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RESUMO

O desenvolvimento de pesquisas que avaliam alteracdes comportamentais em animais
infectados por Toxoplasma gondii demonstram que a infeccdo pode causar alteragdes em
uma série de habilidades e capacidades, tais quais alteragdes locomotoras, ansiedade,
divergéncia na aprendizagem e memoria e perda do medo. Neste sentido, este trabalho teve
como objetivo estabelecer delineamento experimental e padronizagdo de técnicas de
avaliacdo de parametros imunofisioldgicos sistémicos e cerebrais em camundongos BALB/c
infectados com cepas tipicas e atipicas de 7. gondii. Para tanto, 120 camundongos isogénicos
BALB/c machos de 8 semanas foram divididos em 5 grupos experimentais: 1) controle, 2)
infectado por cepa tipica tipo III VEG de T. gondii, 3) infectado por cepa tipica tipo II ME-
49 de T. gondii, 4) infectado por cepa atipica Isolado #19 galinha 060 de 7. gondii e 5)
infectado por cepa atipica Isolado #21 galinha 371 de 7. gondii. Vinte semanas apos a
inoculacdo por gavagem das cepas de 7. gondii ou PBS, todos os animais foram avaliados
quanto a soroconversao para toxoplasmose por ELISA convencional. Somente animais da
cepa ME-49 apresentaram soroconversdo para toxoplasmose. No entanto, na avaliagdo por
microscopia optica de macerados de cérebro dos animais infectados pelas diferentes cepas,
pudemos observar a presenca de cistos teciduais de 7. gondii nos animais infectados com as
cepas ME-49, isolado #19 e isolado #21. Todos os animais foram acompanhados durante
todo periodo apds a infeccdo, tendo sido pesados semanalmente e observados quanto ao
arrepio de pelos e consumo de dgua. Os animais infectados com todas as cepas (tipicas e
atipicas) apresentaram a caracteristica pelo arrepiado e consumo elevado de 4gua em relagdo
aos animais controle. Padronizacdo dos ensaios de avaliagdo dos parametros
imunofisiologicos foi estabelecida para as metodologias de dosagem de 6xido nitrico através
do método de Griess e marcagdo de linfocitos TCD3/CD4, TCD4/CD69, TCD8/CD69,
TCD8DXS5, TCDS8/CD25 e controles isotipicos IgG2b/IgG2a por citometria de fluxo.
Também foi realizada a perfusdo de animais para o preparo de tecido (cérebro) para
imunohistoquimica. Nossos resultados apontam para a possibilidade dos testes soroldgicos
convencionais ndo apresentarem sensibilidade a determinadas cepas polimorficas
circulantes em Campos dos Goytacazes e, provavelmente, em outros locais do hemisfério

norte (Estados Unidos e Europa) onde tais testes sdo fabricados.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, neuroimunemodulagdo, cepas tipicas e atipicas,

BALB/C.



ABSTRACT

The development of research that evaluates behavioral changes in animals infected with
Toxoplasma gondii shows that an infection can cause changes in a series of abilities and
effects, such as locomotive changes, anxiety, divergence in learning and loss of fear. In this
sense, this work aimed to define experimental design and standardization of techniques for
assessing systemic and brain immunophysiological in BALB/c mice infected with typical
and atypical strains of 7. gondii. For this purpose, 120 eight-week BALB/c isometric mice
were divided into 5 experimental groups: 1) control, 2) infected with a typical type III VEG
strain of 7. gondii, 3) infected with a typical type Il ME-49 strain of 7. gondii,4) infected
with atypical isolated strain #19 chicken 060 from 7. gondii and 5) infected with atypical
isolated strain #21 chicken 371 from 7. gondii. 24 animals were infected orally (gavage).
Twenty weeks after infection with 7. gondii strains, all animals were subjected to
seroconversion mice for toxoplasmosis by conventional ELISA. Only animals from the ME-
49 strain found seroconversion to toxoplasmosis. However, in the light microscopy
evaluation of brain macerates of animals infected by the different strains, we could observe
the presence of 7. gondii tissue cysts in animals infected with ME-49 strains, isolated #19
and isolated #21. All animals were followed throughout the period after infection, weighed
weekly and observed for chills and water consumption. There were no applicable changes
in relation to the weight of the animals in the different experimental groups related to the
control. However, animals infected with all strains (typical and atypical) show chills and
high water consumption compared to control animals. Standardization of evaluation tests of
immunophysiological tests, which were used for nitric oxide measurement methods using
the TCD3/CD4, TCD4/CD69, TCD8/CD69, TCD8/DXS, TCD8/CD25 and IgG2b/IgG2a
isotypic control by flow cytometry. Animal perfusion was also performed to prepare tissue
(brain) for immunohistochemistry. Our results point to the possibility that the serological
tests allowed don’t show sensitivity to the polymorphic strains circulating in Campos dos
Goytacazes and, probably, in other places in the northern hemisphere (United States and

Europe), where such tests are manufactured.

Keywords: Toxoplasma gondii, neuroimmunemodulation, typical and atypical strains,
BALB/c.
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1. INTRODUCAO

Toxoplasma gondii (T. gondii) tem um ciclo de vida complexo envolvendo
replicagdo sexual em membros da familia dos felideos (Felidae) e propagacao assexual em
uma ampla variedade de hospedeiros de sangue quente (DUBEY, 2008). Existem trés
estagios infecciosos no ciclo de vida de 7. gondii: taquizoitas, os quais facilitam a expansao
durante infec¢do aguda; bradizoitas, os quais mantem a infec¢ao cronica por meio dos cistos
teciduais e; esporozoitas, os quais sdo disseminados no ambiente dentro de oocistos
(SIBLEY et al., 2009). Apesar de a infeccdo provocar uma forte resposta imune inata e
adaptativa para controlar a multiplicagdo de parasitas, elas ndo a erradicam.
Consequentemente, o hospedeiro infectado carrega consigo uma infec¢do latente ao longo
da vida, caracterizada pela presencga de cistos em seus tecidos. Os cistos teciduais se formam
em uma variedade de células, especialmente células diferenciadas de vida longa, como
neurdnios e células musculares, garantindo assim uma infec¢do a longo prazo (SIBLEY et
al., 2009). Nos seres humanos, a capacidade de 7. gondii para o cérebro foi sugerido para
explicar alguns transtornos mentais, incluindo esquizofrenia, alteragdes de personalidade,

demeéncia e tendéncias suicidas (BHADRA et al., 2013).

Em pacientes imunossuprimidos ou quando a infec¢do ¢ primdria com cepas
altamente virulentas, o sistema imunologico ndo consegue controlar a replicagao do parasita
e a manifestagdo clinica da doenga (FUENTES et al., 2001). Porém, no caso de hospedeiros
saudaveis, a resposta imune do organismo consegue conter a multiplicacdo do parasita e eles
se diferenciam de taquizoitas em bradizoitas, que ¢ sua forma encistada e persistente no
organismo. Esses cistos sdo caracterizados pela fase cronica da toxoplasmose, apresentam
crescimento lento, podem softrer reativagao e voltar a fase aguda da doenga posteriormente

(PETERSEN E DUBEY, 2001).

O parasito 7. gondii, através dos seus mecanismos de evasdo, consegue contornar o
sistema imune (SI) do hospedeiro e, com a sua ultrapassagem pelas barreiras bioldgicas, os
seus cistos contendo bradizoitos permanecem no hospedeiro e tem preferéncia pelos sitios
imunoprivilegiados (BARRAGAN E SIBLEY, 2002). Durante a fase aguda, esse
protozoario se espalha rapidamente da sua regido inicial de infec¢do do intestino para os

tecidos secundarios (DUBEY et al., 1997). E para que o processo de migragdo ocorra, o
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parasito precisa romper e passar por varias barreiras, como o epitélio intestinal, circulagdo

linfatica e sanguinea (HARKER et al., 2015).

Os 6rgdos mais afetados pela migragdo do parasita sdo o cérebro, retina e placenta,
locais que acabam sendo inacessiveis a varios outros tipos de patogenos (SIBLEY, 2010). E
na hipotese de deficiéncia no sistema imune, esses cistos se transformam no seu estagio
infectante, a forma taquizoita, podendo causar a encefalite grave e outros sérios danos ao
feto (LUFT E REMINGTON, 1992). Uma analise de distribui¢ao de cistos de 7. gondii e
lesdes histopatoldgicas em cérebro de camundongos infectados determinou que os parasitos
estdo dispersos por todo o 6rgdo (BERENREITEROVA et al., 2011).

A neuroimunomodula¢do ou psiconeuroimunologia ¢ uma area que estuda os
mecanismos através dos quais o sistema imune e o sistema nervoso central (SNC) trocam
informagdes, influenciando-se mutuamente, com evidentes implicagdes fisioldgicas e
patologicas (ALVES E PALERMO-NETO, 2007). De acordo com a definicdo de Ader
(2000), a psiconeuroimunologia vem a ser a ciéncia que estuda as interagdes entre o
comportamento, as fungdes neurais e enddcrinas e os processos imunes. Parte da premissa
de que a adaptacgdo organica a desafios endogenos ou exdgenos seja o produto de um tnico
e integrado sistema em que cada uma das partes evolui para executar uma fungdo
especializada. Consequentemente, a imunorregulacdo ndo pode ser entendida
completamente sem que se leve em consideragdo o organismo como um todo € 0os meios

externos e internos no qual as respostas comportamentais e imunes ocorrem.

O estudo comparativo dos efeitos comportamental e neurofisioldogico, a
neuroimunomodulagdo, de diferentes cepas de 7. gondii em modelo murino ainda € escasso.
O marco inicial dessa abordagem ocorreu, em 2010, com a pesquisa realizada por Khan e
colaboradores, que compararam o efeito da infec¢do de duas cepas do tipo II (PRU e ME-
49) em camundongos. Os autores observaram que embora infectados com cepas do mesmo
tipo, os animais apresentaram diferengas comportamentais. As mudangas comportamentais
foram proeminentes nos animais infectados pela cepa PRU, ja que estes continuaram
apresentando aversao ao odor do felino mesmo em uma fase mais tardia de infec¢do cronica.
Estes animais também tiveram maior atividade locomotora e exploratoria em comparagao
com os animais infectados pela cepa ME-49. Se por um lado estudos comportamentais,
envolvendo aspectos da diversidade genética de 7. gondii ainda sdo recentes € escassos,
alguns trabalhos tém fornecido dados importantes sobre aspectos imunoldgicos,

neurofisiologicos e de colonizagdo cerebral de diferentes cepas do parasita em modelo
17



murino (TONIN et al., 2014). No entanto, todos os trabalhos da literatura relacionados ao
tema focam em cepas tipicas de 7. gondii, cepas atipicas sdo encontradas majoritariamente
na América do Sul. Portanto, estudar a neuroimunomodulagdo em modelo murino, a partir
de infec¢@o com cepas atipicas de 7. gondii isoladas de animais naturalmente contaminados
no ambiente da regido Norte Fluminense, ¢ de extrema importancia para se entender o papel

dessas cepas atipicas no contexto dos disturbios neuroldgicos em animais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Toxoplasma gondii

A toxoplasmose ¢ uma zoonose cosmopolita de importancia médica e veterinaria,
causada pelo protozoario parasita intracelular obrigatorio Toxoplasma gondii. Este coccidio
pertencente ao filo Apicomplexa, apresenta uma morfologia proliferativa circulante, um
complexo apical, constituido principalmente pelas organelas micronemas e roptrias
(DUBEY, 2010). Este parasito foi primeiramente descrito na Tunisia por Nicolle e
Manceaux, em 1908, no cérebro de roedores selvagens, e no mesmo ano, Splendore o

identificou, em coelhos no Brasil (HALONEN e WEISS, 2013).

T. gondii é um protozoario que possui um ciclo heteroxénico facultativo e intracelular
obrigatdrio e infecta uma ampla diversidade de animais vertebrados, sendo os mamiferos e
as aves seus reservatorios naturais. Todavia, somente os felideos apresentam as formas de
reproducdo sexuada de 7. gondii, e com isso, sdo os Unicos hospedeiros definitivos
(DUBEY, 2010). Na maioria dos casos, a infeccdo no homem causa um quadro cronico
assintomatico. Por outro lado, traz risco a pacientes imunocomprometidos, apresentando-se
como um parasito oportunista, estabelecendo uma infec¢do sintomatica, podendo
desenvolver doencas oculares e quadros de encefalite (PETERSEN, KIJLSTRA,
STANFORD, 2012; OLIVEIRA, 2016), podendo também prejudicar o desenvolvimento
fetal ao ser transmitido de forma vertical pela placenta (GILBERT et al., 2008;
YAMAMOTO et al., 2017).

T. gondii em seu ciclo de vida, pode se apresentar em trés formas bioldgicas
infectantes: bradizoitas, taquizoitas e esporozoitas. Os bradizoitas estdo presentes em cistos
que se localizam em diversos tecidos dos hospedeiros. Caracterizam-se por serem de divisdo
lenta e predominantemente se desenvolvem na fase cronica da infec¢do. Os taquizoitas
representam a forma circulante e de replicagcdo rapida do parasita. Sdo responséaveis pela
disseminag¢do do parasito no organismo do hospedeiro. Tanto bradizoitas quanto taquizoitas
podem ser encontradas nos hospedeiros definitivos e intermediarios. Porém os esporozoitas
sdo encontrados no interior de oocistos liberados apenas pelos felideos (HALONEN,

WEISS, 2013).

Dentre os hospedeiros intermediarios, o ser humano, pode fazer parte do ciclo de

desenvolvimento da toxoplasmose, adquirindo a infeccdo através de trés maneiras
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principais: ingestdo de carnes cruas ou mal cozidas contaminadas com cistos teciduais de 7.
gondii, ingestdo de oocistos esporulados presentes no ambiente que podem contaminar
aquiferos e alimentos, e pela transmissao transplacentéria, na qual taquizoitas oriundos da
infec¢do na gestante podem atingir o feto (MONTOYA, LIESENFELD, 2004). Ainda ¢
possivel adquirir a infec¢do pela realizagdo de transplantes e transfusdes sanguineas

(AMARAL, 2008; FOROUTAN-RAD et al., 2016).

A\ » 'nfective Stage
A = Diagnostic Stage

i/

SAFEN-HEALTHIEN - PEOPLE

Figura 1. Ciclo do Toxoplasma gondii , formas infecciosas e formas de contagio.

Espécies da familia Felidae se infectam pelas mesmas vias. Contudo, além do
desenvolvimento parasitario pela reproducdo assexuada, também ocorrem as formas
sexuadas no epitélio intestinal destes animais, ocorrendo a formagdo de micro e
macrogametocitos, fazendo-os hospedeiros definitivos do parasito. Essas formas fertilizardo
e dardo origem a zigotos que, formardo oocistos ndo esporulados posteriormente. Esses
oocistos ndo esporulados serdo liberados nas fezes dos felideos, e serdo responsaveis pela
contamina¢do ambiental. Dentro das condi¢des ideais de umidade e temperatura, os oocistos
irdo esporular, tornando-se infectantes e resistirdo no ambiente por meses (HALONEN,

WEISS, 2013).

20



2.2 Subpopulagdes de 7. gondii e distribuicao geografica

Diferentes regides geograficas possuem subpopulacdes de 7. gondii distintas
estruturalmente, que se formaram por recombinacdo sexual menos frequente, varredura
populacional e biogeografia (SIBLEY et al., 2009). A maioria das cepas isoladas na América
do Norte e na Europa se enquadra em uma das trés linhagens clonais, referidas como tipos
I, Il e IT (HOWE E SIBLEY, 1995). O tipo II ¢ o mais encontrado tanto em animais quanto
em humanos nessas regides (AJZENBERG et al., 2002; FEKKAR et al., 2011; VERMA et
al., 2015; VILARES et al., 2017). Mais recentemente, estudos tém sugerido que uma quarta
linhagem clonal é comumente encontrada na vida selvagem na América do Norte (KHAN
et al.,, 2011). No entanto, na América do Sul, essas trés cepas clonais s3o isoladas
esporadicamente e cepas distintas (atipicas), com uma grande diversidade genética, sdo mais
frequentes (AJZENBERG et al., 2004). Um estudo sobre a diversidade genética de 7. gondii
em cerca de 950 isolados coletados em todo o mundo foi conduzido utilizando trés métodos

de genotipagem (SU et al., 2012).

A estrutura populacional de 7. gondii na América do Norte e Europa ¢ bem definida.
As trés linhagens clonais exibem baixo nivel de divergéncia genética (apenas 1-2% de
divergéncia a nivel de sequéncia de DNA). Entretanto, essas linhagens clonais tém fenotipos
de viruléncia marcadamente diferentes em camundongos, com cepas tipo I sendo letais a
camundongos e cepas tipo II e III sendo consideradas menos virulentas. Diferengas em
patogenicidade entre essas trés cepas sdo amplamente determinadas por polimorfismos e
expressdo diferente de proteinas tais como granulos densos e roptrias (ex. GRA15, ROPS,
ROP16 e ROP18) (MELO et al., 2011). Os genotipos nao pertencentes a essas trés linhagens
sdo predominantemente encontrados em outros continentes, nos quais a estrutura de
populacdes de 7. gondii ¢ mais complexa, com uma alta diversidade genética (DARDE,
2008). Essas cepas possuem uma combinacdo misturada de alelos que tipificam as trés
linhagens clonais e polimorfismos Unicos, indicando que elas tém mais origens ancestrais
(KHAN et al., 2005). Essas cepas variam de altamente virulentas a fendtipos intermediarios
ou até mesmo ndo-virulentas em camundongos (DARDE, 2008). Entretanto, relativamente
pouco ¢ sabido sobre efeitos dessas cepas atipicas. Neste contexto, e dada a clara diferenca
na estrutura populacional de 7. gondii, ¢ importante investigar a significancia desta

diversidade em doencas humanas.
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A viruléncia em camundongos esta relacionada a esses tipos clonais, de maneira que
cada um induz respostas diferentes no hospedeiro, resultando em patologias distintas. A
linhagem do tipo I ¢ considerada virulenta, sendo letal mesmo com baixas doses do parasito.
Os tipos II e 111 sdo menos virulentas, levando ao desenvolvimento de uma infec¢ao cronica
com producdo de cistos teciduais e sobrevivéncia dos animais (SIBLEY, MORDUE E
HOWE, 1999). Em relagao a viruléncia em humanos, em um estudo de metanalise, Xia e
colaboradores (2017), encontraram associagdo entre o tipo III e o desenvolvimento de
toxoplasmose pulmonar, além de maior risco para toxoplasmose congénitas nas infec¢des

pelo tipo 1.

Isolados de 7. gondii encontrados na América do Sul apresentam grande diversidade
genética e, com isso, sdo diferentes dos encontrados na América do Norte e Europa
(SHWAB et al., 2014). No Brasil, esta ampla variedade genética de isolados de 7. gondii
esta distribuida amplamente pelo territorio nacional e ¢ proveniente de varios hospedeiros
(DUBEY et al., 2012a). Em 2008, Pena e colegas observaram uma diversificada estrutura
populacional, com a presenga de quatro gendtipos mais comuns considerados linhagens
clonais brasileiras, denominados tipos Brl, Brll, BrlIll e BrIV, que mostraram-se, virulenta
(Brl), ndo virulenta (Brll) e intermediarias (BrIll e BrlV), em camundongos. Porém,
considerando a infeccdo em humanos, ao contrario do observado no hemisfério norte, a
maioria das cepas atipicas, também chamadas de ndo arquétipos, sdo virulentas e a infec¢ao
leva ao desenvolvimento de quadros clinicos mesmo em pacientes imunocompetentes
(ALEIXO et al., 2009; HIGA et al., 2014; SANDERS et al., 2017), e a maioria dos casos de
toxoplasmose congénita estdo associados a infec¢des por isolados atipicos virulentos

(FERREIRA et al., 2011; CARNEIRO et al., 2013).

2.3 Aspectos neurofisiologicos na infeccao por Toxoplasma gondii

Segundo Parlog e colaboradores (2015), 7. gondii atua no SNC tanto de forma direta
como indireta sobre as células nervosas. Dentre as alteragdes que ocorrem diretamente no
SNC estdo a localizacdo dos cistos cerebrais, alteracdo da dopamina, silenciamento
funcional de neurdnios, injecdo de proteinas em células ndo parasitadas e alteracdes na
apoptose. Ja em relagdo aos efeitos indiretos do toxoplasma no SNC destacam-se fatores

relacionados a resposta imune.
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Estudos iniciais sobre alteragdo comportamental em animais infectados por 7. gondii
acreditavam que a presenca e a distribui¢do dos cistos no SNC dos animais fossem um fator
primordial para o desenvolvimento de mudancas comportamentais. Algumas pesquisas
observaram uma distribuicao dos cistos principalmente em regides do sistema limbico como
amigdala e hipotalamo (YVAS et al., 2007a; HAROON et al., 2012). Como a amigdala ¢
uma regido do SNC relacionada ao medo, acreditava-se que alteragdes nessa area poderiam
explicar parte das alteragdes comportamentais observadas nos animais infectados (Y VAS et
al., 2007a). Contudo, a observagdo de um padrio de distribuicdo aleatorio de cistos
(GULINELLO et al., 2010) e a atracdo ao odor do felino por animais infectados com cepa
do tipo I recombinante ndo cistogénica foram marcos importantes para o questionamento

dessa premissa (INGRAM et al., 2013).

Em um estudo de desregulacdo epigenética na infeccdo por 7. gondii realizado por
Syn e colaboradores em 2018, utilizando linhagem de células de olho humano infectadas
com taquizoitos da cepa RH, tipo I ndo cistogénica, observaram que ocorreram mudangas
na expressao do genoma do gene hospedeiro apds a infecgdo com taquizoitos de 7. gondii,
com isso o feedback de dopamina e as vias de sinaliza¢do e processamento de amiloide
foram perturbadas, levantando um argumento de que os taquizoitos assumem um papel mais
inflamatoério ao invés dos cistos contendo bradizoitos que periodicamente estouram e
liberam bradizoitos que se transformam em taquizoitos, isto €, o taquizoito que ¢ o mais
inflamatorio ao invés do bradizoito liberado, que medeia a patogénese da doenga durante a
infecc¢do persistente. Com isso, a nogao de que ¢ necessaria a formagao de cistos de 7. gondii
para causar alteracdes em camundongos como dita por Ingram e colegas, foi desafiado
usando infec¢do por cepa do tipo I. A proteina precursora amiloide (APP) pode ser um gene
chave no desenvolvimento, porque durante a embriogénese, a sua expressao ¢ observada nas
fases iniciais do sistema nervoso e ¢ postulado para ter papéis na migragdo neural
(NICOLAS E HASSAN, 2014). Com a infec¢do por 7. gondii, houve uma diminui¢do de
nivel de APP. Com isso, a desregulacdo da via amiloide durante a infecgdo por 7. gondii
pode ter impacto patologico na toxoplasmose adquirida congenitamente ou na fase inicial da

vida (SYN et al., 2018).

T. gondii tem em seu DNA dois genes que codificam uma enzima tirosina hidroxilase
homologa a dos mamiferos (YVAS E SAPOLSKY, 2010). Essa enzima esta relacionada a
velocidade de sintese do neurotransmissor dopamina, e estudos in vitro e in vivo

demonstraram que células neurais infectadas pelo parasita quando estimuladas podem
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secretar até trés vezes mais dopamina do que células ndo infectadas. Em humanos, o aumento

dos niveis de dopamina estd relacionado ao desenvolvimento da esquizofrenia

(PRANDOVSKY et al., 2011).

Atualmente, com o desenvolvimento de pesquisas sobre os efeitos neurofisiologicos
da infec¢do pelo 7. gondii, novas hipdteses tém surgido, para explicar as alteracdes
comportamentais. Haroon e colegas (2012) observaram que a infec¢do pode resultar no
silenciamento funcional dos neuronios, uma vez que células infectadas foram hipersensiveis
ou ndo responsivas a estimulacdo pelo glutamato, ambos os efeitos podendo resultar na
alteracdao do funcionamento da célula nervosa, causando perda de fun¢do. Outro possivel
mecanismo de atuagdo do parasita ¢ a inje¢do de proteinas em células ndo parasitadas pelo
mesmo. Koshy e colaboradores (2012) constataram a presenca de proteinas da roptria em
células neurais que ndo foram infectadas por 7. gondii. No entanto, ndo se sabe ao certo a
importancia deste evento para a infec¢do cerebral pelo toxoplasma, mas acredita-se que tal
mecanismo seja uma forma de evasdo da resposta imune, ja que células ndo parasitadas, mas
com proteinas em seu interior, estariam mais propensas ao ataque da resposta imune,

aumentando as chances de preservacao das células realmente parasitadas.

Outra maneira de preservacao de células infectadas sem a participagdo da resposta
imune seria a alteracdo da apoptose (GOEBEL et al., 2001). Células neurais infectadas
apresentaram inibi¢do da clivagem das caspases 3 e 9. J& Graumann e colaboradores (2009)
observaram alteracdes na clivagem de subunidades da caspase 8. As caspases sdo proteinas
que estdo presentes na via de ativagdo do processo de apoptose, portanto, alteragdes nessas
estruturas gerariam produtos inadequados para a transmissao da sinaliza¢do da morte celular

(GRAUMANN et al., 2009).

Desta forma, os efeitos diretos do parasita nas células nervosas poderiam ser
resumidos em meios de evasdo da resposta imune e preservagdo das células infectadas o que
poderia levar a manuten¢ao do parasita no SNC pelo resto da vida do hospedeiro. Contudo,
o efeito da infeccdo no funcionamento neural e a alteragdo na producdo de
neurotransmissores, a presenca dos cistos e a lesdo tecidual causada por tais estruturas nao
podem ser descartadas como fatores responsaveis pelo desenvolvimento de alteragdes
comportamentais. Além disso, no que se refere ao SNC, a complexidade torna-se muito
maior, pois além dos mecanismos citados anteriormente, hd relatos sobre fatores
relacionados a resposta imunoldgica também causando alteragdes neurofisioldgicas capazes

de acarretar mudangas comportamentais.
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Ap6s a instalacdo do parasita no SNC, que pode ocorrer apds sete dias de infeccao,
ha a ativagdo de células da glia, astrocitos e recrutamento de células T periféricas e células
mononucleares (INGRAM et al., 2013). A ativagdo de células imunoldgicas leva a sintese
de diversas citocinas, que podem alterar a sintese de neurotransmissores. Outra questdo
importante ¢ que a infec¢do por 7. gondii aumenta a sintese e liberagdo de 6xido nitrico (NO)
que tem efeito citotoxico, auxiliando na destrui¢do das células infectadas, porém essas ndo
sd0 as unicas fun¢des do NO, j& que o mesmo pode ser um neurotransmissor no SNC. Em
um organismo sadio os niveis de NO estdo em equilibrio, entretanto quando os niveis estdo
elevados ele pode ocasionar processos neurodegenerativos (TONIN et al., 2014). No que se
refere a esta questdo, ainda ndo foram observados em modelo animal os mecanismos efetivos

de atuacdo do NO.

Outro fator apontado na literatura ¢ a influéncia da resposta imune do hospedeiro
sobre o aparecimento de alteragdes comportamentais nos individuos infectados (FLEGR,
2007). Kogak et al. (2012) observaram a presenca de lesdes (maior taxa de glicose, necrose,
infiltragdo celular) no tecido nervoso de animais parasitados. As areas mais afetadas foram
amigdala, tdlamo, lobo temporal e parietal. A partir dessa observacado, levantou-se a hipdtese
de que, além da distribui¢do dos cistos, acredita-se que as lesdes nas areas afetadas também

possam ter efeito no comportamento dos animais infectados.

Embora as mudangas causadas por fatores imunes, ainda, ndo estejam bem
elucidadas, ja se tem observado alteracdes da neuroplasticidade em animais infectados
(PARLOG et al., 2015). Camundongos C57BL/6 infectados com a cepa ME-49
apresentaram simplificacdo e redugdo dendritica em células do cortex e hipocampo. Ja, Mitra
e colegas (2013), ao avaliarem a infecgdo pela cepa do tipo II (PRU) em ratos, constataram
retragdo dendritica na amigdala basolateral. Essa alteracdo na amigdala basolateral tem uma
relacdo direta com alterag@o nos niveis de costicosterona, uma vez que essa estrutura possui
ligagdes com os nucleos hipotalamicos que iniciam a secre¢do desse hormonio. Os
pesquisadores observaram que uma redu¢do da matriz da amigdala basolateral apresenta
reducdo dos niveis de corticosterona. Na literatura, a redugdo da corticosterona esta
relacionada a uma diminui¢do na ansiedade, corroborando com diversos trabalhos que
verificaram uma reducdo da ansiedade em animais infectados por 7. gondii (AFONSO et al.,
2012). Todos esses mecanismos € hipoteses descritos anteriormente podem auxiliar na
compreensdo de como 7. gondii pode alterar a neurofisiologia de seu hospedeiro. Entretanto,

esta area de estudo ainda possui muitas lacunas no conhecimento.
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3. JUSTIFICATIVA

Aproximadamente um ter¢o da populagdo mundial encontra-se infectada
cronicamente por 7. gondii (AJIOKA, SOLDATI, 2007). A infecgdo por 7. gondii em
homens e em animais ¢ muito disseminada ao redor do globo, mas varia em diferentes areas
geograficas, que dependendo das condi¢des ambientais podem determinar o grau de
disseminag¢do natural da infec¢@o, podendo ser mais prevalente em climas mais quentes, de
baixa altitude e imidos, do que em climas frios, regides de montanhas e 4reas secas. Habitos
culturais e de higiene apresentam um importante fator na transmissao da toxoplasmose. A
ingestdo de agua ¢ muito associada a infec¢do por 7. gondii no Brasil. Uma vez que T.
gondii € resistente a inativagdo por cloro, uma filtragdo especial é necessaria para tratar a
agua potavel que pode estar contaminada com oocistos. Em estudos do nosso grupo,
demonstrou-se que o status socioecondmico correlaciona-se com a soroprevaléncia de 7.
gondii em Campos dos Goytacazes, sendo o grupo socioecondmico mais alto o de menores
taxas de soroprevaléncia. No Brasil, a prevaléncia de toxoplasmose atinge percentual
superior a 80% em algumas regides (DUBEY et al., 2012). Os indices de toxoplasmose
congénita no pais também sdo elevados, 20 em cada 10.000 recém-nascidos vivos,
resultando em graves consequéncias aos fetos e recém-nascidos, inclusive podendo levar a
obitos. A soroprevaléncia de 7. gondii em criancas e gestantes brasileiras ¢ considerada uma
das mais altas no mundo, com valores superiores a 70% em algumas localidades (GILBERT
etal.,2008; PAPPAS etal., 2009). As doencas oculares decorrentes da infec¢ao pelo parasito
afetam até 27,3% da populagdo (FERREIRA et al., 2014).

Estudos mostram correlagdo entre infeccdo por 7. gondii e desenvolvimento de
doencgas psiquiatricas, como transtorno bipolar, esquizofrenia, possivelmente para TOC
(Transtorno Obsessivo Compulsivo) e abuso de drogas (FLEGR et al., 2000; TORREY et
al., 2007; YOLKEN et al., 2009), entretanto maiores pesquisas sdo necessarias para
compreender melhor os mecanismos fisioldgicos envolvidos (SUTTERLAND et al., 2015).
Devido a grande dificuldade de estudar os efeitos da neurotoxoplasmose e os efeitos pelas
diferentes cepas clonais e ndo clonais de 7. gondii, e a distribui¢do nao uniforme de cistos
no sistema nervoso central, ¢ de extrema importancia o desenvolvimento e padronizagdo em

modelo murinho.

Estudos iniciais sobre alteragdo comportamental em animais infectados por 7. gondii

acreditavam que a presenca e a distribui¢do dos cistos no SNC dos animais fossem um fator
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primordial para o desenvolvimento de mudangas comportamentais. A infec¢ao pelo parasita
pode resultar no silenciamento funcional dos neurénios, apos sua instalacdo no SNC, que
pode ocorrer em sete dias de infec¢do, ha a ativacdo de células da glia, astrocitos e
recrutamento de células T periféricas e células mononucleares. A ativacdo de células
imunologicas leva a sintese de diversas citocinas, que podem alterar a sintese de
neurotransmissores. Outro fator apontado na literatura ¢ a influéncia da resposta imune do

hospedeiro sobre o aparecimento de alteragdes comportamentais nos individuos infectados

(PARLOG et al., 2015).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Estabelecer delineamento experimental e padronizar técnicas de avaliagdo de parametros
imunofisiologicos sistémicos e cerebrais em camundongos BALB/c infectados com cepas

tipicas e atipicas de 7. gondii.

4.2 Objetivos Especificos
1. Desenvolver modelos de infec¢ao experimental em camundongos BALB/c com as cepas

ME-49 (tipo II), VEG (tipo III) e duas cepas atipicas de 7. gondii;

2. Avaliar quinzenalmente indicadores de infec¢do tais como peso, arrepio de pelo e

consumo de dgua dos animais ao longo do periodo experimental;
3. Avaliar a soroconversao dos animais infectados com as diferentes cepas de 7. gondii;

4. Padronizar método de Griess para quantificacdo de 6xido nitrico no sangue periférico e

cérebro dos animais infectados pelas diferentes cepas de 7. gondii;

5. Estabelecer condigdes ideais de uso de marcadores de superficie para identificagdo de
células TCD4, TCDS, NK, TCD4/TCDS8 de memoria, TCD8a/DX5, TCDS regulatoria e
controles isotipicos IgG2b/IgG2a sistémicas e cerebrais de camundongos, por citometria de

fluxo.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Comissio de Etica

A manipulacdo dos animais foi conduzida de acordo com as diretrizes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e os protocolos experimentais
foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), protocolo n® 385
(Anexo 1).

5.2 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos BALB/c machos, com oito semanas de
idade, doados pelo Biotério da FIOCRUZ. Esses animais foram divididos em cinco grupos
a saber: 1) controle, 2) infectado por cepa tipica tipo IIl VEG de T. gondii, 3) infectado por
cepa tipica tipo Il ME-49 de T. gondii, 4) infectado por cepa atipica Isolado #19 galinha 060
de T. gondii e 5) infectado por cepa atipica Isolado #21 galinha 371 de 7. gondii. Foram
utilizados 24 animais por grupo, perfazendo um total de 120 animais. Os animais foram
mantidos em estantes ventiladas, com livre acesso a agua ad libitum e racdo, alojados em

gaiolas de plastico (quatro animais/gaiola) contendo maravalha autoclavada.

Apoés trinta semanas de infec¢do, os animais foram eutanasiados por Uretano
(SIGMA). Seis animais de cada grupo foram perfundidos através do coracdo pelo ventriculo
esquerdo com salina gelada, seguido de paraformaldeido a 4% em PBS (Phosphate Buffered
Saline (Salina Fosfatada Tamponada)). Os encéfalos foram removidos e fixados com formol
tamponado por 24 horas, logo depois, desidratados e embebidos em parafina. Os encéfaloss

foram armazenados para posteriores analises imunohistoldgicas.

5.3 Manutencio das cepas e preparacio dos inoculos

As cepas tipicas cistogénicas de 7. gondii, ME-49 (genétipo I1) e VEG (genotipo III),
foram mantidas através de sucessivas passagens com intervalos de 30 a 45 dias, em
camundongos Sui¢os ndo isogénicos. Os animais cronicamente infectados foram submetidos
a eutandsia por dioéxido de carbono (CO,) e os cérebros macerados e homogeneizados com

1 mL de solugao salina estéril (PBS 1x) por cérebro. A quantificacao dos cistos foi realizada
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por microscopia Otica convencional e a suspensdo final foi ajustada para um volume
contendo 100 cistos/mL, para posterior utilizacdo nos ensaios de infec¢ao dos camundongos.
As cepas atipicas cistogénicas de 7. gondii, foram previamente selecionadas a partir das
cepas armazenadas no nitrogénio liquido no LBR (Laboratério Biologia do Reconhecer),
foram descongeladas rapidamente por 1 minuto em banho maria a 37°C e passadas para
meio de cultura celular de fibroblastos (Meio DMEM F-12 suplementado com gentamicina
e SFB (Soro Fetal Bovino)), ap6s a constatacao da viabilidade da cepa por presenga se cistos
através de microscopia otica (Nikon AFX). Posteriormente estes cistos foram passados para

os camundongos BALB/c.

5.4 Delineamento experimental das infeccdes com as cepas tipicas e atipicas de 7.
gondii

Os camundongos BALB/c foram infectados por via oral (gavagem) com 15 cistos de
T. gondii, provenientes de animais em infec¢do cronica com ambas as linhagens tipicas de
T. gondii (ME-49 e VEG). A mesma via de infeccdo, oral, foi utilizada para infec¢do dos
camundongos BALB/c com as 2 cepas atipicas de 7. gondii, isolado #19 e isolado #21,
provenientes de animais da regido Norte Fluminense infectados naturalmente no ambiente e
mantidas congeladas em nitrogénio liquido no LBR. Os animais foram acompanhados por
um periodo de vinte semanas pos-inoculagdo, sendo eutanasiados apds a bateria de testes
comportamentais, permitindo a comparagdo dos pardmetros entre controle, cepas tipicas e

atipicas.

5.5 Avalia¢ao da soroconversiao por deteccdo de IgG anti-7. gondii no soro dos

camundongos

5.5.1 Lisado proteico de T. gondii a partir de cepa RH

Para o preparo do lisado proteico, 60 camundongos BALB/c de ambos os sexos
foram infectados com taquizoitas de 7. gondii, cepa RH. Os camundongos foram
eutanasiados na camara de CO; e presos a placa de cortica em decubito dorsal com auxilio
de agulhas. Apods exposi¢ao do peritonio, foram injetados 5 mL de PBS (1x) gelado. O

peritonio foi massageado e o liquido peritoneal contendo os taquizoitas foi recolhido através
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de puncao com seringa. Para a manuten¢ao da cepa, foram inoculados intraperitonealmente
0,4 - 0,6 mL por camundongo, de material coletado do lavado peritoneal. Para o preparo do
lisado proteico, apos realizagdo dos lavados peritoneais, o conteido das seringas foi
transferido para tubos conicos de 50 mL e centrifugado a 100 x g por cinco minutos a 4 °C
para retirada de células peritoneais. O sobrenadante foi transferido para outro tubo conico
de 50 mL e centrifugado a 913 x g por trinta minutos a 4 °C. Descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o pellet em 2 mL de PBS 1x p.H. 7,2 e ajustou-se o volume final para 40
mL com PBS (1x). Uma aliquota dos taquizoitas ressuspendidos nos 40 mL de PBS foi
diluido na propor¢do 1:100 e, contou-se o nimero de taquizoitas em camara de Neubauer.
A suspensao de taquizoitas foi centrifugada a 913 x g por 20 minutos a 4 °C e descartou-se
o sobrenadante. Calculou-se a quantidade de taquizoitas na suspensdo e determinou-se o
volume de agua destilada a ser ressuspendido para recuperar 2,5 x 10° parasitas/mL.
Sonicou-se seis vezes no modo baixo por trinta segundos cada vez. Terminado os seis pulsos,
a preparagao foi centrifugada a 900 x g por 20 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi
aliquotado em tubos em tubos de 1,5 mL, e centrifugados na microcentrifuga a
aproximadamente 10.000 x g por dez minutos. Transferiu-se o sobrenadante para novos

tubos de 1,5 mL e submeteu-se a dosagem de proteinas.

O lisado proteico de 7. gondii a partir de cepa RH, produzido com o lavado peritoneal
de 60 camundongos, ap6s dosagem de proteinas pelo método de Lowry, obteve concentragio

final de 1.416 pg/ mL.

5.5.2 Ensaio de imunoadsorc¢ao enzimatica (ELISA)

A resposta imune humoral dos animais foi avaliada para observar soroconversao
através da detec¢@o de anticorpos IgG anti-7. gondii através de ensaio de imunoadsor¢do
enzimatica (ELISA) utilizando o anticorpo a-mouse IgG (Fc) #A2554 (SIGMA). A placa
de ELISA foi sensibilizada overnight com o lisado proteico de 7. gondii preparado a partir
de cepa RH e descrito no item acima. Apds o periodo de sensibilizagdo, a placa foi lavada
trés vezes com PBST (Phosphate Buffered Saline with Tween 20 (Salina Fosfatada
Tamponada com Tween 20)) 0,05% e descartado por inversao. Em seguida, os soros dos
camundongos, diluidos 1:64 em solug¢do diluente PBST 0,05% + BSA (Bovine Serum
Albumin (Albumina Sérica Bovina)) 0,5%, foram adicionados a placa em duplicata e
incubados a 37° C por uma hora. A placa foi novamente lavada por trés vezes com a mesma

solugdo, e entdo, o anticorpo secundario foi adicionado e incubado por mais uma hora a 37°
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C. Entdo, a placa foi lavada por mais trés vezes e a solugdo de revelagdo ABTS (acido 2,2
azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) foi adicionada e mantida ao abrigo da luz até a
leitura. Imediatamente ap6s o aparecimento da cor, a reacdo foi lida no leitor de placas Epoch

(BioTek).

5.5.3 Padronizacao da Marcacio Fenotipica de Células Sistémicas e Cerebrais de
Camundongos

Para o preparo do macerado cerebral, os camundongos foram pesados e eutanasiados
com Uretano (SIGMA). O encéfalo foi coletado, pesado, cortado em cubos e depois
transferido para um tudo contendo 2 mL de meio DMEM F-12 (Dubelcco’s Modified
Essencial Medium (Meio essencial modificado Dubelcco's)) livre de Mg**/Ca®,
suplementado com HEPES ((4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) 10 mM
p.H. 7,6, EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid (4cido etilenodiamino tetra-acético)),
tripsina 0,5 mM, 0,001% de DNase I por 20 minutos a 37°C. Logo ap6s foram adicionados
6 mL de meio DMEM F-12 suplementado com soro fetal bovino 5% , e centrifugado por 7
minutos a 100 x g. O sobrenadante foi removido e o sedimento triturado em 1 mL de meio
DMEM F-12, produzindo uma suspensdo de células unicas que foi subsequentemente
passada através de um filtro células de 70 um para remover detritos (RIETZE et al., 2001).
Para a imuno marcag¢ao os anticorpos foram diluidos em PBS/ BSA 2% em tubo de 1,5 mL,
depois a amostra foi adicionada ao tubo e incubada por 30 minutos na geladeira e,
posteriormente, lavada duas vezes com PBS/SFB 10% a 300 x g por 5 minutos. Foi
adicionado 300 pL da solugdo de fixagdo, paraformaildeido 0,5%, e realizado a leitura no

Citometro de Fluxo FacsCalibur.

Amostras de sangue total também foram colhidas com EDTA por punc¢do cardiaca. Para
a imuno marcac¢ao os anticorpos foram diluidos em PBS/ BSA 2% em tubo de 1,5 mL, depois
a amostra foi adicionada ao tubo e incubada por 30 minutos na geladeira. Logo em seguida
foi adicionado tampao de lise de heméacias ao tudo, e deixado em repouso na temperatura
ambiente por quatro minutos, e posteriormente, a amostra foi lavada duas vezes com
PBS/SFB 10% a 300 x g por 5 minutos. Foi adicionado 300pL da solucdo de fixagao,

paraformaildeido 0,5%, e realizar a leitura.

As leituras e analises foram realizadas no citometro de fluxo (FACScalibur — Becton

Dickinson) com uso do software CellQuest.
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Tabela 1: Anticorpos usados na imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Anticorpos Fluorocromos Subpopulagio Fabricante
celular

Anti-CD3 FITC BD

Anti-CD4 PE/PerCP TCD4 BD

Anti-CD8a FITC NK BD

Anti-DX5 PE BD

Anti-CD45RB PE TCD4/TCDS8 BD

Anti-CD4/CD8 FITC/FITC memoria BD

Anti-CD25 FITC BD
TCD8 regulatorias

Anti-CD8 PE BD

IgG2b FITC BD
Controle isotipico

IgG2a PE BD

5.5.4 Padronizacio do Método de Griess para Dosagem de Oxido Nitrico Sistémico e
Cerebral de Camundongos

Niveis de 6xido nitrico (NO) de animais infectados com 7. gondii e controles foram
determinados indiretamente por quantificagdo de NO no soro (TATSCH et al., 2011) e no
encéfalo. Os animais foram eutanasiados com Uretano (SIGMA), e tiveram sangue e
encéfalo coletados. O sangue foi coletado em tudo de 1,5 mL sem anticoagulante,
centrifugado e o soro transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Para a desproteinizagdo da
amostra, utilizou-se uma solu¢dao de metanol e éter (3:1, v/v), adicionada em quantidades
iguais ao volume de soro sanguineo (GUEVARA et al., 1998). A solugdo foi mantida a
temperatura ambiente por 10 minutos e logo apoés esse periodo foi centrifugada por 10

minutos a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante obtido deste procedimento foi armazenado em
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tubos a temperatura de 4°C para a analise. O encéfalo coletado foi armazenado em um tubo
falcon de 50 mL contendo 1 mL de meio DMEM F-12. O tecido foi cortado com tesoura e
dispersado com movimentos repetidos utilizando seringa e agulha de calibre 25x0,70mm, e
centrifugado a 500 x g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em

tubo de 1,5 mL a4 °C.

O NO foi medido pelo método de Griess. O ensaio foi realizado em uma placa para
microtitulacdo de 96 pocos fundo conico. A solugdo de Griess ¢ composta de solugdo A (2,5
ml acido fosforico (H3PO4) + 0,5g de sulfanilamida + 47 ml H,O destilada) e solugdo B (0,05
g N-1-naftilenodiamina + 50 ml de H,O destilada), tendo sido utilizada na proporgao 1:1
para montar a solucdo. A solugdo de Griess foi preparada utilizando-se 7 ml da solucdo A e
7 ml da solugdo B. Posteriormente foi realizada uma curva padrao em duplicata, utilizando
dilui¢des seriadas de Nitrito de S6dio (NaNO2) em meio de cultura DMEM-F12. Volume
equivalente a 100 pl de soro e de sobrenadante de cérebro de cada amostra foi adicionado a
placa de microtitulagdo em duplicata. Apds a realizagdo da curva, 100 pl das amostras foram
plaqueadas e entdo adicionados 100 pl da solugdo de Griess (A+B) em todos os pocos. A

leitura foi feita no leitor de placa Epoch (BioTek) a 570 nm.

5.5.5 Coleta de sangue periférico

Para obtencdo de sangue periférico para avaliagdo de soroconversao e realizacdo da
dosagem de NO pelo método de Griess, foi realizada coleta de sangue pelo plexo retro
orbital. Para isso, os camundongos foram contidos, e seus olhos anestesiados com colirio
anestésico Anestalcon® (Cloridrato de proximetacaina 5 mg/mL) e o sangue coletado com

pepita Pasteur e armazenado em tubo de 1,5 mL.
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Figura 2. A- Anestesia com colirio anestésico Anestalcon® (Alcon), para coleta de sangue periférico. B-

Coleta de sangue periférico pelo plexo reto orbital. (Imagens: acervo pessoal).

5.2 Analises estatisticas

Para os dados ndo paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskal Walis para
comparagdo entre grupos, seguido de teste de Dunn’s para multiplas comparacdes. Para
comparagdo entre dois grupos foi utilizado o teste de Mann Whitney. Foram consideradas
diferencas significantes valores iguais ou menores que 0,05 (p<0,05). Toda andlise foi

realizada utilizando o pacote estatistico GraphPad Prism 5.0.
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6. RESULTADOS

6.1 Delineamento experimental

O numero total de camundongos (120 animais) foi obtido ap6s a determinagdo do
nimero de animais por caixa e por grupo de forma que cada grupo tivesse vinte e quatro
animais, distribuidos em seis caixas, contendo quatro animais por caixa. Este nimero final
de 120 camundongos foi estabelecido pensando na longa duragdo do experimento e na
necessidade de obter animais vivos no final da pesquisa para a analise estatistica. Quanto ao
nimero de camundongos por caixa, foi determinado o n=4 pensando, no conforto e
hierarquia animal (comunicacdo pessoal com Adolpho Marlon Antoniol de Moura —
Tecnologista em satide publica). Os camundongos foram acompanhados por todo o

experimento com pesagens programadas.

Controle (n=24) ME-49 (n= 24) VEG (n=24) Isolado #19 (n=24) Isolado #21 (n= 24)

Grupos Experimentais

Acompanhamento de peso dos animais

_ : x
durante toda a experimentacao

Vinte semanas pés-infeccao

+ Avaliagéo da soroconverséo por deteccao de IgG anti-T.
gondii no soro dos camundongos,

+ Microscopia optica

+ Dosagem de Oxido Nitrico

+ Citometria de Fluxo

+ Observacdo macroscopica

6.1.1 Avaliacido da soroconversao por deteccao de IgG anti-7. gondii no soro dos
camundongos
Apo6s vinte semanas de infeccdo, foi realizada a avaliagdo do soro dos camundongos
quanto a presenca de anticorpos IgG anti-7. gondii. Podemos observar na Fig.2 que apenas
os camundongos infectados com a cepa tipica ME-49 apresentaram aumento significativo
nos niveis de IgG anti-7. gondii comparado aos animais do grupo controle.
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Figura 3. Detec¢do de anticorpos IgG contra 7. gondii no soro dos camundongos. Dados
expressos com média + SEM ( p< 0,05).

6.1.2 Avaliacao de cistos cerebrais

Apesar da observacdo de soroconversdo através do teste ELISA, ter sido positivo
unicamente para a cepa tipica ME-49, como mostrado na Fig. 2, a andlise por microscopia
oOtica convencional do macerado cerebral de camundongos infectados pelas diferentes cepas
de T. gondii, permitiu a visualizag¢do de cistos teciduais em amostra proveniente de animal
infectado com ME-49 (Figura 3A), assim como em amostra de camundongo infectado pelo

Isolado #19 (Figura 3B) e Isolado #21 (Figura 3C).
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Figura 4. Cisto de Toxoplasma gondii em macerado cerebral de camundongo infectado pela (A) cepa ME-

49, (B) Isolado #19 e (C) Isolado #21. Detectado por Microscopia dptica com aumento de 40x.
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6.1.3- Avaliacao dos sinais clinicos

Durante o experimento foram observados sinais clinicos, tais como peso, pelo arrepiado

e olhos serrilhados nos grupos experimentais.

Os animais foram acompanhados durante todo o experimento, desde 04/04/2019 a
22/08/2019, e pesados quinzenalmente (Figura 4). Durante esse tempo o0s animais
apresentaram pouca variacdo no peso, porém houve diferenga estatistica quando
consideramos as médias de peso dos grupos ME-49 e Isolado #19 (p = 0,0042) e ME-49 e
Isolado #21 (p=0,0002), indicando diminui¢@o do peso dentre os animais infectados por ME-

49 (Figura 4).

Acompanhamento do peso dos camundongos

30,0

o o o o o o o o o o o
N N N N N N N N N N N
Y & ¢ & & & ¢ ¥ &Y & @
AN N O N\ R

Data

—0— Controle EG —&—ME-49 Isolado19 —e—Isolado21

Figura 5. Acompanhamento do peso dos camundongos infectados por diferentes cepas tipicas e atipicas

de T. gondii.

Passado as 20 semanas de infec¢do, os animais foram eutanasiados e avaliados
quanto ao peso, tanto o peso corporal, quanto o tecido cerebral (Figura 5). Na comparagio
entre o peso dos cérebros dos grupos experimentais, controle e infectados, nao foi encontrada

diferenga estatistica.
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Figura 6. Peso dos tecidos cerebrais dos camundongos, nos diferentes grupos experimentais.

Quando avaliados quanto a pelagem, os animais infectados apresentaram aparéncia

diferenciada do grupo controle, apresentando pelos arrepiados, caracteristico da infecg¢do por
T. gondii (Figura 6).

Figura 7. Observac¢io da pelagem dos animais dos diferentes grupos experimentais. A: Camundongo

Controle. B: Camundongo infectado pela cepa tipica VEG. C: Camundongo infectado pela cepa tipica ME-49.
D: Camundongo infectado pelo Isolado #19. E: Camundongo infectado pelo Isolado #21.
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Também foi observado que os animais infectados, tanto pelas cepas tipicas, quanto pelas
cepas atipicas, ingeriram mais agua quando comparados ao grupo controle. Esse dado ¢

apenas observacional.

6.1.4  Dosagem de Oxido Nitrico

A dosagem de 6xido nitrico (NO) foi realizada pelo método de Griess, utilizando soro
(desproteinizado) e sobrenadante de macerado cerebral. Na figura 8 ¢ demonstrada a
concentragcdo de NO (mg/mL) em ambos tipos de amostras. Nao houve producdo de NO nas
amostras de soro em niveis detectaveis (Figura 7.B), sendo possivel observar concentracdes
negativas nos grupos, provavelmente por apresentar absorbancia negativa e interferir na
equacdo da reta para determinacdo dos valores. A andlise estatistica realizada ndo mostrou
diferenca significativa entre os grupos (p=0,6931). E possivel observar uma producio basal
de NO no cérebro (Figura 7.B), no entanto nenhuma producao significativa foi observada
quando comparado os grupos infectados ao controle (p=0,1493). Podemos observar dois
individuos produzindo concentragdes mais elevadas de NO no grupo Isolado #21, porém a

média se manteve e o intervalo de confianga sobrepde aos demais grupos.
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Figura 8. Dosagem de NO nos grupos experimentais. A: Dosagem de NO no soro desproteinizado dos
grupos experimentais. B: Dosagem de NO no macerado cerebral. Teste Kruskal Wallis seguido de teste de

Dun’s para multiplas comparagoes.

6.1.5 Citometria de Fluxo
Na realizacdo da padronizagdo da citometria de fluxo foram utilizadas as seguintes

marcagdes com sangue total e macerado cerebral: CD3 (FITC) x CD4 (PerCP), CD25 (FITC)
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x CDS8 (PE), CD4 (FITC) x CD45RB (PE), CD8 (FITC) x CD45RB (PE), CD8 (FITC) x
DXS5 (PE). Também foram realizadas as marcagdes para CD3 (FITC) x CD4 (PE) e CD25
(FITC) x CD8 (PE), porém nao obtivemos leitura no citometro de fluxo (resultados nao

mostrados).

Nas padronizagdes para o uso da técnica de citometria de fluxo com sangue e encéfalo

de camundongos, obtivemos leitura com os seguintes materiais bioldgicos e anticorpos:
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Figura 9- Representacio por dotplot de setagem celular por citometria de fluxo. A- Grafico de parametros
de tamanho (FSC - Forward Scatter) e granulosidade (SSC - Side Scatter) destacando-se a area circundada
(gate) que representa os linfocitos; 30ul de macerado cerebral foram utilizados para marcagdo com os
anticorpos monoclonais especificos para cada subpopulacéo de célula, foram utilizados 5ul dos anticorpos nos
testes, exceto pelo grafico F, o qual utilizamos 10pl; os graficos representam marcagdes positivas para cada
subpopulacdo de células. B e C- Linfocitos T CD4, com anticorpo anti-mouse CD4 (FITC); D- Linfocitos T
CD4, com anticorpo anti-mouse CD4 (PE); E- Linfécitos T CD8, com anticorpo anti-mouse CD8a (FITC); F-
Linfécitos T CD25, com anticorpo anti-mouse CD25 (FITC); G- Trés populagdes positivas para leucdcitos,
utilizando anticorpo anti-mouse CD45RB (PE); H- Células NK, com anticorpo anti-mouse DXS (FITC); I-
Células NK, com anticorpo anti-mouse DXS5 (PE).
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A partir desses resultados, padronizamos a quantidade de anticorpo e de tecidos, sangue

e macerado cerebral, a serem utilizadas nos experimentos seguintes.

Um encéfalo de camundongo infectado com a cepa ME-49 foi processado para
Citometria, no grafico de tamanho (FSC - Forward Scatter) € granulosidade (SSC - Forward
Scatter), a0 observar dispersdo, ndo conseguimos identificar a localizagdo dos linfécitos.
Entdo, nas células marcadas com anti-CD4, para marcar linfocitos T CD4, quando observado
o grafico granulosidade (SSC) x CD4 (FITC), observamos uma pequena populacdo mais
deslocada para a direita, sendo provavelmente os linfocitos, com isso marcamos essas células
com o que chamamos de gate reverso. A partir da localizagdo de CD4, pudemos localizar a
populacao de linfocitos na base de dispersdo das células do macerado cerebral, ficando um
pouco mais a direita e bem abaixo, com relagdo a granulosidade, uma vez que os linfocitos
sdo0 pouco granulosos. Assim pudemos diferenciar e localizar essa regido de linfécitos para

as marcagdes seguintes.
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Figura 10: Representaciio por dotplot de setagem celular por citometria de fluxo. Cérebro cepa ME-49.
A, E e I- Grafico de pardmetros de tamanho (FSC - Forward Scatter) e granulosidade (SSC - Side Scatter); B
e F - Tentativas de localizagdo da populagdo linfocitaria por gate reverso na marcagdo de CD4 e CD8
respectivamente, que marca principalmente linfocitos T, mas também marca mondcitos, utilizando 20 ul de
macerado cerebral e 5ul de anticorpo FITC anti-mouse CD4 e 10l de anticorpo FITC anti-mouse CD8 ; C
e G - Representagdo de marcagdo anti- CD45RB nos linfocitos , utilizando 20 pl de macerado cerebral e Sul
de anticorpo PE anti-mouse CD45RB; D- Representagdo de uma marcagdo dupla positiva para linfocitos T
CD4 e CD45RB, destacando-se o quadrado superior a direita com células duplamente positivas para os
marcadores utilizados (Anti-CD4 e Anti-CD45RB); H - Representag¢do de uma marcag@o dupla positiva para
linfocitos T CD8 e CD45RB, destacando-se o quadrado superior a direita com células duplamente positivas
para os marcadores utizados (Anti-CD8 e Anti-CD45RB); J e K- Tentativa de localizagdo da populagéo
linfocitica por gate reverso na marcacdo de controle isotipico FITC mouse IgG,y, € controle isotipico PE mouse
IgG,,, respectivamente, apresentam marcacdes inespecificas; L- Representacdo de marcacdes inespecificas

pelos controles isotipicos FITC mouse IgGy, ¢ PE mouse IgG,,.

Na marcagao utilizando sangue total de camundongo infectado com Isolado #21, os
anticorpos anti-CD3 (FITC) e anti-CD4 (PerCP) apresentaram baixa intensidade de
fluorescéncia, ja a marcacdo anti-CD8 (FITC) e anti-DX5 (PE) obteve uma boa

fluorescéncia, apresentando células marcadas.
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Figura 11: Representaciio por dotplot de setagem celular por citometria de fluxo. Sangue cepa Isolado
#21. A, E e I- Grafico de parametros de tamanho (FSC - Forward Scatter) e granulosidade (SSC - Side Scatter);
foram utilizados 20ml de sangue total dos camundongos. B e C - Localizagdo da populagdo linfocitaria na
marcagdo com 5pl de anti-mouse CD3 (FITC), marcador de linfocitos T e 5ul de anti-mouse CD4 (PerCP),
marcador de linfocito CD4" respectivamente; D- Marcagio dupla positiva para linfocitos T CD4" com os
anticorpos dos graficos B e C, destacando-se o quadrado superior a direita com células duplamente positivas
para os marcadores utilizados. F e G - Localizagdo de populagdo linfocitarias com marcagdo de Sul anti-mouse
CD8 (FITC) e 5ul de anti-mouse DXS (PE), marcando principalmente linfocitos T e NK respectivamente; H
- Marcagio dupla positiva para linfocitos NK CD8" com os anticorpos dos graficos F e G, destacando-se o
quadrado superior a direita com células duplamente positivas para os marcadores utilizados; J e K-
Localizagdo da populagdo linfocitica na marcag@o de controle isotipico mouse IgGy, (FITC) e mouse IgG,,
(PE); L- Marcagdo dupla positiva para os controles isotipicos 1gG,, € 1gG,, com os anticorpos dos graficos J
e K, destacando-se o quadrado superior a direita com células duplamente positivas para os marcadores

utilizados.

6.1.6 Observacio macroscopica
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Apesar da negatividade no teste de ELISA para produgdo de anticorpos anti-7. gondii
em relacdo aos animais infectados com os isolados #19 e #21, durante a necropsia foi
observada a formagdo de uma camada de inflamac¢ao no musculo cardiaco dos camundongos
infectados pelas cepas atipicas, isolado #19 (Figura 13) e Isolado #21 (Figura 14). Tal
caracteristica nao foi observada no musculo cardiaco dos camundongos do grupo controle
(Figura 11) e infectado pela cepa tipica ME-49 (Figura 12). Estes materiais estdo

preservados no RNA Jater a — 20 °C para analises futuras.

Figura 12. Fotografia de torax e abdomen de camundongo do grupo controle. Seta indicando o

coragdo com caracteristicas normais. (Imagem: acervo pessoal)
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Figura 13. Fotografia de torax e abdomen de camundongo do grupo ME-49. Seta indicando o
coragdo com caracteristicas normais. (Imagem: acervo pessoal)
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Figura 14. Fotografia de torax e abdomen de camundongo do grupo Isolado #19. Seta indicando o

coracdo com presenga de biofilme. (Imagem: acervo pessoal)
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Figura 15. Fotografia de torax e abdomen de camundongo do grupo Isolado #21. Seta indicando o

coracdo com presenga de biofilme. (Imagem: acervo pessoal)
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7 DISCUSSAO

Toxoplasma gondii € um parasita de grande sucesso, capaz de atravessar a maioria
das barreiras biologicas do corpo (BARRAGAN, 2002; HARKER et al., 2015). O parasita
pode infectar células imunes migratorias, como células dendriticas (DCs), macrofagos e
granuldcitos neutrofilos, para entrar em sitios imunoprivilegiados (BARRAGAN, 2002; DA
GAMA et al., 2004; COURRET et al., 2006; LAMBERT et al., 2006). Varios estudos
propdem que a infecgdo pelo 7. gondii pode provocar mudangas metabdlicas, imunoldgicas
e neuropatologicas, possibilitando alteragdes no comportamento de hospedeiros

intermediarios, tais como os roedores (VYAS E SAPOLSKY, 2010).

Neste trabalho nos propomos a estabelecer um modelo experimental murino que nos
possibilitasse comparar o efeito da infeccdo por diferentes cepas tipicas e atipicas
cistogénicas de 7. gondii sobre o comportamento dos animais, comparado a um grupo
controle ndo infectado. Inicialmente, o sucesso das infec¢des com cistos teciduais de 7.
gondii foi observado por meio do teste de ELISA. Somente a cepa ME-49 apresentou
sorologia positiva para 7. gondii. No entanto, apesar da sorologia negativa apresentada no
ELISA dos camundongos infectados com as cepas atipicas, foram encontrados cistos
teciduais nos macerados cerebrais dos camundongos infectados com os isolados #19 e #21,
assim como também no macerado cerebral da cepa ME-49. Os cistos cerebrais contendo
bradizoitas, foram visualizados por microscopia Otica convencional, mostrando que os
camundongos estdo infectados cronicamente pelas respectivas cepas. O fato de terem sido
observadas estruturas morfologicamente compativeis com cistos de 7. gondii nos macerados
cerebrais dos animais infectados com cepas atipicas durante a fase cronica, sugere que estes
isolados apresentam caracteristica neurotropica, comum a este parasito (DUBEY et al.,
2005). A obtencao desses isolados foi a partir de bioensaio, onde tecidos de galinhas
naturalmente infectadas por 7. gondii foram macerados e inoculados diretamente em
camundongos. Este método comumente utilizado para isolamento de 7. gondii, ndo permite
determinar a viruléncia da cepa obtida, pois a quantidade de cistos inoculados e a de
bradizoitas presentes nos cistos teciduais das amostras a serem analisadas ndo sao
conhecidas (DUBEY et al., 2012b). Outra possivel explicagdo para a ndo detec¢do da
soroconversao dos animais infectados com as cepas atipicas e que apresentaram cistos
teciduais no macerado dos cérebros ¢ que o teste de ELISA convencional ndo seja capaz de

detectar anticorpos produzidos contra epitopos especificos dessas cepas, por uso de antigeno
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produzido a partir de uma cepa clonal tipo I (RH), embora exista uma grande similaridade
genética (mais de 98%) entre as linhagens de 7. gondii (KHAN et al, 2011). Nossos dados
corroboram com achados da literatura, onde Martins e colaboradores (2015) também
observaram que individuos com sorologia negativa para a infec¢ao por 7. gondii pelo teste
de ELISA convencional, apresentaram detec¢do de marcadores do parasita pelo método
Sequenciamento de SANGER em amostras de DNA extraido de sangue periférico desses

pacientes.

Outros sintomas avaliados durante o acompanhamento dos animais em
experimentacao foi peso, caracteristica do pelo e consumo de dgua. Observamos que devido
ao longo tempo do experimento, os animais ganharam peso, porém sd demonstraram
significancia estatistica quando comparado ME-49 com Isolado #19 e ME-49 com Isolado
#21. Com o desenvolvimento da infec¢do, os camundongos comecaram a apresentar sinais
clinicos como pelos arrepiados e olhos serrilhados, sendo caracteristico da fase aguda da
doenca da infec¢dao. No entanto, esses sinais continuaram sendo observados na fase cronica,
assim como relatado também por Oliveira e colaboradores (2014). Além disso, houve a
elevagdo no consumo de agua observada nos grupos infectados comparados ao grupo
controle. Acredita-se que durante processos patologicos o comportamento de alguns animais
pode ser alterado, sendo comum o aumento da letargia, diminuic¢ao da atividade locomotora
e consumo de agua e alimento. Esses e outros fatores podem contribuir para a diminui¢do

do gasto energético e exposi¢do do animal a riscos em um periodo de maior vulnerabilidade

(ALVES E PALERMO-NETO, 2007).

Outro pardmetro utilizado em doengas infecciosas é a produgio de Oxido Nitrico,
pois estd envolvido em muitos processos fisiologicos e patofisioldgicos (KEKLIKOGLU et
al., 2008). NO ¢ um produto da enzima NOS, que catalisa a conversdo de arginina e oxigénio
em NO e citrulina. Nossos resultados em relacdo a NO demonstraram niveis basais em
amostras de macerado cerebral e diferentes concentragdes dos grupos experimentais para
amostras de soro. Em niveis fisiologicos, o NO tem efeito protetor no SNC, assim como em
outros tecidos (CALABRESE et al., 2007). Acima dos niveis fisioldgicos, o NO, assim como
outros radicais livres, tem efeito neurotoxico, levando a degeneracdo neuronal in vitro
(DAWSON et al., 1994). A inibicdo da produ¢do de NO em macrofagos provocada pela
infeccdo de 7. gondii ¢ mencionada como mecanismo de evasdo celular utilizada pelo

parasita. Estudos in vifro com macréfagos demonstraram a habilidade de 7. gondii em
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diminuir a expressdo da 6xido nitrico sintase (NOS) em o6xido nitrico sintase induzida

(iNOS) e consequentemente a produgdo de 6xido nitrico (NO) (SEABRA et al., 2002; 2004).

Na citometria de fluxo, foram realizados testes utilizando sangue total de
camundongos e também macerado cerebral, no intuito de estabelecer uma padronizagao para
este teste com o modelo murino infectado pelas diferentes cepas de 7. gondii e com isso,
observar a possivel neuroimunomodulagdo causada pela infeccdo parasitaria. Obtivemos
marcagdes positivas para os diferentes marcadores de superficie de células TCD4, TCDS,
NK, TCD4/TCD8 de memoria, TCD8a/DX5 e controles isotipicos 1gG2b/IgG2a, porém
alguns baixa intensidade de leitura, acreditamos que devido ao decaimento de fluorescéncia

dos anticorpos.

A miocardite toxoplasmica ¢ secundaria a infec¢ao direta dos midcitos pelo parasita. Na
macroscopia, o cora¢ao adquire um aspecto globoso e flacido. Quando encontrado em fibras
musculares, o cisto assume uma forma alongada. A ruptura dos cistos naturalmente gera uma
reacdo inflamatdéria caracterizada por uma infiltracio de células mononucleares
(GERBERDING, 1992). Geralmente os cistos de 7. gondii sdo encontrados principalmente
no cérebro, figado, musculatura cardiaca e esquelética (MAROBIN et al., 2004). Similar ao
que ¢ descrito na literatura, neste trabalho observamos sinais de miocardite em animais
infetados com as cepas atipicas, mas ndo com cepas tipicas. Investigagdo complementar por
biologia molecular sera realizada futuramente para comprovar o sucesso da infec¢do pelas

cepas atipicas cistogénicas utilizadas neste trabalho.

51



8 CONCLUSOES

* Foi desenvolvido um modelo experimental em camundongos BALB/c para a
avaliagdo da toxoplasmose com as diferentes cepas ME-49 , VEG, Isolado #19,
Isolado #21 e um grupo controle. O nimero experimental de 120 camundongos nos
permitiu chegar ao final do experimento ainda com animais vivos, para realizagao de

testes e analise estatistica;

= Foi observado que os camundongos infectados por ME-49 tiveram uma pequena
variagdo de peso, quando comparado aos demais grupos. Outros sinais clinicos
caracteristicos da infecc¢do por 7. gondii como, pelos arrepiados, olhos serrilhados e
elevado consumo de dgua, também foram observados nos grupos infectados, mas

nio no controle;

= A avaliagdo da soroconversao dos animais por ELISA foi observada apenas para a
cepa ME-49, o que nos leva a acreditar que testes convencionais ndo sdo sensiveis
para a detec¢ao de infec¢@o por cepas atipicas de 7. gondii, uma vez que 0s animais

infectados por cepas atipicas também apresentaram sinais clinicos e cistos cerebrais;

= A realizagdo da dosagem de 6xido nitrico pelo método de Griess mostrou que a
producdo de NO nas amostras de soro ndo manteve um padrao de producao de NO,
¢ a analise estatistica realizada ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos.
Porém, foi possivel observar uma producdo basal de NO no cérebro, no entanto,
nenhuma producdo significativa foi observada quando comparado os grupos

infectados ao controle;

= Quanto a citometria, foram estabelecidas condi¢des ideais de uso para os marcadores
de superficie de células TCD4, TCD8, NK, TCD4/TCD8 de meméria, TCD8a/DX5
e controles isotipicos IgG2b/IgG2a utilizando amostras de sangue e macerado

cerebral de camundongos.
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ANEXO 1

Autorizagdo da Comisséo de Etica de Uso de Animais — CEUA UENF.

Q=
iR Comissé&o de Etica no Uso de Animais-CEUA
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 385, intitulado “NEUROIMUNOMODULA(;/:\O NA TOXOPLASMOSE:
COMPARAGAO ENTRE CEPAS TIPICAS E ATIPICAS CISTOGENICAS DE TOXOPLASMA GONDII EM
MODELO MURINO” sob a responsabilidade da Dra. Alba Lucinia Peixoto Rangel, Centro de Biociéncias e
Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense, esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentag&o Animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio/Colégio
Brasileiro de Experimentag&o Animal (SBCAL/COBEA) bem como a lei federal 11. 794 e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA DE USO DE ANIMAIS (CEUA - UENF) em reunigo ocorrida em 27/11/2018. Este
programa esta licenciado na presente formatagéo e tem validade até 27/11/2022.

Campos dos Goytacazes, 27 de novembro de 2018.

is de Paula Sant:
" Presidente CEUA/UENF

by
Av. Alberto Lamego, 2000 - Parque Califérnia - Campos dos Goytacazes/ RJ - 28013-602 r K"
Tel.: (22) 2739-7180 - Fax: (22) 2739-9178 - correio eletrénico: ceua@uenf.br 1o
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