-1 durante a inflamacédo das vias aéreas indymdaovalbumina reduz a producéo de
citocinas proé-inflamatérias e diminui o nimero déltrados inflamatorios e a eosinofilia no
pulmdo de camundongos BALB/c (LEH al., 2010). O papel protetor da HO-1 durante
doenca pulmonar aguda induzida por lipopolissaeasdLPS) em camundongos da mesma
linhagem esta relacionado também com a modulacgatina da expressdo do fator de
inibicdo de migracdo de macréfagos (MIF) no te@dbmonar (YINet al., 2010).A enzima
parece ser importante também em doencas hepatis;rana vez que sua inibicdo nos rins
de animas experimentais agrava a patogenia daad@eniOet al., 2011). Além disso, a HO-

1 participa na modulacdo da resposta imune diantghnismos infecciosos, como virus da
hepatite C (ZHUEet al., 2008).

Estudos anteriores demonstraram que HO-1 possuipapel importante durante
infeccdes parasitarias. Animais BALB/c infectadomdlasmodium berghei sdo resistentes a
malaria cerebral experimental (ECM) e apresentaos aliveis de HO-1 comparados aos
animais C57BL/6, que s&o suscetiveis ao parasit@an@ camundongos BALB/c sao
tratados com um inibidor da HO, protoporfirina dace IX (ZnPPIX), apresentam altos
indices de inflamagdo do sistema nervoso e romponela barreira hematocefalica,
provocado pela acdo de ROS as juncdes oclusivasngméém a integridade da barreira.
Contrariamente, o tratamento dos animais C57BL/M am indutor da HO-1, protoporfirina
de cobalto IX (CoPPIX), contribuiu para o aumerdacsdbrevida desses animais e diminuicéo

da incidéncia de ECM (PAMPLONA al., 2007). Em contraste ao seu papel benéfico para o
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hospedeiro durante a fase cerebral, na fase hapfdiénfeccdo, os esporozoitos induzem a
expressdo de HO-1 pelos hepatécitos, macréfagesiadditos do figado. Essa expressao
promove uma protecdo contra a resposta imunolégica hospedeiro e permite o
desenvolvimento do parasito nessa fase da infe@@BPHANIO et al., 2008). Ainda nas
formas ndo cerebrais da maléria, o efeito citotbxda heme no figado € revertido pela
expressdo de HO-1. Como consequiéncia, hd uma dg&ndos danos hepaticos causados
durante a infeccéo, independente da carga parasi#aexpressao de HO-1 nos hepatdcitos
também € importante para controlar a apoptose eegiar TNF nessas células (SEIXAS,

al., 2009).

Outro trabalho mostrou que a infeccdo de macrofagnsamastigotas desishmania
pifanoi, resulta em um aumento da expressdo de HO-1, com@ossivel mecanismo de
evasdo do parasito. Esse aumento desencadeia uixea dxpressao de superoxidos
importantes na eliminacdo do parasito. Quandovadatie de HO-1 é reduzida pela adicao de
inibidores, é observado um aumento da producaaperéxidos, enquanto que na presenca
de indutores de HO-1, a producdo de superoxidasdézida (PHAM; MOURIZ; KIMA,
2005).

A deficiéncia em HO-1 esta associada a uma ativegacerbada de macrofagos e
células T, levando a um desenvolvimento de um Igadominantemente pro-inflamatorio.
Quando células de baco de animais “knockout” pafalHHO-I") sdo estimulados com
LPS eles apresentam uma alta producado de citopmiasflamatorias, tais como IL-1, IL-6 e
TNF em relacédo aos animais HOX(KAPTURCZAK et al., 2004). A inducdo da HO-1
resulta na inibicdo de uma série de mecanismosreetla resposta imune. A citotoxicidade
mediada por células T e células NK é significatieate reduzida quando a atividade da
enzima € aumentada (WQ#Dal., 1998).

Recentemente foi observado que a inibicdo de H@dlz a ativacéo, proliferacéo e
maturacio de células T "naive" CD& CD8, sugerindo um papel importante da enzima no
controle da proliferagdo dessas células (BWURal., 2010). De forma similar, outros estudos
demonstraram que a inducéo de HO-1 em células T @fadas diminui a proliferacéo das
mesmas (BIBURGERt al., 2010). A HO-1 também é importante para o furemento das
células T reguladoras (Tregs), porém, a sua capdeicdupressora nao € dependente da
expressao propria da enzima (ZELENA¥al., 2007; GEORGEet al., 2008). Entretanto, a
atividade das Tregs esta relacionada com a HO-4epre nas células apresentadoras de

antigeno, uma vez que estudos anteriores demarstigue células Tregs co-cultivadas com
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células dendriticas provenientes de animais FiOpbssuem sua atividade supressora
diminuida (GEORGt al., 2008).

No entanto, a HO-1 parece ter um efeito duplo dergrocessos inflamatorios.
Estudos prévios mostraram que a bilirrubina, prerée da acdo catalitica de HO-1, pode
levar a apoptose de neurdnios (GROJE#&NI., 2000). A alta expressdo de HO-1 também
contribui para os danos patolégicos causados pemgds degenerativas do sistema nervoso
(SCHIPPER, 2000). Por outro lado, um aumento nadatie de HO-1 pode ser considerado
citoprotetor por remover a heme livre, a qual poaka afinidade por constituintes celulares
como proteinas, lipideos e cromatina, sendo geero fivre pode causar a formacédo de ROS,
desencadeando efeitos maléficos para a célula (MSINGIBBS, 2005). Assim, a HO-1
pode modular a resposta imunolégica de maneirasghntes, sendo que sua acdo benéfica
ou prejudicial parece ser dependente do contexiguaba enzima é induzida (DONsBal.,
2000; MAINES; GIBBS, 2005).

1.6. Mecanismos de ac¢ao dos produtos finais daatiade de HO-1

Os produtos cataliticos da via da HO-1 também eptam efeitos protetores. Em
condi¢des fisiologicas, CO € uma molécula regudmsencial para o controle de reacdes
inflamatodrias e pode conter o efeito deletério aeausérie de condi¢Bes inflamatérias
experimentais (SOARES; BACH, 2009). Células expoataCO liberam em poucos minutos
uma pequena quantidade de ROS produzidos pela Gndde, os quais podem ativar
diferentes vias de sinalizacdo, como a via da prateinase ativada por mitégeno (MAPK)
p38, que pode ser critica para o efeito citoprot@¢oHO-1 e de CO (GOZZELINO; JENEY;
SOARES, 2010). Estudos anteriores mostraram qué C&paz de conferir protecdo a danos
hepaticos em camundongos e diminuir a apoptoseaa@edgor TNF em hepatdcitos. Esse
efeito protetor esta diretamente ligado a ativagdoHO-1 através da producdo de 6xido
nitrico (NO) (ZUCKERBRAUNZet al., 2003). Em contraste, outros estudos demonstraram
que os efeitos mediados pela acdo de CO sao indepess da producdo de NO. Em
condicOes experimentais, CO é capaz de inibir dyg@o de citocinas pro-inflamatorias, tais
como TNF, IL-B e proteina-& inflamatéria de macréfago (MIPa) in vitro e in vivo e
induzir a producdo da citocina anti-inflamatoriallQ (OTTERBEINet al., 2000). Além
disso, a inalacdo de baixas doses de CO é capamodalar a resposta imune durante
inflamacgé&o induzida nas vias aéreas de camundqAdSREDESet al. 2003).Com relacao
a infeccdes parasitarias, a administracdo de Céntkia infeccéo pd?. berghel também foi

capaz de atenuar as alteracdes histologicas nbroé&e animais infectados (PAMPLONA
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al., 2007), porém levou a um aumento do parasitismfigado de camundongos infectados
(EPIPHANIOet al., 2008).

Tanto a biliverdina quanto a bilirrubina podem aprdar papéis protetores em
situacOes de estresse bioldgico. Assim, estudasiams mostraram que ambas tem papel
importante na protecdo de células epiteliais didatestimulacdo por LPS (JANSENal.,
2010). Outros trabalhos também demonstraram queatantento de camundongos com
biliverdina, um metabdlito da via de HO-1, possap@ protetor através da diminuicdo de
infiltrados de células T CD4e T CDS§, induzindo tolerdncia a transplantes cardiacos em
camundongos (YAMASHITAet al., 2005). A biliverdina também apresentou papelgioot
em doencas inflamatdrias no pulméo, uma vez quemdomgos que receberam esse produto
final da via da HO-1 mostraram-se mais resisteatepresentaram niveis mais baixos de
citocinas proé-inflamatoérias. Além disso, o tratatoed capaz de diminuir inflamacédo no
pulméo desses camundongos (KESHAV&NI ., 2005; SARADY-ANDREWSt al., 2005).

A administracdo de bilirrubina também confere thera a transplantes em camundongos,
visto que o tratamento aumenta a sobrevivénciardssnos e diminui a expressao de fatores
pro-inflamatdrios como TNF e proteina quimiotatiieamonaocitos-1 (MCP-1) (WAN@ al.,
2005).

A degradacdo da heme pela HO-1 resulta na proddgiderro livre, que é
potencialmente prejudicial, pois ele est4 associaderacao de radicais livres. No entanto, o
atomo de ferro instavel produzido regula positivatee expressao da ferritina, que se liga e
armazena o ion ferro e possui propriedades citejmmats (SOARES; BACH, 2009;
GOZZELINO; JENEY; SOARES, 2010), como o efeito aptipttico durante o processo de
morte celular induzida por TNF em células HeLa ZZOet al., 2003). De forma similar, a
ferritina inibe a citdlise mediada por processoslavos em células endoteliais (BALL&
al., 1992).

Devido ao efeito anti-inflamatério de HO-1, decidsnavaliar o papel da enzima na
infeccdo porT. gondii em duas linhagens de camundongos, uma que degeraltdracdes
inflamatorias graves durante a infeccdo, C57BL/6s&e@ mais suscetiveis, e outra que
desenvolvem alteracfes inflamatdrias menos grav&oemais resistentes, BALB/c. Além
disso, como o efeito da HO-1 em infec¢ao pogondii ainda n&o foi avaliado, decidimos
verificar o seu papel direto no controle do pacasih linhagens celulares que sé&o capazes de

conter a replicacao do parasito quando estimuleaiz@sIFN-y.



23

2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose, doenca causada pelo protozo@rigondii, € uma doenca de
prevaléncia mundial e acomete principalmente iddios imunocomprometidos. Além disso,
a toxoplasmose congénita e a encefalite toxopl@ss#o as formas mais graves da doenca.
Os mecanismos de resposta imunoldgida gondii ndo sao totalmente elucidados, embora
seja sabido que o parasito induz uma resposta pim Thl em seus hospedeiros,
independentemente de seu “background” genético.

Sabe-se que a enzima HO-1 tem um papel importemteesposta imunoldgica em
diferentes situagBes de estresse biologico. A emzparticipa na resposta imune diante de
protozoarios com@&lasmodium e Leishmania.

Considerando que os mecanismos da resposta imiingoadii ainda ndo sdo bem
elucidados e que a enzima HO-1 participa na modalata imunidade frente a outros
protozoarios, novos dados podem ser adicionadosntendimento da resposta imune ao

parasito, através da elucidacéo da participacdtQlé na toxoplasmose experimental.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
O objetivo deste trabalho foi verificar o papellia-1 durante a infeccda vitro ein

vivo por T. gondii.

3.2. Objetivos especificos

* Analisar o efeito do bloqueio ou indu¢cdo de HO-1replicagdo deT. gondii em
macrofagos infectados;

» Verificar se a HO-1 esta relacionada a producadoxigo nitrico durante a infecgéo
por T. gondii;

» Avaliar as alteracdes histologicas ocorridas deranfase aguda da infecgdo gor
gondii quando a atividade de HO-1 estad bloqueada ou id@uzm camundongos
BALB/c e C57BL/6;

* Quantificar o parasitismo tecidual nos 6rgaos dauwramlongos BALB/c e C57BL/6
tratados com o inibidor ou indutor da atividadeHd®-1 e infectados cor. gondii;
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* Verificar o perfil de citocinas de animais tratadocom o inibidor ou indutor da

atividade de HO-1 e infectados cdmgondii.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Organismos infecciosos

4.1.1. Manutencéadn vitro da cepa RH deT. gondii

Os parasitos da cepa RH @legondii foram utilizados nos experimentosvitro. A
manutencdo do parasito foi feita através de passageriadas em células de linhagem
trofoblastica (BeWo). Para isso, o sobrenadantauttara de células BeWo infectadas com a
cepa RH deT. gondii nas quais as células se encontravam lisadas pel@sitos, foi
transferido para um tubo de 15 ml e centrifugadocpwo minutos a 1500 rpm a temperatura
ambiente para remocdo de restos celulares. O salaete contendo taquizoitas foi
ressuspenso em 0,5 ml de meio de cultura Roswell Mamorial Institute 1640 (RPMI
1640; Cultilab, Campinas — SP, Brasil) e inoculadosnovas garrafas contendo células da
linhagem BeWo.

Os taquizoitas provenientes das ceélulas BeWo fan#ihzados para infeccdo de
linhagem de macréfagos RAW 264.7, os quais foraguieidos de ATCC (Manassas — VA,
USA). Esta linhagem foi estabelecida a partir dadgdo pelo virus Abelson da leucemia
murina. Para infec¢cdo dos macrofagos, o sobremadastcélulas BeWo contendo taquizoitas
foi ressuspenso em 0,5 ml de meio de cultura eriftgggdo por um minuto a 500 rpm.
Posteriormente, o sobrenadante contendo taquidnitas foi transferido para um tubo de 15
ml, centrifugado a 1500 rpm por cinco minutos emperatura ambiente e o “pellet” foi
ressuspenso em 1 ml de meio de Eagle modificado Dpdbecco (DMEM; Cultilab,

Campinas — SP, Brasil) para serem utilizados rex@@o das células RAW 264.7.

4.1.2. Manutencadn vivo da cepa ME49 deT. gondii

A cepa ME49 deT. gondii foi mantida em camundongos Swiss, 0s quais foram
inoculados por via intraperitoneal com 20 cistosTdgondii. Um més apos o inoculo, o
cérebro foi removido, lavado em solucéo salina tamga com fosfato (PBS) 0,01 M, estéril,
pH 7.2 e homogeneizado com uma seringa e agulh@ldee 25 x 7. O homogeneizado
cerebral foi novamente lavado por centrifugaco@9@0 rpm por 10 minutos em PBS. Os
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cistos cerebrais foram contados em microscopioudeutilizando uma objetiva de 10 x de
aumento e utilizados para a infeccdo dos animaAKREOSA et al., 2007).

4.2. Cultura de células RAW 264.7

A linhagem de macréfagos de camundongos RAW 2@4.Gultivada em garrafas de 25
cn? contendo meio DMEM suplementado com 10% de sdeb fevino inativado (Cultilab,
Campinas — SP, Brasil) e 1% de antibidticos (10000 de penicilina, e 100mg/ml de
estreptomicina) (Sigma Chem Co., St. Louis — MO AEUWAS células foram mantidas em
estufa umidificada a 37°C e 5% de diéxido de casl@®D,).

O repique de células foi realizado a cada trés@iaocedeu-se, brevemente, da seguinte
maneira: novo meio de cultura foi adicionado a afarde cultivo e com a ajuda de “cell
scrapers” as ceélulas foram retiradas e transfendaa tubo de 15 ml e centrifugadas, a
temperatura ambiente, por 5 minutos a 1500 rpnpelét” foi entdo ressuspenso em 1 ml de
meio de cultura contendo soro e distribuido em dwass garrafas de cultivo celular. O
excedente foi congelado em meio de congelamen®s @ meio de cultura a 10% de soro
fetal bovino e 10% de dimetilsulfoxido — DMSO).

4.3. Obtencgé&o de IFNy no sobrenadante de células L1210

A linhagem celular L1210 de células tumorais deéenia linfoblastica de murinos foi
mantida em meio RPMI 1640. A cada trés dias, oguepide células foi realizado e o
sobrenadante coletado e acondicionado em free@¥C &@é o momento do uso.

Para a determinag&o da concentracdo deylEbltida no sobrenadante, foi realizado
um Ensaio de Imunoabsorcéo por Ligacdo EnzimaktdSA) de acordo com as instrucdes
do fabricante (R&D Systems Inc., Minneapolis, MNJA). As concentragcfes da citocina nas
amostras de sobrenadante foram calculadas a gartima curva padrédo da citocina murina
recombinante. A concentracdo de IFMnacontrada no sobrenadante das células L121@foi d

13ng/ml.

4.4. Analise da viabilidade de células RAW 264.7atadas com ZnPPIX ou
hemina

Para a andlise da viabilidade celular dos macoSf&AW 264.7 apos o tratamento
com ZnPPIX ou hemina, as células foram tratadaaradpmente por 24 ou 48 horas com

ambos os farmacos e coradas com azul de triparurknotal de 100 células analisadas, foi
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verificado o niumero de células viaveis (ndo corgmasazul de tripan) e o nimero de células
nao viaveis (coradas pelo azul de tripan). Os tado$ foram expressos em porcentagem de

células viaveis. Células ndo tratadas foram utdksacomo controle.

4.5. Andlise do efeito de ZnPPIX ou hemina na pragdo de NO por macréfagos
RAW 264.7

Para analise da producédo de NO e citocinas, céRAM 264.7 foram centrifugadas por
5 minutos a 1500 rpm e ressuspensas em 1 ml dedeeaioltura contendo 10% de soro fetal
bovino. Posteriormente foram contadas em camarBladauer e as células ndo viaveis
excluidas pela coloracdo com azul de tripan. Apé&guste para a concentracédo de 3x10
células viaveis por poco (2Q0), as células foram plagueadas em placas de Q%spbgra a
infeccdo das células, a cepa RHTdegondii foi utilizada na proporgcédo de 3 parasitos por
célula, sendo que, apos 5 horas de infeccéo, o rma@ndendo parasitos livres foi removido e
um novo meio adicionado.

Os experimentos foram realizados em duas diferecteslicoes: 24 ou 48 horas de
tratamento. As células RAW 264.7 foram tratadab@4és antes e 24 horas apdés a infeccao
por T. gondii (condicdo 48 horas de tratamento) ou apenas a&watpdr 24 horas apos a
infeccdo com o parasito (condicdo de 24 horas aanrento). Quando na auséncia de
parasito, os macréfagos RAW 264.7 foram tratado2pmu 48 horas ininterruptamente.

Os tratamentos utilizados foram ZnPPIX (Sigma CHem, St. Louis — MO, EUA)
(10uM), hemina (Sigma Chem Co., St. Louis — MO, EUADU), IFN-y (1,5ng/ml) e/ou
LPS (Escherichia coli sorotipo 0111:B4; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MBUA) (1ug/ml).
Tanto ZnPPIX quanto hemina foram diluidos em urg@ de DMSO 10% em hidréxido de
sédio (NaOH) 0,1M (pH 13,0). Em ambas as condigieedratamento, células incubadas
apenas com meio de cultura foram utilizadas comtrale. Trés experimentos independentes

foram realizados em quadruplicata.

4.6. Andlise do efeito de ZnPPIX, hemina ou IFNy-na proliferagdo do parasito
em macréfagos RAW 264.7
Para verificar o efeito de ZnPPIX ou hemina naifen@cao do parasito, as células RAW
264.7 foram cultivadas sobre laminulas de vidrd8lenm em placas de cultura de 24 pocos

em uma concentracéo de 3%t@lulas viaveis por laminula (2(0).
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As células foram tratadas com ZnPPIX, hemina ouyfids condi¢cdes 24 ou 48 horas de
tratamento como descrito no item 4.5. Macrofagfectados e nao tratados foram utilizados
como controle.

Apos o tempo determinado de cada condicdo, asaséiotam lavadas com PBS, fixadas
com metanol gelado por 30 minutos e coradas corms$zieAs laminulas foram analisadas
em microscopio optico e os resultados expresso® ¢aka da infeccdo da seguinte maneira:
(a) porcentagem de células infectadas por 200akraminadas; (b) média do nimero total
de parasitos em 200 células examinadas, denomuw@do proliferacdo d&. gondii. Trés

experimentos independentes foram realizados enrupiazhta.

4.7. Determinagdo dos niveis de nitrito no sobredante de macréfagos RAW
264.7 tratadas com ZnPPIX, hemina, LPS ou IFNre infectadas ou n&o coni. gondii

A concentracao de nitrito em sobrenadantes deaseRIAW 264.7 foi mensurada pelo
método de Griess (GREEMNt al., 1982) como um indicativo da producdo de NO.
Brevemente, 5@ de sobrenadante de cultura foram homogeneizamtogeagente de Griess
[sulfanilamina 1% e diidroclorido de naftaleno (NBEO,1% na proporcédo 1:1] por 10
minutos e a absorbancia foi determinada em 590 Fonutilizado meio de cultura como
branco e os niveis de nitrito em cada amostra faaoulados a partir de uma curva padrao
de nitrito de sodio (NaN&£).

4.8. Animais experimentais

O presente estudo utilizou camundongos de 8-1Zrsasnde idade, das linhagens
BALB/c e C57BL/6, sendo que cada grupo de cadatiplm continha no minimo 6 animais.
Os animais foram adquiridos da Faculdade de MeagideRibeirdo Preto da Universidade de
Sdo Paulo e mantidos no Centro de Bioterismo e ritnpatacdo Animal (CBEA) da
Universidade Federal de Uberlandia, livres de patdg especificos, em ciclos de 12 horas
luz/escuro e livre acesso a ragdo e agua filt@dexperimento foi aprovado Comité de Etica
na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade émadl de Uberlandia (UFU) sob o
protocolo de numero 007/09 (ANEXO 1).

4.9. Inibicdo ou indugdo da atividade de HO-1 emaenundongos BALB/c e
C57BL/6
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Para inibicdo ou inducao da atividade de HO-1, 2§Rf& hemina, respectivamente,
foram diluidos em solugcdo aquosa de carbonato de $8laC0Os;) 50 mM (pH 9,0) e o
volume final ajustado com o mesmo volume de clorééo sédio (NaCl) 0,85%. Os
camundongos BALB/c e C57BL/6 foram tratados com RIXP (10mg/kg/dia), hemina
(5mg/kg/dia) ou apenas com o veiculo {8i@; + NaCl; grupo controle) subcutaneamente.
Os tratamentos iniciaram-se 1 dia antes da infepQ@®d. gondii e prosseguiram até o 11° dia

de infeccéao.

4.10. Infecg@o experimental, avaliacdo dos parames clinicos e coleta do
material

Apo6s 1 dia de tratamento, os camundongos BALBI&€BL/6 foram infectados por
via oral com 5 cistos da cepa ME49 Tegondii diluidos em 0,2ml de PBS e os animais
foram tratados por mais 11 dias com ZnPPIX, hemonaveiculo. Os animais foram
observados diariamente quanto a mortalidade, meabice alteracdes de peso individual
durante 12 dias ap6s a infeccdo. A avaliacdo daineme foi estabelecida utilizando um
sistema baseado em escores como previamente d8ARTLEY et al., 2006), de acordo
com o0s seguintes critérios: (0) pelo brilhantepetiativo; (1) pelo ouricado, animal ainda
ativo; (2) pelo arrepiado, animal pouco ativo; (#lo muito arrepiado, diminuicdo na
frequéncia de locomocao do animal; (4) pelo mume@mado, pouca movimentacdo do
animal.

No dia 12 apos a infeccdo, grupos de pelo menigsasgmais foram anestesiados
intraperitonealmente com Cetamina (Syntec BrasdaltCotia — SP, Brasil)/Xilazina
(Schering-Plough Coopers, Cotia — SP, Brazil) @mgse foi coletado por puncdo do plexo
retro orbital. Os animais foram entdo sacrificagos deslocamento cervical e os 0rgaos
periféricos (pulméo, coracgao, figado, baco, intestielgado) e o SNC, foram coletados. O
intestino delgado foi coletado em toda a sua eé#teres segmentado em quatro porgoes:
duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo. &s$oram lavadas com PBS e enroladas,
cuidadosamente, em finos palitos de madeira formamd “rolo suico”. Os 6érgdos foram
entdo fixados em formol tamponado 10% e incluidogparafina.

Para obtencdo do soro, apos a retracdo do coagsémgue foi centrifugado durante 5
minutos a 2000 rpm, o soro foi coletado e presengaé80 °C até o momento do uso.

4.11. Coloracédo pela Hematoxilina-eosina (HE) pardeterminacao das alteracdes

histoldgicas nos tecidos
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Os cortes teciduais foram desparafinados em diloante 30 minutos, re-hidratados
em alcodis de concentracdes decrescentes, 108535,70% durante 10 segundos cada. As
laminas contendo os cortes foram colocadas em &guante durante 15 minutos e
embebidas em Hematoxilina de Harris durante 30rsbggs Os cortes permaneceram por
mais 15 minutos em agua corrente e foram imerso&@sma-Floxina por 2 minutos. As
laminas foram lavadas em agua corrente rapidamentgesidratadas em alcodis de
concentracdes crescentes (70, 85, 95, 100%) dut@nsegundos cada e mantidas em xilol

por 10 minutos. As laminas foram montadas em lalasnel Entelan.

4.12. Imunohistoquimica para detec¢do de parasitos

O parasitismo tecidual foi avaliado no pulmdo, digae intestino delgado por
imunohistoquimica como previamente descrito (SIL@Aal., 2010). Resumidamente, os
cortes, desparafinizados, foram primeiramente iadab com peréxido de hidrogénio,(b4)
3% para bloguear a peroxidase enddgena. O resgajéraco foi feito em tampao citrato, pH
6,0, em forno microondas durante 5 minutos e asssifio especificos foram bloqueados pela
incubacdo dos cortes com leite desnatado 3% paniBQAtos (Molico; Nestlé Brasil Ltda.,
Séao Paulo — SP, Brasil). Feito isso, os cortesrfarecubados durante a noite toda, com soro
de Calomys callosus anti-T. gondii (produzido em nosso laboratorio através da infedgiC.
callosus com a cepa ME49 dE gondii) diluido em saponina 0,01%. O anticorpo secundario
utilizado foi imunoglobuina G (IgG) de cabra bidda anti-camundongo (Sigma Chemical
Co. St Louis, MO, EUA). A reacédo foi amplificadaanso o complexo avidina biotina
peroxidase (ABC) (Kit ABC, PK-4000; Vector Laboraes, Inc., Burlingame, CA, EUA) e
desenvolvida com 3 @liaminobenzidina (DAB; Sigma Chemical Co., St. ispiMO, EUA).
Os cortes foram contracorados com hematoxilinaatei$] montados entre lamina e laminula
e examinados em microscopio de luz. O parasitispealual foi avaliado contando-se o
namero de vacuolos parasitoéforos e estruturas bamiels a cistos presentes em 50 campos
microscépicos no pulmdo, nas quatro por¢des datintedelgado e por secc¢éo tecidual no
figado. As analises foram feitas utilizando-se whgtiva de 40x de aumento, em 2 secc¢des

teciduais por animal e no minimo utilizando-se Bras por grupo experimental.

4.13. Analises histolbgicas
Nas analises histoldgicas, foi avaliada a infiifi@ de leucdcitos no pulmao, intestino
delgado, figado e cérebro. O escore inflamatoiioe@alizado como previamente descrito por

Silva e colaboradores (2009). Os infiltrados infdmios no pulméo foram graduados de
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acordo com a infiltragd@o celular nos septos alveslam 40 campos microscopicos do tecido
pulmonar. No figado, focos inflamatoérios foram difarados, assim como areas necréticas
no parénquima, quando presentes. No intestincgsiges$ inflamatorias foram graduadas de
acordo com a presenca e extensao de infiltradtsmatorios na lamina propria e submucosa,
alargamento das vilosidades e aumento em sua aspeassim como presenca de necrose.
Para obter o escore do infiltrado inflamatorio MCS o numero total de focos inflamatorios
focais ou difusos foi quantificado em secfes s@giana bainha dos vasos sanguineos
(manguito perivascular), bem como a infiltracdocdtilas inflamatdrias nas meninges, que
também foi analisada. Os escores inflamatérios aagio periféricos e SNC foram
representados como unidades arbitrarias como sénd®, suave; 2 — 4, moderado; 4 — 6,
grave; e acima de 6, muito grave. Todas as andbsas feitas em 2 cortes histolégicos por
animal, em pelo menos 5 animais por grupo, comjetiod de 40 x de aumento, em ensaio
duplo cego. As alteracdes histoldgicas e o pasasititecidual foram concordantes entre 0os
individuos de um mesmo grupo e entre 0s cortesn@dssnos 0rgaos para cada camundongo.

4.14. Determinacao dos niveis de bilirrubina no s0 de animais tratados

Sabendo que a bilirrubina é um produto secundfaiatividade da enzima HO-1, os
niveis de bilirrubina foram entédo determinados rirpdo soro de animais infectados cdm
gondii e tratados com ZnPPIX, hemina ou veiculo, alénamestras advindas de animais
controles ndo tratados e nao infectados. A dosaigpemealizada com o uso de um kit
analitico (Labtest, Lagoa Santa —MG, Brasil). Aabancia foi determinada no comprimento

de onda de 520 nm e os resultados foram expressasgédl.

4.15. Detecgéo de IFNs IL-10, IL-12p70, TNF e TGF{3 nas amostras de soro de

animais infectados

A deteccdo de citocinas foi realizada pelo tedi¢SE sanduiche de acordo com as
instrucdes do fabricante como se segue: YFNL-12p70 e fator transformador de
crescimento (TGFB (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) e TNF e-10 (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA). Azentracdes das citocinas nas amostras
de soro foram calculadas a partir de uma curvagoadie citocinas murinas recombinantes. O
limite de deteccao para cada ensaio foi de 39 p@l¥il2p70), 31,3 pg/ml (IFNfe IL-10),
15,6 (TNF) e 15,6 pg/ml (TGB}. Os coeficientes de variacao intra e inter-enfiaaram

abaixo de 20% e 10%, respectivamente.
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4.16. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utili@aodprograma GraphPad Prisma 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Ododaforam expressos como média +
desvio padrdo dos grupos experimentais para tosl@exmerimentos, exceto os resultados de
dosagem de citocinas no sobrenadante dos soragjais foram expressos em mediana. A
comparacao de dados entre as linhagens C57BL/6 LaBBAfoi analisada pelo testede
Sudent, enquanto que a comparacédo entre as diferenteg;6es experimentais foi analisada
pelo teste ANOVA (“one-way”) e pelo pds-teste denparacdo multipla de Bonferroni. A
comparacao das diferencas das citocinas entralzgkns foi realizada pelo teste de Mann
Whitney e as diferencas entre as condicOes expei@sede cada linhagem foram analisadas
pelo teste de Kruskal Wallis. As diferencas foramsideradas estatisticamente significantes

guando p<0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Viabilidade celular de células RAW 264.7 tradas com ZnPPIX ou hemina

Para verificar se o inibidor da HO-1 (ZnPPIX) endutor da enzima (hemina) nao
alteram a viabilidade celular, macréfagos RAW 264oram tratados por 24 ou 48 horas e
coradas com azul de tripan.

As células incubadas durante 24 horas apenas gogicoou com ZnPPIX ou hemina
apresentaram em meédia, 70 a 75% de viabilidadereQsdtados obtidos mostraram que a
porcentagem de células viaveis para ambos os gatasinao foi estatisticamente diferente
quando comparada as células ndo tratadas (confeiggra 1A). Entretanto, quando as
células foram tratadas durante 48h observou-sequeda na viabilidade celular para 60%
(Figura 1B). Embora o numero de células vidveihidesido menor para a condicdo de 48
horas, foi observado que a morfologia das céluéas foi alterada devido aos tratamentos
recebidos ou mesmo na condicdo controle (Figur&m@yvavelmente a queda na viabilidade
das células seja devido a menor viabilidade dasnaegjuando cultivadas por um tempo
prolongado.

O teste de viabilidade celular foi também realizpeto ensaio de MTT (3-(4,5-di-
metilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo) clmmme descrito por Mosnann (1983). Este
meétodo colorimétrico consiste na capacidade danmenziesidrogenase mitocondrial nas

células vivas reduzirem o sal MTT no produto calordenominado formazana. Contudo, de
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acordo com os resultados obtidos do ensaio de MiETcélulas tratadas com ZnPPIX
apresentavam viabilidade celular inferior a 40%.aQlo as células eram observadas ao
microscopio invertido, foi possivel verificar quenarfologia das células ndo era alterada
diante do tratamento com ZnPPIX. Uma vez que ZnR¥ como um inibidor da HO-1 por
mecanismos de competicdo com a heme, pode ser spge potoporfirina alterou a
funcionalidade de hemeproteinas presentes na mided tais como o citocromo c,

influenciando na reducé&o do MTT ocorrida nessarwiga
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Figura 1. Viabilidade celular de macréfagos RAW 264.7 n&edtados e tratados por 24)(ou 48
horas B) com ZnPPIX (1QuM), hemina (1@M) ou apenas meio de cultura (controle). As células
foram coradas por azul de tripan e posteriormentdisadas em microscopio Optico. As células
coradas em azul foram consideradas inviaveis. @eslado representativos de um experimento
realizado em quintuplicata.
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Figura 2. Fotomicrografia representativa da morfologia d&lalas incubadas apenas com meio de cultura

(A), ZnPPIX (10uM) (B) ou hemina (1QuM) (C) por 48 horas. ApOs 48 horas de tratamento asasélu
foram coradas por azul de tripan. Imagem utilizaaddjetiva de 40 x de aumento.

5.2. Taxas de infeccdo de células RAW 264.7 infadas comT. gondii e tratadas
com ZnPPIX ou hemina

Para a determinagdo das taxas de infeccdo ddasc®AW 264.7, as mesmas foram
plagueadas sobre laminulas redondas de 13 mmddsaf@or 24 ou 48 horas com IRN-
ZnPPIX ou hemina e infectadas com parasitos daRepdeT. gondii. Foram analisadas 200
células por laminula e os resultados expressosteneno total de parasitos quantificados ou
porcentagem de células infectadas.

Quando tratados com IFpor 24 ou 48 horas, o parasitismo total foi dimiouhos
macréfagos quando comparado as demais condicdestalmento (ANOVA, p<0,05) (Figura
3A, 3B), bem como a porcentagem de células infest@NOVA, p<0,05) (Figura 3C, 3D).

De forma semelhante, os macrofagos tratados comPBh por 24 horas
apresentaram significativa reducao do parasitisma@@mparacdo aos macréfagos infectados
e ndo tratados (ANOVA, p<0,05) (Figura 3A). Embando se observou diferenca
estatisticamente significante, células tratadas @mPIX durante 48 horas apresentaram

uma tendéncia na diminui¢cdo do parasitismo (Fi@Ba A inibicdo da atividade de HO-1
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também diminuiu a porcentagem de células infectadato na condicdo 24 horas de
tratamento (ANOVA, p<0,05) (Figura 3C) quanto nadigéo 48 h de tratamento (ANOVA,
p<0,05) (Figura 3D). Entretanto, o efeito de liFMiostrou-se mais potente no controle do
parasito intracelular quando comparado com a diigdiouda atividade da HO-1 (Figura 3).
Quando as células foram tratadas com hemina pdrod&s, houve um expressivo
aumento do parasitismo total (ANOVA, p<0,05) (Fey8B). Embora esse fenbmeno nao
tenha sido observado na condicdo 24 horas, asasdiidtadas com hemina apresentaram
maior parasitismo do que aquelas tratadas com ZhBRI ambas as condi¢cdes (ANOVA,
p<0,05) (Figura 3A, 3B). Fato interessante foi queducdo da atividade da enzima através
do tratamento com hemina por 24 horas diminuiu @gmiagem de células infectadas em
comparacao as células infectadas e ndo estimu{@NOVA, p<0,05) (Figura 3C) e, na
condicdo 48 horas esse indice ndo foi alteradouf&i@D). Sendo assim, os resultados
mostram que a inibicdo da atividade da HO-1 é cagmzdiminuir o parasitismo de
macrofagos infectados com a cepa RHTdgondii, e que inducdo da enzima favorece a

multiplicagao do parasito.
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Figura 3. Efeitos dos tratamentos com IFN1,5 ng/ml), ZnPPIX (10pM) ou hemina (10uM) na
proliferacéo total4,B) e na porcentagem de macréfagos RAW 264.7 infest] D) porT. gondii ap6s 24

(A, C) ou 48 horasR, D) de tratamento. O indice de proliferacao totatesponde ao nimero de parasitos em
200 células analisadas. Para a porcentagem daséhfiéctadas foram analisadas 200 células. Ossdsiin
representativos de trés experimentos independestdizados em quadruplicataDiferencas estatisticas
significantes entre as diferentes condicdes (ANO¥Ads-teste de comparacdo multipla de Bonferroni,
p<0,05).

5.3. A inducdo da atividade da HO-1 potencializa groducdo de NO em
macrofagos murinos RAW 264.7 mesmo na presenca degondii

Como um indicativo da produgédo de NO, os niveiitio foram mensurados no
sobrenadante de macrofagos RAW 264.7 infectados Tcogondii submetidos ou ndo ao
tratamento com LPS, IFM-ZnPPIX ou hemina, como descrito no item 4.7 deekias e

Métodos.



36

As células RAW 264.7 tratadas por 24 ou 48 homs tFNy ou IFNy + LPS
apresentaram maior producdo de NO em relacdo almgéultivadas apenas com meio de
cultura (ANOVA, p<0,05) (Figuras 4A, 4B, barrasiteas). A adicdo de ZnPPIX ou hemina
aos macrofagos ndo induz um aumento na produc@Qjeembora células tratadas com
hemina durante 48 horas apresentaram uma produg&oetevada de NO em comparacao
com células tratadas apenas com ZnPPIX (tedeeSudent, p=0,0166) (Figura 4B, barras
cinzas). A adicdo de ZnPPIX aos macrofagos estidosd com IFN¢ ou IFNy + LPS néo
potencializa a producdo de NO, assim como a adiedzemina aos macrofagos estimulados
com IFNy (Figura 4). Entretanto, a adicdo de hemina aosafegos estimulados durante 24
ou 48 horas com IFN-+ LPS estimula maior producdo de NO em relacaehdas tratadas
apenas com IFN-+ LPS (teste de Sudent, p<0,0002 e p=0,0127, respectivamente) ou com
ZnPPIX + IFNy + LPS (testd de Sudent, p=0,0002) (Figuras 4A, 4B). De forma geral, o
tratamento com hemina aparentemente induz uma mpaducdo de NO pelas células RAW
264.7 do que aguelas tratadas com ZnPPIX.

Quando as células foram infectadas cbrgondii, observou-se que o parasito, de
maneira geral, diminui a producdo de NO em ambasrdicdes de tratamento (Figuras 4A,
4B, barras pretas). Para a condicdo 24 horas @enteato foi observado que as células RAW
264.7 infectadas e tratadas com IFMu IFNy + ZnPPIX apresentaram uma diminuicado
significativa dos niveis de nitrito em relacdo assmas condi¢cdes na auséncia do parasito
(testet de Student, p=0,0004; p=0,0192, respectivamente) (Figura 4%).forma similar, na
condicdo 48 horas de tratamento os macrofagos RAW72infectados con¥. gondii
apresentaram baixos niveis de NO mesmo quandaldsatzom IFNy ou IFNy + ZnPPIX
(testet de Sudent, p=0,0014; p<0,0059, respectivamente) (Figura Apgsar da producao de
NO induzida por IFN¢ + hemina ter sido reduzida diante da infec¢cao pogondii (testet
de Sudent, p=0,0027), as células que receberam esse estipurio24 ou 48 horas
apresentaram maior concentracdo de nitrito no sadente do que ascélulas apenas
infectadas (ANOVA, p<0,05) ou do que as célulatattas com IFNt+ ZnPPIX (testd de
Sudent, p<0,0001) (Figuras 4A, 4B).
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Figura 4. Producédo de 6xido nitrico (NO) por macréfagos masiestimulados e/ou infectados com
T. gondii. Células RAW 264.7 foram tratadas com I§Kt,5 ng/ml) e/ou LPS (fig/ml) na auséncia
(barras brancas) ou presenca do inibidor (ZnPP1X gM; barras cinza claro) ou indutor (hemina —
10 pM; barras cinza escuro) da heme oxigenase-1 (H@ldn disso, macrofagos infectados cbm
gondii (barras pretas) foram ou ndo tratados com heminZn®PIX e/ou IFN¢ por 24 A) ou 48
horas B). A concentracao de nitrito no sobrenadante deureuifoi determinada pelo método de
Griess. Os dados séao representativos de trés mggads independentes realizados em quadruplicata
para cada condicdoDiferencas estatisticas significantes em relacdeaarole (meio, ZnPPIX,
hemina ouT. gondii) de cada condicdo (ANOVA e poés-teste de comparagiipla de Bonferroni,
p<0,05).*Comparacédo entre macréfagos infectados Togondii e aqueles nas mesmas condigbes
ndo infectados (testede Sudent, p<0,05).°Diferenca estatistica entre células tratadas camirta e
aguelas nas mesmas condi¢cdes na auséncia de hemiRIX ouT. gondii (testet de Student,
p<0,05). Diferencas estatisticas significantes entre os @fiagos nas mesmas condi¢des, tratados
com ZnPPIX ou hemina (testele Sudent, p<0,05)
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5.4. Niveis de bilirrubina no soro de animais treados com o indutor ou inibidor
da HO-1

Com o intuito de verificar se a infec¢ao fogondii é capaz de induzir a atividade de
HO-1, os niveis de bilirrubina foram mensuradosagnostras de soro de animais infectados.
Além disso, o efeito de inibicdo ou inducdo daidéide de HO-1 por ZnPPIX ou hemina,
respectivamente, também foi analisado pela detedg&oniveis de bilirrubina no soro de
camundongos BALB/c e C57BL/6 tratados 24 horassaatél dias apds a infeccdo gdor
gondii. Soros de animais néo tratados e nao infectadasfosados como controle.

Para ambas as linhagens, foi observado que ois diedilirrubina aumentam durante
a infeccdo pofl. gondii (ANOVA, p<0,05) (Figuras 5A, 5B), indicando quenéeccao pelo
parasito aumenta a atividade da HO-1. Contudoatrtrento com ZnPPIX foi capaz de
diminuir os niveis de bilirrubina nos soro de canmmgos BALB/c e C57BL/6 (ANOVA,
p<0,05) (Figuras 5A, 5B), indicando que a drogagaez de reduzir, pelo menos em parte, a
atividade de HO-1. Por outro lado, quando os camogos foram tratados com hemina,
observou-se um aumento nos niveis de bilirrubinssamo dos camundongos de ambas as
linhagens (ANOVA, p<0,05) (Figuras 5A, 5B), sugeomue essa droga € capaz de aumentar
a atividade da enzima. Os animais BALB/c apreseraparentemente maiores niveis de
bilirrubina e consequentemente maior atividade da-lHem comparacdo aos animais
C57BL/6 (Figuras 5A, 5B).
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Figura 5. Niveis de bilirrubina no soro de animais BALBA)(e C57BL/6 B) infectados com 5 cistos de
T. gondii e tratados com ZnPPIX (10 mg/kg/dia), hemina (Skagyglia) ou apenas com o veiculo (R&; +
salina). Os niveis de bilirrubina foram mensuragiesoro dos animais como um indicativo da atividdele
HO-1, através da utilizacdo de um kit analiticootiparacéo entre as diferentes condicbes de tratamen
(ANOVA e pés-teste de comparacgédo multipla de Baofer p<0,05).
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5.5. Parametros clinicos e mortalidade dos animaBALB/c e C57BL/6 infectados
comT. gondii e tratados com ZnPPIX ou hemina

Apos o tratamento com hemina e ZnPPIX seguidaofdeg¢do oral com 5 cistos de
gondii, os camundongos BALB/c e C57BL/6 foram observad@siamente quanto aos
parametros clinicos e avaliados por escores de idaol®d e alteracdo de peso corporal
(Figuras 6, 7). Em ambas as linhagens, os anin@issentaram escores de morbidade
maiores que zero a partir do 6° dia de infeccagufgi 6A). O escore médio dos animais
BALB/c tratados com ZnPPIX ou hemina foi semelhaate escore médio dos animais
tratados apenas com o veiculo (Figura 6A), sugerigde a atividade de HO-1 néao
influenciou nos parametros clinicos observados rdectes da infeccdo podr. gondii. A
inibicdo ou inducédo da atividade de HO-1 tambémaieou o escore médio de morbidade
dos animais C57BL/6 (Figura 6A), entretanto, fos@yado uma clara tendéncia para um
maior escore de morbidade nos animais tratadoscconibidor da HO-1 e uma diminui¢ao
nesse parametro nos animais tratados com o indatenzima. Além disso, os camundongos
C57BL/6 apresentaram escores meédios de morbidade etevados do que 0s animais
BALB/c nas mesmas condicdes de tratamento (Fighja 6

Na andlise das alteracbes de peso corporal doseném relacdo ao primeiro dia de
tratamento com ZnPPIX ou hemina (dia -1 de infejclo constatado que, semelhante ao
escore médio de morbidade, os animais de ambashagéns perderam peso a partir do 6°
dia de infeccao (Figura 6B). Os animais BALB/c aprdaram alteracdes do peso corporais
meédios semelhantes quando tratados com ZnPPIX,naenoiu veiculo (Figura 6B). Com
relacdo aos animais C57BL/6, estes também ndoeapaeam alteracdes no peso corporal
médio em virtude da inducdo ou inibicdo da ativedakk HO-1 (Figura 6B). Porém, os
animais C57BL/6 tratados apenas com o veiculo eptasam uma significativa reducao do
peso corporal médio em relacdo aos animais BALB& mesmas condi¢cdes de tratamento
(testet de Student, p=0,0326) (Figura 6B). De forma semelhante, osnas C57BL/6
apresentaram uma reducgéo do peso corporal maicggo@mundongos BALB/c tanto diante
do tratamento com ZnPPIX quanto hemina (Figura 6B).

Os camundongos foram também observados diariamgeatgo a mortalidade apés a
inducdo ou inibicdo da atividade de HO-1 e infecgéoT. gondii. O acompanhamento da
mortalidade seguiu até o 12° dia de infeccao, quasdanimais foram sacrificados. Todos 0s
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados e tratadmsn ZnPPIX ou hemina
sobreviveram até o dia 12 apoés a infeccéao (Figur&€adm relacédo ao tratamento apenas com

o veiculo, os animais BALB/c sobreviveram até odbasacrificio, ao passo que apenas um
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animal C57BL/6 ndo sobreviveu a infec¢do pogondii (Figura 7). Os dados mostram que
0s animais C57BL/6 sdo mais suscetiveis a infepeBimparasito em comparagdo aos animais
BALB/c e que ao menos para os camundongos C57Bliliecdo da atividade da HO-1

parece estar relacionada a diminuicdo do escorenaididade desses animais durante

infecgé@o con. gondii.
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Figura 6. Escores médios de morbidadk) (e alteracbes de peso corporB) de camundongos
BALB/c e C57BL/6 tratados com ZnPPIX (10 mg/kg/diagmina (5 mg/kg/dia) ou apenas veiculo
(Na,CO; + salina) e infectados com 5 cistos da cepa ME#J.dyondii. “Diferencas estatisticas
significantes entre os animais BALB/c e C57BL/6 nasmas condi¢cdes de tratamento (ANOVA e
poOs-teste de comparacao multipla de Bonferroni,G)0
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Figura 7. Curva de sobrevivéncia de camundongos BALB/c e CH hfectados com 5 cistos da cepa
ME49 deT. gondii e tratados com ZnPPIX (10 mg/kg/dia), hemina (Skgygia) ou veiculo (N&LO; +
salina). Ndo foi observada diferenca estatistictreems grupos ou linhagens analisadas. Dados
representativos de trés experimentos independeatégsndo uma média de 7 animais por grupo. (Teste d
Quiquadrado)?) e long-rank teste).

5.6. A atividade da enzima HO-1 ndo esta envolvidaas alteracdes histologicas
desencadeadas pela infeccao pdr gondii

Devido a maior suscetibilidade e maior reacdo mnéria dos animais C57BL/6
infectados conT. gondii em relacdo aos animais BALB/c, observado em estadteriores
(SILVA et al. 2010), decidimos verificar se a inducdo da HOstara envolvida na
diminuicdo da inflamacdo nos animais infectados a fibicdo da enzima estaria envolvida
no aumento da inflamacao nesses animais.

Os pulmdes dos camundongos BALB/c e C57BL/6 aosldanfeccdo apresentaram
alteracdes inflamatérias que se caracterizaramekenca de infiltrados inflamatérios nos
septos alveolares, constituidos por células morleadas. Estas lesdes sdo caracteristicas de
uma pneumonia intersticial. Quando a atividaderdanea HO-1 foi induzida pelo tratamento
com hemina ou inibida pelo tratamento com ZnPPBG se observou alteracdo na gravidade
das lesdes entre os animais da linhagem BALB/c 51BC/6 (Figura 8A). Entretanto, as
lesGes foram mais intensas no tecido pulmonar diosaés C57BL/6 tratados com o veiculo,
ZnPPIX ou hemina em comparacdo com 0s animais BAlR/s mesmas condicbes de
tratamento (testede Student, veiculo p=0,0169; ZnPPIX p= 0,0258)(Figuras 8A, 9B).

Aos 12 dias de infec¢cdo com gondii, o figado apresentou infiltrado de células
inflamatorias, principalmente mononucleadas, omgaios como focos pelo parénquima. Os
animais BALB/c tratados com hemina apresentaraietesnenos graves em comparacao
com os animais tratados com ZnPPIX (ANOVA, p<O0,Bljgra 8B). Em relacdo aos
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camundongos C57BL/6, o figado apresentou lesdedlasds entre as condi¢cdes de
tratamento, entretanto, os animais dessa linhagemesentaram lesdes inflamatdrias mais
intensas em comparacdo com os animais BALB/c nasnae condicdes de tratamento (teste
t de Student, veiculo p=0,0052; ZnPPIX p=0,0026; hemina p=04)QZiguras 8B, 9C, 9D).

Além disso, a maioria dos camundongos C57BL/6 taflas apresentou focos de necrose

pelo parénquima.

As lesdes do intestino delgado dos animais inflestdoram constituidas por infiltrado
de células inflamatérias mononucleadas na lamirdpria e na submucosa. As lesdes
intestinais nos camundongos BALB/c foram suavesae se observou diferenca na
intensidade destas entre as trés condi¢cdes dentnata (Figura 8C). Em algumas areas do
intestino de camundongos C57BL/6 infectados foradnseovados também aumento da
espessura dos vilos intestinais e perda focal élatas epiteliais da superficie desses, o que
indica inicio de necrose. Camundongos C57BL/6 dmtacom o inibidor da HO-1 ou o
indutor da enzima ou veiculo apenas apresentarsiedesimilares (Figura 8C). As lesdes no
intestino delgado dos camundongos C57BL/6 infecddmam mais intensas em relacdo aos
camundongos BALB/c nas mesmas condi¢cdes de tratanfestet de Sudent, veiculo
p=0,0037; ZnPPIX p=0,0050; hemina p=0,0006) (Fig@®a, 9E, 9F).

Aos 12 dias de infeccdo o SNC de ambas as linkadercamundongos apresentou
lesbes leves, com infiltracdo de células inflamagdnas meninges e manguito perivascular
em alguns animais. Nesse tempo de infeccédo asslesd8NC foram mais suaves em relacéo
aos orgaos periféricos (Figura 8D). Observou-se @eérebro dos camundongos BALB/c
apresentou lesdes mais intensas quando tratadoberoima em relagcéo aos animais tratados
com veiculo apenas ou ZnPPIX (ANOVA, p<0,05) (Fg8D). Os camundongos C57BL/6
apresentaram lesdes brandas e similares independentratamento utilizado, e ndo se
observou diferenca estatistica em qualquer conaiedcatamento quando comparado com 0s

animais BALB/c nas mesmas condic¢des de tratamé&igarg 8D).
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Figura 8. Escore inflamatério no pulma®\), figado B), intestino delgadoQ) e cérebro ) de
camundongos BALB/c e C57BL/6 tratados com ZnPPIX ifig/kg/dia), hemina (5 mg/kg/dia) ou
veiculo (NaCGQO; + salina) e infectados com 5 cistos da cepa ME&Y. djondii. Os dados foram
obtidos através da anélise de 40 campos microsz®jpior seccao tecidual de cada 6rgéo, de pelo
menos 6 animais por grupo, usando a objetiva dedéCaxumento.Diferenca estatistica significante
entre camundongos da mesma linhagem tratados edigGen diferentes (ANOVA e pos-teste de
comparacdo multipla de Bonferroni, p<0,03Comparacdo entre camundongos de linhagens
diferentes nas mesmas condi¢des de tratamente t(tesBudent, p<0,05).
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BALB/c C57BL/6

Figura 9. Fotomicrografias representativas do pulméoR), figado C, D) e intestino delgadds( F) de
animais BALB/c e C57BL/6 infectados por via oralnt®d cistos da cepa ME49 de gondii. As
fotomicrografias s@o representativas dos animatados com ZnPPIX (10 mg/kg/dia), hemina (5
mg/kg/dia) ou veiculo (N&O; + salina), que apresentaram lesdes similaresaldatimesma linhagem

de camundongos independentemente do tratamentmiattado. Todas as imagens apresentadas sao
provenientes de animais tratados com veiculo ap&mgtos pulmonares de BALB/&)Y e C57BL/6 B)

no dia 12 ap6s a infecgéo; focos inflamatoriosetaéstos) no figado de camundongos BALBB) €
C57BL/6 D); e infiltrados inflamatérios discretos ou proeamntes (setas) no intestino delgado de
camundongos BALB/cK) e C57BL/6 F), respectivamente. Coloracao por HE. Barra b0
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5.7. A atividade da enzima HO-1 esta envolvida noontrole de T. gondii no
pulmao de animais BALB/c e C57BL/6

O parasitismo tecidual, deteccdo de estruturaselbamtes a cistos e vacuolos
parasitéforos foi investigado por imunohistoquimmas 6rgaos periféricos de ambas as
linhagens de camundongos.

No dia 12 apos a infec¢do comgondii, os animais C57BL/6 apresentaram um alto
parasitismo no tecido pulmonar comparados aos caomgos BALB/c (testeé de Student,
veiculo p=0,0062; ZnPPIX p=0,0042) (Figura 10A).a@do a atividade da HO-1 foi reduzida
pelo tratamento com ZnPPIX, ambas as linhagensapt@am um aumento significativo na
carga parasitaria nesse importante sitio de infe¢6®OVA, p<0,05) (Figura 10A). Os
camundongos BALB/c tratados com hemina apresentatem parasitismo tecidual
semelhante aos animais tratados apenas com owe&iauh menor nimero de parasitos em
relacdo aos animais tratados com ZnPPIX (ANOVA, ,pSp (Figura 10A). O efeito da
atividade de HO-1 parece ser mais evidente nos maomgos suscetiveis C57BL/6, uma vez
que o tratamento com hemina induziu uma menor gaagasitaria comparada aos animais
tratados com ZnPPIX (ANOVA, p<0,05) e apresentouautendéncia em diminuir o
parasitismo quando comparados aos animais tratato® veiculo apenas (Figura 10A).

Com relacdo ao parasitismo tecidual no figadooligiervado que ambas as linhagens
apresentaram poucos parasitos nesse 0rgdo indepeméate do tratamento recebido
(Figura 10B), sendo que apenas alguns animaisdiegrapo apresentaram algum parasito no
orgao.

No intestino delgado foi observado que os anint&$BL/6 apresentaram um alto
parasitismo quando comparados aos BALB/c (teseSudent, veiculo p=0,0023; ZnPPIX
p=0,0335) (Figura 10C). A inducé&o ou inibicdo daidade HO-1 n&o interferiu no controle
do parasitismo no intestino delgado de animais B&LB-igura 10C). Com relacdo aos
C57BL/6, de acordo com 0s nossos experimentosjug@e da atividade de HO-1 através do
tratamento com ZnPPIX néo alterou o parasitismat@t no intestino, embora a indugéao da
enzima pela acdo de hemina foi capaz de controlparasitismo nesse 6rgdo (ANOVA,
p<0,05) (Figura 10C). Os resultados mostram quévadade da HO-1 é fundamental pra
controlar o parasitismo por. gondii no pulméo de camundongos infectados e esse efeito
parece ser mais evidente nos tecidos dos animar8l@6. Além disso, a inducdo da
atividade enzimatica no intestino delgado acimardesis basais parece ser importante para

controlar o parasito no 6rgdo dos camundongos C&/BL
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Figura 10. Parasitismo tecidual no pulmda)( figado B) e intestino delgadod) de camundongos
BALB/c e C57BL/6 infectados por via oral com 5 ostda cepa ME49 dE gondii e tratados com
ZnPPIX (10 mg/kg/dia), hemina (5 mg/kg/dia) ou wic(NaCO; + salina). O parasitismo tecidual

foi detectado por reacdo de imunohistoquimica entifieado através da contagem de numeros de
vacuUolos parasitéforos e estruturas semelhantestcas @m 50 campos microscépicos de cada sec¢éo
tecidual. Os dados s&@o representativos de pelo sn@remimais por grupoDiferencas estatisticas
significantes entre as condi¢cdes experimentaisnitaaas da mesma linhagem (ANOVA e poés-teste
de comparagdo multipla de Bonferroni, p<0,86pmparacéo entre ambas as linhagens submetidas as
mesmas condi¢des de tratamento (tedeeStudent, p<0,05).
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5.8. Niveis das citocinas, IFNs TNF, TGF-f e IL-10 no soro de animais
infectados e tratados com ZnPPIX ou hemina

A producéo de citocinas foi analisada no sorordeas BALB/c e C57BL/6 tratados
com ZnPPIX, hemina ou apenas com o diluente dagadrfveiculo) aos 12 dias de infeccao
com T. gondii. Foi observado que a infeccéo gorgondii induziu a producéo de IFiem
ambas as linhagens (Figura 11A), sendo que essar npaoducdo da citocina foi
estatisticamente significante nos animais BALBatatos com hemina (teste Kruskal-Wallis,
p<0,05). Além disso, o perfil de producdo da citacioi semelhante entre as duas linhagens
de camundongos. Contudo, a inducdo ou inibicdo tdedade de HO-1 ndo alterou a
producao de IFNrem ambas as linhagens aos 12 dias de infeccaarg@FigA).

A infeccdo porT. gondii estimulou a producdo de TNF em ambas as linhagens d
camundongos aos 12 dias de infeccao (teste Krigkdis, p<0,05) (Figura 11B). Os niveis
de TNF foram significativamente maiores nos anin@i&/BL/6 em relacdo aos animais
BALB/c, independente do tratamento utilizado (testann Whitney, veiculo p=0,0286;
ZnPPIX p=0,0079; hemina p=0,0079) (Figura 11B). éRgr o tratamento dos animais
BALB/c com ZnPPIX ou hemina ndo desencadeou aliesaqa producdo de TNF. Com
relacdo aos animais C57BL/6, houve uma menor pémlda citocina em animais tratados
com ZnPPIX do que aqueles tratados com o veicakig(tKruskal-Wallis, p<0,05). Apesar
disso, os niveis de TNF no soro de animais C57Bi&m semelhantes nos animais tratados
com ZnPPIX ou hemina (Figura 11B).

Os niveis de TGIB- apresentaram-se aparentemente aumentados durarfex@io
por T. gondii nos animais BALB/c e C57BL/6 tratados com veiapenas e hemina (Figura
11C). Além disso, os animais C57BL/6 tratados coamiha apresentaram uma maior
producao da citocina do que os animais BALB/c nasmas condi¢des (teste Mann Whitney,
p = 0,0212) (Figura 11C). A inibicdo ou inducdoatizidade de HO-1 nos animais BALB/c
ndo alterou a producdo de T@H¥Figura 11C). Contudo, nos animais C57BL/6 os iside
TGF{3 foram menores naqueles animais tratados com ZnRPiXrelacdo aos animais
tratados com hemina (teste Kruskal-Wallis, p<O(@gura 11C), sugerindo que a inibicdo da
atividade de HO-1 diminui a produgédo de TBEnquanto que a indugcédo da enzima resulta
no aumento dos niveis dessa citocina.

Em relacdo a producédo de IL-10, os animais C57Bhféctados comTl. gondii
apresentaram aparentemente niveis mais elevadddiza no soro do que 0s animais ndo

infectados (Figura 11D). Resultado semelhante bseovado nos animais BALB/c (teste
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Kruskal-Wallis, p<0,05), porém, quando esses fot@tados com ZnPPIX, os niveis de IL-
10 apresentaram-se bastante reduzidos (Figura Tidd).relacdo a inducdo da atividade de
HO-1, o tratamento com hemina nao alterou os nigeisL-10 no soro de camundongos
BALB/c infectados. De forma semelhante, o tratameoim hemina, bem como o tratamento
com ZnPPIX, ndo alteraram a producéo de IL-10 amsundongos C57BL/6 infectados com
T. gondii (Figura 11D).
Além disso, foi realizada também a dosagem de2li/0 no soro dos animais

infectados. Porém, os niveis da citocina no sor® aamais ndo foram detectaveis em

nenhuma das condi¢cbes experimentais.
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Figura 11. Niveis de citocinas nas amostras de soro dos camngond BALB/c e C57BL/6 tratados com ZnPPIX (10
mg/kg/dia), hemina (5 mg/kg/dia) ou veiculo §N@s + salina) aos 12 dias de infecgdo por via oral &ocistos deT.
gondii. Os niveis de IFN-(A), TNF B), TGF{f3 (C) e IL-10 O) foram mensurados pelo imunoensaio enzimatico
(ELISA) sanduiche. Diferenca estatistica significante entre as comicéxperimentais em cada linhagem (Kruskal
Wallis, p<0,05).” Diferenca estatistica significante entre as linhagBALB/c e C57BL/6 nas mesmas condicbes de
tratamento (Mann Whitney, p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Estudos anteriores tem mostrado o papel da enzi@dal m algumas doencas
parasitarias, como malaria (PAMPLONs&al., 2007; EPIPHANICet al., 2008; SEIXASet
al., 2009) e leishmaniose (PHAM; MOURIZ; KIMA, 2009)esta forma, o presente estudo
objetivou verificar se a enzima HO-1 poderia tamlparicipar da resposta imune a infec¢éo
por T. gondii tantoin vitro quantoin vivo.

Primeiramente, macréfagos RAW 264.7 foram trataclm® estimulos capazes de
controlar o parasitismo. Foi observado que as &®llRAW 264.7 tratadas com IRN-
apresentaram uma diminui¢éo na replicacdo do pamsio numero de células infectadas nas
condicbes de 24 e 48 horas de tratamento. Em adfrocia com 0S nossos resultados, na
presenca de IFN; células da linhagem HelLa (BARBOS& al., 2008) ou CaCg& uma
linhagem de células humanas intestinais, (DIMIER{HE, 1997) infectadas com a cepa RH
de T. gondii ou astrécitos infectados com a cepa ME49 (HALONKEHEISS, 2000), séo
capazes de controlar a replicacdoTdeyondii. Foi demonstrado recentemente que quando
células RAW 264.7 sao tratadas com LPS ou comtestide plantas conhecidas por seus
efeitos anti-inflamatérios, induzem um aumento ti@idade de HO-1, como uma via
enddgena de protecdo (ABUARQOUWB al., 2006; KIM et al., 2006; PARKEet al., 2006;
HWANGBO et al., 2009). Nas condi¢cdes experimentais do presstie@ quando as células
infectadas foram tratadas com o inibidor da HOel pbservado que a reducéo da atividade
de HO-1 diminuiu a proliferagdo do parasito e ungaifcativa diminuicdo no nimero de
células infectadas. Nossos resultados também mastigue a inducédo da atividade de HO-1
através do tratamento com hemina aumentou a ref@bcdeT. gondii e a porcentagem de
células infectadas na condicdo de 48 horas demteai®. Isso sugere que o bloqueio da
atividade de HO-1, mesmo que parcial, através abartrento com ZnPPIX, induz
mecanismos envolvidos no controle do parasito, pa&so que o tratamento com hemina
poderia estar inibindo esses mecanismos. Além ,difedios do tratamento com hemina sao
mais acentuados na condicéo de 48 horas de traianeso pode ser explicado pelo fato de
gue na condicao 48 horas as células receberamatemmento prévio a infeccdo e o tempo de
exposicdo aos agentes moduladores da atividad©ele tdmbém foi maior nessa condicao, o
que poderia levar a um melhor bloqueio ou indugierdzima.

O NO possui papel importante no controle da capho del. gondii em macréfagos
murinos ativados (ADAMSt al., 1990). Os resultados do presente estudo mostrguano

tratamento com IFN~ou o tratamento duplo com IFN+ LPS induziram uma alta producéo
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de NO pelas células RAW 264.7. De forma semelhami&os trabalhos mostraram que
macrofagos murinos tratados com IfNfou LPS por 24 ou 48 horas apresentaram uma
maior producdo de NO do que células ndo tratadaDER et al., 2003). Contudo, os
macréfagos infectados pof. gondii diminuem a produgdo de NO, independente do
tratamento ou ndo com IF)N-como um provavel mecanismo de evasdo do parasito,
ambas as condi¢des de tratamento, como demongwadstudos anteriores (DOBBHtlal.,
2002; LUDERGet al., 2003 ZIMMERMANN et al., 2006). O NO é apenas um dentre 0s
muitos estimulos que podem induzir a expressdo Qel HDATTA,; LIANOS, 1999) e
condicbes de estresse oxidativo induzidas por N@emoser reduzidas pelas propriedades
antioxidantes de HO-1, sugerindo um importantedifeek” negativo (SHENGt al., 2010).
Trabalhos anteriores demonstraram que a induc&tOdé desencadeia uma diminuicdo nos
niveis de NO, como uma resposta defensiva ao afiittvxico causado pelo NO (HAR&

al., 1999). Outros estudos também mostraram que fago® RAW 264.7 tratados com
hemina na concentracdo de 50 ou fiBDdiminuem significativamente a producdo de NO em
comparacao aos macrofagos tratados apenas comHP &t @l., 2009).Nossos resultados
mostraram que o tratamento com hemina na concéote 1QUM aumentou a producgéo de
NO nos macrofagos estimulados com LPS e yiNugerindo que doses mais elevadas de
hemina sejam necessarias para bloqueio da prodiecBi®, quando estas células séo tratadas
com duplo estimulo pré-inflamatério. A reducdo deidade de HO-1 néo influenciou a
producdo de NO em macréfagos infectados dorgondii e estimulados com IFM- O
tratamento com ZnPPIX aumenta a expressao de RN&AM@S em células infectadas por
Escherichia colli (VAREILLE et al., 2008), e o tratamento com protoporfirina de résta
(SnPPIX), um outro inibidor da HO-1, potencializapeodugdo de NO em astrocitos
estimulados com ILA(SHENG et al., 2010). Nossos resultados mostram que o efeito da
reducdo da atividade de HO-1 é dependente do dstirtilizado e do tipo celular analisado.
Na presenca d€. gondii o tratamento com hemina néo alterou a producaoQlem relacao

as ceélulas apenas infectadas. Inesperadamentejajaaatividade de HO-1 é induzida por
hemina em células infectadas e tratadas comylFdtbservou-se um aumento significativo na
producéo de NO. Dados adicionais sédo necessaniapantendimento desse mecanismo de
acdo da HO-1 juntamente com IRa producdo de NO em macrofagos infectados, uma ve
gue a enzima HO-1 possui efeitos diversos que pa@derar de acordo com o microambiente
na qual ela se encontra (DONGal., 2000; MAINES; GIBBS, 2005).



53

Posteriormente, foi investigado o papel da HO-1im@ccdo experimental em
camundongos BALB/c e C57BL/6. Os resultadosivo mostraram que a atividade da HO-1
€ aumentada durante a toxoplasmose experimentalvemque os camundongos infectados
comT. gondii apresentaram altos niveis de bilirrubina quandopazados com animais nao
infectados. Interessantemente, a atividade de H@ré&ce ser mais alta em camundongos
BALB/c do que C57BL/6, uma vez que os niveis derbbina foram mais altos no soro dos
animais resistentes (BALB/c) do que animais sugestiC57BL/6). O aumento da sintese da
proteina HO-1 ocorre em geral como uma respost@sa@sse em sistemas biologicos
(RYTER; ALAM; CHOI, 2006). Foi previamente demorato que a enzima é induzida em
muitas situacdes de inflamag&o, como em infecgd@asvo e in vitro por Mycobacterium
tuberculosis (SHILOH; MANZANILLO; COX, 2008), fibrose hepaticane ratos (WANG;
DUAN; SUN, 2009) e danos hepéaticos agudos (WEAI., 2007), infec¢bes pdt. chabaudi
chabaudi em camundongos BALB/c (SEIXA& al., 2009), em animais infectados cdémn
berghel (PAMPLONA et al., 2007) e inflamacé&o das vias aéreas induzidayambumina em
camundongos BALB/c (LEEt al., 2010).

Uma vez que os efeitos anti-inflamatorios da H@h sido bem caracterizados
(OTTERBEIN et al., 2003), n6s sugerimos que a inibicdo da atividdeleHO-1 poderia
aumentar os infiltrados inflamatérios na infecc@wo P. gondii, ao passo que a indugédo da
enzima pela acdo da hemina poderia atenuar aag@e=r histoldgicas induzidas pelo parasito.
Entretanto, os resultados aqui apresentados deramt que a inducdo ou inibicdo da
atividade da HO-1 nos niveis obtidos nos nossosergrpntos nao influenciaram
expressivamente as alteragfes histologicas noeod@Es animais C57BL/6 ou BALB/c no
dia 12 apds a infeccdo. De acordo com nossos expetos prévios (SILVA al., 2010), a
infeccdo porT. gondii induz alteracdes histoldgicas mais acentuadarg@os de animais
C57BL/6 quando comparado com animais BALB/c. Essualiteriores tem demonstrado que,
durante a maléria cerebral experimental, a inibd@&lO-1 ou a delecdo de HO-1 (codificada
por Hmoxl) em camundongos resistentes BALB/c levou a umaurapda barreira
hematoencefalica e congestdo microvascular cereoral leucocitos ativados e globulos
vermelhos (PAMPLONAet al., 2007). Apesar de nossos resultados mostrarera quikicao
da HO-1 em camundongos resistentes BALB/c desenunadkesdes inflamatdrias mais
acentuadas nos SNC comparado com animais nas aanaicoes de tratamento, esses
resultados nédo séo relevantes devido ao fato dens&inda lesdes leves, quando comparadas
com alteracbes inflamatdrias mais graves nos orgaasfericos. Em camundongos

suscetiveis C57BL/6, a inducdo da HO-1 por CoPP&duz a ruptura da barreira
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hematoencefélica e diminuiu a congestdo da micooNaisira cerebral (PAMPLONAt al.,
2007). Além disso, durante a infeccdo pelasmodium, o figado de animais HO
(“background” C57BL/6 e BALB/c) apresentou maioragtidade de focos inflamatorios, os
quais tinham maior extensdo (EPIPHAN&Dal., 2008), e a expressdo de HO-1 no figado
diminuiu a necrose em camundongos DBA/2 (SEI&ASI., 2009). Outros estudos sugerem
que a inibicdo de HO-1 potencializa a migracdcamanto e adesdo de neutréfilos durante
processos inflamatorios, e que a inducédo de H@dpéz de diminuir o recrutamento dessas
células (FREITASet al., 2006). Em modelo murino de doencas agudas nmdmulou no
figado, a inducdo da atividade de HO-1 através esmentes farmacologicos reduz as
alteracdes histopatoldgicas (WENal., 2007; YINet al., 2010), enquanto o tratamento com
ZnPPIX aumenta tais alteracdes no figado (W&MNal., 2007), mas ndo no pulméo de
camundongos tratados (YIM al., 2010). Como o parasito é prontamente controlaalo
figado de animais infectados (SIL\&Aal., 2010), ndo observamos maior ou menor alteragéo
inflamatodria no tecido hepatico dos animais inféota quando estes foram tratados com
ZnPPIX ou hemina respectivamente. No pulméao, tamb&omnobservamos nenhum efeito na
resposta inflamatoria em animais infectados e dostacom o inibidor ou indutor da HO-1.
Esses dados estdo de acordo com Yin e colabora(®@#8), que também nao observaram
efeito pro-inflamatorio de ZnPPIX nesse 6rgéo. ldsocda infecgdo pdr. gondii, a indugéo
da atividade de HO-1 nédo foi suficiente para redazintensa resposta pro-inflamatoria
desencadeada por esse parasito em todos os sififectao.

Apesar das alteracOes inflamatérias decorrentéafdecédo porT. gondii ndo serem
modificas pela atividade de HO-1, nossos resultadostraram que a atividade dessa enzima
participa no controle da replicagdo de gondii durante a infeccdo experimental. O
parasitismo tecidual no pulméo, um importante sigoinfeccdo, de animais C57BL/6 ou
BALB/c tratados com ZnPPIX foi maior do que nageedmimais tratados com hemina ou
veiculo aos 12 dias de infecgdo. Em camundongo867foi observado que o tratamento
com hemina reduziu o parasitismo no tecido pulmofAamais BALB/c, que normalmente
apresentam um pequeno parasitismo no intestinmf&ocio poil. gondii, ndo apresentaram
nenhuma alteracdo no parasitismo quando tratadwms ZdPPIX ou hemina. No intestino
delgado dos animais C57BL/6, foi verificado queratamento com ZnPPIX nado altera
significativamente o parasitismo tecidual. No etdgaluando os animais s&o tratados com
hemina, o indutor da HO-1, diminuiu significativame o parasitismo. Esses dados sugerem
que a inducdo da enzima a niveis mais elevadosgjbasais no intestino delgado induzem

mecanismos envolvidos no controle desse parasitaanundongos C57BL/6. De forma
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semelhante a replicagéo fegondii nos animais C57BL/6 tratados com hemina, a inddgao
HO-1 por esse agente farmacologico ou CoPPIX redazieplicagdo do virus da hepatite
humana (HCV) em hepatdcitos humanos, mas o0 mecarmsracdo desses indutores de HO-1
na replicacdo viral ainda nédo foi elucidado (SH&MN\., 2007; ZHUet al., 2008). Porém, a
HO-1 parece ter um papel diferente nos estagiasaiaida malaria, uma vez que a alta
expressdo de HO-1 em camundongos leva a um aumaitrga parasitaria @ berghel no
figado e o tratamento de animais BALB/c e C57BL&8ncCO, um produto final da via
catalitica de HO-1, aumenta o parasitismo, sugerquke as propriedades anti-inflamatorias
de HO-1 sdo favoraveis a replicacdo desse par@SRPHANIO et al., 2008). Estudos
prévios tém demonstrado que o tratamento com ZnPRtXaltera a replicacdo parasitaria
durante a malaria cerebral experimental (PAMPLO& Al., 2007). Os dados em conjunto
sugerem que dependendo do agente etioldgico iofeaitilizado, a HO-1 influencia de
maneira diversa 0s mecanismos de controle paiasitar

Durante a infeccéo experimental gogondii, h4& um aumento dos niveis de citocinas
pré-inflamatérias, tais como IFM-TNF e IL-6, no soro de animais infectados (WAGN&R
al., 2008). Os resultados apresentados neste trakeathloem mostraram que os niveis de
TNF e IFNy sdo aumentados durante a infec¢do Jogondii nas linhagens BALB/c e
C57BL/6, embora a inducao ou inibicdo da atividdee1O-1 n&o alterou os niveis de I§N-
Os camundongos C57BL/6 apresentaram maior proddeabNF do que os camundongos
BALB/c aos 12 dias de infeccdo. A maior producédocttecinas pro-inflamatorias nos
animais C57BL/6, no presente estudo, pode estacioglada com as alteracdes histoldgicas
mais intensas nesses camundongos, levando os mesmus perda maior de peso e escores
de morbidade mais elevados. Em concordancia comossos resultados, outro trabalho
mostrou que animais C57BL/6 infetados por via ocath a cepa 76K d€. gondii apresentam
maiores niveis no soro de TNF e IgNsos 9 dias de infeccdo. Além disso, o reflexo da
suscetibilidade dos animais C57BL/6 € visto ha mpavda de peso corporal desses animais
em relacdo aos animais BALB/c (MORAMPUR al., 2011). Porém, durante o curso da
infeccdo poiT. gondii 0 pico maximo de producéo de IfN- TNF ocorre por volta do 8° dia
de infeccao; a partir desse ponto, 0s niveis deaarab citocinas apresentam uma tendéncia a
diminuicdo (KANGet al., 2006; WAGNEREet al., 2008). Os nossos resultados representam
0s niveis de citocinas detectados no soro de asiawd 12 dias de infeccdo phrgondii.
Sendo assim, ha uma heterogeneidade nos niveigodenas dentre os animais da mesma

linhagem, uma vez que alguns deles j& podem estdase de declinio de producdo de
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citocinas.Além disso, a inibicdo parcial da atividade de H@Jou a uma diminuicdo dos
niveis de TNF no soro dos camundongos C57BL/6. Emtraste, estudos anteriores
mostraram que quando células do baco de camund®t@el” sdo estimuladas com LPS,
apresentam uma alta producéo de {FFTNF (KAPTURCZAKEet al., 2004). Além disso, 0s

niveis de TNF em macréfagos murinos estimulados £®8 sdo diminuidos quando as
células sédo tratadas com hemina (&ildl., 2009).

A expressédo de citocinas anti-inflamatorias T&€&41L-10 é aumentada em figado de
ratos quando hi uma inducdo da expressdo de HEpfrendo também uma diminuicdo da
expressdo de IL-2 e TNF (LIANG SUMt al., 2011). Os nossos resultados também
mostraram que a inducao da atividade de HO-1 ardwdratamento com hemina aumentou
0s niveis de TGB-em camundongos C57BL/6 em relacdo aos animagltratcom ZnPPIX,
sugerindo um aumento nas atividades anti-inflametgresses animais. Contudo, os niveis de
IL-10 n&o foram alterados no soro de animais C58Bhfetados e tratados com hemina ou
ZnPPIX. E sabido que na fase aguda de infeccdoTpaondii ocorre um aumento na
producdo de IL-10 (WAGNERt al., 2008). Esta citocina é importante na resistéacia
infeccdo porT. gondii tanto em camundongos BALB/c quanto C57BL/6 (SUZUKHI.,
2000), uma vez que altos niveis de IL-10 associados baixos niveis de IFM+esulta em
uma menor inflamagcéo nos 6rgéos periféricos de ndomgos C57BL/6 (GUITOMNt al.,
2010). A manutencédo da producdo de TNF, associadma tendéncia em aumento na
producdo TGH em animais C57BL/6 tratados com hemina pode tetriboiido de alguma
forma para o menor parasitismo pulmonar e intdstimaenor escore de morbidade verificado
nesses animais.

Nossos resultadaa vitro mostraram que a inibicdo da atividade de HO-1dpiaz de
diminuir a replicacdo dd. gondii em macréfagos infectados enquanto que a inducéo da
atividade da enzima aumentou a replicacéo do par&3pntrariamente, Nn0Ssos resultados
vivo demonstraram que a inibicdo da atividade de HOrieatou a replicagdo parasitaria no
pulmdo de camundongos infectados e que a inducaatidldade de HO-1 no pulméo e
intestino delgado de animais C57BL/6 reduziu aicapho parasitaria. Essa discrepancia
entre os resultadds vitro e in vivo ressalta a importancia em definir o contexto nal gu
enzima é analisada, devido ao fato de HO-1 serziddupor muitos estimulos de origens
diferentes (RYTER; ALAM; CHOI, 2006). Recentemerft#,demonstrado que a inibicdo da
HO-1 pelo tratamento com ZnPPIX diminui a expresdaolDO em células dendriticas

estimuladas com LP#& vivo ein vitro, indicando que a expressao de IDO mediada por LPS
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pode ser regulada por uma via dependente de HQMGJt al., 2010). Estudos prévios
mostraram que a reducédo do triptofano disponivwabdea degradacédo pela IDO desencadeia
um controle da replicacdo degondii tantoin vitro (CERAVOLOet al., 1999; CHAVE Set

al., 2001)quantoin vivo (FUJIGAKI et al., 2002; SILVA et al., 2002). Nossos resultados
sugerem a hipotese de que a inibicdo de HO-1 modesiar a inibicdo de IDO e,
consequentemente, altos niveis de triptofano oadisponiveis para a replicacédo parasitéria
no pulmao, uma vez que investigacdes prévias ddraoms a alta expressdo de IDO e
degradacédo do triptofano no pulmdo de camundondd®BI06 durante a fase aguda da
infeccdo pofT. gondii (FUJIGAKI et al., 2002; SILVAet al., 2002). Embora a expressédo da
IDO no intestino delgado n&o tenha sido elucidagiarde a infeccdo padr. gondii, outros
estudos demonstraram que a IDO é importante duragpestas inflamatérias nesse sitio de
infeccdo (CHERAYIL, 2009), e que a enzima tem unpgbgrotetor nas infeccdes pela
bactéria entérica patogéniCatrobacter rodentium (HARRINGTON &t al., 2008). Os nossos
resultados sugerem que a infeccdopagondii ndo foi capaz de induzir a atividade de HO-1
no intestino delgado, uma vez que o tratamento ZORPIX ndo alterou o parasitismo nesse
orgao, porém, quando a enzima € induzida acimaidess basais através do tratamento com
hemina, a atividade de HO-1 reduz a carga parsitamtao, a atividade de HO-1 no controle
do parasitismo no intestino delgado, pelo menos amisnais C57BL/6, poderia estar
relacionada a inducdo de IDO, degradacdo do taptofe diminuicdo da replicacdo de
gondii. Assim, novas investigacdes sdo necessarias pacida se a via da HO-1
desencadeia um efeito na expressao de IDO e dedrade triptofano no pulméao e intestino

delgado durante a infec¢éo porgondii.
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7. CONCLUSOES

* A inibicdo parcial da atividade de HO-1 em macroB&AW 264.7 infectados com
T. gondii diminui a replicagdo do parasito, enquanto quedagao de HO-1 tem

como consequéncia o aumento do parasitismo tosabhsecélulas;

* Os mecanismos moduladores da replicacab. dendii desencadeados pela atividade
de HO-1 podem ser, pelo menos em parte, indepassi€eat producéo de NO pelas
células RAW 264.7 infectadas;

* A infeccdo pofT. gondii aumenta a atividade da enzima HO-1 tanto na liermade

camundongo resistente BALB/c quanto na linhageroetivel C57BL/6;

* As alteracbes histologicas no pulméo, figado, timesdelgado e cérebro de
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados cdmgondii sdo independentes da
atividade de HO-1;

e O parasitismo tecidual no tecido pulmonar de carongds BALB/c e C57BL/6 é
aumentado diante da inibic&o parcial da atividaslel®-1;

* A inducdo da atividade da HO-1 é importante pararotar T. gondii no pulméo e

intestino delgado de animais suscetiveis C57BL/6;

* Invivo, a HO-1 parece nao interferir potencialmente rigsis de citocinas no soro
de camundongos BALB/c e C57BL/6 aos 12 dias degafe comT. gondii.

De maneira geral, os dados do presente estudoesuggie 0s mecanismos mediados
pela atividade de HO-1 durante a infeccdo aagondii desencadeiam efeitos diferentes nas

infeccdesn vivo daqueles apresentados durante a infecgcdo no micreat® celular.
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