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REsSUMO

A reinfeccdo por Toxoplasma gondii em modelo animal vem sendo estudada desde que
relatos de caso sugeriram a ocorréncia de reinfeccdo natural em humanos. O Brasil é
uma regido endémica para a toxoplasmose e com enorme diversidade de gendtipos do
parasito, que sugere que multiplas exposicOes a diferentes tipos genéticos aumentem o
risco de reinfeccdo. Apesar da demonstracdo da reinfeccdo em modelo animal, muito
pouco se conhece sobre 0s eventos que ocorrem logo apés o desafio, momento no qual
0s taquizoitos circulantes podem alcangar o feto causando toxoplasmose congénita.
Neste estudo foi utilizado um modelo de reinfecgdo em que camundongos BALB/c
cronicamente infectados por uma cepa avirulenta (D8 - genétipo ToxoDB#8 Brlll)
foram desafiados com cepas de elevada viruléncia e gendtipos distintos: EGS (gendtipo
ToxoDB #229 - virulenta) e CH3 (gen6tipo ToxoDB#19 — viruléncia intermediaria) ou
com a propria cepa D8. Os resultados foram comparados com controles de infec¢do
aguda por cada uma dessas trés cepas assim como com a infec¢do cronica pela cepa D8.
A infeccdo primaria protegeu os animais do desafio com as cepas letais. A morbidade
foi reduzida nos animais reinfectados conforme demonstrado pelo acompanhamento do
peso e pela analise histopatoldgica do intestino, pulmao, figado, cérebro e baco que
mostraram alteracGes patoldgicas minimizadas. A reinfeccdo foi confirmada, entretanto
0 padrdo de disseminacdo do parasito se deu de forma distinta daquele que ocorre na
primoinfeccdo. Foi observada a chegada precoce dos parasitos aos pulmdes e atraso
tanto na multiplicacdo destes no intestino quanto na chegada ao cerebro. Nos animais
desafiados ndo ocorre um aumento de citocinas inflamatoérias ou modulatérias no soro
ou mesmo no local de infecgdo (intestino) em comparagdo aos animais apenas com
infeccdo crbnica. Outros mecanismos da resposta imune devem estar envolvidos

garantindo esse equilibrio entre parasito e hospedeiro que permite a sobrevivéncia de

Xi



ambos. A analise da proteina de viruléncia ROP16 auxiliou no entendimento da maior
inflamacdo causada na infeccdo pela cepa EGS. Porém a analise combinada das
proteinas ROP5 e ROP18 na predicdo da viruléncia das cepas foi adequada em apenas

duas das trés cepas em estudo.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, reinfeccdo, resposta imune, disseminagéo,

parasitismo tecidual.

Xii



ABSTRACT

Animal model of Toxoplasma gondii reinfection has been studied after cases of natural
human reinfection were described. Brazil is an endemic area for toxoplasmosis with
enormous genetic diversity of parasites. Multiples exposures with different strains likely
occur with great frequency, increasing reinfection risk. Although animal model prove
reinfection, little is known about the events that occur just after challenge. To better
understand these events, BALB/c mouse were chronically infected with D8 strain
(genotype ToxoDB#8 Brlll) and challenge with two different strains: EGS (gendtipo
ToxoDB #229) and CH3 strain (genotype ToxoDB #19) or with D8 strain. The results
were compared to acute infection of each strain and also compared to D8 chronic
infection. Primary infection protects animals from lethal challenge. Morbidity was
reduced in reinfected mice as demonstrated by monitoring the weight and organs
histology showing that pathological changes were minimized. Reinfection was
confirmed however different parasite spread occurs in challenge animals. A parasitism
delay in brain and intestine has been observed and parasites early reached the lungs.
Unlike acute infection, inflammatory or immunomodulatory cytokine increase was not
observed in sera or ileum of challenge group. Other immune response mechanisms must
be involved in host parasite balance that allows the survival of both. ROP16 virulence
protein analysis support understanding about high inflammation caused by EGS strain
infection. Nevertheless combined analysis of ROP5 and ROP18 did not proper to

predicted virulence in one of three strains used in this study.

Keywords: reinfection, immune response, dissemination, tissue parasitism.
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Introdugdo

1. INTRODUGAO

1.1. Toxoplasma gondii: CICLO BIOLOGICO E TRANSMISSAO

Toxoplasma gondii foi identificado pela primeira vez em roedores no norte da Africa
(Nicolle e Manceaux 1909) e em coelhos no Brasil (Splendore 1908). Os felideos foram
descritos como sendo os hospedeiros definitivos por diversos grupos na década de 70
(Kim e Weiss, 2008). Esse protozoério é classificado por Levine e colaboradores (1998)
como pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe Conoidasida, Subclasse Coccidia,
Ordem Eucoccidiia, e a Subfamilia Toxoplasmatinae (Levine 1998). O género
Toxoplasma possui apenas uma espécie, T. gondii. Uma nova proposta de classificacao
dos eucariotas foi feita por Adl e colaboradores (2012) e posiciona T. gondii da seguinte

forma: Toxoplasma gondii [Apicomplexa: Conoidasida: Coccidia: Eimeriorina].

Os parasitos dessa espécie sdo intracelulares obrigatorios e se encontram amplamente
distribuidos em diversas regides mundiais. T. gondii é capaz de infectar um enorme
espectro de hospedeiros intermediarios dentre mamiferos e aves. Estima-se que um
terco da populacdo humana mundial esteja exposta ao parasito (Montoya e Liesenfeld,

2004).

O ciclo de T. gondii é considerado heteroxénico facultativo, podendo ser mantido
apenas com a participacdo dos hospedeiros intermediarios através de expansdes clonais
do parasito (Tenter et al., 2000). Apos a ingestdo de cistos teciduais ou de oocistos por
um hospedeiro intermediario susceptivel, os bradizoitos ou 0s esporozoitos,
respectivamente, sdo liberados no tubo digestivo, invadem os enterdcitos, e se

diferenciam em taquizoitos dando inicio ao parasitismo.

A invasdo celular é um processo ativo e dirigido pelo parasito, que ocorre com a

descarga sequencial de proteinas contidas no interior das organelas que compdem o
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complexo apical, resultando inicialmente num elaborado motor de actina e miosina.
Essa maquinaria especializada de invaséo fornece ao parasito a capacidade de atravessar
barreiras como a hematocefalica e a placentaria. A secrecdo das proteinas das organelas
apicais é fundamental na invasdo celular e ocorre de maneira coordenada, sendo que as
proteinas das micronemas (MIC) sdo as primeiras a serem liberadas. Elas estdo
envolvidas na adesdo inicial do parasito a membrana da célula alvo. Em seguida as
proteinas das roptrias (ROP) e dos granulos densos (GRA) sdo liberadas,
respectivamente. O resultado é a formacdo de um vactolo ndo fusogénico também
denominado de vacuolo parasitéforo. As proteinas das roptrias assim como dos granulos
densos sdo responsaveis por tornar 0 microambiente do vacuolo parasitéforo adequado
ao crescimento do parasito modulando uma grande variedade de processos da célula
hospedeira (Blader e Saeij, 2009). No interior desses vacuolos o0s taquizoitos se
multiplicam répida e assexuadamente, através de endodiogenia. Essa fase perdura até
que se estabeleca uma resposta imune adequada capaz de controlar a proliferacdo de
taquizoitos e que induz também a diferenciacdo dos taquizoitos em bradizoitos. Essas
formas do parasito também se multiplicam por endodiogenia, porém muito lentamente
no interior de cistos teciduais caracterizando o inicio da fase cronica (Kravetz e

Federman, 2005; Hill et al., 2005).

A disseminacdo sistémica do parasito ocorre através da via hematogénica, linfatica ou
em leucdcitos sanguineos infectados. Em modelo animal, genericamente, uma hora apés
a infeccdo oral j& é possivel encontrar o parasito no epitélio intestinal e na lamina
prépria. Ap6s 24 horas os linfonodos mesentéricos apresentam-se parasitados e a
disseminacdo sisttémica pode ser evidenciada pela presenca do parasito no sangue,
pulméo e figado entre dois e quatro dias apds a infeccdo. Aproximadamente 10 dias

apos a infeccdo é possivel encontrar cistos cerebrais (Dubey et al., 1997).
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Quando os hospedeiros definitivos, membros da familia Felidae, ingerem cistos
teciduais (ou até mesmo oocistos), ocorre ndo apenas a multiplicagdo assexuada, mas
também a reproducdo sexuada no epitélio intestinal. Ap6s uma série de merogonias,
ocorre entdo a gamogonia resultando na produgdo de oocistos ndo esporulados. Em
seguida, a membrana da célula epitelial parasitada se rompe liberando o oocisto no
l[imen intestinal e consequentemente nas fezes. No meio externo, em condigdes
adequadas de temperatura e umidade, ocorre a esporogonia. Apds a esporulacdo o
oocisto torna-se infectante contendo dois esporocistos cada um com quatro esporozoitos

em seu interior (Dubey et al., 1970).

Classicamente, o consumo de carne crua ou mal cozida tem sido descrito como
importante fator de risco para a toxoplasmose em humanos (Bonametti et al., 1997; El-
Nawawi et al., 2008). Entretanto, além dos bradizoitos presentes nos cistos teciduais, os
esporozoitos e os taquizoitos também sdo infectantes. Os oocistos, eliminados em
grandes quantidades pelos felideos, sdo responsaveis pela contaminacdo ambiental.
Sendo assim, o contato com o0 solo ou a ingestio de agua ndo tratada sdo
corriqueiramente identificados na literatura como fatores de risco (Cenci-Goga et al.,
2011). Os taquizoitos, circulantes na fase aguda da infeccdo, sdo capazes de atravessar a
placenta estando assim envolvidos na transmissdo vertical (ou congénita) da

toxoplasmose (Tenter et al., 2000).

1.2. ESTRUTURA POPULACIONAL E VIRULENCIA DE CEPAS DE T. gondii

T. gondii foi considerado por muito tempo um organismo de estrutura genética
populacional clonal (Howe e Sibley, 1995). Os primeiros estudos com cepas do T.
gondii foram geografica e numericamente restritos. As conclusdes apontaram para a
existéncia de trés linhagens clonais, definidas como Tipo I, Il e Ill, que possuem uma

pequena divergéncia genética entre si, inferior a 2% (Dardé, 2008). Na Europa e
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América do Norte a maioria dos isolados, tanto de humanos como de animais
domeésticos, pertencem a uma dessas trés linhagens clonais. Entretanto, esse panorama
mudou a partir do momento em que se ampliaram o numero de isolados e de
marcadores analisados para a genotipagem, independente da metodologia utilizada
(PCR-RFLP ou microssatélites). Em 2006, Ferreira e colaboradores descreveram na
andlise genética de isolados do Brasil um padréo distinto da distribuicdo clonal. Outros
estudos realizados com isolados de toda a América do Sul tém confirmado as
divergéncias destes com as populagdes de T. gondii da Europa e América do Norte
(Khan et al., 2006; Carneiro et al., 2013; Silva et al., 2014, Shwab et al., 2014). Essas
cepas de gendtipo ndo clonal sdo denominadas de atipicas. Atualmente, observa-se de
maneira geral que a diversidade genética do parasito segue uma distribuicdo geografica.
Enquanto alguns poucos gendtipos dominam o hemisfério Norte, no hemisfério Sul
centenas de gendtipos coexistem. Apesar de nenhum desses serem notavelmente
dominantes sobre os demais, alguns genétipos ocorrem com uma frequéncia relativa
mais elevada (Shwab et al., 2014). No Brasil, por exemplo, quatro genétipos de ampla
circulacédo e descritos em diferentes hospedeiros foram propostos como sendo linhagens
clonais brasileiras. Essas linhagens foram denominadas BRI, BRII, BRIII e BRIV e séo

distintas das linhagens arquétipas tipo I, Il e 111 (Pena et al., 2008; Dubey e Su, 2009).

Paralelamente aos avan¢os no entendimento da estrutura genética populacional de T.
gondii, questdes acerca de sua viruléncia vém sendo esclarecidas. Classicamente, cepas
clonais tipo | sdo associadas ao fenotipo virulento, sendo letais em camundongos,
enquanto cepas tipo Il e Ill sdo consideradas avirulentas por evoluirem para uma
infeccdo crénica com a producdo de cistos teciduais (Howe e Sibley, 1995). Porém
essas associa¢fes ainda ndo sdo claras quando se tratam de gendtipos atipicos.

Usualmente observa-se viruléncia elevada nas cepas atipicas. No estado de Minas
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Gerais, menos de 10% das cepas atipicas obtidas de humanos e animais domésticos
foram classificadas como avirulentas para camundongos (Carneiro et al., 2013; Silva et

al., 2014).

A aplicacdo da genética cléssica na analise da viruléncia revelou que essa caracteristica
é estavel, herdavel e determinada por relativamente poucos loci. Cruzamentos genéticos
entre cepas clonais virulentas do tipo | e avirulentas do tipo Il foram feitos para
identificar os genes responsaveis pela maior viruléncia observada no genotipo | (Saeij et
al., 2006; Taylor et al., 2007; Khan et al., 2009). Foram identificados polimorfismos em
algumas proteinas pertencentes as organelas do complexo apical: micronemas, roptrias e
granulos densos. Essas proteinas, especialmente ROP5, ROP16, ROP18 e GRA15, tém
sido identificadas como importantes fatores de viruléncia. Foi demonstrado, em modelo
animal, que proteinas de cepas pertencentes a tipos genéticos distintos I, 11 ou IlI
possuem capacidade diferente de modular as vias pro-inflamatérias da célula hospedeira

(Melo et al., 2011).

De maneira indireta, a viruléncia de determinado isolado pode ser avaliada também
pelas alteracdes patoldgicas causadas durante a infeccdo. Os estudos de patogénese
focam principalmente na infeccdo primaria em modelo animal usando isolados da
América do Norte e Europa. De forma geral, segundo Dubey e colaboradores (1997),
infeccBes experimentais letais em camundongos sdo decorrentes de enterite quando a
morte ocorre na primeira semana, ou pneumonite quando ocorre a partir da segunda.
Apo6s quatro semanas, ja na fase crbénica da infeccdo, a encefalite é o principal
acometimento. Camundongos inoculados com cepas do tipo | apresentam danos
sistémicos, independente da linhagem de camundongo e da rota de infeccdo. Nesses
casos, o figado é o principal 6rgao afetado, com aumento do volume de hepatdcitos,

degeneracdo hidropica, esteatose e perda da arquitetura sinusdide, associado a
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infiltracdo celular e focos de necrose coagulativa (Mordue et al. 2001). Acredita-se que
a destruicdo tecidual em infecgdes experimentais com cepas do tipo | &,
primordialmente, causada pelo parasito, uma vez que as lesbes sdo associadas a alta
carga parasitaria (Howe e Sibley 1995; Melo et al., 2011). Em contrapartida, a
patogenicidade de cepas clonais do tipo Il depende de outros fatores como genética do
hospedeiro, dose e rota de infeccdo. Infec¢do oral com indculo de alta dose (100 cistos)
da cepa avirulenta ME49 (clonal do tipo Il) em camundongos susceptiveis C57BL/6
acarreta em uma resposta imunolégica pré-inflamatoéria do tipo Thl exacerbada que
culmina com a morte dos camundongos por uma ileite fulminante. As lesGes intestinais
sdo caracterizadas por infiltrados mono e polinucleares na ldmina préopria e nas camadas
submucosa e muscular, além de destruigdo das vilosidades e hemorragias que levam a
100% de letalidade dos animais (Liesenfeld et al. 1996). Essas alteracdes no ileo séo
pouco expressivas no modelo BALB/c, linhagem resistente ao T. gondii (Fux et al.,

2003).

Recentemente, Pinheiro e colaboradores (2015) estudaram as alteracdes patoldgicas em
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados pela via oral com 10 cistos de trés cepas
de gendtipos atipicos isoladas de recém-nascidos no Estado de Minas Gerais. Os
camundongos C57BL/6 exibiram um padrdo inflamatério mais extenso e intenso. O
figado e o pulméo foram os 6rgdos mais afetados, independente das cepas utilizadas. As
alteracdes no ileo foram discretas. Os autores acreditam que isso possa estar relacionado

a baixa dose do indculo.

Fica claro portanto, que além das caracteristicas intrinsecas do parasito, outros fatores
afetam o curso da infecgdo, dentre eles a carga parasitaria, 0 background genético do

hospedeiro e também o seu estado imunologico (Montoya e Liesenfeld, 2004).
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1.2. RESPOSTA IMUNE CONTRA T. gondii

Durante a fase aguda da infecgdo, T. gondii induz uma resposta imune pro-inflamatoria
potente e bem descrita na literatura (Denkers e Gazzinelli, 1998; Liesenfeld 2002;
Filisetti e Candolfi, 2004; Denkers et al., 2004; Buzoni-Gatel et al., 2006; Pifer e
Yarovinsky, 2011; Munoz et al., 2011; Yarovinsky 2014). Como mencionado
anteriormente esse parasito é mais comumente adquirido através da ingestéo de cistos
teciduais ou mesmo oocistos. Dessa forma, o epitélio intestinal é a primeira linha de
defesa contra T. gondii (Buzoni-Gatel et al., 2006). Os fibroblastos e as células epiteliais
intestinais secretam quimiocinas (como CXCL1 e CXCL2) que recrutam neutrofilos,
sendo estas as primeiras células a chegar ao local de infec¢cdo e exercerem a sua fungédo
classica de fagocitose e liberacdo de moléculas microbicidas degradativas (Denkers et
al., 2004). A secrecdo de quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5 pelos
neutréfilos atraem outras células de defesa como células dendriticas (DCs) e
macréfagos (Denkers et al., 2004). O reconhecimento do parasito pelas células
dendriticas ocorre principalmente via receptor do tipo Toll (TLR) 11 e também TLR12.
O TLR11 reconhece uma proteina denominada profilina que é liberada pelo parasito por
mecanismos desconhecidos. O TLR7 e TLR9 tém sido implicados no reconhecimento
de RNA e DNA de T. gondii respectivamente. TLR2 e TLR4 estdo envolvidos na
deteccdo do glicosilfosfatidilinositol (GPI) do parasito durante a infeccdo (Yarovisky

2014).

As DCs sdo as maiores produtoras de IL-12 na infec¢do por T. gondii polarizando a
resposta adaptativa preferencialmente para o tipo Thl (Denkers et al., 2004). A citocina
IL-12 possui importancia crucial na ativacdo das células natural killer (NK), que
passam a produzir IFN-y, bem como no direcionamento da proliferacdo de células

TCD4" tipo Thl e TCD8" citotoxicas que, por sua vez, também produzem IFN- y (Pifer
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e Yarovinsky, 2011). A principal fonte de IFN-y durante a infeccdo aguda s&o as células
NK (Gazzinelli et al., 1993). IFN-y possui numerosas atividades bioldgicas, incluindo:
ativacdo de macrdfagos e células NK, indugdo de expressdo principalmente de MHC
tipo Il e inibicdo da resposta do tipo Th2 através da inibicdo da sintese de IL-4 e
inducdo da expressdo de receptores de IL-12 nas células T (Filisetti e Candolfi, 2004).
IFN-y também desempenha um papel importante na inducdo da conversdao dos
taquizoitos em bradizoitos, além de suprimir a conversao dos bradizoitos novamente em
taquizoitos durante a fase cronica (Filisetti e Candolfi, 2004). Outra forma importante
de controle do parasito é a inducdo da sintese de GTPases relacionadas a imunidade
(IRG) em células ativadas por IFN-y. O mecanismo de acdo desta familia de enzimas
envolve adesdo e ruptura da membrana do vactolo parasitéforo, resultando na
destruicdo do parasito (Taylor et al., 2007). Altos niveis de IFN-y estdo relacionados
com imunopatologia intestinal em camundongos susceptiveis C57BL/6 (Filisetti e
Candolfi, 2004). A neutralizagdo de IL-12 em camundongos infectados com T. gondii
resulta na diminui¢do da producdo de IFN-y e aumento da susceptibilidade a infec¢do

aguda devido a proliferacdo dos parasitos (Denkers e Gazzinelli, 1998).

Os macréfagos infectados também sdo importante fonte de IL-12 nos momentos iniciais
da infeccéo e esta citocina atua nas células NK e mais tarde nas células T, promovendo
a producdo de IFN-y. Esta citocina por sua vez, € sabidamente o maior indutor da
ativacdo cléssica dos proprios macrofagos e atuam em sinergia com TNF-a endogeno.
Os mondcitos inflamatdrios migram do sistema circulatério para a lamina propria onde
expressam mecanismos efetores antimicrobianos que controlam a infec¢do (Mufioz et
al., 2011). Macrofagos ativados fagocitam e destroem os parasitos pela liberacdo de
enzimas lisossomais, intermediarios reativos de oxigénio (ROI) e 6xido nitrico (NO)

(Gazzinelli et al., 1996). O oxido nitrico é produzido nestas condi¢Bes pela enzima
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INOS, que ¢ ativada em resposta a citocinas pro-inflamatoérias como IFN-y, TNF-a e IL-
1. NO é microbicida, pois inibe enzimas mitocondriais e nucleares essenciais ao
parasito. A producgéo exacerbada de NO na fase aguda da infec¢do controla o parasito,
porém contribui para a patologia associada com o aumento de citocinas pro-

inflamatdrias (Khan et al., 1997).

A apresentacdo de antigenos aos linfocitos TCD4" e TCD8" por macréfagos e DCs
ocorrendo em um ambiente de IL-12 e IFN-y, descrito anteriormente, induz a
diferenciacdo do fenotipo Thi efetor (Correa et al., 2007). Tanto os linfécitos Thl CD4"
auxiliadores e CD8" citotoxicos sdo essenciais para uma imunidade protetora e
sobrevivéncia durante a infecgdo cronica (Denkers et al., 2004). Essas células séo fontes
criticas de IFN-y durante a fase cronica (Gazzinelli et al., 1992). Enquanto linfécitos
TCD4" sdo importantes na regulagdo da resposta imune através da producéo de 1L-12,
os linfocitos TCD8" tém um papel efetor principal contra o parasito por sua atividade
citotoxica contra células infectadas. TCD4" atuam na induc&o, geracio e manutengio de
células TCD8" ativas e funcionais nas infeccbes persistentes (Sabauste et al., 1991;

Denkers et al., 2004).

Aspectos da resposta Th17 ainda estdo sendo elucidados. Sabe-se que o recrutamento
inicial de neutréfilos é dependente da sinalizacdo via receptor de 1L-17 e que a producdo
de IL-17 pelas células NK é desencadeada pela citocina IL-6 (Kelly et al., 2005; Gaddi
e Yap 2007; Passos et al., 2010). A participacdo da citocina I1L-17 na toxoplasmose
ainda é controversa na literatura. Alguns autores afirmam a sua contribuicdo no
desenvolvimento da imunopatologia intestinal (Guiton et al., 2010; Benevides et al.,
2013; Cortez et al., 2014) enquanto outros excluem essa possibilidade (Mufioz et al.,

2009).
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A resposta inflamatoria é controlada por citocinas regulatérias ou modulatorias. A
citocina IL-10 desempenha um papel critico nessa regulacdo (Gazzinelli et al., 1996).
IFN-y, IL-1B, IL-6 e TNF-a, assim como inibi¢do da secrecdo de moléculas efetoras
como NO e ROI. O efeito da IL-10 € potencializado pela a¢do da citocina IL-4
(Gazzinelli et al., 1992). Por sua vez, TGF-$ é também importante na protecéo contra
ileite por inibir a producdo de IFN-y, TNF-o e IL-12 por células TCD4" intestinais e

reduzir a sintese de NO pelos macrofagos efetores (Buzoni-Gatel et al., 2006).

Apesar de altamente efetiva, a resposta pré-inflamatdria desencadeada durante a
infeccdo ndo é suficiente para eliminar o parasito. Pelo contréario, muitas das vezes um
balanco é alcangado, no qual T. gondii e hospedeiro mantém um equilibrio que pode
permanecer estavel por toda a vida do hospedeiro (Denkers et al., 2004). Sabe-se
também que quando a infeccdo crénica progride, os niveis das citocinas pro-
inflamatorias IL-6, IL-1, TNF-a ¢ IFN-y reduzem enquanto da IL-10 aumenta (Denkers
e Gazzinelli, 1998). O requerimento absoluto de IFN-y para sobrevivéncia do
hospedeiro durante a infeccdo cronica é bem estabelecido na literatura assim como a
importancia de TCD8", porém a atividade citotoxica parece ser menos importante que

aquela relacionada a producdo de IFN-y (Denkers e Gazzinelli, 1998).
1.3. MECANISMOS MODULATORIOS INDUZIDOS PELO PARASITO

T. gondii exibe tanto efeitos indutivos quanto supressivos no sistema imune. Essa dupla
propriedade provavelmente contribui para o notavel sucesso do parasito em infectar
humanos e animais em todo o mundo (Denkers et al., 2004). Mas apesar dos diversos

pontos em comum na resposta imune experimental induzida pela infec¢éo por T. gondii,
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tem sido observadas variagdes decorrentes de diversos fatores, dentre eles a cepa do

parasito utilizada (Yap et al., 2006).

Em momentos iniciais da infeccdo, as cepas clonais do tipo | ndo ativam a resposta pro-
inflamatoria. GRAL5 é uma proteina secretada por granulos densos do parasito capaz de
ativar NF-kp que, dentre outros, inibe a apoptose, aumenta o recrutamento celular e
induz a produc&o e liberagdo de IL-12. Porém, o alelo do tipo | de GRA15 resulta numa
proteina truncada e nao funcional, permitindo uma infeccéo silenciosa sem a ativagéo de
NF-kp (Rosowski et al., 2011). Associado a isso, nas cepas do tipo I, a proteina ROP16
(tirosina quinase) induz a ativagéo persistente das vias STAT3 e STAT6, reduzindo a
producédo de mediadores da inflamag&o como IL-12, IL-1 e IL-6 (Saeij et al., 2007). As
cepas do tipo I, aléem da capacidade de reduzir a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias, também expressam os alelos da proteina ROP5 associados a uma maior
viruléncia. Essa proteina € uma pseudoquinase envolvida na regulagdo da transducéo de
sinal intracelular (Behnke et al. 2011, Reese et al., 2011). Por fim, a serina treonina
quinase denominada ROP18 do tipo I, fosforila IRGs blogueando o seu recrutamento
para o vacuolo parasitoforo, que é um requerimento para a destruicdo do parasito,
permitindo dessa forma um crescimento descontrolado de T. gondii (Fentress et al.,
2010). Entretanto, com o decorrer da infeccdo, algumas proteinas conservadas e
secretadas pelas células infectadas, como profilina e ciclofilina-18, sdo reconhecidas
pelas DCs desencadeando uma ativagéo tardia de NF-xf e produgado de IL-12 que ativa
NK e celulas T a produzirem IFN-y (Aliberti et al., 2000). O atraso na inducgdo da
resposta imune resulta no comprometimento da sobrevivéncia do hospedeiro que ja se

encontra com elevada carga parasitaria.

Assim como nas cepas do tipo I, as do tipo Ill secretam GRA15 e ROP16 que néo

ativam NF-xf e induzem uma ativacdo persistente de STAT3/6 respectivamente,
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limitando a producdo inicial de citocinas pré-inflamatorias (Saeij et al., 2007, RosowskKi
et al., 2011). Por outro lado, esses parasitos expressam uma forma inativa de ROP18,
sendo, portanto, incapazes de evitar a morte intracelular mediada por IRGs (Fentress et
al., 2010). Neste caso, a producdo de 1L-12 pelas DCs desencadeia uma resposta do tipo
Th1, que é suficiente para controlar o aumento da carga parasitaria e induzir a formagéo
de cistos, permitindo uma infec¢do cronica. ROP5;, também estd relacionada com

elevada viruléncia.

Cepas tipo Il do parasito, por outro lado, sdo bastante eficazes na ativacdo da resposta
inflamatéria no inicio da infecgdo. Esses parasitos expressam a forma funcional da
proteina GRAL15, que é capaz de ativar NF-kp nas células infectadas (Rosowsky et al.,
2011), e uma forma menos funcional de ROP16 que permite apenas uma ativagdo
transitoria de STAT3/6 (Saeij et al., 2007). Como consequéncia é observada uma
producdo macica de citocinas pré-inflamatdrias no momento inicial da infeccdo. Este
ambiente induzido pelo parasito modula a ativacdo de diversos subtipos de células T,
principalmente direcionando a resposta para o tipo Thl (Denkers e Gazzinelli, 1998). A
expressao intracelular dos alelos ROP5,, esta associada com menor viruléncia (Behnke
et al.,, 2011, Reese et al., 2011), porém animais susceptiveis morrem devido a ileite
grave (Liesenfeld et al., 1996). As ROP18 do tipo Il ndo sdo capazes de fosforilar IRGs
e dessa forma os mecanismos de destruicdo do parasito nos vacuolos parasitoforos

permanecem ativos (Fentress et al., 2010).

1.4. REINFECGAO PELO T. gondii

Na toxoplasmose humana e experimental ocorre a persisténcia de linfocitos T de
memoria, que provavelmente é mantida pela ruptura ocasional de cistos intracelulares e

talvez por infeccOes recorrentes atraves de alimentacdo. Os anticorpos anti- T. gondii
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permanecem detectaveis durante toda a vida do hospedeiro (Filisetti e Candolfi, 2004).
Esses fatores imunoldgicos, em conjunto, seriam importantes para proteger o individuo

primoinfectado de um evento subsequente de reinfeccao (Buzoni-Gatel et al., 2006).

Entretanto existem relatos na literatura de casos de toxoplasmose congénita em
mulheres imunocompetentes na fase cronica da infeccdo, sugerindo a possibilidade de
reinfeccdo em humanos. Fortier e colaboradores (1991) relatam um caso de uma
gestante que apresentava niveis positivos e estaveis de IgG especificos anti- T. gondii e
teve um aborto espontdneo com causa atribuida a reinfec¢do pelo parasito. Relatos de
caso similares foram feitos posteriormente, entretanto, com criangas a termo
apresentando toxoplasmose congénita sintoméatica com retinocoroidite (Hennequim et
al., 1997; Gavinet et al., 1997; Silveira et al., 2003; Valdes et al., 2010) ou mesmo

doenca disseminada (Lebas et al., 2004).

Elbez-Rubinstein e colaboradores (2009) descreveram um relato de caso de
toxoplasmose congénita disseminada em um recém-nascido de uma mae francesa
imunocompetente e soropositiva para toxoplasmose alguns anos antes da concepcdo. O
parasito foi isolado do sangue periférico do recém-nascido com oito dias de vida através
de bioensaio em camundongos. Essa cepa foi descrita como virulenta para
camundongos e caracterizada como atipica, possuindo um genotipo bastante incomum
na Franca. Neste pais, 96% dos casos de toxoplasmose congénita sdo decorrentes de
infeccbes com cepas clonais do tipo Il. A infeccdo provavelmente ocorreu devido a
ingestdo de carne de cavalo mal cozida importada, como relatado pela gestante. Os
autores concluem que a presenca de 1gG especifico residual nem sempre é sinénimo de

protecdo contra o T. gondii.

13



Introdugdo

Apbs a descoberta da variabilidade genética do parasito, alguns estudos tentam
compreender 0 quanto a infeccdo por uma cepa € capaz de proteger contra outra, no que
pode ser denominada “imunidade heterologa”. Portanto, esses trabalhos derrubam o
paradigma de que a imunidade desenvolvida pela infec¢do inicial protege contra

infeccdes futuras (Jensen et al., 2015).

1.4.1. MODELOS EXPERIMENTAIS DE REINFECCAO

Alguns modelos experimentais foram propostos para verificar a ocorréncia da
reinfeccdo. Dao e colaboradores (2001) demonstraram a reinfeccdo em camundongos
OF1 infectados e desafiados pela via oral utilizando cepas clonais. Entretanto, a
reinfeccdo ocorreu apenas quando o desafio foi realizado com uma cepa de genotipo

diferente daquele da cepa utilizado na primoinfeccéo.

Freyre e colaboradores (2004) avaliaram a reinfec¢do em ratos Wistar primoinfectados,
pela via intraperitoneal, com cepas clonais (tipo I) e desafiadas com cistos ou oocistos
de cepas pertencentes a diferentes genétipos. Nesse modelo, a primoinfeccédo foi capaz
de proteger os animais da reinfeccdo somente quando o desafio foi realizado com
algumas cepas de genoétipo clonal tipo Il. Porém, em outras cepas desse mesmo

gendtipo (tipo Il) foi verificada a reinfeccao.

Dziko e colaboradores (2006) utilizaram como modelo camundongos BALB/c
infectados intraperitonealmente com cistos de uma cepa clonal tipo Il e desafiados,
também intraperitonealmente, com taquizoitos ou cistos de uma cepa clonal tipo 1. Foi
verificado que a infeccdo priméria protegeu os camundongos desafiados com uma dose
letal de taquizoitos, mas ndo preveniu a reinfeccdo. Esta foi demonstrada pela

parasitemia e forte resposta imune sorologica.
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Em 2009, ap0s ter isolado a cepa responsavel pela infecgdo congénita em uma gestante
IgG positiva, Elbez-Rubinstein e colaboradores (2009) testaram a hipotese de reinfecgdo
em um modelo animal. Eles primoinfectaram camundongos através de indculo oral de
20 cistos com uma cepa clonal tipo Il que expressa GFP, e desafiaram com a cepa
recém-isolada atipica (20 cistos pela via oral), um ou quatro meses apés a
primoinfec¢cdo. A confirmacdo da reinfeccdo foi feita apos seis semanas pela observagédo
de cistos ndo corados no cérebro e através de PCR. Os resultados demonstraram que a
reinfeccdo ocorreu em 10 dos doze animais desafiados, independente do tempo de

primoinfeccéo.

Franco e colaboradores, em 2011, avaliaram a transmissdo vertical de T. gondii no
roedor Calomys callosus apds reinfeccdo experimental com cepas heterélogas. Os
animais foram primoinfectados pela via oral com a cepa avirulenta ME49 (clonal tipo
I1) e desafiados, ja no primeiro dia de gestacdo, com 100 taquizoitos da cepa RH (clonal
tipo 1). Foram observados parasitos na placenta, porém ndo nos tecidos fetais, indicando
que a primoinfeccdo preveniu a transmissdo congénita nestas condi¢cbes. Em 2015,
Franco e colaboradores repetiram 0s experimentos, porém, realizaram o desafio com
cepas atipicas. Os autores identificaram a presenca de parasitos tanto da cepa da
primoinfeccdo (clonal tipo IlI) quanto de cepas atipicas nos fetos dos animais
reinfectados. Os autores concluiram que durante a gestacdo a protecdo contra o T.
gondii pode ser alterada particularmente quando cepas nao clonais estdo envolvidas

NEesSe Processo.

Jensen e colaboradores (2015) estudaram camundongos C57BL/6 cronicamente
infectados com uma cepa tipo Il (10* taquizoitos inoculados intraperitonealmente)
submetidos ao desafio 30 dias apds a infecgdo priméaria. O desafio foi feito com indculo

intraperitoneal de taquizoitos de diferentes cepas atipicas. Eles observaram que a
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infeccdo priméaria ndo protegeu contra a maioria dos desafios. No cérebro dos animais
desafiados sobreviventes foi verificada a presencga simultanea da cepa da primoinfecgéo
e da cepa do desafio. Os autores hipotetizaram que essas evidéncias poderiam estar
relacionadas com a estrutura populacional ndo clonal de T. gondii na América do Sul.
Nessa regido a maioria dos isolados séo letais numa primoinfecgcdo, mas acredita-se que
ndo seriam letais num evento de reinfeccdo. Isso proporcionaria a presenca de duas
cepas em uma mesma presa e, consequentemente, facilitaria a ocorréncia de

recombinacéo nos felideos, dessa forma ampliando a diversidade genética da espécie.

A reinfeccdo experimental em camundongos com cepas atipicas tem sido estudada pelo
nosso grupo. Utilizando um modelo no qual tanto a infecgdo primaria quanto o desafio
foram realizados pela via oral, Branddo e colaboradores (2009) demonstraram que as
taxas de reinfeccdo aumentam com o passar do tempo da infeccdo primaéria.
Provavelmente essa diferenca se deva ao aumento dos niveis de 1L-10 em relacdo ao
IFN-y comparando animais cronicamente infectados pela cepa D8 (atipica) com 45 e
180 dias de infeccdo. Essa cepa foi utilizada na primoinfeccdo e as citocinas
quantificadas em cultura de esplendcitos estimulados com antigeno de T. gondii. Os
autores encontraram ainda diferencas nas taxas de reinfeccdo dependendo da cepa
utilizada no desafio. A confirmacdo da reinfeccdo se deu através do bioensaio i.p. do
cérebro dos animais sobreviventes seguido de PCR-RFLP do DNA extraido dos
taquizoitos recuperados do peritdnio. No grupo de camundongos infectados pela cepa
D8 e desafiados pela cepa atipica CH3 (D8+CH3) ndo foi demonstrada reinfeccdo
quando o desafio ocorreu 45 dias apos a infeccdo primaria. No caso do desafio com a
cepa atipica EGS (D8+EGS), a reinfeccgdo foi confirmada em 75% dos casos. Quando o
desafio foi realizado ap6s 180 dias da infecgdo primaria a reinfeccéo foi confirmada em

66,7% dos casos no grupo D8+CH3 e em 100% no grupo D8+EGS. Os autores
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avaliaram ainda a producdo de anticorpos e observaram um pequeno aumento, porem
significativo, de IgA e IgG1 séricos no 180° dia apds a infeccdo (dpi) em relacdo ao 45

dpi.

Posteriormente os experimentos de desafio apds 45 dias da infecgdo priméria foram
repetidos, porém comparando camundongos resistentes da linhagem BALB/c aos
camundongos C57BL/6 susceptiveis (Brandédo et al., 2011). Em C57BL/6 as taxas de
reinfeccdo foram maiores e a producéo das citocinas IFN-y e IL-10 foi menor do que
nos BALB/c, ressaltando que a ocorréncia de reinfeccdo também é dependente do
background genético do hospedeiro. Por fim, também foi demonstrado pelo nosso grupo

gue a imunossupressdo aumenta as taxas de reinfeccdo (Silva et al., 2012).

Apesar dos avancos e contribuicdes do nosso grupo ainda restam diversas questdes a
serem respondidas nesse modelo, tanto aquelas relacionadas ao parasito quanto as
envolvidas na resposta imune do hospedeiro. Podemos citar, por exemplo, como se da a
disseminacdo da cepa durante a reinfeccdo em um hospedeiro imune, qual seria a
participacdo das proteinas de viruléncia no processo de reinfec¢do, o que ocorre na
resposta imune do hospedeiro durante o processo e quais as alteracdes sofridas pelo

hospedeiro reinfectado, dentre outras.
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2. JUSTIFICATIVA

T. gondii apresenta grande importancia na transmissao congeénita, sendo responsavel por
abortos, natimortos e mortalidade neonatal. Esse parasito ¢ modelo para diversos
estudos em imunologia e nesse campo existe um paradigma estabelecido de que a
infeccdo prévia por T. gondii protege 0 hospedeiro em uma subsequente reexposicao
devido a geracdo de uma memdria imunoldgica protetora. Contudo, apos relatos de
casos que identificaram a reinfeccdo natural em humanos, alguns modelos animais de
reinfeccdo tém sido estudados. A maioria deles se baseia no estudo com cepas clonais
da América do Norte e Europa. Entretanto, o Brasil € sabidamente uma regido com
extensa diversidade genética e alta prevaléncia do parasito. Esses dois fatores juntos,
sugerem que as chances de reexposicdo do hospedeiro a uma cepa do parasito
geneticamente distinta sdo maiores nessa regido do que em outras partes do mundo.
Esse fato torna-se especialmente importante no caso de gestantes positivas para 19G
anti- T. gondii que atualmente tem o risco de toxoplasmose congénita descartado pela
maioria dos médicos ginecologistas. Apesar da confirmacao experimental da reinfeccdo,
pouco se sabe sobre os eventos que ocorrem nos momentos iniciais ap6s o desafio com
uma nova cepa, nem o que diz respeito a resposta do hospedeiro, ou ao comportamento
de disseminacdo do parasito. Como a possibilidade de transmissdo congénita existe
justamente na fase aguda da infeccéo, € de suma importancia aprimorar o conhecimento
dos mecanismos de reinfeccdo nos momentos iniciais apos o desafio. A compreensdo
desses eventos poderdo ser extrapolados para a histdria natural da doenga promovendo
o conhecimento para o desenvolvimento futuro de ferramentas terapéuticas e

profilaticas para a toxoplasmose.

Além disso, conhecer a variabilidade de fatores de viruléncia em cepas brasileiras de

gendtipo recombinante assim como as suas implicagdes nos eventos de reinfeccdo pode
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auxiliar no entendimento da estrutura populacional do parasito na América do Sul e
permitindo uma associacao da maior gravidade das manifestagdes clinicas em pacientes

deste continente.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a dindmica da reinfeccdo por T. gondii e as suas consequéncias patoldgicas e
imunolégicas em um modelo experimental agudo de camundongos reinfectados com

cepas atipicas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar diferencas biologicas no hospedeiro murino ap6s o desafio com diferentes
cepas de T. gondii, utilizando como parametros a mortalidade, a variacdo no peso

corporal, 0 numero de cistos cerebrais nos grupos controle e experimentais.

- Verificar a presenca de DNA de T. gondii cepa-especifica em diferentes orgaos
(pulma@o, cérebro e intestino) dos camundongos a fim de estabelecer a dindmica de
disseminacéo do parasito ap6s o desafio e a possivel ocorréncia de reinfeccdo localizada

ou sistémica.

- Verificar as possiveis alteracdes patologicas no ileo, pulmdes, baco, figado e cérebro
dos camundongos experimentalmente infectados e reinfectados com diferentes cepas de

T. gondii.

- Quantificar as citocinas IL-4, IL-6, 1L-10, IL-12 p70, IL-17, INF-y, TNF-a e TGF-B

no intestino dos animais desafiados e controle 48 horas ap6s o desafio.

- Quantificar a cinética das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, INF-y, TNF, IL-17A e IL-10 no

soro dos animais desafiados e controle.

- Caracterizar os alelos de quatro genes codificadores das proteinas (ROP5, ROP16,
ROP18 e GRAL5) relacionadas a viruléncia nas cepas atipicas utilizadas neste modelo
de reinfecgéo e associar o tipo da proteina ao perfil da resposta imune induzida in vivo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. CAMUNDONGOS

Fémeas de camundongos BALB/c, de 6 a 8 semanas, foram utilizadas neste trabalho
tanto para a manutencdo das cepas de T. gondii quanto para 0s experimentos de
reinfeccdo. Os camundongos foram obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB-
UFMG e mantidos no biotério do Departamento de Parasitologia ICB-UFMG. Todos 0s
animais utilizados nesse experimento foram tratados com o anti-helmintico Sulfoxido
de Albendazol (Ouro Fino Saude Animal LTDA) na concentracdo de 0,6 pg/mL
disponibilizado em bebedouro por 24 horas duas semanas antes do inicio do
experimento. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da UFMG, protocolo nimero 348/2012 (Anexo 1).

4.2. CEPAS DE T. GONDII

Neste estudo foram empregadas trés cepas de T. gondii que possuem genotipos atipicos
e distintos entre si. A viruléncia das cepas foi definida em estudos anteriores através do
indculo gradual de 10° a 10° taquizoitos intraperitonealmente, de acordo com os
critérios de classificacdo definidos por Ferreira e colaboradores (2001). A genotipagem
das cepas foi realizada recentemente por Silva e colaboradores (2014) através da técnica
de PCR-RFLP utilizando 11 marcadores padronizados internacionalmente (Su et al.,

2006).

A cepa D8 foi isolada de um céo eutanasiado no Centro de Controle de Zoonoses de
Belo Horizonte no ano 2000. E uma cepa classificada como avirulenta (Brandéo et. al.,
2006), uma vez que se observou a sobrevivéncia da totalidade dos animais infectados,
independente da dose de taquizoitos inoculados. Esta cepa possui o genétipo ToxoDB

#8 (Silva et. al., 2014) que foi descrito por Pena e colaboradores (2008) como sendo um
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genotipo clonal brasileiro denominado Brlll. Atualmente, de acordo com o banco de
dados online ToxoDB (www.toxodb.org), esse mesmo genétipo ja foi descrito em
varias regides do pais e em diferentes hospedeiros: galinhas, gatos, porcos, capivaras,
cachorros, gambas, ovelhas e, inclusive, em recém-nascidos infectados pela via

congénita (Carneiro et al., 2013).

A cepa EGS foi isolada de liquido amni6tico de um caso de toxoplasmose congénita no
Hospital das Clinicas da UFMG no ano de 1998 (Vidigal et al., 2002) e foi caracterizada
como virulenta por possuir a dose letal para 100% dos animais infectados
correspondente  a  10° taquizoito em  camundongos  experimentalmente
infectados(Ferreira et al., 2001). Essa cepa possui 0 genétipo ToxoDB #229 (Silva et
al., 2014). Até o momento ndo foi encontrado nenhum outro isolado de T. gondii

possuindo esse mesmo genotipo na literatura e no ToxoDB.

A cepa CH3 foi isolada de galinha caipira da zona metropolitana de Belo Horizonte no
ano 2000. Essa cepa possui viruléncia intermediaria, uma vez que foi verificada a
sobrevivéncia de um animal com inoculo de 10° taquizoitos (Brand&o et al., 2006), e
gendtipo ToxoDB #19 (Silva et al., 2014). Esse é um gendtipo bastante frequente no
Brasil. De acordo com o ToxoDB ja foi descrito em gatos, bovinos, capivara, galinhas,
coelhos e morcegos. Os resultados obtidos na genotipagem das cepas D8, EGS e CH3

por Silva e colaboradores (2014) estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Genotipagem através de PCR-RFLP multilocus das cepas D8, EGS e CH3 de Toxoplasma
gondii.

CEPA SAGl 5-3’SAG2 SAG2alt SAG3 BTUB GRA6 ¢22-8 c¢29-2 L358 PK1 Apico

D8 | I Il Il I I I 11 I I 11
EGS | | I I i I | | | I |
CH3 | I Il Il I I | | | U-1 |

Adaptado de Silva et al., 2014
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4.3. INFECCAO PRIMARIA E DESAFIO COM CEPAS DE T. GONDII

Os cistos utilizados na infecgéo e desafio dos animais foram obtidos de camundongos
BALB/c com um a trés meses de infeccdo de acordo com Branddo e colaboradores

(2009).

A infeccdo primaria dos animais experimentais ocorreu com 10 cistos da cepa D8. Apos
a contagem dos cistos realizou-se a diluicdo do material em PBS pH 7,2 estéril
suficiente para se obter uma concentracdo de 10 cistos em 100 pL. Esse material foi

inoculado nos animais experimentais pela via oral com o auxilio de agulha de gavagem.

A infeccdo priméria dos animais experimentais foi confirmada apds 30 dias através da
pesquisa de 1gG anti-T. gondii por ELISA em eluato de sangue em papel filtro. O
sangue foi coletado por lancetamento da cauda dos camundongos. Trés picotes de 0,5
mm de papel filtro com sangue seco foram eluidos por 30 minutos em 0,5 ml de PBS a
temperatura ambiente, resultando em uma diluicdo aproximada de 1:50 (Machado
Coelho et al., 1995). Foram incluidos em cada placa dois eluatos controle positivos e
seis eluatos negativos, previamente testados pela reacdo de imunofluorescéncia indireta

(RIFI). As placas foram incubadas a 37°C durante 45 minutos.

O delineamento experimental encontra-se representado na Figura 1. Os animais com
infeccdo cronica confirmada foram desafiados 45 dias apds a infeccdo primaria. O
desafio ocorreu com 10 cistos da cepa EGS (grupo D8+EGS), CH3 (grupo D8+CH3) ou
da propria cepa D8 (D8+D8). Esse ultimo grupo visa elucidar o comportamento do

hospedeiro frente a um novo estimulo com o mesmo repertorio antigénico.

Para um controle da infeccdo aguda promovida pelas cepas em estudo, grupos de
animais naive foram infectados com 10 cistos da cepa EGS, CH3 ou D8 e compuseram,

respectivamente, os grupos: EGS agudo, CH3 agudo e D8 agudo.
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Uma parcela dos animais cronicos ndo foi desafiada e representa o grupo controle da
infeccdo cronica, denominado D8 crénico. Esse grupo recebeu apenas 100 pL de PBS

estéril pH 7,2 pela via oral no momento do desafio.

Outra parcela de animais ndo foi infectada e nem desafiada. Esse grupo recebeu 100 pL
de PBS estéril pH 7,2 pela via oral no momento da infeccdo e/ou desafio e compuseram,

portanto, o grupo controle ndo infectado, denominado PBS.

As andlises foram realizadas no periodo de duas semanas, 0 que correspondente a fase
aguda da reinfeccdo. Nesse intervalo foram escolhidos os pontos: 48 horas, uma semana
e duas semanas apés o desafio. Foram avaliadas nesses pontos: a cinética de
disseminacdo do parasito através de ferramentas moleculares (PCR-RFLP), a resposta
imunoldgica do hospedeiro através da quantificacdo de citocinas locais (intestino) e
sistémicas (soro), e também a contagem do numero de cistos cerebrais. Os eventos
histologicos sdo subsequentes as alteracGes bioquimicas e, portanto, ndo detectaveis
num prazo muito curto apds a infeccdo. Por isso optou-se pelo maior intervalo de dias
apos o desafio no qual havia animais vivos de todos 0s grupos experimentais para a
realizacdo da avaliacdo histopatoldgica. Esse momento foi definido em estudo piloto
prévio como sendo o 9° dia apds o desafio (dados ndo mostrados). A mortalidade foi
avaliada diariamente e a pesagem dos animais a cada dois dias ao longo dos 30 dias

apos o desafio (Figura 1).
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48 horas
. PCR-RFLP nos tecidos
Dia 0 Citocinas 1o intestino e soro
Desafio Contagem de cistos cerebrais

(EGS/ CH3 /D8)
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-45 dias PCR-RFLP nos tecidos
- = 15 Citocinas no s0ro
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-45 dias . Dia 9 . Mortalidade
PBS Dia0 Histopatologia Morbidade
Infeccio

(EGS /CH3 /D8)

ouPBS 1 semana

PCR-RFLP nos tecidos
Citocinas 1o 20ro
Contagem de cistos cerebrais

Figura 1: Representacdo do delineamento experimental. As andlises moleculares por PCR-RFLP no
ileo, pulméo e cérebro foram realizadas 48 horas, uma semana e duas semanas apés o desafio (n = 7
camundongos BALB/c/grupo). A guantificacdo de citocinas no ileo foi realizada 48 horas apds o desafio
(n = 7 camundongos BALB/c /grupo). A gquantificacdo de citocinas no soro foi realizada 48 horas, uma
semana e duas semanas ap6s o desafio(n = 7 camundongos BALB/c /grupo). A contagem dos cistos
cerebrais foi realizada 48 horas, uma semana e duas semanas ap6 o desafio (n = 7 camundongos BALB/c
/grupo). A analise histopatologica foi realizada nove dias ap6s o desafio (n = 3 animais/grupo). A
mortalidade foi avaliada diariamente (n = 10 camundongos BALB/c /grupo) e a pesagem dos animais (n =
6 camundongos BALB/c /grupo) a cada dois dias durante 30 dias (representada na figura pela linha
tracejada).

4.4. CRITERIOS DE MORTALIDADE E MORBIDADE

A curva de sobrevivéncia foi realizada a partir do registro diario da mortalidade de dez
camundongos de cada grupo durante 30 dias apds o desafio conforme Pinheiro e

colaboradores (2015).

Para avaliacdo da perda de peso como critério de morbidade, seis camundongos de cada
grupo experimental foram pesados em balanca digital portatil semi-analitica de dois em
dois dias durante 30 dias a partir da data do desafio. A pesagem dos animais ocorreu

sempre no periodo matutino. Foi obtido o peso corporal individual de cada
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camundongo. No dia do desafio, dia 0, o peso de cada animal foi considerado 100%.
Nos outros dias foi calculada a porcentagem do peso em relag&o ao peso inicial no dia 0.
A comparagdo entre 0s grupos se deu através da mediana da porcentagem do peso de

cada animal em cada dia de experimento.

Para a contagem do nimero de cistos cerebrais sete animais de cada grupo foram
sacrificados por deslocamento cervical respectivamente com 48 horas, uma semana e
duas semanas apds o desafio. O cérebro foi retirado e o quarto inferior direito foi
macerado a seco em tubos de hemdlise e suspendido e homogeneizado em 250 ul de
PBS pH 7,2 estéril. A contagem dos cistos foi feita em duplicata, cada uma contendo 10
uL do material que foi examinado ao microscépio dptico entre 1dmina e laminula. Foi
considerada a média das duplicatas e o nimero de cistos totais no cérebro foi estimado a

partir desse valor.

4.5. IDENTIFICACAO MOLECULAR DA REINFECCAO E DISSEMINACAO DO PARASITO

ATRAVES DE PCR-RFLP

4.5.1. EXTRACAO DE DNA DE TECIDOS DE CAMUNDONGOS EXPERIMENTALMENTE

INFECTADOS

Sete camundongos de cada grupo experimental foram sacrificados 48 horas, uma
semana e duas semanas ap0s o desafio por deslocamento cervical e foram coletados
para analise molecular o cérebro, os pulmdes e o ileo. A quarta parte superior direita do

cérebro foi utilizada nos ensaios moleculares.

O fragmento de cérebro e os pulmdes foram armazenados a -20 °C até o momento da
extracdo de DNA que foi realizada utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification

(Promega®), com modificagdes no protocolo do produto. Apos o descongelamento dos
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Orgdos em temperatura ambiente, foi retirado um fragmento de regido aleatdria do
pulmao (aproximadamente 70 mg). Esse fragmento assim como o quarto de cérebro, foi
macerado com o auxilio de um homogeneizador de tecidos para tubos de
microcentrifuga modelo Z359971-1EA (Sigma-Aldrich®). Ao tecido macerado foram
adicionados 500 pL da solugdo de lise nucleica fornecida no kit, 100 uL. EDTA 0,5 M e
20 uL de proteinase K (20mg/mL). A suspensdo permaneceu a 55 °C overnight. Foi
adicionado 3 puL de RNAse e feita a homogeneizagao por inversdo do tubo seguida de
incubacdo de 30 minutos a 37 °C. Apds manter as amostras a temperatura ambiente por
cinco minutos, foram adicionados 200 pL de solugdo de precipitacdo de proteinas,
seguida de homogeneizacdo no vértex por 20 segundos, resfriamento no gelo por 5
minutos e centrifugacdo a 16.000 x g por 5 minutos. O DNA presente no sobrenadante
foi precipitado apos transferéncia para um novo tubo contendo 600 pL de isopropanol.
Em seguida, o precipitado foi centrifugado por 1,5 minutos a 16.000 x g, o sobrenadante
foi descartado e lavado duas vezes com etanol 70%. O tubo contendo o DNA extraido
foi mantido a temperatura ambiente por 30 minutos, reidratado com agua ultrapura para

PCR (Phoneutria®) e armazenadas a 4°C para posterior amplificacao.

O intestino foi aberto longitudinalmente, o contetdo foi retirado e a mucosa lavada em
PBS estéril pH 7,2. Foi coletado 100 mg da por¢do terminal do intestino delgado,
correspondente ao ileo, e o restante do material descartado. O intestino foi armazenado
a -80 °C até o seu processamento. O ileo foi macerado com o auxilio de um
homogeneizador de tecidos (Power Gen 125; Fisher Scientific, Pittsburgh, Pa.) em
solucdo tampdo contendo inibidores de protease (SigmaFast™) para coleta do
sobrenadante a fim de realizar a quantificagdo de citocinas, como seré detalhado no item

4.7.1. O pellet resultante deste procedimento foi lavado uma vez com PBS estéril pH
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7,2 e a extracdo de DNA se deu conforme descrito anteriormente para o pulméo e o

cérebro.

4.5.2. PADRONIZAGAO DE MARCADOR MOLECULAR PARA IDENTIFICAGAO DA CEPA

DESAFIO EM TECIDO DE CAMUNDONGOS

Dos 11 marcadores empregados na genotipagem, quatro marcadores genémicos
diferenciam a cepa utilizada na primoinfeccdo (D8) das cepas utilizadas no desafio
(EGS e CH3), sdo eles: ¢22-8, c29-2, L358 e PK1 (Silva et. al., 2014). Dessa forma, foi
realizada uma reagdo de Multiplex-Nested PCR em quatro loci segundo Su et al. (2010).
As reacOes de amplificagdo por Multiplex PCR foram realizadas em um volume final de
25 uL, contendo 2,5 uL de Tampéo 5X green (Promega®), 25 mM de MgCl,, 2,5 mM
de cada deoxinucleotideo (dJATP/dTTP/dGTP/dCTP, Invitrogen®), 5 u/uL de Taq DNA
polimerase (Promega), 25 uM de cada iniciador e 1,5 uL de DNA molde. Nos ensaios
de padronizacdo o DNA molde utilizado foi extraido do pulméo dos camundongos dos
grupos D8+EGS e D8+CH3 48 horas, uma e duas semanas ap6s o desafio. Um controle
negativo, sem DNA, foi incluido em cada reacdo. A reacdo foi feita no termociclador
Eppendorf Mastercycler Nexus, com as seguintes etapas: desnaturacdo a 95 °C por 4
minutos, seguida por 30 ciclos de: 94 °C por 30 segundos; 55 °C por 1 minuto e 72 °C

por 2 minutos.

Em seguida foram realizadas as reaces de Nested PCR para cada um dos quatro pares
de iniciadores internos, individualmente, tendo como DNA molde o produto da primeira
reacdo diluido 1:2. Esta nova PCR teve volume final de 25 pL, contendo 2,5 uL de
Tampédo 5X green (Promega), 25 mM de MgCl,, 2,5 mM de cada deoxinucleotideo
(dATP/dTTP/dGTP/dCTP, Invitrogen®), 5 u/uL de Tag DNA polimerase (Promega®),

10 uM do iniciador interno foward, 10 uM do iniciador interno reverse e 1,5uL do
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produto do Multiplex PCR diluido 1:2. A Nested PCR seguiu as seguintes etapas:
desnaturacdo a 95°C por 4 minutos, seguida por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos;
60°C por 1 minuto e 72°C por 1,5 minutos. O produto desta segunda reacdo foi
visualizado por eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% e corado com nitrato de

prata.

Os produtos da Nested PCR foram digeridos utilizando-se as endonucleases de restricdo
apropriadas (Tabela 2). As digestdes foram realizadas em um volume final de 20 uL,
contendo 3 uL do produto da Nested PCR diluido 1:5, 1 uL do tamp&o CutSMART™
(New England Biolabs) e 1 unidade de cada endonuclease de restricdo especifica (New
England Biolabs), a 37 °C, por trés horas. Ap6s a digestdo o DNA foi purificado por
extracdo com igual volume de fenol/cloroférmio (1:1), submetido a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata e fotografado. Os perfis de bandas
resultantes foram comparados com os perfis de cepas D8, EGS e CH3 individualmente
cujo DNA foi obtido de taquizoitos recuperados do exudato peritoneal de camundongos

previamente infectados.
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Tabela 2: Sequéncia de iniciadores externos e internos utilizados na Multiplex e na Nested PCR, respectivamente, assim como tamanho do fragmento de DNA obtido
e endonucleases de restricdo utilizadas para cada um dos marcadores genémicos testados.

Tamanho do fragmento
Marcadores Iniciadores Externos Iniciadores internos Enzimas de restri¢éao

(pb)

F: TGATGCATCCATGCGTTTAT F: TCTCTCTACGTGGACGCC
C22-8 521 BsmAl+Mboll
R: CCTCCACTTCTTCGGTCTCA R:AGGTGCTTGGATATTCGC

F: ACCCACTGAGCGAAAAGAAA  F: AGTTCTGCAGAGTGTCGC
C29-2 446 HpyCH41V+Rsal
R: AGGGTCTCTTGCGCATACAT R:TGTCTAGGAAAGAGGCGC

F: TCTCTCGACTTCGCCTCTTC F: AGGAGGCGTAGCGCAAGT
L358 418 Haelll+Nlalll
R: GCAATTTCCTCGAAGACAGG R: CCCTCTGGCTGCAGTGCT

F: GAAAGCTGTCCACCCTGAAA F: CGCAAAGGGAGACAATCAGT
PK1 903 Aval+Rsal
R: AGAAAGCTCCGTGCAGTGAT R: TCATCGCTGAATCTCATTGC

Adaptado de Su e colaboradores (2010).
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4.5.3. NEsTED PCR-RFLP DO Locus L358

As reacOes para amplificagdo do locus L358 foram realizadas através de Nested PCR.
As reacOes de PCR contendo os iniciadores externos foram realizadas nas mesmas
condigdes que as reaces de Multiplex descritas no item anterior. O DNA extraido do
ileo, pulmdo e cérebro foi utilizado como molde. Um controle negativo, sem DNA, foi
incluido em cada reagdo. Em seguida, foram realizadas as rea¢fes com o par de
iniciadores internos (Nested). Esta reacdo continha volume final de 25 uL, contendo 2,5
uL de Tampdo 5X green (Promega), 25 mM de MgCl,, 25 mM de cada
deoxinucleotideo (dATP/dTTP/dGTP/ACTP, Invitrogen®), 5 u/uL de Tag DNA
polimerase (Promega®), 10 uM de cada iniciador e 1,5 uL do produto da PCR realizada
anteriormente com os iniciadores externos diluido 1:2. A PCR seguiu as seguintes
etapas: desnaturacdo a 95°C por 4 minutos, seguida por 35 ciclos de 94°C por 30
segundos; 65°C por 1 minuto e 72°C por 1,5 minutos. O produto final foi visualizado
por eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% e corado com nitrato de prata e
fotografado. Novamente os perfis de bandas encontrados ap6s digestdo foram
comparados com os perfis de cepas isoladamente, D8, EGS e CH3, conforme descrito

no item anterior.

4.6. HISTOPATOLOGIA

Trés camundongos de cada grupo foram eutanasiados ao 9° dia ap6s o desafio com
sobredose de anestésico (cetamina e xilazina), administrada pela via intraperitoneal. O
cérebro foi fixado em formaldeido 8% por 24h, e em seguida a solucdo foi substituida
por formaldeido tamponado a 10%. O figado, o bago e o pulmao foram coletados e
fixados em formaldeido 10%. A por¢do do ileo do intestino delgado foi coletada,

estendida com a serosa em contato com papel filtro e aberta pela borda anti-mesentérica
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retirando-se cuidadosamente todo o conteudo. Esses fragmentos foram imersos em
solucdo de Bouin com 2% de &cido acético glacial, para pré-fixacdo, até serem
enrolados em espiral com a mucosa voltada para dentro, formando um “rolo sui¢o”
permitindo uma anélise de toda a extensdo do segmento em uma Unica lamina (Arantes
e Nogueira, 1997). Apds serem fixadas em formaldeido tamponado a 10%, as amostras
foram desidratadas em concentra¢des crescentes de alcool, diafanizadas em duas trocas
de xilol, embebidas e incluidas em parafina. Os blocos de parafinas obtidos foram
submetidos a microtomia para obtencdo de cortes semi-seriados entre 3 e 5 micrémetros
e, em seguida, corados com hematoxilina-eosina (H&E). Foram avaliados os aspectos
qualitativos decorrentes da infeccdo e reinfeccdo por T. gondii nos tecidos. As imagens
obtidas ao microscépio foram capturadas com resolucdo de 1392 X 1040 pixels e
transferidas por meio de video-cAmera colorida Cool SNAP-Procf Color (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, EUA) para um sistema de video acoplado ao computador
através do programa Image-Pro Express versao 4.0 para Windows (Media Cybernetics,

Bethesda, MD, EUA).

4.7. QUANTIFICAGAO DE CITOCINAS

4.7.1. CITOCINAS NO HOMOGENATO DE INTESTINO

Os niveis de citocinas presentes na mucosa intestinal de camundongos infectados foram
avaliados no homogenato obtido pela maceracdo de 100 mg de tecido coletado 48 horas
apos o desafio. O intestino dos animais foi aberto longitudinalmente e lavado com PBS
estéril pH 7,2. Cerca de 100 mg da porc¢éo final do intestino, correspondente ao ileo foi
recolhido, pesado e congelado a -80 °C. A maceracdo do orgdo foi realizada com
auxilio de um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125; Fisher Scientific,

Pittsburgh, Pa.) na presenca de 1 mL de solugéo de inibidor de protease constituida por
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PBS contendo 0,05% de TweenZ20, 0,5% de albumina de soro bovino (BSA), 0,1 mM de
cloreto de benzetébnio, 10 mM de EDTA e inibidores de serina, cisteina e
metaloproteases presentes no SigmaFAST™ Protease Inhibitor Tablet (AEBSF 2 mM,
EDTA 1 mM, Bestatin 130 uM, E-64 pM, Leupeptin 1 uM e Aprotinin 0,3 pM). A
proporcéo utilizada foi de 1 mL de solugédo de inibidores de protease para cada 100 mg
de tecido de acordo com o protocolo descrito por Negréo-Corréa e colaboradores
(2004). O homogenato resultante foi centrifugado a 4° C por 10 minutos a 10.000 x g e
0 sobrenadante recolhido, aliquotado e imediatamente congelado a —80 °C para
posterior quantificacdo de citocinas atraves da técnica de ELISA. Foram quantificadas
as citocinas 1L-4, IL-6, IL-10, IL-12 p70, IL-17, INF-y, TNF-a e TGF-B utilizando kits
comerciais da R&D Systems (MN, USA) e a reacdo foi realizada de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Foi realizada, para cada placa, regressdo linear com os
valores de absorbancia obtidos ap6s dilui¢do seriada do padrdo de citocinas fornecido
pelo kit. A estimativa da concentracdo das citocinas foi feita através de interpolacdo na

reta resultante da média da absorbancia das duplicatas das amostras.

4.7.2. CITOCINAS NO SORO

Para obtencdo do soro os animais foram anestesiados com 0,1mL de solucdo anestésica
Cetamina-Xilazina (nas concentracGes de 10mg/mL e 2mg/mL, respectivamente) para
cada 10g de peso do animal. Os camundongos anestesiados foram sangrados através do
plexo axilar com 48 horas. Outros dois grupos de camundongos foram sangrados com
uma e duas semanas apés o desafio. Em seguida, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical. O sangue foi centrifugado por 10 minutos a 1000 x g e 0 soro

obtido foi armazenado a -80 °C para posterior dosagem de citocinas.
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A quantificacdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, INF-y, TNF, IL-17A e IL-10 presentes
no soro dos camundongos foi realizada através da técnica de citometria de fluxo,
utilizando o kit Cytometric Bead Aray (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD
Biosciences, USA) de acordo com as recomendacOes do fabricante. Este kit apresenta
uma alta sensibilidade, sendo capaz de detectar baixas concentra¢des destas citocinas.
Em resumo, os soros e os padrdes de citocinas fornecidos pelo kit foram incubados com
microesferas de captura recobertas com anticorpos especificos para cada citocina, e
também com anticorpo de deteccdo marcado com ficoeritrina (PE). Apés trés horas de
incubacdo no agitador orbital, foram acrescentados 160 ul da solucdo de lavagem e o
material centrifugado a 400 x g, 18°C por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
as amostras foram resuspendidas em 200 pl da solucdo de lavagem e a leitura foi
realizada imediatamente em citdmetro de fluxo FACSverse™ (Becton Dickinson,
USA). Os resultados obtidos foram analisados utilizando o software BD CBA Analysis
Software, por meio da obtencdo de curvas de calibracdo a partir dos padrdes de
citocinas fornecidos no kit, sendo a concentracdo dos analitos na amostra determinado

em pg/mL.

4.8. AVALIACAO DOS GENES CODIFICADORES DAS PROTEINAS DO PARASITO

ENVOLVIDAS NA VIRULENCIA

Foram obtidos taquizoitos das cepas D8, CH3, EGS assim como das cepas clonais tipo |
(RH), tipo Il (ME49) e tipo Il (VEG) a partir do exudato intraperitoneal de
camundongos BALB/c inoculados cinco dias antes com 300-400 cistos pela via
intraperitoneal. O DNA dessas cepas foi obtido com o kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega) de acordo com as recomendacdes do fabricante. DNA da cepa
atipica MAS (u-1), gentilmente cedido pelo Dr. Chunley Su, também foi utilizado como

controle.
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Foi realizada uma genotipagem através de PCR-RFLP para os marcadores ROP5,
ROP18, ROP16 e GRA15, conforme descrito por Dubey e colaboradores (2014). De
acordo com os autores, esses marcadores revelam 5, 4, 2 e 2 alelos, respectivamente.
Foi feita uma PCR simples com os iniciadores internos descritos pelos autores (Tabela
3) e o fragmento de DNA obtido foi digerido com as enzimas de restricdo (New
England Biolabs) e condigdes especificas (Tabela 3). A purificacdo do DNA assim
como a obtengdo das imagens do produto da PCR foi realizada conforme descrito no
item 4.5.2. O padrdo de bandas obtido foi comparado aos controles RH (tipo 1), ME49

(tipo I1), VEG (tipo I11) e MAS (atipico — u-1).
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Tabela 3: Sequéncia de iniciadores e descri¢do das condicBes de digestdo com as endonucleases especificas para a genotipagem dos marcadores de
viruléncia de Toxoplasma gondii: GRA15, ROP5, ROP16 e ROP18.

Enzimas de restricao,
Marcadores Iniciadores Interpretacao

tempo e temperatura de incubagdo

GRA15 F- GACCACCCAGAACAGAAAA Nao € necessaria a digestdo com enzimas Diferencia tipo Il dos
R- CCCTTATCGGTTTTTGGTCA demais tipos (I, Il ou atipico).
ROP5 F- GTGGCAGTTCAGTCTCAGC Bfal * Diferencia tipos I, I1, 111 e atipico.
R- CGAAGTTGAGGAACCGTCT 37°C- 3 horas
ROP16 F- ACCAAACCCAGCTTTCACC Nlalll + Tagal, Diferencia tipo Il dos
R- CGTCAACAGCTGACTCCAC 37°C 1 hora e 10 min, demais tipos (I, Il ou atipico).

e 65°C 1 hora e 30 min

ROP18-UPS F- AGCATGAGCTTAAGAGTTG N&o é necessaria a digestdo com enzimas Tipo Il tem PCR positiva.

R- CGCAAGACAGGCTGTCTTC Tipos I, Il ou atipico sdo negativos.
ROP18-DEL F-AGTTCCCTTCCCTGGTGTCT ScrFl + Mfel Tipo 111 é negativo.

R- CAAACTGGACTGGGGTGAG 37°C- 3 horas Diferencia tipos I, 11 e atipico.

* Foi utilizada a enzima Bfal, isosquizdmero da enzima FspBI descrita originalmente por Dubey et al., 2014).
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4.9. ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram realizados com o software GraphPad Prism 5.00 (Prism
Software, Irvine, CA, USA) e as diferencas obtidas foram consideradas estatisticamente
significativas quando o valor de p foi menor que 0,05. Para comparacdo entre dois
grupos foi utilizado o teste de Mann Whitney. Para multiplas comparacgdes foi utilizado
o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn’s para identificar entre quais

grupos as diferencas se encontravam.

A identificacdo de valores outlier (valores discordantes, que se afastam do padréo geral
dos dados) na contagem do namero de cistos cerebrais foi feita no software disponivel
online Graphpad Quickcalcs (http://www.graphpad.com/quickcalcs/) através da analise
de dados continuos pelo teste de Grubbs. Os valores outliers encontrados foram

retirados das andlises estatisticas subsequentes.
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5. RESULTADOS

5.1. MORTALIDADE

Os animais naive infectados com as cepas EGS e CH3 apresentaram mortalidade de
100%. No grupo EGS agudo todos os camundongos morreram entre 0 9° e 10° dia ap0s
a infeccdo enquanto no grupo CH3 agudo a mortalidade ocorreu entre o0 9° e 13° dia
apos a infeccdo. A infeccdo aguda com a cepa ndo virulenta D8 (D8 agudo) resultou na
sobrevivéncia de 90% dos animais infectados (Figura 2). Por outro lado, os
camundongos cronicamente infectados pela cepa D8 que foram desafiados,
independente da cepa utilizada (D8+EGS, D8+CH3 e D8+D8), apresentaram 100% de

sobrevivéncia ao final do experimento. Essa taxa de sobrevivéncia foi a mesma

observada para o grupo ndo desafiado (grupo D8 cronico - Figura 2).
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Figura 2: Taxas de sobrevivéncias dos camundongos desafiados com cepas de Toxoplasma gondii. A
mortalidade foi observada durante 30 dias ap6s o desafio (10 animais/grupo). Os grupos PBS, D8 crénico,
D8+EGS, D8+CH3 e D8+D8 apresentaram 100% de sobrevivéncia. Nenhum camundongo dos grupos
EGS e CH3 agudo sobreviveu. O grupo D8 agudo apresentou sobrevivéncia de 90%. Camundongos ndo
infectados (PBS); camundongos BALB/c infectados cronicamente com 10 cistos da cepa D8 (D8
crénico); camundongos BALB/c infectados com 10 cistos da cepa EGS (EGS agudo); camundongos
BALB/c desafiados com 10 cistos da cepa EGS ap6s a infec¢do primaria com a cepaD8 (D8+EGS);
camundongos BALB/c infectados com 10 cistos da cepa CH3 (CH3 agudo); camundongos BALB/c
desafiados com 10 cistos da cepa CH3 apds a infeccdo primaria com a cepaD8 (D8+CH3); camundongos
BALB/c infectados com 10 cistos da cepa D8 (D8 agudo); camundongos BALB/c desafiados com 10
cistos da cepa D8 apds a infecgdo primaria com a cepaD8 (D8+D8).
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5.2. VARIACAO NO PESO CORPORAL

Com excecdo dos grupos com infeccdo aguda foi observado um ganho de peso ao longo

do experimento em todos 0s grupos experimentais.

Os animais do grupo EGS agudo apresentaram perda de peso répida e progressiva de
forma que no 8° dia ap6s o desafio a mediana desse grupo foi significativamente
diferente daquela dos grupos PBS, D8 crbnico e D8+EGS (Figura 3A). O grupo
desafiado, D8+EGS, por sua vez, apresentou ligeiro aumento do peso corporal ao longo
dos 30 dias e a mediana deste grupo ndo foi diferente estatisticamente da mediana dos

grupos controles PBS e D8 crénico em nenhum momento analisado (Figura 3A).

Os animais do grupo CH3 agudo apresentaram a porcentagem do seu peso
estatisticamente inferior aquela do grupo PBS, desde o0 6° até o 10° dia ap0s a infeccao.
No 8° dia ap0s a infeccdo também foi observada diferenca entre este grupo e o grupo
D8 cronico (Figura 3B). A perda de aproximadamente 20% do peso corporal foi
irreversivel no grupo CH3 agudo, assim como em EGS agudo, e todos 0s animais
sucumbiram a infeccdo conforme demonstrado na Figura 2. Apesar da porcentagem de
peso do grupo D8+CH3 aumentar ao longo do experimento, foi observada diferenca
significativa quando comparada ao controle ndo infectado (PBS) no 12° e no 26° dias
apos a infeccdo. Também foi observada diferenca entre este grupo e o D8 crbnico nos

dias 18, 24 e 28 apos a infeccdo (Figura 3B).

Os animais com infeccdo aguda pela cepa D8 apresentaram o peso significativamente
inferior aos do grupo PBS do 16° até o 22° dia e novamente ao 28° dia. Também foi
observada diferenca estatistica deste grupo em relagdo ao grupo D8 cronico desde o 18°
dia até o final do experimento. O grupo D8 agudo chegou ao final dos 30 dias de

experimento com a mediana do peso praticamente igual aquela apresentada no dia 0.
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Pontualmente no dia 26 o grupo D8+D8 apresentou porcentagem do peso inferior ao
grupo D8 agudo. Em todos os demais dias ndo foi observada diferenca entre o peso de

D8+D8 e 0 peso de nenhum outro grupo (Figura 3C).
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Figura 3: Cinética de ganho de peso de camundongos desafiados com cepas de T. gondii e controles.
Estdo representadas as medianas de cada grupo (6 animais/grupo) nos dias em que a pesagem foi
realizada. As letras distintas representam valores significativamente diferentes (P < 0.05, teste Kruskal-
Wallis seguido de pds-teste de Dunn’s). A) Curva de variacdo do peso corporal dos animais desafiados
com a cepa EGS e seus controles. a = grupo EGS agudo tem peso estatisticamente diferente dos demais
grupos. B) Curva de variacdo do peso corporal dos animais desafiados com a cepa CH3 e seus controles.
a = CH3 agudo ¢ diferente de PBS, b = CH3 agudo ¢é diferente de D8 crdnico, ¢ = D8+CH3 é diferente de
PBS, d = D8+CH3 ¢ diferente de D8 cronico. C) Curva de variacdo do peso corporal dos animais
desafiados com a cepa D8 e seus controles. a = D8 agudo ¢ diferente de PBS, b = D8 agudo é diferente
de D8 cronico, ¢ = D8+D8 é diferente de D8 agudo.
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5.3. NUMERO TOTAL DE CISTOS CEREBRAIS

N&o foram encontrados cistos cerebrais no grupo controle ndo infectado (PBS) em
nenhum dos dias avaliados conforme esperado. Nao foram encontrados cistos cerebrais
nos grupos EGS e CH3 agudo nos dias em que foi possivel realizar o exame, ou seja, 48
horas e uma semana ap6s a infeccdo. Apds duas semanas de infecgdo pela cepa D8
apenas um animal do grupo D8 agudo apresentou cistos visiveis, sendo o valor médio

encontrado de 500 cistos no cérebro.

Apos a retirada dos valores outliers, a mediana do nimero de cistos foi comparada entre
0s grupos desafiados (D8+EGS, D8+CH3 e D8+D8) e o grupo D8 cronico. Nao foi
observada diferenca entre as medianas do numero de cistos dos grupos desafiados e
grupo controle da infeccdo cronica (D8 cronico) em nenhum dos dias analisados (Figura

4).
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Figura 4: Mediana do total de cistos cerebrais nos grupos desafiados (D8+EGS, D8+CH3 e D8+D8)
e no grupo D8 croénico 48 horas, uma semana e duas semanas apds o desafio.
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5.4. OCORRENCIA DE REINFECGAO E DISSEMINACAO DO PARASITO

5.4.1. MARCADORES GENOMICOS APRESENTAM EFICACIA VARIAVEL NA DETECCAO DA
REINFECGAO

A menor eficiéncia de amplificacdo foi obtida com o marcador c29-2 (Tabela 4). Do
total de 42 amostras testadas, apenas 36 amplificaram adequadamente (85,7%). Para 0s
marcadores PK1 e c22-8, a eficiéncia foi 88,1% (37/42) e 95,2% (40/42),
respectivamente. Quando o marcador L358 foi utilizado, do total de 42 amostras de

DNA de pulmdo testadas, 41 amostras foram PCR positivas (97,6%) (Tabela 4).

Além da diferenca observada nas taxas de amplificacdo, os marcadores também
apresentaram diferenca na capacidade de detectar a ocorréncia de reinfeccéo (infeccdes
mistas). Os marcadores PK1 e c22-8 apenas identificaram a presenca da cepa EGS,
como um perfil misto no grupo D8+EGS, em 28,6% dos camundongos duas semanas
apos o desafio. O marcador C22-8 ainda identificou a presenca da cepa CH3 no grupo

D8+CH3 duas semanas apds o desafio em 14,3% dos animais (Tabela 4).

O marcador ¢29-2 foi capaz de identificar a cepa EGS no grupo D8+EGS duas semanas
apos o desafio em 33,3% dos camundongos e a cepa CH3 no grupo D8+CH3 uma
semana (14,3%) e duas semanas ap0s o desafio (80%). Finalmente, o marcador L358
identificou a presenca da cepa EGS no grupo D8+EGS em 71,4% das amostras 48 horas
apos o desafio e em 100% delas, uma e duas semanas apds o desafio. Para o grupo
D8+CH3, o marcador L358 demonstrou a presenca da cepa CH3 em todas as amostras
de DNA de pulmédo que foram positivas na PCR em todos os momentos testados

(Tabela 4).

Por possuir a maior eficiéncia tanto na amplificacdo quanto na identificacdo da presenca
da cepa usada no desafio, 0 marcador L358 foi selecionado para os estudos posteriores.
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Os resultados individuais de cada camundongo para 0s quatro marcadores moleculares

testados encontram-se no Anexo 2.
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Tabela 4: Eficiéncia de amplificacdo e demonstracéo da reinfeccdo por Toxoplasma gondii para os marcadores PK1, c22-8, c29-2 e L358 no DNA
extraido dos pulmbes de camundongos BALB/c cronicamente infectados pela cepa D8 e desafiados com as cepas EGS (D8+EGS) ou CH3 (D8+CH3)

48 horas, uma semana e duas semanas apos o desafio.

Grupos PK1® c22-8° C29- 2° L358?
PCR + RFLP PCR + RFLP PCR + RFLP PCR + RFLP

D8 +EGS 48horas | 5/7° 100% 111 17 100% 11 5/7 100% I 77T 71.4% I11+1/28.6% Il
1semana | 6/7 100% I11 6/7 100% 11 717 100% I11 17 100% 111+
2semanas | 7/7  28.6% NI+11/7T14% 1l | 7/7  28.6% lI+1/71.4% 11 | 6/7  33.3% II1+1/66.6% Il | 7/7 100% 111+l

D8 +CH3 48horas | 6/7 100% 111 6/7 100% 11 6/7 100% I11 6/7 100% 111+
1semana | 7/7 100% 111 7 100% 11 77T 143% 11+1/85.7% LI | 7/7 100% 111+
2 semanas | 6/7 100% 111 77 14.3%11+1/85.7% 11 | 5/7 80% I11+1/20% I1I 7 100% 111+

Total 37142 40/42 36/42 41/42

#PK1= cepa D8 (tipo Il1), cepa EGS (tipo Il), cepa CH3 (tipo u-1)
c22-8= cepa D8 (tipo I1), cepa EGS (tipo I), cepa CH3 (tipo I)
€29-2= cepa D8 (tipo I1l), cepa EGS (tipo I), cepa CH3 (tipo I)
L358= cepa D8 (tipo I1), cepa EGS (tipo 1), cepa CH3 (tipo I) (de acordo com a TABELA 1)

P Amostras positivas na PCR/total de amostras testadas
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5.4.2. DISSEMINACAO DOS PARASITOS NOS ANIMAIS DESAFIADOS

Durante a infec¢do aguda independente das cepas utilizadas (EGS agudo, CH3 agudo e
D8 agudo), o DNA do parasito ndo foi detectado 48 horas apos a infec¢cdo em nenhum

Orgao testado (Tabela 5).

Pra o grupo D8 agudo, DNA do T. gondii estava presente em 100% do ileo e pulmdes
dos camundongos uma semana apos a infec¢do. Duas semanas apos a infecgdo, além do
ileo e pulmdes, o cérebro de todos os animais também apresentavam DNA da cepa D8.
Para o grupo EGS agudo foi detectado DNA do parasito no ileo dos sete animais
testados, mas no pulmao de apenas dois deles, uma semana apos o desafio (Tabela 5).
Para o grupo CH3 agudo, n6s demonstramos a presenca do DNA do parasito no ileo de
todos os sete animais testados, nos pulmdes de cinco e cérebro de dois deles. Duas
semanas ap6s o desafio a PCR ndo foi realizada nos grupos EGS agudo e CH3 agudo
uma vez que todos os animais morreram em decorréncia da toxoplasmose, como

demonstrado na Figura 2.

Ao testar a presenca das cepas EGS e CH3 durante a fase aguda apds o desafio em
camundongos cronicamente infectados pela cepa D8, foi observado um padrdo distinto
do descrito anteriormente. No grupo D8+EGS, foi detectado apenas DNA da cepa D8
no ileo e cérebro dos animais testados independentemente do tempo. Entretanto, nos
pulmbes dos animais deste grupo foi observado um perfil misto correspondente a
presenca das cepas D8 e EGS simultaneamente em 71,4% das amostras 48 horas ap0s 0
desafio e em 100% delas, uma e duas semanas apos 0 desafio. No grupo D8+CH3 foi
observado um perfil misto em 14,3% das amostras de ileo testadas duas semanas apos o
desafio. Em todas as demais amostras de ileo e cérebro foi detectado apenas DNA da

cepa D8. Nos pulmdes, por outro lado, 100% das amostras apresentavam um perfil
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misto correspondente a presenca das cepas CH3 e D8 simultaneamente, independente

do tempo analisado (Tabela 5).

Todas as amostras do grupo PBS foram negativas para a PCR. No grupo D8 cronico foi
encontrado DNA referente a esta cepa em 100% dos animais em todos os 6rgaos (ileo,

pulmdes e cérebro) e em todos os tempos testados (Tabela 5).

As ferramentas moleculares empregadas nesse estudo ndo permitem a diferenciacdo dos
parasitos da cepa D8 utilizados na infeccdo primaria dos parasitos da mesma cepa
utilizados no desafio. Isso porque a diferenciacdo foi feita a nivel génico. Por esse
motivo, ndo foi realizada a Nested-PCR seguida de RFLP nas amostras do grupo

D8+D8.

Os resultados individuais dos 6rgdos de cada camundongo e as imagens dos géis

contendo o resultado da RFLP encontram-se no Anexo 3.
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Tabela 5: Presenca e tipo genético de Toxoplasma gondii para o marcador L358 no intestino, pulmdes e cérebro de camundongos BALB/c dos grupos
controle da infeccdo aguda (D8 agudo, EGS agudo e CH3 agudo), controle da infeccéo crénica (D8 cronico) e grupos desafiados (D8+EGS e D8+CH3)
48 horas, uma semana e duas semanas apos o desafio.

Grupos Orgaos
(alelo do Intestino Pulmdes Cérebro
locus L358) PCR + RFLP PCR + RFLP PCR + RFLP
D8 agudo 48 horas 0/7 - 0/7 - 0/7 -
(1) 1 semana 717 100% 111 717 100% I11 0/7 -
2 semanas 717 100% 11 77 100% I11 717 100% 111
D8 crénico 48 horas 717 100% I11 6/6 100% I11 717 100% 111
(1) 1 semana 717 100% 111 717 100% 111 717 100% I11
2 semanas 717 100% I11 717 100% I11 717 100% 111
EGS agudo 48 horas 0/7 - 0/7 - 0/7 -
) 1 semana 717 100% | 217 100% | 0/7 -
2 semanas nr nr nr nr nr nr
D8 + EGS 48 horas 717 100% I11 717 28.6% 111/ 71.4% 111+ 717 100% 111
(H1+1) 1 semana 717 100% I11 717 100% 111+l 717 100% I11
2 semanas 717 100% 111 717 100% 111+l 717 100% 111
CH3 agudo 48 horas 0/7 - 0/7 - 0/7 -
) 1 semana 717 100% | 5/7 100% | 217 100% I
2 semanas nr nr Nr nr nr nr
D8 + CH3 48 horas 717 100% I11 6/7 100% 111+ 717 100% I11
(1+ 1 semana 717 100% I11 717 100% 111+l 717 100% I11
2 semanas 717 85.7% 111/ 14.3% 111+1 717 100% 111+ 717 100% I11

# Amostras positivas na PCR/Total de amostras testadas
nr: PCR no realizada,camundongos ndo sobreviveram
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5.5. ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS

INTESTINO

O ileo apresentou acometimento distinto de acordo com a viruléncia da cepa. Um
discreto aumento da celularidade da Iamina propria foi encontrado no grupo D8 agudo
(Figura 5). As alteracOes histopatologicas no grupo D8 crénico também foram
discretas. As vilosidades se mantiveram com a arquitetura habitual, e foi observado um
maior nimero de plasmacitos. Em comparagdo, os camundongos infectados com cepas
mais virulentas apresentaram alteracfes patoldgicas significativas. O grupo CH3 agudo
apresentou um aumento intenso da celularidade da lamina propria assim como edema de
vilosidades. Nesse grupo a necrose foi focal e o epitélio de superficie apresentou padrao
reativo com auséncia ou raras células caliciformes (Figura 5). As alteracdes foram mais
significativas no grupo EGS agudo caracterizado por uma ileite aguda com inflamacéo
bastante intensa. Também foram observados fenémenos vasculares na lamina propria:
hemorragia, formacdo de émbolos e edema. O intenso infiltrado inflamatério foi
predominantemente polimorfonuclear e encontrado na lamina prépria e submucosa. Foi
observada também necrose, abcesso em cripta, fusdo, alargamento de vilosidades e até
completo desaparecimento destas (Figura 6). Além disso, ocorreram algumas areas de
calcificacdo distréfica associada com necrose das vilosidades (Figura 6) e observa-se

um padrdo reativo de epitélio de superficie.

Entretanto, nos grupos reinfectados o dano foi menor e as alterac6es histolégicas nesses
grupos se assemelham aquelas do grupo controle D8 crénico. Os grupos D8+EGS,
D8+CH3 e D8+D8 apresentaram inflamagdo com aumento da celularidade na lamina
prépria e alargamento e fusdo de vilosidades discreta para os dois primeiros e moderada
no grupo D8+D8 (Figura 5). O ileo dos camundongos BALB/c do grupo PBS

apresentou-se sem alteragdes.
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Figura 5: Alteracdes histologicas por Toxoplasma gondii no ileo de camundongos BALB/c
desafiados e controle. D8 agudo e D8 cronico apresentam alteragGes patologicas discretas caracterizadas
pelo aumento de celularidade da lamina prdpria e submucosa (setas finas curtas). Essa alteracdo foi
discreta nos grupos D8+CH3 e D8+EGS e intensa nos grupos CH3 e EGS agudo. CH3 também
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apresentou edema de vilosidades (cabeca de seta). D8 cronico, D8+CH3 e D8+EGS apresentaram
encurtamento e fusdo de vilosidades (setas largas). As alteragdes mais significativas foram observadas no
ileo dos animais do grupo EGS agudo caracterizado por edema da submucosa (asterisco) e destruicao de
vilosidades (setas finas longas). Coloragcdo H&E, Barra = 100 um.
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Figura 6: Alteracdes histologicas por Toxoplasma gondii no ileo de camundongos BALB/c do grupo
EGS agudo. A: Extensio do acometimento do ileo. B: Calcificagbes distroficas (seta curta). C: Areas
com necrose de coagulacdo (cabeca de seta). D: Abcesso em cripta (seta larga). E: Hemorragia
(asterisco). F: Infiltrado inflamatério predominantemente de polimorfonucleares (seta longa). Coloragdo
H&E. Barra = 100pm.
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PULMOES

Todos os animais infectados, com excecdo do grupo D8 agudo, apresentaram
pneumonite intersticial com presenca de infiltrado inflamatério peribronquico e
perivascular. O grupo D8 agudo apresentou-se sem alteragdes enquanto que a
inflamacdo supracitada foi moderada no grupo D8 crénico. No grupo CH3 agudo
também foram observados fenémenos vasculares como hiperemia. Tanto este grupo
quanto o grupo desafiado D8+CH3 apresentaram aumento da celularidade dos septos
com consequente espessamento focal (Figura 7). No caso do grupo EGS agudo também
foi observada a ocorréncia de aumento de celularidade com consequente espessamento
focal de septos e hiperemia. Foi detectado um dano mais intenso no grupo D8+EGS do
que no EGS agudo. Nos animais do grupo D8+EGS o espessamento dos septos resultou
em atalectasia e congestdo (Figura 7). O grupo D8+D8 apresentou infiltrado
inflamatorio peribrénquico e perivascular moderado assim como o grupo controle
cronico D8 (Figura 7). Os animais do grupo PBS ndo apresentaram alteracoes

histopatoldgicas.

51



Resultados

T

Figura 7: AlteracOes histoldgicas por Toxoplasma gondii nos pulmdes de camundongos BALB/c
desafiados e controle. Camundongos do grupo D8 agudo ndo tiveram alteracBes histologicas
significativas assim como o controle ndo infectado (PBS). Todos os demais grupos (D8 cronico, D8+D8,
CH3 agudo, D8+CH3, EGS agudo e D8+EGS) apresentaram infiltrados inflamatérios peribrénquicos e
perivasculares (setas finas). Os grupos CH3 agudo, EGS agudo e D8+EGS apresentaram hiperemia (setas
largas). D8+EGS também apresentou regides de atalactasia (cabega de seta). Coloracdo H&E. Barra =
100pm.
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FIGADO

Os animais do grupo controle (PBS) ndo apresentaram alteragdes hepaticas
significativas. Todos os animais infectados apresentaram alteracbes no parénquima
hepético. Percebe-se uma inflamacdo moderada e focal (periportal e perivascular)
associada a eventos vasculares nos grupos cronicos, desafiados ou ndo (D8 crénico,
D8+EGS, D8+CH3 e D8+D8) e também no grupo CH3 agudo. No grupo EGS agudo
observou-se uma inflamagdo intensa e difusa com hiperemia inclusive sinusoidal e
consequente congestdo do 6rgdo. O grupo D8 agudo apresenta focos de inflamagédo
associado a degeneracdo de hepatdcitos com presenca de raras células

polimorfonucleares (Figura 8).

BACO

Todos os animais infectados apresentaram hiperplasia macroscopica do 6rgao. Foi
observada reatividade com aumento dos foliculos linfoides em todos os animais dos
grupos cronicos desafiados ou ndo (D8 crénico, D8+CH3, D8+EGS e D8+D8) e
também no grupo D8 agudo. Os grupos EGS e CH3 agudo apresentaram alteracdo na
arquitetura habitual do baco, sendo que no grupo EGS ocorreu uma aparente deficiéncia

no nodulo linfoide com deplecédo de linfécitos (Figura 9).
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Figura 8: Alteragdes histoldgicas por Toxoplasma gondii no figado de camundongos BALB/c
desafiados e controle. Todos os grupos infectados (D8 agudo, D8 cronico, D8+D8, CH3 agudo,
D8+CH3, EGS agudo, D8+EGS) apresentaram infiltrado inflamatério periportal e perivascular (setas
finas). O grupo EGS agudo apresentou ainda hiperemia (cabeca de seta), inclusive sinusoidal (seta larga).

Coloragdo H&E. Barra = 100pm.
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Figura 9: Alteracdes histolégicas por Toxoplasma gondii no ba¢o de camundongos BALB/c
desafiados e controle. Observa-se reatividade com aumento dos foliculos linfoides (setas finas) em todos
os grupos infectados (D8 cronico, D8 agudo, D8+D8, CH3 agudo, D8+CH3, EGS agudo, D8+EGS). Os
grupos CH3 e EGS agudo também apresentaram perda da arquitetura habitual dos foliculos (seta larga).
No grupo EGS agudo essa perda esta associada com a deplecédo de linfdcitos (cabeca de seta). Coloragao
H&E. Barra = 100pm.
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CEREBRO

Os animais ndo infectados (PBS) ou com infec¢do aguda independentemente da cepa
(D8, EGS e CH3 agudo) ndo apresentaram alteragdes patoldgicas no cérebro. Foi
observada ocorréncia de meningite moderada, encefalite focal e vasculite nos grupos D8
crénico e D8+D8. D8 cronico apresentou ainda alguns focos de fendmenos alterativos
necréticos relacionados com a inflamagdo (Figura 10). Os grupos D8+CH3 e D8+EGS
apresentaram meningite e alguns poucos focos inflamatérios difusos pelo parénquima

encefalico caracterizando uma meningoencefalite além de vasculite (Figura 10).
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DS crénico

Figura 10: Alteragdes histoldgicas por Toxoplasma gondii no cérebro de camundongos BALB/c
desafiados e controle. O cérebro dos camundongos dos grupos com infec¢do aguda (D8, CH3 e EGS
agudo) nao apresentaram alteragBes histologicas assim como os camundongos do grupo controle nao
infectado (PBS). Os grupos D8 cronico, D8+D8, D8+EGS e D8+CH3 apresentaram meningite (setas)
e/ou lesBes necroticas no parénquima cerebral (cabeca de seta). Coloracdo H&E. Barra = 100um.
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5.6. PARAMETROS IMUNOLOGICOS

5.6.1. QUANTIFICAGAO DE CITOCINAS NO INTESTINO

O grupo D8 crénico apresentou maior quantidade de IFN-y no ileo em comparagédo ao
controle ndo infectado (PBS). Observa-se também uma maior quantidade de IFN-y nos
grupos EGS agudo e CH3 agudo comparados ao grupo PBS. Por outro lado, a
quantidade de IFN-y presente no ileo dos animais 48 horas apos o desafio (D8+EGS,
D8+CH3 e D8+D8) nao foi diferente do grupo PBS ou D8 crénico. Por fim, o grupo D8

agudo também ndo apresentou diferenca em relacéo ao PBS (Figura 11).

Em relacdo a citocina TNF-o houve uma produgéo estatisticamente superior pelo grupo
EGS agudo em relagcdo ao controle (PBS). Os grupos D8 cronico e D8+D8 também
tiveram quantidades significativamente maiores que o grupo PBS. Nao houve diferenca
entre a quantidade de TNF-a no intestino dos grupos desafiados (D8+EGS ¢ D8+CH3)
ou com infeccdo aguda (CH3 agudo e D8 agudo) e o controle ndo infectado. O grupo
D8 agudo possui menor quantidade de TNF-o do que os grupos D8 cronico e D8+D8

(Figura 11).

Os grupos EGS e CH3 agudo apresentaram maior quantidade de IL-12 em relacdo ao
controle ndo infectado (PBS). Da mesma maneira foi observado a maior quantidade
desta citocina no grupo controle da infec¢do crénica (D8 cronico) em relacdo ao grupo
PBS. O grupo D8 agudo, por sua vez, apresentou niveis de IL-12 no ileo inferiores aos

grupos D8 cronico e D8+D8 néo sendo diferente dos animais do grupo PBS (Figura 11).

O grupo EGS agudo apresentou também niveis aumentados das citocinas IL-6, IL-17 e
IL-4 em relacdo ao grupo PBS. IL-17 e IL-4 neste grupo também foram

significativamente superiores ao grupo desafiado D8+EGS (Figura 11).
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Em relagdo a citocina imunomodulatéria IL-10 foi observada diferenca do grupo D8
crénico assim como dos grupos EGS e CH3 agudo em relagdo ao grupo PBS. O grupo
D8 agudo, por sua vez, apresentou niveis de IL-10 inferiores aos de D8 crbnico e
D8+D8 (Figura 11). Nao foram observados niveis aumentados dessa citocina no ileo

dos animais desafiados D8+EGS, D8+CH3 ou D8+D8 (Figura 11).

A presenca de TGF-B no homogenato de ileo dos animais, apds 48 horas de infeccdo ou
de desafio, foi pontual. Apenas alguns animais apresentaram niveis detectaveis dessa
citocina pelo método utilizado, o que impossibilitou a realizacdo de qualquer andlise

estatistica.
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Figura 11: Quantificacao das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-12, IL-6 e IL-17, IL-4 e IL-10 no ileo de
camundongos BALB/c 48 horas apds a infecgdo ou desafio com Toxoplasma gondii. Os resultados
estdo apresentados como barras flutuantes abrangendo os valores individuais de cada camundongo (7
camundongos/grupo) do minimo ao maximo. A linha que corta a barra representa a mediana da
distribuicdo. Diferencas significativas estdo evidenciadas por letras distintas (p<0,05 teste de Kruskal-
Wallis seguido de pds-teste de Dunn’s) a = grupo selecionado apresenta diferenca estatistica em relacéo
ao controle ndo infectado (PBS), b = grupo selecionado apresenta diferenca estatistica em relagdo ao
controle crbnico (D8 crénico), ¢ = EGS agudo apresenta diferenca estatistica em relacdo ao grupo
D8+EGS, d = D8 agudo apresenta diferenca estatistica em relagdo ao grupo D8+D8.
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5.6.2. QUANTIFICAGAO DE CITOCINAS SISTEMICAS
Foram pesquisadas as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, IL-17A e IL-10 no soro

dos camundongospela técnica de citometria de fluxo com beads marcadas com

anticorpos anti-citocinas (Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit - BD® Biosciences, USA).

A citocina IL-2 ndo foi detectada em soro dos camundongos de nenhum dos grupos

experimentais ou controle.

Quarenta e oito horas apés o desafio foi demonstrado que nos grupos com infeccédo
aguda (grupos EGS, CH3 e D8 agudo) a quantidade de IFN-y é significativamente
inferior ao grupo D8 cronico e aos grupos desafiados (D8+EGS, D8+CH3 e D8+D8,
respectivamente). Ao final de uma semana observamos niveis significativos de IFN-y no
soro dos animais recem-infectados: EGS agudo (mediana de 3585 pg/mL), CH3 agudo
(mediana de 2025 pg/mL) e D8 agudo (mediana de 189 pg/mL). Essas quantidades sao
significativamente superiores aquelas encontradas no controle ndo infectado (PBS), no
controle da infec¢do cronica (D8 crdnico) e nos grupos desafiados com cada uma das
cepas acima citadas (D8+EGS, D8+CH3 e D8+D8, respectivamente). Passadas duas
semanas, 0s grupos EGS e CH3 agudo ja sucumbiram a infeccdo e observa-se a
permanéncia de niveis elevados de IFN- y no grupo D8 agudo em relagdo ao controle
ndo infectado. Apos o desafio ndo se observou aumento significativo do IFN-y nos
grupos desafiados em relacdo ao grupo controle da infeccdo crdnica em nenhum dos

dias testados (Figura 12).

Ocorreu grande variacdo individual na quantificacdo das citocinas TNF-a, IL-6, IL-17

(Figura 12), IL-4 e IL-10 (Figura 13) entre os animais de um mesmo grupo.

Em relag&o a citocina TNF-o foram demonstrados niveis significativamente menores no

soro dos animais com infeccdo aguda, independente da cepa (EGS, CH3 e D8 agudo),
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em relacdo ao D8 cronico 48 horas apds a infeccdo. O grupo EGS agudo apresentou
ainda niveis inferiores desta citocina no soro em comparagdo ao grupo D8+EGS. O
grupo controle com infecgdo cronica da cepa D8 apresentou niveis elevados de TNF-a.
em relacdo ao grupo PBS. Uma semana ap6s o desafio observou-se quantidade
significativa de TNF-a nos grupos EGS e CH3 agudo e D8+CH3 superiores ao controle
ndo infectado (PBS). Apds duas semanas 0s animais dos grupos D8 agudo e D8+EGS

possuem maiores quantidades de TNF-a em relagdo ao PBS (Figura 12).

Niveis significativos de IL-6 foram observados predominantemente apds uma semana

de desafio com a cepa EGS (D8+EGS).

Os grupos D8+EGS, D8+CH3 e D8+D8 apresentaram niveis elevados de IL-17 em
relacdo ao controle ndo infectado (PBS) duas semanas ap0s o desafio assim como

observado para o grupo D8 cronico (Figura 12).

A citocina IL-4 foi detectada em niveis muito reduzidos em todos os grupos de forma
geral. O grupo EGS agudo, com uma semana de infeccdo, apresentou quantidade

inferior de IL-4 aquelas encontradas nos grupos D8 cronico e D8+EGS (Figura 13).

Com relacdo a citocina modulatéria 1L-10 foi observada diferenca nos niveis séricos nos
grupos D8 cronico e D8+CH3 48 horas apds o desafio em relacdo ao grupo PBS. Uma
semana apods a infeccdo, os camundongos do grupo CH3 agudo apresentaram niveis

maiores de IL-10 em relacéo ao grupo controle PBS (Figura 13).

Um balango das citocinas aumentadas e diminuidas em cada grupo tanto no intestino

quanto no soro estdo apresentados na Figura 14.
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Figura 12: Cinética da concentracdo sistémica das citocinas IFN-y, TNF-a,
camundongos BALB/c dos grupos controle e desafiados 48 horas, uma semana e duas semanas apds o desafio com cepas de Toxoplasma gondii. Os resultados estdo
apresentados como barras flutuantes abrangendo todos os valores individuais de cada camundongo (7 camundongos/grupo) do minimo ao maximo.A linha que corta a barra
representa a mediana da distribuicdo. # Quantificacdo ndo realizada uma vez que os animais sucumbiram a infec¢do antes de duas semanas. Diferencas significativas estdo
evidenciadas por letras distintas (p<0,05 teste de Kruskal-Wallis seguido de pos-teste de Dunn’s) a = grupo selecionado apresenta diferenga estatistica em relagéo ao controle
ndo infectado (PBS), b = grupo selecionado apresenta diferenca estatistica em relagdo ao controle crénico (D8 cronico), ¢ = EGS agudo apresenta diferenca estatistica em
relagdo ao grupo D8+EGS, d = CH3 agudo apresenta diferenca estatistica em relagdo ao grupo D8+CH3, e = D8 agudo apresenta diferenca estatistica em relacdo ao grupo

D8+D8.
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Figura 13: Cinética da concentragdo sistémica das citocinas IL-4 e 1L-10. Concentracao das citocinas IL-4 e IL-10 no soro de camundongos BALB/c dos grupos controle
e desafiados 48 horas, uma semana e duas semanas ap6s o desafio com cepas de Toxoplasma gondii. Os resultados estdo apresentados como barras flutuantes abrangendo
todos os valores individuais de cada camundongo (7 camundongos/grupo) do minimo ao méaximo. A linha que corta a barra representa a mediana da distribuigdo. #
Quantificacdo ndo realizada uma vez que os animais sucumbiram a infeccdo antes de duas semanas. Diferengas significativas estdo evidenciadas por letras distintas (p<0,05
teste de Kruskal-Wallis seguido de pos-teste de Dunn’s) a = grupo selecionado apresenta diferenga estatistica em relagdo ao controle ndo infectado (PBS), b = grupo
selecionado apresenta diferenca estatistica em relagéo ao controle cronico (D8 cronico), ¢ = EGS agudo apresenta diferenca estatistica em relagdo ao grupo D8+EGS.
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Intestino 48 horas - TNF-a 2 |IL-12 3| - - - IL-10 | @
D8 agudo 48 horas |IFN-y | #|TNF-a {2 nr - IL-17 4, - -
S0ro  1semana |IFN-y e - nr |IL-6 - - -
2semanas |IFN-y P | TNF-a T nr  |IL-6 - - -
Intestino 48 horas | IFN-y - I-12 1| - - - IL-10
CH3 agudo 48 horas |IFN-y { | TNF-a |,® nr
5010 1semana [IFN-y 1e| TNF-a 4 nr |IL-61 - - IL-10 P
2 semanas + + + + + + +
Intestino 48 horas | IFN-y 4* | TNF-a4* [IL-12 4* [IL-61* |IL-17 < |IL-4 <] IL-10 P
EGS agudo 48 horas |IFN-y | #|TNF-a {2 nr - - - -
Soro 1lsemana |IFN-y ¢ TNF-a T nr [IL-6|IL-17 L 4|IL-4 @ -
2 semanas T T T T + T T
Intestino 48 horas | IFN-y P | TNF-a ] |IL-12 | - - - IL-10
DS croni 48 horas | IFN-y I | TNF-a T nr  |IL-6T - - IL-10 P
roniCo1enro  1semana IFN-y T - nr  |IL-6T - - -
2semanas |IFN-y P - nr - IL-17 p - -
Intestino 48 horas - - - - - - -
D8+CH3 Soro 48 horas IFN-y T - nr - - - IL-10
lsemana |IFN-y P |TNF-a nr - - - -
2semanas |IFN-y P - nr - IL-17 p - -
Intestino 48 horas - - - - - - -
48 horas | IFN-y - nr  |IL-6T - - -
D8+EGS Soro 1lsemana |IFN-y P - nr - - - -
2semanas |IFN-y P | TNF-a T nr - IL-17 p - -
Intestino 48 horas - TNF-a - - - - -
48 horas | IFN-y - nr - - - -
D8+D8
Soro 1lsemana |IFN-y P - nr - - - -
2semanas |IFN-y P - nr - IL-17 p - -

Figura 14: Analise de citocinas no intestino e no soro de camundongos BALB/c infectados e
reinfectados com Toxoplasma gondii. Citocinas aumentadas (em vermelho) ou diminuidas (em azul) em
relagdo ao grupo controle ndo infectado, PBS. As citocinas com niveis estatisticamente diferentes de
outros grupos estdo destacadas com letras sobrescritas (* apresentou diferenca significativa em

comparacdo ao grupo D8 crbnico e ao grupo desafiado correspondente. b

apresentou diferenca

significativa em relagdo ao grupo D8 cronico. © apresentou diferenca em relagdo aos grupos PBS e
D8+EGS. ® apresentou diferenca significativa em comparagéo ao grupo D8+EGS. ¢ apresentou diferenca
em relagdo aos grupos PBS, D8 cronico e desafiado correspondente). nr = ndo realizada (a citocina IL-12
ndo foi pesquisada no soro dos animais). t morte dos animais. — = sem diferenca estatistica.
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5.7. PROTEINAS DE VIRULENCIA

A genotipagem das proteinas de viruléncia das cepas utilizadas neste trabalho de
reinfeccdo através de PCR-RFLP revelou que as cepas D8, EGS e CH3 ndo
apresentaram diferenca com relacdo ao marcador GRA15, todas tiveram o genétipo /111
(Figura 15). Para o marcador ROPS5 foi observado que a cepa EGS néo se diferencia da
cepa D8 utilizada na primoinfeccdo, ambas sdo tipo Ill. J& a cepa CH3 apresenta o
mesmo padrdo de bandas da cepa MAS, ou seja, atipico (u-1). Para 0 marcador ROP16
enquanto a cepa EGS apresentou geno6tipo tipo Il, as cepas D8 e CH3 apresentaram o
mesmo gendtipo, (I). Finalmente, a cepa D8 apresenta ROP18 do tipo Ill, como
revelado pela amplificacdo com os iniciadores de ROP18-UPS, enquanto as cepas EGS

e CH3 possuem gendtipo atipico (u-1) (Figura 15).
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ROP18-DEL

Figura 15: Padré@o de RFLP para os genes GRAL5, ROP5, ROP16 e ROP18 nas cepas D8, EGS e
CH3 de Toxoplasma gondii. Os fragmentos de restricdo obtidos com a digestdo especifica com as
endonucleases de restri¢do para as cepas em estudo foram comparados com as cepas referéncia RH (tipo
1), ME49 (tipo Il), VEG (tipo IIl) e MAS (atipica — ul). O padrdo de peso molecular esta indicado a
esquerda de cada gel em pares de base. A determinacdo dos alelos para ROP18 ¢é baseado no padréo de
dois géis separados, incluindo a amplificacdo de ROP18-UPS e os fragmentos obtidos com a digestdo das
bandas obtidas com a amplificacdo de ROP18-DEL (ScrFl+Mfel) (Segundo Dubey et al., 2014).
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6. DISCUSSAO

A literatura possui dados suficientes que comprovam a ocorréncia de reinfecgéo por T.
gondii. Este trabalho se prop0s a investigar a disseminacdo do parasito nos tecidos do
hospedeiro nas duas primeiras semanas apos o desafio, momento correspondente a fase
aguda da reinfeccdo. Além disso, pesquisamos quais sao as consequéncias da reinfeccéo
para 0 hospedeiro. Foi utilizado um modelo testado anteriormente pelo nosso grupo de
pesquisas (Brand&o et al., 2009, Brandao et al., 2011, Silva et al., 2012). Esse modelo
envolve cepas atipicas de genotipo comumente encontrados no Brasil (cepas D8 e CH3)
e também uma cepa com gendtipos Unico isolado de um caso de toxoplasmose
congénita (EGS). Optou-se por utilizar a infeccdo pela via oral para mimetizar a

infeccdo natural que ocorre nos hospedeiros intermediarios.

A auséncia de mortalidade observada nos grupos desafiados (D8+EGS e D8+CH3) foi
completamente oposta aquela observada na infeccdo aguda com as cepas virulentas
(EGS e CH3) em camundongos naive. A infeccdo priméaria com a cepa D8 portanto
preveniu a morte dos animais desafiados. Provavelmente a sobrevivéncia dos animais
desses grupos esta relacionada com a reducdo dos danos teciduais observados nas
analises histopatoldgicas. Resultados similares foram encontrados em outros modelos
de reinfeccdo utilizando na infec¢do primaria a cepa avirulenta ME49 (gendtipo clonal
tipo I1), e o desafio realizado com cepas atipicas, tanto com cistos pela via oral (Silva et
al., 2012) quanto com taquizoitos pela via intraperitoneal (i.p.) (Franco et al., 2015).
Também foi observada sobrevivéncia ao desafio letal num modelo de reinfeccdo com
cepas clonais (Dziko et al., 2006). Jensen e colaboradores (2015) utilizaram animais
cronicamente infectados pela cepa CEP (genétipo clonal tipo 111, 10* taquizoitos i.p.) e

desafiados com 11 cepas atipicas distintas (5x10° taquizoitos i.p.). Os autores
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observaram mortalidade quando o desafio foi realizado com cepas IRG (Immunity
Related GTPases)-resistentes mas ndo com aquelas IRG-sensiveis. Quando as células
hospedeiras sdo ativadas por IFN-y as GTPases migram para a membrana do vacutolo
parasitoforo causando a ruptura deste e consequente destruicdo dos parasitos. As cepas
IRG resistentes sdo aquelas em que a ROP18 é capaz de fosforilar essas GTPases
impedindo sua ligacdo ao vacuolo parasitéforo e consequentemente impedindo a morte
do parasito. Ainda ndo se conhece o perfil de IRG (resistente ou sensivel) das cepas

usadas nesse estudo.

A perda de peso foi utilizada como parametro para demonstrar a morbidade da infeccéo
ou reinfecgdo. Enquanto a infec¢do aguda com cepas virulentas causaram perda de peso
rapida, significativa e irreversivel, no grupo D8 agudo se iniciou somente a partir da
segunda semana de infeccdo. Neste grupo a perda de peso foi inferior a 10% da mediana
do peso inicial e em torno do 24° dia ap6s a infeccdo os animais ja apresentavam
recuperacdo do peso corporal. O desafio, por sua vez, ndo interferiu no ganho de peso
dos animais do grupo D8+EGS. No grupo D8+CH3 foi observado peso inferior ao
controle ndo infectado ou D8 cronico pontualmente, porém ao final do experimento os
camundongos apresentaram mediana do peso superior ao dia 0 e estatisticamente iguais
aos controles. Os grupos desafiados também ndo apresentaram diferenca significativa
no namero de cistos cerebrais em comparagao ao grupo D8 cronico. Esses resultados em
associacdo demonstram que o desafio com cepas virulentas, além de ndo causar
mortalidade, causaram baixa morbidade nos animais cronicamente infectados que foram

submetidos ao desafio.

Foram observadas diferencas significativas na identificacdo da ocorréncia de reinfec¢do
entre os quatro marcadores moleculares testados. Somente o0s grupos D8+EGS e

D8+CH3 foram selecionados porque neles havia a possibilidade da ocorréncia de
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reinfeccdo, ou seja, para testar o poder de identificacdo da reinfeccdo de cada um dos
marcadores. O pulméo foi o érgdo escolhido por apresentar elevada carga parasitéria
descrita na literatura sendo, inclusive, um 6rgdo de escolha para diversos estudos de
genotipagem (Dubey et al., 2002). As amostras de DNA utilizadas nesse trabalho foram
extraidas diretamente do tecido dos animais desafiados. Por isso, em termos de
abundancia, a amostra deve conter principalmente DNA de camundongos, seguido de
DNA da cepa D8 e em menor quantidade DNA da cepa utilizada no desafio (EGS ou

CH3).

Os marcadores PK1, c22-8 e C29-2 detectaram a presenca da cepa EGS no pulmao dos
animais do grupo D8+EGS somente duas semanas ap0s o desafio, possivelmente
quando os taquizoitos da cepa EGS haviam replicado suficientemente para serem
detectados por essa técnica. Esses marcadores ndo detectaram a presenca da cepa EGS,
48 horas ou uma semana ap6s o desafio. Hill e Su (2012) realizaram um ensaio de
competicdo para estudar a replicacdo do parasito e a viruléncia. Eles infectaram os
animais com uma mistura de igual proporcdo de taquizoitos de cepa avirulenta e
virulenta. Uma semana depois, ap0s varias sequéncias de multiplicacdo dos parasitos,
eles detectaram apenas a presenca da cepa virulenta por RFLP do marcador SAG2,

concluindo que essa cepa atingiu uma maior concentracdo no dia 7.

O marcador L358 detectou a presenca das cepas CH3 e EGS a partir de 48 horas até
duas semanas ap0s o desafio. Dessa forma, esse marcador foi selecionado para avaliar
como o parasito se dissemina pelos tecidos dos camundongos durante a fase aguda da
reinfeccdo por sua elevada capacidade de identificar os parasitos utilizados no desafio.
Primeiramente, foi pesquisada a presenca de DNA do parasito no sitio de infecgéo, ou
seja, no intestino delgado uma vez que realizamos a infeccdo pela via oral. O ileo foi

selecionado por ser o segmento do intestino delgado que apresenta maior
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comprometimento nas infecgdes experimentais tanto com cepas clonais quanto com
cepas atipicas (Liesenfeld et al., 1996; Pinheiro et al., 2015). O pulmao foi escolhido
como um oOrgdo indicador da disseminacdo sisttmica de T. gondii. Esse oOrgédo
sabidamente possui elevadas cargas parasitarias (Djurkovic-Djakovic et al., 2012). Por

fim, a cepa utilizada no desafio foi pesquisada no cérebro, um 6rgao imunoprivilegiado.

N&o foi identificada nenhuma das trés cepas de T. gondii no ileo de camundongos ap6s
48 horas de infecgdo aguda. Provavelmente a quantidade de DNA presente no intestino
poucas horas apos a infeccdo € muito pequena e, portanto ndo detectavel pela técnica
empregada. E necessario encontrar marcadores mais sensiveis que sejam também
capazes de diferenciar as cepas de T. gondii para serem usados em estudos posteriores.

Ja foi demonstrado que durante a infeccdo aguda, os taquizoitos de T. gondii se
espalham do sitio de infec¢do no intestino para os tecidos mais distantes (Dubey et al.,
1997). Uma semana apds a infecgdo, foi observada a presenca dos parasitos no intestino
de todos os animais testados dos grupos EGS e CH3 agudo. No grupo EGS agudo,
também foi detectada a presenca dos parasitos nos pulmdes de dois dos sete
camundongos testados. Para o grupo CH3 agudo, cinco dos sete animais apresentaram
DNA do parasito nos pulmdes e dois deles também no cérebro. Para o grupo infectado
com a cepa avirulenta, D8 agudo, o DNA do parasito foi detectado tanto no ileo quanto
no pulmdo de todos os animais testados uma semana ap0s o desafio. Apds duas
semanas, 0s animais deste grupo apresentavam DNA da cepa D8 em todos o0s tecidos.
De acordo com Dubey e colaboradores (1997), o padréo de disseminagdo do parasito em
diferentes cepas clonais (ME49, VEG e GT1) e cepa atipica (P89) consiste
primeiramente na penetragdo de enterdcitos e células da ldmina propria cerca de duas
horas apds a infeccdo. Apos a multiplicacdo do parasito observa-se parasitemia 24h

apos a infeccdo. Dentro de quatro dias o parasito invade os pulmdes e outros 6rgaos. A
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formacdo de cistos teciduais comeca seis dias apos a infecgdo e com 10 dias € possivel
identificar cistos teciduais no cérebro. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram
a literatura porque demonstram a presenca do parasito principalmente no ileo, seguido
do pulmé&o e finalmente no cérebro nas infecgdes agudas com as cepas D8, EGS ou

CHs.

Entretanto, quando nés testamos o grupo D8+CH3 a fim de identificar a disseminagao
da cepa CH3 num hospedeiro previamente infectado, nds detectamos a presenca de CH3
no ileo somente apds duas semanas do desafio em apenas 14,3% dos camundongos. No
grupo D8+EGS nenhum camundongo apresentou DNA da cepa EGS no ileo. Durante
uma primoinfeccdo oral com cistos de T. gondii foi demonstrado que a carga parasitaria
aumenta exponencialmente no intestino delgado ap6s seis dias de infeccdo (Courret et
al., 2006; Dubey et al., 2012). A rota de migracdo paracelular ja foi demonstrada pelo
acumulo de taquizoitos nas jungdes das células epiteliais (Barragan et al., 2002).
Neutrofilos parasitados também sdo capazes de migrar de dentro do lumen intestinal
assim como cruzar o epitélio intestinal facilitando a disseminacdo do parasito dentro e
através do intestino (Coombes et al.,, 2013). Greeg e colaboradores (2013)
demonstraram que o nimero de placas parasitarias nas vilosidades intestinais aumentam
com o tempo e neutrofilos e mondcitos acumulam-se préximos ao foco de infecgdo. Os
autores ainda encontraram parasitos livre e viaveis no lumen intestinal e sugerem que o
crescimento e a expansao das placas parasitarias no epitélio intestinal devem ocorrer
tanto por transmissdo retrégrada do parasito pela lamina prépria para a vilosidade
adjacente quanto pela transferéncia do parasito pelo limen. Na anélise histopatoldgica
do ileo foi observado que diferentemente da ileite grave encontrada nos grupos com
infeccdo aguda pelas cepas virulentas (especialmente EGS), os grupos desafiados ndo

apresentaram alteracGes significativas e se assemelham ao controle da infecgéo crénica.
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Os nossos resultados, combinados com o que € descrito na literatura sugerem que T.
gondii utiliza mais de uma estratégia para se disseminar através do intestino e que,
possivelmente, a transferéncia do parasito pelo lumen deva estar interrompida ou
prejudicada nos grupos desafiados. Esse fato resultaria numa menor taxa de
multiplicagdo do parasito neste local. Estudos futuros demonstrando o aumento de IgA
secretada no lumen intestinal apds a reinfeccdo e seu papel na regulagdo da replicacdo
do parasito neste contexto devem ser realizados. Brand&o e colaboradores (2009)
encontraram IgA plasmatico em camundongos infectados com a cepa D8, 45 e 180 dias

apos a infeccdo.

Surpreendentemente nos pulmdes foi detectada a presenca da cepa utilizada no desafio
em 71,4% dos animais do grupo D8+EGS e em 100% dos animais do grupo D8+CH3,
apenas 48 horas ap6s o desafio. Foi demonstrado também que parasitos da cepa D8
permanecem presentes em todos 0s 6rgdos testados dos animais com infeccdo cronica
recente (D8 cronico e grupos desafiados), sessenta dias apds a infeccdo. A disseminacao
do parasito para outros 6rgaos pode ocorrer através do sangue, dos vasos linfaticos ou
espoliacdo das células mdveis do sistema imune e essas estratégias podem ser
influenciadas pelo gendtipo do parasito (Harker et al., 2015). Taquizoitos livres podem
cruzar o epitélio e o endotélio e penetrar os tecidos. Entretanto, a espoliacdo das células
moveis do sistema imune pode ser uma estratégia eficiente para o parasito evadir da
resposta imune (Harker et al., 2015). Os pulmdes sdo tipicamente descritos como sendo
um 6rgdo com elevada carga parasitaria e sempre acometido nos primeiros dias de
infeccdo. Parasitos j& foram observados nos pulmdes até trés dias apos a infeccdo oral
(Zenner et al., 1998, Djurkovic-Djakovic et al., 2012). Boyle e colaboradores (2007)
usando diferentes cepas transfectadas expressando luciferase, apos infeccdo por

gavagem, encontraram o sinal dominante no peito dos animais infectados seis dias apds
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a infeccédo. De alguma forma esse tecido parece ser permissivo para a replicagdo de T.
gondii mesmo quando uma resposta imune ja foi anteriormente ativada especificamente
contra esse parasito. Franco e colaboradores (2015) desafiando animais cronicamente
infectados com cepas virulentas encontraram apenas a cepa virulenta nos pulmdes da
maioria dos animais desafiados 19 dias ap6s o desafio. Os autores encontraram esse

mesmo perfil em outros 6rgaos sistémicos como baco e figado.

Pinheiro e colaboradores (2015) descreveram o figado como sendo um dos 6rgdos mais
acometidos por infeccBes orais com cepas atipicas do T. gondii. No presente estudo,
todos 0s grupos experimentais apresentaram alteragdes patoldgicas sendo que no grupo
EGS agudo elas foram mais significativas. A perda da arquitetura do bago dos animais
infectados com cepas virulentas também foi descrita por Pinheiro e colaboradores
(2015) com a infeccdo pela cepa atipica TQCTBR9. Alguns autores justificam esse
achado como resultado da superproducdo de IFN-y (Gavrilescu e Denkers 2001), que
foi demonstrada no soro dos animais desses grupos com uma semana de infeccao.
Zaretsky e colaboradores (2012), por outro lado, atribuem esse fenémeno a reducdo na
expressao de proteinas responsaveis pela organizacdo dessa arquitetura, como alpha e

beta linfotoxinas.

No cérebro, ndo foi encontrado DNA das cepas utilizadas no desafio em nenhum
momento analisado para os dois grupos desafiados (D8+EGS ou D8+CH3). Também
ndo foram observadas alteragdes histopatoldgicas no cérebro dos grupos desafiados
significativamente diferentes do controle D8 cronico. Nos estudos anteriores do nosso
grupo foi possivel identificar, apds 30 dias do desafio, a presenca da cepa EGS no
cérebro dos camundongos do grupo D8+EGS, mas ndo a presenca da cepa CH3 no
cérebro dos animais do grupo D8+CH3 (Branddo et al., 2009), mesmo em animais

imunossuprimidos (Silva et al., 2012). Esses autores utilizaram uma dose maior tanto na
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infeccdo quanto no desafio (20 cistos teciduais) e a identificagdo da presenca da cepa
utilizada no desafio ocorreu através de bioensaio em camundongos. Somente quando o
desafio foi realizado 180 dias apds a infeccdo primaria, o bioensaio permitiu a
identificacdo da cepa CH3 em 67% dos camundongos do grupo D8+CH3 (Brandé&o et
al., 2009). A resposta imune adquirida parece ser capaz de atrasar a entrada do parasito

em oOrgdos imunoprivilegiados como o cérebro.

Os grupos com infeccdo aguda por cepas virulentas (EGS e CH3) apresentaram no
intestino uma maior quantidade de IFN-y e IL-12 acompanhados por uma maior
quantidade de IL-10. Esses dois grupos apresentaram as alteracbes histopatoldgicas
mais significativas no ileo. Concluimos que o aumento de IL-10 néo foi suficiente para

modular a resposta e prevenir 0s danos nocivos causados pelo parasito.

No soro, 0 aumento de IFN-y nos grupos com infeccdo aguda, independente da cepa,
ocorreu uma semana ap0s o desafio. Esse aumento também foi acompanhado por um
aumento de IL-6. Nesse momento foi demonstrado por PCR-RLPF que os parasitos ja
haviam se espalhado sistemicamente, o que explica os elevados niveis desta citocina

quantificados no soro.

Os animais com infec¢do cronica, independente de serem desafiados (D8+EGS,
D8+CH3 e D8+D8) ou ndo (D8 crbnico), possuem maior quantidade de IFN-y no soro
em relacdo ao controle ndo infectado. Porém nédo foi demonstrado, nem no intestino
nem no soro, um aumento dos niveis desta citocina em relacdo ao controle D8 cronico.
A gquantidade de IFN-y no soro de animais desafiados permaneceu estavel, uma semana
apos o desafio. Os niveis sistémicos elevados de IFN-y em relag&o ao grupo PBS podem
ser suficientes para que células TCD8+ citotoxicas eliminem ceélulas infectadas pelas

cepas utilizadas no desafio. Esse mecanismo controlaria as taxas de replicagcdo de T.
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gondii e a consequente exacerbacdo da resposta imune desencadeada pela presenca
deste. O aumento de linfocitos TCD8" no intestino foi obsevado por Benevides e
colaboradores (2013) em animais sensibilizados com STAg e desafiados com T. gondii.
Os autores sugerem que essa populagdo celular esteja relacionada a protecdo uma vez
que a carga parasitaria assim como os danos teciduais foram menores nos animais

estimulados com STAg do que nos animais naive.

Observamos um aumento da citocina TNF-a em alguns grupos desafiados em relagédo
ao controle: no intestino do grupo D8+D8 com 48 horas apds a infec¢do, no soro de
D8+CH3 uma semana apos a infecgdo e também no soro de D8+EGS duas semanas
apos a infeccdo. Como esse aumento foi pontual ndo é possivel afirmar que TNF-a
estaria participando da protecdo dos animais desafiados. Apesar da controvérsia da
participacdo de IL-17 na patologia da toxoplasmose, no presente estudo, o aumento
sérico de IL-17 duas semanas apos o desafio nos grupos D8+EGS, D8+CH3 e D8+D8
ndo foi associado a alteracBes histoldgicas mais significativas. Possivelmente essa
citocina participa nesse modelo do controle da carga parasitaria ap6s duas semanas de
infeccdo. Tanto a citocina TNF-a quanto IL-10 nos grupos reinfetados ndo se

mostraram aumentadas em relacdo ao controle da infeccdo cronica.

Diferentemente dos nossos resultados, Franco e colaboradores (2015) observaram niveis
aumentados de citocinas inflamatérias (IFN-y, TNF-a) e também IL-10 no soro dos
animais reinfectados em comparacao ao grupo de animais com infeccdo cronica que nao
foram desafiados. Entretanto, a primoinfeccgdo realizada por Franco e colaboradores foi

com a cepa clonal MEA49 e o desafio foi através de inoculo intraperitoneal.

Apesar da classica e potente ativacdo da resposta inflamatdria do tipo I, o efeito

imunomodulador de T. gondii vem sendo estudado por alguns grupos. Wagner e
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colaboradores (2009) observaram que a infecgé@o oral por oocistos de T. gondii previne a
alergia tipo | em camundongos. Os autores identificaram uma porcentagem mais alta de
células T regulatérias Foxp3+ CD4+ CD25+ nos esplendcitos e linfonodos mesentéricos
na fase cronica da infeccdo pelo parasito. Em 2016, foi demonstrado pelo mesmo grupo
que além da infeccdo com o parasito, 0 antigeno de oocisto lisado (OLA) também é
capaz de reduzir o desenvolvimento de alergia (Wagner et al., 2016). Benevides e
colaboradores sensibilizaram os camundongos susceptiveis C57BL/6 com STAg e 0s
infectaram com uma dose letal de 100 cistos da cepa ME49. Os autores observaram
reducdo dos niveis sisttmicos de IFN-y e de RNA mensageiro de IFN-y e TNF-a no
intestino assim como reducdo de diversas células inflamatdrias na lamina prépria
(TCD4", células NK, células dendriticas e mondcitos) em comparacio a infecgdo em
animais naive. Como consequéncia foi observada a sobrevivéncia dos animais
infectados. A analise por imunohistoquimica demonstrou também niveis reduzidos de

IL-17 e iINOS (6xido nitrico sintetase indutivel) no intestino.

Uma possivel explicacdo para o nosso modelo seria que a primoinfec¢do desencadearia
um maior nimero de células regulatorias, inclusive de memdria, que durante a
reinfeccdo se expandiriam prontamente impedindo inflamacao nociva para o hospedeiro
através de citocinas modulatérias. Entretanto, pelas técnicas e abordagens utilizadas no
presente estudo ndo foi observado um aumento significativo de IL-10 ou TGF-B nos

grupos desafiados que comprovasse essa hipotese.

Reis e colaboradores (1999) afirmam que ap6s a injecdo de STAg, ou mesmo de
parasitos vivos no peritbnio dos camundongos, as células dendriticas tornam-se ndo
responsivas por cerca de uma semana, fendbmeno conhecido como paralise. Quando 0s
camundongos knockout para IL-10 foram infectados durante esse intervalo observou-se

reducdo dos danos imunopatoldgicos intestinais e sobrevivéncia dos animais. Outra
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hipotese para explicar o nosso modelo seria que a infec¢do prévia pela cepa D8 causaria
uma paralise das células dendriticas intestinais mais duradoura, prevenindo os danos
causados pelas cepas virulentas durante o desafio. Porém nesse caso, sem o controle da
resposta imune na multiplicacdo do parasito, seria provavel que as cepas utilizadas no
desafio fossem rapidamente detectadas no tecido intestinal. Entretanto, os resultados do
presente estudo demonstram o contrario: auséncia ou presenca em pequena proporcao
da cepa utilizada no desafio mesmo duas semanas ap6s o desafio. E necessaria a

realizacdo de estudos futuros para testar as hipoteses apresentadas.

Apesar da técnica de genotipagem através de PCR-RFLP ser ainda limitada na
identificacdo da diversidade das proteinas de viruléncia, os resultados obtidos
auxiliaram no entendimento do modelo em estudo. De acordo com a literatura, GRA15
do tipo | e do tipo Ill sdo proteinas truncadas e ndo funcionais que ndo sdo capazes,
portanto, de ativar NF-kf3 (Rosowsky et al., 2011). A consequéncia disso é que ndo
ocorre a producdo de citocinas pro-inflamatérias no inicio da infeccdo. As cepas D8,

EGS e CH3 apresentaram GRA15 do tipo I/111.

Entretanto, a cepa EGS apresentou ROP16 do tipo Il enquanto que as demais cepas
apresentaram do tipo I. ROP16, induz uma ativacdo apenas transitoria das vias
STAT3/6 e por isso € observada uma producdo macica de citocinas no inicio da
infeccdo (Saeij et al., 2007). A cepa EGS estimulou uma producéo elevada de citocinas
pro-inflamatorias como IFN-y, TNF-a, IL-12, IL-6, IL-17 no intestino 48 horas apos a
infeccdo, ou seja, no principio da infecgdo. Provavelmente essa producdo macica de
citocinas foi a causa da grave ileite apresentada por esse grupo que se assemelha aquela
causada por infeccdo oral com 100 cistos da cepa ME49 em camundongos susceptiveis
C57/BL6 (Liesenfeld et al., 1996). Curiosamente nos pulmdes dos animais do grupo

D8+EGS as alteragdes inflamatorias foram mais intensas que aquelas apresentadas pelo

78



Discuss@o

grupo EGS agudo. A presenca da cepa EGS foi detectada nos pulmdes do grupo EGS
agudo com uma semana e no D8+EGS com 48 horas. Possivelmente, 0 maior tempo do
parasito replicando nesse local resultou numa inflamagdo mais significativa observada
na analise histologica realizada nove dias ap6s a infeccdo. Nas cepas utilizadas nesse
estudo parece que a importancia da proteina ROP16 em relacdo a capacidade de induzir

fendmenos inflamatorios € maior do que da proteina GRA15.

As cepas com gendtipo clonal tipo 111 expressam baixos niveis de ROP18 e essa forma
da proteina ndo é capaz de fosforilar IRG (Taylor et al., 2007). Sendo assim, as cepas
que apresentam esse alelo da ROP18 apresentam viruléncia reduzida. A cepa D8 possui
ROP18 do tipo Ill. As cepas EGS e CH3 possuem ROP18 do tipo u-1 assim como a
cepa atipica MAS. Sabe-se pouco sobre esse tipo de ROP18, porém, de acordo com
Shwab e colaboradores (2016), a mortalidade observada em cepas que apresentam a
forma u-1 da ROP18 € de 80%, sendo esse alelo caracteristico de cepas virulentas.
Apesar da ROP5y;, estar relacionada com viruléncia elevada este alelo foi detectado

tanto na cepa EGS quanto na cepa D8.

De acordo com Shwab e colaboradores (2016) a analise combinada de ROP5 e ROP18 é
altamente preditiva de viruléncia. A cepa D8 possui a combinacdo ROP5,,/ROP18y,, e
se agrupa com cepas que apresentam mortalidade média inferior a 20%. O presente
estudo corrobora os resultados de desses autores uma vez que foi observado 10% de
mortalidade quando a infeccéo foi realizada pela via oral com 10 cistos da cepa D8. O
mesmo aconteceu quando analisamos a combinagdo da cepa CH3 (ROP5,.1//ROP18,.;)
que possui mortalidade média de 90% de acordo os autores citados acima. Porém a
combinacdo das proteinas da cepa EGS (ROP5,,/ROP18,.;) é descrita pelos autores
como apresentando uma mortalidade média de apenas 30%, diferente do observado em

nosso estudo. Apesar da combinagdo de ROP5 e ROP18 ter sido implicada como um
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excelente determinante da viruléncia de cepas de T. gondii, parece que a generalizacdo
ndo pode ser feita. Além do genotipo destas duas proteinas, também estdo envolvidas as
demais proteinas de viruléncia, assim como o0s niveis de expressdo de cada uma delas

que vao resultar em um fenotipo particular de cada cepa.

A genotipagem tradicional ndo aborda as diferencas entre as proteinas de viruléncia das
cepas. Por isso, a anélise dos alelos dessas proteinas pode auxiliar no entendimento da
ocorréncia de reinfeccdo com apenas algumas cepas de um mesmo gendtipo (Freyre et

al., 2004) .
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7. CONCLUSOES

A resposta imune adquirida pela infec¢do primaria com uma cepa pouco virulenta de T.
gondii ndo protege o hospedeiro contra a reinfeccdo com uma cepa virulenta.

Entretanto, é capaz de prevenir 0 acesso e a reproducdo do parasito em alguns 6rgéos.

Além disso, os danos teciduais decorrentes da imunopatologia da infec¢do sao
minimizados uma vez que ndo ocorre aumento de citocinas inflamatdrias ou até mesmo
modulatdrias nos grupos reinfectados em comparagdo aos animais apenas com infecgao
crénica, nem no local de infeccdo ou sistemicamente. Consequentemente ndo ocorre a
morte do hospedeiro. Dessa forma, um equilibrio na relacdo parasito-hospedeiro é
atingido, o que garante a permanéncia de ambos: hospedeiros naturais e parasitos de

elevada viruléncia.

A andlise combinada das proteinas ROP5 e ROP18 para a predi¢do de viruléncia de T.
gondii foi adequada em apenas duas das trés cepas do parasito usadas nesse estudo

indicando que esses marcadores ndo sdo necessariamente universais.
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8. PERSPECTIVAS

Novos estudos de reinfeccdo por T. gondii avaliando o parasitismo tecidual deverdo ser
realizados antes de 48 horas ap0s o desafio, na tentativa de identificar uma possivel
rpida passagem da segunda cepa do parasito no intestino antes da sua chegada ao

pulmao.

Desenvolver o modelo de reinfeccdo a fim de identificar quais sdo 0s mecanismos que
participam da protecdo parcial do animal primoinfectado pode trazer novos insights no
desenvolvimento de vacinas que previnam, por exemplo, a transmissao congénita de T.
gondii. As populacGes de linfocitos CD4 e CD8 presentes no intestino assim como a
resposta das células do linfonodo mesentérico frente ao estimulo com antigeno de T.

gondii deverdo ser estudados.

Também devem ser pesquisadas outras cepas brasileiras de gendtipo atipico neste
modelo de reinfeccdo, tendo em vista a capacidade de serem IRG resistentes ou

sensiveis.
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resposta imunolégica celular para Toxoplasma gondii em um modelo de reinfeccdo em
camundongos BALB/c com cepas recombinantes”, que tem como responsavel RICARDO
WAGNER DE ALMEIDA VITOR, esta de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 06/12/2012. Este certificado espira-se em
06/12/2017.
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We hereby certify that the Protocol n°. 348 / 2012, related to the Project entilted “Evaluation of
Toxoplasma gondii cellular immune response in a BALB/c mice reinfection model with
recombinant strains”, under the supervision of RICARDO WAGNER DE ALMEIDA VITOR,
is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics
Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 06/12/2012. This
certificates expires in 06/12/2017.

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG

Belo Horizonte, 06/12/2012.
Atenciosamente.
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Anexos

ANEXO 2 - RESULTADOS INDIVIDUAIS DA PADRONIZAGAO DO MARCADOR POR
MULTIPLEX-NESTED PCR DOS GRUPOS D8+EGS E D8+CH3

Tabela 2A: Resultados individuais dos sete animais de cada dia experimental para cada
marcador molecular testado do grupo D8+EGS.

Animais L358 PK1 c¢22-8 ¢29-2
1 /1 Il Il Il
2 /1 Il I Il
3 /1 Il Il Il
4 Il NR I NR
5 Il NR Il NR
6 I1/1 Il I Il
7 11/1 Il ] Il
1 I1/1 Il I Il
2 /1 Il I Il
3 /1 Il I Il
4 /1 Il I Il
5
6
7
1
2
3
4
5
6

48 horas

/1 NR NR 1l
11/1 i 1 1l
I1/1 Il 1 I
11/1 i 1 NR
/1 i/ 1 /1
/1 "I 1 1l
/e i 1/l /1
/1 "I 1 1l
I1/1 Il /1 1l
7 11/ Il 1 1l
NR: PCR ndo realizada. N&o foram obtidas bandas adequadas a digestdo por RFLP

1 semana

2 semanas
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PADRONIZA(;AO DE MARCADOR - PULMAO
D8 + EGS

PK1

o 48horas  1semana
Ol6 711 2 3 4 6)

w
@©
o
&
<
[00]
6#
Lu‘l

m©
[ .
C22-8 g E:
e
oo {8 ™ 48horas 1semana ﬁ 2semanas 48horas3
OwO (1456 71 2 3 4 6l ST 2 a5 67 [ 33

o 8horas 1semana o . 2semanas 48horas
2G5 116 701 2 3 6 7l B8 I123 4 71

C29-2

1lsemana

2semanas
2 315 4lls 6]

s q B
L358 5 £ X
hor 1 B 2 o R

) 48horas semana — semanas
BE&l1ae6s5 711234 6 571 2 3 4 5 6 7) 23”_]

Figura 2A: Imagem dos géis da digestdo com endonucleases especificas para cada marcador do
grupo D8+EGS.
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Tabela 2B: Resultados individuais dos sete animais de cada dia experimental para cada
marcador molecular testado do grupo D8+CH3.

Animais L358 PK1 c¢22-8 ¢29-2

1 mn_ i
2 mn 1
o 3 mi m 1l
S 4 NR NR NR NR
e 5 mi I I
6 min e 1
7 mi 1l
1 mn i
2 mi o
g 3 mia m 1
= 4 min 1l
- 5 mia m 1
6 min e 1l
7 min 1
1 mi_ . il
2 M1 NR I/l NR
8 3 mi m -
s 4 mi - u o
a 5 mia 1 1 NR
6 mi 1
7 mi -

NR: PCR ndo realizada. Ndo foram obtidas bandas adequadas a digestdo por RFLP
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PADRONIZAGCAO DE MARCADOR - PULMAO
D8 + CH3

PK1
48horas

vy M
XY H[A 2356 711 2 3 2)

1semana o _lsemana 2semanas

W
%5 [56 71 3 4 5 6 7]

0
-

C22-8
2semanas

= 48horas 1semana o lsemana
9512356 7M1 2 3 4 9% [s6 71 2 3 45 6 7

C29-2

1semana 2semanas

Fim 48horas 1semana o,
O5/1235 6 71 2 34 5] o5k 720k 3456 7)

500
400

300
200

ID'

L358 o @
S &
S E
48horas 1semana lsemana  2semanas (] ﬁ

waiun YR oS
OG22 356 711234 K8zlserllizaserl RBFMl)

Figura 2B: Imagem dos géis da digestdo com endonucleases especificas para cada marcador do
grupo D8+CHa3.
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ANEXO 3 - RESULTADOS INDIVIDUAIS DA NESTED PCR

Tabela 3A: Resultados individuais de PCR-RFLP do marcador L358 no intestino dos sete
animais de cada grupo experimental.

. : .. D8 EGS CH3 D8 +
Animais Ni D8 cronico D8 + EGS
agudo agudo agudo CH3
1 neg I neg neg I neg I
2 neg 1] neg neg Il neg I
@ 3 neg I neg neg 1l neg 1
E 4 neg 1] neg neg 11 neg 1]
=S 5 neg 1] neg neg I neg I
6 neg I neg neg 1l neg 1l
7 neg I neg neg I neg I
1 neg I neg | Il | I
2 neg 1] neg I I I I
g 3 neg I neg I 1l I 1l
£ 4 neg I neg | [ | I
a 5 neg 1l neg | I | I
6 neg I neg | [ | I
7 neg 1] neg I I I I
1 NR [ 1] NR i NR 1
2 NR i 1] NR i NR [+
§ 3 NR i 1 NR i NR i
E 4 neg " 1 NR 1]l NR 11
ﬁ 5 neg [ 1] NR 1] NR I
6 neg [ 1] NR 11 NR I
7 neg i 1 NR i NR i

*neg = PCR negativa, amostra ndo submetida a digestao por RFLP
NR: PCR ndo realizada, camundongos ndo sobreviveram
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INTESTINO-L358

EGSagudo CH3agudo
w» m  lsemana o @ o 1semana
2 O(23 45 7 AEB0[123456 7|

D8 cronico

D8 crénico
4A8horas 1semana
!1234567\ 112345671
30
20
100
D8 cronico D8 +EGS
2 semanas 48horas

EGS

l1234567|

50
40
30
2
10

D8 +EGS D8 +EGS
A 1semana
2851234567

1:2. 34 5 B 7

2semanas
12 3 485 6 7

EGS

500
400

300

Figura 3A: Imagem dos géis resultantes da digestdo do marcador L358 com Haelll e Nialll do
produto da PCR com DNA extraido de intestino.
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INTESTINO- L358

D8+CH3 D8+CH3
% 48horas nibh 1semana

RO ELEf1 23456 7)

0

w
el 23 756 7)

2semanas 2 semanas
851234567 l1234567\

Figura 3A: Imagem dos géis resultantes da digestdo do marcador L358 com Haelll e Nialll do
produto da PCR com DNA extraido de intestino.
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Tabela 3B: Resultados individuais de PCR-RFLP do marcador L358 no pulmdo dos sete
animais de cada grupo experimental.

Animais D8 EGS D8 + CH3 D8 +

Ni D8 cronico agudo agudo EGS agudo CH3

1 neg I neg neg 1+ neg 1+

2 neg 1] neg neg 1+ neg 1+

2 3 neg [ neg neg i+ neg i+
E 4 neg 1] neg neg 1] neg NR*
X 5 neg NR neg neg I neg [1+1
6 neg 1] neg neg 1+ neg 1+

7 neg I neg neg 1+ neg 1+

1 neg 1] 1] neg 1+ I 1+

2 neg i 1] | 1+ I 1+

g 3 neg i Il neg i+ neg i+
g 4 neg I 1] neg 1+ I 1+
a 5 neg 1 1] | I+ neg I+
6 neg I 1] neg 1+ I 1+

7 neg 1] i neg I+ I I+

1 neg i 1] NR 1+ NR 1+

2 neg 1] 1] NR i+ NR i+

8 3 neg Il Il NR 1+l NR 1+l
£ 4 neg I I NR 111+ NR 111+
ﬁ 5 neg " 1 NR 1+l NR 1+l
6 neg " 1 NR 11+l NR 11+l

7 neg [ 1] NR i+ NR i+

*neg = PCR negativa, amostra ndo submetida a digestao por RFLP
NR: PCR néo realizada, camundongos nédo sobreviveram
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PULMAO - L358

EGS agudo CH3agudo
w»n o lsemana “n m 1semana

BE G672 5] BESh 2467

A . A A YR
D8 cronico [1)8cron|co D8 crénico D8 cronico D8crénico
48horas semana 1semana 2semanas o A8horas

wv M vy M
BE& 2467123 4] XO&56 7]1 23456 7) 8OE5M3

D8 agudo D8 agudo D8 agudo D8 agudo
8o 1semana 2 semanas 1semana o 2 semanas
25603 a5 6 711 2 3 a4 sl 1 2 B2S5|6 7

D8+EGS D8+EGS D8+EGS DB8+EGS
o 1semana 2semanas 48horas 1semana
5701 2 3 a5 6 71 [2 3lls)

D8+EGS D8+EGS

— 48horas 1semana
B2 6M1465 71 234 6

D8+CH3 D8+CH3 D8+CH3 D8+CH3 D8+CH3

48horas 1semana 1semana 2 semanas
5235 6 701 2 3 4 285l 7l13as567 88

Figura 3B: Imagem dos géis resultantes da digestdo do marcador L358 com Haelll e Nialll do
produto da PCR com DNA extraido de pulméo.

- 48horas
N 1semana
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Tabela 3C: Resultados individuais de PCR-RFLP do marcador L358 no cérebro dos sete
animais de cada grupo experimental.

Animais D8 Ni+ NI+ D8+
Ni D8 cronico agudo EGS D8 +EGS CH3 CH3
1 neg I neg neg [ neg I
2 neg 1] neg neg 11 neg 1]
2 3 neg 1] neg neg Il neg i
E 4 neg i neg neg I neg 1]
X 3) neg I neg neg 1l neg 1
6 neg 1] neg neg 11 neg 1]
7 neg I neg neg [ neg I
1 neg I neg neg I neg 1]
2 neg 1 neg neg [ neg I
% 3 neg 1 neg neg 1l neg 1l
g 4 neg I neg neg I neg I
a 5 neg 1] neg  neg 1l neg 1l
6 neg 1] neg neg I I I
7 neg I neg neg I I I
1 neg 1] 1] NR i NR i
2 neg 1] 1] NR 11 NR [
§ 3 neg 1] 1] NR i NR 1
£ 4 neg Il Il NR Il NR Il
a 5 neg 1l I NR i NR i
6 neg 1 1 NR 1]l NR 11
7 neg 1] 1] NR 1] NR I

*neg = PCR negativa, amostra ndo submetida a digestao por RFLP
NR: PCR néo realizada, camundongos nédo sobreviveram
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CEREBRO- L358

CH3agudo D8cronico D8crénico D8crénico D8cronico
on 1semana 48horas 1semana 1semana 2semanas

8576 70i 23 2 s & 7l 85 3456701 234l

3

D8 cronico D8 +EGS D8 +EGS

o 25emanas 48horas

8556 711 23 245 6 7

D8 +EGS D8 +CH3 D8 +CH3 D8 +CH3 D8 +CH3
o 2semanas 48horas o A8horas  lsemana 2semanas
523 71[1 2 3 4 S [s5s 6 711 4 5 6 7[1]

D8 +CH3 D8 +CH3 D8 +CH3 D8 +CH3
o lsemana 2semanas

8% Bk 3)

Figura 3C: Imagem dos géis resultantes da digestdo do marcador L358 com Haelll e Nialll do
produto da PCR com DNA extraido de cérebro.
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CEREBRO- L358

D8 +EGS D8 +EGS D8 +EGS
lsemana 2semanas m 2semanas

wv M (78]
X8 &M 2 3 s1If1 5 6 88 & [a)

D8 agudo
2 semanas

3!123 45 6 7]

v}
OKD

EGS

Figura 3C: Imagem dos géis resultantes da digestdo do marcador L358 com Haelll e Nialll do
produto da PCR com DNA extraido de cérebro.
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