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RESUMO

O Toxoplasma gondii, causador da toxoplasmose, € um parasito intracelular obrigatorio com
grande capacidade de invadir as células hospedeiras e de evadir suas defesas. Dentro do
hospedeiro, o parasito pode estimular a ativagdo de mecanismos antimicrobianos, como a
producdo de 6xido nitrico (NO®) e de espécies reativas de oxigénio (ROS). Muitos trabalhos
vém tentando elucidar o papel das ROS durante a infeccdo pelo T. gondii, porém os dados
mostram-se inconclusivos. A fim de entender a importancia das ROS na infeccdo in vivo pelo
T. gondii, acompanhamos durante 15 dias, camundongos nocautes na produc¢édo de superoxido
via NOX2 (PHOX KO) e camundongos selvagens (C57BL/6 WT) infectados com 10 cistos da
cepa Me49 (tipo II) por via intragastrica. Nossos resultados mostraram que 0s camundongos
WT e PHOX KO infectados com 10 cistos da cepa Me49 de T. gondii ndo apresentaram
mortalidade durante o periodo de infeccdo avaliado. Apesar disso, os camundongos WT
apresentaram notaveis caracteristicas de caquexia a partir do nono dia de infeccao, que foram
confirmadas através dos elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias (TNF e IFN-y), NO® e
da elevada perda de peso em comparacdo aos camundongos PHOX KO. Mostramos também
que a presenca da NOX2 ativa em camundongos WT infectados pelo T. gondii promoveu maior
dano tecidual e maiores niveis de inflamacdo no figado, que foram comprovados através dos
niveis elevados de peroxidacdo lipidica (dano oxidativo) e de enzimas hepaticas (dano hepatico)
nesses camundongos. Esses dados foram reforcados através da andlise histopatologica do
figado, que mostrou dano tecidual nos camundongos WT em todos os tempos de infeccédo
avaliados com a presenca de infiltrado de células inflamatorias e focos de necrose. No intestino,
principal porta de entrada do parasito a outros 0rgaos, ndo observamos diferencas nos niveis de
peroxidacao lipidica entre os grupos de camundongos infectados devido & auséncia do parasito
no periodo de infeccdo avaliado. Ao associar o dano tecidual (presente em maior intensidade
nos camundongos WT) a provavel producdo de ROS em resposta a infec¢do, ndo observamos
diferengas entre os grupos de camundongos infectados. Também n&o observamos diferencas
nos niveis de enzimas antioxidantes (SOD e catalase) no figado e no intestino dos grupos de
camundongos infectados que poderiam explicar os baixos niveis de ROS encontrados nesses
camundongos. Nossos resultados indicam que as ROS ndo estdo envolvidas na eliminagéo do
parasito durante a infeccdo pelo T. gondii. De maneira surpreendente, 0 estresse oxidativo
contribui no desenvolvimento de diversas consequéncias negativas para o hospedeiro infectado,
ja que esse estresse oxidativo ndo é capaz de eliminar o parasito, conforme mostramos em

nossos resultados.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii, which causes toxoplasmosis, is an obligate intracellular parasite with great
ability to invade host cells and evade their defenses. Within the host, the parasite can stimulate
activation of antimicrobial mechanisms, such as production of nitric oxide (NO®) and reactive
oxygen species (ROS). Many studies have been trying to elucidate the role of ROS during T.
gondii infection, but the data are inconclusive. In order to understand the importance of ROS
in T. gondii infection in vivo, we monitored for 15 days knockout mice producing NOX2
superoxide (PHOX KO) and wild type mice (C57BL/6 WT) infected with 10 cysts of T. gondii
Me49 strain. (type I1) intragastrically. Our results showed that WT and PHOX KO mice infected
with 10 cysts of the T. gondii Me49 strain did not show mortality during the evaluated period
of infection. Nevertheless, WT mice showed remarkable cachexia characteristics from the ninth
day of infection, which were confirmed by high levels of pro-inflammatory cytokines (TNF and
IFN-y), NO® and high weight loss compared to PHOX KO mice. We also noted that the
presence of active NOX2 in T. gondii-infected WT mice promoted greater tissue damage and
higher levels of inflammation in liver, which were confirmed by elevated levels of lipid
peroxidation (oxidative damage) and liver enzymes (liver damage) in these mice. These data
were reinforced by histopathological analysis of the liver, which showed tissue damage in WT
mice at all times of infection verified by the presence of inflammatory cell infiltrate and necrosis
focus. In the intestine, the parasite's main gateway to other organs, we did not observe
differences in lipid peroxidation levels between groups of infected mice due to absence of
parasites during the period of infection evaluated. When associating tissue damage (present in
higher intensity in WT mice) with the probable production of ROS in response to infection, we
did not observe differences between groups of infected mice. We also did not observe
differences in the levels of antioxidant enzymes (SOD and catalase) in the liver or the intestine
of the infected groups that could explain the low levels of ROS found in these mice. Our results
indicate that ROS are not involved in parasite elimination during T. gondii infection.
Surprisingly, oxidative stress contributes to the development of several negative consequences
for the infected host, since this oxidative stress is not able to eliminate the parasite as we show

in our results.
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1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii

O T. gondii, causador da toxoplasmose, € um parasito intracelular obrigatdrio
pertencente ao filo Apicomplexa que compreende um grande grupo de protozoarios
parasitos de grande importancia médica e veterinaria. O parasito foi observado pela
primeira vez em 1908 por Nicolle e Mancaeux no roedor Ctenodactylus gundi e pelo Dr.
Alfonso Splendore em coelho doméstico, sendo identificado como uma diferente espécie
de Leishmania. Devido a grande capacidade de invadir as células hospedeiras e de evadir
as defesas do hospedeiro, o parasito pode ser encontrado em quase todos os vertebrados,
0 que inclui animais silvestres e domesticados. Os outros membros mais notaveis deste
filo para a saude humana sdo Plasmodium spp. e Cryptosporidium spp. agentes
causadores, respectivamente, da maléria e criptosporidiose. (Dubey et al., 1998; Weiss e
Dubey, 2009).

Os humanos e animais podem se infectar pelas formas existentes no ciclo de vida
do T. gondii, constituido pelos taquizoitos, bradizoitos (cistos), oocistos e merozoitos. O
taquizoito é a forma de multiplicacdo rapida encontrada durante a fase aguda da infeccao
e pode ser encontrado dentro de vacutolos parasitéforos (PV) de diversas células nucleadas
do hospedeiro, como células fagociticas, células hepaticas, pulmonares, nervosas,
submucosas e musculares. O bradizoito, diferente do taquizoito, se multiplica mais
lentamente, possui grande capacidade de encistamento e pode ser encontrado no globo
ocular e nos musculos esquelético e cardiaco. O oocisto é a forma encontrada nas células
epiteliais intestinais do hospedeiro definitivo (felinos), e que pode apresentar alta
resisténcia as condi¢cdes ambientais e no seu interior podem-se observar dois esporocistos,

cada um com quatro esporozoitos (Dubey et al., 1998; Tenter et al., 2000).

A patogenicidade do T. gondii esta diretamente associada a viruléncia do parasito.
Sendo assim, o parasito possui populagGes naturais que sdo de natureza clonal,
distribuidos em trés linhagens clonais distintas encontradas em humanos e outros animais.
A viruléncia do T. gondii € determinada através do indculo de taquizoitos por via
intraperitoneal em modelos murinos. As cepas do tipo | sdo altamente virulentas, possuem

elevadas taxas de multiplicacdo e podem levar camundongos a morte com inéculos
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inferiores a 10 taquizoitos (DL100~10). Outra caracteristica que determina a viruléncia
dessa linhagem é o desenvolvimento de uma intensa resposta inflamatoria nos
hospedeiros, que contribui para a patologia tecidual. J& as cepas pertencentes as linhagens
clonais do tipo Il e 11l possuem baixa viruléncia, grande capacidade de encistamento e
ndo séo letais em camundongos com inoculos superiores a 103 taquizoitos (DLso>103)
(Howe e Sibley, 1995; Sibley et al., 2002; Nguyen et al., 2003; Ferreira Ade et al., 2006;
Darde, 2008).

O complexo ciclo do parasito consiste de um ciclo sexuado no hospedeiro
definitivo (felinos) e um ciclo assexuado nos hospedeiros intermediarios (homem e outros
animais domésticos). O homem, como hospedeiro intermediario, pode infectar-se atraves
da ingestdo de oocistos contidos nas fezes do hospedeiro primario ou pela ingestdo de
cistos em carne contaminada de outros hospedeiros intermediarios. A transmissao da
infecgcdo pode ser de forma vertical, mée infectada para o feto, ou horizontal, através da
ingestdo de alimentos infectados (Frenkel et al., 1970; Jones e Dubey, 2010).

O ciclo no hospedeiro definitivo consiste na ingestdo de cistos ou oocistos por
felinos e o desenvolvimento de uma fase assexuada (merogonia) e outra sexuada
(gametogonia) do parasito. Os bradizoitos (oriundos dos cistos), taquizoitos e 0s
esporozoitos (oriundos de oocistos) quando em contato com as células epiteliais do
intestino delgado, podem penetra-las e sofrer um processo de multiplicacdo assexuada
por merogonia no interior do PV dessas células infectadas. Os merozoitos formados sdo
liberados pelo rompimento dessas células, que podem penetrar novas células epiteliais e
se diferenciar em formas sexuais masculinas (microgametas) e femininas
(macrogametas). O macrogameta pode ser fecundado pelo microgameta (flagelado e
movel), formando a parede do oocisto em torno do macrogameta, que pode originar o
oocisto imaturo. Os oocistos imaturos formados podem ser liberados no Iimen intestinal
através da ruptura das células epiteliais intestinais e atingir o ambiente através da
liberacdo das fezes. No ambiente, os oocistos sofrem esporulacdo, com formacéo dos
esporozoitos, que caracterizam a forma final e de resisténcia dos oocistos. As fezes
contendo oocistos esporulados podem contaminar diversos alimentos e agua, que podem
ser ingeridos pelos hospedeiros intermediarios ou pelos hospedeiros definitivos,
reiniciando o ciclo (Dubey e Frenkel, 1972; Dubey, 2004; Jones e Dubey, 2010) (Figura
1).
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Figura 1: Ciclo bioldgico do T. gondii. O hospedeiro definitivo (felinos) ao ingerir cistos ou oocistos de
T. gondii podem liberar as formas bradizoitas (cistos) ou esporozoitas (oocistos) pela acdo das peptidases
gastricas contidas no suco gastrico do estdbmago. Ao atingir o intestino, os bradizoitos ou esporozoitos
podem infectar células epiteliais intestinais do hospedeiro definitivo. Dentro dessas células, os bradizoitos
ou esporozoitos podem se diferenciar em merozoitos através do processo de merogonia. Esses merozoitos
sofrem processo de diferenciacdo que pode resultar em gametas masculinos (microgameta) e femininos
(macrogametas). A fusdo desses gametas pode levar a formacdo de oocistos imaturos que podem ser
eliminados nas fezes. Os oocistos imaturos em contato com o ambiente podem ser maturados através do
processo de esporulagdo, que pode resultar na formacédo de esporozoitos. Esses oocistos maduros, contidos
nas fezes, podem ser capazes de sobreviver no ambiente por longos periodos de tempo e contaminar
diversos tipos de alimentos e 4gua. Nos hospedeiros intermediarios (camundongos, animais de fazenda e
humanos que podem ingerir alimentos contaminados com oocistos ou cistos) Os parasitos podem ser
liberados as formas bradizoitas ou esporozoitas no estdbmago desses hospedeiros. Ao atingir o intestino,
essas formas infectam as células epiteliais intestinais e podem se converter a taquizoitos. Esses taquizoitos
podem se replicar assexuadamente e se disseminar por todo o corpo. Devido & a¢do do sistema imunoldgico
dos hospedeiros, muitos taquizoitos podem ser eliminados ou se diferenciar em bradizoitos. Esses
bradizoitos formam os cistos, que podem se alojar em diversos 6rgdos como coracao, olhos e cérebro. A
ingestdo de cistos atraves de alimentos contaminados pode levar a transmissdo para outros hospedeiros
intermediérios ou para o hospedeiro definitivo, reiniciando a fase sexuada do ciclo. Em humanos, a doenca
pode causar sintomas graves no cérebro e em outros 6rgdos em pacientes imunocomprometidos, bem como

em fetos em desenvolvimento (Adaptado de Hunter e Sibley, 2012).
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No hospedeiro intermediario, infec¢es causadas por cistos contendo bradizoitos
ou oocistos contendo esporozoitos ocorrem principalmente pela ingestdo de agua e
alimentos contaminados. Ap6s serem ingeridos, a parede dos cistos e dos oocistos pode
ser digeridas no estdbmago pelas peptidases gastricas, liberando as formas bradizoitas
(cistos) e esporozoitas (oocisto) que podem invadir as células epiteliais do intestino
delgado. Dentro dessas células epiteliais, eles podem ser convertidos a taquizoitos, forma
que possui alta taxa de multiplicagdo. Estes taquizoitos, ao romperem as células que
compdem a barreira epitelial intestinal, podem atingir outros 6rgaos e infectar uma gama
de novas células nucleadas, replicar-se assexuadamente dentro de PV e reiniciar os ciclos
de infeccdo. Devido ao alto grau de infectibilidade, os taquizoitos podem ativar uma
potente resposta imune que elimina boa parte dos parasitos. Entretanto, alguns conseguem
escapar da eliminacdo e se convertem em bradizoitos em tecidos periféricos, como
musculos e cérebro. Na auséncia de uma resposta imune adequada, 0s taquizoitos podem
se multiplicar descontroladamente, causando danos teciduais que podem ocasionar a
morte do hospedeiro. Sendo assim, o balango entre a indugéo e evasao da resposta imune
do hospedeiro torna-se crucial para o estabelecimento da infeccdo crénica causada pelo
T. gondii (Dubey e Frenkel, 1972; Dubey et al., 1998; Dubey, 2004; Jones e Dubey, 2010)
(Figural).
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1.2. Toxoplasmose

A toxoplasmose humana é uma doenca que pode apresentar grande impacto em
individuos imunocomprometidos, em individuos que foram infectados pela via congénita
e, raramente, em pacientes transplantados. A maioria dos individuos imunocompetentes
infectados podem ser assintomaticos ao longo da vida, entretanto, assim como o0s
imunocomprometidos, podem desenvolver a doenca (Bowie et al., 1997; Choi et al.,
1997; De Moura et al., 2006; Montoya e Remington, 2008).

A doenga é uma das zoonoses mais difundidas no mundo. Estima-se que
aproximadamente 25 a 30% da populacdo humana no mundo esteja infectada pelo T.
gondii. Foram relatadas baixa prevaléncia (10 a 30%) de anticorpos especificos (IgM e
IgG) para a doenga na América do Norte, no Sudeste Asiatico, no Norte da Europa e em
alguns paises da Africa. Moderada prevaléncia (30 a 50%) foi relatada em paises do sul
da Europa e alta prevaléncia (acima de 50%) na América Latina e em paises africanos

tropicais (Montoya e Liesenfeld, 2004; Pappas et al., 2009).

Alguns fatores podem afetar a prevaléncia da doenga em humanos. Fatores
climaticos podem aumentar a taxa de sobrevivéncia de oocistos no ambiente. A taxa de
sobrevivéncia dos oocistos reflete diretamente nas taxas de infeccdo em animais
produtores de carne. Em paises de clima umido e quente, pode-se encontrar alta
prevaléncia da doenca, enquanto paises aridos e paises mais frios podem apresentar baixa
prevaléncia da doenca. Associado a isso, os habitos alimentares (ndo lavar as maos;
consumo e preparo de carnes contaminadas (cruas ou malpassadas); ma limpeza de
vegetais), habitos econémicos, sociais ou culturais (auséncia de saneamento basico e de
programas sociais em combate a doenca) podem ajudar a explicar grande parte das
variagOes da prevaléncia dos anticorpos especificos da doencga nas diferentes regies
(Jones e Dubey, 2010; Robert-Gangneux e Darde, 2012).

A gravidade da doenca e a forma clinica pode depender do estado imunolégico do
hospedeiro, da agressividade das linhagens do T. gondii e de seu estagio evolutivo. A
toxoplasmose pode apresentar trés formas: toxoplasmose aguda adquirida em individuos
imunocompetentes, toxoplasmose cerebral (em individuos imunocomprometidos) e

toxoplasmose congénita (Robert-Gangneux e Darde, 2012).
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Em imunocompetentes, o quadro clinico da doenca sintomatica seria um quadro
autolimitado, benigno e inespecifico de uma doenca infecciosa que raramente necessita
de tratamento. A manifestacdo clinica mais comum é a forma ganglionar, caracterizada
por linfadenopatia indolor, que regride em algumas semanas, em que 0s ganglios podem
permanecer aumentados por quatro a seis semanas. Individuos infectados podem
apresentar alguns outros sintomas, como cefaleia, dor de garganta, febre, mal-estar,
suores noturnos, mialgias. A partir desses sintomas, podem ser apresentados,
erroneamente, diagndsticos de linfomas, mononucleose infecciosa, tuberculose,
carcinoma metastatico e leucemia (Masur et al., 1978; Luft e Remington, 1992; Montoya
e Liesenfeld, 2004; Halonen e Weiss, 2013).

Pacientes imunocomprometidos portadores do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), quando infectados pelo T. gondii, podem desenvolver encefalite, causada pela
reativacdo de uma infeccdo latente, resultando na morte do paciente. Os principais
sintomas como deméncia, letargia e convulsdes sdo inespecificos, dificultando o
diagnostico clinico. Entretanto, em paises subdesenvolvidos o tratamento de pacientes
com a terapia antirretroviral tem reduzido a incidéncia da toxoplasmose cerebral em
pacientes portadores da infeccdo por HIV (Luft e Chua, 2000; Contini, 2008; Osunkalu
etal., 2011).

A toxoplasmose congénita, oriunda da prima infeccdo mée-feto, pode ocorrer
mesmo em situacfes nas quais a gestante esteja assintomética e pode levar a graves
consequéncias para o feto, como lesdes neurolégicas, oftalmolégicas, hidrocefalia,
coriorretinite e calcificacdes intracranianas, além de poder resultar em aborto. O parasito
pode infectar o feto através da via transplacentaria, causando danos de diferentes graus,
que podem depender diretamente da viruléncia da linhagem do parasito e da resposta
imune da gestante. O risco de transmissao vertical pode ser maior em fases posteriores da
gravidez, mas a infeccdo é geralmente mais grave se ocorre no inicio do periodo de
gestacédo (Lopez et al., 2000; Kravetz e Federman, 2005; Montoya e Remington, 2008;

Vasconcelos-Santos et al., 2009).

O tratamento da toxoplasmose envolve 0 uso de medicamentos em individuos
portadores do HIV e gestantes. Os medicamentos usados podem ser a pirimetamina, a
sulfadiazina e o acido folinico. Medidas higiénicas podem reduzir a transmissdo do
parasito, como a lavagem de frutas e verduras e evitar o consumo de carne crua e

malpassada. Em relagcdo a toxoplasmose congénita, campanhas educativas por parte do
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governo devem ser planejadas para ajudar a prevenir o aumento de casos (Lopez et al.,
2000; Jones et al., 2003; Jones et al., 2010).

1.3. Interacdo parasito — célula hospedeira

A invasdo das células hospedeiras pelo T. gondii € um processo complexo. Devido
a grande capacidade de infectar qualquer tipo de célula nucleada e tecido, a forma
taquizoita do parasito é comumente utilizada em estudos de invasdo ao hospedeiro.
Primeiro, os taquizoitos de T. gondii podem reconhecer e se ligar fracamente a célula alvo
através de proteinas de superficie chamadas SAGs (antigenos de superficie), SRSs
(sequéncias relacionadas a SAG) e SUSASs (antigenos de superficie ndo relacionados a
SAG). Apos o reconhecimento da célula alvo, o parasito pode iniciar seu processo de
invasdo através da secrecdo de proteinas pelas organelas secretoras chamadas
micronemas (MIC). Essas proteinas podem ser secretadas em resposta ao elevado célcio
citoplasmatico do parasito pela acdo da proteina quinase dependente de célcio | (CDPKI).
Os mecanismos que desencadeiam a liberagdo de célcio citoplasmatico pelo parasito
ainda ndo séo conhecidos. Essas proteinas do micronema podem conter uma variedade de
dominios adesivos incluindo repeticdes de trombospondina do tipo I, dominios de
integrina A e de fibronectinas dos tipos Il e 111, e se ligam a célula hospedeira através de
moléculas de superficie genéricas, como glicosaminoglicanos e acido sialico (Carruthers
e Sibley, 1997; Boothroyd et al., 1998; Pollard et al., 2008; Tait e Hunter, 2009; Lourido
etal., 2010).

A segunda parte da invasdo resulta na secrecdo de proteinas pelas organelas
chamadas roptrias, que podem injetar proteinas efetoras diretamente no citoplasma das
células hospedeiras, atraves de pequenas quebras na membrana plasmatica que podem se
fechar novamente. A formacao de uma juncéo da superficie do parasito até a membrana
plasmética da célula hospedeira pela acdo das proteinas roptrias de pescoco (RONS) que
interagem com proteina adesina do micronema (AMA1) pode permitir o acesso do
parasito ao interior das celulas hospedeiras formando o vacuolo parasitoéforo (PV)
(Hakansson et al., 2001; Alexander et al., 2005; Mital et al., 2005; Besteiro et al., 2009)
(Figura 2).

Durante o processo de invaséo e formacéo do PV, pode ocorrer o recrutamento de

organelas intracelulares do hospedeiro, como lisossomos, mitocéndrias e reticulo
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endoplasmatico e complexo de Golgi. Entretanto, o parasito pode modular a composi¢édo
do vacutolo parasitéforo, podendo impedir o acoplamento das proteinas membranares
dessas organelas, e 0 que pode ajudar na aquisi¢do de nutrientes pelo parasito (Suss-Toby
et al., 1996; Mordue et al., 1999; Charron e Sibley, 2004).

No decorrer do ciclo litico, que dura entre 24 e 48 horas, 0s taquizoitos dentro do
PV podem se dividir rapidamente por endogiogenia e formar pares sequenciais de células
filhas. Um Unico parasito pode gerar entre dezesseis e cento e vinte e oito copias. Apos a
divisdo, o T. gondii pode romper o PV atraves da secrecdo de proteinas da MIC, mais
especificamente pela acdo da proteina semelhante a perforina (TgPLP1) através do
aumento de célcio intracelular do parasito. O parasito pode romper a célula hospedeira e
se tornar disponivel para encontrar novas células e reiniciar o ciclo de invasdo (Nagamune
et al., 2008; Kafsack et al., 2009).
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Figura 2: Invasao do T. gondii no hospedeiro. A invasdo do parasito em células hospedeiras envolve a
acdo combinada de proteinas. A formagéao do vactolo parasitéforo (PV) pode ser iniciada pela secre¢do de
proteinas do bulbo (ROPs) e de pesco¢o (RONs) da organela chamada roptria. As RONs podem ser
inicialmente secretadas na membrana da célula hospedeira para ajudar na formag&o de uma juncdo movel
composta por RON2, RON4 e RONS5 junto com a proteina micronemal AMAL. As proteinas ROP podem
ser liberadas no citoplasma da célula hospedeira ou na superficie do PV (ROP2, ROP 5 e ROP 18). Essas
proteinas ao envolver o PV, ajudam no estabelecimento do parasito na célula alvo, além de possuir a
capacidade de inibir os mecanismos celulares da célula hospedeira que poderiam levar a eliminacédo do
parasito. A ROP 16, liberada no ndcleo da célula hospedeira, junto com a proteina fosfatase 2C (PP2C-hn)
podem agir na inibicdo dos fatores de transcricdo STAT3 e STAT6. O parasito pode modular a composi¢do
do PV para a aquisi¢do de nutrientes e para o sucesso no estabelecimento na célula hospedeira (Adaptado
de Hunter e Sibley, 2012).
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1.4. Resposta imune associada ao T. gondii

A sobrevivéncia do parasito depende do seu sucesso ao invadir o hospedeiro
vertebrado. Células fagociticas, como macrdfagos e neutrofilos, constituem uma das
primeiras linhas de defesa contra a invasdo de patégenos intracelulares devido a sua
capacidade de reconhecer, fagocitar e destruir microrganismos (Weiss e Schaible, 2015).
Ao invadir o hospedeiro vertebrado, o T. gondii infecta essas células que, por sua vez,

respondem através de diferentes mecanismos que serdo descritos nesse topico.

Durante os estagios iniciais da infeccdo, os hospedeiros infectados pelo T. gondii
precisam detectar e responder rapidamente a invasdao do parasito para evitar sua
disseminacéo. O principal mecanismo utilizado pelos hospedeiros para o reconhecimento
de pat6genos sdo os receptores do tipo Toll (TLRS), que reconhecem padrées moleculares
associados a patégenos (PAMPs) e sdo cruciais na eliminacdo do parasito, através do
recrutamento de fagdcitos para o tecido infectado. As principais células envolvidas no
reconhecimento inicial de PAMPs sdo os mondcitos, macrofagos e células dendriticas
(Gazzinelli e Denkers, 2006; Hunter e Sibley, 2012; Yarovinsky, 2014; Sasai et al., 2018).

As células hospedeiras podem reconhecer diferentes tipos de PAMPS expressos
pelo T. gondii, como por exemplo as profilinas e o glicosilfosfoinositol (GPI). As
profilinas de T. gondii (TgPRF) sdo proteinas envolvidas na polimerizacao de filamentos
de actina responsaveis pela motilidade do parasito e invasdo de células hospedeiras. As
TgPRF tém importante papel de agonista do sistema imune inato através do seu
reconhecimento pelo TLR11 em células dendriticas de camundongos. O GPI, molécula
proveniente do parasito, também pode ser reconhecido pelos receptores TLR2 e TLR4
em mondacitos e macrdéfagos (Campos et al., 2001; Plattner et al., 2008; Niehus et al.,
2012; Andrade et al., 2013).

As cascatas de sinalizagdo provenientes da ativacdo dos TLRs junto com a agéo
da proteina adaptadora mieloide (MyD88) podem ativar fatores de transcri¢do, como fator
nuclear kB (NF-«B) e o fator regulador de interferon 8 (IRF8), importantes na transcri¢cao
de interleucina 12 (IL-12), uma das principais citocinas envolvidas na resposta inicial

contra o T. gondii (Scanga et al., 2002).

A producdo de IL-12 por mondcitos, macrofagos e células dendriticas ativa as
células NK, células T CD4* e CD8" que, por sua vez, respondem produzindo interferon
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gama (IFN-y), citocina mediadora das respostas contra o T. gondii. O IFN-y, junto com o
sinal proveniente do fator de necrose tumoral (TNF), vindos de mondcitos, macréfagos e
células dendriticas, estimulam a expressdo da éxido nitrico sintase induzida (iNOS) que,
ao promover a oxidacdo da L-arginina, produzindo o d6xido nitrico (*NO), que age na
eliminacdo de patogenos dentro de PVs. Além da inducdo da iNOS, o IFN-y também
estimula os complexos da enzima NADPH oxidase que atuam na producgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que também agem na eliminacdo de patdgenos (Adams et
al., 1990; Scharton-Kersten et al., 1997; Yap e Sher, 1999) (Figura 3). O papel de ROS

durante a infeccdo por T. gondii serdo descritos adiante.

Além de estimular a expressao de enzimas que estimulam a producéo de *NO e
ROS, o IFN-y atua na ativacdo de outros mecanismos de combate a infeccéo pelo T.
gondii. A indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) atua na inibicdo do crescimento do parasito
em diversos tipos celulares, como fibroblastos, células epiteliais e fagociticas. Essa
enzima tem a capacidade de reduzir os niveis do aminodcido triptofano dentro dos PVs,
que é essencial para o crescimento do parasito durante seu estabelecimento na célula
hospedeira. Esse mecanismo resulta na eliminacdo do parasito dentro dos PVs. Outros
mecanismos de defesa como as GTPases relacionadas a imunidade p47 (IRGs) e as
proteinas de ligacdo ao guanilato p65 (GBPs) também exercem importante papel na
ruptura do vacuolo parasitoforo. A exposicdo do parasito diretamente ao citoplasma
resulta na sua eliminacdo. Os mecanismos de atuacdo de IRGs e GBPs ainda ndo sao bem

compreendidos (Murray et al., 1989; Bekpen et al., 2005; Yamamoto et al., 2012).

O desenvolvimento de resposta pré-inflamatoria exacerbada promove, além da
eliminacdo do parasito, graves danos teciduais no organismo hospedeiro. A citocina
reguladora IL-10, produzida por linfocitos T reguladores, atua na regulacéo das respostas
pro-inflamatorias induzidas por 1L-12, principalmente na diminui¢do da producédo de
IFN-y. Durante a infec¢do por T. gondii por cepas ndo virulentas, camundongos
deficientes em IL-10 tém alta mortalidade devido a hiperproducéo de citocinas pro-
inflamatorias (Gazzinelli et al., 1992; Gazzinelli et al., 1996; Suzuki et al., 2000).
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Figura 3: Resposta imune inata induzida pela infeccdo por T. gondii. a- Mondcitos, macrofagos e
células dendriticas podem ser as primeiras células a responderem a infecgdo pelo T. gondii. O receptor
TLR11 de células dendriticas em camundongos pode reconhecer as profilinas do T. gondii e responder com
a producdo de IL-12. Mondcitos e macréfagos podem produzir IL-12 e TNF pela ligagdo dos TLR 2 e 4 as
proteinas ancoradas ao GPI do parasito. b- A acdo mediada pela IL-12 em células NK na resposta inata e
nas células T CD4 * e CD8* pode resultar na producéo de IFN-y. A citocina reguladora IL-10 é essencial
para a modulacgéo das respostas Th1l, uma vez que evita a superproducéo de citocinas pro-inflamatdrias. c-
A producéo de IFN-y durante a resposta imune inata e adaptativa pode ativar as células hospedeiras para o
controle da replicagdo parasitaria. O IFN-y, através de seu receptor especifico, induz um sinal que ativa o
fator de transcricdo STAT1 que controla a expressdo de diversos genes. Mondcitos e macrofagos, em
resposta ao sinal de STAT1, regulam positivamente a producdo de NO e ROS, moléculas que medeiam o
controle de parasitos intracelulares. Células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas podem mediar outros
mecanismos de defesa. Proteinas de defesa como IRGs e GBPs, dependentes da proteina autofagica 5
(ATG5), podem ser recrutadas para o vactolo parasitéforo e estdo envolvidas na eliminacéo do parasito
(Adaptado de Hunter e Sibley, 2012).



27

A resposta imune humoral pode exercer importante papel no controle da infeccéo
por T. gondii através da producdo de anticorpos especificos contra o parasito. Esses
anticorpos especificos possuem a capacidade de impedir que os taquizoitos, bradizoitos e
esporozoitos se liguem e invadam células do hospedeiro através da opsonizacao da
superficie dessas formas evolutivas do parasito. Com isso, pode ser possivel a eliminagédo
do parasito através da fagocitose por células fagociticas e lise celular, através da ativagao
da via cléssica do sistema complemento (Montoya, 2002; Correa et al., 2007; Santana et
al., 2012).

Os anticorpos envolvidos na resposta contra o T. gondii s&o pertencentes as classes
IgM, IgA e IgG (e suas subclasses). O anticorpo do tipo IgM €é o primeiro a ser detectado
no soro durante a infecgdo. Seus niveis podem ser detectados com 3 a 10 dias p0s infeccdo
e ter um pico no periodo de 30 a 60 dias p0ds infeccdo. A producdo de IgM ¢é regulada
positivamente pela presenca de IL-2, como consequéncia da estimulacdo de células T e
B (Remington et al., 2004; Correa et al., 2007).

O anticorpo IgA, comumente presente em mucosas, também pode ser encontrado
no soro de individuos infectados. Considerado um anticorpo tipico de fase aguda, a IgA
é produzida nos primeiros 7 a 8 dias de infec¢do, e pode ter um pico de producdo um més
apos a infeccdo. Sua producdo pode ser regulada positivamente pela presenca das
citocinas IL-37 e TGF-B. A presenga de baixos niveis de IgA junto com IgM e aumento
dos niveis de 1gG indicam progressao da fase aguda para a fase crénica da doenca (Hegab
e Al-Mutawa, 2003; Remington et al., 2004; Correa et al., 2007).

Considerada a principal imunoglobulina em resposta a infeccédo por T. gondii, 0
anticorpo IgG comeca a ser produzido entre 7 e 21 dias de infeccéo, apos o0 aparecimento
de IgM na circulagéo, e atinge seu pico a partir de 4 a 6 meses de infec¢do. A produgéo
de IgG € induzida por IFN-y e é o mais utilizado em testes diagnosticos para a detecgdo
de exposicdo ao T. gondii. As subclasses IgG1 e 1gG3 séo induzidas por IFN-y e seus
niveis na circulagdo podem ser aumentados na presenga de IL-6. Além disso, esses
subtipos séo capazes de ativar a via alternativa do sistema complemento.(Darcy et al.,
1988; Ee et al., 1989; Huskinson et al., 1989; Hegab e Al-Mutawa, 2003; Bela et al.,
2008).

Apesar dos diversos mecanismos efetores de resisténcia celular em combate ao T.

gondii citados nesse trabalho, o parasito desenvolveu estratégias para lidar contra esses
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mecanismos, regulados através da acao de fatores de transcricdo. Sendo assim, o parasito
promove alteracGes na transcricdo de genes da célula hospedeira, que estdo envolvidos
nas respostas imunes, no metabolismo energético e na sinalizagdo celular. O parasito inibe
os fatores de transcricdo sinal transdutor e ativador da transcricdo 1 (STAT1) e NF-xB,
que resulta na inibicdo da acdo do IFN-y. Um estudo mostrou, por exemplo, que
fibroblastos infectados por T. gondii ndo respondem eficientemente aos efeitos
antimicrobianos do IFN-y, devido a sinalizacdo ineficiente do STAT1. Além disso, o
parasito também inibe a acdo dos supressores de sinalizacdo de citocinas (SOCS1 e
SOCS3) e STATS3, que promovem 0 aumento das vias anti-inflamatorias, que pode
comprometer 0os mecanismos de controle parasitario do hospedeiro (Luder et al., 2001;
Shapira et al., 2005; Whitmarsh et al., 2011; Stutz et al., 2012).

Nesse trabalho, detalharemos o mecanismo de producdo de ROS via NOX2 e sua
contribuicdo no controle do T. gondii. Os aspectos gerais sobre ROS e seu papel durante
a infecgdo serdo descritos a seguir.

1.5. Espécies reativas de oxigénio e maquinaria antioxidante do T. gondii

1.5.1. NADPH oxidase e espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas derivadas do oxigénio que incluem
radicais de oxigénio, como superdxido (O2°*") e hidroxila (OH®). O estresse mediado por
ROS tem sido implicado em varias disfuncBes e doencas, incluindo doengas
cardiovasculares, imunodeficiéncias e doencas pulmonares. Entretanto, a liberacdo de
ROS mediada por NADPH oxidase (NOX), chamada de explosdo respiratéria, leva a
eliminacdo de microrganismos invasores por celulas fagociticas, tendo assim um
importante papel como mediador inflamatério (Franchini et al., 2013; Panday et al.,
2015).

Por muito tempo, acreditava-se que a producdo de superdxido atraves das NOX
ocorria apenas em células fagociticas, como macréfagos e neutrofilos. No entanto, varias
enzimas responsaveis pela producdo de ROS foram identificadas em outros tipos
celulares de alguns tecidos, como células do epitélio intestinal e fibroblastos gengivais,

cardiacos e pulmonares. Estas enzimas séo semelhantes a NOX fagocitica, denominada
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NOX2, e sdo parte da familia das NOX. Os genes nox produzem as proteinas
transmembrana responsaveis pelo transporte de elétrons através de membranas
bioldgicas, utilizando o NADPH como principal substrato, que leva a reducéo de oxigénio
em superdxido (Cross e Segal, 2004; Smeyne e Smeyne, 2013; Aliev et al., 2014; De
Deken et al., 2014; Robert e Robert, 2014).

A familia das NOX consiste de seis homdlogos da NOX2 distribuidos em diversos
tipos celulares: NOX1, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 e DUOX 2. Estes homdlogos
diferem em relacdo ao tipo celular no qual se encontram, além das subunidades
estruturais. A NOX2 é composta de duas proteinas de membrana que juntas formam o
grande flavocitocromo b558, que sio a gp91P"* (subunidade b) e p22P"* (subunidade a).
Sob condigbes ndo estimulantes, as subunidades reguladoras, p40P"®, pd7Phox pg7Phox ¢
Rac2 existem no citoplasma como um complexo inativo (Babior, 1999; Diebold e
Bokoch, 2001; Touyz et al., 2002).

Na presenca de um estimulo apropriado, como a fagocitose ou a ligacdo de
PAMPs com receptores do tipo Toll, a cinase p38 MAPK ¢ ativada, via Myd88. Em
seguida, p47P" sofre fosforilacdo e Rac2, ja ligada a proteina G, se liga ao trifosfato de
guanosina (GTP). A proteina G se transloca junto com as demais subunidades reguladoras
para a membrana e se associa com o flavocitocromo b558 para formar a oxidase ativa
(Leto et al., 1994; Laroux et al., 2005; Mizrahi et al., 2006; Bedard e Krause, 2007)
(Figura 4).
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Figura 4: Representacdo esquemética da ativacdo da enzima NADPH oxidase 2 (NOX2). O

flavocitocromo b558, composto por p22P"°* e gp91P"™, é a parte catalitica da enzima conectada & membrana
plasmatica. As subunidades reguladoras citoplasmaticas (p67Pho%, p47° e p40P"°X) e a proteina Rac ligada

a proteina G pode se deslocar para a membrana apos a ativacdo do complexo NADPH oxidase, responsavel

pela exploséo respiratdria. O superdxido pode originar diversas outras espécies reativas de oxigénio, que

juntas, atingem o alvo internalizado (Adaptado de Assari, 2006).
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A subunidade gp91P"°* da NOX2 é essencial para a reducéo do oxigénio molecular
por elétrons doados pelo NADPH. Individuos que possuem mutagcfes no gene nox, que
refletem em defeitos na NOX2, tornando-a inativa, podem apresentar a doenga
granulomatosa crénica. A doenga granulomatosa cronica promove a hipersensibilidade a
infeccdes bacterianas e fungicas e o acumulo de células fagociticas contendo bactérias
leva ao desenvolvimento de granulomas, refletindo a incapacidade dessas células de
eliminarem patdgenos internalizados ou de sofrerem apoptose (Cross e Curnutte, 1995;
Assari, 2006).

A acdo do superoxido produzido pela atividade da NOX2 é restrita ao local onde
ele foi formado e liberado, devido a sua natureza aniénica. O radical superdxido pode
espontaneamente ou enzimaticamente ser dismutado em peroxido de hidrogénio que, por
sua vez, possui alta capacidade de difusdo entre membranas. Outra forma de reacdo do
superoxido € com o °*NO proveniente da inducdo da expressdo da enzima iNOS,
produzindo peroxinitrito, um potente oxidante e agente citotoxico para diversos
microrganismos. A reacdo entre *NO e O.* em pH fisiolégico e alta concentracdo de
CO., condicdes encontradas nos tecidos, pode formar os radicas *NOz e CO3*™ nitrato e
carbonato, respectivamente, que causam danos tanto no microrganismo alvo, quanto na

celula hospedeira (Babior, 1984; Groemping e Rittinger, 2005).

1.5.2. Maquinaria antioxidante do T. gondii

O sucesso da invasdo e multiplicagdo do T. gondii depende da sua capacidade de
sobreviver dentro das células hospedeiras e esté relacionado ao seu repertorio de enzimas
antioxidantes. Assim, o T. gondii é capaz de se proteger das ROS liberadas por células
imunes efetoras do hospedeiro (Callahan et al., 1988; Mcgonigle et al., 1998).

O parasito utiliza diversas enzimas antioxidantes proprias, que incluem a
superdxido dismutase (SOD) para decompor anions superdxido, e catalase, glutationa
peroxidase (GSH) e tiorredoxina peroxidase (Trx), para decompor moléculas de peréxido
de hidrogénio. Para a protecdo contra os danos oxidativos, o T. gondii utiliza um eficiente
sistema de reducdo de tiol, que é composto de Trx, GSH e glutaredoxina (Grx). A GSH
oxidada e a Trx oxidada podem ser reduzidas pela catalase da GSH redutase e Trx
redutase (TR), respectivamente, enquanto que a Grx pode ser reduzida pela GSH (Ding
et al., 2004; Xue et al., 2017) (Figura 5).
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Figura 5: Sistema antioxidante do T. gondii. Vias de metabolizagdo de espécies reativas de oxigénio: Os
superdxidos gerados podem ser dismutados pela agdo da SOD, obtendo-se como produto perdxido de
hidrogénio e O,*". O peroxido de hidrogénio gerado pode ser metabolizado pela catalase, gerando H20 e
0,*, ou pelas peroxidases glutationa peroxidase (GPx) e tiorredoxina peroxidase (TPx). Essas enzimas
podem estar acopladas a sistemas redutores sulfidrilicos, como a tiorredoxina (Trx) ou glutationa (GSH)
com ou sem glutaredoxina (Grx). Assim, a glutationa dissulfeto (GSSG) e a tiorredoxina oxidada podem
ser reduzidas pela glutationa redutase (GR) e pela tioredoxina redutase (TrxR) respectivamente, as custas

dos elétrons provenientes da oxidagdo do NADPH (Adaptado de Ding et al., 2004).
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A auséncia ou a inibicdo das enzimas associadas ao sistema antioxidante
compromete a sobrevivéncia e a infecgdo do parasito. A tioredoxina de T. gondii (TgTR)
desempenha um importante papel na resisténcia ao dano oxidativo e é considerada um
fator de viruléncia associado a infeccdo pelo parasito. Um estudo in vitro utilizando
parasito nocaute para a enzima tioredoxina (TgTR-KO) mostrou que o parasito apresenta
menor capacidade antioxidante, menor eficiéncia na invasao e proliferagdo. Quando se
analisou a capacidade do parasito nocaute de infectar camundongos, observou-se que 0s
camundongos infectados com essa cepa apresentaram tempo mais prolongado de
sobrevivéncia em relacdo aos camundongos infectados com a cepa do tipo selvagem (Xue
etal., 2017).

Outro trabalho demonstrou a importancia da enzima catalase na viruléncia do
parasito na cepa PRU (Prugniaud). Os autores observaram que camundongos infectados
com essa cepa sem 0s genes da catalase apresentaram maior sobrevivéncia do que os
camundongos infectados com a cepa do tipo selvagem (Ding et al., 2004).

As formas taquizoitas de T. gondii sdo resistentes ao estresse oxidativo, devido a
capacidade da Prx de neutralizar o efeito toxico do peroxido de hidrogénio (Akerman e
Muller, 2005). Ja outro estudo mostrou que o tratamento com Prx recombinante em
macrofagos infectados com T.gondii pode aumentar a replicagdo do parasito (Marshall et
al., 2011).

Dessa forma, varios trabalhos descrevem a imporancia das enzimas antioxidantes
do parasito no estabelecimento da infeccdo. Entretanto, a auséncia dessas enzimas pode

tornar o parasito susceptivel a acdo danosa das ROS, conforme sera descrito a seguir.

1.6 O papel das ROS na infeccéo por T. gondii

As ROS podem exercer importante papel na mediagéo do controle da infeccéo por
patogenos intracelulares. Entretanto, o balango dos niveis de producgéo torna-se essencial
para a manutencdo da homeostase redox do organismo (Zorov et al., 2014). Apesar da
escassez de trabalhos envolvendo ROS e T. gondii na literatura, alguns trabalhos
publicados com experimentos in vitro destacam a importancia de ROS na eliminagéo do

parasito.

Um estudo envolvendo a ativagéo do receptor P2X7 com trifosfato de adenosina

(ATP) em macrofagos mostrou uma diminuicdo da carga parasitaria do T. gondii através
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da ativacdo da sinalizacdo de mediadores inflamatérios. Os ensaios de ROS e *NO
mostraram que apenas a producdo de ROS esta envolvida com os efeitos do tratamento
com ATP (Correa et al., 2010). Outro estudo também mostrou que a inibigdo da via
PI3K/Akt (via utilizada na regulacdo de diversos processos de crescimento celular)
através de inibidores especificos promoveu a reducdo da proliferacdo do T. gondii em
células epiteliais pigmentadas da retina humana (ARPE-19) devido a presenca de altos
niveis de ROS. Esse mesmo estudo mostrou que o T. gondii necessita da via PI3K/Akt
para regular negativamente a expressao da NOX4, comumente expressa em células
ARPE-19, para promover a diminuicdo da producéo de ROS nessas células (Zhou et al.,
2013). Além disso, foi demonstrado que o T. gondii, quando inoculado por via
intraperitoneal em camundongos, teria a capacidade de reduzir os niveis de ROS
produzidos por macrofagos inflamatérios. Esses resultados podem sugerir que o T. gondii
teria a capacidade de se manter nesses macrofagos através da mecanismos de supressao
da explosdo respiratéria, como por exemplo pela utilizacdo de seu sistema antioxidante
(Shrestha et al., 2006).

A galectina-3 (Gal-3) é uma lectina que se liga a glicoconjugados contendo -
galactose (Barondes et al., 1994). Essa lectina pode ser expressa em diferentes tipos
celulares auxiliando em processos inflamatérios (Liu, 2005; Kim et al., 2007). Sabendo-
se que as GPI de T. gondii ligam-se com forte afinidade a Gal-3 (Debierre-Grockiego et
al., 2010), pesquisadores investigaram o papel dessa lectina no recrutamento de
leucdcitos inflamatorios peritoneais e na ativacdo de neutréfilos durante a infecgédo pelo
parasito em camundongos tanto in vitro quanto ex vivo. Foi demonstrado que Gal-3
aumenta o recrutamento de linfocitos e neutréfilos no peritdnio de camundongos quando
infectados com a cepa RH do T. gondii, além de elevar a producdo de ROS em neutrdéfilos
peritoneais. Esses resultados demonstraram a importancia da geragdo de ROS por
neutrdfilos na fase aguda da infeccdo e o fenémeno constitui uma tentativa de controle

do crescimento do parasito (Alves et al., 2013).

Outro trabalho investigou o papel da infeccdo pelo T. gondii, no contexto da
toxoplasmose ocular, no fenémeno de apoptose induzida pelo H202 em células ARPE-19
através do monitoramento das moléculas reguladoras de apoptose e proteina quinases
ativadas por mitégenos (MAPKSs) como a p38 MAPK. Nesse trabalho, observou-se que
o T. gondii inibiu os efeitos toxicos do H202 nas celulas. Houve ainda uma diminuigéo

da producéo de ROS, além do aumento do parasitismo. Além disso, a infeccéo pelo T.
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gondii inibiu a expressdo de fatores pré-apoptoticos nas células ARPE-19, como a
fosforilagcdo da p38 MAPK (Choi et al., 2011).

Outras isoformas da enzima NOX também estdo relacionadas com a mediacgéo de
infeccOes parasitarias, além da NOX2, mais comumente estudada. Por exemplo, o papel
de NOX4 na expressdo do fator inibidor de migracdo (MIF) foi avaliado durante a
infeccdo pelo T. gondii em macrofagos derivados de medula déssea. Os resultados
mostraram que a producdo de ROS induzida pela infeccdo do T. gondii aumentou a
expressdao de MIF e que camundongos nocautes para MIF infectados com T. gondii
apresentaram aumento significativo na sobrevivéncia do parasito em macréfagos. Além
disso, a auséncia de NOX4, mas ndo a de NOX2 in vitro, resultou em maior carga
parasitaria e diminuicdo da expressdo de MIF mediadas pela infeccdo pelo parasito. In
vivo, camundongos deficientes em NOX4 tiveram maior susceptibilidade a infeccdo,
aumento da carga parasitéria (cistos) nos tecidos cerebrais e baixos niveis de expressdo
de MIF (Kim et al., 2017).

Varias questbes referentes ao papel de ROS na infeccdo pelo T. gondii
permanecem inconclusivas. Alguns autores destacam que apesar de ROS ter importante
papel de mediacdo do controle parasitario em modelos de cultura celular, esse mecanismo
parece ndo ser essencial em infec¢des in vivo. Em camundongos infectados com cepa
virulenta de T. gondii, o macrofago inflamatorio serve como um importante reservatorio
para o parasito e na sua invasdo, o parasito pode lidar com a producdo de ROS pela célula,
devido a presenca de mecanismos antioxidantes eficientes (Wilson et al., 1980; Orlofsky
et al., 1999; Brydges e Carruthers, 2003). A importancia desse fenbmeno no contexto
fisiologico geral, assim como a auséncia de ROS em células fagociticas em infecges in

vivo ainda ndo é bem compreendida.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a importancia das ROS provenientes de células fagociticas na infecgdo
experimental por T. gondii in vivo durante a fase aguda da infeccdo utilizando

camundongos nocautes na producédo de superoxido pela NOX2 (PHOX KO).

2.2 Objetivos especificos

e Verificar se camundongos WT e PHOX KO apresentam diferencas em relacéo a
letalidade quando infectados com diferentes indculos de cistos de T. gondii;

e Determinar se a infecgdo com cistos de T. gondii leva a alteragdes de peso nos
camundongos infectados;

e Determinar se ha diferencas nos niveis de *NO e citocinas pré-inflamatérias no
sangue das linhagens de camundongos infectados;

e Determinar se ha diferencas na producéo de citocinas pro-inflamatérias em 6rgaos
linfoides periféricos das linhagens de camundongos infectados;

e Verificar se a infeccdo causa dano hepéatico nas linhagens de camundongos
infectados;

e Avaliar a possivel ocorréncia de dano oxidativo no figado e intestino dos
camundongos infectados;

e Avaliar a possivel atividade de enzimas antioxidantes no figado e intestino dos

camundongos infectados.

1.3. Hipotese

Pelo fato das ROS estarem envolvidas na inibi¢&o da replicacéo do parasito, nossa
hipdtese é que os camundongos PHOX KO serdo mais permissivos a infec¢do por T.

gondii, com altos niveis de parasitismo e elevada mortalidade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Camundongos

Camundongos WT (C57BL/6 WT) fémeas ou machos, entre 6 e 10 semanas de
idade, foram obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte, MG, Brasil).
Camundongos PHOX KO (Pollock et al., 1995) foram adquiridos do “The Jackson
Laboratory” (Glesnsville, NJ, EUA, C57BL/6.129S6-Cybb™P""/J) e as colonias de
criagdo foram mantidas em micro isoladores dotados de filtro e ventilacdo no biotério de
criacdo do Laboratério de Gnotobiologia e Imunologia, UFMG. Os camundongos foram
mantidos em estantes ventiladas com barreiras, sem restricdo de dgua e comida, tendo
ciclos controlados de claro-escuro com intervalos de 12 horas. Este projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo 362 / 2018.

3.2. Cultivo e obtencéo do parasito

Cistos da cepa Me49 de T. gondii foram isolados de cérebros de camundongos
WT infectados durante 40 dias. Os cérebros foram removidos da cavidade e macerados
com 1 mL de PBS (salina tamponada com fosfato 0,01M, pH 7,3). O nimero de cistos
foi determinado pela contagem, em duplicata, de 10 pL de cérebro macerado em
microscopio 6tico no aumento de 100x. A concentracdo de cistos foi determinada pela
quantidade de cistos encontrados em 10 pL, ajustado para 1 mL de cada cerebro

macerado.

3.3. Infecches

A infeccdo experimental foi realizada em camundongos WT e PHOX KO através
do in6culo de 10 cistos por via intragastrica. Dois grupos de camundongos de cada
linhagem (infectados e ndo infectados) foram pesados a cada trés dias durante 15 dias.
Apbs 7, 12 e 15 de infeccdo, os camundongos foram anestesiados com 100 uL de solugao
anestésica contendo cloridrato de ketamina (Vertbrands, Jacarei, SP, Brasil) a 15 mg/mi

e cloridrato de xilazina (Vertbrands) a 5 mg/ml para a coleta de sangue. Em seguida, 0s
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camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical para a coleta de baco,
linfonodos mesentéricos, intestino delgado (duodeno) e figado.

Para o ensaio de mortalidade, camundongos WT e PHOX KO foram infectados
por via intragastrica com 10 cistos ou 20 cistos. Os grupos foram acompanhados durante

15 dias de infecgéo.

3.4. Obtencéo e preparo das amostras

3.4.1. Obtencéo do soro

Para a obtencdo do soro, o sangue foi coletado através de puncéo cardiaca. Apos
duas horas de repouso para coagulacao, as amostras foram centrifugadas (1.800 g por 10

minutos) e o soro coletado em novos tubos.

3.4.2. Cultura de esplendcitos e linfécitos

Baco e linfonodos mesentéricos foram coletados e macerados em RPMI contendo
10% de soro fetal bovino inativado (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 2 mM de L-
glutamina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de
estreptomicina (Gibco BLR Life Technologies). Em seguida foram centrifugados (300 g,
4 °C por 10 minutos), as células contadas, ajustadas para a concentracio de 2,5x10°
células por poco e cultivadas em placas de 48 pocos (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana,
Brasil), em um volume total de 500 mL. Apds 24 ou 72 horas, 0s sobrenadantes foram

coletados e congelados em freezer -80°C para posterior dosagem de citocinas por ELISA.

3.4.3. Homogenato de figado e intestino

Amostras de figado e intestino (duodeno) coletadas dos grupos experimentais,
foram pesadas (25 mg) e homogeneizadas em PBS a 4°C com auxilio de um
homogeneizador (Euro Turraz T20b, IKA Labortechnik, Staufen, Alemanha) e mantidas
no gelo. Posteriormente, 0 homogenato foi centrifugado (10.500 g, 4 °C por 20 minutos).
O sobrenadante foi utilizado para realizacdo dos experimentos de estresse oxidativo.
Todos os resultados foram corrigidos pelos valores de proteina total do homogenato,
determinado pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951).
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3.4.4. Histopatologia do figado

Para a analise histopatoldgica, fragmentos do figado dos grupos experimentais de
camundongos WT e PHOX KO foram coletados, avaliados macroscopicamente e fixados
em solucéo de formol 10% (v/v) por 24 horas. Em seguida, os 6rgdos foram submetidos
ao processamento histoldgico sendo embebidos em parafina, cortados ortogonalmente ao
eixo (cortes de 4 um) e corados com hematoxilina e eosina.

A arquitetura dos tecidos e as principais lesdes que acometem o 6rgdo foram
avaliadas por dois patologistas separadamente. As avaliacfes histopatoldgicas foram
realizadas de maneira semi quantitativa em microscopia Optica e o registro fotografico
realizado através da digitalizagdo de imagens no microscopio optico Olympus Bx51
(Olympus, Shinjuku, Toquio, Japdo ) equipado com camera SNAP-Proof Color (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, EUA) através do software Image-Pro Express 4.0 (Media
Cybernetics).

3.5. Dosagem de citocinas

As dosagens de IFN-y, TNF e IL-10 a partir do soro e dos sobrenadantes das
culturas de esplendcitos e linfocitos foram feitas com a utilizacdo de kits comerciais
exclusivos para a deteccdo dessas citocinas e o procedimento executado de acordo com
as recomendacdes do fabricante (BD Pharmingen, Sdo Diego, CA, EUA). Os limites de

deteccdo foram de 7,6 pg/mL para IFN-y, 9,9 pg/mL para TNF e 16,5 pg/mL para IL-10.

3.6. Dosagem de Nitrito

A determinacdo de *NO foi realizada pela reacdo de Griess (Ding et al., 1988).
Para a dosagem, foi feita previamente a reducédo do nitrato a nitrito pela acdo da nitrato
redutase, utilizando-se uma solucdo coquetel contendo 500 pL sal de tetrazolium de
NADPH a 5mg/mL (EMD Milipore Corp. Darmstadt, Alemanha), 500 uL de KH2PO4
(0,5M pH 7,5), 950 pL de H20 miliQ e 50 pL de nitrato redutase 10U/500uL (Sigma
Aldrich). O padrdo de nitrato contendo 50 L de NaNOz 1mM (p/v) (Sigma Aldrich) foi
adicionado em placa de 96 pocos nos pocos correspondentes e feitas as sucessivas
dilui¢bes na proporcédo de 1:2. Posteriormente, foram adicionados 25 pL da amostra de

soro e 25 pL da solucdo coquetel. A placa contendo as amostras e 0 padrdo foi incubada



40

por uma noite. Apds a incubacdo, o padrdo de nitrito contendo 50puL de NaNO2 1mM
(p/v) (Sigma Aldrich) foi adicionado a pogos vazios e foram feitas as sucessivas diluicoes
também na proporcdo 1:2. Em seguida, foram adicionados em todos os pogos 50 pl do
reagente de Griess contendo 25 pL de solugdo de sulfanilamida 1% (p/v) (Sigma Aldrich)
e 25 puL de solugdo de naftiletileno-diamina 1% (Sigma Aldrich) e incubados em
temperatura ambiente por 5 minutos no escuro. A leitura da placa foi realizada utilizando
leitor de microplacas a 540nm (Microplate Spectrophotometer System, modelo
SPECTRAmax 340, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) e o resultado expresso

em concentracdo de nitrito.

3.7. Dosagem de ALT e AST

Os ensaios para as dosagens das enzimas hepaticas alanina amino transferase
(ALT) e aspartato amino transferase (AST) foram realizados de acordo com as instru¢des
do fabricante Bioclin (Bioclin/Quibasa transaminase ALT (TGP) e AST (TGO) Cinética,
Belo Horizonte, MG, Brasil) adaptado para ensaios em placa de 96 poc¢os (Kasvi). Foram
adicionados previamente 20 pL do substrato da enzima nos poc¢os que receberiam as
amostras de soro e incubados por 3 minutos a 37°C. Apos a incubacédo, 8 UL de amostra
de soro foram adicionados e incubados por 30 minutos a 37°C. Durante o periodo, 0
padrdo foi preparado seguindo exatamente os passos do kit, contendo a solucao substrato
em diferentes concentracdes e agua destilada. Logo apds, foram adicionados em todos 0s
pocos, incluindo o padrdo, 20 puL do reagente de cor e incubado por 20 minutos a
temperatura ambiente. O volume de 200 pL de hidroxido de sodio 4N foi adicionado aos
pogos e a leitura da placa foi realizada ap6s 5 minutos de incubacdo em temperatura
ambiente, utilizando leitor de microplacas a 540nm (Microplate Spectrophotometer

System) e o resultado expresso em unidades por mililitro (U/mL) de cada enzima.
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3.8. Avaliacao do dano oxidativo e da atividade de enzimas antioxidantes

3.8.1. Avaliacao da Peroxidacéo Lipidica por TBARS

A peroxidacdo lipidica foi determinada através do ensaio de substancias reativas
ao 4cido tiobarbitarico (TBARS), que se baseia na capacidade do &cido tiobarbiturico
(TBA) em se ligar a lipideos oxidados (Buege e Aust, 1978). A mensuracdo dos
metabolitos reativos ao acido tiobarbitarico foi realizada em microplacas de 96 pogos. O
volume de 250uL do homogenato obtido das amostras de figado e duodeno dos grupos
infectados e nédo infectados foi colocados em tubos de ensaio de 2 mL, onde foram
adicionados 500 pL de solucdo contendo &cido tricloroacético a 15% (p/v) (Labsynth,
Diadema, SP, Brasil), acido tiobarbitarico 0,0375% (p/v) (Sigma Aldrich) e acido
cloridrico 0,25M (Labsynth). As amostras foram mantidas em banho maria fervente (95
°C) por 15 minutos e, em seguida, colocadas em um banho de gelo até esfriarem. Foram
adicionados 750 pL de alcool butilico (Labsynth) aos tubos, que foram, entdo,
vigorosamente agitados. O precipitado foi removido por centrifugacdo a 1500 g por 10
minutos em centrifuga de mesa (Fanem Excelsa Baby, mod. 205N, S&o Paulo, Séo Paulo,
Brasil). Os sobrenadantes foram recolhidos, plagueados e a absorbancia determinada a
535 nm. Uma curva padréo foi construida com um analogo de malondialdeido (1,1,3,3-
tetrametoxi propano; Sigma Aldrich) e a agua destilada foi utilizada como branco. Todos
os resultados foram corrigidos pelos valores de proteina total do homogenato,
determinado pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951) e expressos em nmol de MDA

por grama de proteina.

3.8.2. Espécies Reativas de Oxigénio

O teor de radicais livres no homogenato de figado e duodeno dos grupos
infectados e ndo infectados foi determinado através da sonda fluorescente H.DCFDA
(2,7-diclorofluorescina de diacetato; Sigma Aldrich) com base no método de Driver
(Driver et al., 2000) com algumas modificacdes. Foram pipetados 20 pL de homogenato
em cada pogo de uma placa de 96 pocos e deixados aquecer até a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Nesse momento, 80 pL de PBS contendo H2DCFDA (na concentragédo
final de 10 uM) foram adicionados a cada poco e a placa foi incubada a 37°C durante 30
min. A conversao de H:DCF-DA em DCF do produto fluorescente foi medida utilizando
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um fluorimetro de leitor de placas multiplas com excitacdo e emissdo a 485/530 nm
(Synergy 2, BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, EUA). O teor de radicais
livres foi quantificado usando uma curva padrdo de DCF e os resultados foram expressos
como pmol de DCF formado por miligrama de proteina por minuto. Todos o0s
procedimentos foram realizados no escuro e os brancos contendo apenas H.DCFDA (sem
homogenato) foram processados para a medi¢do da autofluorescéncia. Os resultados
foram corrigidos pelos valores de proteina total do homogenato, determinado pelo método

de Lowry (Lowry et al., 1951).

3.8.3. Atividade da enzima catalase

A atividade da catalase foi mensurada de acordo com o0 método
espectrofotométrico adaptado e descrito por Aebi (Aebi, 1984) com pequenas
modificag¢fes. Foram misturados 20 UL de homogenato das amostras de figado e duodeno
previamente preparados com 980 pL de perdxido de hidrogénio a 0,030% (v/v) (Sigma
Aldrich) em uma cubeta de quartzo e medida a absorbancia em 240 nm a cada 15
segundos durante 1 minuto, utilizando o espectrofotdmetro Shimadzu UV-160, Quioto,
Japdo. A mudanga na absorbancia por minuto (AA240) foi calculada e a taxa de reagdo
foi determinada usando um coeficiente de extin¢do de H20, de 43,6 M ~tcm 1. Todos
os resultados foram corrigidos pelos valores de proteina total do homogenato,
determinado pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951). A atividade especifica €
expressa como unidades por miligrama de proteina (uma unidade é definida como 1 pmol

de H20. consumido por minuto).

3.8.4. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi determinada com base na
inibicdo da auto oxidacdo do pirogalol (1,2,3- trihidroxibenzeno). (Dieterich et al., 2000).
O pirogalol sofre auto oxidacdo rapida em solugdes alcalinas, que pode ser inibida pela
acdo da enzima SOD em presenca do radical superoxido. Trinta microlitros de
homogenato das amostras de figado e duodeno foram adicionados a placa de 96 pocos.
Acrescentou-se 99 uL de PBS, 6 uL. de MTT 1,25 mM (brometo de dimetiltiazol-
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difeniltetrazolium; Sigma Aldrich) e 15 uL de pirogalol 15 mM (Merk KGaA, Darmstadt,
Alemanha). Para os pogos contendo o branco, foram adicionados 6 uL. de MTT e 114 pL.
de PBS. O pirogalol ndo foi adicionado nos pogos contendo o branco. Apds 5 minutos
de incubagao a 37°C, a reagdo foi interrompida com 150 pL de dimetil sulfoxido
(Labsynth) e a absorbancia foi lida em 570 nm em leitor de microplacas (Synergy 2). Para
o célculo do resultado foi considerado que uma unidade de SOD é capaz de evitar a
oxidacdo de 50% de pirogalol. Todos os resultados foram corrigidos pelos valores de
proteina total do homogenato, determinado pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951),

e os resultados foram expressos em unidades de SOD por miligrama de proteina.

3.9. Andlise Estatistica

Os experimentos de infeccdo in vivo foram analisados pelo teste one-way
ANOVA, ou avaliados pelo two-way ANOVA com o teste de comparacdo multipla de
Tukey, para comparacao individual entre os grupos. Diferencas entre dois grupos foram
comparadas por teste t de Student para amostras ndo pareadas. Todas as analises
estatisticas deste trabalho foram realizadas no programa GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). Diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Camundongos WT e PHOX KO infectados por T. gondii apresentaram niveis

similares de mortalidade

Para determinar o inoculo ideal para as infec¢fes experimentais utilizamos a cepa
Me49, cepa do tipo Il com caracteristicas de baixa viruléncia. Foram utilizados inoculos
de 10 cistos e 20 cistos por via intragastrica, que mimetiza a rota natural de infeccédo do

pelo parasito. Os camundongos foram observados durante 15 dias apés a infeccao.

Camundongos WT e PHOX KO apresentaram 50% de mortalidade por volta do
décimo dia de infeccdo com o in6culo de 20 cistos. J& com o indculo de 10 cistos, nenhum
camundongo sucumbiu a infeccdo (Figura 6). Como pretendiamos avaliar a resposta do
hospedeiro a infeccdo nos estagios inicias (15 dias) decidimos utilizar o in6culo de 10
cistos injetados por via intragastrica para os demais experimentos, uma vez que este

indculo ndo induziu mortalidade nos camundongos infectados com T. gondii.
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Figura 6: Camundongos WT e PHOX KO infectados por T. gondii apresentaram niveis similares de
mortalidade. Camundongos foram infectados com 10 cistos (n=6) e 20 cistos (n=6) de T. gondii Me49 por
via intragastrica e acompanhados durante 15 dias. O experimento foi realizado trés vezes com resultados

similares.
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4.2.Camundongos PHOX KO infectados pelo T. gondii apresentaram menor perda

de peso e carga parasitaria similar aos WT

Para avaliar o perfil de infeccdo e a progressdo da doenca nos camundongos WT
e PHOX KO, foram realizadas infec¢fes por via intragéstrica com 10 cistos de T. gondii
da cepa Me49. Os camundongos foram acompanhados durante 15 dias e tiveram seu peso

e sua carga parasitaria cerebral avaliados.

Observamos que, ap6s o sexto dia de infecdo, os grupos infectados de
camundongos WT e PHOX KO apresentaram acentuada perda de peso, chegando ao hono
dia de infeccdo com perda média de 16% do peso inicial (tempo 0). No décimo segundo
dia, os camundongos WT continuaram a perder peso, com reducdo de aproximadamente
24% do peso corporal em relagéo ao tempo 0. Os camundongos PHOX KO, por sua vez,
perderam apenas 18% do peso inicial nesse mesmo periodo. No décimo quinto dia, 0s
grupos infectados apresentaram tendéncia de melhora, ganhando cerca de 3% de peso em

comparagao ao décimo segundo dia de infecgdo (Figura 7A).

Avaliamos em seguida a carga parasitaria no cérebro de camundongos WT e
PHOX KO infectados nos periodos de 7, 12 e 15 dias. Nosso resultado mostrou que houve
um crescente aumento no numero de cistos no periodo de 12 a 15 dias, mas ndao houve

diferenga entre os grupos infectados (Figura 7B).
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Figura 7: Camundongos PHOX KO infectados pelo T. gondii apresentaram menor perda de peso e

carga parasitaria similar aos WT. Camundongos WT (n=5) e PHOX KO (n=5) foram infectados com 10

cistos de T. gondii Me49 por via intragastrica, acompanhados e pesados a cada trés dias. A carga parasitaria

de cistos no cérebro foi quantificada nos dias 7, 12 e 15. A. Peso dos camundongos infectados com 10 cistos

do parasito. B. Carga parasitaria de cistos por cérebro macerado nos dias 7, 12 e 15 de infeccdo. As

diferengas estatisticas entre os camundongos WT e PHOX KO estdo representadas pelo simbolo * se

p<0,05. Os simbolos & e # representam diferencas estatisticas em relagdo aos néo infectados (tempo 0) nos

camundongos WT e PHOX KO, respectivamente. O experimento foi realizado trés vezes com resultados

similares.



48

4.3. Camundongos PHOX KO apresentaram menores niveis de citocinas pro-

inflamatorias e nitrito na circulagdo sanguinea

Tendo em vista as diferengas observadas em relacdo a perda de peso dos grupos
de camundongos diante da infeccdo, decidimos avaliar a resposta inflamatéria
apresentada por eles. Para isso, a producdo sisttémica de citocinas pré-inflamatorias
envolvidas na resposta a infeccdo pelo T. gondii foi avaliada. Os camundongos WT e
PHOX KO foram infectados com 10 cistos de T. gondii Me49 e apos 7, 12 e 15 dias de
infeccdo coletamos o soro e dosamos IFN-y, TNF e nitrito dos grupos infectados e ndo

infectados.

Nossos resultados mostraram que, ap6s 7 dias de infeccéo, tanto os camundongos
WT quanto os PHOX KO apresentaram niveis elevados de IFN-y no soro em relagao aos
grupos ndo infectados (tempo 0). Entretanto, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos infectados nesse tempo. Apos 12 dias de infeccdo, os niveis
de IFN-y diminuiram em relacéo aos valores observados aos 7 dias, mas ainda assim nédo
foram observadas diferencas significativas entre os grupos infectados. Apds 15 dias de
infeccdo, os niveis de IFN-y continuaram a cair em ambos 0s grupos, sendo que 0S
camundongos PHOX KO apresentaram menor quantidade dessa citocina no soro em
relacdo aos camundongos WT (Figura 8A). Observamos elevada producdo de TNF nos
grupos infectados em todos os tempos de infeccdo, sendo mais acentuada nos
camundongos WT do que nos camundongos PHOX KO com 7 dias de infecgdo (Figura
8B). Os camundongos WT apresentaram altos niveis de nitrito em todos os tempos de
infeccdo em comparagdo aos ndo infectados. J& nos camundongos PHOX KO observamos
aumento dos niveis de nitrito com 7 e 12 dias em comparacdo ao grupo néo infectado,
mas menores niveis de nitrito aos 12 e 15 dias de infec¢do, quando comparados com 0s

camundongos WT (Figura 8C).
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Figura 8: Camundongos PHOX KO apresentaram menores niveis de citocinas pré-inflamatorias e
nitrito na circulagéo sanguinea. O sangue de camundongos WT (n=5) e PHOX KO (n=5) infectados e
n&o infectados (tempo 0) com 10 cistos de T. gondii Me49 durante 7, 12 e 15 dias de infecg¢do foi coletado,
centrifugado e o soro obtido para as dosagens dos niveis de citocinas e de nitrito. IFN-y e TNF foram
dosados através do método de ELISA e o nitrito foi dosado pelo método de Griess. A. Niveis de IFN-y no
soro. B. Niveis de TNF no soro. C. Niveis de nitrito e nitrato no soro. As diferencas estatisticas entre os
camundongos WT e PHOX KO estdo representadas pelo simbolo * se p<0,05. Os simbolos & e #
representam diferengas estatisticas em relagdo aos nao infectados (tempo 0) nos camundongos WT e PHOX

KO, respectivamente. O experimento foi realizado trés vezes com resultados similares.
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4.4.Camundongos PHOX KO apresentaram maiores niveis de TNF e IL-10 em

orgaos linfoides periféricos

Para melhor avaliarmos a resposta inflamatéria dos camundongos na infeccéo,
avaliamos a producdo de citocinas nos 6rgaos linfoides periféricos envolvidos na resposta
contra o T. gondii. Para isso dosamos, nos sobrenadantes das culturas celulares de
esplendcitos e de células dos linfonodos mesentéricos, as citocinas IFN-y, TNF e IL-10

apos 7, 12 e 15 dias de infeccéo.

Observamos elevados niveis de IFN-y nos sobrenadantes de cultura de
esplendcitos com 7 e 12 dias de infeccdo nos grupos infectados de WT e PHOX KO, que
diminuem no tempo de 15 dias de infecgédo, apesar de ndo apresentarem diferencas
estatisticas significativas entre si. Na cultura de linfonodos mesentéricos, encontramos
niveis elevados dessa citocina em ambos os grupos apés 7 dias de infeccdo. Nao
observamos diferencas estatisticas entre os grupos infectados (Figura 9A). Foram
encontrados niveis elevados de TNF na cultura de esplendcitos em todos os tempos de
infeccdo nos camundongos WT e com 7 e 12 dias de infecgdo nos camundongos PHOX
KO, mas sem diferencas estatisticas entre os grupos infectados. Na cultura de linfonodos
mesentéricos, observamos elevada producdo de TNF nos grupos infectados com 7 dias de
infeccdo, com maiores niveis observados nos camundongos PHOX KO (Figura 9B). Os
camundongos WT apresentaram niveis elevados de I1L-10 na cultura de esplendcitos no
tempo de 7 dias de infec¢do, diferente dos camundongos PHOX KO que apresentaram
niveis elevados da citocina em todos os tempos de infecgdo. Na cultura de linfonodos
mesentéricos, assim como na de esplendcitos, foi observado maior producdo de I1L-10 nos
camundongos PHOX KO com 7 dias de infeccdo em comparagdo com 0s camundongos
WT. Ndao observamos diferencas entre os grupos infectados nos tempos de 12 e 15 dias
(Figura 9C).
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Figura 9: Camundongos PHOX KO apresentaram maiores niveis de TNF e IL-10 em 6rgéos linfoides
periféricos. Foram extraidos dos camundongos infectados (n=5) e nédo infectados (n=5) (tempo 0) o bago
e linfonodo mesentérico ap6s 7,12 e 15 dias de infecgdo. Os 6rgdos foram macerados e as células cultivadas
por 24 (para dosagem de TNF) e 72 horas (para dosagem de IFN-y e IL-10). Os sobrenadantes das culturas
foram coletados para dosagem de citocinas pelo método de ELISA. A. Niveis de IFN-y nas culturas de
esplendcitos e linfonodos mesentéricos. B. Niveis de TNF nas culturas de esplendcitos e linfonodos
mesentéricos. C. Niveis de IL-10 nas culturas de esplendcitos e linfonodos mesentéricos. As diferencas
estatisticas entre os camundongos WT e PHOX KO estdo representadas pelo simbolo * se p<0,05. Os
simbolos & e # representam diferencgas estatisticas em relagdo aos nao infectados (tempo 0) nos
camundongos WT e PHOX KO, respectivamente. O experimento foi realizado trés vezes com resultados

similares.
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4.5. Camundongos PHOX KO apresentaram menor dano celular hepéatico em

relacdo aos camundongos WT

Ao atingir o figado, o T. gondii pode se proliferar e romper células hepaticas
causando extravasamento do contetdo celular para a circulagdo sanguinea. Algumas
enzimas, como a alanina amino transferase (ALT) e aspartato amino transferase (AST)
sdo utilizadas como indicadores de dano celular hepatico, ja que sdo comumente presentes

no figado.

Para avaliar o dano celular hepéatico ocasionado pela infec¢do por T. gondii,
dosamos os niveis de ALT e AST no soro dos camundongos WT e PHOX KO infectados
ou nao. Nossos resultados mostram maiores niveis de ALT nos camundongos WT com
7, 12 e 15 dias de infeccdo em relagdo aos camundongos PHOX KO. Nos camundongos
PHOX KO, observamos aumento dos niveis dessa enzima com 7 e 12 dias de infecc¢éo,
mas com niveis menores quando comparado aos camundongos WT. Apos 15 dias de
infeccdo, os niveis encontrados foram similares aos de camundongos ndo infectados
(tempo 0) (Figura 10A). Em relagdo aos niveis de AST, observamos altos niveis em todos
os tempos de infeccdo nos camundongos WT. J& nos camundongos PHOX KO néo
observamos aumento dos niveis com 7 e 15 dias de infec¢do, mas apenas com 12 dias de

infeccdo em relacdo ao tempo 0 (Figura 10B).
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Figura 10: Camundongos PHOX KO apresentaram menor dano celular hepatico em relagdo aos
camundongos WT. O sangue de camundongos WT (n=5) e PHOX KO (n=5) infectados ou ndo com 10
cistos de T. gondii Me49 durante 7, 12 e 15 dias de infec¢éo foram coletados, centrifugados e o soro obtido
para as dosagens das enzimas relacionadas ao dano hepético, alanina amino transferase (ALT) e aspartato
amino transferase (AST). A. Niveis de ALT. B. Niveis de AST. As diferengas estatisticas estdo
representadas pelo simbolo * se p<0,05. Os simbolos & e # representam diferengas estatisticas em relagao
aos ndo infectados (tempo 0) nos camundongos WT e PHOX KO, respectivamente. O experimento foi

realizado trés vezes com resultados similares.
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4.6. Camundongos PHOX KO infectados apresentaram quadro histolégico hepatico

similar ao de camundongos néo infectados a partir do décimo quinto dia de infec¢éo

Diante dos altos niveis de ALT e AST encontrados na circulacdo sanguinea de
camundongos WT e menores niveis em camundongos PHOX KO em todos os tempos de
infeccdo avaliados, avaliamos a condicao histopatoldgica do figado desses camundongos

durante a infeccdo pelo T. gondii.

Os camundongos WT e PHOX KO néo infectados apresentaram quadro
histol6gico hepéatico compativel com a normalidade, sem diferencas entre os grupos
(Figura 11A). Aos 7 dias de infeccéo, foi observada em camundongos WT a presenca de
infiltrado inflamat6rio com o predominio de células mononucleares (marcado com
asterisco na figura) e pequenos focos de necrose (seta preta). J& nos camundongos PHOX
KO observou-se apenas a presenca de infiltrado celular sem a presenca de focos de
necrose (Figura 11B). Com 12 dias de infec¢do, tanto os camundongos WT quanto
PHOX KO apresentaram infiltrado celular e pequenos focos de necrose (Figura 11C).
No tempo de 15 dias de infeccdo os camundongos WT néo apresentaram focos de necrose,
mas tiveram maior predominancia do infiltrado inflamatério observado nos tempos de
infeccdo anteriores. Os camundongos PHOX KO, nesse mesmo tempo de infec¢do, nao

apresentaram infiltrado inflamatério ou focos de necrose (Figura 11D).
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Figura 11: Camundongos PHOX KO infectados apresentaram quadro histoldgico hepético similar
ao de camundongos ndo infectados a partir do décimo quinto dia de infeccdo. Fragmentos do figado
de camundongos WT e PHOX KO infectados ou ndo com 10 cistos de T. gondii Me49 foram coletados
apods eutanasia, fixados em formol tamponado 10% por 24 horas e processados para inclusdo em parafina.
Os cortes histoldgicos de aproximadamente quatro micrometros foram corados com hematoxilina e eosina
para andlise histopatoldgica. A. Grupos ndo infectados. B. Grupos infectados por 7 dias. C. Grupos
infectados por 12 dias. D. Grupos infectados por 15 dias. Infiltrados inflamatérios estdo marcados com

asterisco e regides de necrose com seta preta. Barra=10 pum.
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4.7. Camundongos PHOX KO apresentaram menor dano oxidativo no figado

guando comparados aos camundongos WT

Avaliamos os efeitos da infec¢do do T. gondii em tecidos que fazem parte da sua
rota de disseminagdo. Para isso, dosamos a presenca de malondialdeido (MDA) nos
homogenatos dos figados e duodenos. O MDA é um produto da oxidacao de lipideos de
membrana que € usado como indicador de dano oxidativo, através do ensaio de

substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

Nossos resultados mostraram que, em relacdo aos grupos nédo infectados (tempo
0), camundongos WT apresentaram elevados niveis de MDA no figado em todos os
tempos analisados, diferentemente dos camundongos PHOX KO, que apresentaram
niveis elevados somente no sétimo dia de infeccdo. Os grupos infectados apresentaram
diferencas estatisticas significativas apenas com 12 e 15 dias de infeccdo (Figura 12A).
Quando avaliamos os niveis de MDA no duodeno, ndo observamos diferencas em

nenhum dos tempos de infecc¢do avaliados (Figura 12B).
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Figura 12: Camundongos PHOX KO apresentaram menor dano oxidativo no figado quando
comparados aos camundongos WT. Figado e intestino delgado (duodeno) de camundongos WT (n=5) e
PHOX KO (n=5) infectados ou ndo com 10 cistos de T. gondii Me49 foram extraidos e homogeneizados.
A porc¢do sobrenadante foi coletada para a dosagem de malondialdeido (MDA) através do ensaio de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). A. Niveis de MDA no figado ap6s 7, 12 e 15 dias de
infeccdo. B. Niveis de MDA no duodeno apo6s 7, 12 e 15 dias de infecgdo. Os valores foram corrigidos pela
guantidade de proteina total de cada amostra dosada pelo método de Lowry. As diferencas estatisticas entre
os camundongos WT e PHOX KO estdo representadas pelo simbolo * se p<0,05. Os simbolos & e #
representam diferencas estatisticas em relagéo aos néo infectados (tempo 0) nos camundongos WT e PHOX

KO, respectivamente. O experimento foi realizado trés vezes com resultados similares.
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4.8. Camundongos infectados e ndo infectados apresentaram niveis similares de
ROS nos tecidos

Na Figura 12 mostramos que camundongos WT apresentaram altos niveis de
MDA no figado e ndo observamos diferencas deste marcador no duodeno. Assim,
procuramos avaliar se a producdo de ROS em resposta a infeccdo pelo T. gondii estaria
diretamente relacionada aos altos niveis de dano oxidativo no figado. Para isso utilizamos
asonda DCFH>.DA e quantificamos as ROS produzidas através do homogenato de figado

e duodeno apo6s 7, 12 e 15 dias de infecgdo pelo T. gondii.

Observamos que, tanto no figado quanto no duodeno dos camundongos WT e
PHOX KO, ndo houve detec¢éo de aumento significativo na producéo de ROS pela sonda
utilizada (Figura 13A e 13B).
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Figura 13: Camundongos infectados e ndo infectados apresentaram niveis similares de ROS nos
tecidos. Figado e duodeno de camundongos WT (n=5) e PHOX KO (n=5) infectados ou ndo com 10 cistos
de T. gondii Me49 foram extraidos e homogeneizados. A porgéo sobrenadante foi coletada para a dosagem
de ROS através da sonda H,DCFDA. A. Niveis de ROS no figado com 7, 12 e 15 dias de infec¢do. B.
Niveis de ROS no duodeno com 7, 12 e 15 dias de infecgdo. Os valores foram corrigidos pela quantidade
de proteina total de cada amostra através do método de Lowry. O experimento foi realizado trés vezes com

resultados similares.
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4.9. Camundongos infectados apresentaram niveis similares na atividade de enzimas

antioxidantes

Na Figura 13 ndo observamos aumento de ROS nem no figado nem no duodeno,
apesar de observarmos dano oxidativo nesses tecidos na infecgéo pelo T. gondii (Figura
12). Avaliamos a atividade das enzimas antioxidantes nos tecidos e se essa atividade
estaria relacionada com os baixos niveis de ROS encontrados nos tecidos analisados.
Medimos a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase utilizando
homogenato de figado e duodeno de camundongos WT e PHOX KO infectados ou ndo
com T. gondii durante 7, 12 e 15 dias.

Ao medir a atividade da enzima SOD no homogenato de figado e duodeno ap6s
7, 12 e 15 dias de infe¢do, ndo observamos aumento nos niveis de SOD no figado nos
grupos infectados durante os tempos de infeccdo. (Figura 14A). No duodeno,
observamos um aumento da atividade da enzima SOD nos camundongos WT no tempo
de 7 dias de infeccdo e nos camundongos PHOX KO no tempo de 7 e 12 dias de infeccéo,
todos em relagéo ao tempo O (Figura 14B).

Na medicdo da presenca da atividade da enzima catalase no homogenato de figado
e duodeno apds 7, 12 e 15 dias de infecgdo, observamos niveis basais entre 0s grupos nao
infectados e diferencas entre os grupos infectados no tempo de 15 dias de infecgdo. Nos
camundongos WT, foi observado diminuicdo da atividade da enzima quando comparada
aos ndo infectados do mesmo grupo nos tempos de 7 e 12 dias de infec¢do. Nos
camundongos PHOX KO ndo foram observadas diferencas na atividade da enzima
durante os tempos de infec¢do em relagdo aos ndo infectados. (Figura 14C). No duodeno,
observamos diferenca nos niveis basais entre os grupos nao infectados. Nos camundongos
WT, observamos um aumento na atividade da enzima no tempo de 15 dias de infecgéo e
uma diminuicdo dos niveis na atividade da enzima nos camundongos PHOX KO no

tempo de 12 dias de infeccdo. (Figura 14D).



Atividade de SOD

Atividade de catalase

62

Figado Duodeno
0.301 o wT o 2 « @ WT
-4 PHOX KO X - PHOX KO
T ©
g S ¢ 61
= S =
o 0.259 o 2
2 P
2 T g 41
e o
(=2} - o
£ 0.204 s E ) M
3 = D
2
<
0.15 T T T T 0 T T T T
0 7 12 15 0 7 12 15

Dias de infecgdo Dias de infeccéo

Figado Duodeno
YIE T ® wrT 0207
# @ wrT
& PHOX KO n
O ® i PHOX KO
S 30+ & w £ 015 & *
3 > 2
o © e #
5 201 & 2 g 010
o s o
£ 2 E
S 101 E S5 0.051
<
0 r . T T 0.00 T T T T
0 7 12 15 0 7 12 15
Dias de infecgéo Dias de infecg¢éo

Figura 14: Camundongos infectados apresentaram niveis similares na atividade de enzimas
antioxidantes. Figado e duodeno de camundongos WT (n=5) e PHOX KO (n=5) infectados ou ndo com
10 cistos de T. gondii Me49 foram extraidos e homogeneizados. A porcao sobrenadante foi coletada para
dosagem da atividade das enzimas SOD e catalase. A. Niveis de atividade de SOD no figado com 7, 12 e
15 dias de infecgdo. B. Niveis de atividade de SOD no duodeno com 7, 12 e 15 dias de infecgdo. C. Niveis
de atividade de catalase no figado com 7,12 e 15 dias de infeccdo. D. Niveis de atividade de catalase no
duodeno com 7,12 e 15 dias de infecgdo. Os valores foram corrigidos pela quantidade de proteina total de
cada amostra através do método de Lowry. As diferencas estatisticas entre camundongos WT e PHOX KO
estdo representadas pelo simbolo * se p<0,05. Os simbolos & e # representam diferencas estatisticas em
relacdo aos ndo infectados (tempo 0) nos camundongos WT e PHOX KO, respectivamente. O experimento

foi realizado trés vezes com resultados similares.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliamos a importancia das ROS durante a infecgéo por T.
gondii. Mostramos que a mortalidade de camundongos WT e PHOX KO é semelhante
quando os camundongos sdo infectados com 20 cistos. Também mostramos que 0 numero
de cistos no cérebro de camundongos WT e PHOX KO infectados com 10 cistos €
semelhante durante 12 e 15 dias de infec¢do. Esse dado pode indicar semelhangas na
invasdo e replicacdo do parasito nas duas linhagens de camundongos analisadas, além de
nos permitir especular que as ROS ndo exercem papel na resisténcia contra o parasito.
Entretanto, a perda de peso observada pode indicar que a doenca nesta fase inicial € menos
grave nos camundongos PHOX KO. Isso nos sugeriu que o quadro inflamatorio poderia
diferir nas duas linhagens de camundongos. Para elucidar essa questdo, nés utilizamos
trés abordagens: investigamos o perfil de citocinas produzidas em resposta a infeccéo,
avaliamos a presenca de danos hepaticos uma vez que podem ser indicativos da gravidade
da infeccdo e procuramos sinais de estresse oxidativo, uma vez que esperavamos que
esses fossem menores nos camundongos PHOX KO. A seguir, discutiremos cada um dos

dados obtidos relacionando-os a literatura da area.

Para a realizagdo dos experimentos, utilizamos a cepa Me49 de T. gondii,
considerada de baixa viruléncia e com grande capacidade de encistamento na musculatura
esquelética e cardiaca, na retina e no cérebro (Jacobs et al., 1960; Israelski et al., 1989).
Como modelo experimental, utilizamos camundongos WT que sdo susceptiveis a
infeccdo pelo parasito por via oral (Johnson, 1984; Subauste, 2012) e camundongos
PHOX KO, que ndo produzem superoxido via NOX2. Essas duas caracteristicas do
parasito nos permitiram avaliar o curso da infecgdo aguda sem mortalidade e o efeito
clinico dessa infeccdo. Além disso, a capacidade de encistamento no cérebro permitiu que

quantificassemos os parasitos que invadiram e chegaram até esse 0rgao.

Dois indculos diferentes foram avaliados (10 e 20 cistos) por via intragastrica para
determinar o melhor indculo para o acompanhamento da fase aguda da infec¢do. O
indculo de 20 cistos provocou mortalidade de 50% dos camundongos de ambos 0s grupos.
O indculo de 10 cistos, por sua vez, possibilitou a sobrevida dos camundongos em até 15

dias, permitindo o estudo da fase aguda da doenga no nosso modelo (Figura 6).
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Vérios trabalhos utilizaram a cepa Me49 administrada por via oral em
camundongos. As taxas de mortalidade observadas variaram bastante, de acordo com os
dados da literatura. Bonfa et al. utilizaram in6culos de 5 cistos da cepa Me49 e
observaram uma taxa de 30% de mortalidade nos camundongos WT durante 30 dias de
infeccdo (Bonfa et al., 2014). Gigley et al. observaram que camundongos WT infectados
com 10 cistos da cepa Me49 néo apresentaram mortalidade durante 32 dias de infecgéo
(Gigley et al., 2009). Kang et al. mostraram que a infeccdo de camundongos WT com 10
cistos da cepa Me49 provocou mortalidade de todos os camundongos apo6s 85 dias de
infeccdo (Kang et al., 2000). Alexander et al. observaram que a infeccdo com 20 cistos
da cepa Me49 provocou mortalidade de cerca de 20% dos camundongos WT durante 28
dias de infeccdo (Alexander et al., 1998). Por sua vez, o trabalho de Furuta et al. mostrou
gue camundongos WT infectados com 20 cistos da cepa Me49 ndo sucumbiram a infeccédo
durante todo o periodo experimental, que foi de 45 dias. Ja a infeccdo com 200 cistos,
provocou a mortalidade de 100% dos camundongos ap6s 10 dias de infeccdo (Furuta et
al., 2006). Em outro trabalho, Cavalcanti et al. mostraram que camundongos WT
infectados com 20 e 100 cistos da cepa Me49 apresentaram, respectivamente, mortalidade
de 20% apds 175 dias de infeccdo e 100% apds 13 dias de infeccdo (Cavalcanti et al.,
2011).

Conforme mostrado em diferentes trabalhos, a mortalidade dos camundongos
infectados varia de acordo com o indculo de cistos utilizado ou até mesmo com inéculos
similares. Quando comparamos nossos dados com aqueles encontrados na literatura,
verificamos uma grande variagdo da viruléncia de uma mesma cepa. I1sso pode ocorrer
devido a vérios fatores como pequenas variages na manutencdo de camundongos;
varia¢fes nos métodos de obtencdo e manutencdo dos parasitos; variagdo no método de
inoculacdo. Assim, é sempre importante que a quantidade de parasitos utilizada no
inoculo experimental seja determinada por cada pesquisador nas suas condicdes de
trabalho.

Ap0s o estabelecimento do inoculo, avaliamos durante 15 dias a progressdo da
doenca atraveés da pesagem dos camundongos. Observamos que, a partir do nono dia de
infeccdo, os camundongos de ambos o0s grupos infectados perderam peso. Entretanto,
entre o décimo segundo e o décimo quinto dia de infeccdo, notamos uma melhora fisica
e ganho de peso nos camundongos PHOX KO. Em relacdo aos camundongos WT,

observamos uma pequena melhora fisica e ganho de peso somente no décimo quinto dia
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de infeccdo. De alguma forma, a auséncia das ROS proporciona uma menor debilitacdo
fisica nos camundongos. Embora a presencga de ROS pareca estar relacionada a uma maior
perda de peso dos camundongos, nosso grupo ndo encontrou evidéncias de que estas
moléculas estejam envolvidas na eliminacdo do parasito, visto que ambos 0s grupos
analisados apresentaram a mesma quantidade de cistos cerebrais. 1sso pode ser um forte
indicativo de que o parasito ndo € susceptivel as defesas mediadas pela oxidase
dependente de NADPH de células fagociticas (NOX2) (Figura 7).

Assim, acreditamos que as células fagociticas ndo conseguem eliminar 0s
parasitos através da explosdo respiratoria. Ap6s uma hora de infeccdo, quando os cistos
de T. gondii entram no hospedeiro intermediario por via oral, os bradizoitos séo liberados
no estbmago e podem ser encontrados nas células epiteliais e na lamina propria do
intestino delgado onde se diferenciam em taquizoitos. Em seguida, esses taquizoitos
ganham a circulagdo sanguinea e linfética, a partir das quais atingem outros tecidos. A
partir do quatro dia de infec¢do, os taquizoitos j& podem ser encontrados no figado,
cérebro e nos pulmdes. No sexto dia de infec¢do, ocorre replicacdo dos taquizoitos,
diferenciacdo em bradizoitos e encistamento nesses érgados (Israelski et al., 1989; Derouin
e Garin, 1991; Dubey, 1997; Dubey et al., 1997).

Ao longo de todo esse trajeto os parasitos encontram células fagociticas que
podem ingeri-los. A ingestdo de patdgenos por células fagociticas leva a producdo de
ROS pela NOX2, conforme mostrado em diversos trabalhos que utilizam diferentes
patégenos como modelo experimental (Correa et al., 2010; Almeida et al., 2012).
Entretanto, o papel das ROS em infec¢des por patdgenos € bem contraditorio. Trabalhos
realizados com diferentes patdgenos mostraram que as ROS podem elimina-los (Chaves
et al., 2019; Ware et al., 2019), ndo ter efeito algum sobre eles (Roma et al., 2016;
Grayczyk e Alonzo, 2019; Hu et al., 2019) ou até mesmo favorecer a sua proliferacdo
(Goes et al., 2016; Dallenga et al., 2017). Os patégenos, por sua vez, podem utilizar
estratégias antioxidantes para resistirem aos efeitos provocados pelas ROS (Ding et al.,
2004).

No caso especifico de T. gondii, Moreira et al. e Matta et al. mostraram, através
de experimentos in vitro, que as ROS ndo sdo detectaveis apds a fagocitose de taquizoitos
por macrofagos, além de ndo serem ativas contra esses parasitos (Moreira-Souza et al.,
2017; Matta et al., 2018). De toda forma, o parasito apresenta diversas estratégias

antioxidantes, que incluem a producdo de enzimas, como superdéxido dismutase (SOD)
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(que catalisa a dismutacdo do superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio), catalase
e peroxiredoxina (que decompdem moléculas de peroxido de hidrogénio em oxigénio e
agua) (Ding et al., 2000; Kaasch e Joiner, 2000; Odberg-Ferragut et al., 2000; Son et al.,
2001; Ding et al., 2004). No nosso trabalho, temos evidéncias in vivo de que as ROS
provenientes de células fagociticas do hospedeiro séo indcuas na resisténcia ao T. gondii,
uma vez que camundongos PHOX KO n&o se apresentam mais debilitados pela infeccdo
em comparacdo aos camundongos WT.

Os taquizoitos livres sdo expostos aos mecanismos efetores induzidos por
citocinas pré-inflamatérias, como por exemplo, o *NO produzido por células fagociticas
(Hayashi et al., 1996; Yan et al., 2015). A producdo de *NO por células fagociticas a
partir da L-arginina € catalisada pela iNOS e atua como inibidor da replicacdo do parasito
dentro dessas células (Adams et al., 1990; Gazzinelli et al., 1992; Gazzinelli, Eltoum, et
al., 1993; Silva et al., 2002; Souza et al., 2017). Para sobreviver ao estresse mediado por
*NO, o T. gondii pode induzir uma maior expressdo de subconjuntos de antigenos
especificos de bradizoitos, que podem levar os taquizoitos a se diferenciarem em
bradizoitos, formarem a parede dos cistos e se alojarem nos tecidos. Quando alojados nos
tecidos, os cistos séo considerados latentes e ndo-imunogénicos por evitarem a ativagao
do sistema imune do hospedeiro, uma vez que suas paredes sdo constituidas por proteinas
derivadas do tecido infectado (Bohne et al., 1994; Soete e Dubremetz, 1996). Com isso,
a producdo de *NO em resposta ao parasito impede que os taquizoitos se multipliquem
descontroladamente nos tecidos e, como mecanismo de sobrevivéncia, se diferenciam em
bradizoitos e se encistam nesses tecidos. Essa laténcia dos cistos é mantida por uma
resposta adaptativa mediada por células T que tem como principal citocina envolvida o
IFN-y. Essa citocina, além de ser crucial na producdo de *NO para o controle da
proliferacédo dos taquizoitos, tambeém previne a reativacao dos cistos contendo bradizoitos

nos tecidos (Scharton-Kersten et al., 1997).

Sabendo-se que a iINOS é traduzida em resposta a interacdo de IFN-y ¢ TNF com
seus receptores (Green et al., 1990; Liew et al., 1990; Assreuy et al., 1993; Liew et al.,
1997; Moura et al., 2015), avaliamos a presenca de IFN-y, TNF e *NO nos camundongos
WT e PHOX KO. Nossos resultados mostraram que a infec¢do causou aumento das duas
citocinas e do *NO no soro dos camundongos (Figura 8). Em alguns pontos da infecgéo
os camundongos WT apresentaram niveis maiores de IFN-y (15 dias) e de TNF (7 dias),

que foram refletidos em maiores niveis de nitrato e nitrito no soro desses camundongos
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(12 e 15 dias) em relacdo aos camundongos PHOX KO. Entretanto, este aumento de *NO
detectado sistemicamente nos camundongos WT n&o foi suficiente para promover uma
maior resisténcia ao parasitismo (Figura 7B). Em um trabalho anterior, nosso grupo
mostrou que na auséncia de ROS camundongos PHOX KO infectados com Trypanosoma
cruzi apresentavam niveis maiores de nitrato e nitrito no soro provenientes de *NO
produzido pela iINOS do que camundongos WT. Essa diferenca foi atribuida & reagdo do
*NO com superoéxido proveniente da NOX2 de camundongos WT, que gera peroxinitrito
(Santiago et al., 2012).

Como dito anteriormente, no caso do T. gondii, a literatura mostra que nao ha
producdo detectavel de ROS apds a fagocitose do parasito por células fagociticas
profissionais (Matta et al., 2018). Assim, ndo esperariamos que houvesse reacdo do *NO
com superoxido no nosso modelo selvagem. Como sera mostrado adiante, 0s
camundongos PHOX KO parecem apresentar menores niveis de inflamacdo, o que
explicaria o fato desses camundongos apresentarem uma menor quantidade de IFN-y ¢
TNF em seus soros que os camundongos WT. Uma menor disponibilidade de IFN-y ¢
TNF gerara uma menor producdo de *NO, que pode resultar no aumento no nimero de
patdgenos em diversos modelos de infecBes. Green et al. mostraram que altas quantidades
de IFN-y ¢ LPS (> 0,1 ng) em macrofagos aumentam a produ¢do de °NO e
consequentemente aumentam a atividade citotoxica contra amastigotas de Leishmania
major. Ao inibirem o TNF, esses autores mostraram que a producéo de *NO é dependente
da acdo dessa citocina (Green et al., 1990). Outro trabalho desse mesmo autor mostrou
que a administracao de anticorpos anti-IFN-y e anti-TNF leva a diminui¢do dos niveis de
*NO e aumento da mortalidade de camundongos em um modelo de infec¢do in vivo e in

vitro por Francisella tularensis. (Green et al., 1993).

Em relagéo ao T. gondii, o IFN-y exerce importante papel no controle da infec¢ao.
Scharton-Kersten et al. mostraram que camundongos nocautes na produgdo de IFN-y
infectados com taquizoitos de T. gondii in vivo sucumbiram a infeccdo pelo parasito em
nove dias. Eles associaram a alta mortalidade com a replicacdo ndo controlada dos
taquizoitos (Scharton-Kersten et al., 1996). O trabalho de Sher et al. mostrou que a
producdo de IFN-y em resposta ao T. gondii é dependente da producdo de TNF. A
administracdo de um anticorpo anti-TNF promoveu reducao dos niveis de IFN-y em
células NK quando estimuladas com taquizoitos ou com extratos proteicos do parasito

(Sher et al., 1993). Em nossos resultados, a presenca de IFN-y, TNF e *NO nos
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camundongos WT e PHOX KO infectados pode nos indicar que 0s mecanismos em
resposta ao T. gondii sdo ativados de maneira eficiente, ja que ndo houve mortalidade dos
camundongos infectados no periodo de infeccdo avaliado devido a auséncia ou baixa
producdo dessas citocinas. Com isso, essas citocinas promovem papel protetor contra a
proliferacdo descontrolada dos taquizoitos nos tecidos. Apesar do efeito protetor, os altos
niveis dessas citocinas foram prejudiciais aos camundongos WT, j& que elas ocasionaram
maior perda de peso e dano tecidual do que nos camundongos PHOX KO. Associamos
essas caracteristicas observadas nos camundongos WT infectados com a producao de
ROS via NOX2, que sera discutida adiante.

Também pesquisamos a producdo de citocinas ex vivo por células do baco e dos
linfonodos mesentéricos (uma vez que o intestino é a porta de entrada dos parasitos).
Notamos que a producdo de citocinas por células dos linfonodos mesentéricos de
camundongos infectados foi diferente daquela encontrada nas células de camundongos
ndo infectados apenas no sétimo dia de infeccdo (Figura 9). Sabe-se que, nas infeccdes
experimentais pela via oral, o T. gondii passa pela parede do intestino uma hora apés a
infeccdo, ali se multiplicando e permanecendo por aproximadamente quatro dias
(Derouin e Garin, 1991; Paugam et al., 1995; Dubey, 1997) Assim, espera-se que as
células linfoides dos linfonodos que drenam a area ainda respondam com citocinas proé-
inflamatorias a presenca do parasito por algum tempo. A quantidade de IFN-y produzida
foi semelhante nos dois grupos avaliados, enquanto a quantidade de TNF e IL-10 foi

maior nos camundongos PHOX KO.

Alguns trabalhos relataram a presenca de elevados niveis de TNF e IL-10 em
camundongos nocautes para a producdo de ROS em diferentes modelos de infecéo.
Santiago et al mostraram que camundongos PHOX KO infectados com Trypanosoma
cruzi apresentaram parasitemia semelhante, parasitismo tecidual e niveis semelhantes de
IFN-y e TNF em comparagdo aos camundongos WT (Santiago et al., 2012). Li et al
mostraram que camundongos p40P"°* (nocautes para a subunidade p40P"** da NADPH
oxidase) infectados com Salmonella enterica serovar Typhimurium apresentaram alta
susceptibilidade a infeccdo, alem de apresentarem altos niveis de TNF em comparagéo
aos camundongos WT (Li et al., 2017). Ja Zhang et al mostraram que, ao injetarem LPS
(50 ug) por via intraperitoneal em camundongos PHOX KO, estes camundongos
apresentaram altos niveis de TNF na circulacdo sanguinea e no pulmao. Apesar disso, 0s

autores ndo observaram diferengas dessa citocina entre os camundongos WT e PHOX
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KO (Zhang et al., 2009). Em relacdo a IL-10, Li et al. mostraram que a inibi¢cdo de NOX2
pode promover aumento na producdo de IL-10 no sobrenadante de culturas de macréfagos
infectados com Pseudomonas aeruginosa, apesar de ndo terem observado aumento na

producdo de citocinas pré-inflamatorias (Li et al., 2018).

A 1L-10 é uma citocina reguladora e sua producdo ocorre paralela ou
subsequentemente a producdo das citocinas pro-inflamatérias (Fiorentino et al., 1991;
Aliberti et al., 2001; O'brien et al., 2019). Assim, a maior produgdo de IL-10 por
camundongos PHOX KO pode ser uma resposta a uma maior producéo de IFN-y anterior
aos 7 dias de infeccdo ou a maior producdo de TNF nesses linfonodos. Até o presente
momento, ndo ha registros na literatura de diferengas na producéo dessas citocinas entre
camundongos WT e PHOX KO infectados com T. gondii. Apesar disso, especulamos que
a maior producdo de citocinas pro-inflamatérias observadas em camundongos WT resulte
da ag&o do fator de transcrigdo NF-kB, que atua como estimulador da expressao de genes
que desencadeiam a producdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF, IL-1B e IL-6.
Estudos mostraram que a ativacdo do NF-kB ¢é dependente do estimulo proveniente de
ROS, principalmente aqueles derivados da NOX2 (Sulciner et al., 1996; Ryan et al.,
2004; Matsuzawa et al., 2005; Kim et al., 2017).

A producdo basal de citocinas por esplendcitos foi mais duradoura que a das
células dos linfonodos mesentéricos, sendo maior que a dos camundongos ndo infectados
no 7° e 12° dia apos a infeccdo. No décimo quinto dia ap0ds a infeccdo, 0s niveis de
citocinas produzidos por essas células ja haviam caido para niveis basais (0s mesmos
encontrados nos camundongos ndo infectados). As Unicas diferencas observadas foram
uma maior producédo de IL-10 no sétimo dia de infeccdo e uma maior producdo de TNF
nos camundongos PHOX KO, coerentes com os resultados obtidos para os linfonodos.
Assim, ao contrario do observado para de citocinas sistémicas, nos érgdos linfoides os
camundongos PHOX KO produziram mais TNF e IL-10 que os camundongos WT. A
maior producdo de IL-10 por camundongos PHOX KO indica que esses camundongos
apresentam uma resposta reguladora (anti-inflamatéria) mais robusta do que aquela
observada nos camundongos WT, que promove a diminuicdo de citocinas pro-
inflamatorias. No caso dos camundongos WT, a diminuigdo dos niveis de IFN-y ¢ TNF
posterior a 7 dias de infeccdo pode ser explicada pelo efeito regulador das moléculas de

*NO. Alguns trabalhos relatam que a acdo de IL-10 e niveis elevados de *NO inibem a
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producdo de citocinas pré-inflamatorias apds 7 dias de infeccdo com T. gondii (Candolfi
et al., 1994; Khan et al., 1995)

E importante ressaltar que clinicamente os camundongos PHOX KO pareciam
menos doentes, e a sua recuperacdo de peso foi melhor que aquela dos camundongos WT.
As citocinas TNF, IL-12, IL-1B, IL-6 e IFN-y, produzidas por células NK e células T
CD4" (Gazzinelli, Hieny, et al., 1993; Sher et al., 1993; Hunter et al., 1995; Yap e Sher,
1999) sdo mediadoras da caquexia. A caquexia € definida como uma sindrome metabdlica
complexa, geralmente associada a doencas cronicas, que pode causar anorexia, resisténcia
a insulina, reducdo de apetite e aumento de custos energéticos, provocando reducédo de
massa muscular com ou sem perda de gordura (Plata-Salaman, 1989; Rothwell, 1993;
Wysocka et al., 1995; Evans et al., 2008; Hatter et al., 2018). Nossos resultados
mostraram que os camundongos WT produziram mais IFN-y e TNF em alguns pontos da
infeccdo que os camundongos PHOX KO. Essa maior producéo de citocinas mediadoras
da caquexia e do choque séptico pode explicar a maior perda de peso (Figura 7A)
observada nos camundongos WT infectados quando comparados com os camundongos
PHOX KO.

Outra evidéncia de uma maior resposta inflamatéria nos camundongos WT foi
obtida através dos niveis das enzimas hepaticas AST e ALT no soro. Elevados niveis de
ALT e AST na circulagdo sanguinea indicam dano hepatico causado pela proliferacdo do
T. gondii no 6rgéo (Mordue et al., 2001; Zhang et al., 2016). Encontramos elevados niveis
dessas enzimas nos camundongos WT e menores niveis nos camundongos PHOX KO
(Figura 10). Dados histologicos do figado desses camundongos, também corroboram a
menor resposta inflamatdria observada nos camundongos PHOX KO. No exame
histoldgico deste 6rgdo (Figura 11), os camundongos WT apresentaram maior numero e
area de infiltrado celular, além de necrose, aos sete dias de infeccdo, enquanto os
camundongos PHOX KO apresentaram apenas um infiltrado celular predominantemente
de células mononucleadas. Aos 12 dias de infeccdo ambos os grupos infectados
apresentaram focos de necrose hepatica e aos 15 dias os camundongos PHOX KO ja
apresentavam arquitetura normal no figado, diferente do observado para os camundongos
WT. Considerando-se que os focos inflamatdrios eram predominantemente de células
mononucleadas e que mondcitos e macrofagos respondem a infec¢bes com a producéo de

*NO e ROS, podemos supor que a auséncia de atividade da NOX2 pode ter preservado o
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figado dos camundongos PHOX KO infectados, resultando em menor lesdo e

consequentemente menor patologia causada pelo T. gondii neste 6rgéo.

Esta hipdtese é sustentada através dos niveis de malonaldeido (MDA\) obtidos pela
técnica de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). As membranas celulares
contém grandes quantidades de acidos graxos poli-insaturados. A reacao de lipideos poli-
insaturados com as ROS pode resultar na remogdo de um atomo de hidrogénio do grupo
metileno, que inicia o processo de peroxidacdo lipidica. Os radicais de carbono formados
podem reagir espontaneamente com o oxigénio, formando radicais peroxido lipidicos que
se propagam na cadeia de peroxidacdo lipidica removendo atomos de hidrogénio para
formar hidroperdxidos e novos radicais de carbono, levando a oxidagdo de muitas
moléculas de &cidos graxos (Figura 16). O MDA ¢é um aldeido de cadeia curta, sendo a
molécula medida pela técnica de TBARS. A formacdo de MDA pode ocorrer pela
decomposicdo dos hidroperoxidos lipidicos e sua concentracdo tem sido utilizada para
estimar a intensidade da peroxidacao lipidica em sistemas bioldgicos, em células e tecidos
(Figura 15) (Bonnes-Taourel et al., 1992; Jialal e Grundy, 1992; Halliwell e Chirico,
1993).
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Figura 15: Formacdo de MDA através da peroxidagdo lipidica. Os pro-oxidantes, como o radical
hidroxila (OH®), removem o hidrogénio das moléculas de lipideos, formando moléculas de radicais
lipidicos. O radical lipidico formado reage rapidamente com o oxigénio para formar um radical peréxido
lipidico que pode remover um hidrogénio de outra molécula lipidica gerando um novo radical lipidico e
moléculas de hidroperdxido lipidico. A decomposicdo de hidroperdxidos lipidicos leva a formacdo de
moléculas de MDA, reveladas através do ensaio de TBARS (Adaptado de Ayala et al., 2014).
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A técnica de TBARS mostrou que apos 12 e 15 dias de infec¢do, camundongos
WT apresentaram maiores niveis de MDA no figado em relagdo aos camundongos PHOX
KO. Entretanto, no sétimo dia de infec¢do, ambos os camundongos apresentaram niveis
de MDA elevados, sem diferenca significativa entre 0s grupos. Esse estresse oxidativo
nos camundongos nocautes pode ser explicado pela atividade de outras isoformas da
NOX (Kim et al., 2017; Matta et al., 2018), pela atividade mitocondrial (Moreira-Souza
et al., 2017; Sun et al., 2019) ou a outras enzimas geradoras de ROS em lesdes
inflamatdrias, como a xantina oxidase (Murray e Cohn, 1979; Doleski et al., 2017).
Quando avaliamos os niveis de MDA no duodeno, ndo observamos diferencas entre os
grupos infectados. Esse resultado pode ser explicado pela auséncia de taquizoitos do T.
gondii no duodeno a partir de 7 dias de infecgdo, ja que o parasito colonizou o érgdo nos
tempos iniciais da infeccao e a partir do sétimo dia de infeccéo, o T. gondii provavelmente

atingiu outros 0rgaos e o0s que se mantiveram foram eliminados pela resposta imune local.

Ao avaliar a producdo de ROS em resposta a infeccdo, ndo detectamos aumento
das ROS nos homogenatos de figado e duodeno de camundongos WT e PHOX KO.
Especulamos que esse resultado encontrado pode ser devido a natureza instavel das ROS.
Essas moléculas. por possuirem baixa meia vida (como por exemplo os ions superdxido
que possuem meia vida de milissegundos), tendem a reagir com outras moléculas e ter
sua disponibilidade reduzida para a sua detec¢do através de ensaios de ROS (Comhair e
Erzurum, 2002). Apesar disso, ha na literatura relatos de deteccdo dessas espécies em

preparacOes semelhantes as nossas (Yu et al., 2016; Khan et al., 2017).

Além de avaliarmos o dano oxidativo e a possivel presenca de ROS nos tecidos
de camundongos infectados, também analisamos 0s niveis das enzimas antioxidantes
presentes nesses tecidos em resposta a infeccdo. Niveis basais e similares da atividade da
enzima SOD foram detectados no figado dos camundongos infectados de ambos os
grupos, indicando que esses niveis ndo sao afetados pela presenca do parasito neste orgao.
Entretanto, no duodeno, detectamos aumento da atividade de SOD nos camundongos WT
apos 7 dias de infeccdo e nos camundongos PHOX KO apos 7 e 12 dias de infecgdo. Ao
avaliar os niveis de atividade da enzima catalase no figado, detectamos uma diminuigéo
nos camundongos WT ap06s 7 e 12 dias de infeccdo e nos camundongos PHOX KO ap0s
12 dias de infeccdo. No duodeno, detectamos aumento dos niveis da enzima em
camundongos WT (15 dias) e uma diminui¢do nos camundongos PHOX KO (12 dias).
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Ao relacionar 0s nossos resultados com o0s encontrados na literatura, nossos
resultados parecem ser inconclusivos. Xu et al. mostraram que a presenga do T. gondii
diminuiu os niveis de SOD tanto no homogenato de figado quanto no soro de
camundongos infectados (Xu et al., 2019). Isso possivelmente ocorre devido a producgéo
de ROS em resposta ao parasito, pela NOX2 em camundongos WT e por outras fontes
nos camundongos PHOX KO, j& que alguns trabalhos tanto in vivo quanto in vitro
mostraram que elevadas quantidades de ROS podem inibir a atividade de SOD (Kim et
al., 2001; Costa et al., 2002; Portes et al., 2015). Apesar disso, ndo encontramos niveis
elevados de ROS em resposta a infec¢do pelo T. gondii nos homogenatos de figado e
duodeno dos nossos camundongos infectados para que houvesse a diminuicdo da
atividade de SOD. Ja em relacdo a enzima catalase, Murray et al. mostraram que
macrofagos infectados com T. gondii foram capazes de promover a ativacdo da enzima
catalase em resposta ao dano oxidativo. Apesar de promover maior atividade antioxidante
nos macrofagos em resposta aos altos niveis de ROS, essas ROS ndo foram capazes de
eliminar o parasito. (Murray et al., 1980). Assim como a SOD, n&o encontramos aumento
da atividade de catalase nos homogenatos de figado e duodeno de nossos camundongos
infectados. No duodeno, especulamos que 0s niveis de SOD e catalase nos camundongos
infectados podem ser explicados através da provavel auséncia do parasito a partir do
sétimo dia de infec¢do no 6rgdo, apesar das variacdes na atividade encontradas em alguns
tempos da infeccdo. No geral, a hipotese que melhor poderia explicar nossos resultados é
que a presenca de altos niveis de *NO pode atuar como inibidor da atividade de enzimas
antioxidantes, como catalase, glutationa peroxidase e SOD (Asahi et al., 1995; Dobashi
et al., 1997). Em nossos resultados observamos elevados niveis de nitratos e nitritos
circulantes com 7 dias de infeccdo em todos os grupos infectados, que refletiriam na
producéo de *NO nos tecidos, com decorrente diminui¢do nos demais tempos de infec¢do

avaliados.

Em conclusdo, nosso trabalho mostrou que as ROS provenientes da NOX2
parecem ndo ter efeito sobre o parasito in vivo. A infeccdo com 10 cistos por via
intragastrica foi bem-sucedida tanto em camundongos WT quanto em camundongos
PHOX KO e ndo ocasionou a morte dos camundongos durante 15 dias de infeccdo.
Entretanto, nossos dados mostraram que a presenga de NOX2 gera uma resposta
inflamatoria mais intensa, que resulta na debilitacdo dos camundongos infectados. 1sso

pode ser uma consequéncia da producéo de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF, IFN-
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v € *NO, que estdo relacionadas a quadros de caquexia. Os camundongos WT infectados
pelo T. gondii também apresentaram maior dano hepético, provavelmente devido ao
maior estresse oxidativo causado pelas células inflamatorias que expressam NOX2 ativa.
O dano hepatico causado pela presenca do parasito induz a migracdo de celulas
inflamatdrias e provoca um dano ainda maior em um ciclo que é eventualmente
controlado pelo hospedeiro, mas que o debilita. Ao contrario da nossa hipotese levantada,
nossos dados demonstraram que as ROS ndo se relacionam apenas na eliminacdo do
parasito por estresse oxidativo, além de ndo resultar em vantagens para 0s camundongos
WT. De maneira surpreendente, a producdo de ROS via NOX2 resultou em
consequéncias negativas para o hospedeiro infectado. Dessa forma, concluimos que a
NOX2 promove maior susceptibilidade a infec¢do por T. gondii em camundongos.
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