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RESUMO

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular com alta prevaléncia em
humanos. Em individuos imunocomprometidos a infeccdo é reativada em
estados mais severos da doenca, como a toxoplasmose cerebral. As vias de
acdo da resposta imune ndo estdo totalmente esclarecidas, especialmente
em modelos experimentais imunossuprimidos. No presente estudo, foi
estabelecido um modelo experimental de toxoplasmose em animais
imunossuprimidos empregando-se camundongos A/Sn fémeas infectadas
com 10 cistos da cepa ME 49 de T. gondii. O tratamento imunossupressor foi
iniciado 30 dias apds o indculo parasitério e foi constituido da administragcédo
subcuténea de Ciclosporina A (CsA) ou de Dexametasona (Dex) diluida em
agua destilada acondicionada em bebedouros distribuidos em gaiolas. CsA e
Dex induziram imunossupressao significativa (p<0.05) e subsequente
reativacdo do parasita em animais infectados. Por meio da contagem de
leucdcitos, observou-se que o efeito imunossupressor da Dex foi superior a
CsA. A avaliacdo dos padrbes de resposta imune celular e humoral foi
realizada com o uso de Dex, via oral, na concentracdo de 10 mg/L, em
camundongos A/Sn fémeas pelo periodo de 7 a 56 dias de tratamento. Os
camundongos imunossuprimidos por Dex apresentaram reduc¢do significativa
(p<0.05) na dosagem de citocinas Interleucina 5 (IL-5), Interleucina 10 (IL-
10), Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a) e Interferon y (IFN-y). Os
camundongos imunossuprimidos por Dex apresentaram niveis de anticorpos
reduzidos quando analisados frente aos Antigenos Lisados de Taquizoitos
(ALT), no entanto, quando analisados em relagdo aos Antigenos Excretados
e Secretados (ESA), apresentaram aumento da concentragdo de anticorpos.
O perfil de anticorpos e citocinas nesses animais sugeriu uma tendéncia da
resposta celular do tipo Th2 em relacdo a resposta celular do tipo Thl. Os
resultados indicaram que o modelo murino de imunosupressao por Dex
desenvolvido no presente trabalho mostrou-se util para a investigacdo da
resposta imune celular e humoral frente a infeccdo por T. gondii e este
modelo podera ser aplicado em futuros experimentos que visem a
compreensdao da relacdo parasito-hospedeiro.

PALAVRAS CHAVE: Toxoplasma gondii, Imunidade celular, Imunidade
humoral, Antigenos, Anticorpos, Dexametasona.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an intracellular protozoan with high prevalence in
humans. In immunocompromised individuals the infection is reactivated in
more severe states of the disease, such as cerebral toxoplasmosis. The
pathways of action of the immune response are not fully understood,
especially in immunosuppressed experimental models. In the present study,
an experimental model of toxoplasmosis was established in
immunosuppressed animals using female A/Sn mice infected with 10 cysts of
T. gondii ME49 strain. Immunosuppressive treatment was initiated 30 days
after the parasitic inoculum and consisted of the subcutaneous administration
of Cyclosporin A (CsA) or Dexamethasone (Dex) diluted in distilled water
conditioned in cage flasks. CsA and Dex induced significant
immunosuppression (p<0.05) and subsequent reactivation of the parasite in
infected animals. By means of the leukocyte count, it was observed that the
immunosuppressive effect of Dex was higher than CsA. The evaluation of the
cellular and humoral immune response patterns was performed using oral
Dex at 10 mg/L in female A/Sn mice for 7 to 56 days of treatment. Dex-
immunosuppressed mice showed a significant (p<0.05) reduction in the
cytokines dosage of Interleukin 5 (IL-5), Interleukin 10 (IL-10), Tumor
Necrosis Factor a (TNF-a) and Interferon y (IFN-y). Mice immunized with Dex
showed reduced antibody levels when analyzed against Tachyzoite Lysed
Antigens (TLA); however, when analyzed for Excreted/Secreted Antigens
(ESA), they showed an increase in the concentration of antibodies. The
antibody and cytokine profile in these animals suggested a trend of Th2-type
cellular response over the Thl-type cellular response. The results indicated
that the murine model of Dex immunosuppression developed in the present
study was useful for investigating the cellular and humoral immune response
to T. gondii infection and this model can be applied in future experiments
aiming to understand the relationship between host and parasite.

KEY WORDS: Toxoplasma gondii, Cell immunity, Humoral immunity,

Antigens, Antibodies, Dexamethasone.
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1. INTRODUCAO

Em 2018 comemora-se 110 anos da descricdo de Toxoplasma gondii.
Em 1908, no Instituto Pasteur da Tunisia, os pesquisadores Nicolle e
Manceaux encontraram um protozoario em tecidos de um roedor norte-africano
utilizado para pesquisas sobre leishmaniose, o Ctenodactylus gundi. Em 1909
nomearam o protozoario de acordo com sua morfologia (toxo = arco, plasma =
vida) e seu hospedeiro. Dubey (2010) em seu livro comenta que, 0 nome
correto deveria ser Toxoplasma gundii, pois 0s pesquisadores franceses
identificaram erroneamente o hospedeiro roedor (Ctenodactylus gondii).
Também em 1908, Splendore descobriu, no Brasil, 0 mesmo protozoério
parasitando um coelho de laboratério e o descreveu como “‘um novo
protozoario que recorda Leishmania spp. do homem”.

A infeccdo pelo protozoario parasita T. gondii tem uma distribuicdo
mundial. Este parasita intracelular obrigatério pode infectar humanos, bem
como praticamente todos os animais de sangue quente, incluindo mamiferos e
aves. Desde a sua primeira descricio no roedor, o parasita foi
progressivamente reconhecido como agente de uma zoonose generalizada. No
entanto, todo o seu ciclo de vida foi definitivamente compreendido apenas no
final da década de 1960 (Dubey e Frenkel, 1972), com a descoberta do papel
central do gato como hospedeiro definitivo que abriga o ciclo parasitario sexual
e a propagacdo de oocistos através das fezes. No mesmo periodo, o parasito
foi classificado na subclasse coccidiana (Frenkel, Dubey e Miller, 1970), no Filo
Apicomplexa; e a infectividade das trés formas de vida parasitarias (taquizoito,

cisto e oocisto) foi bem caracterizada.
1.1. Histoérico das observacdes clinicas sobre Toxoplasma gondii

Se passaram cerca de 25 anos desde os relatos iniciais dos possiveis
casos de toxoplasmose em seres humanos até que o T. gondii fosse

claramente estabelecido como um patégeno humano (conforme revisado por
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Weiss e Dubey, 2009). Castellani (1914) foi provavelmente o primeiro a
descrever um parasita parecido com T. gondii em esfregacos sanguineos de
um garoto de 14 anos que foi a 6bito por uma doenca caracterizada por anemia
grave e febre. Fedorovitch (1916) observou organismos semelhantes aos
relatados por Castellani no sangue de um menino de 10 anos de uma regido do
Mar Negro que também apresentava anemia e febre. Chalmers e Kamar (1920)
relataram organismos semelhantes em um soldado no Sudao que
apresentavam dor de cabeca cronica, febre e diarreia. Estes casos, no entanto,
foram incompletamente estudados e é possivel que estes casos fossem
causados por Leishmania spp. Em 1923, Janku informou sobre uma crianga de
11 meses de idade que sofreu enorme hidrocefalia e corioretinite e foi a 6bito
(Jankl, 1923). A revisdo deste caso demonstra claramente que a crianga
desenvolveu toxoplasmose congénita grave.

Torres (1927) descreveu um caso semelhante em uma crianga do Brasil
que morreu com convulsdes aos dois dias de idade. Embora Janku se referisse
apenas a seus organismos como Sporozoa e Torres como Encephalitozoon
chagasi, Levaditi (1928) sugeriu que ambos os casos eram devidos a T. gondii.
Coulon (1929) observou parasitas no fluido espinhal de um menino de 17 anos
gue foi a 6bito devido a meningite, os quais ele chamou de E. brumpti. Wolf e
Cowen (1937) descreveram um parasita, que chamaram de E. hominis, no
sistema nervoso e retina de uma crianga com encefalite, corioretinite e
hidrocefalia. Como apontado por Sabin em 1937, este parasita era
indistinguivel de T. gondii (Sabin, 1942). A causa da confus&o na identificacédo
deste organismo no tecido foi a sua ligeira diferenca na aparéncia em
espécimes histologicos fixos em comparacdo com esfregacos de culturas ou
fluidos peritoneais de animais infectados experimentalmente.

Em 1939, Wolf, Cowen e Paige foram os primeiros a identificar de forma
conclusiva T. gondii como causa da doenca humana (Wolf et al., 1939). O
paciente descrito foi uma crianca nascida em, Nova York. Apds o parto, aos
trés dias de idade, esta crianca desenvolveu convulsdes e corioretinite em
ambos os olhos. A crianca foi a 6bito com um més de idade e a autopsia
demonstrou T. gondii livres e intracelulares em amostras de encéfalo e retina.
Essas amostras foram inoculadas intracerebralmente em coelhos e

camundongos e esses animais desenvolveram encefalite, a partir da qual T.
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gondii foi isolado. Estudos realizados por Sabin demonstraram que este isolado
humano ndo era nem biologicamente nem imunologicamente diferente dos
isolados obtidos a partir de outros animais. Paige, Cowen e Wolf revisaram em
detalhes seus préprios casos e os relatados por outros, de encefalomielite e
corioretinite em lactentes e concluiu-se que esta era uma sindrome humana
causada por T. gondii (Paige, Cowen e Wolf, 1942).

O desenvolvimento de um teste sorologico em 1948 por Albert Sabin e
Harry Feldman foi um grande avanco no estudo da toxoplasmose (Sabin e
Feldman, 1948). Este teste é sensivel e especifico, sem evidéncias de
resultados falsos em seres humanos. A capacidade de identificar infec¢des por
T. gondii com base neste teste sorolégico permitiu estudos epidemiologicos
sobre a incidéncia de infec¢cdo, demonstrando a prevaléncia generalizada desta
infeccdo em humanos. Também demonstrou que os sinais clinicos de
toxoplasmose congénita clinica ocorrem em outras doencas e ajudaram no
diagnostico diferencial de infec¢cdes congénitas (Sabin e Feldman, 1949;
Feldman e Miller, 1957).

O tratamento da toxoplasmose ocular com drogas antimicrobianas
comecou no inicio da década de 1950. Em 1953, Eyles e Coleman
demonstraram o uso de pirimetamina e sulfonamidas (Eyles, 1953), que
continua a ser o padrao-ouro para a terapia anti-Toxoplasma. Atualmente, a
terapia para a toxoplasmose ocular geralmente é administrada somente se
houver reativacdo da infeccdo, pois os medicamentos atuais ndo tém efeito
sobre formas latentes deste parasita. Os medicamentos mais comumente
utilizados no tratamento da uveite é a pirimetamina, sulfadiazina, prednisona e
acido folinico (Engstrom et al., 1991).

A encefalite devido a T. gondii em pacientes imuno-comprometidos foi
relatada pela primeira vez em pacientes com doenca de Hodgkin durante o
tratamento imunossupressor (Flament-Durand et al.,, 1967). Foi, no entanto,
uma infeccdo raramente vista antes do surgimento da Aids em adultos na
década de 1980. Luft e colaboradores (1983) relataram uma série de pacientes
com encefalite por T. gondii. Essa infeccdo € geralmente fatal quando néo
tratada e ocorre como resultado da reativacdo da infec¢do cronica relacionada
ao defeito na imunidade das células T induzida pela infeccdo pelo HIV. Esta
infeccdo foi uma das complicacdes neurolégicas mais comuns da Aids antes do
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advento da terapia anti-retroviral. Com a reconstituicdo imune esta infeccéo
nao é vista; no entanto, ainda € um problema em areas onde o tratamento
contra o HIV néo esté disponivel (Weiss e Dubey, 2009).

A toxoplasmose € uma zoonose mundial com infec¢des assintomaticas
na maioria dos humanos imunocompetentes adultos. O motivo pelo qual
algumas pessoas infectadas com T. gondii desenvolvem sintomas e podem até
ir a 6bito ndo sao completamente compreendidos. Em 2009, na Guiana
Francesa, adultos imunocompetentes morreram de toxoplasmose (Carme et
al., 2009). No Brasil, uma maior proporcao de criancas infectadas pela via
congénita desenvolveu doenca grave e observou-se que o inicio dos sintomas
clinicos foi anterior a outros casos relatados no resto do mundo (Dubey et al.,
2012). A interacdo entre parasito e hospedeiro desempenha um papel
importante neste cendrio. Além disso, a hipétese de que as cepas de T. gondii
envolvidas podem influenciar a gravidade da toxoplasmose (Robert-Gangneux
e Dardé, 2012). Estudos recentes indicam que as cepas de T. gondii oriundas
da América do Sul sdo fenotipicas e geneticamente diferentes daquelas
oriundas da Europa e América do Norte (Su et al., 2012; Shwab et al., 2014).

1.2. Biologia

T. gondii possui trés formas de vida infectantes: o taquizoito invasivo,
gue se divide rapidamente, o bradizoito, que se divide lentamente em cistos
teciduais, e um estagio ambiental, o esporozoito, protegido dentro de um
oocisto. Os taquizoitos sdo células infectivas em forma de lua crescente, com
aproximadamente 5 pm de comprimento e 2 ym de largura, com uma
extremidade apical pontiaguda e uma extremidade posterior arredondada. Elas
sao limitadas por uma membrana complexa, chamada de pelicula, intimamente
associada a um citoesqueleto envolvido na integridade estrutural e motilidade
da célula. Possuem um nudcleo, uma mitocondria, um complexo de Golgi,
ribossomos, um reticulo endoplasmatico e um plastidio, composto por multiplas
membranas, chamada apicoplasto, resultado de uma possivel aquisicdo pelo
parasita através de uma endosimbiose a partir de uma alga vermelha de vida

livre (Roos, et al. 1999). De forma semelhante aos demais membros do filo

22



Apicomplexa, eles concentram na sua parte apical uma estrutura do
citoesqueleto especializada (o condide) e numerosas organelas secretoras
(roptrias, granulos densos e micronemas) (Dubey, Lindsay e Speer, 1998)
(Figura 1).

Condide Complexo

Micronema

Apicoplasto

Complexo de
Golgi
Mitocondria

Granulo
denso

Citostoma

Reticulo
endoplasmético
rugoso

Acido-
calcissomo

Figura 1. Taquizoito de Toxoplasma gondii. Obtido de Ajioka, Fitzpatrick e Reitter (2001) e
adaptado por Reiméo, JQ e Zanna, RDZ.

Os taquizoitos sdo a forma de disseminacédo (Figura 2 A). Eles séo
capazes de invadir praticamente todos os tipos de células dos vertebrados,
onde se multiplicam em um vacuolo parasitéforo (Ajioka et al., 2001).

Os bradizoitos resultam da conversédo de taquizoitos em um estagio de
divisdo lenta e formam cistos teciduais (Figura 2 B). Estes cistos sdo mais ou
menos esféricos em células cerebrais ou alongados em células musculares.
Eles variam em tamanho de 10 ym (cistos mais jovens, contendo apenas dois
bradizoitos), até 100 um (cistos mais velhos, contendo centenas ou milhares de
bradizoitos densamente embalados). A parede do cisto consiste em uma
membrana limitante que apresenta numerosas invaginacdes e uma camada
subjacente de material granular denso de elétrons (Ferguson, 2004). Os
bradizoitos tém um metabolismo latente, bem adaptado a sobrevivéncia a
longo prazo. Os cistos permanecem intracelulares ao longo de sua vida util. A

morte da célula hospedeira pode desencadear a ruptura da parede do cisto e a
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consequente liberacdo de bradizoitos. A resisténcia dos bradizoitos a pepsina
acida (sobrevivéncia de 1 a 2 horas em pepsina-HCI) permite a transmissao
através da ingestéo (Ferguson, 2004)

Os esporozoitos estdo localizados em oocistos maduros. Os oocistos
sdo estruturas ovoides de 12 a 13 um que, apds a esporulagao, contém dois
esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitos (Figura 2 C). A parede do
oocisto € uma estrutura multicamada extremamente robusta que protege o
parasita de danos mecanicos e quimicos. Permite que os parasitas sobrevivam
por longos periodos, até mais de um ano, em um ambiente umido (Mai et al.,
20009).
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Figura 2: Formas de vida infectantes de Toxoplasma gondii. Taquizoitos corados com Giemsa,
de um esfregaco de fluido peritoneal obtido a partir de um camundongo infectado (A), cisto
cerebral ndo corado, obtido a partir de um camundongo infectado (B) e oocisto esporulado,
visto sob microscopia de contraste. Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/toxoplasmosis/index.html.

1.3. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii

T. gondii € um coccideo formador de cistos teciduais encontrado em
predadores e presas que alterna entre hospedeiros definitivos (reproducédo
sexual) e intermediarios (replicacdo assexuada). E Unico entre este grupo
porque pode ser transmitido ndo apenas entre hospedeiros intermédiarios e
definitivos (ciclo sexual), mas também entre hospedeiros intermediarios via
carnivorismo (ciclo assexuado) ou mesmo entre hospedeiros definitivos (Afonso
et al., 2006).

A reproducdo sexual ocorre apenas em felinos (gatos domésticos e
selvagens). Apos a ingestdo de cistos presentes nos tecidos de um hospedeiro

intermediario, a parede do cisto € destruida por enzimas gastricas. Os
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bradizoitos se instalam nos enterdécitos, onde sofrem um namero auto limitante
de multiplicacbes assexuadas, caracterizadas pelo desenvolvimento de
merozoitos nos esquizontes (Figura 3) (Dubey, 1990). Este primeiro passo é
seguido pelo desenvolvimento sexual, com a formac&do de gametas masculinos
e femininos (gametogonia) (Ferguson, 2002). Apos a fecundacédo, os oocistos
formados nos enterécitos sao liberados pela ruptura da célula e excretados
como formas imaturas nas fezes de felinos (Figura 3). O processo de
esporogonia ocorre apés alguns dias no ambiente externo. Isso implica uma
reducdo meiodtica e mudancas morfologicas levando a formag&o de um oocisto
esporulado com dois esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitos
hapldides. A liberacéo de oocistos comeca 3 a 7 dias ap0s a ingestao de cistos
teciduais e pode continuar até 20 dias. Os gatos infectados podem liberar mais
de 100 milhdes de oocistos nas fezes (Jones e Dubey, 2010). Eles podem
infectar uma ampla gama de hospedeiros intermediarios, praticamente todos os
animais de sangue quente, de mamiferos a aves, quando ingeridos com
alimentos ou agua. Oocistos também sao infecciosos para gatos, embora
menos eficiente (Jones e Dubey, 2010).

Dentro dos hospedeiros intermediarios, o parasita sofre apenas
desenvolvimento assexuado. Apés a ingestao de oocistos, 0S esporozoitos sao
liberados. Eles penetram no epitélio intestinal, onde se diferenciam em
taquizoitos. Os taquizoitos se replicam rapidamente por endodiogenia dentro
de qualquer tipo celular e se disseminam por todo o organismo. Como
resultado da conversdo de taquizoitos em bradizoitos, os cistos teciduais
surgem de 7 a 10 dias ap6s a infec¢do e podem permanecer ao longo da vida
na maioria dos hospedeiros, predominantemente no cérebro ou musculatura
(Robert-Gangneux e Dardé, 2012).

Apoés a ingestéo destes cistos teciduais por um hospedeiro intermediario
através de carne crua ou pouco cozida, os cistos sdo rompidos a medida que
passam pelo trato digestorio, causando a liberacdo de bradizoitos. Os
bradizoitos irdo infectar o epitélio intestinal do novo hospedeiro e se diferenciar
novamente em taquizoitos, os quais irdo se dividir rapidamente e com potencial

disseminacdo em todo o corpo (Figura 3).
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Além disso, se a fase aguda ocorrer durante a gravidez, o parasita pode
atravessar a placenta e infectar o feto (transmissao congénita) (Duncanson et
al., 2001).
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Figura 3: Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. A replicagdo sexual ocorre apenas no intestino
do gato, resultando na liberacédo de oocistos diploides que irdo sofrer esporogonia no ambiente,

para obtencdo de esporozoitos. Os oocistos dao origem a infeccdo em uma variedade de

hospedeiros intermediarios. Durante a infec¢cdo aguda, ocorre a proliferacdo rapida de
taquizoitos que se difundem no interior do hospedeiro. Cistos teciduais contendo bradizoitos
dao origem a uma infeccdo de longo prazo e sdo transmitidos assexuadamente apds a
ingestdo por via oral a uma variedade de hospedeiros. Obtido de Robert-Gangneux e Dardé
(2012) e adaptado por Reiméao, JQ e Zanna, RDZ.

1.4. Distribuicdo geografica da toxoplasmose

Os dados de prevaléncia soroldgica indicam que a toxoplasmose é uma
das infec¢cdes humanas mais comuns em todo o mundo (CDC, 2017).

Assume-se que aproximadamente 25 a 30% da populacdo humana
mundial seja infectada por T. gondii (Montoya e Liesenfeld, 2004). No entanto

as prevaléncias variam amplamente entre os paises (de 10 a 80%) e muitas
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vezes dentro de um determinado pais ou entre diferentes comunidades da
mesma regido (Pappas et al., 2009). Foram observadas baixas
soroprevaléncias (10 a 30%) na América do Norte, no Sudeste Asiatico, no
norte da Europa e nos paises da regido do Saara, na Africa. Foram
encontradas prevaléncias moderadas (30 a 50%) nos paises da Europa Central
e do Sul, e altas prevaléncias foram encontradas na América Latina e nos
paises tropicais africanos (Pappas et al., 2009).

Muitos fatores podem afetar a soroprevaléncia em seres humanos.
Fatores climaticos que afetam a sobrevivéncia dos oocistos no meio ambiente
e, portanto, taxas de infeccdo em animais produtores de carne desempenham
um papel importante (Robert-Gangneux e Dardé, 2012). Maiores prevaléncias
sdo observadas de forma classica em paises tropicais com um clima Umido e
guente, e inversamente, prevaléncias mais baixas sdo encontradas em paises
aridos ou em paises mais frios, mas fatores antropogénicos explicam grande
parte das variagcdes na soroprevaléncia humana, incluindo habitos alimentares
(método de cozimento da carne, lavagem das maos, tipos de carne ou vegetais
consumidos e limpeza de vegetais); habitos econémicos, sociais ou culturais;
gualidade da &gua; e cobertura do saneamento (Robert-Gangneux e Dardé,
2012). A soroprevaléncia aumenta com a idade, mas a taxa de aquisicdo da
infeccdo em relagé@o a idade varia de acordo com o nivel socioeconémico do
pais. A soroprevaléncia quase maxima pode ser alcangcada na infancia em
populacdes que vivem em condicdes de higiene precaria, provavelmente
ligadas a contaminacdo hidrica por ingestdo de oocistos. Isso aponta para a
agua como uma importante fonte de infeccdo humana em areas onde 0s seres
humanos usam agua ndao filtrada para consumo e provavelmente também em
areas onde ha contato com agua doce, por exemplo, para recreacdo (Bahia-
Oliveira et al., 2003). Por exemplo, em uma cidade localizada no norte do
estado do Rio de Janeiro, a soroprevaléncia ajustada a idade foi de 84% para o
grupo do nivel socioeconbmico mais baixo, em comparagdo com
soroprevaléncia de 62% e 23% para 0s grupos de niveis socioeconémicos
médio e superior, respectivamente (Bahia-Oliveira et al., 2003). A maioria das
pessoas (até 84%) na populacéo do nivel socioeconémico inferior foi infectada
até a idade de 15 anos, enquanto a infeccdo foi adquirida principalmente apés
a idade de 20 anos na populacdo do nivel socioecondmico superior (de cerca
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de 20% da faixa etéria de 20 a 29 anos e 70% do grupo etéario de 40 a 49 anos)
(Bahia-Oliveira et al., 2003).

A infeccdo por T. gondii & considerada amplamente prevalente em
humanos e animais no Brasil. Estima-se que 50% das criangas do ensino
fundamental e 50-80% das mulheres em idade fértil tém anticorpos anti-T.
gondii (Dubey et al., 2012). Os riscos para as mulheres nédo infectadas de
adquirir toxoplasmose durante a gravidez e ocorrer transmissédo fetal sdo
elevados porque o ambiente encontra-se altamente contaminado com oocistos.
A prevaléncia de toxoplasmose em criancas infectadas congenitamente é
também muito elevada. A partir de uma triagem sorolégica realizada em
material obtido de recém-nascidos, estimou-se que de 5 a 23 criancas estao
infectadas a cada 10 mil nascidos vivos no Brasil. A maioria destas criancas
infectadas s&o propensas a desenvolver sintomas ou sinais de toxoplasmose
clinica (Dubey et al., 2012).

1.5. Caracteristicas clinicas da toxoplasmose em humanos

1.5.1. Patogénese e desenvolvimento da resposta imune durante o curso

dainfeccéao

Apobs a ingestéo de cistos ou oocistos, as respectivas formas encistadas,
bradizoitos ou esporozoitos, invadem rapidamente o epitélio do intestino
delgado, onde se convertem em taquizoitos. Os taquizoitos invadem os
mondcitos que estdo em contato com a lamina propria, que sdo células-chave
para a disseminacdo do parasita através do fluxo sanguineo em direcdo a
todos os 6rgaos, usando-os como cavalos de Trdia para atravessar barreiras
biolégicas (Barragan e Hitziger, 2008), como mostrado com um modelo murino
de infecgéo por parasitas fluorescentes intracelulares (Unno et al., 2008). Esta
peculiar capacidade de invadir ativamente todas as células nucleadas,
incluindo células fagociticas profissionais, contribui para a complexidade das
interacdes hospedeiro-parasita através da modulacéo direta da resposta imune

do hospedeiro.

28



Uma resposta imune T helper 1 (Th-1) conduzida pelas células
produtoras de interferon gama (IFN-y) e interleucina-12 (IL-12) é essencial para
o controle da carga parasitaria (Miller et al., 2009). Apos a ingestao e infeccdo
epitelial de parasitas, ha uma liberacdo local de quimiocinas por células
infectadas, levando a atracédo de células da imunidade inata. Os neutrofilos sédo
atraidos para os focos infectados por parasitas livres e contribuem para a
reducdo da carga parasitéria (Bliss et al., 2001). Outras células fagociticas,
como ceélulas dendriticas (DCs) e macrofagos, desempenham um papel
fundamental no inicio da imunidade inata, uma vez que séo as principais fontes
de IL-12 e IL-18, promovendo assim o recrutamento de células assassinas
naturais (NK) e promovendo a ativacdo de células T (lwasak e Medzhitov,
2004), com ambos os tipos de células produzindo IFN-y em grandes
guantidades (French et al.,, 2006). Além disso, DCs e macrofagos podem
apresentar antigenos de parasitas associados a proteinas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) de classe Il, moléculas co-estimuladoras e
outras células T primarias (Combe et al., 2006). Ademais, células NK e DCs
também podem interagir diretamente, resultando na ativacdo e amplificacéo
mutua da sintese IL-12 e IFN-y, respectivamente. Classicamente, a liberacdo
de IFN-y pode desencadear a ativagdo de macrofagos para sintetizar o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), sendo responsavel por um ciclo de expansédo
clonal celular.

Os receptores tipo Toll (TLRs) emergiram como uma grande familia de
receptores envolvida no reconhecimento de moléclulas ndo préprias. Eles tém
um papel vital no desencadeamento da imunidade inata e orquestram a
resposta imune adquirida durante a infeccdo (Gazzinelli e Denkers, 2006).
Alguns dos receptores descritos no processo de resposta inicial contra T. gondii
sdo TLR2 e TLR4, os quais sdo reconhecedores da ancora GPI do parasito e
TLR11, que reconhece a profilina liberada pelo parasito (Yarovinsky, et al.,
2005; Gazzinelli e Denkers, 2006). Yarovinsky e colaboradores (2005)
mostraram que o TLR11 é necessario in vivo para a producao de IL-12 induzida
pelo parasita, conferindo resisténcia a infec¢do.O reconhecimento adicional de
antigenos parasitarios por receptores de reconhecimento de padrbes (PRRS)

leva a uma exacerbacao da atividade fagocitica com um aumento da producao
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de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de oxido nitrico (NO) (Pfefferkorn,
1984).

No entanto, esta potente maquinaria tem duas limitagdes. A primeira
limitag&o reside na contrapartida negativa de uma resposta imune Th-1 forte,
gue pode superar seu objetivo e ser responsavel por uma inflamacéo severa,
resultando em danos nos tecidos intestinais ou mesmo a morte do hospedeiro
susceptivel, como mostrado em camundongos C57BL/6 (Liesenfeld, 2002).
Assim, existe uma necessidade de efetuadores de regulacdo negativa, um
papel dedicado pelo menos parcialmente a IL-10 e ao fator transformador de
crescimento B (TGF-B), que modulam a ativagdo de macrofagos (Mosser,
2003).

Por outro lado, apesar dos poderosos efetores das células hospedeiras
descritas acima, foi descrito que a proteina ROP16 do parasita pode processar-
se rapidamente no nucleo da célula hospedeira, onde interfere com as vias de
sinalizacdo das respostas imunes do hospedeiro (Laliberté, Carruthers, 2008),
levando a uma regulacdo negativa da producdo de IL-12 por macrofagos e,
posteriormente, de IFN-y (Denkers et al., 2004). Aléem disso, demonstrou-se
gue o parasita também pode inibir os mecanismos apoptéticos da célula
infectada, assegurando assim a protecdo contra a destruicdo rapida de
taquizoitos intracelulares por macréfagos e a sobrevivéncia a longo prazo de
bradizoitos nos cistos (Laliberté e Carruthers, 2008).

No hospedeiro imunocompetente, a ruptura ocasional de cistos
individuais € considerada responsavel pela estimulacdo continua da resposta
imune, o que garante um controle dindmico dos cistos (Robert-Gangneux e
Dardé 2012).

Reconhece-se hd muito tempo que a infeccdo por T. gondii também
induz uma imunidade humoral, através da producdo de anticorpos que vao
atuar em taquizoitos extracelulares liberados apés o rompimento das células
infectadas, limitando a multiplicacdo de T. gondii através da lise dos parasitos
na presenca do complemento. Os anticorpos podem também atuar pela
opsonizacdo facilitando a captura e destruicdo de T. gondii pelas células
fagociticas (Filisetti e Candolfi, 2004).

Os primeiros anticorpos produzidos na infeccdo por T. gondii séo as

imunoglobulinas M (IgM) aparecendo apds 3 a 10 dias de infec¢cdo no soro,
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independente da cepa, do hospedeiro, sexo ou idade. Um declinio progressivo
entdo ocorre durante os proximos meses até a negativacdo (Correa et al.,
2007).

A imunoglobulina A (IgA) é produzida logo apds IgM e regularmente
surge antes de IgG podendo persistir durante seis a sete meses, variando
consideravelmente no grau e tempo de permanéncia em adultos e criancas
infectadas congenitamente (Gorgievski-Hrisoho et al., 1996). Dificilmente s&o
encontrados na fase cronica da infeccdo por T. gondii e diferentemente de 1gG,
nao atravessa a barreira placentaria.

As imunoglobulinas G (IgG) geralmente, aparecem uma a duas semanas
apos a infeccdo, alcancando titulos maximos em seis semanas, com declinio
em alguns meses ou anos, permanecendo baixos e estaveis durante toda a
vida do individuo infectado pelo T. gondii (Talabani et al., 2010). Estes
anticorpos sdo constituidos por quatro subclasses que surgem em diferentes
proporcdes durante a infeccdo por T. gondii. No homem estdo presentes as
subclasses IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. Foi demonstrado que IgG1 é a primeira a
aparecer no soro, ao passo que 1gG2, 1gG3 e IgG4 sao encontrados em
propor¢cdes variaveis. A sintese de IgGl e IgG3 sdo estimuladas por IFN-y e
aumentada por IL-10 e TGF-B. IgG2 esta ligada a elevacéo dos niveis de IL-2 e
IL-6, enquanto que 1gG4 é induzido por IL-4 e IL-13 (Correa et al., 2007).

Em camundongos as subclasses encontradas sao 1gG1, IgG2a, IgG2b e
IgG3, no qual IgG2a e 1gG2b sao produzidos na fase aguda, principalmente
pelo estimulo de IFN-y enquanto que IgG1l € um marcador de fase crbnica
regulado por IL-4, IL-5 e IL-10 (Correa et al., 2007).

Classicamente, a deteccao de anticorpos IgG, na auséncia de IgM e IgA,
indica toxoplasmose cronica. No entanto ndo permite estimar o tempo da
infeccdo com precisdo. Atualmente, a avidez de anticorpos IgG em combinacao
com a analise de IgM & a melhor ferramenta para determinar quando
aconteceu a infeccdo (Beghetto et al., 2003). Em infec¢cbes recentes, 0s
anticorpos IgG especificos apresentam baixo poder de ligacdo apos o contato
primario com o antigeno, ou seja, baixa avidez pelos antigenos especificos de
T. gondii. Ao longo de semanas ou meses, esses anticorpos vao apresentando
avidez crescente, de modo que, nas infeccbes de mais longa duracéo,
encontra-se um predominio marcante de anticorpos de grande afinidade
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(Beghetto et al., 2003). Casos de toxoplasmose aguda em humanos podem ser
diagnosticados usando IgM, e IgG de baixa avidez além de IgA que identificam
infeccao recente (Decoster, 1996).

Em conclusédo, a determinagdo da resposta de anticorpos 1gG de T.
gondii e suas subclasses contribuem significativamente na compreensédo da
patogénese bem como no diagndéstico da toxoplasmose (Nascimento et al.,
2015).

A motilidade e invasdo de taquizoitos de T. gondii dependem da
liberacdo de proteinas das organelas secretorias localizadas na proeminéncia
apical do parasita, denominadas micronemas, roptrias e granulos densos.
Estas organelas secretam proteinas chave que direcionam o contato dos
parasitas com as células hospedeiras, a invasdo e o estabelecimento do
vacuolo parasitéforo (Baum et al., 2006). Estas proteinas sdo denominadas
antigenos excretados/secretados (ESA) e possuem papel importante na
estimulacdo do sistema imune (Prigione et al., 2000). Os ESA representam
mais de 90% dos antigenos parasitarios (Daryani et al., 2003) e podem ser o
primeiro alvo do sistema imune do hospedeiro. Ou seja, acredita-se que 0s
ESA desempenham um papel crucial na inducdo de respostas imunes
humorais e celulares adequadas contra T. gondii (Daryani et al, 2003).

Meira e colaboradores (2008) investigaram se a toxoplasmose cerebral
induz alteragbes na reatividade do soro em relacdo aos ESA, a fim de
desenvolver um ensaio para avaliagcdo de pacientes infectados pelo HIV com
toxoplasmose cerebral. Segundo os autores, a deteccdo de ESA por ELISA foi
capaz de distinguir os soros de individuos sintomaticos e assintomaticos,
tornando-se, portanto, um método util no diagnostico da toxoplasmose cerebral
em pacientes infectados pelo HIV, pois forneceu evidéncias claras de que os
anticorpos anti-ESA estdo presentes principalmente em pacientes com infeccéo
ativa (Meira et al., 2008).

1.5.2. Toxoplasmose em individuos imunocompetentes

A infeccdo priméaria adquirida é assintomatica em mais de 80% dos

casos de individuos imunocompetentes em paises europeus ou na América do
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Norte (Montoya e Liesenfeld, 2004). Nos casos restantes, 0s pacientes podem
sofrer febre ou linfadenopatia cervical, as vezes associada a mialgia, astenia ou
outros sinais clinicos inespecificos. Linfadenopatia e astenia podem persistir
por varias semanas, imitando a mononucleose infecciosa, especialmente
porque a monocitose pode ser observada em esfregacos sanguineos. Mais
raramente, a corioretinite toxoplasmatica com comprometimento visual pode
revelar infeccdo primaria (Vaessen et al., 2007).

Na verdade, a gravidade da infec¢cdo depende do gendtipo do parasito.
De fato, como afirmado acima, a gravidade da infeccdo é baixa nos paises da
Europa Ocidental e na América do Norte, onde as cepas de tipo Il predominam
(Howe e Sibley, 1995), mas muito mais altas em outras partes do mundo, como
a América do Sul ou a Africa, onde outros gendtipos circulam (Carme et al.,
2002; Vallochi et al., 2005). Em particular, varios estudos mostraram maiores
incidéncias e severidades da corioretinite no Brasil ou na Colémbia, tanto
durante infeccbes primarias de individuos imunocompetentes quanto em

criancas infectadas congenitamente (Gilbert et al., 2008).

1.5.3. Toxoplasmose em pacientes imunocomprometidos

Contrastando a configuracdo da infeccdo por T. gondii em individuos
imunocompetentes, a toxoplasmose é uma ameaca a vida em pacientes
imunocomprometidos. Varios fatores responsaveis pela imunidade celular
profundamente comprometida podem levar a toxoplasmose grave, entre 0s
guais a infeccao pelo HIV e as terapias imunossupressoras (Robert-Gangneux
e Dardé, 2012). Os pacientes estdo sujeitos a um maior risco de reativacdo da
doenca resultante da ruptura do cisto do que a uma infeccdo recém-adquirida,
mas o risco pode diferir entre as categorias de pacientes. Em pacientes
transplantados, a toxoplasmose grave ou disseminada pode resultar de uma
reativacdo da infeccao latente no receptor ou infeccdo de um érgdo contendo
cisto de um doador soropositivo administrado a um receptor soronegativo
(Rogers et al., 2008), uma situacdo em que os transplantes cardiacos
apresentam o maior risco (Sanchez et al., 2011). Pode ocorrer uma reativacéo
de uma infecgcao crbnica no receptor, independentemente do tipo de enxerto,
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mas 0 risco estad intimamente relacionado com a duracdo e o grau de
imunossupressao, sendo o0s pacientes com transplante de células-tronco
hematopoiéticas em maior risco (Roemer et al., 2001). Em pacientes infectados
pelo HIV, a incidéncia de toxoplasmose esta intimamente relacionada a
contagem de células T CD4*. A encefalite toxoplasmica é a manifestacdo mais
predominante da doenca nesses pacientes e pode levar a varios sintomas, que
vao desde dor de cabeca, letargia, ataxia, hemiparesia, perda de memodria,
deméncia ou convulsdes, geralmente associado a febre (Luft e Remington,
1992). A incidéncia da encefalite toxoplasmica diminuiu desde o emprego da
terapia anti-retroviral (Jones et al., 2002). Apds o cérebro, os 6rgdos mais
frequentemente envolvidos séo os pulmdes, os olhos (Rabaud et al., 1996) e o
coracao, resultando em miocardite. O isolamento de T. gondii de outros locais,
como figado, pancreas (Hofman et al., 1993), medula 6ssea, bexiga (Rabaud et
al., 1994), linfonodos, rim, baco e pele (Arnold et al., 1997) também ja foi

documentado.

1.5.3.1. Reativacéo dainfeccéo por Toxoplasma gondii

Em pacientes imunocomprometidos, a reativacdo da infeccdo por T.
gondii é tipicamente observada apos a contagem de células T CD4* abaixo de
100-200 células/mm? (Pereira-Chioccola et al., 2009). Em ocasides raras, 0S
cistos de bradizoitos se rompem em camundongos imunocompetentes, levando
ao recrutamento rapido de células inflamatorias para o local (Ferguson et al.,
1989). Na auséncia de uma resposta imune normal para induzir os taquizoitos
a se converterem em bradizoitos, os taquizoitos continuardo se replicar e se
disseminar em todo o hospedeiro, levando a complicacbes graves e
possivelmente a morte. Foram desenvolvidos modelos murinos para a
reativacdo da toxoplasmose que reforcam ainda mais a relevancia do IFN-y no
controle da laténcia (Suzuki e Joh, 1994; Dunay et al., 2009). A dexametasona
imunossupressora de esteroides também foi utilizada para reativar a
toxoplasmose em camundongos cronicamente infectados (Nicoll et al.,
1997; Djurkovic-Djakovic e Milenkovic, 2001). Atualmente, ndo se sabe se a
imunidade do hospedeiro impede diretamente que os bradizoitos sejam
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reativados e/ou se desencadeia rapidamente funcfes para matar os taquizoitos
gue escaparam dos cistos (Sullivan e Jeffers, 2012).

A capacidade de se diferenciar em bradizoitos e formar cistos
impenetraveis torna atualmente impossivel erradicar T. gondii do
hospedeiro. Embora existam medicamentos que controlem a toxoplasmose
aguda, como a pirimetamina e a sulfadiazina, ndo existe nenhum tratamento de
curta duracdo que possa eliminar os cistos, que também parecem imunes a
resposta do hospedeiro. A presenca de cistos de bradizoitos latente faz com
gue T. gondii seja uma infec¢do cronica e a habilidade dos bradizoitos em se
converter em taquizoitos de rapido crescimento explica as altas frequéncias de
toxoplasmose aguda observadas em individuos imunocomprometidos (Wong e
Remington, 1993; Montoya e Liesenfeld, 2004). A encefalite toxoplasmatica,
caracterizada por lesdes intracerebrais, € uma complicacdo significativa do

Sistema Nervoso Central em pacientes com Aids (Sullivan e Jeffers, 2012).

1.5.4. Toxoplasmose congénita

Classicamente, a infeccdo congénita resulta da infeccdo materna
primaria adquirida durante a gestacao. A frequéncia de transmisséao vertical e a
gravidade do dano fetal dependem do estagio da gravidez quando ocorre
infeccdo materna. A placenta desempenha um papel principal no processo,
pois é tanto uma barreira natural que visa proteger o feto e um tecido alvo para
a multiplicacdo de parasitas (Abbasi et al., 2003). De fato, a barreira placentaria
€ mais eficiente no inicio da gestacao, levando a passagem de parasitas em
menos de 10% dos casos durante o primeiro trimestre, mas torna-se mais
permeavel durante a gravidez, permitindo a transmissao do parasita em cerca
de 30% dos casos o0 segundo trimestre e 60 a 70% dos casos no terceiro
trimestre e ainda mais proximo do momento do parto (Dunn et al., 1999). A
gravidade da infeccdo fetal é inversamente correlacionada, uma vez que o0s
neonatos sdo assintomaticos em mais de 80% dos casos quando infectados
durante o terceiro trimestre de gestacdo (Desmonts e Couvreur, 1974). No
entanto, quando a transmissdo transplacentaria ocorre durante o primeiro

trimestre, as consequéncias para o desenvolvimento fetal sdo graves, muitas
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vezes levando a anormalidades graves ou ao aborto. A multiplicacdo de
parasitas induz focos de necrose e forte inflamacéo, levando a graves
anormalidades no cérebro e nos tecidos dos olhos. Pode induzir a destruicdo
ou a profunda remodelagdo da substancia branca. Os focos necrotizados
infectados podem resultar em hidrocefalia de ventriculos laterais. As principais
sequelas incluem retardo mental, convulsdes, microcefalia, hidrocefalia, surdez
e deficiéncia psicomotora. As lesdes oculares também sdo mais graves no
inicio da gravidez, onde a microftalmia, a catarata, o aumento da pressao
intraocular, o estrabismo, a neurite éptica e a necrose da retina podem ser
observados (Roberts et al., 2001), levando a cegueira se as lesfes da retina
afetarem a macula. Durante o segundo trimestre, a infeccao fetal pode ser de
gravidade variavel. As manifestacbes clinicas ao nascer podem incluir
epilepsia, anemia, petéquias induzidas por trombocitopenia, erup¢cdo cutanea,
distarbios hepaticos, pneumonite ou retino-coroidite. A retino-coroidite, contudo,
€ uma caracteristica comum que pode ser observada seja qual for o tempo da
infeccdo materna (Hotez, 2008).

Embora a grande maioria das infecgcdes congénitas resulte da infecgéo
adquirida primariamente durante a gravidez, a transmissdo do parasita pode
ocorrer em raros casos em mulheres imunocompetentes e previamente
imunizadas que sé&o re-infectadas com T. gondii durante a gestacdo (Kodjikian
et al., 2004). A reativacdo da infeccdo passada em mulheres infectadas pelo
HIV também pode levar a transmissdo congénita, conforme demonstrado por

varios casos (Lindsay e Dubey, 2011).

1.6. Modelos murinos de infecc&o por Toxoplasma gondii

Algumas linhagens de camundongos sdo naturalmente suscetiveis a
infeccao por T. gondii, enquanto outras séo resistentes ao desenvolvimento das
patologias desta doenca. Esta resisténcia/suscetibilidade pode estar
relacionada ao perfil de citocinas produzido preferencialmente por cada uma
destas linhagens. A linhagem C57BL/6, por exemplo, apresenta um perfil de
citocinas pro-inflamatorio, resultando em susceptibilidade a infeccdo por T.

gondii (Liesenfeld et al., 1996). Camundongos da linhagem BALB/c, que
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apresentam perfil de regulacdo frente a infeccdo por T. gondii, produzem
citocinas inflamatorias em menor quantidade, ndo desenvolvendo as patologias
caracteristicas da infeccdo. Isso se deve ao fato da IL-10 regular
negativamente a produgcdo de citocinas inflamatorias, além de interferir na
sintese de IFN-y, pelo menos em parte, inibindo a sintese de IL-12 pelos
macrofagos (Kasper et al., 2004). Este efeito anti-inflamatorio torna possivel
regular a atividade imunoldgica durante a infeccdo por T. gondii, evitando
principalmente danos ao intestino e ao cérebro (Hunter et al., 1995).

Liesenfeld e colaboradores (1996) observaram 100% de letalidade em
camundongos C57BL/6 infectados pela via oral com 100 cistos da cepa ME- 49
de T. gondii, enquanto que camundongos BALB/c sobrevivem a este mesmo
indculo. Estudos anteriores utilizaram a linhagem A/Sn para imunizagdes com
ESA de T. gondii, o qual apresentou padrdo de resposta imune similar a
linhagem C57BL/6 (Costa-Silva et al., 2008). Neste estudo foi constatado que a
cinética de parasitemia e a mortalidade nestas duas linhagens de
camundongos foram similares, quando submetidas ao mesmo indéculo. Desta
forma foi escolhida a linhagem A/Sn ja que nao havia trabalhos anteriores na
toxoplasmose com esta linhagem, além da facilidade de manipulacéo.

Ainda que os modelos murinos existentes tenham inestimavel valor para
o estudo de vérios aspectos da relacdo parasito-hospedeiro, muitos nao
seguem a historia natural da infeccdo por T. gondii. Um modelo de
toxoplasmose cerebral foi obtido pela injecéo intracerebral direta de T. gondii
em camundongos imunossuprimidos com acetato de cortisona (Hofflin et al.,
1987). Nesse modelo, a toxoplasmose cerebral ndo €, portanto, uma
consequéncia da recrudescéncia da infeccdo estabelecida anteriormente.
Modelos de infec¢do obtidos pela dupla infec¢cdo de T. gondii e um virus, tais
como Citomegalovirus (Pomeroy et al., 1989) e LP-BM5 MuLV (Gazzinelli et al.,
1992, Watanabe et al., 1993; Lacroix et al.,, 1994) nao tiveram aplicactes
farmacoldgicas, devido a sua complexidade e potencial falta de
reprodutibilidade (Lacroix et al., 1996). Em outro modelo murino, ao invés de
suprimir o hospedeiro, o tratamento com sulfadiazina suprimiu a infeccao,
permitindo assim o desenvolvimento da cronicidade, e a sua retirada levou a
recaida (Johnson, 1992).
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A tentativa de reativar a infeccdo também foi realizada através da
administracdo de drogas com efeito imunossupressor. Embora Frenkel et al.
(1975) tenham obtido a reativagdo da toxoplasmose latente através do uso de
cortisona em hamsters infectados com a cepa RH de T. gondi, em
camundongos, no entanto, Sumyuen et al. (1996) observaram pouca reativacéo
apos a administracdo de farmacos frequentemente utilizados no transplante de
o6rgdos como o acetato de cortisol e azatioprina. Por outro lado, Nicoll et al.
(1997) obtiveram a recrudescéncia da infeccado apds o uso de dexametasona,
mas nao foi esclarecido por que nédo foi possivel demonstrar histologicamente
cistos cerebrais em 60-70% dos camundongos inoculados com T. gondii.

Uma vez que os imunossupressores sao frequentemente utilizados na
terapia humana, no presente trabalho, buscou-se desenvolver um modelo
murino que se assemelhe ao curso natural de reativagdo da infecgéo por T.
gondii em seres humanos, no qual camundongos imunocompetentes
desenvolvam infeccao crénica e sejam posteriormente imunossuprimidos com

0 uso de drogas imunossupressoras.

1.7. Agentes imunossupressores

Agentes imunossupressores sdo usados, principalmente, para evitar a
rejeicdo de o6rgaos apos o transplante de 6rgdos. O sucesso do transplante de
orgaos requer a utilizacdo de farmacos imunossupressores para evitar que o
sistema imune do hospedeiro rejeite o 6rgéo transplantado (Sing-Leung, 2001).

Nos ultimos 40 anos, os medicamentos imunossupressores utilizados
em transplantes clinicos evoluiram muito. Durante os anos 1960 a 1970,
corticosteroides e azatioprina constituiam a base da terapia imunossupressora
para o transplante de orgaos. Este periodo foi caracterizado por uma elevada
incidéncia de rejeicdo aguda e baixa taxa de sobrevida do enxerto. A
introducdo da ciclosporina A (CsA) na década de 1980 representou um
importante avanco na terapia imunossupressora e melhorou substancialmente
a taxa de sobrevivéncia de enxertos. O chamado regime de imunossupressao
triplo, que consiste em corticosteroides, azatioprina e CsA, tornou-se o

protocolo imunossupressor padréo para muitos centros de transplante em todo
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0 mundo. Os ultimos 10 anos viram a adicdo de uma série de novos agentes no
arsenal para imunossupressao, que incluem uma formulacdo de micro emulséo
de CsA, tacrolimus, micofenolato de mofetil, rapamicina, daclizumab e

basiliximab (Sing-Leung, 2001).

1.7.1. Ciclosporina A (CsA)

A CsA (Figura 4) é um undecapeptidio ciclico originalmente obtido a
partir de um extrato do fungo Beauveria nivea. E um imunossupressor
poderoso com uma acéo especifica em linfocitos T. E utilizada para a profilaxia
da rejeicdo de enxertos em transplante de 6rgaos e tecidos (Hardman et al.,
1996).

Figura 4: Formula estrutural da Ciclosporina A. Fonte: PubChem Compound (2015a).

A CsA liga-se a ciclofilina, uma proteina intracelular ubiqua, para criar o
complexo de farmaco ativo. O complexo ciclofilina-CsA inativa a calcineurina,
uma enzima crucial na via de sinalizacdo do receptor de células T. A inibicdo
da calcineurina suprime a transcricdo de genes de citocinas pro-inflamatorias
(por exemplo, IL-2 e INF-y) (Sing-Leung, 2001).

A histdéria da CsA comecou a partir de amostras de solo em Wisconsin
(EUA), que foram propagadas e estudadas nos laboratérios da Companhia
Sandoz na Suica. Isto resultou no cultivo do fungo que foi utilizado para
sintetizar a CsA. O fungo ainda hoje é utilizado para a producdo da CsA em
escala comercial por meio de fermentacdo. Desde entdo este metabdlito
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fungico hidrofébico € usado como primeira escolha para a neutralizacdo dos
fendbmenos de rejeicdo em pacientes que realizaram transplante de érgéos e
para o tratamento de varias doencas auto-imunes (Ponnaiyan e Jegadeesan,
2015).

1.7.2. Dexametasona (Dex)

A Dex (Figura 5) € um corticosteroide sintético que exibe tanto
propriedade anti-inflamatdria como imunossupressora. Este farmaco é utilizado
com frequéncia no periodo perioperatorio, para profilaxia contra nauseas e
vomitos e edema cerebral, e pode ser util no tratamento de perturbacbes
neuroldgicas agudas e dores crénicas (PubChem Compound, 2015b).

Figura 5: Estrutura quimica da Dexametasona. Fonte: PubChem Compound (2015b).

Como todos os glucocorticéides, a Dex atua sobre o receptor de
glucocorticéides. Varias vias de sinalizacéo estao envolvidas apos a ligacao do
esteroide ao receptor, incluindo a ligacdo direta do DNA, que resulta em
mudangas na transcricdo génica. Isso resulta em mudancas na sintese de
carboidratos, proteinas e no metabolismo de gorduras, bem como em
alteracOes na gliconeogénese. Esse farmaco induz a reducéo na liberacdo de

bradiquinina, fator de necrose tumoral, IL-1, IL-2 e IL-6 prostaglandinas.
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1.8. Justificativa

Os padrbes de resposta imune em pacientes infectados com T. gondii e
imunossuprimidos ndo estéo totalmente esclarecidos. Estudos que abordam a
resposta imune no modelo animal podem contribuir para um melhor
entendimento da doenca em humanos.

O Laboratério de Biologia Molecular de Parasitas e Fungos do Centro de
Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz, coordenado pela Profé Dr2
Vera Lucia Pereira-Chioccola, realiza diagnésticos moleculares de diferentes
infeccbes parasitarias e desenvolve pesquisas com o0 objetivo de aprimorar
técnicas e obter melhor entendimento da relacdo parasita-hospedeiro. Dessa
forma, o presente estudo é o desenvolvimento da continuidade de pesquisas
anteriores sobre diagnostico e resposta imunologica de pacientes humanos co-
infectados com T. gondii e HIV (Meira et al., 2008; Meira et al., 2013) e dos
padrdes de resposta imunolégica em modelo experimental imunizado com
antigenos de T. gondii (Costa-Silva et al., 2008; Costa-Silva et al., 2012).
Dessa forma, a padronizacdo e avaliacdo de padrdes de resposta imunolégica
em modelo experimental imunossuprimido servird para complementacdo de
dados obtidos anteriormente e, futuramente, servird de base para novos
estudos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar padrbes de resposta imune celular e humoral desencadeada

pela toxoplasmose sintoméatica no modelo experimental.

2.2. Objetivos especificos

—  Estabelecer um modelo murino com a associacao
imunossupressao/toxoplasmose.

— Comparar a imunossupressado através da contagem de leucdOcitos em
camundongos A/Sn néo infectados e infectados cronicamente com
Toxoplasma  gondi apos a  administracéo de agentes
imunossupressores.

— Analisar a participacdo de ATL e ESA na estimulacédo da resposta imune
protetora avaliando os niveis das citocinas IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y
obtidas de esplenécitos, bem como os niveis de anticorpos IgM, IgG,
IgG1 e IgG2a em soros obtidos a partir de camundongos A/Sn

infectados com T. gondii e imunossuprimidos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos éticos

O desenvolvimento do estudo cumpriu com o0s aspectos éticos
envolvidos em experimentos que envolvam o uso de animais, seguindo as
recomendagdes do “Colégio Brasileiro de Experimentacdao Animal” (COBEA)
apods ser avaliado e aprovado na Comissdo de Etica do Instituto Adolfo Lutz /
Instituto Pasteur sob numero CEUA-IAL/Pasteur n® 10/2013. (Anexo 1).

3.2. Animais experimentais

Para a manutencéo de populacdes de T. gondii das cepas RH e ME 49;
e em experimentos de tratamentos imunossupressores, foram utilizados
camundongos A/Sn, fémeas, com idade entre 25 a 30 dias, conforme descrito
previamente (Costa-Silva et al., 2008), provenientes do Biotério de

Experimentacao do Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo.

3.3. Cepas de Toxoplasma gondii

Foram utilizadas duas cepas de T. gondii de referéncia: RH, do tipo I,
altamente virulenta, ndo cistogénica e de multiplicacdo rapida (Sabin e
Feldman, 1948; Dubey, 1993; Howe e Sibley, 1995) e cepa ME 49, do tipo I,
produtora de cistos teciduais (Howe e Sibley, 1995). As duas cepas foram
gentilmente cedidas pelo Laboratério de Protozoologia do Instituto de Medicina
Tropical da Universidade de Sao Paulo e mantidas no biotério experimentacao
do Instituto Adolfo Lutz.
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3.3.1. Manutencdo de cepas RH para producédo de antigenos

Toxoplasma gondii da cepa RH foram utilizados para a manutencao
dessa populacdo em laboratério, através de passagem para novo lote de
animais; e para infeccéo das culturas de células VERO (descrito na sec¢ao 3.4)
e posterior preparacao de antigenos (descritos nas secdes 3.5 e 3.6).

Os parasitas da cepa RH foram mantidos em camundongos apés
inoculacédo por via intraperitoneal com 1x10° taquizoitos/animal. Apds quatro
dias de infeccdo, os animais foram sacrificados em camara de CO: e foram
feitas lavagens intraperitoneais com 5 mL/animal de NaCl 0,85% estéril para a
retirada dos taquizoitos. Posteriormente, foi feita a contagem dos parasitas em
camara de Neubauer e acertada para a concentragdo de inoculagdo (1x10°

taquizoitos/animal) (Figura 6).

Toxoplasma gondii
Cepa RH

1 x 10° taquizoitos/mL

l

» Camundongos A/Sn ©
Inoculovia intraperitoneal

14 dias

CO,

l

Lavagem
intraperitoneal

l

Contagem em
Céamara de Neubauer

Figura 6: Representacdo esquematica dos procedimentos realizados para

manutencdo de Toxoplasma gondii cepa RH.

44



3.3.2. Manutencao de cepas ME 49 para infecgéo

Para a manutencdo da cepa ME 49, grupos de camundongos foram
mantidos com a infecgcdo. Para a utilizacdo nos grupos experimentais ou
renovacdo de grupos de manutencdo de cepa, cérebros de camundongos
cronicos foram extraidos, apos eutanasia, e macerados em 5 mL de solucéo
salina estéril tamponada com fosfato (PBS) 0,01 M, pH 7.2. As contagens dos
cistos foram realizadas em microscopio de luz (Olympus BX40) com utilizagdo
de objetivas de 40x e 100x. Apoés realizacdo das contagens, 10 cistos foram
inoculados em cada camundongo pertencente a grupos de animais

experimentais denominados “Infectados ()" (Figura 7).

Toxoplasma gondii
Cepa ME 49

10 cistos

l

Camundongos A/Sn 2
> Inoculovia intraperitoneal

130 dias

CO,

l

Cérebro
Macerado

l

Contagem em
Microscopio optico

Figura 7: Representacdo esquematica dos procedimentos realizados para

manutencao de Toxoplasma gondii cepa ME 49.
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3.4. Padronizagdes e escolha do tratamento com imunossupressores
3.4.1. Grupos experimentais tratados com Ciclosporina A (CsA)

CsA é um imunossupressor com acdo especifica em linfécitos T. E
utilizada para a profilaxia da rejeicdo de enxertos em transplante de érgaos e
tecidos (Hardman et al., 1996).

Para padronizacdo da contagem de leucécitos no tratamento
iImunossupressor por CsA, foram aplicadas injecbes 3 vezes por semana, via
subcutanea, com dose igual a 50 mg/kg em camundongos fémeas da linhagem
A/Sn, durante 15 dias. Os camundongos foram divididos em dois grupos: N&o
infectado (NI) e Infectado com T. gondii /Tratado (I/Tcsasosx) (Figura 8 e Tabela
1).

Camundongos A/Sn 2
Lo

NVTCsA I/TCSA
L. Sangue 0—‘
Leucacitos

Figura 8: Representagdo esquematica dos procedimentos realizados com 0 imunossupressor
Ciclosporina (CsA). NI: N&o Infectado; NI/Tcsa: Ndo Infectado/Tratado com CsA,; I: Infectado
com Toxoplasma gondii; I/Tcsa: Infectado com Toxoplasma gondii/Tratado com CsA.

Tabela 1: Descricdo dos grupos de camundongos A/Sn utilizados na padronizagdo da
contagem de leucdcitos em tratamento imunossupressor por CsA.

Grupo Numero de camundongos Tratamento CsA
NI 109 Sem tratamento
I/Tcsa s03x 109 50 mg/kg, 3x por semana
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Posteriormente foram estabelecidos esquemas de tratamento
diferenciados para analise de imunossupressdo (Tabela 2). Cada grupo
experimental foi composto por dois camundongos fémeas da linhagem A/Sn e

receberam CsA via subcutanea.

Tabela 2: Descricao dos grupos de camundongos A/Sn utilizados nos experimentos com CsA

Grupo NuUmero de camundongos Tratamento CsA
NI/Tcsa 10i3x 29 10 mg/kg, 3x por semana
NI/Tcsazo3x 29 20 mg/kg, 3x por semana
NI/Tcsa so3x 29 50 mg/kg, 3x por semana
NI/Tcsa 20/dia 29 20 mg/kg, diariamente

I/Tcsa 201dia 29 20 mg/kg, diariamente

3.4.2. Grupos experimentais tratados com Dexamestasona (Dex)

Dex € um glucocorticoide utilizado frequentemente para causar
imunossupressdao em modelos experimentais (Jeklova et al. 2008). Foi
ministrada em dose de 10 mg/L diluida em agua destilada, acondicionada em
bebedouros distribuidos em gaiolas de grupos de camundongos similar a
metodologia utilizada por Nicoll et al. (1997). Os recipientes eram agitados
diariamente no intuito de evitar possiveis sedimentacdes. A cada 72 horas o
conteudo total era substituido, evitando provaveis proliferacbes de
contaminantes, como fungos e bactérias.

Inicialmente 42 camundongos da linhagem A/Sn foram infectados por via
intraperitoneal com 10 cistos da cepa ME 49 e, apdés 30 dias, para
estabelecimento de infeccdo crénica, o tratamento com Dex foi iniciado. Os
camundongos foram separados em grupos de acordo com o periodo de
tratamento, conforme apresentado na Tabela 3. De acordo com o prazo de
tratamento estabelecido, os camundongos foram eutanasiados em camara de
CO: e dissecados para obtencdo de 1 mL de sangue, via corte na aorta (para
contagem de leucocitos, PCR e ELISA) e baco (para ensaio de proliferacdo de

esplenacitos) (Figura 9).
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Tabela 3: Descricdo dos grupos de camundongos A/Sn utilizados nos experimentos com

Dexametasona.

Grupo NuUmero de camundongos Tratamento Dex
I 3 Sem tratamento

I/ Toexr 2 7 dias

I/Toex1a 2 14 dias

I/ Toexa1 3 21 dias

I/ Tpexas 4 28 dias

I/Toexss 4 35 dias

|/Toexaz 8 42 dias

I/Tpexao 8 49 dias

|/ Toexss 8 56 dias

l_ Camundonfos A/Sn © _l

NI I Tpex I

I—* Sangue 0—|
Leucocitos J L PCR

ELISA
(Citocinas e Anticorpos)

Figura 9: Esquema dos procedimentos realizados com o imunossupressor Dex.: NI: N&o

infectado; I: Infectado com Toxoplasma gondii e I/Tpex Infectado com Toxoplasma
gondii/Tratado com Dex.
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3.5. Padronizagcdo dos métodos diagndésticos

3.5.1. Contagem de leucocitos

Foram utilizados 20 camundongos divididos em dois grupos. O grupo
N&o Infectado (NI) foi composto por 10 camundongos sem infeccdo por T.
gondii e o grupo Infectado (1), por 10 camundongos infectados por T. gondii por
30 dias (infeccéo intraperitoneal com 10 cistos da cepa ME 49).

Amostras de sangue periférico (30 pL) foram obtidas apds cortes nas
extremidades das caudas. Uma gota da amostra do sangue periférico foi
colocada em camara de Neubauer e as contagens de leucdcitos foram
realizadas em microscoépio éptico (Olympus BX40) apds coloracdo pelo liquido
de Turk (Figura 10).

l— Camundongos A/Sn © _l

L .8 —

Leucdcitos

Figura 10: Representacdo esquemdatica da contagem de leucécitos em camundongos A/Sn
fémeas dos grupos Nao Infectado (NI) e Infectado (I) com Toxoplasma gondii.

3.5.2. Extracdo de DNA e PCR

Aliquotas do sangue dos camundongos e uma suspensdo de 1x107
taquizoitos/mL (controle positivo) foram utilizadas para extracdo de DNA pelo
kit comercial (QIAGEN DNA blood and tissue) seguindo as recomendacdes do
fabricante. Concentracdes de DNA e pureza foram determinadas pela razdo de

D.O a 260 e 280 nm em um espectrofotometro NanoDrop ND100 (Thermo
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Scientific) As reacdes foram realizadas com um “Kit” (GoTaq® Green Master
Mix - Promega) contendo 2x GoTag® Green, em tampao (pH 8.5), 400uM
dATP, 400 uM dGTP, 400uM CTP, 400uM dTTP, e 3mM MgCl2. Em cada teste
foram adicionados 5 uL de DNA dos animais (e 1 uL do controle positivo), 50
pmols de cada iniciador, 12,5 yL do GoTag® Green em um volume final de
agua Milli-Q autoclavada. Os iniciadores moleculares utilizados foram: B22
(5’AACGGGCGAGTAGCACCTGAGGAGAT) e B23
(5TGGGTCTACGTCGATGGCATGACAACZT’), que amplificam uma sequéncia
de 115 pares de bases (pb) de uma regido repetitiva do gene B1 de T. gondii
(Burg et al., 1988; 1989).

O gene B1 se repete 35 vezes no genoma do T. gondii e esta presente e
conservado em todas as cepas de T. gondii testadas até o momento A
deteccdo do gene B1 por PCR confere sensibilidade e especificidade, sendo,
portanto, muito util para o diagnostico da toxoplasmose (Burg et al., 1989).

As amplificacbes foram realizadas em um termociclador (LongGene) e
consistiram de um ciclo inicial de desnaturagcdo de 5 minutos a 95° C, uma
segunda etapa com 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 1 minuto,
anelamento a 62° C por 1 minuto e extensdo a 72° C por 1 minuto. ApGs essa
etapa o processo foi finalizado por um ciclo final de extensao por 5 minutos a
72° C (Colombo et. al., 2005). Para cada reacdo foi incluido controle negativo.
Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% e
corados com brometo de etidio. Os fragmentos de DNA foram visualizados sob
luz UV. As imagens foram analisadas por uma camara de gel MiniBIS sistema
de documentacdo e (BioSystematica). Os tamanhos dos fragmentos foram
determinados com base na comparacdo de um marcador molecular de 100 pb.

3.6. Infeccéo de células VERO com Toxoplasma gondii

Culturas de células VERO (ATCC CCL - 81), gentilmente cedidas pela
Secdo de Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz/SP foram mantidas a
37°C, 5% de CO2, em garrafas de 75 cm?® (Corning) com 10 mL de meio
Eagle’s (Gibco) contendo 292 mg/L de L-glutamina, 110 mg/L de piruvato de
sédio, 1,0 g/L de glicose, 2,2 g/L de bicarbonato de so6dio, 100.000 U/L de
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penicilina, 133 mg/L de estreptomicina suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado (SFB) (Cultilab). Apds a formacédo da monocamada de células
por volta de 48 horas de incubacéo, as garrafas foram lavadas trés vezes com
meio sem adicdo de SFB para a eliminacdo de resquicios, principalmente das
proteinas, do mesmo. A seguir foram adicionados 10 mL do mesmo meio e as
células infectadas com 1x10’ taquizoitos (cepa RH) provenientes de
camundongos ou de outra garrafa infectada. Apds 48 horas de incubacéo,
coletou-se o0 sobrenadante contendo taquizoitos e realizou-se a contagem dos
parasitas em Camara de Neubauer. Quando necessario, a concentracdo de
parasitas foi acertada em 1x10’ taquizoitos (cepa RH) para a infeccdo de uma

nova garrafa e o sobrenadante utilizado para a producéo de antigenos.

3.7. Producdao de antigeno ESA

As ESAs foram preparadas como descrito por Meira et al. (2011). Os
sobrenadantes das culturas celulares infectadas por T. gondii foram colhidos
apos 48 horas de infeccéo, passados para tubos de 15 mL (Corning). A seguir,
0s parasitas foram removidos por duas centrifugacées de 2800 g por 10
minutos e filtrados em membranas com poros de 0,22 um de diametro
(Millipore, USA). O sobrenadante livre de taquizoitos, contendo as ESA foi
suplementado com adicdo de 10 pg/mL de um coquetel de inibidores de
protease, contendo por mL: AEBSF 20 um; EDTA 10 um; Bestatin 1,3 um; E-64
0,14 pum; Leupeptin 10 nm e Aprotinin 3 nm (Sigma) e concentrado em Speed
Vac (RC 10.09 - Jouan) por 4 horas. O concentrado final foi colocado em saco
de dialise com poros que retém moléculas com massa molecular superiores a
12 kDa (Sigma) e dialisado contra PBS pH 7,2 a 4°C por aproximadamente 18
horas (Figura 11).

3.8. Producéo de antigeno ATL

As preparacdes foram realizadas conforme descrito anteriormente (Meira

et al.,2011). Suspensdes de 2x10’ taquizoitos/mL provenientes de culturas de
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células VERO foram centrifugadas por 15 minutos a 1800 g. Em seguida,
descartou-se o sobrenadante e os parasitas foram lavados trés vezes com 40
mL PBS 0,01 M pH 7.2 por 15 minutos a 1800 g. Os taquizoitos foram
rompidos por ultra-som (Sonic Dismembrator Quigley, USA) por 10 ciclos (1,0
A/min) por 5 minutos com intervalos de 2 minutos. Apds a certificacdo da lise
dos parasitas por visualizacdo em microscopio optico (Olympus BX40), o ATL
foi dissolvido em 0,3 M NaCl e as concentragdes proteicas foram determinadas
em espectrofotbmetro NanoDrop 100 (Thermo Scientific). O antigeno foi

aliquotado e estocado a -70°C (Figura 11).

Toxoplasma gondii
Cepa RH

l
I— VERO —l

ATL ESA

L e —

(Citocinas e Anticorpos)

Figura 11: Representacdo esquematica dos procedimentos realizados para obtencdo dos
antigenos avaliados. ATL (Antigenos de Taquizoitos Lisados); ESA (Excreted/Secreted
Antigens).

3.9. Obtencéo de linfocitos e ensaios de linfoproliferacdo

Bacos de 2 a 3 camundongos A/Sn dos grupos Infectado (I) e
Infectado/Tratado (I/Tpex) foram retirados em condicdes estéreis e com o auxilio
de tesoura e pinca. Posteriormente o baco foi dissociado em PBS (PH 7.2) em
uma placa de Petri e com ajuda de duas laminas com extremidade esmerilhada
o baco foi comprimido entre as duas extremidades. O contetdo da placa de
Petri, com as células em PBS, foi transferido para um novo tubo, adicionado
PBS até completar 20 mL e centrifugado em 1000 g por 10 min a 4° C. Sobre o
sedimento foi adicionado tampao ACK pH 7,2 (NH4Cl 0,15M; KHCOs 10mM;
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Na:EDTA 0,1M) e deixado agir por 5 minutos em repouso. Posteriormente as
células do baco foram lavadas duas vezes com PBS e ressuspensas em meio
RPMI,10% SFB, B-Mercaptoetanol e antibidticos (penicilina: 50 U/mL ou
estreptomicina: 50 mg/mL) e incluidas em placa de 48 pogos (500 uL/pogo —
5x108/pogco mL). Aliquotas contendo 20 pL da solucdo celular foram
adicionados 20 pL de corante Azul de Tripan; dessa solucao obteve-se, atraves
da utilizacdo de camara de Neubauer e visualizagcdo em microscépio Optico
(Olympus BX40), a contagem de células viaveis.

Os linfécitos obtidos (2x10° células/poco) foram distribuidos em placas
de 48 pocos, incubados com ESA e ATL (5ug para TNF-a, IFN-y e IL-5 e 25ug
para IL-10). Para controle dos experimentos in vitro, em todos 0s ensaios
realizados com esplendcitos, foram incluidos dois pog¢os controles em duplicata
(positivo e negativo). Os pocos que ficaram sem estimulo, apenas com o meio
de cultura foram considerados como controle negativo. Os outros dois pocos
foram estimulados com o proliferador mitético Concanavalina A. (ConA, Sigma
2 pg/mL, sendo considerados controles positivos. Os sobrenadantes das
culturas de esplendcitos foram coletados apds 24 horas para dosar TNF-a, 48
horas para IL-10, e 72 horas para IL-5 e IFN-y. Foram feitos pelo menos trés

experimentos in vitro para cada grupo de animal.

3.10. Dosagem de citocinas

ApOGs os experimentos in vitro descritos acima as citocinas IFN-y, IL-5,
TNF-a e IL-10 foram dosadas nos sobrenadantes colhidos com o auxilio de kits
especificos (Ebioscience) por ELISA, sendo seguidas as instrucdes do
fabricante. A absorbancia foi mensurada em um leitor de ELISA (Multiscan;
Labsystems) com o filtro 450 nm. Os resultados expressos em D.O. (densidade
optica) foram convertidos em pg/mL a partir de uma curva de concentracdo
feita com um anticorpo recombinante sabidamente conhecido que integrava o
kit. Os limites maximos de deteccdo para cada teste foram: IFN-y = 125 pg/mL,
IL-5 = 250 pg/mL, IL-10 = 2000 pg/mL e TNF-a = 125 pg/mL. Os limites
minimos de detec¢do para cada teste foram: IFN-y = 7,81 pg/mL, IL-5 = 0,244
pg/mL, IL-10 = 62,5 pg/mL e TNF-a = 1,95 pg/mL.
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3.11. Dosagem de IgM, IgG, IgG1 e IgG2a

As dosagens de imunoglobulinas foram realizadas por ELISA dos soros
de camundongos. Os antigenos foram diluidos em tampao bicarbonato de
sédio 0.1M pH 8.5. Para a sensibilizacdo foram adicionados 50 pL/po¢o do
antigeno diluido. As concentracdes estabelecidas para os antigenos foram
ESA: IgM, IgG, IgG1 e IgG2a = 40 pg/mL; e ATL: IgM, IgG, IgG1l e IgG2a =1
ug/mL. As placas foram incubadas por 24hs a 4°C e o excesso de antigeno foi
retirado por duas lavagens com PBS-Tween. A seguir as placas foram
bloqueadas com 100 pL de PBS Leite 5%, por uma hora a 37°C e procederam-
se duas lavagens com PBS Tween.

Os soros foram entéo, diluidos em PBS leite 5% (1:50) e ent&o, 50 pL de
cada amostra (em duplicata) foram adicionados em placas previamente
sensibilizadas (ATL ou ESA) e incubadas por uma hora a 37°C. ApGs novas
cinco lavagens com PBS Tween 0,05% foram adicionados 50 pL/orificio de
IgM, IgG, IgG1 ou IgG2a de camundongo conjugadas a peroxidase (Sigma) e
diluidas em 1:4000. As placas foram entdo, incubadas por mais uma hora a
37°C. Apbs novas lavagens, as revelacdes ocorreram com a adi¢cdo de 100 uL
do substrato enzimético contendo 0,5 mg/mL de OPD (orto-fenilenodiamina)
diluido em fosfato de so6dio dibasico 0,1 M pH 4.5; &cido citrico 0,1 M; H20:
0,1% por 30 minutos em camara escura, a 37°C. A reacgao foi interrompida
adicionando 50 pL de H2SO4 4 N.

Os resultados gerados, independente do antigeno utilizado foram
analisados em espectrofotdmetro (Labsystens Multiskan) em comprimento de
onda de 492 nm. Foram calculadas as médias dos valores em densidade Optica
(D.0O.) dos soros testados em duplicatas. Em cada ensaio, um soro negativo e
um soro de animal cronicamente infectado foram incluidos como controle

negativo e como controle positivo, respectivamente.
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3.12. Anédlise de dados

As andlises dos resultados foram feitas com o auxilio do software
GraphPad Prism 5.0 e Microsoft Excel. Os dados com mais de dois grupos
foram analisados quanto a significancia estatistica pelo teste One way ANOVA
seguido pelo teste Tukey. Os dados com 2 grupos foram analisados quanto a
significancia estatistica pelo teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Os dados
foram considerados estatisticamente significantes quando p<0,05. Todas as
analises correspondem pelo menos a trés experimentos e representam 0s

valores médios com desvio padréo (DP).
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4. RESULTADOS

4.1. Padronizacdes dos métodos diagndsticos

4.1.1. Diagnéstico molecular dos camundongos infectados com

Toxoplasma gondii

Amostras de DNA extraidas de sangue de cinco camundongos,
coletadas semanalmente pelo periodo de quatro semanas, foram analisadas
por cPCR. As andlises foram feitas para avaliar a evolugdo da infecgcdo em
camundongos infectados com dez cistos da cepa ME 49 por via intraperitoneal.
Os resultados obtidos mostraram que quatro amostras foram positivas na PCR,
indicando a presenca de parasitemia. O controle negativo (sangue de um
animal sem infeccdo) sempre apresentou resultado negativo. Esta etapa foi
realizada com o objetivo de avaliar a presenca de infeccdo nos camundongos

por meio do diagnostico molecular.

4.1.2. Contagem de leucdcitos
A média das contagens de leucocitos dos camundongos do grupo NI (n

= 10) e do grupo | (n = 10) foi de 6,9 x 10° leucécitos/mL e 5,7 x 108
leucocitos/mL, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12: Contagem de leucécitos de amostras de sangue dos camundongos dos grupos NI
(n&o infectado) e | (infectado com Toxoplasma gondii) (n=10/grupo). As contagens do niimero
de leucdcitos/mL de sangue periférico foram feitas em camara de Neubauer. Nao foi observada
diferenca estatistica entre ambos grupos.

4.2. PadronizacOes para a escolha do tratamento com os farmacos

imunossupressores

4.2.1. Tratamento com Ciclosporina (CsA)

4.2.1.1. Contagem de leucocitos nos grupos de camundongos NI e

I/ Tcsasor3x

Foram realizadas seis coletas de sangue dos camundongos do grupo NI
(n&o infectado) e do grupo I/Tcsasosx (infectado a mais de 30 dias, tratado com
50 mg/kg de CsA por 15 dias) e os leucécitos foram contados em duplicata. Os
resultados obtidos foram 9,3x10° e 6,5x10° leucécitos/mL de sangue nos

grupos NI e I/Tcsasosx, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13: Contagem de leucécitos de amostras de sangue de camundongos do grupo NI (ndo
infectado) e camundongos do grupo I/Tcsasosx (infectados e tratados com CsA). As contagens
de sangue periférico foram feitas em camara de Neubauer. Nao foi observada diferenca
estatistica entre ambos.

4.2.1.2. Determinacao da dose de Ciclosporina A (CsA)

Foram realizados testes de tratamento com CsA em camundongos
fémeas da linhagem A/Sn na tentativa de se estabelecer o esquema ideal de
tratamento com o agente imunossupressor. A Figura 14 mostra a média da
contagem de leucdcitos dos grupos NI com os diferentes esquemas de
tratamento e um grupo | (infectados). Os resultados das concentraces de
leucocitos para os grupos NI/Tcsaioisx, NI/Tcsazosx, NI/Tcsasosx, NI/Tcsazordia €
I/ Tcsazordia foram de 8,1x10°, 4,8x106, 4,5x108, 5,0x108 e 4,5x108 leucdcitos/mL,
respectivamente.

As porcentagens de imunossupressdo mostradas na Figura 13 foram
calculadas com relagdo ao grupo NI (Figura 15), que foi de 9,3 x 10°
leucécitos/mL. Os resultados para 0s grupos NI/Tcsatonx, NI/Tcsazo3x,
NI/Tcsasoizx, NU/Tcsazoia € |/Tcsazoidia foram respectivamente 13%, 47,75%,
51,3%, 45,5% e 30,3%.

As amostras de DNA extraidas de sangue destes animais também foram
analisadas por cPCR. Como mostra a Tabela 4, os resultados de PCR foram
inconclusivos. Embora os animais estavam tratados com 0 imunossupressor,

as cPCRs néo foram positivas em todas as amostras. Concluiu-se, entédo, que

58



20 mg/mL foi tdo efetiva quanto as doses superiores ou em dias consecutivos,
mas nao foi suficiente para imunossuprimir em mais que 51,3% dos animais

experimentais. Entdo, outro imunossupressor foi testado.

Leucécitos/ mL (x10°)

Figura 14: Contagem de leucdcitos de amostras de sangue de camundongos tratados com
CsA. A contagem de leucdcitos foi realizada em camara de Neubauer. Os dados apresentados
foram obtidos calculando-se a média (+ DP) de cada grupo de animais. * diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo NI/Tcsa1o03x (p<0,005).
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Figura 15: Porcentagens de imunossupressdo por CsA em camundongos A/Sn. As

porcentagens foram calculadas com base no valor do nimero de leucécitos/mL do grupo NI
(9,3 x 106 leucécitos/mL), e apresentou diferenca estatisticamente significante (*p<0,005).
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Tabela 4: Resultados de cPCR de camundongos infectados com Toxoplasma gondii.

Camundongos* Dias p6s-tratamento**

|
NI NA*** -
7 +
14 -
21 -
28 ]
7 +
14 -
21 -
28 -
7 -
14 -
21 -
28 -
7 +
14 +
21 -
28 -

* Infectados por via intraperitoneal com 10 cistos da cepa ME 49.

I/Tcsaz03x

I/Tcsasor3x

I/Tcsazoidia

I/Tcsazoidia

** Tratamento iniciado apds periodo de 30 dias de infeccao.
*** N&o avaliado.

4.2.2. Tratamento com Dexametasona (Dex)

4.2.2.1. Contagem de leucocitos

O tratamento imunossupressor com Dex foi testado em 42
camundongos. Para as contagens de leucdcitos, aliquotas de sangue foram

coletadas e coradas com liquido de Turk. Os resultados obtidos indicaram uma
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reducdo significativamente significante no namero de células a partir da 12
semana de tratamento com Dex. Os dados apresentados foram obtidos
calculando-se a média entre os animais representativos de cada periodo
avaliado.

Os valores médios obtidos foram: | = 9.1x10° céls/mL; I/Tpexz = 7,95x108
céls/mL; I/Tpexia = 1,47x10% céls/mL; |/Tpexcr = 0,6x10° céls/mL; I/Tpexes =
0,41x10% céls/mL; I/Tpexss = 0,34x106 céls/mL; l/Tpexs2 = 0,22x108 céls/mL;
|/ Toexao = 0,11x106 céls/mL e I/Tpexss = 0,06x10° céls/mL (Figura 16).
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Figura 16: Contagem de leucdcitos de amostras de sangue de camundongos infectados por
Toxoplasma gondii 30 dias pés-infeccdo e tratados com Dex (10mg/L). A contagem de
leucécitos foi realizada em camara de Neubauer. Os dados apresentados foram obtidos
calculando-se a média + DP por grupo. * diferenca estatisticamente significante a p<0,0001.

4.2.2.2. Porcentagem de Sobrevivéncia

Dos 42 animais utilizados, 7 (16,66%) morreram, enquanto 35 (83,34%)
sobreviveram. A ocorréncia de mortes foi constatada nos seguintes periodos de
tratamento: 32 semana/21° dia (1); 42 semana/28° dia (2); 52 semana/35° dia
(1); 62 semana/42° dia (2); e 72 semana/49° dia (1) (Figura 17).
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Figura 17: Porcentagem de sobrevivéncia de camundongos com infeccdo crbnica por
Toxoplasma gondii (cepa ME 49) durante tratamento com Dex (10mg/L). A porcentagem de
sobrevivéncia ap6s 8 semanas de tratamento foi de 83,33%.

A partir destes resultados, os experimentos relativos a resposta imune
celular e humoral em camundongos imunossuprimidos foram realizados com

animais imunossuprimidos por Dex.

4.3. Dosagem dos niveis de citocinas

4.3.1. Determinacao de limites de deteccéo das citocinas

As dosagens das citocinas dos animais experimentais foram realizadas
calculando-se as concentragdes através de curvas-padréo para cada citocina
(IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y) por ELISA. Todo ensaio foi feito com uma curva-
padrédo em paralelo. As curvas-padrao foram geradas a partir dos valores de
absorbancia (D.O.) e a concentragao de cada citocina. Como mostra a Figura
18, foi possivel verificar a linearidade da reacdo e calcular um fator de
conversao de valores de absorbancia em concentracédo. As regressoes lineares
apresentaram valores confiaveis de r2. Também foi possivel determinar o limite

de deteccédo de cada ensaio, conforme mostrado na Tabela 5.
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Figura 18: Regressfes lineares obtidas a partir de diluicbes seriadas das citocinas e 0s
respectivos valores de densidade oOptica (D.O.) a 450 nm. IL-5 (A), IL-10 (B), TNF-a (C) e IFN-y
(D). O valor de correlacdo linear (r?) foi indicado em cada grafico.

Tabela 5: Valores obtidos de limite de deteccdo para dosagem de citocinas por ELISA.

Citocina Limite de deteccao (pg/mL)
Maximo: 250
IL-5
Minimo: 0,244
Maximo: 2000
IL-10
Minimo: 62,5
Méaximo: 125
TNF-a )
Minimo: 1,95
Maximo: 125
IFN-y _
Minimo: 7,81
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4.3.2. Niveis de citocinas em animais imunossuprimidos

Os experimentos foram realizados com grupos de camundongos A/Sn
tratados com 10 mg/L de Dex. A cinética de cada citocina foi realizada pela
analise semanal de células especificas de camundongos, estimuladas por dois
antigenos de T. gondii. Um deles é composto de antigenos totais de taquizoitos
(ATL) e o outro, de proteinas liberadas por taquizoitos (ESA). Em todos os
experimentos, 0s grupos I/Tpex foram comparados com os grupos NI e |

(controles).

4.3.2.1. Interleucina 5 (IL-5)

Os resultados obtidos indicaram reducdo estatisticamente significativa
dos niveis de IL-5 durante o tratamento com Dex quando as células foram
estimuladas com ATL (Figura 19 A) ou ESA (Figura 19 B). As concentragdes de
IL-5 encontradas foram menores nos grupos tratados com Dex (I/Tpex) do que
no grupo de camundongos sem tratamento imunossupressor (1). Os resultados
foram obtidos calculando-se a média entre os animais representativos de cada
grupo.

Os valores médios obtidos a partir das células estimuladas com ATL
foram: | = 9,35 pg/mL; I/Toexr = 4,8 pg/mL; /Tpex1a = 2,9 pg/mL; /Tpexe1 = 3,47
pa/mL; I/Toexzs = 2,6 pg/mL; I/Tpexss = 3,41 pg/mL; I/Tpexaz = 2,04 pg/mL; /Tpexao
= 2,35 pg/mL; e I/Tpexss = 1,97 pg/mL.

Os valores de médios obtidos a partir das células estimuladas com ESA
foram: | = 7,72 pg/mL; I/Toexr = 3,85 pg/mL; I/Tpexia = 5,72 pg/mL; /Tpex1 =
4,47 pg/mL; /Tpexes = 3,41 pg/mL; I/Tpexss = 3,66 pg/mL; /Tpexsz = 2,97 pg/mL;
I/ Toexao = 2,28 pg/mL; € /Tpexss = 2,16 pg/mL.
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Figura 19: Concentracao de IL-5 de esplendcitos de camundongos com infecgdo crénica por
Toxoplasma gondii (cepa ME 49) durante tratamento com Dex (10 mg/L). Os esplendcitos
foram estimulados com ATL (A) e ESA (B). A linha tracejada indica o limite de detecgdo

minimo. * e # diferengas estatisticamente significantes a *p<0,0001 e #p<0,05 respectivamente.

4.3.2.2. Interleucina 10 (IL-10)

Os resultados obtidos revelaram reducdo estatisticamente significante
dos niveis de IL-10 durante o tratamento com Dex tanto quando as células
foram estimuladas com ATL (Figura 20 A) ou ESA (Figura 20 B). O tratamento
prolongado com Dex resultou em reducdo da concentragéo de IL-10 em células
estimuladas com ATL e ESA até atingir niveis abaixo do limite de deteccao
(linha tracejada nas Figuras 20 A e 20 B).

Os valores médios para as células estimuladas com ATL foram: | =
1520,75 pg/mL; I/Toexr = 1095,75 pg/mL; /Tpexta = 370,75 pg/mL; I/Tpoexe1 =
323,25 pg/mL; I/Tpexes = 129,50 pg/mL; I/Tpexss = 30,13 pg/mL; I/Tpexaz = 31,88
pg/mL; |/Tpexao = 14,13 pg/mL; € |/Tpexse = 7,25 pg/mL.

Os valores médios para as células estimuladas com ESA foram: | =
142,25 pg/mL; /Tpoexs = 36,63 pg/mL; /Tpoexra = 17,75 pg/mL; /Tpexz1 = 11,50
pa/mL; /Toexes = 14,75 pg/mL; I/Toexss = 21,83 pg/mL; |/Toexaz = 12,75 pg/mL;
I/ Toexao dia = 8,13 pg/mL e |/Tpexss dia = 8,75 pg/mL.
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Figura 20: Concentracdo de IL-10 de esplendcitos de camundongos com infecgéo cronica por
Toxoplasma gondii (cepa ME 49) durante tratamento com Dex (10 mg/L). Os esplendcitos
foram estimulados com ATL (A) e ESA (B). A linha tracejada indica o limite de detecg&o
minimo. * e # diferengas estatisticamente significantes a p<0,0001 e p<0,001, respectivamente.

4.3.2.3. Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a)

Observou-se uma redugdo estatisticamente significante  nas
concentragbes de TNF-a durante o tratamento com Dex tanto quando as
células foram estimuladas com ATL (Figura 21 A) ou ESA (Figura 21 B). Foi
possivel observar um aumento da concentracdo de TNF-a nas células
estimuladas com ESA no grupo I/Toexaz em relagdo aos demais grupos /T pex,
porém nao significativo estatisticamente.

Os valores médios para as células estimuladas com ATL foram: | =
104,58 pg/mL; /Tpoexr = 41,79 pg/mL; I/Tpexta = 9,33 pg/mL; /Toexer = 9,71
pa/mL; l/Tpexzs = 9 pg/mL; /Tpexss = 24,02 pg/mL; I/Toexaz = 9,47 pg/mL; I/Tpexao
= 7,35 pg/mL; e /Tpexse = 7,77 pg/mL.

Os valores médios para as células estimuladas com ESA foram: | =
63,01pg/mL; I/Toexr = 15,86pg/mL; /Toex1a = 9,64 pg/mL; I/Tpexe1 = 8,32 pg/mL;
I/Toexes = 9,19 pg/mL; /Tpexss = 11,62 pg/mL; I/Tpexaz = 14,09 pg/mL; I/Tpexsao dia
= 7,21 pg/mL e I/Tpexse = 7,94 pg/mL.
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Figura 21: Concentracdo de TNF-a de esplendcitos de camundongos com infecgéo crénica por
Toxoplasma gondii (cepa ME 49) durante tratamento com Dex (10 mg/L). Os esplendcitos
foram estimulados com ATL (A) e ESA (B). A linha tracejada indica o limite de detecg&o
minimo. * diferenca estatisticamente significante a p<0,001.

4.3.2.4. Interferon y (IFN-y)

Com relacdo a dosagem de IFN-y foram encontrados valores
estatisticamente diferentes entre 0s grupos I/Tpex estimulados com ATL (Figura
22 A) e ESA (Figura 22 B) exceto com relacdo ao grupo I/Tpexr quando as
células foram estimuladas com ATL (Figura 22 A).

Quando estimulados com ATL, observou-se uma reducédo notavel dos
niveis de IFN-y, levando a valores abaixo do nivel de deteccdo (Figura 22 A,
linha tracejada).

Os valores médios para as células estimuladas com ATL foram: | =
260,08pg/mL; I/Tpoexr = 273,52pg/mL; I/Tpexta = 9,07pg/mL; /Tpexe1 dia =
11,14pg/mL e I/Tpexes = 2,08pg/mL.

Os valores médios para as células estimuladas com ESA foram: | =
296,36pg/mL; /Toexr = 267,03 pg/mL; l/Tpexaa = 35,21/mL; l/Tpexer = 39,15
pg/mL; /Tpexes = 32,67 pg/mL; I/Tpexss = 137,25 pg/mL; I/Tpexs2 = 32,54 pg/mL;
I/Toexag = 14,15 pg/mL; e |/Tpexse = 14,87 pg/mL.
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Figura 22: Concentragéo de IFN-y de esplendcitos de camundongos com infecgéo cronica por
Toxoplasma gondii (cepa ME 49) durante tratamento com Dex (10 mg/L). Os esplendcitos
foram estimulados com ATL (A) e ESA (B). A linha tracejada indica o limite de detecgéo
minimo. * diferenca estatisticamente significante a p<0,001.

4.4. Niveis de anticorpos e subclasses nos animais
imunossuprimidos

As andlises das dosagens dos anticorpos IgM, IgG e as subclasses IgG1
e IgG2a foram realizadas em grupos de camundongos infectados com T. gondii
tratados com Dex 10mg/L (I/Tpex) € comparados com o grupo néo tratados ().
Os antigenos ATL e ESA foram testados na placa de ELISA.

4.4.1. Dosagem de anticorpos por ELISA/ATL

A Figura 23 mostra as concentragcdes dos anticorpos estudados ao longo
do tratamento imunossupressor Dex, quando ATL foi testado na ELISA. Os
dados foram obtidos calculando-se a média dos animais de cada grupo.

Os valores médios para IgM foram: | = 0,609; I/Tpexr = 0,207; 1/Tpex1a =
0,225; I/Tpexz1 = 0,180; /Tpexes = 0,131; I/Toexzs = 0,121; I/Tpexaz = 0,140; I/Tpexas
= 0,107 e I/Tpexss = 0,101.

Os anticorpos IgG apresentaram reducdes ao longo do tratamento

imunossupressor com Dex e foram: | = 1,886; /Tpexr = 1,478; /Tpex1a = 1,494;
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l/Toexer = 1,423; /Tpexes = 1,402; /Tpexss = 1,359; I/Tpexaz = 1,358; I/Tpexas =
1,306 e I/Tpexss = 1,260.

As concentracbes de anticorpos da subclasse IgGl apresentaram
oscilacbes ao longo do tratamento. Observou-se uma redugdo nas duas
primeiras semanas (I/Toexz € |/Tpex14) de tratamento, seguida por um aumento
gue culminou no 42° dia (I/Toexa2) € progressivamente caiu novamente até o 49°
dia de tratamento (I/Tpexa9). Os valores foram: | = 0,959; I/Tpexr = 0,438; I/Tpex14
= 0,279; |/Tpexer = 0,211; I/Tpexes = 1,402= 0,177; I/Tpoexss = 0,242; |/Tpexa2 =
0,185; I/Tpexao = 0,167 € I/Tpexse = 0,108.

As concentracbes de anticorpos da subclasse IgG2a também
apresentaram oscilacbes ao longo do tratamento, com um aumento entre 0s
grupos tratados com Dex entre 7 e 14 dias (I/Toex 7 € I/Tpex 14) € Subsequente
reducdo e pouca variacdo até o 56° dia de tratamento (I/Tpexss). Os valores
médios foram: | = 1,219; I/Toexr = 1,134; l/Tpexta = 1,216; l/Tpexa1 = 0,844,
I/Toexes = 0,919; I/Tpexss = 0,725; I/Toexaz = 0,724; 1/Tpexas = 0,694 € |/Tpexss =
0,611.
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Figura 23: Niveis de anticorpos de camundongos com infecgéo crénica por Toxoplasma gondii
(cepa ME 49) durante tratamento com Dex (10 mg/L). As dosagens foram feitas por ELISA
utilizando-se ATL como antigeno.
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4.4.2. Dosagem de anticorpos por ELISA/ESA

A Figura 24 mostra as concentragcdes dos anticorpos estudados ao longo
do tratamento imunossupressor Dex, quando ESA foi testado na ELISA. Os
dados foram obtidos calculando-se a média dos animais de cada grupo.

As concentracdes de IgM apresentaram aumento ao longo do tratamento
imunossupressor com ESA. Os valores foram: | = 0; I/Tpexzr = 0,036; 1/Tpex14 =
0,042; I/Toexer = 0,042; I/Tpexes = 0,05; /Tpexss = 0,044; |/Tpexaz= 0,07; /Tpexao =
0,053 e /Tpexss = 0,104.

As concentracdes de anticorpos IgG, por sua vez, apresentaram
aumento ao longo do tratamento imunossupressor. Os valores médios foram: |
= 0,012; /Toexr = 0,066; /Tpexra = 0,072; I/Tpexer = 0,074; |/Tpexes = 0,068;
I/Tpexas = 0,072; I/Tpexaz = 0,086; I/Tpexao = 0,072 € |/Tpexse = 0,178.

A subclasse 1gG1l apresentou aumento progressivo ao longo do
tratamento. Os valores médios foram: | = 0,001; I/Toexr = 0,003; I/Tpex14 = 0,011,
I/Toexer = 0,011; I/Toexes = 0,012; I/Toexss = 0,013; I/Tpexaz = 0,031; I/Tpexas =
0,024 e |/Tpexss = 0,113.

IgG2a apresentou um aumento apos o 7° dia de tratamento com Dex
(I/Toexz) seguido por um platd que se seguiu até o 35° dia de tratamento
(I/Toexss) e resultou por fim em uma reducdo gradativa até o 56° dia de
tratamento (I/Tpexses). Os valores médios foram: | = 0,001; I/Tpexr = 0,016;
l/Toexia = 0,022; I/Tpexca= 0,026; I/Toexes = 0,032; I/Tpexss = 0,018; I/Tpexaz =
0,014; I/Toexao = 0,015 e I/Tpexss = 0,013.
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Figura 24: Niveis de anticorpos de camundongos com infecc¢éo crénica por Toxoplasma gondii
(cepa ME 49) durante tratamento com Dex (10 mg/L). As dosagens foram feitas por ELISA

utilizando-se ESA como antigeno.
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5. DISCUSSAO

Os taquizoitos de T. gondii causam infeccdo aguda, se disseminam
amplamente em seu hospedeiro e, eventualmente, se diferenciam em formas
latentes encisadas chamadas bradiozoitos, que se encontram dentro dos cistos
teciduais. Durante a infeccéo latente, sempre que ocorre a transformacao em
taquizoitos, os parasitas que se desenvolvem sdo removidos pelo sistema
imunolégico. Em contraste, os cistos contendo bradioitos s&o isolados do
sistema imunologico. Na auséncia de uma resposta imune efetiva, 0s
organismos liberados que se diferenciam em taquizoitos causam infeccéo
aguda. Os cistos teciduais, portanto, servem de reservatério para a reativacao
da toxoplasmose quando o hospedeiro se torna imunocomprometido por
condi¢cdes como infeccao pelo HIV, transplante de 6rgédos ou devido a resposta
imune prejudicada que ocorre quando 0s agentes patogénicos sdo adquiridos
no utero (Tu et al. 2017). Portanto, a reativacdo de estagios cronicos da
infeccdo esta relacionada a imunossupressao do hospedeiro. Essa reativacao
normalmente se apresenta como uma importante doenca infecciosa oportunista
gue acomete principalmente o sistema nervoso central de pacientes com Aids,
pacientes transplantados ou sob tratamento contra o cancer (Kang et al, 2006).
E descrito que até 40% dos pacientes com Aids sido afetados pela
toxoplasmose cerebral (TC), uma doenca com alta taxa de mortalidade se néo
tratada (Miller et al., 2009).

A conversdo de taquizoitos para bradizoitos desempenha papel critico
na transmissdo e patogénese de T. gondii. No entanto, os mecanismos
moleculares que regem a conversdo sdo desconhecidos. Além desses
mecanismos complexos que ocorrem no parasita, o hospedeiro também
desempenha um papel importante na determinagcdo da conversdo de
bradizoitos. Acredita-se que a reativacao da toxoplasmose crénica em infeccao
aguda esteja associada a diminuicdo da imunidade do hospedeiro (Shen et al.,
2016).

Os modelos murinos sdo os principais meios utilizados para analisar os

mecanismos de resisténcia do hospedeiro a infeccdo aguda e o
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desenvolvimento de toxoplasmose cerebral durante o estagio tardio da
infeccdo. Os camundongos tém sido amplamente empregados como modelos
para a toxoplasmose experimental, e jA € sabido que a resisténcia dos
camundongos a infeccdo cronica esté relacionada aos fatores genéticos do
hospedeiro. Sabe-se gque linhagens de camundongos resistentes (por exemplo,
BALB/c) estabelecem uma infeccéo cronica latente, tal como os seres humanos
imunocompetentes. Em contraste, as linhagens suscetiveis (por exemplo,
C57BL/6) desenvolvem espontaneamente a toxoplasmose cerebral durante a
fase final da infeccdo (Suzuki, 2002). Nao esta claro se a encefalite nestes
camundongos é devida a reativacao da infeccao, pois ela pode ser causada por
uma infeccéo aguda continua. Segundo Suzuki (2002), as linhagens resistentes
de camundongos podem ser mais adequadas do que as linhagens suscetiveis
para reproduzir a infeccédo cronica. No entanto, a maior parte das informagdes
disponiveis sobre o mecanismo de resisténcia foi obtida com o uso de
linhagens de camundongos suscetiveis (Cardozo-Pereira et al., 2007). Neste
trabalho foi utilizada uma linhagem com tendéncia a suscetibilidade a infeccao
(Costa-Silva et al., 2008), pois o0 objetivo era o de estudar a infeccdo num
modelo de imunossupressao.

Os mecanismos de acdo das respostas imunes inerentes a
toxoplasmose reativada em pacientes imunocomprometidos ou em modelos
experimentais imunossuprimidos, ndo estéo totalmente esclarecidos, sobretudo
em relacdo aos padrdes de producédo de citocinas Thl / Th2 e de diferentes
anticorpos.

Apos a infeccdo crbnica ter sido estabelecida, os corticoides (cortisona,
hidrocortisona, betametasona, dexametasona, prednisona, prednisolona,
metilpredinisolona e triancinolona, por exemplo), frequentemente utilizados na
terapia humana, induzem imunossupressao. Os camundongos pertencem a
uma espécie sensivel a esteroides, uma vez que o0s corticosteroides causam
destruicdo de tecidos linféides murinos, resultando em linfocitopenia,
monocitopenia e reducdo do bago (Djurkovic-Djakovic e Milenkovic, 2001).
Odaert e colaboradores (1996) relataram que a imunossupressao de
camundongos por Dex induziu a liberacdo de parasitas de cistos pré-existentes
e a formacédo de novos cistos apés 6-12 dias de administracdo. Ambos os

imunossupressores usados no presente trabalho, CsA e Dex, induziram
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imunossupressao significativa e subsequente reativacdo do parasita em
animais infectados.

Visando estabelecer um modelo experimental que atendesse a relacdo
Toxoplasma/imunossupressao, avaliamos a infeccdo dos camundongos
previamente inoculados com T. gondii, via diagndstico molecular, a fim de nos
certificar de que os animais estavam cronicamente infectados. A seguir,
padronizamos a contagem de leucdcitos utilizando animais sem e com infec¢ao
por T. gondii. Os animais nao infectados apresentaram maior concentragédo de
leucécitos do que os infectados. A imunossupressdao com CsA causou
significativa reducdo de leucocitos ainda que diferentes esquemas de
tratamento foram aplicados. Independente destes resultados pode se concluir
gue os diferentes esquemas de tratamento testados néo foram téo efetivos.
Apesar das porcentagens de imunossupressao proximos a 50% observadas
nos grupos NI/Tcsa2osx, NI/Tcsasorsx € NI/Tcsazoia, foi observado 30% de
imunossupressao no grupo de camundongos infectados que receberam CsA na
dose de 20 mg/kg em dias consecutivos (grupo I/Tcsazodia). Em adicéo, durante
0s experimentos que envolveram a busca da dose ideal de CsA a ser
administrada nos grupos de camundongos cronicamente infectados, houve
taxa de mortalidade elevada (dados ndo mostrados), fato que nos levou a
iniciar os experimentos com o imunossupressor Dex.

Guimaraes e colaboradores (1997) avaliaram a a¢ao imunossupressora
da CsA na infeccéo experimental por T. gondii através da andlise da presenca
do parasito em cortes histologicos dos orgdos afetados. Os autores
observaram que todos os animais imunossuprimidos morreram apés uma
semana de observacgdo e concluiram que o tratamento imunossupressor piorou
0 desfecho da infeccdo por T. gondii, corroborando os dados obtidos no
presente trabalho.

A elevada mortalidade dos camundongos infectados tratados com CsA
pode estar relacionada a elevada toxicidade do imunossupressor, tal como
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade e cardiotoxicidade (Lee,
2010) ou a reativacdo da toxoplasmose nesses animais, sugerindo que na dose
administrada, este medicamento possa ter um efeito acentuado sobre a

reativacao da toxoplasmose.
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O tratamento imunossupressor com Dex 10 mg/L em camundongos
cronicos resultou em reducdo significativa do numero de leucécitos/mL,
indicando sucesso na imunossupressdo. O tratamento por uma semana
resultou em 8x10° de leucécitos/mL no sangue dos camundongos. Ao final do
periodo avaliado (oitava semana de tratamento) foram encontrados apenas
6x10* leucécitos/mL no sangue. Estes resultados mostraram que o efeito
imunossupressor da Dex foi superior a CsA.

O risco de reativacdo da toxoplasmose ap0s a administracéo de terapia
imunossupressora com CsA foi previamente avaliado em camundongos Swiss
Webster infectados com a cepa C de T. gondii (Sumyuen, Garin, Derouin,
1996). Os autores relaram que a imunossupressdo levou a reativacdo da
infecg&o, corroborando os dados obtidos no presente trabalho.

O tratamento com corticosteroides pode aumentar o risco de infecgdes,
devido aos efeitos inibidores do sistema imunolégico e da resposta inflamatoria,
tornando as infeccbes por organismos oportunistas até quarenta vezes mais
frequentes (Cardozo-Pereira et al., 2007). Tal efeito no sistema imunol6gico
explica os resultados obtidos, uma vez que tais compostos provocam uma
grande facilitacdo a infeccdes por patdgenos como o T. gondii, podendo gerar
sua reativagao.

Saeij e colaboradores (2005) também utilizaram Dex para reativar a
infeccdo por T. gondii com a finalidade de observar o crescimento, a
disseminacéo e a reativacdo da infeccdo por T. gondii usando um sistema de
imageamento baseado em bioluminescéncia. De forma semelhante ao
realizado no presente trabalho, os autores dissolveram a Dex a uma
concentracdo de 10 mg/L em agua potavel, a qual foi dada diariamente aos
camundongos. Utilizando a técnica de bioluminescéncia, os autores também
observaram o processo de reativagcdo da infeccdo por T. gondii nos
camundongos cronicamente infectados apés o tratamento com Dex (Saeij et
al., 2005).

A porcentagem de sobrevivéncia dos animais cronicamente infectados
com T. gondii e imunossuprimidos com Dex observada no presente trabalho foi
de aproximadamente 83%. O tempo médio de sobrevivéncia dos camundongos
tratados com Dex foi decrescendo. Estes resultados podem ser atribuidos & ao
aumento da parasitemia. Outra possibilidade seria a possivel citotoxicidade
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causada pelo tratamento imunossupressor. A imunossupressdao de
camundongos cronicamente infectados pode resultar na ativacdo de infeccéo
latente iniciada pelo rompimento de cistos, seguida pela liberacdo de
taquizoitos (Sullivan e Jeffers, 2012).

A imunossupressdo dos camundongos cronicos tratados com Dex foi
constatada via contagem de leucdcitos. Em seguida, a producéo de citocinas e
anticorpos foi avaliada, a fim de verificar a resposta imune celular e humoral
nestes animais. Uma vez que a funcéo imunoldgica reduzida é provavelmente
uma das razdes para a reativacéo da infeccao crénica por T. gondii, buscou-se
determinar as alteracbes na producdo de citocinas em camundongos
infectados apos o tratamento com Dex. O perfil da sintese de citocinas de
células T é diretamente relevante para a regulacdo da resposta imune, bem
como a determinagao da resisténcia relativa ou suscetibilidade ao T. gondii.

Nos grupos tratados com Dex, as citocinas avaliadas, IL-5, IL-10, TNF-a
e IFN-y, tanto estimuladas por ATL quanto por ESA, apresentaram redug&o dos
niveis de concentracdo ao longo das semanas e em relacdo ao grupo de
camundongos infectados e ndo tratados. Todas as citocinas dos grupos
tratados com Dex apresentaram reducdo estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo nao tratado.

O tratamento prolongado com Dex resultou em redugédo significativa da
concentracdo de IL-10 em células estimuladas com ATL e ESA até atingir
niveis abaixo do limite de deteccdo. Sabe-se que a IL-10 desempenha uma
funcdo vital no controle das respostas inflamatorias durante a infeccéo por T.
gondii (Kang et al., 2006).

Kang e colaboradores (2006) relataram que as producdes de IFN-y e IL-
10 foram acentuadamente aumentadas imediatamente apés a infeccdo por T.
gondii. Os autores mostraram que as producdoes de IFN-y e IL-10 foram
acentuadamente aumentadas imediatamente apds a infec¢cdo por T. gondii,
mas a producdo de IL-4 nos camundongos cronicos permaneceu nos nhiveis
basais até trés semanas poOs infec¢cdo; em seguida, observaram que a
producdo de IL-4 aumentou ligeiramente. Demonstraram também niveis altos
de mRNA de IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-10 e IL-12 nos cérebros e bacos de

animais infectados com T. gondii, mas niveis baixos de mMRNA de IL-4
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(Deckert-Schluter et al., 1995). Estes resultados mostram que a infec¢ao por T.
gondii pode basicamente provocar respostas que tendem para uma resposta
tipo Thl.

Segundo Kang e colaboradores (2006), ap6s o tratamento com Dex, a
producdo de IFN-y e IL-10 foi significativamente menor, enquanto a produgéo
de IL-4 aumentou significativamente. Estes resultados revelaram que a
reativacdo da toxoplasmose murina induziu uma depressao das respostas
imunes Th1l; em contrapartida, respostas Th2 foram ativadas. Estes fendbmenos
indicam que a Dex induziu a imunossupressdo de camundongos infectados
com T. gondii e aumentou a producéo de IL-4 significativamente — um promotor
principal da resposta Th2 e um regulador da imunidade Thl (Nickdel et al.,
2004). Os dados obtidos por Kang e colaboradores (2006) com relacédo a INF-y
e IL-10 foram semelhantes aos encontrados no presente trabalho,
corroborando nossos achados.

Shen e colaboradores (2016) testaram 20 citocinas e 11 delas, dentre as
quais, IL-10, TNF-a e IFN-y, apresentaram niveis significativamente diminuidos
apos o tratamento com Dex. IL-5 ndo apresentou alteracBes significantes.
Estes resultados indicaram que o tratamento com esse agente alterou os niveis
de citocinas-chave criticas para o controle da infeccdo por T. gondii, portanto,
levando a reativacdo da infeccdo. Shen e colaboradores (2016) observaram
também que a administracdo de CsA em camundongos resultou em alteracdes
substanciais em um painel de citocinas. Estes incluiram niveis diminuidos de
IL-12 e INF-y, as principais citocinas proé-inflamatérias que eliminam a
toxoplasmose aguda e restringem a infec¢gédo na fase cronica.

O INF-y é considerado um requisito para resisténcia contra a infeccéo
aguda adquirida por T. gondii e para o desenvolvimento da toxoplasmose
cerebral durante o estagio tardio da infec¢éo (Suzuki, 2002). Véarias populacdes
de células T e ndo-T séo fontes importantes de IFN-y para conferir resisténcia a
infeccdo. A IL-12, dentre outras interleucinas, € importante para a regulacao
positiva da producdo de IFN-y. Como T. gondii infecta uma variedade de
células hospedeiras, as respostas imunes mediadas por IFN-y controlam o

parasita em células fagociticas e as nao fagociticas através de diferentes
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mecanismos, muito provavelmente dependendo do tipo de células que
responde ao IFN-y (Suzuki, 2002).

A imunidade mediada por células dependente de IFN-y desempenha
um papel importante na resisténcia a T. gondii em linhagens de camundongos
resistentes e suscetiveis, embora a imunidade humoral também esteja
envolvida. Muitos tipos diferentes de células estdo envolvidos na resisténcia
como produtores de IFN-y e respondedores ao IFN-y para controlar o parasita.
Tipos de células multiplas também sao importantes produtores de IL-12, que é
necessaria para a inducdo da producao de IFN-y (Suzuki, 2002).

A IL-12 é o indutor mais importante da sintese de IFN-y. A
neutralizacdo de IL-12 com anticorpos anti-IL-12 resulta em 100% de
mortalidade em camundongos infectados com uma cepa menos virulenta de T.
gondii em associacdo com a diminuigao da producao de IFN-y (Gazzinelli et al.,
1994). As células dendriticas foram identificadas como a fonte de IL-12 no baco
em resposta a infeccao por T. gondii (Reis e Sousa et al., 1997). Uma vez que
a IL-12 é importante para a manutencdo da producdo de IFN-y em células T
gue medeiam a resisténcia a infeccdo crbnica, as células dendriticas nos
cérebros de camundongos infectados podem desempenhar um papel
importante na manutencdo da producdo de IFN-y pelas células T no cérebro
(Suzuki, 2002).

Os neutrofilos, por sua vez, infiltram-se rapidamente na cavidade
peritoneal dos camundongos apds a infec¢do intraperitoneal com T. gondii.
Cerca de 85% dos neutrofilos apresentaram armazenamento intracelular de IL-
12 (Bliss et al., 2000). A deplecao de neutréfilos durante os primeiros seis dias
de infeccdo resulta num aumento da mortalidade em camundongos em
associacdo com a diminuicdo da producédo de IL-12 e IFN-y pelos esplendcitos
(Bliss et al., 2001). A infiltracdo rapida de neutrofilos no local de infeccéo
parece desempenhar um papel importante na indugcdo da resposta imune
protetora de tipo Thl contra T. gondii durante o estagio inicial da infeccéo
(Suzuki, 2002).

As células T CD8*" sédo as principais efetoras da imunidade celular
protetora contra a infeccdo aguda, embora as células T CD4* também estejam

envolvidas. A atividade protetora das células T CD8* € predominantemente
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mediada por IFN-y e estas células parecem ser a fonte principal de IFN-y
durante a fase aguda da infeccdo (Suzuki, 2002). O IFN-y também
desempenha um papel critico na prevencédo da toxoplasmose cerebral durante
0 estagio tardio da infeccdo em camundongos (Gazzinelli et al., 1992).
Gazzinelli et al. (1994) relataram que as células T CD4* e T CD8* agem de
forma sinérgica para prevenir o desenvolvimento da toxoplasmose cerebral,
provavelmente através da producdo de IFN-y. Brown e McLeod (1990)
relataram que as células T CD8* estdo envolvidas na resisténcia por meio da
regulacdo do numero de cistos de T. gondii no cérebro de camundongos.

As células B ou anticorpos sdo também componentes importantes da
resisténcia adquirida contra T. gondii. Contudo, ha poucos relatos sobre as
respostas das células B e sobre os titulos de anticorpos em modelos
experimentais de toxoplasmose. Guk et al. (2005) relataram que a infeccéo
intracelular de linfocitos esplénicos murinos com taquizoitos de T. gondii
prejudicou sua capacidade de produzir citocinas e imunoglobulinas.

O tratamento com Dex produziu reducdo nos niveis de concentragdo dos
anticorpos séricos IgM, 1gG, IgG1 e IgG2a dos camundongos infectados. Esta
reducdo foi verificada quando o ATL foi utilizado na placa de ELISA como
antigeno. Contudo, quando ESA foi utilizado como antigeno na ELISA, os
anticorpos apresentaram outro perfil. Exceto para IgM, os niveis de IgG, IgG1 e
lgG2a apresentaram quedas sutis nos niveis durante as semanas de
tratamento. Estes dados podem ser correlacionados com o que ja foi
observado em pacientes com toxoplasmose cerebral (Meira et al., 2008). O
aumento dos niveis de anticorpos anti-ESA em camundongos
imunossuprimidos por Dex sugere que estes anticorpos sdo produzidos,
guando taquizoitos séo liberados na circulagcéo sanguinea.

Kang e colaboradores (2006) mostraram que BALB/c infectados com T.
gondii sem tratamento imunossupressor evidenciaram uma resposta
predominantemente polarizada por Thl, enquanto que o0s camundongos
infectados com T. gondii tratados com Dex estavam significativamente
deprimidos em relacdo a 1gG2a, IgA, IgM, IFN-y e IL-10, em comparagdo com
0s camundongos infectados e sem tratamento imunossupressor. Os dados

indicam que a infecg&o por T. gondii provoca basicamente uma tendéncia para
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uma resposta imune Thl; mas, as respostas Thl foram deprimidas apés
imunossupressao por Dex, fato que nao foi observado nas respostas Th2.

Finalmente, os resultados apresentados demonstram a reativacao da
infeccdo murina por T. gondii, anteriormente latente, induzida apos a
administracdo CsA ou Dex. A elevada mortalidade dos animais tratados foi
associada a uma diminuicdo acentuada do numero de leucdcitos, em
comparacdao com camundongos infectados nédo tratados, fato que esta
relacionado a reativacdo da infeccao por T. gondii. A reativacdo de T. gondii
pelo tratamento com Dex desencadeou uma resposta imunoldgica do tipo Th2.

O modelo murino de imunossupressao desenvolvido no presente
trabalho constituiu-se de camundongos A/Sn cronicamente infectados com T.
gondii e posteriormente tratados com Dex 10 mg/L. Tal modelo mostrou-se (Util
para a investigacao da resposta imune celular e humoral frente a infec¢do por
T. gondii. Este modelo animal também poderd ser util para diferentes
aplicacdes, como por exemplo, para a pesquisa de novas terapias para a
toxoplasmose em imunocomprometidos e para a compreensao da dinamica e
patologia da reativacdo da infeccao latente.

Os resultados mostraram que houve reducédo significativa de leucécitos
dos camundongos infectados com T. gondii a partir da segunda semana de
tratamento com Dex. Mesmo assim, o tratamento foi mantido até o 56° dia,
para que o efeito a longo prazo da imunossupressédo pudesse ser avaliado.
Contudo, para outras finalidades, € possivel que um tempo menor de
tratamento possa ser utilizado, uma vez que ocorre uma reducao significativa

de leucécitos, bem como de todas as citocinas e anticorpos avaliados.
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6. CONCLUSOES

o A imunossupressdo com CsA causou significativa reducéo de leucocitos,
porém, observou-se elevada mortalidade dos camundongos infectados tratados
com CsA, o que pode estar relacionada a elevada toxicidade deste

imunossupressor.

o Foi estabelecido um modelo experimental para a associacao
imunossupressao e toxoplasmose: camundongos A/Sn fémeas infectadas com
a cepa ME49 de T. gondii e imunossuprimidos com Dex, via oral, na

concentracdo de 10 mg/L, pelo periodo de 56 dias.

o Os camundongos imunossuprimidos por Dex apresentaram reducao

significativa da concentragéo de citocinas IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y.

o Os camundongos imunossuprimidos por Dex apresentaram niveis de
anticorpos reduzidos quando analisados com ATL, no entanto, quando
analisados em relacdo ao ESA, apresentaram aumento da concentracdo de

anticorpos.

o O perfil de anticorpos e citocinas desencadeado na infecgdo por T.
gondii em camundongos imunossuprimidos por Dex sugeriu uma tendéncia da

resposta celular do tipo Th2, com reducao de IL-5.

o O aumento dos niveis de anticorpos anti-ESA em camundongos
imunossuprimidos por Dex sugere que estes anticorpos sao produzidos,

guando taquizoitos séo liberados na circulagdo sanguinea.
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Anexo 1: Parecer da Comisséo de Etica Instituto Adolfo Lutz/Instituto Pausteur

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ / INSTITUTO PASTEUR

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

INSTITUTO ADOLFO LUTZ

S&o Paulo, 13 de margo de 2013.
Parecer CEUA-IAL/Pasteur n® 10/2013
Prezada Senhora,

Vimos pelo presente informar que o projeto de “Estudo da resposta
imune celular e humoral desencadeada por Toxoplasma gondii em hospedeiros
imunossuprimidos”, sob coordenagéo da Dra. Vera Lucia Pereira Chioccola, foi considerado
APROVADO, podendo ser realizado conforme procedimentos delineados apresentados a esta
Comisséo.

Vale ressaltar que o emprego que a metodologia descrita esta
adequado para a obtencdo das respostas esperadas, o que foi debatido por esta Comiss&o em
conjunto com a responsavel para adequagao dos procedimentos aos preceitos éticos.

Informamos que devem ser encaminhados relatérios a CEUA a cada 6
(seis) meses, no intuito de acompanhar os procedimentos realizados segundo os aspectos
éticos e encaminhar ao Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo Animal — CONCEA,
conforme a Lei Federal 11.794 de 8 de outubro de 2008.

Atenciogdm

) /'/'édriénoAbbud
Coordenador Interino
CEUA-IAL/Pasteur

lima. Sra.

Dra. Vera Lucia Pereira Chioccola
Pesquisadores Cientificos

Centro de Parasitologia e Micologia
Instituto Adolfo Lutz

AA/aa Endereco: Avenida Doutor Arnaldo, n° 355
10° Andar — Salas 1019/1020 — Cerqueira César
Séo Paulo — SP — CEP: 01246-902
Tel: (11) 3068-2881 — e-mail: ceua@ial.sp.gov.br
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