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RESUMO

Introducdo: Macrdfagos sdo células imunes com atividade fagocitica e que apresentam
plasticidade, adquirindo fenotipos e fungdes dependendo do microambiente onde sdo encontradas
(MOLAWI etal., 2013). As citocinas sdo pequenas moléculas secretadas por inimeras células. O
Fator de Inibicdo da Migracdo de Macr6fagos (MIF) € uma citocina inicialmente descrita devido
a sua funcéo de inibir a migracdo randémica de macrofagos. Atualmente, novas fungées tém sido
descritas para o MIF, como estimular fungdes inflamatorias em resposta a infeccBes por
microrganismos, incluindo Toxoplasma gondii. No entanto, a funcdo primordial do MIF
relacionada aos macrofagos tem sido pouco abordada. Objetivo: Avaliar a possivel participacao
de MIF nos processos de diferenciacdo de macrofagos peritoneais e de medula provenientes de
animais C57BL/6 WT e C57BL/6 MIF”- machos fémeas em resposta a infecgéo por T. gondii.
Materiais e Métodos: Macréfagos peritoneais foram coletados de camundongos machos e
fémeas C57BL/6 WT e MIF' ap6s recrutamento com tioglicolato. Células da medula 6ssea foram
coletadas para diferenciacdo em macrofagos. Macréfagos peritoneais foram tratados com 4-lodo-
6-fenilpirimidina (4-1PP) e infectados ou ndo por T.gondii durante 24h. Em seguida, o
sobrenadante da cultura foi coletado para analise de citocinas, uréia e 6xido nitrico. Além disso,
os macrofagos foram avaliados quanto a atividade fagocitica e taxas de invaséo e proliferacéo de
T. gondii. Resultados: O sexo de camundongos C57BL6 influencia no parasitismo de macréfagos
peritoneais e de medula, sendo quem o parasito invade e prolifera mais em macréfagos derivados
de camundongos fémeas. A infecgdo por T.gondii desencadeou um aumento na producéo de MIF
no grupo WT, bem como um aumento na secre¢do de IL-10, TNF, IFN-y; IL-6 e IL-17 nos
macrofagos WT e MIF”. Em relacdo a comparacgdo entre os grupos, foi detectado que os
macrofagos MIF7- secretaram mais 1L-10 em relagdo ao WT, por outro lado, os macréfagos WT
produziram maiores quantidades de TNF, IFN-y; IL-6 e IL-17. A producdo de uréia foi mais
evidenciada em macréfagos MIF enquanto a producéo de 6xido nitrico foi maior em macréfagos
WT. T. gondii apresentou maior capacidade de proliferacdo em macréfagos MIF" e essas células
também apresentaram atividade fagocitica aumentada. Conclus&o: a infecgdo por T. gondii induz
a ativacdo de macrofagos derivados de camundongos fémeas estimulando a produgédo de citocinas.
Na presenca de MIF, macrofagos infectados por T. gondii produzem citocinas pro-inflamatérias
compativeis com o perfil de ativacdo de M1. A auséncia de MIF causou reducdo significativa nas
citocinas pré-inflamatérias que é equilibrada pelo aumento dos niveis de uréia e citocinas anti-
inflamatdrias. Esses macrofagos apresentaram capacidade fagocitica aumentada e ativacdo de

caracteristicas compartilhadas com o perfil M2.

Palavras-chave: MIF, D-DT, 4-IPP, macréfagos, Toxoplasma gondii



ABSTRACT

Introduction: Macrophages are immune cells with phagocytic activity that exhibit plasticity, acquiring
phenotypes and functions depending on the microenvironment where they are found (MOLAWI et al.,
2013). Cytokines are small molecules secreted by innumerous cells. Macrophage Migration Inhibitory
Factor (MIF) is a cytokine initially described due to its function of inhibiting the random migration of
macrophages. Currently, new functions have been described for MIF, such as stimulating inflammatory
functions in response to infections by microorganisms, including Toxoplasma gondii. However, the
primary function of MIF related to macrophages has been little addressed. Objective: Evaluate the
possible participation of MIF in the differentiation processes of peritoneal and marrow macrophages from
C57BL/6 WT and C57BL/6 MIF’- male and female animals in response to T. gondii infection. Materials
and Methods: Peritoneal macrophages were found from male and female C57BL/6 WT and MIF’- mice
after recruitment with thioglycolate. Bone marrow cells were collected for differentiation into
macrophages. Peritoneal macrophages were treated with 4-lodine-6-phenylpyrimidine (4-1PP) and
infected or not with T.gondii for 24h. Then, the culture supernatant was collected for analysis of cytokines,
urea and nitric oxide. Furthermore, macrophages were evaluated for phagocytic activity and rates of
invasion and control of T. gondii. Results: The sex of C57BL6 mice influences the parasitism of peritoneal
and marrow macrophages, as the parasite invades and proliferates more in macrophages derived from
female mice. T.gondii infection triggered an increase in MIF production in the WT group, as well as an
increase in the duo of 1L-10, TNF, IFN-y; IL-6 and IL-17 in WT and MIF’- macrophages. Regarding the
comparison between groups, it was detected that MIF’- macrophages secreted more IL-10 compared to
WT, on the other hand, WT macrophages produced greater amounts of TNF, IFN-y; IL-6 and IL- 17. Urea
production was more evident in MIF”- macrophages while nitric oxide production was greater in WT
macrophages. T. gondii showed greater spectrum capacity in MIF’-macrophages, these cells also showed
increased phagocytic activity. Conclusion: T. gondii infection induces the activation of macrophages
derived from female mice, stimulating the production of cytokines. In the presence of MIF, T. gondii-
infected macrophages produce pro-inflammatory cytokines compatible with the M1 activation profile.
The absence of MIF caused a significant reduction in pro-inflammatory cytokines that are balanced by
increased levels of urea and anti-inflammatory cytokines. These macrophages had increased phagocytic

capacity and activation of features shared with the M2 profile.

Key-words: MIF, D-DT, 4-1PP, macrophage, Toxoplasma gondii
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1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasmose e Toxoplasma gondii

O parasito Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez por Nicolle e
Manceaux em 1908. O parasito foi identificado em tecidos dos Orgdos do roedor,
Ctenodactylus gundi, utilizado em uma pesquisa de leishmaniose no laboratério Charles
Nicolle, no Instituto Pasteur na Tunisia. No Brasil, o parasito foi identificado nos tecidos

dos 6rgéos de um coelho e foi descrito por Splendore (DUBEY, 2013).

T. gondii é um parasita intracelular obrigatorio, pertencente ao filo Apicomplexa
e causador de doenca potencialmente grave em animais e humanos. T. gondii é capaz de
causar infeccdo em animais silvestres e domésticos e, estima-se que um terco da
populagdo humana mundial seja infectada por este parasita (PAPPAS et al., 2009). T.
gondii apresenta uma diversidade de hospedeiros intermediarios como as aves e
mamiferos, incluindo o homem, e tem como hospedeiro definitivo os felideos, dentre eles
0 gato doméstico (DUBEY, 1998).

A toxoplasmose € considerada uma infeccdo benigna em pacientes
imunocompetentes, pois apenas cerca de 20% dos pacientes imunocompetentes
apresentam sintomas da doenca sendo que o principal deles € a linfadenopatia cervical
e supraclavicular que consiste no aumento dos linfonodos, de forma indolor, mantendo-
se aumentado por meses ou, mais raramente, anos. Outros sintomas comuns sdo febre,
mal-estar e dores de cabeca (Gémez et al., 2007). Mesmo se tratando de uma doenca
em sua maioria assintomatica em pacientes imunocompetentes, em imunodeprimidos
(pacientes portadores de HIV ou transplantados) pode causar grandes complicacdes
(Kaster e Buzoni, 1998). A sintomatologia exibida pelos grupos de risco para a
toxoplasmose varia desde sintomas leves até problemas mais graves como retinocoroidite,
encefalite, pneumonite, retardo motor, aborto espontaneo, morte neonatal, parto
prematuro e perda da visdo (Sibley et al., 1999; Lopes & Berto, 2012). Ademais, 0s
sintomas estdo associados com a forma clinica da doenca. Cerca de 95% dos pacientes
ocorre a reativacdo da doenca, podendo ocorrer encefalite e pneumonite. Ainda,
manifestacbes clinicas podem estar associadas, dependendo da disseminacdo e
gravidade da doenga, tais como febre,convulsdes, confusédo mental, hemorragias, tosse e
falta de ar (Dedicoat & Livesley, 2006; Campina & Queiroz-Fernandes, 2018).

A infeccdo congénita também pode levar a consequéncias gravissimas ao feto
dependendo do trimestre da gestacdo, inclusive o aborto (HAMPTON, 2015). Uma

apresentacdo sintomatica comumente associada a toxoplasmose congénita, é a
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toxoplasmose ocular, se manifestando nos primeiros dias ou anos de vida da crianca. Esta

representa 25% de criancas e adultos com uveite e 35% com retinocoroidite (Valladares
et al., 2020). Quando relacionada a toxoplasmose congénita, cerca de 85% dos casos de
toxoplasmose ocular sdo bilaterais e devido ao risco de comprometimento da visdo, o
tratamento deve ser iniciado imediatamente (Gomez et al., 2007). No Brasil, esta forma
clinica é bastante comum pois ha estudos que exibem cerca de 95% de ocorréncia de

retinocoroidite em criangas com toxoplasmose congénita (Gomez-Marin, 2010).

1.2.Ciclo de vida e mecanismos de transmisséo

T. gondii apresenta um ciclo heteroxeno, que desenvolve em duas fases distintas,
no qual o gato ou outro felideo € considerado hospedeiro definitivo e neste ocorre
simultaneamente um ciclo sexuado, em células epiteliais do intestino, e um ciclo
assexuado ocorrendo em outros tecidos. O homem e outros mamiferos, juntamente com
as aves, sdo considerados os hospedeiros intermediarios e possuem apenas o ciclo

assexuado.

A infeccdo humana (Figura 1) pode acontecer por meio de consumo alimentar
como: ingestdo de alimentos crus ou mal cozidos com a carne contendo cistos ou ainda
vegetais, frutas ou dgua contaminados por oocistos esporulados (BELLUCO et al., 2018).
Outra via é a transmissdo congénita em que 0s taquizoitos sao transmitidos de uma mae
com infeccdo recente ou reativacdo da mesma para o feto em desenvolvimento através da
placenta (BORGES et al., 2019). Outra fonte potencial de contamina¢do em humanos,
embora rara, é a transfusdo de sangue (FOROUTAN-RAD et al., 2016) ou 6rgdo
transplantado (DARD et al., 2018) de doadores infectados.
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Figura 1: Vias de transmissdo do Toxoplasma gondii. A) hospedeiro definitivo felino
(gato). (B) Oocistos ndo esporulados em fezes de gato. (C) Alimentos contaminados com
oocistos esporulados. (D) Os oocistos podem ser ingeridos por hospedeiros intermediarios
via agua ou vegetais crus. (E) Hospedeiros intermediarios (por exemplo, bovinos, ovinos,
aves e suinos). (F) Ingestdo de cistos teciduais em carne crua. (G) Hospedeiros
intermediarios (humanos). (H) Taquizoitos transmitidos atraves da placenta para o feto.
(1) Transmissdo por transfusdo de sangue e transplante de 6rgdos (J). Fonte: ATTIAS et
al, 2020.

Apdbs a ingestdo de cistos por felideos, como o gato, por exemplo, ocorre a
destruicdo da parede do mesmo e os bradizoitos se estabelecem no interior de enterdcitos
onde sofrem multiplicacOes assexuadas. Posteriormente, durante o desenvolvimento
sexual, ha a formag&o de gametas masculinos e femininos. Apos a fertilizagéo os oocistos
no interior dos enterdcitos, sdo liberados e excretados como formas ndo esporuladas nas
fezes dos gatos. Apds a infecgdo, gatos ndo imunes podem eliminar oocistos durante 2
semanas, aproximadamente. O oocisto, em condi¢des de umidade, temperatura e local
sombreado favoravel, é capaz de se manter infectante por cerca de 12 a 18 meses
(ATTIAS et al, 2020).

Um hospedeiro suscetivel (homem, por exemplo), adquire o parasito e desenvolve

a fase assexuada ap0s ingerir oocistos maduros (esporulados) contendo esporozoitos
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encontrados em alimentos ou agua contaminada, cistos contendo bradizoitos encontrados

na carne crua ou, mais raramente, taquizoitos eliminados no leite. Os taquizoitos que
chegam ao estbmago sdo, na sua maior parte, destruidos pelo suco gastrico, mas 0s que
penetrarem na mucosa oral poderdo evoluir do mesmo modo que os bradizoitos e
esporozoitos (ATTIAS et al, 2020).

Cada esporozoito ou bradizoito (ap6s diferenciacdo para taquizoito) sofrerd
intensa multiplicacdo intracelular, apds rapida passagem pelo epitélio intestinal, e
invadird varios tipos de células do organismo formando vactolos parasitoforos. Os
taquizoitos sofrerdo divisdes sucessivas por endodiogenia (fase proliferativa) que irdo
romper a célula parasitada (ou evadir destas células), liberando novos taquizoitos que
invadirdo novas células (ATTIAS et al, 2020).

1.3. Aspectos epidemioldgicos da toxoplasmose

Na populacdo humana, as taxas de soropositividade para infeccdo por T. gondii
podem variar de menos de 10% a mais de 90% dependendo do pais ou regido considerada
e de pardmetros socioecondmicos regionais e habitos da populacdo. Ha, por exemplo,
uma maior prevaléncia na América do Sul, América Central e Europa continental, do que
nos Estados Unidos da América ou o Reino Unido ( SCHLUTER et al., 2014).

Essa doenca afeta cerca de um terco da populacdo mundial cursando como uma
infeccdo aguda ou crdnica dependendo de aspectos como: mecanismo de infeccdo,
competéncia imunoldgica do hospedeiro e cepa de T. gondii envolvida na infeccdo
(DUBEY, 2010; RAMIREZ, 2013). A soroprevaléncia da infeccéo € variavel: os nimeros
s&o elevados em paises da América Latina e do Sudeste da Africa; sendo que no Brasil,
essa taxa varia entre 50% a 80% (ZHANG et al., 2016).

Tal prevaléncia elevada e de distribuicdo cosmopolita pode ser explicada pelas
caracteristicas do parasito, tais como: pouca exigéncia metabolica e ambiental e grande
capacidade de infeccdo (JENNES et al., 2017). Exemplo disso sdo os dados que apontam
a toxoplasmose como a quarta causa de hospitalizagéo e a segunda causa de morte, entre
0s 31 principais patogenos de origem alimentar, nos Estados Unidos (RANI e
PRADHAN, 2021).

T. gondii é adquirido principalmente pela ingestdo de agua ou alimentos
contaminados com oocistos do parasito além da transmisséo congénita (NICOLLE E
MANCEAUX, 1909). O parasito interage com macrofagos e tem um importante papel
capaz de modular a resposta imune durante o curso da infeccdo (MUKHOPADHYAY,
SAELJ, 2020).
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1.4. Imunidade na toxoplasmose

A partir do contato do taquizoito com a célula hospedeira, inicia-se o processo de
invasdo celular. O parasito se reorienta de forma perpendicular a superficie celular através
do seu polo apical e, no momento da adesdo, por meio das roptrias e micronemas, 0
parasito secreta vesiculas que irdo se fundir com a membrana do vacutolo, formando o
chamado vacuolo parasitéforo (SOLDATI et al., 2001).

T. gondii é capaz de desencadear tanto uma resposta imune inata quanto
adaptativa. Logo apoés a invasdo celular, é desencadeada uma ativacdo nao especifica de
macrdfagos e células natural killer (NK), a qual limita a proliferacéo do parasito (DAVID
SIBLEY L., 2011).

Estudos realizados com camundongos, demonstraram que a ativacdo de
macrofagos ocorre pela producgdo de IFN-y'na presenga de TNF-a, que origina a atividade
citotoxica dos macrofagos contra T. gondii (DUPONT et al., 2012).

Mecanismos oxidativos e ndo oxidativos, como a produgao de 6xido nitrico (NO)
por macrdfagos ativados por IFN-y’sao capazes de inibir a replicagdo de T. gondii e gerar
sua destruicdo (DAVID SIBLEY L., 2011).

As células produtoras de IL-12 como células dendriticas e macréfagos sao
importantes para o controle do parasito no curso inicial da infeccdo, mas varios outros
tipos de células, incluindo neutréfilos e mondcitos inflamatérios, também séo envolvidos.
Isso também depende do tropismo do parasito e do sitio de infec¢do. Quando hospedeiros
intermediarios sdo infectados através da ingestdo de alimentos contaminados, as primeiras
células infectadas sdo células epiteliais intestinais e células peritoneais. Células linfoides
inatas (ILCs) produzem altos niveis de interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral
(TNF-a), e ajuda na protegdo contra infecgdo por T.gondii no intestino e 6rgédos linféides
secundarios (BECK et al., 2010 e IVANOVA et al., 2019).

1.5. Macrdfagos

Macrofagos sdo células imunes com atividade fagocitica, exercendo um papel
essencial no controle da homeostase e regulagdo da reposta multipla contra patdgenos
(WYNN et al., 2013). Essas células apresentam plasticidade, adquirindo fendétipos e

fungdes dependendo do microambiente onde séo encontradas (MOLAW!I et al., 2013).

Os macrdéfagos apresentam uma forma variavel, geralmente oval, com contornos
irregulares, nucleo numa posi¢do descentrada e citoplasma abundante com grau de

vacuolizacdo variavel, dependente da formacéo de vesiculas de pinocitose ou fagocitose.
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Podem apresentar pseuddpodes que resultam de filamentos de actina, conferindo-lhes um

movimento ameboide e permitindo-lhes direcionar o seu movimento (ZELLFORSCH et
al., 2012).

Devido as suas caracteristicas importantes como a heterogeneidade e a
plasticidade, agentes patogénicos, tecidos lesados, ou células ativadas da imunidade
adaptativa geram sinais em diversos microambientes que desencadeiam a ativacdo de
programacdes geneticas distintas nos mesmos induzindo diferentes estados de polarizacdo
funcional (MANTOVANI et al., 2005).

Estas células sdo metabolicamente ativas, influenciando as funcgdes locais e
sistémicas pela secre¢do de uma grande diversidade de moléculas onde se incluem as

citocinas, quimiocinas e factores de crescimento (TAYLOR et al., 2005).

A cavidade peritoneal abriga uma variedade de células do sistema imune
(linfécitos T e B), células NK, granuldcitos e fagdcitos do sistema mononuclear, além de
grande parte dos orgdos. Os fagocitos vém sendo extensivamente utilizados como
ferramenta experimental desde o inicio dos estudos da biologia dos fagocitos devido a
facilidade de isolamento dos mesmos do compartimento peritoneal (COHN, 1962A.,
COHN, 1962B., COHN, 1962C).

Os macrofagos diferenciados de mondcitos sanguineos derivados da medula 6ssea
de camundongos expressam niveis mais baixos de F4/80 e altos niveis de CD11b
enquanto os macrofagos residentes de origem embrionaria sdo caracterizados por niveis
elevados de expressdao do marcador de macréfago F4/80. Observou-se também que 0s
macrofagos residentes em tecidos derivados do saco vitelino e derivados de adultos
coexistem em muitos 6rgdos diferentes (STEFATER et al., 2011; DAVIES et al., 2013;
DIVANGAHI et al., 2015).

1.6. Polarizacdo de macrdéfagos

Os macrofagos podem ser estimulados a aumentar as suas funcbes efetoras
(SOLINAS et al., 2009). Essa ativacdo € necessaria para que 0s monaocitos circulantes
terminem a sua diferenciagdo em macrofagos, quando recrutados pelos tecidos, sendo os
mondcitos muito suscetiveis de sofrerem altera¢cBes quando sujeitas a algum estimulo
(BENOIT et al., 2008). O estado de ativacao é altamente flexivel e depende da localizacéo
do tecido e do microambiente (PIXLEY E STANLEY, 2004; SOLINAS et al., 2009).

Os macrofagos sdo classificados em M1 e M2 baseados no tipo de estimulo,
expressdo da molécula de superficie, funcdo e perfil de secrecdo (Figura 3). Os
macrdéfagos M1 tém atividade antipatogeno. Os macréfagos Mla séo estimulados por
[FNy, enquanto os macrofagos M1b sdo estimulados por LPS (MUKHOPADHYAY et



al., 2004; MARTINEZ et al., 2008). 0

Macréfagos M1 sdo conhecidos por ter habilidade em secretar citocinas pro-
inflamatorias, gerar altos niveis de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio
(ROS). Portanto, eles tém uma potencial capacidade microbicida de patogenos
(MURRAY et al., 2014). A principal via efetora de macrofagos é mediada por producgéo
de oxido nitrico (NO) através da enzima “inducible NO synthase” (iNOS), usando L-
arginina como substrato. A via metabolica alternativa utiliza arginase para converter L-
arginina em Lornitina, tendo como produto final uréia (MUNDER et al., 1999). A iNOS
é pertencente a uma familia de enzimas conhecidas como NOS. Trés isoformas distintas
de NOS foram descritas como produto de trés diferentes genes, apresentando diferencas
na localizacdo intracelular, regulacdo e propriedades cataliticas. NOS1 (também
denominada nNOS) é prevalente em neurdnios; NOS2 (conhecida com iNOS) esta
presente em varias células do sistema imune; e NOS3 (também chamada eNOS) é
encontrada em células endoteliais (BRONTE e ZANOVELO, 2005).

Citocinas com perfil inflamatério como IL-12, IFN-y e TNF direcionam
macrofagos para ativacdo classica, conhecida como perfil M 1. Por outro lado, citocinas
anti-inflamatérias como IL-4, IL-13 e IL-10 direcionam macrofagos para um perfil de
ativagdo alternativa, conhecida como M2. Macréfagos M2 sdo caracterizados por
atividade arginase, expressdo de receptores de manose e secre¢do e citocinas anti-
inflamatorias. Eles tém uma importante capacidade de reparo tecidual e sdo menos

efetivos na destruicdo intracelular de patégenos (MURRAY et al., 2014).

As populacdes de macrofagos M1 e M2 devem ser equilibradas para um correto
funcionamento do organismo e protecdo do hospedeiro, originando em caso de
desequilibrio situactes patologicas. Se o desequilibrio pender para um namero de células
M1 superior, leva a inducdo de doenga inflamatdria cronica; no entanto, se o
desequilibrio se der no sentido contrario proporciona imunossupressdo (MOSSER E
EDWARDS, 2008; POLLARD, 2009).

As células estimuladas concomitantemente com IFN- ye produtos microbianos,
como LPS, ativas classicamente (macréfagos M1) destroem microrganismos por
liberagdo de NO, além de induzir a expressdo de CXCL10, CXCL9 e IL-12 (HU.X et al.,
2012; SICA et al., 2014). L. Kong et al., 2015 demonstrou que uma alta concentragéo de
NO em macrdfagos peritoneais de ratos esta intimamente associada a sua resisténcia
inata & infeccdo por T. gondii. J& as células estimuladas com citocinas IL-4 e IL-13,
produzidas em um microambiente padrdo Th2 (macréfagos M2) (GORDON, 2003),
raramente expressam iNOS, porém apresentam altos niveis de arginase 1 (Arg-1) por

desviar a via metabdlica do NO para a producéo de prolina. Por essa razao, essas celulas
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ndo conseguem produzir NO e, portanto, ndo tem capacidade microbicida para patdgenos

intracelulares (HESSE et al., 2001; MODOLELL et al., 1995).

A fagocitose é um processo altamente conservador e critico para a defesa do
hospedeiro e remodelamento tecidual. Os macrofagos sdo células fagociticas
especializadas. Macrofagos M2 e macréfagos teciduais residentes sdo tipicamente
semelhantes ao “M2-like”, eliminando detritos celulares e células mortas por fagocitose.
Portanto, os macrofagos M2 geralmente exibem alta atividade fagocitaria. Macrofagos
M2 sdo anti-inflamatdrios e promovem o reparo tecidual (Figura 2). Macrofagos M2a
com um fendtipo predominantemente antiinflamatério sdo polarizados por IL-4 e IL-13
e secretam antagonistas dos receptores de IL-10 e IL-1 para suprimir respostas
inflamatorias (LEE et al., 2001; SIERRA-FILARDI et al., 2010; JETTEN et al., 2014).
Os macrofagos M2b com fendtipos pré e anti-inflamatorios produzem IL-1p, IL-6, TNFa
e IL-10 estimulados via LPS (MOSSER, 2003). Macrofagos M2c séo ativados por IL-
10 e secretam: fator de crescimento transformador beta 1 (TGFB1) e glicocorticoides
(MOSSER E EDWARDS, 2008). Os macréfagos M2d sdo ativados pelo receptor
agonista de adenosina A2A (A2AR) e receptor agonista de Toll-like (TLR) (FERRANTE
et al.,, 2013). Os macréfagos M2f sdo estimulados por depuracdo apoptoética de
macrofagos (MAC) (O'ROURKE et al.,2019).

As células apoptéticas podem regular o fenétipo polarizador dos macréfagos e,
assim, aumentar a funcéo anti-inflamatoéria dos macro6fagos M2 através da fagocitose.
Por exemplo, a endocitose de células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
apoptotico (AD-MSCs) reduz a produgdo de TNFa ¢ NO e aumenta os niveis de IL-10
para promover a polarizacdo do macréfago M2 (GHAHREMANI PIRAGHAJ et al.,
2018). Os macrdéfagos digerem o fagossomo com a producdo de um grande nimero de

nutrientes, como aminoéacidos e colesterol (KIMURA et al., 2016).
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Figura 2: Diferenciacdo, funcdes e fendtipo dos macréfagos. Os macrofagos séo classificados em M1 e
M2 com base no tipo de estimulo e fungdo. Os macr6fagos M1 tém atividade pré-inflamatéria e os
macrofagos M2 tém atividade anti-inflamatéria e de reparo tecidual. Esses macréfagos sao divididos em
subtipos com base nos seus estimulos. Os macréfagos pré-inflamatérios M1 sdo divididos em macréfagos
Mla estimulados por IFNy e macrofagos M1b estimulados por LPS. Macrofagos anti-inflamatérios M2
sdo divididos em macréfagos M2a estimulados por IL-4 e 1L-13, macréfagos M2b estimulados por LPS,
macrofagos M2c estimulados por IL-10, macréfagos M2d estimulados por agonistas dos receptores A2AR
e TLR e macréfagos M2f estimulados por depuracdo apoptética de macréfagos . Os macréfagos M2a
podem suprimir as respostas inflamatorias. Os macréfagos M2b tém atividade pr6 e anti-inflamatéria. Os
macréfagos M2c podem secretar TGFB1 e glicocorticoides. Fonte: CHEN, 2022 (Modificado pelo autor,
2022).

1.7. Fator de inibi¢cdo da migracao de macrofagos (MIF)

Citocinas sdo pequenas proteinas liberadas por células, tendo um papel importante
na interagdo celular. S&o produzidas por uma numerosa populacdo de células tais como
células T e macrdfagos. Citocinas agem como importantes reguladores e tem um papel
crucial na resposta imunologica, sendo capaz de modular alguns mecanismos
patofisioldgicos que levardo ao desenvolvimento de doengas (ZHANG e MOSSER,
2008). A citocina conhecida como MIF (Fator de Inibicdo da Migracdo de Macrdfagos)
foi descrita em 1966 por David e Bloom e Bennet, correlacionada com as funcdes gerais
de ativacdo de macrofagos (CHURCHILL et al, 1975; NATHAN et al, 1971) como a
inibicdo da migracdo randémica de macréfagos (CHUANG et al, 2004).

MIF é secretada por uma grande variedade de células relacionadas as respostas



23
imunoldgicas tais como linfécitos T, macrdéfagos, neutrofilos, eosindfilos (BAUGH et

al, 2002). Além disso, células do sistema fisiologico também sdo capazes de secretar esta
citocina, tais como: células parietais do estdbmago, células epiteliais da pele, trato
gastrointestinal ¢  geniturinario, células B-pancredticas, glandula pituitéria
(CALANDRA; ROGER, 2003; MAASER et al., 2002; WAEBER et al., 1997),
fibroblastos (HONDA et al, 2008), trofoblasto (FARIA et al, 2010) e celulas endoteliais
(NISHIHIRA et al, 1998).

MIF encontra-se pré-formada e armazenda intracelularmente, precisando apenas
de um estimulo para ser liberada, o que a torna um relevante fator em respostas
inflamatorias agudas (CALANDRA; ROGER, 2003). Foi demonstrado também que a
secrecdo de MIF é mediada pela proteina p115 associada ao Golgi (MERK, et al., 2009).

Estresse, infecgdes e estimulos imunoldgicos, como as citocinas inflamatorias IFN- ,
TNF e MIF age através da sua ligacdo com o receptor CD74 de alta afinidade. Apds
interacdo com o receptor, ocorre a transducao de sinais com subsequente fosforilacdo de
ERK1/2 que culmina na transcricdo de genes, expressdo de moléculas efetoras e
proliferacdo celular (MITCHELL, et al., 1999, LUE, et al., 2011). A fosforilacdo de
ERK1/2, dependente de proteina quinase A, ativa a fosfolipase A2 e induz a sintese de
prostaglandina E2 (PGE2). O efeito imunossupressor de glicocorticoides é sobreposto
pela ativacdo da via ERK1/2 (MITCHELL et al., 1999). No entanto, ja foi visto o papel
imunossupressor de PGE2 quando induzida a producdo de citocinas do perfil TH2, como
um mecanismo de fuga utilizado por alguns patégenos favorecendo a persisténcia da
infeccdo (BARBOSA et al., 2014). MIF participa do processo de ativacdo do fator de
transcricdo NF-xkB, devido sua atuacdo na super expressio de TLR4 e,
consequentemente, inducdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias (ROGER et al.,
2001).

Particularmente em macrofagos e células tumorais, MIF regula funcdes-chave
como crescimento, migracdo, supressao de apoptose, sobrevivéncia e inativacdo de
inibidores do ciclo celular (GORE et al., 2008; HUDSON et al., 1999; LUE et al., 2007,
MITCHELL et al., 2002; SONG; OUYANG; BAO, 2005). Além disso, MIF tem acéo
antiapoptotica em macrofagos, funcdo esta que modula a resposta inflamatoria. Os
macrofagos séo os principais armazenadores e possuem altas concentragdes de MIF, o
que previne o0 acimulo de p53 em seus citoplasmas levando a sobrevida aumentada dos

mesmos e a uma resposta inflamatoria continua. (MITCHELL et al, 2002).

Outro meio que também pode resultar na inibi¢do da apoptose celular é a ativacéo
da MAPK (proteina-quinases ativadas por mitogenos) e PI3K (fosfatidilinositol 3-
quinase) pela ligacdo ao receptor CD74. (MITCHELL et al, 2002; CALANDRA &
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ROGER, 2003; GABER et al, 2011). Apesar de ainda existirem acfes de MIF a serem

compreendidas, é evidente o papel exercido por essa proteina na regulacdo do sistema
imune inato e adaptativo. Quando ocorre a liberagdo de MIF, este atua como uma citocina
pro-inflamatdria classica que ativam macrofagos e células T promovendo tanto a
resposta imune inata quanto a adquirida. Dentre as citocinas produzidas em resposta a
MIF, estdo TNF, IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, além de mediadores inflamatdrios tais
como NO (6xido nitrico), COX2, metaloproteinases e seus inibidores (CALANDRA et
al, 1994; MITCHELL et al, 1999; BOZZA et al, 1999).

Novas fungbes bioldgicas tém sido descritas para MIF desde sua descoberta
(CHUANG et al., 2004). Como uma citocina pro-inflamatoéria, MIF promove a morte de
parasitos intracelulares, devido a habilidade em inibir a migracdo randémica de
macrdfagos, sugerindo que essas células acumulam no lugar de acdo (BERNHAGEN et
al., 1998). Em diversas doencas tais como o choque séptico, artrite reumatoide, doencas
inflamatdrias de pulmdo e cancer, (CALANDRA et al., 1995; LUE et al., 2002, 2006,
2007; VIGANO et al., 2007), parasitoses (DE OLIVEIRA GOMES et al., 2011; FERRO
et al.,, 2008; FRANCO et al., 2011), MIF é considerado um mediador critico. Em
concentracdes adequadas, MIF apresenta uma potente resposta inflamatéria capaz de
promover a eliminagéo de parasitos, como Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi,
Leishmania major e Toxoplasma gondii (CHAISAVANEEYAKORN et al., 2002,
REYES et al., 2006; JUTTNER et al., 1998; FLORES et al., 2008, GOMES et al., 2018,
MARCON et al, 2020).

1.8. D-dopacromo tautomerase (DDT)

A cascata de sinalizacdo de MIF comeca com a ligacdo de MIF ao dominio
extracelular da proteina de membrana integrada ndo polimorfica tipo Il CD74 (Trivedi-
Parmar e Jorgensen., 2018). A sinalizacdo induzida por MIF atua através de algumas
vias a jusante, incluindo as vias de sinalizacdo da proteina quinase ativada por mitdgeno
(MAPK) e fosfoinositideo 3-quinase (PI13K). A D-dopacromo tautomerase (DDT)
participa da cascata MIF atuando como um segundo ligante para CD74, que exibe uma
forte semelhanca estrutural e uma distancia genetica proxima com MIF (Merck, et al.,
2011). Funcionalmente, DDT e MIF se sobrepbem significativamente em termos de
controle de sobrevivéncia celular, formagdo de tumor e migracdo tumoral, enquanto
DDT e MIF regulam aditivamente o crescimento e a sobrevivéncia de células
cancerigenas (Merck, et al., 2011). A dupla inibicdo de DDT e MIF também reflete um
efeito sinérgico, uma vez que o DDT pode compensar a inibicdo Unica de MIF
(PASUPULETI, et al., 2014)..

Embora camundongos knockout para receptores MIF (CD747) fendtipos
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semelhantes ao camundongos deficiéncia de MIF (10-12), observacdes recentes levaram

a hipdtese de que pode haver um segundo ligante para CD74. Por exemplo, as celulas B
deficientes em MIF sdo mais sensiveis a apoptose do que as células B do tipo selvagem,
mas a magnitude desse defeito é duas vezes mais pronunciada em células deficientes em
CD74.

Estudos anteriores hipotetizaram que essas observac¢des podem ser explicadas por
um segundo ligante tipo MIF, e consideramos um provavel candidato a ser a proteina
codificada pelo gene DDT, D-dopacromo tautomerase (D-DT). DDT e MIF mostram
uma estrutura intron-éxon conservada e suas regides de codificacdo sdo altamente
homologas. Os genes para MIF e D-DT estdo em estreita aposi¢do entre si e com duas
glutationa S-transferases de classe teta, sugerindo que esses agrupamentos de genes

surgiram por um evento de duplicacdo ancestral.

A capacidade de tautomerizar o D-estereoisémero do dopacromo que ndo ocorre
naturalmente, que € uma propriedade catalitica compartilhada com o MIF nomeou a
molécula D-DT. Esta atividade foi hipotetizada para ser uma funcéo vestigial que reflete
a origem ancestral de MIF na resposta de encapsulamento melanético de invertebrados
(MERCK et al., 2011).

Uma estrutura cristalina de D-DT verificou sua similaridade 3D com MIF. Com
excecdo de estudos recentes indicando uma interacdo entre os genes MIF e DDT na
expressdo de fatores pro-angiogénicos e COX-2 em linhagens celulares de
adenocarcinoma, ndo ha estudos sobre as fungdes bioldgicas do D-DT. Neste relatério,
descrevemos a caracterizagdo funcional do D-DT humano e de camundongo. Foi
identificado em estudos anteriores que o D-DT recombinante se liga com alta afinidade
ao CD74, ativa a cascata de sinalizacdo ERK1/2 MAP quinase e recapitula muitas das
fungbes inflamatérias do MIF, incluindo a modulagdo da migracdo de macréfagos e
imunossupressdo induzida por glicocorticdides. A administracdo de um anticorpo
antiDDT, como o anti-MIF, protege camundongos do choque endotoxico letal, reduzindo
os niveis circulantes de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IFN-y, IL-12p70 e IL-1B) e
aumentando a concentracdo circulante de a citocina anti-inflamatéria, IL-10. Uma
analise de amostras clinicas de pacientes com sepse ou cancer também revelou que D-
DT é sistemicamente expresso e que 0s niveis circulantes se correlacionam com MIF e

com a gravidade da doenca inflamatoria e malignidade (PASUPULETI et al., 2014).

Embora altamente eficazes, os anticorpos anti-MIF, em estudos experimentais, ndo
inibem completamente as respostas de ativacdo celular dependentes de CD74 (MERCK
etal., 2011).

E possivel inibir o crescimento de células cancerosas direcionando DDT e MIF
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com uma unica molécula, o que pode proporcionar beneficios terapéuticos mais

eficientes para pacientes com glioma (RAJASEKARAN et al., 2014), pois o inibidor
duplo 4-iodo-6-fenilpirimidina (4-1PP) é capaz de direcionar MIF e DDT juntos e forma
uma ligacao covalente com Pro-1 de ambas as proteinas para alterar a estrutura e impedir
a funcdo (RAJASEKARAN et al., 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

O fator de inibi¢&o da migragdo dos macrdfagos (MIF), originalmente descrito como uma citocina
de células T humanas que inibe a migracdo randémica de macrdéfagos e é considerado um
importante fator no controle de infec¢do por diversos parasitas. Camundongos MIF nocaute sdo
mais suscetiveis a infeccdo por T. gondii quando comparados com o tipo selvagem. Atualmente,
inimeras outras atividades bioldgicas tem sido descritos para esta citocina, que apresenta ampla
distribuicdo no organismo. Entretanto, a fungéo primordial de MIF relacionada a atividade de
macrofagos tem sido pouco estudada. Assim, entender se MIF participa no processo de
polarizacdo de macrofagos nos permitird compreender um pouco mais sobre a atividade bioldgica
desta citocina e compreender 0 mecanismo de acdo da mesma no controle da infeccdo por T.
gondii. Tais abordagens podem oferecer novas perspectivas sobre o papel imunolégico de MIF
na geracao de microambientes capazes de determinar fenétipos e fungdes dos macrofagos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a possivel participacdo de MIF nos processos de diferenciacdo de macréofagos peritoneais
e de medula provenientes de animais C57BL/6 WT e C57BL/6 MIF ™ infectados por Toxoplasma
gondii.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar o indice de invasdo de T. gondii em macrofagos peritoneais e de medula
provenientes de animais C57BL/6 WT e C57BL/6 MIF”- machos e fémeas.

e Comparar o indice de proliferacdo de T. gondii em macréfagos peritoneais e de medula
provenientes de animais C57bl/6 WT e C57BL/6 MIF”- machos e fémeas.

e Determinar a capacidade fagocitica de macrdfagos peritoneais e de medula provenientes
de animais C57BL/6 WT e C57BL/6 MIF" fémeas.

e Determinar a capacidade de T. gondii de lisar macr6fagos provenientes de animais
C57BL/6 WT e C57BL/6 MIF'- fémeas.

e Mensurar a atividade de uréia em macrofagos provenientes de animais C57BL/6 WT em
e C57BL/6 MIF" fémeas.

e Verificar se MIF influéncia nas vias de sinalizacdo intracelular e expressdo de proteinas

inflamatodrias e antiinflamatérias.

e Comparar a secrecdo de citocinas de perfil Th1/Th2/Th17 em macrdéfagos provenientes
de animais C57BL/6 WT e C57BL/6 MIF” fémeas.

e Comparar a secrecdo de nitrito em macrdéfagos provenientes de animais C57BL/6 WT e
C57BL/6 MIF fémeas.

e Verificar se MIF influencia no processo de polarizagdo de macrofagos para a
subpopulacdo de macrofagos classicamente ativada-M1 e macrdofagos ativados

alternativamente-M2.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Submiss&o e aprovacdo do Comité de Etica
O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica na Utilizacdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU) e aprovado segundo protocolo
020/18. Portanto, os experimentos envolvendo animais MIF nocaute (MIF”) foram
desenvolvidos na UFU. Esta Instituicdo possui autorizacdo da CTNBio para
realizacdo de experimentos com camundongos nocautes para MIF — Certificado de
Qualidade em Biosseguranca: CQB 163/02.

4.2 Obtencéo dos animais
Foram utilizados neste estudo camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/6 WT
(tipo selvagem) e C57BL/6 MIF (nocautes para MIF). Os animais foram mantidos na
Rede de Biotérios da Universidade Federal de Uberlandia/Brasil (REBIR/UFU), em
condigdes padrdo: ciclo claro/escuro de 12h e com livre acesso a ra¢ao e agua. Este estudo
foi autorizado pelo Comité de Etica Experimental Animal da UFU (CEUA/UFU) sob

protocolo nimero 020/18.

4.3 Obtencéo e cultura de células

4.3.1 Macrofagos Peritoneais

Os macrofagos foram obtidos ap6s lavado peritoneal em camundongos C57BL/6 fémeas
WT (tipo selvagem) e MIF” (nocautes para MIF). Os animais receberam 1mL de
solucdo de tioglicolato na cavidade peritoneal para recrutamento de macrofagos. Trés
dias apds os animais foram eutanasiados para a coleta de macréfagos. A cavidade
peritoneal dos animais foi lavada usando-se seringa e agulha 22G para injecédo de
5mL de meio de cultura RPMI 1640 gelado. A seguir, o meio RPMI contendo
macrofagos foi removido da cavidade peritoneal e, posteriormente transferidos para
tubos Falcon de 15ml para centrifugacdo a 400g por 10 min a 4°C. O processo foi
realizado mais uma vez para lavagem das células e ressuspendidos em 5ml de RMPI
a 10% SFB para contagem dos mesmos em camara de Neubauer sendo que células

mortas foram excluidas pela coloracdo com azul de tripan. A seguir os macrofagos
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foram plaqueados sob diferentes condicdes experimentais e incubados na estufa a

37°C 5% de CO- para aderéncia na placa.

4.3.2 Obtencdo de sobrenadante de L929 (Hibridoma produtor de fator

diferenciados de macrofagos)

Foram colocadas em cultura, células L929 (Hibridoma produtor de fator
diferenciados de macrofagos) para obtencédo do sobrenadante das mesmas e posterior
producdo do meio de diferenciacdo de macréfagos. Quando a cultura de L929 formou
uma camada de células uniforme por toda a garrafa de 75cm? sem filtro, foram
adicionados 50 ml de RPMI suplementado com 10%de SFB e a garrafa foi deixada
em estufa de CO2 a 5%, 37°C com a tampa fechada por 7 dias. Apds esse periodo, 0
sobrenadante da cultura de L929 foi recolhido com o auxilio de uma pipeta soroldgica
e transferido para um tubo Falcon e centrifugado a 400g por 5 minutos para remocéo
de debris celulares. Cada 15ml do sobrenadante de L929 foi armazenado em tubo
Falcon de 50 ml e congelado em freezer -70°C para posterior producdo do meio de
diferenciacdo dos macrdéfagos de medula. A mesma garrafa de células L929 pode ser
utilizada apenas duas vezes para producdo do sobrenadante. No dia do experimento
de retirada das células de medula, o sobrenadante de L929 é descongelado para a

producdo do meio de diferenciacdo no momento de plaquear as células.

4.3.3 Diferenciagdo de macrofagos derivados de medula dssea

Para extracdo de células da medula para posterior diferenciacdo em macrofagos,
foram retirados os fémures e tibias de 6 camundongos C57BL/6 fémeas WT (tipo
selvagem) e MIF- (nocautes para MIF). Posteriormente ficaram imersos durante 5
min em &lcool 70% na placa de petri. A fim de obter o0 maximo de células da medula,
foram cortadas as epifises de ambas as extremidades e, com o auxilio de uma seringa
de 5mL aplicou-se RPMI ndo suplementado para lavagem da medula e retirada das
células. As células obtidas do lavado foram colocadas em tubo falcon ja contendo
meio RPMI, e posteriormente centrifugadas a 400g, 5 min e a temperatura ambiente.
O sedimento obtido foi ressuspenso em meio RPMI n&o suplementado dissociando
levemente os grumos. As células foram contadas em camara de Neubauer, e a

suspensao ajustada para 2 X 10° células por placa de petri contendo 10 ml de meio
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de cultura para diferenciagdo de macrofagos (5 ml de RPMI incompleto + 2 ml de
RPMI 20% SFB + 3ml de sobrenadante de L929). Logo apoés, as placas foram
colocadas em estufa de CO2 a 5%, 37°C e umidificada. Ap6s 96 horas de cultura
adicionou-se mais 10 ml de meio de diferenciacdo de macréfagos em cada placa de
petri retornando as mesmas para estufa onde permaneceram por mais 72 horas. Apos
esse periodo, todo o sobrenadante das placas de petri poderd ser removido com o
auxilio de uma pipeta sorologica e descartado pois os macrofagos diferenciados estéo
totalmente aderidos a placa e ja podem ser removidos das mesmas com RPMI
incompleto gelado e o auxilio de um “cell scraper”. As placas de petri contendo as
células removidas foram lavadas e esta solucdo foi transferida para um tubo falcon e
a suspensdo obtida foi centrifugada a 400g, 5min a temperatura ambiente e
ressuspensa em meio RPMI 10% SFB para contagem dos mesmos em camara de
Neubauer sendo que células mortas foram excluidas pela coloracdo com azul de
tripan. A seguir os macrofagos foram plagueados sob diferentes condigdes
experimentais e incubados na estufa a 37°C 5% de CO> para aderéncia na placa de

cultura.

4.3.4 Células Hela

Utilizou-se a linhagem de células epiteliais uterinas humanas (HelLa) obtidas do
Laboratério de Imunopatologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM/UFU) e
mantida em cultura no Laboratério de Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biomeédicas Naturais (ICBN/UFTM). As células foram cultivadas em frascos de
cultivo celular de 25 ou 75cm? (NuncTM Thermo Fisher Scientific, Roskilde,
Dinamarca) em meio RPMI suplementado com 10% (v/v) de SFB, sendo incubados
em estufa umidificada a temperatura de 37 °C e 5% de CO». O repique das células
foi efetuado a cada 48 horas, prosseguindo-se resumidamente da seguinte forma: o
meio de cultura j& metabolizado pelas células foi retirado dos frascos de cultivo e,
logo em seguida, as células foram incubadas com 400 a 1000 pL de solucdo de
tripsina, por 5 minutos em estufa de cultivo. Apds a acdo da tripsina, foi adicionado
meio novo ao frasco de cultivo, para inativacdo da tripsina, e a suspensdo de células
foi retirada dos frascos e transferida para tubo Falcon de 15 mL e centrifugada a 1500
rotagdes por minuto (rpm) durante 5 minutos. O “pellet” formado foi ressuspendido

em 1 mL de meio e distribuido em novas garrafas de cultura para a realizagdo dos
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experimentos.

4.3.5 Manutengdo in vitro da cepa RH de T. gondii e infecgdo experimental

Foram utilizados taquizoitos da cepa RH do parasito T. gondii e também do clone
2F1 de RH que expressa o gene da enzima [-galactosidase (SEEBER;
BOOTHROYD, 1996), gentilmente cedidos pelo professor Dr. Vernon B. Carruther
da Universidade de Michigan, EUA. Os parasitos foram mantidos na linhagem de
células epiteliais uterinas humanas (HeLa) e cultivadas de forma similar as células
Hela, contudo, em meio RPMI 1640 a 2% de SFB. Os parasitos foram mantidos por
passagem seriada em intervalos de 48 horas, sendo distribuidos em novos frascos de
cultivo contendo monocamadas de células HeLa ndo infectadas, para a garantia do
ciclo litico do T. gondii, e incubados em estufa a 37°C e 5% de CO.. Para o0 processo
de infeccdo experimental de macrdfagos, as células HelLa contendo taquizoitos
intracelulares de T. gondii foram removidas dos frascos de cultura com auxilio de
cell scraper (TPP®, Suica) e transferidas para um tubo Falcon de 15 mL. Em seguida,
a solucao de células foi submetida a passagens mecanicas em seringas acopladas com
agulhas de 21 e 26 gauges, respectivamente, para lisar as células e assim liberar 0s
parasitos de seu interior. O lisado resultante foi centrifugado a 500 rpm por 3 minutos,
para remocdo de debris celulares e, em seguida, o sobrenadante foi coletado e
centrifugado novamente a 1500 rpm por 5 minutos para recolher os parasitos livres.
O sedimento de parasitos resultante foi ressuspendido em meio a 2% de SFB e
posteriormente, foi pipetado 10 pL da solucdo de parasitos em um microtubo de
100ul, acrescentando-se 10 pL de azul de tripan, sendo que 10 pL dessa mistura foi
colocada na camara de Neubauer para contagem dos parasitos a serem utilizados nas
infecgOes dos experimentos que se seguiram. A realizacdo desse procedimento teve
por objetivo a obtencdo de taquizoitos extraidos simultaneamente de suas células
hospedeiras, visto que apresentariam taxas de viabilidade semelhantes, tornando-os
vidveis para serem utilizados nos experimentos, se comparados aos parasitos

liberados de forma espontanea de suas células.

5. Preparo do meio de diferenciacdo de macrofagos derivados de medula

Ossea
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No momento da experimentacdo para diferenciacdo de macrdéfagos derivados de
medula déssea, deve ser preparado o meio de diferenciacdo dessas células. Para o
preparo desse meio, foi retirado o sobrenadante de L929 do freezer -70°C e,
juntamente com os 15ml de L929 ainda congelado, foram adicionados 25 mililitros
de meio de cultura RPMI incompleto e 10 mililitros de meio de cultura RPMI
completo suplementado com 20% de soro fetal bovino. Posteriormente, 0 meio de
cultura para diferenciacdo de macrédfagos é filtrado em filtro de 0,22 micrémetros
com auxilio da seringa de 20 mililitros, armazenado e identificado com nome, data e

pesquisador responsavel em freezer -20°C até o0 momento do uso.

6. Preparacdo do tratamento utilizado nos macréfagos 4-1PP (4-iodo-6-
phenylpyrimidine) — Inibidor do fator de inibicdo da migracdo de

macrdéfagos (MIF) e D-dopacromo tautomerase (D-DT)

O tratamento foi preparado de acordo com instrugbes do fabricante em quatro
diferentes concentracbes para tratamento das células e posterior verificacdo da
viabilidade das mesmas. Tais concentracGes foram: 5uM, 10uM, 25uM e 50uM.
Para o preparo do inibidor nas concentracdes propostas pelo trabalho, inicialmente
utilizamos da concentracdo contida na bula para calcularmos a molaridade.

A partir da molaridade calculada, utilizamos cada concentracao a ser utilizada para
calcularmos quanto o mesmo precisa ser diluido em cada uma delas, contidas na

tabela a sequir:

Concentragdo
Utilizada 50uM 25uM 10uMm 5uM
Molaridade 35450 35450 35450 35450

50 D 25 : 10 D 5 :
Ne vezes p/ diluir 709X 1418x 3545x 7090x

O inibidor foi diluido em DMSO (0,14%).

7. Ensaio de Viabilidade com Alamar Blue — Resazurina

A verificacdo da viabilidade celular dos macrofagos foi feita de acordo com o

protocolo do ensaio fluorimétrico com resazurina. Alamar Blue, também conhecido
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como resazurina, é um indicador de oxirreducdo que atravessa a membrana de células
vivas. A resazurina quando dissolvida em tampdes fisioldégicos forma uma solugao
de cor azul escuro. Células viaveis e com metabolismo ativo reduzem a resazurina a
uma outra substancia, a resorufina, que apresenta cor rosa e emite fluorescéncia. A
quantidade de resorufina produzida € proporcional ao numero de células viaveis, o
que pode ser quantificado por meio de fluorescéncia ou por meio de absorbancia.
Apos aplicar a solugéo de resazurina, as células devem ficar incubadas coma mesma
o tempo suficiente de acordo com a atividade metabdlica de cada tipo celular (RISS
et al., 2016). Para a realizacdo do ensaio de viabilidade, os macréfagos de
camundongos WT e MIF-/- foram plaqueados em placa de 96 pocos durante 24 horas
em 200 uL de meio RPMI contendo macrofagos. Depois, foi realizado o tratamento
com o inibidor 4-lodo-6-fenilpirimidina (4-1PP), (Sigma-Aldrich, San Luis, EUA)
nas concentracdes 5, 10, 25 e 50 uM em DMSO e diluidas em RPMI durante mais 24
horas. Macrofagos controle ndo foram tratados ou tratados com DMSO (0,14%) em
RPMI. Apéds 24 horas de tratamento, foi adicionado 20 uL(44uM) de Resazurina e
incubados por 4 horas. A leitura da fluorescéncia foi realizada nos comprimentos de
onda de 560 e 590 nm utilizando o leitor de microplacas de fluorescéncia. A
viabilidade relativa foi calculada com base em macréfagos ndo tratados que foram
considerados como 100% de viabilidade.

8. Ensaios de invaséo e proliferacéo intracelular de T.gondii

Os macrofagos peritoneais e de medula (1x10° células/200 pL/pogo) foram
cultivados em microplacas de cultura de 96 poc¢os contendo meio RPMI e 10 % de
SFB e mantidos por 24 h em estufa a 37°C e 5% de CO.. A seguir 0os macréfagos
foram tratados com diferentes concentragdes (5, 10 e 25 umol/L) do inibidor de D-
DT (4-1PP: 4-iodo-6-fenilpirimidina). Controles ndo tratados foram incubados com
meio de cultura. Apdés 24 horas de tratamento, as células foram infectadas na
proporc¢do de 5 taquizoitas do clone 2F1 da cepa RH de T. gondii por célula em meio
RPMI e 2% de SFB por 30 minutos e 3 horas, para avaliar a invasdo de T. gondii
(BARBOSA et al., 2012) ou por 24 horas para avaliar a proliferacdo intracelular de
T. gondii (CASTRO et al. 2013). Apés o periodo de 30 min de infeccdo, as placas
foram lavadas com o préprio meio de cultura para retirada dos parasitos que nao

invadiram as células e para que permanecam somente as células infectadas. O
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sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer a — 80 °C para posterior analise
do perfil de citocinas. Os macréfagos infectados foram, entdo, lisados e a invasao dos
parasitos foi quantificada através do ensaio colorimétrico da -galactosidase (TEO et
al., 2007; CASTRO et al., 2013; BARBOSA et al., 2015). Nesse ensaio, é realizada
a lise celular para que os parasitos fiquem expostos ao reagente CPRG e, entdo, a
enzima citoplasmatica [-galactosidase, expressa pelos taquizoitos do clone 2F1,
converta o substrato CPRG (clorofenol red — p — D — galactopiranosideo; Roche) de
coloracdo amarelo-laranja em galactose e o cromoforo vermelho clorofenol,
desenvolva uma coloracdo vermelho-escuro no meio. A intensidade de cor
corresponde, portanto, a atividade enzimatica da B-galactosidase e constitui uma
medida indireta para a determinacdo quantitativa do niumero de parasitos (Quanto
maior a intensidade da coloracdo, maior a atividade enzimatica). Para avaliacdo da
proliferacdo dos parasitos no interior dos macrofagos apds os periodos de 3 e 24
horas, as placas foram centrifugadas a 250g, por 5 min, TA para que todos o0s
parasitos ficassem no fundo da placa e pudesse coletar o sobrenadante para também
armazenar em freezer -80°C e, posteriormente, analisar a producéo de citocinas. Feito
iSS0, 0 processo de reacao enzimatica segue o mesmo protocolo acima explicado para
analise de invasdo dos parasitos. A invasdo e proliferacdo de T. gondii (nUmero total
de taquizoitas) foi obtida relacionando-se o nimero de taquizoitas obtidos com uma
curva padrdo de referéncia contendo taquizoitas livres (1x10% a 15.6 x 10%) e a
atividade enzimatica da -galactosidade foi mensurada a 570nm utilizando leitor de
microplacas de fluorescéncia. Os dados foram expressos como numero de taquizoitas

e foram realizados trés experimentos independentes com nove replicatas.

9. Ensaio de fagocitose de T. gondii em macro6fagos por ensaio colorimétrico

da beta-galactosidase

Para o ensaio de fagocitose, taquizoitos de T. gondii (cepa RH, clone 2F1) foram
previamente fixados em paraformaldeido 4% em PBS durante 30min. Em seguida, 0s
parasitas fixados foram lavados 3 vezes em PBS e entdo adicionados aos macréfagos
MIF’- e WT previamente tratados com 4-IPP (1x10° macrofagos e 5x10°
taquizoitos/200uL/pocgo), conforme descrito acima. Os parasitas foram incubados
com células as durante 30min, a 37°C, com 5% de CO». Em seguida, os sobrenadantes

foram removidos; a camada de macrofagos foi lavada com PBS para remover 0s
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parasitas ndo fagocitados. Os parasitas fagocitados foram quantificados utilizando o
ensaio de p-galactosidase modificado de TEO e colaboradores (2007).
Resumidamente, os macréfagos foram lisados com tampdo de ensaio de
radioimunoprecipitacdo (RIPA) [50 mmol/L de cloridrato de Tris, 150 mmol/L de
NaCl, 1% (v/v) Triton X-100, 1% (p/v) desoxicolato de sédio e 0,1 % (p/v) SDS; pH
7,5] durante 12h. Em seguida, foram adicionados ao lisado, o tampéo de ensaio
(tampao fosfato 100 mM, pH 7,3, B-mercapto-etanol 102 mM e MgCI2 9 mM) e o
substrato CPRG 6,25 mM (vermelho de clorofenol-B-D-galactopiranosideo; Roche,
Indianapolis, IN ). Os dados de T. gondii fagocitados foram expressos em numero de
taquizoitos calculado em relacdo a curva de referéncia da linhagem 2F1 (1,5x104 a
1x106) previamente fixados em paraformaldeido 4%. A atividade enzimatica de f3-
galactosidase foi medida a 570 nm usando um leitor de microplacas de absorbancia.

Trés experiéncias independentes foram realizadas em triplicata.

10. Ensaio de fagocitose com particulas de Zimosan

Para o0 ensaio fagocitico de zimosan, macréfagos MIF”- e WT foram plaqueados sob
laminulas redondas em placas de 24 pogos (1x10° células/200 pL/poco) em meio
RPMI suplementado com 10% de FBS. Os macrdfagos foram incubados a 37°C e 5%
de CO2 em incubadora umidificada por 24h. Em seguida, as células foram tratadas
ou ndo com 4-1PP (5, 10 e 25uM) por mais 24h. O meio foi removido e em seguida
particulas de zimosan (5 particulas por célula) foram adicionadas aos macrofagos e
as células foram incubadas durante 3h. Depois, 0 sobrenadante foi removido; os
macrofagos foram lavados com PBS e depois fixados com formaldeido 3,7% em PBS
e corados com Giemsa. O numero de particulas englobadas foi contado em 200
células contendo particulas. Além disso, a quantidade de células contendo particulas
de zimosan foi quantificada em um total de 200 macréfagos. Trés experiéncias

independentes foram realizadas em triplicado.
11. Dosagem de citocinas
A dosagem de citocinas nos sobrenadantes dos ensaios de invasédo e proliferacdo de

macrofagos peritoneais e de medula armazenados em freezer -80°C foi realizada

utilizando o CBA Mouse Inflammation Kit (BD Biosciences) de acordo com as
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instrucBes do fabricante, e as seguintes citocinas foram mensuradas: TNF-a, IL-10,
IL-6, IL-17 e IFN-y. Resumidamente, sobrenadantes de macrofagos derivados de
camundongos C57BL/6 fémeas, tratados com 4-1PP e cultivados com T. gondii,
foram incubados com esferas acopladas a anticorpos monoclonais especificos e
anticorpos secundarios por 4 h em temperatura ambiente. As esferas foram lavadas e
a aquisicéo realizada no citometro de fluxo Accuri fluxo BD™ (FACSCalibur, BD
Company, San Diego, CA, Estados Unidos). A concentracdo das amostras foi
estimada comparando a fluorescéncia obtida a partir da curva padrdo obtida por
diluicdo em série de citocinas murinas recombinantes. Os dados foram registrados
pelo software BD™ Cell Quest. Os dados foram expressos em pg/mL.

Para dosagem de MIF, foi utilizado um Kit (R&D Systems Europe Ltd., Abingdon,
Oxford, England). A reacdo foi realizada de acordo com as instruces do fabricante
para ELISA sanduiche. Brevemente, as placas foram incubadas com anticorpo de
captura, bloqueadas e incubadas com as amostras ou com a respectiva citocina
recombinante para a construcdo da curva padrdo. Posteriormente, apds lavagem das
placas, as mesmas foram incubadas com anticorpo de detec¢do biotinilado especifico
para MIF. O ensaio foi realizado utilizando estreptavidina acoplada peroxidase
(HRP) e revelado com 3°3-5°5 tetrametilbenzidina (TMB). A concentragdo de MIF
foi determinada pela extrapolacdo da curva padrdo em concentracdo conhecida da

mesma.

12. Quantificacdo de uréia

As concentracdes de uréia em amostras de sobrenadante foram determinadas por meio de
ensaio colorimétrico enzimatico (Gold Analisa Ltda, Belo Horizonte, Brasil). O método
foi realizado de acordo com as recomendacdes do fabricante. Resumidamente, amostras
(10uL) foram incubadas com urease tamponada (1mL) por 5 min a 37°C. Em seguida, foi
adicionado oxidante (1mL) e incubado novamente por 5 min a 37°C. A absorbancia foi
lidaa 600 nm e as concentracdes de uréia foram determinadas usando uma solucéo padréo

de uréia.

13. Quantificacéo de 6xido nitrico (NO)

A producéo de nitrito pelos macréfagos foi medida pelo método de Griess modificado de
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acordo com as recomendacdes do fabricante (G4410, Sigma-Aldrich, San Luis, EUA).
Resumidamente, as amostras de sobrenadante (100pL) e uma curva padréo de nitrito de
sodio foram plagueadas em placa de 96 pocos e foram adicionados 100uL/pogo de
reagente de Griess modificado. A reacéo foi realizada por 15 min a temperatura ambiente,
entdo a absorbancia foi lida em 540 nm e as concentracdes de NO da amostra foram

determinadas usando a curva padrao.

14. Analises estatisticas e construcéo de graficos de radar

Os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism, 7.0 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, Estados Unidos). Os dados foram apresentados como média e desvio
padrdo da media (DP) (pool de macréfagos de 6 animais/grupo foram usados para 6
repeticbes para cada conjunto de ensaios). Two Way ANOVA seguido por testes de
comparagoes multiplas de Dunnett’s ¢ Tukey foram usados para comparagdes entre
grupos tratados e ndo tratados e para grupos WT e MIF”, respectivamente. O teste t-
Student’s foi usado para comparagdo entre dois conjuntos de dados. Finalmente, o One
Way ANOVA seguido foi aplicado para analisar o ensaio de viabilidade. As diferencas
entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05.
Além disso, graficos de radar foram construidos para resumir os produtos de secre¢cdo dos
macrofagos. Para atingir este objetivo, todo o universo de dados de cada fator soltvel de
macrdfagos foi utilizado para determinar o valor mediano global. Esses dados foram
utilizados para categorizar os macrofagos em baixos e altos secretores dos fatores
analisados nos grupos MIF”- e WT, de acordo com o nivel de corte estabelecido de cada
produto secretado. Os desenhos graficos foram construidos usando o software Microsoft
Excel (Microsoft Corp., EUA).
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5. RESULTADOS

5.2 RESULTADOS PARTE |

Afim de determinar o sexo de camundongos C57BL6 e a origem dos macrofagos a serem
utilizados nos experimentos posteriores, utlizamos machos e fémeas nos ensaios de invasdo e

proliferacdo.

52.1 O sexo de camundongos C57BL6 influencia no parasitismo de macroéfagos

peritoneais e de medula

Inicialmente avaliamos o parasitismo atraves de invasao e proliferacdo de macrofagos peritoneais
e de medula derivados de fémeas e machos WT e MIF”- ambos infectados pelo T. gondii. Nossos
resultados demonstraram que ap6s 30 minutos de infec¢do de macrofagos peritoneais, houve uma
invasdo significativamente maior em macréfagos derivados de fémea WT quando comparados
com macho WT por T.gondii. Quando analisados entre macrofagos derivados de macho WT e
MIF’ e macrofagos derivados de fémea WT e MIF’- em ambos os grupos houve uma invasio
significativamente maior nos grupos WT (Figura 3A). Apds 3 horas de infec¢do de macréfagos
peritoneais ndo foram observadas diferencas significativas (Figura 3B). Ap6s 24 horas de
infecgdo, analisamos a proliferacéo de T.gondii nos macrofagos peritoneais. Foi observada uma
proliferacdo de T.gondii significativamente maior em macrofagos derivados de macho WT
quando comparados com fémea WT (Figura 3C).

Quando avaliamos o parasitismo em macrofagos de medula, apos 30 minutos de infeccdo, houve
uma invasao significativamente maior em macrofagos derivados de fémea WT quando
comparados com macho WT por T.gondii. Essa diferenca também foi vista entre os grupos de
macrdfagos de medula derivados de fémea MIF”- quando comparados com macho MIF™. Ainda
na mesma figura, vimos diferenca significativa nos grupos de fémeas, na qual a invasao foi maior
no grupo WT quando comparado com o MIF” (Figura 3D). Ap6s 3 horas de infeccdo de
macrofagos de medula ndo foram observadas diferencas significativas (Figura 3E). Apds 24
horas de infeccdo, analisamos a proliferacdo de T.gondii também nos macrofagos de medula. .
Foi observada uma proliferacdo de T.gondii significativamente maior em macréfagos derivados

de fémea WT quando comparados com macho WT (Figura 3F).
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Figura 3: Invaséo e proliferagdo de macrdfagos peritoneais e de medula derivados de fémeas e
machos WT e MIF” ambos infectados pelo T. gondii. Os macréfagos foram plaqueados em
placas de 96 pocos e depois foram infectados com taquizoitos de T. gondii (cepa RH, clone 2F1,
5 parasitas/célula). No ensaio de invaséo (A e B), apos o periodo de 30 min de infeccdo, as placas
foram lavadas com o préprio meio de cultura para retirada dos parasitos que nao invadiram as
células e para que permanecessem somente as células infectadas. Os macrofagos infectados
foram, entéo, lisados e a invasao dos parasitos foi quantificada através do ensaio colorimétrico
da B-galactosidase. Para o ensaio de proliferagdo (C) de T.gondii (24h), as placas foram
centrifugadas (250x g, 5 min, RT) para sedimentar os parasitas que eventualmente lisaram as
células. Em seguida, os macrdfagos infectados foram lisados usando tampéo RIPA e os parasitas
foram quantificados usando ensaio de B-galactosidase. O parasitismo foi avaliado posteriormente
em macrofagos de medula. Ap6s 30 minutos de infeccdo de macréfagos de medula, houve uma
invasdo significativamente maior em macréfagos derivados de fémea WT quando comparados
com macho WT por T.gondii. Essa diferenca também foi vista entre os grupos de macrofagos de
medula derivados de fémea MIF” quando comparados com macho MIF”-. Ainda na mesma
figura, vimos diferenca significativa nos grupos de fémeas, na qual a invasao foi maior no grupo
WT quando compé ... :0om o MIF” (D). Ap6s 3 horas de infeccdo de macrofagos de medula
ndo foram observadas diferencas significativas (E). Apds 24 h_*__ de infeccdo, analisamos a
proliferacdo de T.gondii também nos macrofagos de medula. Foi observada uma proliferacdo de
T.gondii significativamente maior em macré6fagos derivados de fémea WT quando comparados
com macho WT (F). O parasitismo foi expresso como o nimero de taquizoitos calculado com
base em uma curva de referéncia de taquizoitos (1,5%10* a 1x10°). Trés experimentos
independentes foram realizados em triplicata usando um pool de macréfagos obtidos de 6
camundongos em cada grupo. *Diferencas significativas entre camundongos MIF- e WT na
mesma condi¢do experimental (*P<0,05; **P<0,01). #Comparacbes entre macr6fagos machos e
fémeas dentro do mesmo grupo (##P< 0,01, ####P< 0,0001). Os dados foram comparados pelo
Two Way ANOVA seguido pelo pos-teste de comparagdo multipla de Dunnett’s.

5.2.2 A intensidade da atividade fagocitica de acordo com a origem dos macrofagos

murinos

A fim de avaliar a atividade fagocitica dos macrofagos, foi realizado o ensaio de fagocitose de T.
gondii em macrofagos WT de origem peritoneal e macrofagos WT derivados da medula 6ssea.
Durante o ensaio, 0os macrofagos séo infectados com o parasito previamente fixado com

paraformaldeido na propor¢do de 5 taquizoitas do clone 2F1 da cepa RH de T. gondii por
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célula. Os mesmos foram incubados por 30 minutos para que acontecesse a fagocitose dos

parasitos. A seguir, as células foram lavadas para remoc¢édo de parasitos ndo internalizados.
Como os parasitos foram previamente fixados, foi realizada lise celular apds um periodo de
12 horas para que a quantidade de parasitos fagocitados fosse mensurada por ensaio
colorimétrico da beta-galactosidase. Os resultados mostraram que os macrofagos WT
peritoneais realizam uma atividade fagocitica de intensidade significativamente maior do que

macrofagos WT derivados de medula 6ssea (Figura 4).
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Figura 4: Avaliacdo da atividade fagocitica em macr6fagos WT de origem peritoneal e
macrofagos WT derivados da medula 6ssea infectados com T. gondii. O parasitismo foi expresso
como o nimero de taquizoitos calculado com base em uma curva de referéncia de taquizoitos
(1,5x10* a 1x10°). Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata usando um
pool de macrdfagos obtidos de 6 camundongos em cada grupo. *Diferencas significativas entre
macrofagos WT peritoneais e macréfagos WT derivados de medula dssea. (P<0,05; #P<0,01;
####P< 0,0001). Os dados foram comparados pelo Two Way ANOVA seguido pelo pés-teste de

comparagdo multipla de Dunnett’s.



43

5.2.3 A modulacédo gerada por T.gondii é dependente da origem dos macrofagos

A fim de avaliar a intensidade da atividade de T.gondii, o ensaio de proliferacdo de T. gondii foi

realizado em macrofagos WT e MIF”. O ensaio de proliferacdo, analisado 24h ap6s a infecco,

mostrou que T. gondii invade e prolifera mais em macrofagos peritoneais do que em macrofagos

derivados da medula éssea. (Figura 5).
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Figura 5: Avaliacdo intensidade da atividade de T.gondii em macréfagos WT de origem

peritoneal e macrofagos WT derivados da medula 6ssea infectados com T. gondii. O parasitismo

foi expresso como o numero de taquizoitos calculado com base em uma curva de referéncia de

taquizoitos (1,5x10* a 1x10°). Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata
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usando um pool de macréfagos obtidos de 6 camundongos em cada grupo. *Diferencas

significativas entre macrofagos WT peritoneais e macrofagos WT derivados de medula 6ssea.
(*P<0,05; **P<0,01; ****P< 0,0001). Os dados foram comparados pelo Two Way ANOVA

seguido pelo pds-teste de comparagao multipla de Dunnett’s.

5.2.4 A presenca de infeccdo por Toxoplasma gondii modifica a producao de citocinas

por macrofagos peritoneais e de medula

O perfil de citocinas Thl, Th17 e Th2/Treg foi analisado para avaliar a influéncia da infeccao
por T. gondii em macrofagos WT peritoneais e de medula. Usamos macrofagos de camundongos
C57BL6 WT ndo infectados e infectados por T. gondii. Considerando as citocinas dos perfis
Th2/Treg, apenas IL-10 foi detectada. A 1L-10 n&o foi detectada em macrdfagos peritoneais e de
medula ndo infectados de camundongos WT. No entanto, a infeccdo por T. gondii estimulou a
producdo de IL-10 nestas células. A producdo de IL-10 em macréfagos WT de medula infectados
foi significativamente maior do que em macrdofagos WT peritoneais infectados (Figura 6A).

A secrecdo de IL-6 também foi estimulada somente quando houve a infeccdo por T.gondii. A
comparacdo entre WT infectado de medula e WT infectado peritoneal mostrou que as células
WT de medula infectados produziram uma quantidade significativamente maior de IL-6 do que
WT peritoneal infectados (Figura 6B).

A citocina IL-17 também foi secretada somente em resposta a infeccdo por T.gondii. Ndo houve
producdo de IL-17 em macréfagos WT infectados de medula. E, quando comparada com a
producdo em macréfagos WT peritoneais infectados, a producéo de IL-17 foi significativamente
maior em macréfagos peritoneais infectados (Figura 6C).

A producdo de TNF também ocorreu somente quando as células foram infectadas por T.gondii.
Macrofagos WT peritoneais infectados tém concentragdes significativamente mais altas de TNF
do que em macréfagos WT de medula infectados (Figura 6D).

A infeccdo por T.gondii estimulou a secrecdo de IFN-y em macrofagos WT infectados. Os
macrofagos WT de medula infectados apresentaram uma concentragdo de IFN-y
significativamente maior do que macrofagos WT peritoneais infectados (Figura 6E).

Quando a citocina MIF foi analisada em macrofagos WT peritoneais e de medula, nossos
resultados mostraram que os macrofagos controle (ndo infectados) tanto peritoneal quanto de
medula apresentaram producao dessa citocina assim como os macrofagos infectados por T.gondii
de ambos os grupos. No entanto, macrofagos WT peritoneais infectados com T. gondii apresentou
uma producdo significativamente maior de MIF em compara¢do com macréfagos WT de medula

infectados (Figura 6F).
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Figura 6: ELISA e quantificacdo de citocinas por citometria de fluxo (Cytometric Bead Array -
CBA) para quantificar citocinas em sobrenadantes de macrofagos de C57BL/6 WT de medula e
peritoneais. Os macrdfagos foram infectados ou ndo com taquizoitos de T. gondii (cepa RH, clone
2F1) e incubados por 24h. Foram coletados sobrenadantes dos mesmos e usados para
quantificacdo de citocinas. Dados representativos de um experimento realizado com 6 repeticoes
e foram apresentados em média e EPM da quantidade de citocinas (pg/mL) secretadas de um

pool de macrofagos obtidos de 6 camundongos em cada grupo. (A) 1L-10, (B) IL-6, (C) IL-17,
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(D) TNF, (E) IFN-y, (F) MIF. *Diferencas significativas entre camundongos WT de medula e

peritoneais na mesma condicdo experimental (*P<0,05; #P<0,01; *##*P<0,0001). Os dados foram
comparados pelo Two Way ANOVA seguido pelo pés-teste de comparagdo multipla de
Dunnett’s. IL-10, TNF, IFN-y, IL-6 e IL-17 foram medidos por CBA, enquanto MIF foi medido
por ELISA.

5.2.5 Niveis mais altos de uréia e nitrito foram detectados em macréfagos peritoneais

A fim de avaliar o perfil de ativacdo em macrdfagos peritoneais e de medula, os niveis de ureia
e Oxido nitrico foram mensurados em sobrenadantes de macrofagos. Nossos resultados
demonstraram que a infeccéo por T.gondii induz uma secrecao significativamente maior de uréia
em macrofagos WT peritoneais quando comparados aos macréfagos WT de medula. Os
macrofagos WT peritoneais controles (ndo infectados) também apresentaram uma producao
significativamente maior de ureia quando comparados aos macréfagos WT de medula controle
(ndo infectados). Quando avaliamos a producdo de ureia entre grupos com o mesmo tipo de
macrofagos, macréfagos WT peritoneais infectados apresenta uma producéo significativamente
maior do que macrofagos WT peritoneais controle (ndo infectados). Macr6fagos WT de medula
infectados também apresentam uma producéo significativamente maior do que macréfagos WT
de medula controle (ndo infectados) (Figura 7A).

A infeccdo por T.gondii induz uma secrecdo significativamente maior de NO em macrofagos WT
peritoneais quando comparados aos macréfagos WT de medula. Os macréfagos WT peritoneais
controles (ndo infectados) apresentaram producdo NO assim como o0s macrofagos WT de medula
controle (ndo infectados), porém ndo com diferencas significativas entre eles. Quando avaliamos
a producdo de NO entre grupos com 0 mesmo tipo de macréfagos, macréfagos WT peritoneais
infectados apresenta uma producao significativamente maior do que macr6fagos WT peritoneais
controle (ndo infectados). Ja os macréfagos WT de medula infectados, apesar de apresentarem
uma producdo maior do que macréfagos WT de medula controle (ndo infectados), essa diferenca

ndo foi significativa (Figura 7B).
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Figura 7: Quantificacdo de uréia e Oxido nitrico (NO) em sobrenadantes de macréfagos
peritoneais e de medula. Macréfagos foram infectados ou ndo com taquizoitos de T. gondii (cepa
RH, clone 2F1, 5 parasitas/célula). Apds 24h de infeccdo, os sobrenadantes dos macréfagos
foram coletados e utilizados para quantificacdo de (A) uréia e (B) de NO. Dados representativos
de um experimento realizado com 6 repeticdes e foram apresentados como média e EPM da
quantidade de uréia (mg/dL) e NO (uM) secretados de um pool de macrofagos obtidos de 6
camundongos em cada grupo. *Diferencas significativas entre macrofagos com mesma origem e
em condi¢bes experimentais diferentes (*P<0,05; ***P<(0,0001). #Comparagdes entre
macrofagos de origens distintas e em mesmas condi¢cBes experimentais (#P<0,05,
##P<0,001###P<0,0001). Os dados foram comparados pelo Two Way ANOVA seguido pelo

pos-teste de comparagdo multipla de Dunnett’s.
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5.3 RESULTADOS PARTE II

Apartir dos resultados obtidos, selecionamos camundongos C57BL6 fémeas e macrofagos de

origem peritoneal para alcangarmos 0s objetivos seguintes.

5.3.1 Animais MIF 7~ recrutam mais macréfagos peritoneais do que animais WT

O namero de macrofagos peritoneais recrutados por animal foi contado em camundongos WT e
camundongos MIF . Nossos resultados demonstraram que camundongos MIF” recrutaram
significativamente mais macrofagos peritoneais em comparagdo com camundongos WT (P <
0,05). (Figura 8).
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Figura 8: Avaliacio do recrutamento de macréfagos peritoneais em camundongos WT e MIF™",
O numero de células recrutadas foi expresso por cada grupo de animais. Trés experimentos
independentes foram realizados em triplicata usando um pool de macréfagos obtidos de 6
camundongos em cada grupo. *Diferencas significativas entre macrofagos WT peritoneais e
macrofagos WT derivados de medula 6ssea. (*P<0,05; **P<0,01; ****P< 0,0001). Os dados
foram comparados pelo Two Way ANOVA seguido pelo pos-teste de comparacdo maultipla de

Dunnett’s.
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5.3.2 O inibidor 4-1PP reduziu a viabilidade dos macrofagos peritoneais tanto em

camundongos WT quanto MIF - apenas na concentracdo mais alta (50uM)

A viabilidade dos macrofagos peritoneais foi medida em camundongos WT e MIF-/-. Macr6fagos
foram plaqueados em meio RPMI contendo o inibidor 4-1PP diluido em DMSO e 0 meio RPMI
foi usado como controle. Diferentes concentracfes de 4-IPP (5uM, 10uM, 25uM) ou DMSO
(0,14%) néo alteraram a viabilidade significativamente em comparagdo ao controle, tanto em
macr6fagos WT quanto em macrofagos MIF™ (Fig.2A e B, respectivamente). No entanto, nossos
resultados mostraram que macrofagos peritoneais de camundongos WT plaqueados com a
concentracdo de 50uM do inibidor 4-1PP tiveram sua viabilidade significativamente reduzida em
relagdo aos macrdfagos plagueados apenas com meio RPMI (p<0,0001). Resultados semelhantes
foram observados em macré6fagos MIF-/- (Figura 9A e 9B, respectivamente).
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Figura 9: Viabilidade de macréfagos apos tratamento com 4-1PP. Macréfagos C57BL/6 WT (A)

MIF’ (B) foram plaqueados na placa de cultura de 96 pogos e tratados com 5, 10, 25 ¢ S50uM de
4-lodo-6-fenilpirimidina (4-1PP) em meio RPMI. DMSO foi usado para solubilizar 4-1PP.
Macréfagos controle WT e MIF”- ndo foram tratados (meio RPMI) ou tratados com 0,14% de
DMSO. Os macréfagos foram incubados com 44uM de resazurina e foi lida a absorbancia
(570nm). Os dados foram apresentados em uma porcentagem de viabilidade com base em
macrdfagos ndo tratados que foram considerados como 100% de viabilidade. Dados
representativos de um experimento realizado com 6 repeti¢c6es usando um pool de macréfagos
obtidos de 6 camundongos em cada grupo. Os dados foram expressos como média e valores
EPM. As comparacdes entre tratados e ndo tratados (Meio RPMI) foram realizadas usando One

Way ANOVA seguido pelo pds-teste de comparagdo multipla de Sidak’s (****P <0,0001).

5.3.3 A copresenca de infec¢do por Toxoplasma gondii, do inibidor 4-1PP e a auséncia

de MIF enddgeno modificam a producao de citocinas

O perfil de citocinas Thl, Th17 e Th2/Treg foi analisado para avaliar a influéncia da infeccdo
por T. gondii, inibidor 4-1PP e auséncia de MIF enddgeno. Usamos diferentes concentracdes de
4-1PP e macréfagos ndo tratados como controle, macréfagos ndo infectados e infectados por T.
gondii e macréfagos MIF” e WT. Quando a citocina MIF foi analisada em macréfagos WT,
nossos resultados mostraram que os tratamentos com 4-1PP ndo alteraram significativamente a
producdo enddgena de MIF em macréfagos ndo infectados (Fig. 8A). No entanto, macrofagos
infectados com T. gondii e tratados com 4-1PP (5, 10 e 25uM) reduziram significativamente a
producdo de MIF em comparacdo com animais néo tratados (Figura 10A).

Considerando as citocinas dos perfis Th2/Treg, apenas IL-10 foi detectada. A IL-10 ndo foi
detectada em macrofagos ndo infectados de camundongos WT e MIF-. No entanto, a infeccéo
por T. gondii estimulou a producdo de IL-10 nestas células. A producdo de IL-10 em células
MIF" infectadas foi significativamente reduzida devido ao tratamento com 4-1PP (10 e 25uM).
Por outro lado, o tratamento ndo alterou a producdo de IL-10 em macr6fagos WT infectados.
Comparando macr6fagos WT e MIF”, detectamos maior producdo de IL-10 em MIF” em
macrofagos infectados ndo tratados e tratados (5 e 25uM) em comparacdo com células WT
(Figura 10B).

Analisando as citocinas Th1/Th17 em macréfagos WT e MIF- detectamos citocinas TNF, IFN,
IL-6 e IL-17. A producéo de TNF foi estimulada pela infec¢éo por T.gondii. Os tratamentos com
4-1PP (10 e 25 pM) causaram reducdo significativa na producdo de TNF em macréfagos WT e
MIF’ infectados. Macrofagos WT infectados tém concentraces significativamente mais altas
de TNF em macrofagos néo tratados e tratados com 4-IPP (5, 10 e 25uM) em comparagdo com
células MIF" infectadas (Figura 10C).
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A infeccdo por T.gondii estimulou a secrecdo de IFN-y em macrofagos. Os tratamentos com 4-

IPP (10 e 25uM) reduziram significativamente a concentragdo de IFN-y em macrofagos WT
infectados. Os niveis de IFN-y foram maiores em macrofagos WT infectados e ndo tratados em
comparagdo com MIF™, atingindo significancia estatistica (Figura 10D).

A secrecdo de IL-6 também foi estimulada pela infeccdo por T.gondii. Os tratamentos com 4-I1PP
(5, 10 e 25uM) diminuiram a secrecao de I1L-6 em ambos os macréfagos WT e MIF- infectados.
A comparacdo entre WT infectado e MIF” infectado mostrou que as células WT produziram
mais IL-6 do que MIF’em macrdfagos nio tratados e tratados (5 e 25 uM) (Figura 10E).
Finalmente, IL-17 também foi secretada em resposta a infeccédo por T.gondii em macréfagos WT
e MIF”. Em macr6fagos WT infectados, os tratamentos com 4-1PP (10 e 25uM) causaram uma
diminuicéo significativa da secre¢do de IL-17 em comparagdo com os ndo tratados. Macrdfagos
WT néo tratados infectados produziram concentragdes significativamente mais altas de 1L-17 em
comparacdo com MIF” (Figura 10F).
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Figura 10: ELISA e quantificagcdo de citocinas por citometria de fluxo (Cytometric Bead Array
- CBA) para quantificar citocinas em sobrenadantes de macréfagos de C57BL/6 MIF- e WT. Os
macrofagos foram tratados ou ndo com 4-IPP (5, 10, 25 uM). Em seguida, as células foram
infectadas ou ndo com taquizoitos de T. gondii (cepa RH, clone 2F1) e incubadas por 24h. Foram
coletados sobrenadantes de macrofagos e usados para quantificacdo de citocinas. Dados
representativos de um experimento realizado com 6 repeti¢des e foram apresentados em média e
EPM da quantidade de citocinas (pg/mL) secretadas de um pool de macrofagos obtidos de 6
camundongos em cada grupo. (A) MIF, (B) IL-10, (C) TNF, (D) IFN-y (E) IL-6, (F) IL-17.
*Diferencas significativas entre camundongos MIF” e WT na mesma condicio experimental
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,0001). #ComparacBes entre macrofagos tratados e ndo tratados
dentro do mesmo grupo (#P<0,05, ### P<0,0001). Os dados foram comparados pelo Two Way
ANOVA seguido pelo pos-teste de compara¢do multipla de Dunnett’s. IL-10, TNF, IFN-y, IL-6
e IL-17 foram medidos por CBA, enquanto MIF foi medido por ELISA.

5.3.4 Niveis mais altos de nitrito foram detectados em macréfagos WT

A fim de avaliar o perfil de ativacdo em macrdfagos, os niveis de ureia e 0xido nitrico foram
mensurados em sobrenadantes de macr6fagos. Nossos resultados demonstraram que a infeccao
por T.gondii induz a secrecdo de uréia em macréfagos WT e MIF”. As células MIF'- n&o
infectadas e tratadas com 4-1PP (5 e 25uM) tém um aumento significativo na secrecdo de ureia
em comparacao com as células ndo tratadas. Além disso, os tratamentos com 4-IPP, 5 e 25uM,
causaram um aumento na secre¢do de uréia em macrofagos infectados tanto MIF”- quanto WT.
Além disso, macrofagos MIF’ infectados e tratados com 4-IPP (5 pM) secretaram
significativamente mais ureia do que células WT (Figura 11A).

A mensuracao dos niveis de 6xido nitrico revelou que a infec¢do por T.gondii desencadeia a
secrecdo de NO em macrofagos WT e MIF. Além disso, os tratamentos com 4-IPP (5, 10 e
25uM) causaram uma diminuigdo significativa na secrecdo de NO em macrofagos infectados de
camundongos MIF"- e WT. Além disso, macrdfagos infectados néo tratados e tratados (5 uM) de
camundongos WT secretaram mais NO do que macrofagos de camundongos MIF™ (Figura
11B).
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Figura 11: Quantificacdo de uréia e 6xido nitrico (NO) em sobrenadantes de macrofagos MIF™-
e WT. Macrdfagos foram tratados ou ndo com 4-IPP (5, 10, 25 uM) e infectados ou ndo com
taquizoitos de T. gondii (cepa RH, clone 2F1, 5 parasitas/célula). Apos 24h de infeccdo, os
sobrenadantes dos macrofagos foram coletados e utilizados para quantificagéo (A) uréia e (B) de
NO. Dados representativos de um experimento realizado com 6 repeticdes e foram apresentados
como média e EPM da quantidade de uréia (mg/dL) e NO (uM) secretados de um pool de
macrofagos obtidos de 6 camundongos em cada grupo. *Diferencas significativas entre
camundongos MIF" e WT na mesma condicdo experimental (*P<0,05; ***P<0,0001).
#ComparacOes entre macrofagos tratados e ndo tratados dentro do mesmo grupo (#P<0,05,
##P<0,001###P<0,0001). Os dados foram comparados pelo Two Way ANOVA seguido pelo

pos-teste de comparagdo multipla de Dunnett’s.
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5.3.5 A visdo panoramica dos mediadores secretados demonstrou que o MIF enddgeno

e o inibidor 4-1PP modificam o fendtipo de macrdéfagos infectados por T. Gondii

Para criar uma visdo panoramica dos resultados, os mediadores secretados foram analisados com
base na frequéncia de alta producédo desses mediadores. Nossos dados mostraram que macrofagos
WT néo tratados e infectados produzem visivelmente mais citocinas do perfil Th1/Th17 (IL-6,
IL-17, TNF, IFN-y) do que MIF”- (Figura 12). Além disso, a IL-10 foi produzida com maior
frequéncia nos MIF”-. Além disso, ambos os macréfagos WT e MIF” produziram NO em alta
frequéncia (Figura 12A). Os tratamentos com 4-IPP modificam o perfil de secrecdo em
macrdfagos infectados com WT e MIF”". Os macrofagos tratados com 4-1PP (5uM) s&o maiores
produtores de IL-17, TNF, IFN-y e NO enquanto os macréfagos MIF” s&o maiores produtores
de mediadores Th2: IL-10 e uréia (Figura 12B). O aumento da concentracéo de 4-1PP (10uM)
causou uma reducdo na quantidade de mediadores que sdo produzidos em alta frequéncia pelos
macrofagos WT. Foi possivel detectar que apenas IL-6, TNF e NO foram produzidos em alta
frequéncia por macrofagos WT. Por outro lado, os macréfagos MIF” produzem apenas IL-10 em
alta frequéncia nesta concentracdo de 4-1PP (Figura 12C). A maior concentracdo de 4-IPP
(25uM) modifica o perfil de secrecdo de macréfagos. Os macrofagos WT tornaram-se grandes
produtores de ureia, IL-6, IL-17 e TNF, enquanto o grupo MIF”- produziu IL-10 e ureia em alta

frequéncia (Figura 12D).
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Figura 12: Gréaficos de radar indicando a frequéncia de altos produtores dos mediadores
secretados em macréfagos WT (radar preenchido de preto) e MIF 7~ (radar preenchido de cinza)
infectados por T. gondii. (A) Macrofagos ndo tratados; (B) macréfagos tratados com 4-1PP
(5uM), (C) macrofagos tratados com 4-1PP (10uM); (D) macréfagos tratados com 4-1PP (25uM).
Foi calculada a mediana global para cada mediador secretado, com base no universo de dados
(macrofagos WT e MIF infectados de todos os grupos experimentais). A mediana global foi
utilizada como ponto de corte para categorizar a amostra como “baixa” (valores abaixo da
mediana) ou “alto” (valores acima da mediana) produtores dos mediadores soluveis. Os
resultados foram apresentados como gréaficos de radar resumindo a frequéncia de altos produtores
de mediadores apresentados em porcentagem. A frequéncia de 50% é representada pelo circulo

cinza interno.
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5.3.6 Auséncia de MIF enddgeno e tratamento 4-1PP pode modificar a capacidade de
proliferacdo de Toxoplasma gondii em macroéfagos

A fim de avaliar a funcionalidade dos macrofagos, o ensaio de proliferacdo de T. gondii foi
realizado em macrofagos WT e MIF”. O ensaio de proliferacdo, analisado 24h ap6s a infecco,
mostrou que macréfagos MIF” tratados com inibidor 4-IPP (5 e 10uM) apresentaram
proliferacdo significativamente menor em relacdo aos ndo tratados. Além disso, 0s macrofagos
WT tratados com 4-1PP (5uM) apresentaram uma diminuicdo significativa na proliferacdo em
comparagio com as células WT ndo tratadas. A comparagio entre WT e MIF”- mostrou que 0s
macrdofagos MIF7-n&o tratados e tratados (25uM) apresentaram altos niveis de proliferacio de T.

gondii em comparacdo com os WT (Figura 13).
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Figura 13: Proliferacio de Toxoplasma gondii em macréfagos WT e MIF~. Os macrdfagos
foram plaqueados em placas de 96 pocos e depois tratados ou ndo com 4-IPP (5, 10, 25 uM). Em
seguida, os macréfagos foram infectados com taquizoitos de T. gondii (cepa RH, clone 2F1, 5
parasitas/celula). Para o ensaio de proliferacdo de T.gondii (24h), as placas foram centrifugadas
(250x g, 5 min, RT) para sedimentar os parasitas que eventualmente lisaram as células. Em
seguida, os macréfagos infectados foram lisados usando tampdo RIPA e os parasitas foram
quantificados usando ensaio de B-galactosidase. O parasitismo foi expresso como o0 nimero de

taquizoitos calculado com base em uma curva de referéncia de taquizoitos (1,5x10* a 1x106).
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Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata usando um pool de macrofagos

obtidos de 6 camundongos em cada grupo. *Diferencas significativas entre camundongos MIF”
e WT na mesma condi¢do experimental (*P<0,05; **P<0,01). #Comparagdes entre macrofagos
tratados e néo tratados dentro do mesmo grupo (##P< 0,01, ####P< 0,0001). Os dados foram
comparados pelo Two Way ANOVA seguido pelo pos-teste de comparacdo multipla de

Dunnett’s.

5.3.7 Auséncia de MIF enddgeno e 4-1PP modificam a atividade de fagocitose

Além do exposto, para explorar mais sobre a funcdo dos macrofagos, foi realizado o ensaio
fagocitico. Os dados obtidos do ensaio de fagocitose de T. gondii ndo mostraram diferencgas
significativas entre os grupos (Figura 14A). Também foi realizado o ensaio de fagocitose de
zimosan, e os resultados foram representados de acordo com o nimero de particulas encontradas
no interior da célula ou porcentagem de macréfagos contendo particulas de zimosan. Os
resultados obtidos mostraram que os macrofagos WT tratados (4-IPP 5uM) fagocitam
significativamente menos particulas do que os ndo tratados. A comparagio entre WT e MIF™
demonstrou que os macréfagos MIF” tratados (5uM) apresentaram maiores capacidades
fagociticas do que os WT (Figura 14B, 14D-G). Além disso, uma porcentagem
significativamente maior de células com particulas foi encontrada em macréfagos MIF”- ndo
tratados e tratados (5 uM) em comparacdo com macroéfagos WT. Por fim, os macréfagos MIF™

tratados com maior concentracdo do inibidor (4-IPP 25uM) apresentaram menos células com
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Figura 14: Ensaio de fagocitose de T.gondii e particulas de Zimosan em macréfagos WT e
MIF . Para (A) ensaio de fagocitose de T.gondii, os macréfagos foram plaqueados em placas
de 96 pocos e depois tratados ou ndo com 4-1PP (5, 10, 25 uM). Em seguida, os macrofagos
foram incubados com taquizoitos de T. gondii previamente fixados (cepa RH, clone 2F1, 5
parasitas/célula). Para quantificar os taquizoitos fagocitados, os macréfagos foram lavados ap6s
30 min para remover o0s taquizoitos ndo internalizados. Em seguida, os macrofagos foram lisados
usando tampédo RIPA e os parasitas foram quantificados usando ensaio de B-galactosidase. A
fagocitose foi expressa como o ndmero de taquizoitos calculado com base em uma curva de
referéncia de taquizoitos previamente fixados (1,5x10* a 1x10°). Trés experimentos
independentes foram realizados em triplicata usando um pool de macrofagos obtidos de 6
camundongos em cada grupo. Para o ensaio de fagocitose de particulas de zimosan, 0s
macrofagos foram plaqueados em placas de 24 pocos sob laminulas redondas e depois tratados
ou ndo com 4-IPP (5, 10, 25uM). Em seguida, os macrofagos foram incubados com particulas de
zimosan (5 particulas/célula). Apds 30 min de incubacéo, as células foram fixadas e coradas com
Giemsa para contagem. (B) Os dados foram expressos como numero de particulas/célula
fagocitadas com base na contagem de 200 células contendo particulas e (C) quantidade de células
contendo particulas de zimosan, que foi quantificado em um total de 200 macréfagos. Trés
experiéncias independentes foram realizadas em triplicata. *Diferencas significativas entre
camundongos MIF" e WT na mesma condicdo experimental (**P<0,01; ***P<0,001).
#ComparacOes entre macréfagos tratados e ndo tratados dentro do mesmo grupo (##P< 0,01,
###P< 0,001). Os dados foram comparados usando Two Way ANOVA seguido pelo pds-teste de
compara¢ao multipla de Dunnett’s. Imagens de (D) macréfagos WT néo tratados; (E) macrofagos
MIF’ n&o tratados; (F) macréfagos WT tratados com 4-IPP (5uM) e (G) macréfagos MIF™
tratados com 4-1PP (5uM) foram capturadas utilizando um microscéopio de luz Nikon Eclipse 190
acoplado a um sistema de captura de imagem. Ampliacédo original: 100x.
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6. DISCUSSAO

Os macrdfagos sdo células heterogéneas os quais sao distribuidos de forma ampla nos
tecidos e caracterizados pela versatilidade de acdes fisiopatologicas. A maioria dos estudos na
area de imunologia dedicam-se em investigar o papel dos macro6fagos na resposta imune inata e
adaptativa com base no repertério de ativacdo dessas celulas. Algumas fungBes como a
fagocitose, a producdo de espécies reativas de oxigénio e mediadores inflamatdrios tem
implicacdes ao desenvolvimento e progressdo de inimeras patologias (Barra, A.,2021).

Uma das principais funcdes desempenhada pelos macréfagos e que atuam como primeira
linha de defesa do organismo contra patégenos invasores é a fagocitose. Nesse fendmeno, varios
receptores sdo considerados fagociticos por promover o englobamento e eliminacgéo de particulas
estranhas, debris celulares e células apoptéticas pelos macréfagos. O TLR4, embora nédo seja
classificado como um receptor fagocitico, é capaz de aumentar a captura de particulas oriundas
de patoégenos, como o zimosan (Sigola et al., 2016). Assim, inGmeras moléculas secretadas por
microorganismos sdo capazes de ativar a fagocitose atuando sobre determinados receptores
presentes na membrana dos macréfagos (Rossol & Uribe-Querol, 2016).

Estudos apontam que macrdfagos peritoneais residentes (F4/80"9") podem, dependendo da
idade e do sexo, ser originados em parte por uma das subpopulac6es de macrofagos presentes no
peritdnio: small peritoneal macrophages (SPM) (Bain, 2016). Foi visto que em camundongos
machos, parte dos macréfagos F4/80"9" era dependente de origem hematopoiética e que esta
fracdo aumentava com o aumento da idade. Sendo de 40% em camundongos de 3 semanas e
chegando a 80% em camundongos de 16 semanas. Quando se compara a dependéncia de
progenitores hematopoiéticos de macréfagos da subpopulacdo large macrophage peritoneal
(LPM) em machos e fémeas por quimerismo, é evidente que para uma mesma idade machos tem
maior porcentagem de células derivadas de medula 6ssea. De fato, em fémeas, mesmo com o
passar da idade, 0 aumento ndo é muito grande, permanecendo baixo (Bain, 2016).

Os M® derivados da medula 6ssea e os M®s peritoneais sdo as duas fontes mais
convenientes para o isolamento de M®s. Os M®s da medula dssea sdo facilmente derivados a
partir de precursores da medula 6ssea ap6s 7 dias em cultura. Por outro lado, os M®s peritoneais
residentes, ou seja, provenientes de animais controles, sdo facilmente obtidos da cavidade
peritoneal e purificados pela aderéncia em placas de cultura de plastico ou vidro. Além disso, a
injecdo de particulas de Bio-Gel de poliacrilamida, tioglicolato ou amido induz uma resposta
inflamatoria caracterizada pela presenca precoce de neutrofilos, porém apos 3-5 dias o peritdneo
se torna um microambiente com facil isolamento de M®s elicitados (CASSADO, 2011). Esses
dados vao de encontro com os nossos resultados obtidos e da selacdo de macrdéfagos peritoneais
para subsequenciar 0s experimentos.

O MIF foi primeiramente descrito como uma citocina pro-inflamatéria capaz de inibir a
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migracdo randémica de macréfagos (BACHER et al., 1996; BLOOM; BENNETT, 1966). Ao

longo dos ultimos anos, pesquisas tém mostrado muitas outras funcfes para essa citocina, como
papéis patoldgicos, fisioldgicos e imunoldgicos (KANG; BUCLA, 2019; NISHIHIRA, 2000). O
presente estudo teve como objetivo revisar a primeira funcdo descrita para MIF. Perguntamos se
MIF e/ou homologo de MIF auxiliam na regulacéo do destino e na funcdo dos macrofagos, além
de inibir a migracéo aleatdria de macrofagos.

Foi proposto um melhor entendimento sobre os efeitos do MIF em macrdfagos infectados
por T. gondii usando o modelo MIF”-. Além disso, para compreender a funcio do homélogo de
MIF neste sistema, foram realizados tratamentos com 4-IPP. O aumento do recrutamento de
macrdfagos observado em animais MIF’- em comparacdo com WT sugeriu que, na auséncia de
MIF, a migracdo randémica de macrdfagos foi inibida, mantendo os macréfagos na cavidade
peritoneal sob inflamacg&o causada pelo tioglicolato estéril.

O inibidor 4-1PP pode se ligar de forma covalente e irreversivel ao MIF sendo responsavel
por inibir seus efeitos biologicos (WINNER et al., 2008). O inibidor 4-IPP também exerce um
efeito sobre D-DT, outra proteina da superfamilia da tautomerase que € homéloga ao MIF. D-DT
é uma citocina que pode se ligar ao receptor CD74 e promover em muitos casos 0S mesmos
efeitos bioldgicos que o MIF (WINNER et al.,, 2008), sendo considerada uma citocina
funcionalmente redundante. Estudos demonstraram que o D-DT pode compensar a inibi¢do Unica
de MIF (PASUPULET!I et al., 2014). Dados anteriores mostraram que o 4-1PP também pode se
ligar irreversivelmente ao D-DT, portanto, ambas as moléculas podem ser inibidas ao mesmo
tempo (GUO et al., 2016).

No presente estudo, testamos quatro diferentes concentracdes de 4-IPP para verificar a
viabilidade de macrdfagos, com base na concentracdo previamente descrita capaz de inibir a
atividade de MIF tautomerase (WINNER et al., 2008). Nenhuma diferenga significativa foi
observada na viabilidade de macréfagos usando 5, 10 ou 25 uM de 4-IPP em comparac¢do com o
controle ndo tratado. No entanto, a maior concentracdo de 4-IPP (50uM) reduziu
significativamente a viabilidade dos macrofagos e, portanto, esta concentracao foi excluida dos
préximos ensaios.

Nossos dados sobre a secre¢édo de citocinas demonstraram que o MIF foi suprarregulado
devido a infeccdo por T. gondii em macréfagos WT. MIF € uma citocina significativa para
resolver a infeccdo por T. gondii (de Oliveira Gomes et al., 2011, Gomes et al, 2018). Ajuda a
inibir a migracdo de macrdfagos e levar o parasita a morte intracelular (BACHER et al., 1996;
TAIT; HUNTER, 2009). O MIF também foi medido no sobrenadante de macréfagos tratados
com 4-1PP. Macrdfagos ndo infectados apresentaram niveis diminuidos de MIF detectaveis
dependentes das concentracdes de 4-1PP. Por outro lado, em macrofagos tratados infectados, a
maior concentracdo de 4-IPP foi seguida por maiores medidas de MIF. Sabe-se que 0 4-IPP se
liga covalentemente e modifica a prolina catalitica do MIF, funcionando como substrato suicida

e inibidor irreversivel (WINNER et al., 2008). Assim, inferimos que o MIF inibido ndo p6de ser
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detectado pelo ensaio ELISA. Portanto, este método foi utilizado para inferir a capacidade

inibitéria do 4-1PP, que mostrou sua melhor atividade em menor concentracdo, quando 0s
macrdfagos foram infectados.

Em seguida, as analises de citocinas foram realizadas comparando macrofagos de
camundongos WT e MIF’+ Os dados mostraram alteracdes na producéo de citocinas devido a
auséncia de MIF, presenca de inibidor ou infeccdo por T. gondii. Detectamos que todas as
citocinas analisadas (IL-10, TNF, IFN-y, IL-6 e 1L-17) foram reguladas positivamente em
resposta a infeccdo por T.gondii. O equilibrio entre citocinas pr6 e anti-inflamatdrias tem se
mostrado essencial para controlar o parasitismo e prevenir uma resposta imune letal
(GAZZINELLLI et al, 1996). O aumento das citocinas inflamatorias ajuda a controlar a infeccao
por T.gondii, enquanto as citocinas reguladoras sdo cruciais para equilibrar a resposta imune.

Citocinas reguladoras, como a IL-10, sdo essenciais para modular a resposta imune a
infeccdo por T. gondii. Camundongos com deficiéncia de IL-10 agudamente infectados com T.
gondii perdem a resposta imune (GAZZINELLI et al, 1996). Estudos anteriores descobriram que
a IL-10 pode inibir a sintese de MIF e diminui a morte intracelular de Leishmania donovani por
macrdfagos humanos induzida por rMIF. Da mesma forma, a IL-10 inibe a produgdo de 6xido
nitrico e a atividade da éxido nitrico sintase por macrofagos murinos (WEISER et al., 1993).

Citocinas pro-inflamatorias, como TNF e IFN-y, regulam muitos aspectos da fungdo dos

macrofagos. O TNF é uma importante citocina TH1 envolvida na patogénese da toxoplasmose e
na resolucéo de infecgdes (MEIRA et al., 2014). O IFN-y tem um papel principal na inflamagéo
e patogénese da toxoplasmose (LIESENFELD et al., 1999) e é crucial para induzir a morte
microbiana e a ativacdo inflamatoria por receptores Toll-like (TLRs) (SU et al., 2015).
O aumento dos niveis de IL-6 pode contribuir para o desenvolvimento do perfil Th17 e tem papel
protetor na toxoplasmose precoce. Os camundongos IL-67-tém inflamag&o e patologia graves em
comparacdo com os IL-6** (JEBBARI et al., 1998). A IL-17 foi relatada como uma citocina
crucial na toxoplasmose, é responsavel pela geracdo de uma resposta polimorfonuclear 6tima
contra o T. gondii e sua auséncia parece estar associada a mortalidade e patologia (KELLY et al.,
2005).

A comparagao entre macrofagos de camundongos WT e MIF”-demonstrou que macréfagos
MIF' secretaram mais IL-10 em comparagdo com WT. Por outro lado, macréfagos de
camundongos WT secretaram mais citocinas do perfil TH1/TH17, como TNF, IFN-y, IL-6 e IL-
17. Alem disso, 0 4-1PP diminuiu a producdo de todas as citocinas analisadas em macrofagos WT
e MIF.

Nossos resultados sugerem que MIF e homdlogo de MIF sdo importantes para regular a
secrecdo de citocinas em resposta a infecgdo. A auséncia de MIF leva ao aumento da secrecédo de
IL-10, mostrando possivel regulagcdo cruzada de MIF e IL-10 em macrdfagos infectados por
T.gondii. O MIF também demonstrou ser capaz de regular positivamente o TNF. Outros estudos

relataram que o TNF regula positivamente a expressio de MIF renal em ratos com
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glomerulonefrite (LAN et al., 1997). Juntos, esses dados sugerem uma regulacdo cruzada entre

MIF e TNF. Resultados semelhantes foram observados para IFN-y. Dados anteriores mostraram
que MIF e IFN-y sao moléculas sinérgicas, sendo essenciais em muitos papéis pro-inflamatorios.
O IFN-y ¢ essencial para induzir a sintese de TNF-a e 6xido nitrico (NO); portanto, a auséncia
de MIF promove um efeito em cascata em muitas funcBes e componentes do sistema
imunoldgico.

Nossos dados sobre IL-6 e IL-17 estdo de acordo com estudos anteriores que demonstraram

que o MIF pode regular a IL-6 durante a infecgdo (CHUANG et al., 2010) e estimular a expresséo
e producdo de IL-17 (STOJANOVIC et al., 2009), que por sua vez, pode estimular a secreco de
citocinas pro-inflamatorias (DE LA PAZ SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2017).
A fim de compreender o papel de MIF/homdlogo de MIF no fenétipo de macrofagos, uréia e NO
foram mensurados em macr6fagos WT e MIF” tratados ou ndo com 4-IPP. Os macr6fagos
metabolizam a arginina em 6xido nitrico ou ureia, dependendo das enzimas disponiveis. Os
macrofagos M1 sdo caracterizados pela expressdo da enzima oOxido nitrico sintase, que
metaboliza a arginina em NO e citrulina. Ao contrario, os macréfagos M2 expressam enzimas
arginase, que hidrolisam a arginina em ornitina e ureia. A via utilizada para metabolizar a arginina
limita sua disponibilidade para a outra via (RATH et al., 2014, YUNNA et al., 2020).

Pesquisas mostraram que a arginase é altamente expressa nos macrofagos pelas cepas
clonais do tipo 111 (CEP) (JENSEN et al., 2011) e tipo | (RH) (JENSEN et al., 2011; ZHANG et
al., 2013). Resultados semelhantes foram obtidos em nosso trablaho em que macréfagos de
camundongos infectados pela cepa RH, tanto WT quanto nocaute para MIF exibiram maiores
niveis de uréia durante infeccéo.

Nossos dados demonstraram que tanto a uréia quanto o NO sdo secretados em resposta a
infecgdo por T.gondii em ambos os macrdfagos de camundongos WT e MIF". A secregdo de
uréia é ligeiramente maior em macrofagos MIF”, especialmente na presenca de baixas
concentragdes do inibidor 4-1PP. Por outro lado, o NO foi secretado em maior concentracdo em
macrofagos WT e o inibidor de 4-1PP causou uma diminuicdo dose-dependente na secrecéo de
NO em macréfagos WT e MIF™. Esses dados sugerem que na auséncia de MIF/homélogo de
MIF os macréfagos tém maior capacidade de produzir uréia e demonstram que MIF e seu
homologo sdo importantes para induzir macréfagos a um perfil capaz de produzir
preferencialmente NO.

O NO tem um papel essencial no controle da toxoplasmose e na reducdo da parasitemia.
Além disso, 0 NO é responsavel por desencadear a conversdo entre as formas taquizoitas para
bradizoitas (BOHNE; HEESEMANN; GROSS, 1994; IBRAHIM et al., 2009). MIF ¢
responsavel por realizar muitas fun¢es em sinergismo com IFN-y, incluindo ativar macrofagos
murinos para expressar Oxido nitrico sintase e produzir altos niveis de NO. Essa resposta de
sinergismo é importante para amplificar a resposta pro-inflamatdria e protecdo contra infeccéo
(CILLARI et al., 1994; MURRAY, 2011).
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Para resumir nossos resultados e caracterizar o papel de MIF/homdlogo de MIF em

macrofagos infectados, graficos de radar foram criados com base em todos os mediadores
soltveis secretados em diferentes condi¢des experimentais. Na presenca de MIF/homdlogo de
MIF os macrofagos sdo altos produtores de uréia e todas as citocinas pro-inflamatérias analisadas,
inversamente sdo baixos produtores de uréia e IL-10. Na auséncia de MIF, os macréfagos sao
menores produtores de citocinas pro-inflamatérias e altos produtores de NO e IL-10.

O tratamento com 4-1PP foi adicionado para inibir MIF e homologo de MIF em macré6fagos
WT e para inibir o homélogo de MIF em macr6fagos MIF”-. O tratamento causou alteragdes
importantes na secrecdo de citocinas reduzindo a secrecéo pré-inflamatoria em macréfagos WT.
Além disso, os macréfagos MIF” tratados foram mantidos como altos produtores de IL-10 e se
tornaram altos produtores de uréia e baixos produtores de NO. Juntos, esses resultados sugerem
que MIF e homologo de MIF contribuem para mediar a secre¢do de mediadores pré-inflamatérios
e polarizar macréfagos infectados por T.gondii para o perfil M1 e a auséncia de MIF contribui
para levar o macréfago a um perfil menos inflamatoério, compartilhando caracteristicas de um
perfil M2 .

Muitos fatores podem interferir na polarizacdo dos macréfagos e o perfil de citocinas é um
ponto chave. Estudos apontam para o papel de citocinas pré-inflamatérias como IL-12, IFN-y e
TNF na conducéo de macrofagos para um perfil M1 classico (MURRAY et al., 2014). Até onde
sabemos, este é o primeiro estudo a demonstrar que o MIF participa do destino de macro6fagos
infectados por T.gondii, embora o MIF tenha sido descrito pela primeira vez como uma citocina
associada a macréfagos.

Finalmente, para analisar MIF sobre a funcionalidade de macrofagos investigamos a
capacidade fagocitaria dos macréfagos e também os processos de proliferacdo de T.gondii nestas
células. Nossos dados demonstraram que a proliferacdo de T.gondii diminuiu devido a baixas
concentracdes de tratamentos com 4-1PP em macrofagos de ambos os grupos. Por outro lado, a
proliferacdo foi mais intensa nos macréfagos MIF”~ em comparacdo aos WT. Esses dados
indicam que o MIF deve ser associado ao controle da infeccdo por T.gondii de forma dependente
da concentracdo do inibidor, conforme sugerido anteriormente por Barbosa e colaboradores,
(2014). Foi previamente demonstrado um maior parasitismo por T.gondii em MIF™”.
Camundongos MIF’ prenhes infectados por T. gondii apresentaram maior infeccio que WT
(MARCON et al., 2020). A auséncia de MIF modifica a producéo de citocinas, reduz a morte
intracelular e facilita a proliferacéo e invasdo de T.gondii (FLORES et al., 2008).

Nossos ensaios de fagocitose mostraram que MIF’ apresentou capacidade fagocitica
aumentada em comparagdo com WT. Esses resultados contrastam com dados anteriores que
demonstraram que a secrecdo de MIF pode levar os macrofagos a aumentar a capacidade
fagocitica de forma autocrina ou paracrina (ONODERA et al., 1997). No entanto, estudos
anteriores demonstraram que a capacidade fagocitica foi aumentada em macréfagos M2 em

comparagdo com M1 (JAGGI et al, 2020). Sugerimos que o aumento da fagocitose em
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macrofagos MIF” observado em nosso estudo foi associado ao perfil menos inflamatorio

observado neste grupo e suporta nossa hipdtese de que na auséncia de MIF os macrofagos

compartilham caracteristicas de um perfil M2.
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7. CONCLUSAO

Na conclusdo do nosso trablho, podemos inferir que na presenca de MIF/homdlogo de MIF
(WT néo tratado), os macréfagos secretaram altos niveis de citocinas pro-inflamatoérias e NO e
baixos niveis de citocinas anti-inflamatorias e uréia. Essas caracteristicas eram compativeis com
o perfil de macréfagos M1 (Figura 15A). Na auséncia de MIF (MIF- ndo tratados) o perfil pro-
inflamatodrio foi equilibrado pelo aumento dos niveis de citocinas anti-inflamatorias e uréia. Os
macrofagos aumentaram sua capacidade fagocitica e a proliferacdo de T. gondii sendo compativel
com o perfil M2 (Figura 15B). Baixo nivel de 4-IPP (5uM) foi eficiente para inibir MIF
enddgeno. A inibicdo de MIF e homdlogo de MIF (WT tratado) causou diminui¢do na secrecdo
de citocinas pré-inflamatorias, enquanto o perfil anti-inflamatério foi aumentado em comparacéo
com WT néo tratado. A proliferacdo e a fagocitose de T. gondii foram reduzidas nestas células
(Figura 15C). A inibicdo do homdlogo de MIF em macrdfagos MIF”- (MIF' tratado) causou
reducdo drastica em citocinas pro-inflamatorias que é equilibrada por niveis aumentados de uréia
e citocinas anti-inflamatorias. Esses macrofagos apresentaram caracteristicas compativeis com o

perfil M2 e aumento da capacidade fagocitica (Figura 15D).
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Figura 15: Modelo proposto para representar o papel do MIF na funcéo e perfil de macréfagos
em resposta a infeccdo por T. gondii. O esquema representa macrofagos peritoneais de fémeas
C57BL/6 (A) WT: presenca de MIF (cor vermelha) e D-DT (homologo de MIF) (cor azul); (B)
MIF " auséncia de MIF e presenca de D-DT; (C) WT tratado com 4-IPP (5uM): inibigdo de
MIF e D-DT; (D) MIF~ tratado com 4-IPP (5uM): auséncia de MIF e inibicdo de D-DT.
Macrofagos WT (A) apresentaram um perfil intenso de citocinas Th1/Thl7 representadas pela
secrecdao de MIF, TNF, IFN-y, IL-6, IL-17 e também NO enquanto IL-10 e uréia sdo secretados
em pequenas quantidades. A auséncia de MIF em macréfagos MIF” causou uma reducio
significativa da secrecdo de citocinas Th1/Th17 enquanto a secrecdo de IL-10 e uréia aumentou
significativamente. (C) O tratamento com 4-IPP em macr6fagos WT inibe MIF e homologo de
MIF; a inibicdo causa uma ligeira diminui¢do na secrecdo de citocinas Th1/Th17 e aumento na
secrecao de IL-10 e ureia em comparagdo com macréfagos WT néo tratados. Finalmente, (D) o
tratamento com 4-1PP em macr6fagos MIF™ inibe o homélogo de MIF em macréfagos sem MIF
causando uma importante reducao na secrecao de citocinas Th1/Th17 e aumento significativo na
secrecdo de IL-10 e uréia. A fagocitose e a proliferacdo de T. gondii foram aumentadas nos
macrofagos MIF”- em comparagdo com os WT. O tratamento com 4-IPP causou uma reducéo
significativa na proliferacio de T. gondii em ambos os macréfagos WT e MIF™-, Finalmente, os
macr6fagos WT foram mais compativeis com o perfil M1, enquanto os macréfagos MIF™

compartilharam caracteristicas com o perfil M2.
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Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacio do papel de MIF (fator de
inibicio da migracio de macréfagos) na afivacio de macrofagos de
infectados por Tovoplasma gondii”™, protocolo n® 020/18, sob a
responsabilidade de Eleoisa Amalia Vieira Ferro - que envolve a
producio, manutencio e'ou utilizacdo de animais perfencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se
de acordo com os preceifos da Lei n® 11.794, de § de outubro de 2008, do
Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA). e
foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA,
em reunido 27 de abril de 2018,

(We certify that the project entitled “Awaliagic do papel de MIF (fator de indbigio da migragio de
macrdfagos) na ativagio de macréfagos de infectados por Toxoplasma gondii™ protocol 020018, under
the responsibility of Eloisa Amalia Vieira Famro - imvolving the production, maintenance and'or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphybom Vertebrata, for purposes of scientific research - is
in accordance with the provisions of Law n* 11.784, of October 8th, 2008, of Decree n° 6.899 of July
15th, 2009, and the males issued by the Mational Council for Control of Animal Experimentation
(COWCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from
FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA in meeting of Apnl 27th, 2018).
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Uberlandia, 05 de junho de 2018.
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infectados por Tovoplasma gondii”, protocolo n® 020/18, sob a
responsabilidade de Eloisa Amalia Vieira Ferro - que envolve a
producio, manutencio elon utilizacdo de amimais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n® 11.724_ de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6. 890 de 15 de julho de 2002, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e
foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMALIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA,
em renniio 28 de junho de 2019

{(We certify that the project entitled “Awvaliagio do papel de MIF (fator de indbicio da migracio de
macréfages) na stivagio de macrofagos de infectades por Tomoplasma gendii™, proteccl 020018, under
the responsibility of Eloisa Amalia Vieira Femmo - imvolving the production, maintensnce andior wse of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylom Vertebrata, for purposes of scientific ressarch - is
in accordance with the provisions of Law n® 11.7%4, of October Bth, 2008, of Decree n° § 399 of July
15th, 2009, and the mules issumed by the MNational Cowncil for Confrol of Animal Experimentation
(COMNCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from
FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of Tune 28th, 2019).

Vigéncia do Projete Imicio: 04/06/2018 Término: 3171272020

Espécie / Linhagam / Grupos Taxondmicos Camundongos isogénice
Cammdongos Enockout

Himere de animsis 70

Peso [ Idade 20g [ B-12 semanas

Sexo Femea

Omigem / Local Fede de Biotérios de Roedores da UFU -REBIR-
UFU

Local onde serd mantido o animal: Bede de Biotérios de Foedores da UFU —REEIR-
UFU

Alteracio Realizada: Alteracio da data término do projeto para 31/12/2020. Alteragso
do sexo dos animais de machos para fémeas.

Uhberlindia, 01 de julho de 2019,

e L]

Prof. Dr. Licio Vilela Carneiro Girao
UNIVERSIDADE FEDERAL DE L HERIjuHDI.I'-'L
comiss3o de Etica na Utilizac3o de Animais fUFU

coordenador da CELA
Portaria M2 542 DE 10 DE MAID DE 2019
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