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RESUMO

No presente trabalho foi estudado a reinfec¢do de camundongos BALB/c e C57BL/6 pelo
Toxoplasma gondii. Para determinar se o gendtipo das cepas pode modificar o padrao de
protecdo, a primo infeccdo e o desafio foram realizados utilizando diferentes cepas
recombinantes tipo I-1II de 7. gondii. Os camundongos foram primo infectados com a cepa
D8, nao virulenta, e desafiados apos 45 ou 180 dias da primo infec¢do com as cepas EGS,
CH3 e N, recombinantes tipo I-III. Apds trinta dias do desafio, os cistos cerebrais obtidos dos
camundongos sobreviventes foram inoculados em camundongos BALB/c ou C57BL/6 para a
realizagdo do bioensaio e em camundongos ‘“swiss” para induzir uma infeccdo aguda e
replicacdo dos taquizoitos que foram obtidos pela lavagem do peritonio. As amostras de DNA
purificadas dos taquizoitos foram submetidas 8 PCR-RFLP utilizando os marcadores ¢S70-A6
e L363 para distinguir diferentes cepas de 7. gondii em possiveis coinfec¢des. A resposta
imune anti-7. gondii foi avaliada por meio da dosagem de IFN-y e IL-10 em sobrenadantes de
culturas de esplendcitos obtidos de camundongos BALB/c e C57BL/6, 45 ¢ 180 dias apos a
primo infeccdo e estimulados “in vitro” com antigeno de 7. gondii. No plasma destes animais
foram dosados os niveis de IgG total, IgG1, IgG2a, IgM e IgA. A PCR-RFLP demonstrou que
45 dias apds a primo infec¢do com a cepa D8 a reinfec¢ao ocorreu em camundongos BALB/c
desafiados com as cepas EGS e N ou EGS, CH3 e N aos 180 dias da primo infec¢dao. Os
camundongos C57BL/6 se reinfectaram com as cepas EGS, CH3 e N aos 45 e 180 dias apos a
primo infec¢do. Em camundongos BALB/c foram detectados altos niveis de IFN-y apos a
infeccdo com D8, sem diferenca significativa entre 45 e 180 dias. Entretanto, foram
observados niveis significativamente maiores de IL-10 na cultura de esplendcitos e de IgG1 e
IgA plasmaticos quando foram testadas as amostras obtidas aos 180 dias de infecgdo. Os
niveis de IFN-y apos infec¢do com D8 foram mais baixos em camundongos C57BL/6 que em
camundongos BALB/c. Em camundongos C57BL/6 foram observados niveis plasmaticos
maiores de IgG1 e IgG2a quando testadas as amostras obtidas aos 180 dias da primo infec¢ao
em comparacao as amostras obtidas aos 45 dias. Em conclusdao, camundongos BALB/c e
C57BL/6 sao susceptiveis a reinfec¢do com diferentes cepas de 7. gondii e a susceptibilidade
de camundongos BALB/c se correlaciona com o aumento da producao de IL-10. Foi
demonstrado que a reinfeccao pelo 7. gondii depende da linhagem de camundongo, do tempo

de infeccdo e do genotipo da cepa utilizada no desafio.
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ABSTRACT

In the present work we studied Toxoplasma gondii reinfection in BALB/c and C57BL/6 mice.
In order to determine whether genotype of the strains may modify the pattern of protection,
prime infection and challenge was performed with different recombinant type I-1II 7. gondii
strains. Mice were prime infected with the non-virulent D8 strain and challenged, 45 or 180
days after, with recombinant type I-1II strains EGS, CH3 or N. Thirty days after the challenge,
brain cysts were obtained from survivor mice and bioassayed in BALB/c or C57BL/6 mice
and inoculated in Swiss mice in order to induce an acute infection and replication of
tachyzoites that were recovered by peritoneal washing. DNA samples purified from
tachyzoites were submitted to PCR-RFLP analysis at ¢S7/0-A6 and L363 loci in order to
distinguish the different 7. gondii strains present in possible coinfections. Anti-toxoplasma
immune responses were evaluated in D8-primed BALB/c and C57BL/6 mice at 45 and 180
days post infection by detection of IFN-y and IL-10 producing T cells in splenocytes samples
stimulated “in vitro” with 7. gondii antigen and measurement of total IgG, IgG1, IgG2a, [gM
and IgA levels in blood plasma samples. PCR-RFLP assays demonstrated that, after a prime
infection with D8 strain, BALB/c mice are reinfected with EGS and N strains at 45 days post
prime infection, or EGS, CH3 and N strains at 180 days post prime-infection. C57BL/6 mice
are reinfected with EGS, CH3 and N strains at 45 and 180 days post prime infection. We
detected high levels of IFN-y after D8 infection, with no significant difference between 45
and 180 days interval in BALB/c mice. However, we observed higher levels of IL-10 in
splenocyte cultures and higher plasmatic IgG1 and IgA when testing samples obtained 180
days after infection. Levels of IFN-y after D8 infection were lower in C57BL/6 mice than in
BALB/c mice. In C57BL/6 mice we observed higher plasmatic IgG1 and IgG2a when testing
samples obtained 180 after prime infection in comparison to samples obtained 45 days after
infection. In conclusion, BALB/c and C57BL/6 mice are susceptible to reinfection with
different strains of 7. gondii and BALB/c mice susceptibility to reinfection correlates with
enhance of IL-10 production. It was demonstrated that reinfection depend on the mice lineage,

time of infection and genotype of strain used in challenge.
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Introducdo 1

1- INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii ¢ um parasito intracelular obrigatério pertencente ao Filo
Apicomplexa, Classe Sporozoea, Sub-classe Coccidia, Ordem Eucoccidiida, Sub-ordem
Eimeriina, Familia Sarcocystidae e Sub-familia Toxoplasmatinae (LEVINE et al. 1980). O T.
gondii foi descrito pela primeira vez em 1908 na Africa do Norte em um roedor da espécie
Ctenodactylus gondi Pallas, 1778 por Nicolle & Manceaux. No mesmo ano, no Brasil o 7.
gondii foi encontrado em coelho (SPLENDORE, 1908), indicando que este parasito possuia o
potencial de infectar pelo menos duas espécies de hospedeiros em regides geograficas
totalmente distintas. O 7. gondii foi, posteriormente, encontrado parasitando varios outros
vertebrados. Segundo Dubey & Beattie (1988), o 7. gondii infecta animais homeotérmicos
(aves e mamiferos) inclusive o homem.

No final da década de 60 foi evidenciado o ciclo de vida heteroxeno do 7. gondii através
do encontro de uma forma evolutiva do protozoario em fezes de gato (oocisto) capaz de
induzir infeccdo em outros mamiferos e aves através da ingestdo. O ciclo coccidiano deste
parasito foi elucidado em 1970, através da descoberta dos estdgios sexuais no intestino de

gatos (FRENKEL et al., 1970; DUBEY & BEATTIE, 1988).

1.1 - Ciclo de vida do Toxoplasma gondii

O ciclo de vida do T. gondii ¢é heteroxeno, os hospedeiros intermediarios sao
provavelmente todos os animais homeotérmicos, incluindo o homem (TENTER et al., 2000).
No ciclo de vida do 7. gondii os animais da familia Felidae sdo os Unicos que podem atuar
como hospedeiros definitivos (DUBEY, 1986). Entretanto, os felideos podem atuar também
como hospedeiros intermediarios (DUBEY & BEATTIE, 1988).

Na fase aguda da infeccao € encontrada a forma proliferativa denominada taquizoito. Os
taquizoitos se multiplicam rapidamente em qualquer célula nucleada do hospedeiro
intermediario e nas células epiteliais intestinais do hospedeiro definitivo (DUBEY et al.,
1998). O T. gondii ¢ particularmente competente para atravessar as barreiras teciduais como a
barreira hemato-cefalica, para entrar no sistema nervoso central e a placenta para transmissao
ao feto (CARRUTHERS, 2002). J4 na fase cronica da infec¢do sdao encontrados os
bradizoitos. Os bradizoitos se multiplicam lentamente dentro dos cistos teciduais. Estes cistos

sdao encontrados em tecido neural e muscular, principalmente em cérebro, olhos, musculos
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esqueléticos e cardiacos. Entretanto os cistos teciduais podem também se desenvolver nas
visceras incluindo pulmao, figado e rins (DUBEY, 1986).

O hospedeiro intermediario se infecta, principalmente, pela ingestdo de oocistos ou
cistos. No intestino a parede ¢ rompida e ocorre, respectivamente, a liberacdo de esporozoitos
ou bradizoitos que penetram nas células epiteliais (KASPER et al., 2004). Apods a infecgao
das células epiteliais intestinais os estagios infectantes (esporozoitos e bradizoitos)
transformam-se em taquizoitos, que iniciam uma rapida multiplicagdo por endodiogenia
dentro do vacuolo parasitéforo intracelular (DENKERS & GAZZINELLI, 1998).

A invasdo das células pelo 7. gondii envolve a secrecdo do conteudo de organelas do
complexo apical. Segundo Carruthers & Sibley (1997) a ligagdo do parasito a célula
hospedeira dispara a liberacao de proteinas dos micronemas para adesdo e re-orientacao e, em
seguida, sdo liberadas as proteinas de roptrias que promovem a invaginagdo da membrana
plasmatica da célula hospedeira formando o vacuolo parasitoforo. As proteinas dos granulos
densos sdo liberadas mais tarde apds o parasito estar completamente envolvido pelo vactiolo
parasitoéforo e irdo participar efetivamente na constitui¢do e nas modificagdes posteriores
sofridas por este vactiolo. De acordo com Lemgruber e colaboradores (2008), a liberagao de
proteinas dos granulos densos possivelmente ocorre em diferentes periodos do
desenvolvimento do parasito no vactiolo parasitoforo. Estes autores sugerem que o vactolo
parasitoforo ¢ uma estrutura dindmica, pois ¢ capaz de sofrer invaginacdes de membrana,
apresentar proteinas intramembrana nos momentos iniciais da interacdo e manter a densidade
das proteinas intramembranas durante a infeccao. Estas alteragcdes no vacuolo parasitoforo
permitiriam a sobrevivéncia, persisténcia e multiplicagdo do parasito.

A célula hospedeira se rompe quando ela ndo pode mais suportar as sucessivas divisdes
dos taquizoitos por endogenia (DUBEY et al., 1998). O parasito ¢, entdo, disseminado através
do sangue e da linfa atingindo varios 6rgdos. A taxa de invasao e crescimento dos taquizoitos
ira variar de acordo com a cepa de 7. gondii envolvida na infec¢do (APPLEFORD & SMITH,
1997). Esse periodo inicial da infeccdo caracteriza a fase aguda da toxoplasmose.
Posteriormente ocorre o desenvolvimento da imunidade, a proliferacdo de taquizoitos ¢
controlada e os bradizoitos se desenvolvem formando os cistos teciduais, caracterizando a
fase cronica da infecgao.

A taxa de formag¢do dos bradizoitos varia entre as cepas virulentas para camundongos
(APPLEFORD & SMITH, 1997). Acredita-se que estas variagdes ocorram em func¢do das

diferencas genéticas entre as cepas. Segundo Dubey e colaboradores (1998), apesar de a fase
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cronica persistir por toda vida do hospedeiro, os cistos teciduais podem romper-se
periodicamente, com invasdo de novas células e formagao de novos cistos teciduais.

Os hospedeiros definitivos se infectam pela ingestdo de esporozoitos (oocisto),
bradizoitos (cistos teciduais) ou taquizoitos (DUBEY, 1986). Nestes animais ocorre a fase
coccidiana da infeccdo. Apds penetrarem no epitélio intestinal os bradizoitos multiplicam-se
por merogonia. As células se rompem e os merozoitos liberados penetram em células
epiteliais originando formas sexuadas denominadas gametdcitos. Os gametocitos dao origem
aos gametas masculinos (microgametas) que sao moveis e flagelados, saem da célula
hospedeira para fecundar os gametas femininos (macrogametas), que permanecem no interior
da célula, também originados a partir dos gametocitos. Apos a fecundagdo ocorre a formagao
do zigoto que € envolto por uma parede resistente originando o oocisto (DUBEY, 1986). O
oocisto ndo esporulado ¢ liberado junto com as fezes para o meio ambiente. Em contato com a
atmosfera ocorre a esporogonia € o oocisto se torna infectante contendo dois esporocistos
cada um com quatro esporozoitos. Este processo ocorre em um periodo de 1 a 5 dias apds a
excre¢ao, dependendo das condi¢des ambientais (DUBEY, 1986).

O ciclo do T. gondii ¢ heteroxeno facultativo, pois este pode ser indefinidamente
mantido pela ingestdo de cistos teciduais entre os hospedeiros intermediarios, na auséncia do
hospedeiro definitivo, e também pela transmissdo de oocistos entre os hospedeiros definitivos,

mesmo na auséncia do hospedeiro intermediario (TENTER et al., 2000).

1.2 - Distribuicao e vias de infeccdo do 7. gondii

Segundo Dubey & Beattie (1988) a toxoplasmose ¢ uma infec¢do de ocorréncia
mundial com alta prevaléncia em adultos humanos em diferentes populagdes. Nos Estados
Unidos e no Reino Unido ¢ estimado que 16-40% da populagdo esteja infectada com o T.
gondii, enquanto na América Central e do Sul e no continente Europeu estima-se uma taxa de
infeccdo de 50-80% da populacdo. No Brasil a prevaléncia da infec¢do com 7. gondii também
apresenta bastante variagdo. Coélho e colaboradores (2003) encontraram 75% dos individuos
com IgG especifica contra 7. gondii em um grupo de 160 doadores de sangue no Recife.
Cavalcante e colaboradores (2006) observaram uma prevaléncia semelhante (73,3%) em 195
pessoas residentes em fazendas no estado de Ronddnia. Dias e colaboradores (2005)
encontraram uma positividade de 59,5% no Parand em um grupo de 47 trabalhadores de uma
fabrica de salsicha de suino. Esta prevaléncia foi semelhante a encontrada por Millar e

colaboradores (2007) em frigorifico no estado do Parand. Estes autores observaram uma
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positividade de 58,6% no grupo de 133 trabalhadores de frigorifico e 51,2% no grupo de 41
pessoas que desempenhavam outras atividades. Mais recentemente, foi observado que 191
(73.5%) indios lauareté do estado do Amazonas apresentavam anticorpos para 7. gondii
(BOIA et al., 2008).

A maioria das infec¢des em humanos sdo assintomaticas, mas em alguns casos o 7.
gondii pode causar doenga grave. A infec¢do por 7. gondii pode ser adquirida através da via
congénita ou pds-natal.

A transmissdo congénita do 7. gondii ocorre quando a mulher gravida esta
desenvolvendo a fase aguda da infec¢do primdaria e taquizoitos atravessam a placenta
ativamente, o que pode resultar em conseqiiéncias graves para o feto (DENKERS &
GAZZINELLI, 1998). As conseqiiéncias patoldgicas para o feto sdo dependentes do trimestre
de gestacao na qual a transmissao ocorre (REMINGTON & DESMONTS, 1990). A gravidade
das manifestagdes clinicas para o feto pode variar desde diminui¢do da visdo, passando pela
retinocoroidite, hidrocefalia, convulsdo e calcificacdo cerebral até casos mais graves levando
ao aborto (HILL & DUBEY, 2002). A seqiicla mais freqiiente da toxoplasmose congénita ¢ a
doenca ocular (REMINGTON & DESMONTS, 1990).

A infeccdo adquirida pela via pos-natal pode ser localizada ou generalizada (HILL &
DUBEY, 2002). O homem adquire a toxoplasmose principalmente pela ingestdo de cistos
teciduais presentes em carne crua ou mal passada (AMENDOEIRA, 1995) ou pela ingestao
de agua (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; MOURA et al., 2006), alimentos crus ou mal
lavados, contaminados com oocistos, provenientes de fezes de gato (DUBEY et al., 1998),
raramente por taquizoitos, ingestdo de leite materno (BONAMETTI et al., 1997). As
infeccdes transmitidas por oocistos podem ser mais graves que as transmitidas através dos
cistos teciduais (DUBEY & BEATTIE, 1988). O aumento dos linfonodos ¢ a manifestagao
clinica mais freqiiente da toxoplasmose em humanos. A linfoadenopatia pode ser associada a
febre, fadiga, dor muscular, dor de garganta e de cabeca (HILL & DUBEY, 2002). Apesar da
infec¢do ser geralmente benigna, em pacientes imunodeficientes, particularmente individuos
infectados com HIV, a encefalite ¢ a mais importante manifestacio da toxoplasmose,

causando graves danos ao paciente inclusive levando a morte (GELLIN & SOAVE, 1992).
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1.3 - Caracterizacio genotipica das cepas de 7. gondii

A caracterizagdo genotipica do 7. gondii tem sido feita principalmente através da PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorfism). A RFLP ¢
uma técnica que se utiliza de endonucleases de restricdo para que organismos possam Ser
diferenciados pela andlise de padrdes derivados da clivagem do seu DNA. A RFLP permite a
distin¢do entre dois organismos caso estes difiram na distncia entre os sitios de clivagem de
uma endonuclease de restricdo. Como resultado final, o comprimento dos fragmentos
produzidos vai diferir quando o DNA for digerido com uma enzima de restri¢ao.

A analise genotipica da populagdo de 7. gondii por PCR-RFLP identifica, na Europa e
EUA, o predominio de trés linhagens clonais que sdo designadas como cepas tipo I, II e IIL
(DARDE et al., 1992; HOWE & SIBLEY, 1995). As cepas virulentas (tipo I) sdo letais ao
camundongo no estadgio agudo, independente do indculo, enquanto as cepas tipo II e III sdao
raramente fatais durante a fase aguda, mas causam alteragdes variaveis no estidgio cronico
(HOWE et al., 1996).

Segundo Boothroyd & Grigg (2002) tem ocorrido um aumento no numero de
1solamentos de cepas que ndo se encaixam na classificacao de cepas tipo I, II e III. Estas cepas
estdo incluidas em duas classes gerais: cepas recombinantes que possuem genotipos
semelhantes aos trés tipos predominantes, e cepas exoéticas oriundas de hospedeiros nao usuais
e que tém sido fonte da maioria da amostras analisadas atualmente. O seqiienciamento
detalhado de multiplos /oci das cepas chamadas recombinantes indica que estdo presentes
alelos semelhantes aos encontrados nas cepas tipo I e tipo III, mas quase nunca ao tipo II
(LEHMANN et al., 2000; FAZAELI et al., 2000). Aspinall e colaboradores (2003)
encontraram evidéncia de infec¢do mista usando a técnica de PCR-RFLP no loco SAG2 de T.
gondii. Foram analisadas 32 amostras oriundas de casos de toxoplasmose em humanos na
Inglaterra e Pais de Gales. Destas, 31% apresentaram perfil semelhante as cepas tipo I e 11
quando digeridas com a endonuclease de restri¢ao Rsal. Estas amostras foram caracterizadas
como uma mistura de cepas tipo I e II. Estes autores propuseram que a hipdtese mais provavel
para explicar a infec¢do mista observada ¢ a ocorréncia de ingestdo simultanea de carne sem
cozimento adequado derivada de animal infectado com uma cepa tipo I e de animal infectado
com uma cepa I, o que facilmente iniciaria uma infec¢ao mista.

Branddo e colaboradores (2006), utilizando a técnica de PCR-RFLP, mostraram uma

prevaléncia de cepas tipo I e III e a auséncia de cepas tipo II através da analise do loco SAG2
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de isolados de 7. gondii obtidos de galinha no Brasil. Estes resultados foram semelhantes ao
descrito para isolados também obtidos no Brasil (DUBEY et al., 2002, 2003 a, b, 2004). Em
2006, Ferreira e colaboradores analisaram 20 cepas de 7. gondii isoladas de diferentes
hospedeiros no Brasil. Estes autores foram os primeiros que utilizaram oito /oci independentes
(SAGI1, SAG2, SAG3, Bl, Cb21-4, cS10-A6, GRA6 e L363) para classificar cepas de 7. gondii.
Todas as cepas analisadas neste estudo foram classificadas como recombinantes e divididas
em 14 esquizodemas. Estes autores propuseram que a analise de somente um loco pela PCR -
RFLP seria incapaz de identificar cepas hibridas no Brasil. Em seguida outros trabalhos
vieram confirmar a hipdtese proposta de que as cepas isoladas no Brasil sdo
predominantemente recombinantes. Khan e colaboradores (2006) analisaram isolados clinicos
humanos e de animais do Brasil utilizando a técnica de PCR-RFLP multilocus (5’SAG2,
3’SAG2, BTUB, GRA6 e SAG3). Estes autores observaram que os isolados diferem
substancialmente do que tem sido descrito para linhagens clonais e que a analise define novos
haplotipos que parecem ser predominantes no Brasil. Esse padrdo pode indicar que cepas de
T. gondii no Brasil sofrem mais freqlientemente recombinacdo sexual o que resultaria em
genotipos mistos. Resultados semelhantes foram obtidos por Belfort-Neto e colaboradores
(2007), analisando isolados obtidos de suinos no estado do Parana. Segundo estes autores as
cepas apresentaram aparentemente um padrdo recombinante o que ndo ¢ usual em isolados
obtidos na América do Norte e Europa. Dubey e colaboradores (2007), analisando isolados de
galinha obtidos no Para e Rio Grande do Sul, Brasil, pela técnica de PCR multiplex,
observaram que o perfil genético de 7. gondii no Brasil ¢ altamente diverso e que as
populacdes sdo distintas entre as diferentes localizacdes. Por meio do bioensaio de sangue
obtido de 197 recém nascidos, IgM reagentes pos nascimento, foram obtidos 27 (13,7%)
isolados de 7. gondii, que sdao em sua maioria de viruléncia intermediaria e virulentos.
(Carneiro & Vitor, comunicacdo pessoal). O estudo genético destes isolados podera
futuramente fornecer maiores informagdes sobre as caracteristicas das cepas comumente

encontradas em casos de toxoplasmose congénita no Brasil.

1.4 - Evolucao da infeccio pelo 7. gondii em camundongos com diferentes “background”

genéticos

O camundongo ¢ muito utilizado como modelo experimental em toxoplasmose, pois
possuem varios atributos fisicos e bioldgicos que os tornam modelos viaveis, como por

exemplo, sua alta suscetibilidade ao 7. gondii.
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Blackwell e colaboradores (1993) observaram que a mortalidade em camundongos varia
dependendo da via de infec¢dao. Segundo Liesenfield e colaboradores (1999) a resposta imune
do hospedeiro frente ao 7. gondii também ¢ influenciada por fatores como o inéculo, a cepa
do parasito, o sexo e a genética do hospedeiro.

Segundo McLeod e colaboradores (1996) os genes do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) em camundongos tém grande influéncia nas conseqiiéncias da
toxoplasmose, sendo que as variagdes alélicas tém sido relacionadas com o fendtipo de
resisténcia de certos genes do MHC. Suzuki e colaboradores (1991) ao utilizarem
camundongos de diferentes haplotipos H-2, infectados pela via intraperitoneal com a cepa
MEA49, observaram que os camundongos com os alelos b ou k na regido H-2D do MHC
desenvolveram encefalite grave durante a fase cronica da infecgdo enquanto os camundongos
com o alelo d foram resistentes. Ainda segundo estes autores existe forte correlacdo entre a
ocorréncia de encefalite e o nimero de cistos no cérebro de camundongos infectados, pois
camundongos com alelos b ou k possuem expressivamente mais cistos no cérebro que os
camundongos com o alelo d. Suzuki e colaboradores (1994) observaram que os genes da
regido D/L determinam se a encefalite ocorre, € que o gene L desempenha uma fungao critica
na resisténcia contra o desenvolvimento da encefalite.

Brown e colaboradores (1995) utilizando a cepa ME49 infectaram camundongos
transgénicos, mutantes e recombinantes para genes da regido L/D e avaliaram a carga
parasitaria, por meio da contagem do numero de cistos no cérebro. Estes autores também
observaram que a resisténcia a carga de cistos cerebrais estava sendo amplamente controlada
pelo gene do MHC de classe I, L.

A funcdo critica do gene LY em prevenir encefalite em camundongos geneticamente
resistentes sugere uma importante fungdo para células T CD8" na resposta imune protetora
contra o desenvolvimento da encefalite j& que os antigenos de MHC classe I desempenham
uma fungdo primordial no reconhecimento antigénico por células T CD8" (HUNTER et al.,
1996). Além disso, acredita-se que o produto do gene L apresente peptideos protetores as
células T CD8", os quais seriam os responsaveis pelas diferengas na carga parasitaria e na
encefalite observada em camundongos resistentes e susceptiveis.

Entretanto, em um estudo realizado por Fux e colaboradores (2003), utilizando uma
cepa de 7. gondii naturalmente recombinante P-Br (tipo I-III) em comparacdo com a cepa
MEA49 (tipo II), foi observado que os camundongos C57BL/6 (H-Zb) foram resistentes e os

camundongos BALB/c (H-Zd) mais susceptiveis a formagao de cistos e encefalite quando




Introducdo 8

infectados por via oral com a cepa P-Br de 7. gondii. Por outro lado, camundongos C57BL/6
inoculados com a cepa ME49 foram mais susceptiveis a formagdo de cistos e encefalite que
camundongos BALB/c inoculados com a mesma cepa. Além disso, camundongos C57BL/6
infectados com a cepa P-Br foram resistentes as lesdes intestinais causadas pela toxoplasmose
em comparacdo a cepa ME49. Estes resultados foram também observados em linhagens de
camundongos isogénicas, demonstrando que o haplétipo “d” do MHC ndo é primariamente
envolvido na resisténcia a formagao de cistos e encefalite durante a infec¢cdo com a cepa tipo
I-11I e, portanto, difere da resisténcia a cepa tipo II. Este estudo vem demonstrar que mais que
um simples mecanismo de resisténcia deve ser considerado para explicar os controles

genéticos de susceptibilidade ao 7. gondii.

1.5 - Resposta imune contra 7. gondii

1.5.1 - Resposta imune inata e celular

A resposta imune contra 7. gondii ¢ complexa com diversas interagdes, variando em
funcdo da linhagem de camundongo estudada, dos locais anatdmicos analisados, da cepa do
parasito utilizada e também da rota de infec¢do (YAP et al., 2006). Entretanto, varios pontos
em comum tém sido observados através do estudo em varios modelos experimentais
(MENZIES et al., 2008). Quando os enterocitos sdao infectados pelo 7. gondii, mudangas
fisiologicas e morfoldgicas ocorrem e as células podem secretar moléculas citotoxicas como
oxido nitrico (NO) (BUZONI-GATEL & WERTS, 2006). Os neutrofilos sdo uma das
primeiras células a chegarem ao local da infec¢do com 7. gondii (BUZONI-GATEL et al.,
2006). Apds a estimulagdo com 7. gondii, neutrofilos de humanos e camundongos produzem
IL-12, TNF-a e varias quimiocinas (DENKERS ef al., 2004). Portanto, as células
polimorfonucleares no local da infecgdo podem participar do recrutamento e ativagdo de
outras células imunes como macrofagos e células dendriticas. Os macrofagos e as células
dendriticas também produzem IL-12 apés infec¢ao com 7. gondii (BUZONI-GATEL et al.,
2006). Segundo Gazzinelli e colaboradores (1993) a sintese de IL-12 ¢ essencial na indugdo
da producao de IFN-y por células NK. O TNF-a desempenha claramente uma agdo sinérgica
com o IL-12 na indugdo da producdo de IFN-y pelas células NK (GAZZINELLI et al., 1993).
Entretanto, o TNF-a isoladamente ndo ¢ capaz de induzir a produgdo de IFN-y (D’ANDREA

et al., 1993). Os macrofagos além de produzirem IL-12 também irdo desenvolver uma
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atividade citotoxica contra o 7. gondii (GAZZINELLI et al., 1996). A producdo do INF-y
promove a reducdo ou eliminacdo do parasito pelos macrofagos, células dendriticas e
enterocitos (BUZONI-GATEL & WERTS, 2006). A inibicao da replicagdo do 7. gondii ou
sua destruicao sao resultados de mecanismos efetores: o mecanismo oxidativo (MURRAY &
COHN, 1979), e os mecanismos ndo-oxidativos, representados principalmente pela produgao
de NO por macrofagos ativados por IFN-y (ADAMS et al, 1990). O NO também esta
envolvido na fase cronica por atuar inibindo a proliferacdo dos parasitos no cérebro. Existe
também um mecanismo ndo dependente de oxigénio, como a induc¢do da idoleamine 2,3
dioxygenase pelo IFN-y a qual degrada o triptofano requerido para o crescimento do parasito
(PFEFFERKORN et al., 1986). A ativagao inicial do sistema imune parece desenvolver duas
fungdes principais durante a infeccdo com 7. gondii. A primeira ¢ a limitacdo da replicagdo
dos taquizoitos antes do recrutamento da imunidade celular e a segunda ¢ o desenvolvimento
direto de uma resposta de células T por direcionar a diferenciacdo do precursor de células Th
em células Thl efetoras (DENKERS & GAZZINELLI, 1998).

Apos a infecgdo com 7. gondii ocorre um estimulo da secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias como INF-y, IL-12 e TNF-a e antiinflamatorias ou regulatérias como TGF-B3 e
IL-10 (GAZZINELLI et al., 1996). A producao inicial de IFN-y e outras citocinas pro
inflamatorias ¢ crucial no desenvolvimento da resposta imune adaptativa contra o 7. gondii. O
IFN-y atua aumentando a sintese de IL-12 pelos macrofagos expostos a produtos de
taquizoitos (MA et al., 1996), induz a expressdo do receptor para IL-12 nas células T
(JACOBSON et al., 1995), e inibe IL-4, uma importante citocina para diferenciacdo do
fenotipo Th em fenotipo Th2. A IL-4 potencializa os efeitos de IL-10 e/ou antagoniza a
diferenciagdo das células Th no fenotipo Thl, sugerindo se tratar de uma importante citocina
na prevencdo de uma exacerbacdo da resposta Thl induzida pelo parasito (GAZZINELLI et
al., 1992).

Durante a fase aguda da toxoplasmose a citocina regulatoria IL-10 realiza varias
fungdes na supressao da resposta imune celular em humanos e camundongos (LANG et al.,
2007). IL-10 inibe a ativagdo de macrofagos, inibe a sintese de IFN-y pelas células T e NK e
previne a diferenciagdo de clones Thl por meio da inibicdo da sintese de IL-12 por
macrofagos (D’ANDREA ef al., 1993). A imunossupressdo exercida por IL-10 evita a super-
inflamacao que eventualmente levaria o hospedeiro & morte facilitando a sobrevivéncia do
parasito (NEYER et al., 1997). Esses resultados fornecem clara evidéncia que a indugdo de

imunossupressao pela IL-10 apos infeccdo com 7. gondii ¢ benéfica tanto para o parasito




Introducdo 10

quanto para o hospedeiro e favorece uma relagdo estavel entre parasito e hospedeiro (LANG
et al., 2007). Os niveis relativos de IL-10 e INF-y produzidos por células T no curso de uma
resposta imune sao cruciais para determinar se a eliminagdo do patdégeno ocorre com lesdes
minimas ou se uma infec¢ao persistente se desenvolve (O’GARRA & VIEIRA, 2007).

Os macrofagos e as células dendriticas apresentam antigenos de 7. gondii aos linfocitos
T CD4" e CD8" induzindo um fendtipo tipo Thl pela secrecio de IL-12 (CORREA et al.,
2007). O IFN-y possui uma ag¢ao sinérgica com IL-12 no direcionamento da diferenciacao das
células de fendtipo Th em fendtipo Thl. Segundo Araujo (1991) a populacao de linfocitos T
CD4" ¢ essencial para o desenvolvimento da resisténcia em camundongos durante a fase
inicial da infeccdo. Esta resisténcia € relacionada a resposta tipo 1 promovida pela produgao
inicial de IFN-y pelas células NK (GAZZINELLI et al., 1993).

Os linfécitos Th1 CD4" e linfocitos T citoliticos CD8" sdo os principais envolvidos na
resisténcia dos hospedeiros a infeccdo por 7. gondii (GAZZINELLI et al., 1991). As células T
CD4" ¢ CDS8" sdo vitais para fornecer uma imunidade protetora e sobrevivéncia durante a
infeccdo cronica (GAZZINELLI et al., 1992). Segundo Combe e colaboradores (2005) as
células T CDS" sdo essenciais para uma imunidade efetiva contra o parasito e as células T
CD4" desempenham importante funcdo sinérgica para ajudar a manter uma resposta eficiente
das células T CD8". Além disso, a imunidade exercida pelas células T CD8" parece ser critica
para controlar e impedir a reativacao de infecc¢ao latente com 7. gondii. Os linfécitos T sdo
uma fonte critica de IFN-y durante o estagio cronico da infeccao (GAZZINELLI et al., 1992).

Os linfocitos T CD8" ativados pela IL-12 secretada pelos linfocitos T CD4" exercem
uma atividade citotdxica contra taquizoitos ou células infectadas com 7. gondii (SUBAUSTE
et al., 1991). Liitjen e colaboradores (2006) observaram que a freqiiéncia de células T CD8
em camundongos em fase aguda e cronica da toxoplasmose ¢ independente de células T CDA4.
Entretanto, a deplegao de células T CD4 em camundongos na fase cronica da toxoplasmose
resultou na redugdo da producdo de INF-y pelas células T CDS8 indicando que um continuo
suporte de células CD4 ¢ necessario para manter uma atividade funcional 6tima das células T
CD8 no cérebro. Estes autores observaram também que a deplecdo de células T CD4 em
camundongos em fase cronica da toxoplasmose, em paralelo com a reinfec¢do com baixas
doses de cistos de 7. gondii, resultou em uma expansao de células T CD8 especificas para T.
gondii enquanto os animais controle ndo apresentaram esse aumento. Estes resultados indicam

que as c¢lulas T CDS8 ¢ que limitam a expansao do parasito apos a reinfecgao.
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1.5.2 - Resposta imune humoral

Os anticorpos sao a primeira linha de defesa do hospedeiro contra o 7. gondii. As
imunoglobulinas irdo atuar em taquizoitos extracelulares liberados apds o rompimento das
células infectadas limitando a multiplicacdo do 7. gondii por lisar os parasitos na presenga do
complemento. Os anticorpos podem também atuar pela opsonizagdo ou por meio do aumento
da fagocitose pelos macrofagos (FILISETTI & CANDOLFI, 2004).

As imunoglobulinas M (IgM) s3o as primeiras a serem produzidas e podem ser
detectadas no plasma apds 3-10 dias de infec¢do com 7. gondii independente da cepa do
parasito, espécie do hospedeiro, sexo ou idade (CORREA et al., 2007). Segundo Gorgievski-
Hrisoho e colaboradores (1996) esta imunoglobulina, apesar de estar relacionada a fase aguda
da infeccdo, foi encontrada até seis meses apos a infeccdo em mulheres gravidas. IgM ¢ a
melhor ativadora do sistema de complemento e devido a sua estrutura ¢ capaz de excelente
aglutinacdo e alto nivel de citotoxidade (FILISETTI & CANDOLFI, 2004).

A imunoglobulina A (IgA) ¢ produzida logo apds IgM e ¢ observada em duas formas:
IgA de mucosa que ¢ encontrada nas secrecoes de muco e IgA do plasma. Esta
imunoglobulina persiste por 6-7 meses, entretanto varia bastante na quantidade e dura¢do em
adultos e recém-nascidos infectados via congénita (GORGIEVSKI-HRISOHO et al., 1996). O
sistema imune na mucosa possui extensa populacdo de células linféides que rapidamente
entram em contato com o parasito durante sua penetracao intestinal. A estimulacao eficiente
da resposta na mucosa pode ser altamente valida no controle da infeccdo com 7. gondii pela
via oral (DECOSTER, 1996). A resposta de IgA regularmente surge antes de IgG e sua
producao ¢ aumentada por estimulo de IL-10 e TGF-B (DEFRANCE et al., 1992). Os
anticorpos IgA constituem mais de 80% de todos os anticorpos associados a mucosa e tecido
(CHARDES AND BOUT, 1993). Segundo Denkers & Gazzinelli (1998) os anticorpos deste
isotipo podem ser importantes para se evitar a reinfeccdo com 7. gondii.

As imunoglobulinas G (IgG) sao compostas de varias subclasses. Em camundongos
estdo presentes as subclasses 1gG, 1gG2a, 1gG2b e IgG1 e em humanos IgGl1, IgG2, IgG3 e
IgG4. Segundo Fiorentino e colaboradores (1989), em camundongos, as células Thl
produzem IL-12 e IFN-y e controlam a producdo de IgG2a e IgG2b enquanto células Th2
produzem IL-4, IL-5 e IL-10 e controlam a producdo de IgGl. Em humanos o padrdo de
citocinas e subclasses de IgG ¢ mais complexo. Os anticorpos IgG1 e IgG3 sdo induzidos por

IFN-o e sua produgdo ¢ aumentada por acao de IL-10 e TGF-B. A producao de IgG2 ¢
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induzida por IL-2 e aumentada por IL-6, enquanto IgG4 ¢ induzida por IL-4 e IL-13. Varios
estudos da toxoplasmose humana tém demonstrado que IgGl ¢ ativada primeiro e ¢
dominante no plasma enquanto IgG2, IgG3 e IgG4 apresentam padrido bastante varidvel
(CORREA et al., 2007). Estas imunoglobulinas sdo capazes de promover uma citotoxidade
anticorpo-dependente ou opsonizagdo, em funcao de receptores Fc presente em macrofagos e,
em células polimorfonucleares ou por citolise, mediada por complemento ou células NK. Os

principais alvos de IgG sdo os antigenos de superficie do parasito.

1.6 - Resposta imune e viruléncia de cepas de 7. gondii

Os eventos iniciais na resposta imune ao 7. gondii sdo cruciais ao controle da fase aguda da
infec¢do. Segundo Mordue e colaboradores. (2001) este controle durante as infec¢des nao
letais, com cepas avirulentas, tem sido muito estudado no modelo murino e ¢ altamente
dependente de INF-y e da resposta das citocinas Thl. Enquanto as cepas avirulentas de 7.
gondii sdo geralmente bem controladas pela resposta imune, cepas virulentas sdo letais para
camundongos, sugerindo que elas induzem um controle imune inadequado ou sdo dotadas de
propriedades destrutivas que causam lesdao diretamente nos tecidos. Estes mesmos autores
demonstraram que a habilidade das cepas virulentas de causar infec¢des letais em
camundongos nao ¢ devido a destrui¢do direta causada pelo parasito e nem a taxas de resposta
imune ineficiente ¢ sim a uma super inducdo de citocinas inflamatérias. Infeccao de
camundongos com baixas doses de parasitos de uma cepa avirulenta resultou em uma resposta
imune caracterizada por niveis moderados de INF-y, IL-12 e TNF-a, o que levou ao controle
da replicacdo dos parasitos e minimas alteracdes teciduais. Em notdvel contraste, infec¢des
letais foram associadas com inducao de niveis extremamente elevados de IL-18, IFN-y e IL-
12. Segundo Sibley e colaboradores (2002) os altos niveis de citocinas Thl ndo ocorrem
devido a auséncia de IL-10, reguladora da producdo de citocinas Thl, pois esta citocina esta
substancialmente elevada no plasma durante a infeccao letal. Carson e colaboradores (2000)
observaram que a co-administragcdo diaria de IL-18 e IL-12 em camundongos de diferentes
linhagens resulta em uma resposta sistémica inflamatéria que ¢ letal em questdo de dias com
pronunciada injuria no figado, pulmao e intestinos. A combinagdo de IL-18 e IL-12 ¢ um
estimulo potente para a secre¢do de TNF-a e INF-y “in vitro”, o que pode ser a origem da
toxicidade observada nos camundongos (FEHNIGER et al., 1999). Mordue e colaboradores
(2001) neutralizaram a citocina IL-18 em camundongos infectados com taquizoitos da cepa

virulenta RH. A neutraliza¢do desta citocina prolongou a sobrevivéncia dos camundongos,
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mas nao foi capaz de impedir a morte destes animais. A neutralizacdo do TNF-o ou do IFN-y,
isoladamente, também ndo foi capaz de proteger o camundongo da infeccdo letal. Estes
resultados sugerem que efeitos cumulativos de altos niveis de diferentes mediadores
inflamatorios ¢ que vao contribuir para a morte (MORDUE et al., 2001). Portanto, a
letalidade esta associada com niveis excessivos de citocinas Thl, particularmente IL-18 e
IFN-y, no plasma. O IFN-y provavelmente estd associado ao desenvolvimento de necroses e
contribui para a morte dos animais, provavelmente devido a indugao da producdo de NO. A
superproducdo de NO causaria alteragdes histopatoldgicas no hospedeiro (LIESENFELD et
al., 1999). Por outro lado, Taylor e colaboradores (2006) propuseram que a expressdo alélica
e o nivel de expressao da proteina ROP18 determinam a viruléncia e também atua de forma a
mediar a patogénese durante a infeccao com 7. gondii.

Esses estudos revelaram que a viruléncia aguda em 7. gondii ocorre por um mecanismo
paradoxal. Infecgdes com cepas virulentas induzem superproducdo de citocinas Thl que
normalmente sdo protetoras, mas que aqui, estdo levando a letalidade. Enquanto a causa da
morte permanece desconhecida, € possivel que niveis extremamente elevados destas citocinas
causem um aumento da permeabilidade vascular que levaria a faléncia multipla dos 6rgaos
(SIBLEY et al., 2002).

A fase cronica da toxoplasmose ¢ caracterizada pela presenca de cistos de 7. gondii
principalmente no cérebro. A resposta imune € essencial para manutencao de uma infec¢ao
cronica latente (CARRUTHERS & SUZUKI, 2007). Em modelos murinos de infec¢do com 7.
gondii tem sido demonstrado que INF-y ¢ essencial para a prevengdo da reativagdo e
desenvolvimento de encefalite (GAZZINELLI et al., 1992). A principal fonte de INF-y sdo as
células T que infiltram no cérebro apos a infecgio (SUZUKI et al., 1988). As células T CD8"
sdo essenciais para uma imunidade efetiva contra o parasito e prevencao do desenvolvimento
de encefalite e as células T CD4" desempenham importante funciio sinérgica para ajudar a
manter uma resposta eficiente das células T CD8" (COMBE et al, 2005). Welter e
colaboradores (2007) confirmam a importancia de uma resposta Thl para a resisténcia a
encefalite pelo 7. gondii principalmente na presenga de INF-y. Neste trabalho, quando
camundongos BALB/c resistentes, a encefalite, sdo pré-infectados com o acaro Myocoptes
musculinus, tornam-se susceptiveis a infec¢do com 7. gondii. O mecanismo imune induzido
por M. musculinus altera o nivel de producao de INF-y e, mesmo 14 dias apos a infec¢do com

T. gondii, os niveis desta citocina sdo baixos. Estes autores hipotetizam que a resposta Th2
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desenvolvida durante a infestagdo pelo ectoparasito pode ser prejudicial ao controle de

resisténcia do hospedeiro frente ao 7. gondii.

1.7 - Reinfeccao pelo 7. gondii

Segundo Filisetti & Candolfi (2004) a persisténcia dos linfocitos T de memoria na
toxoplasmose humana ¢ um fato estabelecido. Além disso, em humanos ¢ aceito que a primo
infec¢do da gestante protege o feto num evento de subseqiiente reinfec¢do durante a gravidez.
Em adicdo, os anticorpos anti-7. gondii permanecem detectaveis por toda a vida do
hospedeiro. E provavel que a persisténcia de linfocitos T de memoria seja garantida pela
ruptura regular de cistos intracelulares ou talvez por recorrentes infec¢des por meio da
alimentagao.

Entretanto, em humanos tém sido relatados casos de toxoplasmose congénita em
mulheres em fase cronica da toxoplasmose e imunocompetentes, o que tem sugerido a
possibilidade de reinfeccdo em gestantes. Hennequin e colaboradores (1997) relataram o caso
de um recém-nascido que apresentava catarata densa no olho esquerdo e corioretinite macular
no olho direito. A crianga apresentou altos titulos de IgG anti- 7. gondii associado com IgM e
IgA especificos. A mae apresentava, na quarta ¢ décima semanas de gestacao, sorologia anti-
T. gondii compativel com infeccdo adquirida antes da gestacdo: titulos moderados e estaveis
de IgG e auséncia de IgM e IgA especificos. Apos o nascimento da crianga a mae apresentava
um aumento nos titulos de IgG além de anticorpos IgA especificos. A mae ndo apresentou
qualquer evento de imunossupressao, portanto, a hipotese de reinfeccao foi a mais consistente.
Os autores ainda sugerem que pelo fato da sintese de IgA estar relacionada com a infecgdo
adquirida pela rota oral a reinfec¢do da mae ocorreu pela ingestdo de cistos durante fase mais
avancada da gestacdo.

Gavinet e colaboradores (1997) relataram caso de retinocoroidite em um recém-nascido
com anticorpos especificos IgG e IgM, cuja mae ja era imune para 7. gondii antes da
gravidez. No soro materno foi observado aumento de IgG e surgimento de IgM e IgA. A mae
relatou ter tido febre uma semana apods ter entrado em contato com gatos. Os autores
concluiram que a mulher provavelmente se reinfectou pela ingestao de oocistos. Reativagao
da infeccao por 7. gondii em pacientes imunocompetentes ou imunodeficientes geralmente
ndo induzem nova producao de IgM e IgA. Os autores hipotetizam que a ingestdo de cistos

teciduais de 7. gondii em carnes mal cozidas ndo protegem contra reinfec¢do por oocistos.
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Dollfus e colaboradores (1998) relataram o caso de um recém-nascido com lesdes
oculares graves por toxoplasmose congénita, nascido de mae previamente imune para 7.
gondii. A mae era imunocompetente, descartando-se a possibilidade de reativagao por
imunodeficiéncia e sugerindo a possibilidade de reinfeccgao.

Silveira e colaboradores (2003) observaram um recém-nascido com retinocoroidite
necrosante focal, caracteristica de toxoplasmose, bem como sorologia positiva para IgG e
IgM, nascido de uma mae com um histérico de toxoplasmose cronica de 20 anos atras,
inclusive com cicatriz macular devido ao 7. gondii. Os autores sugerem que gravidas em fase
cronica da toxoplasmose, com lesdo ocular e IgG anti- 7. gondii também estdo sob risco de
transmitir o parasito ao feto. Mais recentemente, Kodjikian e colaboradores (2004) relataram
um caso de toxoplasmose congénita em recém-nascido de mae imunocompetente e sugerem
que este fato ocorreu por reinfeccdo da mae ou por reativagao da infecgdo pré-existente.

Evidéncias de reinfec¢do também podem ocorrer em casos de toxoplasmose pds-natal.
Coutinho e colaboradores (1982) relataram um caso provavel de reinfeccdo em trés irmaos
com toxoplasmose adquirida. As criangas apresentavam titulos para IgG de 1:1024, 1:64 ¢
1:16. A primeira crianga apresentava febre e linfoadenopatia. No ano seguinte as trés criangas
apresentavam linfoadenopatia e titulos para IgG variando entre 1:4096 e 1:16000. Ao mesmo
tempo, outros dois irmdos apresentaram titulos de 1:1024 e 1:4096 e um deles apresentava
anticorpos IgM anti-7. gondii. Ap6s um ano, exames realizados confirmaram se tratar de
criancas imunocompetentes e os titulos de IgG havia decrescido na maioria dos irmaos. Estes
autores consideraram a hipotese de reinfecgdo nos trés irmaos € ndo uma reativagao
simultanea, pois a toxoplasmose aguda no segundo ano ocorreu a0 mesmo tempo nos dois
outros irmdos nao infectados no primeiro ano. Segundo Dao e colaboradores (2001) estes
relatos com suspeita de ocorréncia de reinfeccao podem ser importantes para se reconsiderar a
susceptibilidade de humanos a varios genétipos de 7. gondii que podem influenciar na
ocorréncia ou nao da reinfeccao.

Em 1969, De Roever-Bonnet demonstrou que a toxoplasmose congénita pode ocorrer
em camundongos e “hamsters” cronicamente infectados com 7. gondii e reinfectados durante
a gravidez com diferentes cepas. Araujo e colaboradores (1997) avaliaram a ocorréncia de
reinfeccdo com as cepas ME49 (avirulenta), C56 (virulenta) e R-C56 que ¢ uma variante de
C56 resistente a atovaquona. Estes autores observaram um aumento no numero de cistos no
cérebro de camundongos primo infectados com ME49 e desafiados com a cepa C56 e sua

variante R-C56 quando comparados com os animais infectados somente com a cepa ME49. O




Introducdo 16

bioensaio foi a técnica utilizada para determinar a ocorréncia de reinfec¢do. Através destes
experimentos os autores demonstraram que a resposta imune celular de camundongos em fase
cronica da toxoplasmose, infectados com a cepa ME49 nao foi capaz de prevenir, apds o
desafio, a invasdo do cérebro destes animais pelas cepas C56 ¢ R-C56 e a formagao de novos
cistos cerebrais. Hassan e colaboradores (1999) observaram um aumento de anticorpos IgA e
IgM em ratos reinfectados com 7. gondii na presenga de IgG da infeccdo primaria. A resposta
imune estabelecida em funcao de uma infec¢ao primaria pode nao ser suficiente para prevenir
doenca e mortalidade apds uma reinfec¢ao. Portanto, a toxoplasmose aguda pode ocorrer em
hospedeiros imunocompetentes apds sua reinfecgdo com outra cepa, realcando a importancia
das diferencas entre as cepas na patogénese da toxoplasmose (ARAUJO et al., 1997).

Dao e colaboradores (2001) testaram a hipotese de reinfec¢do usando cepas de
diferentes gendtipos clonais: a cepa Ned (tipo III), a cepa 76K (tipo II) e a cepa PruPgal
derivada da cepa Prugniaud (tipo II). Esta cepa foi transfectada com o gene da 3 galactosidase
de Escherichia coli. Com a inser¢ao deste gene os cistos da cepa Prufgal adquiriam cor azul
ap6s coloracdo, permitindo desta forma a identificacdo dos cistos das diferentes cepas no
cérebro de um mesmo camundongo. Através destes experimentos os autores observaram que
o resultado da reinfeccdo depende do gendtipo da cepa utilizada, sugerindo ndo haver
reinfeccdo quando usadas duas cepas de mesmo gendtipo e ocorrendo reinfeccdo quando as
cepas utilizadas eram de gendtipos diferentes. Ja Freyre e colaboradores (2004) avaliando a
reinfeccao por 7. gondii em ratos concluiram que nao ha relagao entre protecao e gendtipo das
cepas utilizadas pois a cepa BK (tipo I) utilizada pelos autores para induzir imunidade estéril
foi capaz de conferir protecao contra reinfec¢do com algumas cepas tipo II (C, Prugniaud e
ME49) mas ndo contra outras cepas também do tipo II (Elg, Bear e M3). Dzitko e
colaboradores (2006) utilizando métodos sorologicos (ELISA e Imunoblot) como parametros
no reconhecimento da reinfec¢do por 7. gondii enfatizaram a importancia da diferenca das
cepas na patogénese e também o fato de que ainda ndo estéd estabelecido se a prote¢do imune
contra reinfec¢do ¢ estritamente genodtipo-especifico.

Estas observagdes sugerem que alguns casos de toxoplasmose aguda em individuos com
evidéncia sorologica de infec¢ao prévia podem ser devido a reinfecc¢ao, especialmente quando

ndo ha enfraquecimento do sistema imune em fun¢do de doenga ou terapia concomitante.
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2 —JUSTIFICATIVA

O T. gondii ¢ um parasito de distribuicdo mundial e que infecta vasto nimero de
hospedeiros, inclusive o homem. A observagdo experimental de que a toxoplasmose aguda
pode ocorrer em hospedeiros imunocompetentes apds uma reinfeccdo com outra cepa ressalta
a importancia das diferengas entre as cepas na patogénese da toxoplasmose. A ocorréncia da
reinfeccao levanta a hipotese de que a resposta imune desenvolvida apdés uma infeccao
primaria ndo seja suficiente para proteger totalmente o individuo contra a reinfec¢do com o 7.
gondii. Caracterizar a resposta imune durante este processo, bem como a participagdo do
genotipo do hospedeiro e do parasito seria de grande importancia para o entendimento da
susceptibilidade ou da resisténcia do hospedeiro a reinfeccao pelo 7. gondii. Além disso, os
experimentos demonstrando a ocorréncia da reinfec¢ao por 7. gondii ainda s3o raros € pouco
conclusivos e a cinética deste fendmeno precisa ser investigada. A hipdtese de que a
ocorréncia da reinfec¢do por 7. gondii esta relacionada ao gendtipo do parasito podera alterar

o processo de acompanhamento de mulheres gravidas em fase cronica da doenga.
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3-OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Estudar a reinfec¢do em camundongos inoculados com cepas de 7. gondii isoladas no

Brasil classificadas como de gendtipo recombinante e pertencentes a distintos esquizodemas.

3.2 - Objetivos especificos

No modelo de reinfec¢do proposto pretende-se avaliar:

3.2.1 - A mortalidade ¢ o nimero de cistos cerebrais em animais desafiados em relacao
aos animais primo infectados durante a fase cronica recente (45 dias) e fase cronica avangada
(180 dias);

3.2.2 - A ocorréncia de reinfeccdo nas linhagens de camundongos: BALB/c e
C57BL/6;

323 - O tipo genético dos parasitos presentes no cérebro dos camundongos
sobreviventes apds o desafio;

3.2.4 - A cinética de produgdo de anticorpos IgA, IgM, IgG e suas subclasses IgGl1 e
IgG2a;

3.2.5 - A produgdo de citocinas (IL-10 e INF-y) em camundongos aos 45 ¢ 180 apos a
primo infeccdo com 7. gondii;

3.2.6 - Alteracdes histopatologicas em cérebros de animais desafiados em relagdo aos

animais primo infectados.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Parasitos

Para realizacdo deste estudo foram utilizadas quatro cepas de 7. gondii isoladas de
animais (D8, CH3 e N) e humano (EGS) (FERREIRA et al., 2001; BRANDAO et al., 2006).
A cepa D8, ndo virulenta para camundongos, foi isolada de cdo e classificada como cepa do
tipo III para o loco SAG2 e recombinante (I-III) quando submetida a analise de mais de um
loci. A cepa CH3, isolada de galinha, ¢ virulenta, e foi caracterizada como tipo III para o loco
SAG2 e também recombinante (I-III) quando submetida a anélise de diferentes loci. A cepa
EGS foi isolada de liquido amnidtico humano, ¢ virulenta e foi classificada como tipo I para o
loco SAG2 e também recombinante (I-IIT). A cepa N foi isolada de coelho, ¢ virulenta para
camundongos e foi classificada como tipo I para o loco SAG2 e I-Ill quando submetida a
analise de outros loci (FERREIRA et al., 2006). Com excecdo da cepa N isolada em Sao

Paulo, as outras cepas foram isoladas em Minas Gerais.

4.2 - Camundongos

Camundongos fémeas das linhagens BALB/c e C57BL/6, com 4 a 6 semanas de idade
e pesando entre 18 e 20g no inicio do experimento, foram obtidos no Centro de Bioterismo
(CEBIO) do ICB-UFMG. Todos os procedimentos realizados com os animais foram

aprovados pelo Comité de Etica da UFMG (protocolo n° 038/05).

4.3 - Infec¢ao Primaria dos Camundongos

Para realizagao dos experimentos, camundongos “swiss” infectados aproximadamente
trés meses antes pela via oral com a cepa D8 foram sacrificados por deslocamento cervical e
seu cérebro retirado. Ao cérebro macerado em tubo de hemolise, foi adicionado 1ml de PBS
pH 7,2 estéril e os cistos foram contados em duplicata entre lamina e laminula. Apos a
contagem, a diluicdo do material foi realizada de forma a se obter uma concentracdo de 20
cistos por 100ul de solucdo. Foram inoculados 20 cistos por via oral da cepa D8 em
camundongos BALB/c e C57BL/6 fémeas, que foram mantidos por 45 e¢ 180 dias até a
realizacdo do desafio com as cepas EGS, CH3 e N. Camundongos normais BALB/c e

C57BL/6 fémeas das mesmas ninhadas dos camundongos inoculados com a cepa D8 foram
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mantidos pelo mesmo periodo (45 e 180 dias). Estes animais foram primo infectados, na

mesma data do desafio, com as cepas EGS, CH3 e N como controle do experimento.

4.4 - Desafio de camundongos BALB/c com as cepas EGS, CH3 e N de 7. gondii 45 dias

apos a infeccao primaria com a cepa D8

O desafio dos camundongos BALB/c foi realizado no 45° dia ap6s a primo infecgao.
Camundongos BALB/c previamente infectados com a cepa D8 foram divididos em grupos de
sete a dez animais. Somente foram utilizados para o desafio os camundongos que, pela técnica
de ELISA, apresentaram anticorpos IgG anti-7. gondii apds a infec¢do primdria com a cepa
DS8. O grupo A foi desafiado com 20 cistos via oral da cepa EGS; o grupo B com 20 cistos via
oral da cepa CH3 e o grupo C desafiado com 1000 taquizoitos da cepa N por via
intraperitoneal. O grupo D infectado somente com D8 foi mantido como controle do
experimento. Os cistos das cepas EGS e CH3 foram obtidos conforme descrito para cepa DS.
Para obtencao de taquizoitos da cepa N o peritonio de camundongos previamente infectados
foi lavado e os taquizoitos foram contados e diluidos em PBS pH7,2 na concentragao de 1000
taquizoitos/200pul.

No 45° dia também foram infectados 10 camundongos normais com cada uma das
cepas utilizadas no desafio: 20 cistos via oral das cepas EGS (grupo E) e CH3 (grupo F) e
1000 taquizoitos via intraperitoneal da cepa N (grupo G) (FIG. 1). Estes camundongos eram
provenientes das mesmas ninhadas dos animais submetidos ao desafio de reinfec¢do e
também atuaram como controle do experimento. A mortalidade dos animais foi acompanhada
por um periodo de trinta dias. Os animais sobreviventes foram sacrificados por deslocamento
cervical para contagem dos cistos cerebrais. Dos animais sobreviventes foi removida a parte
anterior direita (quarta parte) do cérebro para ser submetido ao estudo histopatoldgico. O
restante do cérebro foi macerado e foi realizada a contagem dos cistos. Vinte cistos de cada
animal foram inoculados via oral em camundongos BALB/c normais para verificagdo da
mortalidade (bioensaio). O restante do material foi inoculado em camundongos ‘“‘swiss”
normais pela via intraperitoneal (i. p.) para coleta de taquizoitos no peritdénio e posterior

extragdo de DNA.
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4.5 - Desafio de camundongos BALB/c com as cepas EGS, CH3 e N de 7. gondii 180 dias

apos a infec¢do primaria com a cepa D8

Apo6s 180 dias da primo infec¢do, camundongos BALB/c foram divididos em grupos
de 9-10 animais. O grupo H foi desafiado com 20 cistos via oral da cepa EGS, o grupo I com
20 cistos via oral da cepa CH3 e o grupo J com 1000 taquizoitos da cepa N i. p. O grupo K
infectado somente com D8 foi mantido como controle do experimento.

Trés grupos de camundongos normais foram primo infectados com cada uma das
cepas utilizadas na reinfecc¢ao: 20 cistos via oral das cepas EGS (grupo L) e CH3 (grupo M) e
1000 taquizoitos via intraperitoneal da cepa N (grupo N) (FIG. 1). A mortalidade dos animais
foi acompanhada por um periodo de trinta dias. Para realizagdo do estudo histopatologico a
quarta parte do cérebro dos camundongos sobreviventes foi coletada. No cérebro restante foi
realizada a contagem de cistos e foi realizado um indculo de 20 cistos via oral em
camundongos BALB/c normais para o bioensaio. Cistos cerebrais também foram inoculados i.

p. em camundongos “swiss” normais para posterior coleta de taquizoitos e extragdo de DNA.

4.6 — Desafio de camundongos C57BL/6 com as cepas EGS, CH3 e N de 7. gondii 45 dias

apos a infeccao primaria com a cepa D8

O desafio dos camundongos C57BL/6 apds 45 dias da infec¢do primaria (grupos de
sete a dez animais) foi realizado conforme descrito nos itens anteriores para os camundongos
BALB/c (FIG. 1). Os grupos receberam as seguintes identificacoes:

Grupo O - desafiado com 20 cistos via oral da cepa EGS;

Grupo P - desafiado com 20 cistos via oral da cepa CH3,;

Grupo Q - desafiado com 1000 taquizoitos da cepa N por via intraperitoneal;

Grupo R - infectado somente com 20 cistos via oral da cepa DS.

Grupo S - infectado somente com a cepa EGS;

Grupo T - infectado somente com a cepa CH3;

Grupo U - infectado somente com a cepa N.
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4.7 — Desafio de camundongos C57BL/6 com as cepas EGS, CH3 e N de 7. gondii 180

dias apos a infeccio primaria com a cepa D8

O desafio dos camundongos C57BL/6 ap6s 180 dias da infec¢do primaria (grupos de
quatro a cinco animais) foi realizado conforme descrito nos itens anteriores para os
camundongos BALB/c (FIG. 1). Os grupos receberam as seguintes identificagdes:

Grupo V - desafiado com 20 cistos via oral da cepa EGS;

Grupo X - desafiado com 20 cistos via oral da cepa CH3;

Grupo Y - desafiado com 1000 taquizoitos da cepa N por via intraperitoneal;

Grupo Z - infectado somente com 20 cistos via oral da cepa DS.

Grupo AA- infectado somente com a cepa EGS;

Grupo BB - infectado somente com a cepa CH3;

Grupo CC - infectado somente com a cepa N.
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FIGURA 1 - Delineamento experimental da infec¢do e do desafio de camundongos BALB/c e C57BL/6 com as diferentes cepas de 7. gondii.
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4.8. - Bioensaio

O cérebro (3/4) dos camundongos BALB/c ou C57BL/6 sobreviventes aos trinta dias
ap6s o desafio foi macerado individualmente e homogeneizado em 750ul de PBS pH 7,2.
Apds a contagem do numero de cistos cerebrais, foi realizada uma diluicdo de forma a se
obter 20 cistos em 0,1ml. Para cada camundongo sobrevivente foi inoculado por via oral um
novo camundongo BALB/c normal com 0,1ml da suspensao de cérebro contendo 20 cistos. A
mortalidade destes animais foi acompanhada diariamente. A morte do animal foi considerada
conseqiiéncia da presenca de pelo menos um cisto da cepa utilizada para o desafio.
Camundongos sobreviventes foram sacrificados apds 30 dias para pesquisa de anticorpos IgG
(ELISA) e cistos cerebrais.

Para averiguar se a morte do animal pode realmente ser considerada conseqiiéncia de
pelo menos um cisto da cepa utilizada na reinfecgdo, foi delineado um experimento de
infectividade e viruléncia com apenas um cisto cerebral de cada cepa estudada.

Um camundongo “swiss” previamente infectado com a cepa EGS foi sacrificado e o
cérebro retirado para contagem de cistos. Deste material foi ajustado um indculo padronizado
de um cisto /0,Iml que foi administrado em oito camundongos BALB/c via oral. A
mortalidade destes animais foi acompanhada por um periodo de 30 dias. O mesmo
procedimento foi realizado para a cepa CH3.

A cepa N ndo ¢ considerada cistogénica (FERREIRA et al., 2006). Na tentativa de
obter cistos cerebrais desta cepa, sete camundongos ‘“swiss” foram inoculados com 10
taquizoitos via intraperitoneal e tratados apds 24h com sulfadiazina (500mg/L) na agua
oferecida aos animais durante 20 dias. Somente um animal sobreviveu a 20 dias de infec¢ao.
Este animal foi sacrificado e o cérebro examinado exaustivamente. Nenhum cisto foi
encontrado. Mesmo na auséncia de cistos, cinco camundongos “swiss” foram inoculados com
0,1ml do homogenato bruto do cérebro, via oral. A mortalidade também foi avaliada até 30

dias apds o indculo.
4.9 - Tipagem genética de re-isolados de 7. gondii

4.9.1 - Extracdo de DNA

Para extragdo de DNA o peritonio de camundongos “swiss” previamente infectados via

1. p. com cistos de animais sobreviventes apds o desafio foi lavado com PBS estéril sob
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condicdes assépticas. A massa de taquizoitos obtida foi submetida a extragdo do DNA com
fenol-cloroféormio conforme Sambrook e colaboradores (1989) com modificagdes conforme
descrito a seguir. O DNA foi extraido de taquizoitos obtidos individualmente de cada
camundongo e também de taquizoitos obtidos de camundongos “swiss” inoculados i.p. com
um “pool” de aliquotas de cérebros de todos os animais sobreviventes de cada grupo.

A massa de taquizoitos obtida foi homogeneizada em 200ul de tampao de lise (TRIS
HCI 0,1M pH 8,0; EDTA 0,5M pH 8,0; SDS 0,2%; NaCl 1M). Em seguida foi adicionada
proteinase K para uma concentragao final de 0,1pg/pul. O homogenato obtido foi incubado em
banho-maria a 37°C por 18 horas. Apds este periodo foram adicionados 200ul de solugdo
saturada de fenol pH 8,0 em cada tubo de microcentrifuga contendo o lisado de taquizoitos.
Os tubos foram agitados por inversdo durante 10 min e posteriormente o material foi
centrifugado por 5 min, a 800xg, a 4°C. A fase aquosa obtida foi tratada novamente com
solugdo saturada de fenol conforme descrito acima. Apods o segundo tratamento com solucao
saturada de fenol foi adicionado igual volume de cloroférmio alcool-isoamilico (24:1) a fase
aquosa. Novamente os tubos foram agitados por 10 min por inversao e levados a centrifuga
por 5 min, a 800xg, a 4°C. Para precipitagdo do DNA a fase aquosa obtida apds tratamento
com cloroformio alcool-isoamilico recebeu 2X o seu volume de etanol 70% gelado e o tubo
foi agitado por inversao. Em seguida o material foi centrifugado por 10 min a 2000xg ¢ o
sedimento obtido secado ao ar. O sedimento foi entdo ressuspendido em 30ul de “LOW TE”
(10mM de Tris-HCI1 pHS8,0; ImM de EDTA pHS,0) e estocado a temperatura de 4°C, até o

uso.

4.9.2 - Polimorfismo por tamanho de fragmento de restricdo (RFLP)

Para verificar a presenca de mais de uma cepa (diferentes genoétipos) de 7. gondii no
cérebro de um mesmo animal foi realizada a analise pela PCR-RFLP em dois segmentos de
DNA: ¢S10-A6 e L363 (Tabela 1), segundo Ferreira e colaboradores (2006).

As reagdes de amplificagdo foram processadas num volume final de 10ul contendo
Spmol de cada iniciador, 200uM de cada deoxiribonucleotideo (dATP, dTTP, dGTP, dCTP -
Promega), 0,5 unidade da enzima “Go Taq Flexi” DNA polimerase (Promega), 2ul de tampao
“Go Taq Flexi Green” 5X pH 8.5 (Promega), 1ul de tampao MgCl, 25mM (Promega) e
aproximadamente 5Sng de DNA molde. O primeiro passo da amplificagdo consistiu de trés

minutos de desnaturacdo a 94°C, seguidos de 30 ciclos de 60 segundos a 94°C para
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desnaturagdo, 30 segundos a 55°C para anelamento, e extensdo a 72°C por 60 segundos. O
passo de extensdo no ciclo final foi aumentado para 5 min.

Os produtos da reagcdo de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) a 5%, ndo desnaturante, conforme descrito por Sambrook e
colaboradores (1989). Foram aplicadas aliquotas de 3l do produto de amplificacdo em cada
canaleta do gel. O gel foi submetido a 100 volts, por aproximadamente 45 minutos.

Os fragmentos amplificados foram visualizados por coloragdo com nitrato de prata, de
acordo com Santos e colaboradores (1993). O gel foi fixado a temperatura ambiente durante
10 minutos, em solucdo contendo 10% de etanol absoluto e 0,5% de acido acético. Em
seguida o gel foi incubado em solu¢do contendo 0,17% de nitrato de prata por 10 minutos. A
revelagdo foi feita em solucdo contendo 3% de NaOH (p/v) e 0,3% de formaldeido 37% (v/v).
Finalizada a fixagdo, as imagens dos géis foram capturadas usando um sistema de captura de
imagem com maquina fotografica digital.

Os produtos amplificados foram digeridos utilizando-se as endonucleases de restri¢ao
apropriadas (TAB. 1) segundo Ferreira e colaboradores (2006). As digestdes com as
endonucleases foram realizadas em um volume final de 10ul contendo 1ul do tampao
correspondente, 3ul do produto da PCR (aproximadamente Sug de DNA) e 2,5U (0,25ul) da
enzima a 37°C conforme protocolo descrito pelo fabricante. O DNA dos produtos digeridos
foi purificado pela extragdo com fenol/cloroformio e submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 5% e corado com nitrato de prata. As cepas RH (tipo 1), ME49 (tipo II) e
VEG (tipo III) foram utilizadas como padrdo dos experimentos (FUX et al., 2003).
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TABELA 1 - Marcadores utilizados na PCR-RFLP em segmentos de DNA de 7. gondii.

Marcador Iniciadores Produto Endonucleases de Referéncias
(pb) restricao
L363 (F) GGCTATTCGGCAAACAACAC 505 SU et al. (2002)
(R) GCAATCCAGTGAGTCACCAA HpyCHA4IV
cS10-A6 (F) CTGGTTACATTTTCGCCTATCA 341 SU et al. (2002)
(R) CCTAGTCCAAACTAGGGCTTGA Rsal

Iniciadores “forward” (F) e “reverse” (R) indicam as extremidades 5’ e 3°, respectivamente.

4.10 — ELISA (“Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay”)

Todos os camundongos foram sangrados 45 e 180 dias apds a primo infec¢do com a
cepa D8, antes da realizacdo do desafio. Uma sorologia comparativa foi realizada utilizando o
plasma de animais apds 45 dias de infecgdo com a cepa D8 e de animais com 180 dias de
infec¢do. Estes plasmas foram testados para IgG total, IgG1, IgG2a, IgM e IgA. Trinta dias
apos o desafio foi realizada outra coleta de plasma antes do sacrificio dos animais
sobreviventes. Em todos estes animais foi realizada pesquisa de IgA, IgM e IgG (IgG total,
IgG1 e IgG2a) pelo método de ELISA segundo Elsaid e colaboradores (2001).

Os animais foram sangrados pelo plexo retro-orbital com pipeta Pasteur umedecida com
heparina. Apos centrifugagdo o plasma foi estocado a -20°C. Para prepara¢do do antigeno,
taquizoitos da cepa RH foram obtidos de camundongos “swiss” previamente infectados. O
peritonio dos camundongos foi lavado trés vezes com PBS pH 7,2 e o material lavado por
centrifugacdo em PBS pH 7,2 por trés vezes. Aliquotas de 10’ taquizoitos foram sonicadas,
centrifugadas a 10.000rpm, dosadas pelo método de Lowry e estocadas a -20°C até o

momento do uso, sendo denominadas “soluble tachyzoite antigen” (STAg).

Para a realizacdo do ELISA, STAg foi diluido em tampao carbonato pH 9,6 a uma
concentracdo de Sug/ml e cerca de 100 pl (0,5ng) deste antigeno foi colocado em cada
orificio da placa por 18hs a 4°C. Apos este periodo a placa foi lavada por quatro vezes com
solugdo de lavagem (0,9% de NaCl em PBS-T 0,05%). Em cada pogo foi adicionado 100ul de
plasma diluido em PBS-Tween-20 0.05% (PBS-T) na concentragdo de 1:100 (IgG) e 1:50
(IgGl, 1gG2a, IgM and IgA) . Apos 45 min a 37°C a placa foi lavada e foi adicionado anti-
IgG (1: 10000), anti-IgG1 (1:8000), anti-IgG2a (1:10000), anti-IgM (1:1000) ou anti-IgA
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(1:1000) de camundongo (Sigma), marcado com peroxidase. A placa foi novamente incubada
por 45 min a 37°C. Apoés este periodo a placa foi lavada e foi adicionado o substrato (orto-
fenilenodiamino + H,0, em 4cido citrico, pH 5,0). A reacdo foi interrompida com 30ul de
H,SO4 4N. A leitura foi realizada em leitor de microplacas da BIO RAD modelo 3550 e filtro
de 490nm.

Os camundongos sobreviventes do bioensaio também foram sangrados no 30° dia,
imediatamente antes do sacrificio. O ELISA foi realizado somente para confirmagdo da

presenga de anticorpos anti- 7. gondii através da dosagem de IgG total.

4.11 - “Western Blotting”

Os plasmas obtidos dos camundongos em cada experimento de reinfec¢do foram
submetidos 4 analise por “Western Blotting” (WB). Para preparacio do antigeno, 10°
taquizoitos da cepa RH obtidos como descrito para a ELISA foram estocados a -20°C até o
momento do uso.

Cerca de 1x10° taquizoitos foram suspensos em 200ul de tampdo de amostra (0,23g de
dodecil sulfato de sédio (SDS); 1,25ml de Tris-HCI 0,5 M pH6,8; 2,0ml de glicerol; 0,5ml de
mercapto-etanol, 0,137g de azul de bromofenol e 10ml 4gua deionizada q.s.p.) e o material foi
centrifugado a 30.000g por 30 min a 4°C. Ap0s este periodo, foi adicionado 200ul de tampao
de amostra ao sobrenadante e o material foi aquecido a 100°C por trés minutos. As amostras
foram aplicadas no gel de poliacrilamida a 10% no sistema “Mini Protean II” (BIO RAD)
juntamente com os pesos moleculares: fosforilase B (97kDa), albumina bovina (66kDa),
ovalbumina (45kDa), anidrase carbdonica (29kDa), tripsinogénio (24kDa) (SIGMA).

A eletrotransferéncia de proteinas para membrana de nitrocelulose de 0,45um de
porosidade foi realizada conforme previamente descrito por Vitor e colaboradores (1999). O
gel foi colocado em contato com a membrana entre folhas de papel de filtro e espuma
formando um “sanduiche”. Este conjunto foi colocado no aparelho de eletrotransferéncia,
Minitrans-Blot da BIO-RAD contendo o tampao de transferéncia (metanol a 20% em Tris
25mM e glicina 192mM, pH 8,0). A transferéncia foi realizada a temperatura ambiente por 18
horas e sob voltagem constante de 30V e 40mA. Uma hora antes do término da transferéncia
o limite da amperagem foi alterado para 90mA. Apos a transferéncia as membranas foram
bloqueadas com leite desnatado Molico 10% em PBS-T por duas horas e posteriormente

estocadas a —20°C até o momento do uso.
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As membranas foram cortadas em fitas de 0,3 mm e incubadas por uma hora com os
plasmas dos camundongos (coletas do dia 0 e 30 apds o desafio), diluidos 1:200 em caseina a
10% em PBS-T. Apos este periodo as membranas foram lavadas trés vezes com PBS-T e em
seguida incubadas por uma hora em conjugado anti-IgG (SIGMA) diluido 1:1000 em PBS pH
7,2. Apos duas lavagens com PBS-T e uma lavagem com PBS as proteinas foram reveladas
utilizando-se o 4-cloro-1-naftol, 3,3 diaminobenzidina e 10ul de H,O, em PBS pH 7,2. Apos a
visualizagdo das bandas a reacdo foi interrompida pela lavagem da membrana em agua
destilada. O peso molecular dos principais antigenos reconhecidos foi calculado por

comparagao com os padrdes de peso molecular.

4.12 — Dosagem de IFN-y e IL-10 no sobrenadante de esplenodcitos de camundongos

primo infectados com a cepa D8

A resposta imune celular em camundongos BALB/c e C57BL/6 no momento do
desafio (45 e 180 dias ap6s a primo infec¢ao) foi avaliada por meio de dosagem de citocinas

no sobrenadante de cultura de células do bago.

4.12.1 - Cultura de células do bago de camundongos infectados com a cepa D8 do 7. gondii

Grupos de oito camundongos BALB/c ou C57BL/6 foram infectados com a cepa D8,
enquanto grupos correspondentes de animais ndo infectados, de cada linhagem, foram
mantidos como controle negativo. Para avaliacdo da producdo de citocinas em diferentes
tempos pos-infec¢do, animais de cada grupo foram sacrificados 45 ou 180 dias apos a primo
infecgdo. Os bagos destes animais foram macerados individualmente em SmL de meio RPMI-
1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 40ug/mL de gentamicina (meio de
cultivo completo). As suspensdes de esplendcitos totais foram centrifugadas a 180xg por 10
minutos a 4° C. Apos a centrifugacdo, os esplenocitos totais foram ressuspendidos em SmL de
um tampao de lise de eritrocitos (composto por 0,15M NH4Cl, 1M KHCO; e 0,1M
Na,.EDTA) e incubados em banho de gelo por 5 minutos. A solucao de lise foi neutralizada
pela adigao de SmL de meio de cultivo completo e as células foram novamente centrifugadas
a 180xg por 5 minutos a 4° C. Seguiram-se trés lavagens adicionais dos esplendcitos totais em
meio de cultivo completo a 180xg, por 5 minutos a 4° C. Os esplenocitos foram entdo
ressuspendidos em meio de cultivo completo e plaqueados a 107 células/pogo em placas de 24
pocos. Os estimulos para ativagao das células T “in vitro” consistiram de antigeno soluvel de

taquizoitos de 7. gondii, cepa RH (STAg 10ug/mL) e concanavalina A (10pg/mL)
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adicionados aos pogos com células para completar volume final de ImL de cultivo por pogo.
Os esplenocitos foram incubados por 72 horas a 37° C e 5% de CO,. Os sobrenadantes de
cultivo obtidos apds esse periodo de incubagio foram armazenados a -70° C, até o0 momento
da dosagem das citocinas secretadas. Os experimentos foram repetidos duas vezes, de maneira
independente.

Os experimentos foram realizados em duplicata.

4.12.2 - Dosagem de Citocinas

Para dosagem de IFN-y e IL-10 nos sobrenadantes de cultivos de esplendcitos foram
utilizados “kits” comerciais BD OptEIA® (BD Biosciences) que permitem a deteccdo de
citocinas por meio de ELISA. O protocolo foi realizado de acordo com instru¢des do
fabricante. Placas de 96 pocos (Maxisorp”, Nunc) foram sensibilizadas com 100uL/pogo do
anticorpo monoclonal anti-citocina diluido a 1:250 em tampao carbonato pH=9,5 (anti-IFN-y)
ou tampao fosfato pH=6,5 (anti-IL-10) durante 18 horas a 4°C. Apds a sensibilizagdo, as
placas foram lavadas trés vezes com tampao PBS-T composto de PBS pH=7,0 acrescido de
0,05% de polisorbato (Tween20®, Acros). As placas foram bloqueadas com 200ul/pogo de
um tampao composto de PSB acrescido de 10% de soro fetal bovino (PBS-10), durante 90
minutos a temperatura ambiente. Seguiram-se trés lavagens das placas com PBS-T e trés com
PBS puro. Sobrenadantes de cultivo de células de bago, obtidos conforme descrito no item
anterior foram adicionados as placas (100uL/pogo, em duplicatas) e incubados por 18 horas a
4°C. Os sobrenadantes dos cultivos de esplendcitos de camundongos BALB/c foram diluidos
1:5 e 1:50 para dosagem de IL-10 e INF-y, respectivamente. Os sobrenadantes obtidos nos
cultivos de esplendcitos de camundongos C57BL/6 ndo foram diluidos nesse ensaio. Apds a
incubacdo com os sobrenadantes, seguiu-se nova rodada de trés lavagens das placas com
PBS-T e PBS puro. A reagdo de deteccdo das citocinas capturadas foi feita pela adigdao de
100uL/pogo de uma solugdo contendo o anticorpo anti-citocina conjugado com biotina e
peroxidase conjugada a streptoavidina, ambos na concentracdo de 1:250 em PBS-10. As
placas foram, entdo, incubadas por 60 minutos a temperatura ambiente. Seguiram-se seis
lavagens com PBS-T e trés com PBS puro. As reacdes foram reveladas pela adigdo de
100ul/pogo da solu¢do de substrato composta por 10ml de tampao citrato-fosfato pH=5,0
(0,05M Na3;C¢Hs07.2H,0; 0,05M NaH,P04.H0), 30ul de H,O, 30V e 10mg/mL de

3',3",5",5'tetrametilbenzidina (TMB, Sigma). Ap6s incubacdo por 30 minutos, no escuro € a
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temperatura ambiente, as reagcdes foram interrompidas com 40 pl/pogo de H,SO4 4N. As
absorbéancias foram medidas a 450nm em espectofotometro (Spectramax Plus” , Molecular

Devices).

4.13 — Avaliacao Histopatologica

Para realizacdo do exame histopatoldégico em cortes de cérebro corados pela
Hematoxilina-Eosina (HE), a quarta parte de cada cérebro dos camundongos sobreviventes 30
dias ap6s o desafio foram coletados. Apos o sacrificio dos camundongos foi coletada a regido
anterior da metade direita do cérebro dos animais que foi fixada em formol a 10% em PBS pH
7,2.

Para realizagdo dos cortes histologicos os fragmentos cerebrais foram desidratados em
concentragdes crescentes de alcool (70, 80, 90 e 99,5%), diafanizados em xilol, embebidos e
incluidos em parafina e submetidos & microtomia para a obteng¢ao de cortes histoldégicos com
3 a Sum de espessura. Os cortes teciduais foram desparafinados durante 30 minutos em estufa
a 40-50°C, seguido por dois banhos em xilol de 15 minutos cada e reidratados em
concentragdes decrescentes de alcool (99,5, 90, 80 e 70%) sendo entdo imersos em agua. A
coloragdo foi realizada com Hematoxilina de Meyer’s durante 1min a temperatura ambiente e
lavada por 10 min em 4gua corrente, posteriormente o corte foi deixado por 1 min em eosina.
O material foi desidratado com banhos de alcodis em concentracdo crescente ¢ a lamina
montada com Balsamo do Canada. A quantificagdo dos nodulos gliais e dos infiltrados
inflamatorios perivasculares foi realizada em 20 imagens aleatorias, com objetiva de 40X,
obtidas por uma microcamera Leica DM5000B totalizando uma area percorrida igual a 1,5 x

10° pm? do cérebro.

4.14 - Analise Estatistica

A diferengca no nimero médio de cistos no cérebro dos camundongos ¢ a média das
absorbancias obtidas pelo ELISA nos diferentes grupos foram avaliadas por Andlise de
Variancia (“One- way ANOVA”) com o teste Kruskal-Wallis. A intensidade da reacao
inflamatéria no cérebro e o nivel de citocinas no sobrenadante da cultura de esplendcitos nos
diferentes grupos de camundongos foram determinados pelo teste T student. Para todos os

testes estatisticos mencionados acima a diferenga foi considerada significativa quando p<
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0,05. Foi utilizado o Programa “GraphPad Prism” versdo 4.00 para Windows, Software

GraphPad, San Diego Califérnia USA, www.graphpad.com.
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5 - RESULTADOS

5.1 — Avaliacdo da mortalidade e do bioensaio de camundongos BALB/c desafiados aos

45 e 180 dias apos a primo infec¢do com a cepa D8
5.1.1 - Desafio 45 dias apds a infecg@o primaria

Os camundongos BALB/c primo infectados com a cepa D8 (grupo D) apresentaram
100% de sobrevivéncia durante os trinta dias de acompanhamento. Os animais desafiados
com a cepa EGS (grupo A), CH3 (grupo B) e N (grupo C) também apresentaram 100% de
sobrevivéncia. Os camundongos primo infectados com EGS (grupo E), CH3 (grupo F) e N
(grupo G) apresentaram 100% de mortalidade (GRAF. 1 e TAB. 2). O ntimero de cistos no
cérebro dos animais desafiados com as cepas EGS (grupo A), CH3 (grupo B) e N (grupo C)
nao foi significativamente diferente dos animais infectados apenas com D8 (grupo D) (GRAF.
3 e TAB. 2).

No bioensaio, camundongos BALB/c infectados com 20 cistos provenientes do cérebro
de animais primo infectados com D8 (grupo D) e desafiados com CH3 (grupo B) e N (grupo
C) apresentaram 100% de sobrevivéncia. Os animais infectados com cistos provenientes dos
cérebros de camundongos desafiados com EGS (grupo A) apresentaram 75% de
sobrevivéncia. Todos os camundongos sobreviventes do bioensaio apresentaram cistos no
cérebro e ELISA-IgG positiva para 7. gondii, com exce¢do de um animal do grupo D (TAB.
2).

Em um experimento da validagdo da sensibilidade do bioensaio, de oito camundongos
BALB/c inoculados pela via oral com um unico cisto da cepa EGS, cinco (62,5%) morreram.
Entre os trés animais sobreviventes ndo foram encontrados cistos teciduais ou anticorpos para
T. gondii. Em oito camundongos inoculados com um cisto da cepa CH3, quatro (50%)
morreram. Entre os sobreviventes dois camundongos apresentaram anticorpos € cistos
teciduais. Dois camundongos ndo se infectaram. Para a cepa N, o indculo via oral de 0,1ml de
homogenato de cérebro de animal com 20 dias de infec¢do, sem a deteccdo de cistos ao

microscopio 6tico, matou os cinco (100%) camundongos “swiss” estudados.
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5.1.2 - Desafio 180 dias ap6s a infec¢do primaria

Os camundongos BALB/c primo infectados com a cepa D8 apresentaram 100% de
sobrevivéncia. Os animais primo infectados com D8 e desafiados aos 180 dias com a cepa
EGS (grupo H) e CH3 (grupo I) apresentaram 89,9 e 90% de sobrevivéncia, respectivamente,
durante os trinta dias de acompanhamento da mortalidade. J4 animais desafiados com a cepa
N (grupo J) apresentaram 40% de sobrevivéncia. Os camundongos primo infectados com
EGS, CH3 e N apresentaram 100% de mortalidade (GRAF. 2 e TAB. 3). O numero de cistos
no cérebro dos camundongos desafiados 180 dias apos a primo infeccdo com a cepa EGS
(grupo H) mostrou um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) quando comparado ao
numero de cistos no cérebro dos animais infectados apenas com a cepa D8 (grupo K) (GRAF.
4 e TAB.3).

Na realizagdo do bioensaio, os camundongos BALB/c infectados com cistos
provenientes do cérebro de camundongos infectados com D8 (grupo K) e do grupo dos
animais desafiados com CH3 (grupo I) apresentaram 100% de sobrevivéncia. Os animais
infectados com cistos provenientes dos cérebros de camundongos do grupo H (desafiados
com EGS) e do grupo J (desafiados com N) apresentaram 0% e 75% de sobrevivéncia,
respectivamente. Todos os camundongos sobreviventes da bioprova apresentaram cistos no
cérebro e ELISA-IgG positiva para 7. gondii, com exce¢ao de um animal infectado com D8

(grupo K) que apresentou sorologia negativa (TAB. 3).
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GRAFICO 1 - Sobrevivéncia de camundongos BALB/c primo infectados com a cepa
D8 e desafiados com as cepas EGS, CH3 e N apds 45 dias de infeccdo. Controles
primo infectados com as cepas D8, EGS, CH3 e N.
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GRAFICO 2 - Sobrevivéncia de camundongos BALB/c primo infectados com a cepa
D8 e desafiados com as cepas EGS, CH3 e N ap6s 180 dias de infecgdo. Controles
primo infectados com as cepas D8, EGS, CH3 e N.
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GRAFICO 3 - Numero médio de cistos no cérebro de camundongos BALB/c primo
infectados com D8 e desafiados com as cepas EGS, CH3 e N. Grupos experimentais: animais
primo infectados com a cepa D8 (grupo D) e animais primo infectados com D8 e desafiados

aos 45 dias com as cepas EGS (grupo A), CH3 (grupo B) e N (grupo C).
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GRAFICO 4 - Numero médio de cistos no cérebro de camundongos BALB/c primo
infectados com D8 e desafiados com as cepas EGS, CH3 e N. Grupos experimentais: animais
primo infectados com a cepa D8 (grupo K) e animais primo infectados com D8 e desafiados
aos 180 dias com as cepas EGS (grupo H), CH3 (grupo I) e N (grupo J).* p< 0.05.
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TABELA 2 - Percentagem de sobrevivéncia e nimero de cistos cerebrais em camundongos
BALB/c infectados com a cepa D8 e desafiados aos 45 dias com as cepas EGS, CH3 e N. O
bioensaio foi avaliado por sobrevivéncia, presenca de cistos cerebrais e anticorpos nos
camundongos inoculados com cistos provenientes do cérebro dos animais do experimento de
reinfecgao.

Desafio 45 dias apés a primo infec¢do

Reinfecgao Bioensaio
Cepas  Grupos Sobrevivéncia® Namero de Sobrevivéncia® Cistos” Anticorpos®
Cistos
DS+EGS A 100% (8/8)  225+122.5  75% (6/8) 6/6 6/6
D8+CH3 B 100% (7/7)  378.6+232.5  100% (7/7)  7/7 717
D8+N C 100% (8/8)  431.3+346.3 100% (8/8) 8/8 8/8
D8 D 100% (8/8)  262.5+138.2 100% (8/8) 7/8 7/8
EGS E 0% (0/10) ; ; ; ;
CH3 F 0% (0/10) - - - -
N G 0% (0/10) ; ; ; ]

a - camundongos vivos/ camundongos inoculados (30 dias ap6s infecgao).

b - camundongos com presenga de cistos cerebrais/ total de camundongos.

¢ - camundongos com anticorpos IgG (ELISA) anti-7. gondii / total de camundongos.
Cada experimento foi repetido e os resultados confirmados.
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TABELA 3 - Percentagem de sobrevivéncia e nimero de cistos cerebrais em camundongos
BALB/c infectados com a cepa D8 e desafiados aos 180 dias com as cepas EGS, CH3 e N. O
bioensaio foi avaliado por sobrevivéncia, presenca de cistos cerebrais e anticorpos nos
camundongos inoculados com cistos provenientes do cérebro dos animais do experimento de

reinfecgao.
Desafio 180 dias apos primo infeccao
Reinfecgao Bioensaio
Cepas Grupo Sobrevivéncia® Namero de Sobrevivéncia® Cistos” Anticorpos®
Cistos

D8+EGS H 88,9% (8/9)  683.3+383.2* 0% (0/8) - -
D8+CH3 I 90% (9/10) 366.7£150 100% (9/9) 9/9 9/9
D8+N J 40% (4/10) 4254119 75% (3/4) 3/3 3/3
D8 K 100% (10/10)  327.8+132.5*% 100% (10/10)  10/10 9/10

EGS L 0% (0/10) - - - -

CH3 M 0% (0/10) - - - -

N N 0% (0/10) - - - -

a - camundongos vivos/ camundongos inoculados (30 dias ap6s infecgao).

b - camundongos com presenga de cistos cerebrais/ total de camundongos.
¢ - camundongos com anticorpos IgG (ELISA) anti-7. gondii / total de camundongos.
Cada experimento foi repetido e os resultados confirmados.

* p<0,05
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5.2 - Tipagem genética de re-isolados de 7. gondii de camundongos BALB/c desafiados

45 e 180 dias apés primo infeccio

5.2.1 — Camundongos desafiados aos 45 dias

Para a confirmagdo da ocorréncia de reinfeccdo em camundongos BALB/c, 45 dias
apos a primo infeccdo, foram utilizados dois marcadores moleculares (c¢S/0-A6 e L363)
capazes de distinguir o material genético de duas cepas diferentes apds a clivagem com
endonucleases de restricao especificas.

A PCR-RFLP realizada nas amostras de DNA utilizando-se o marcador ¢S/0-A6 e a
endonuclease de restricdo Rsal permitiu a distingdo entre a cepa D8 e as cepas EGS, CH3 e N
(TAB. 4 e FIG. 2). Através deste marcador, a analise das amostras de 7. gondii obtidas do
“pool” de cérebros mostrou a coexisténcia das cepas D8 e EGS e das cepas D8 e N em
camundongos desafiados aos 45 dias da primo infec¢ao. Nao foi observada a coexisténcia das
cepas D8 e CH3 em camundongos BABL/c, pois através deste marcador foi possivel verificar
que, no material genético proveniente do “pool” de cérebros dos animais infectados com D8 e
desafiados com CH3 (grupo B) s6 estava presente a banda caracteristica da cepa D8 (FIG.
2A). No material genético proveniente do “pool” de cérebros de animais infectados com D8 e
desafiados com EGS (grupo A) ou com N (grupo C) foi observada a presenca da banda
caracteristica da cepa D8 e da cepa EGS e das cepas D8 e N, respectivamente. Estes
resultados confirmam a coexisténcia de duas cepas no cérebro de um mesmo animal. A
analise individual do DNA de 7. gondii obtido dos camundongos desafiados revelou que 75%
dos animais se reinfectaram com a cepa EGS, 12,5% se reinfectaram com a cepa N e nenhum
animal se reinfectou com a cepa CH3 (TAB. 4, FIG. 4A).

Foi utilizado também o marcador L363 e a endonuclease de restrigdo HpyCHAIV que
permite a distingao entre a cepa D8 e a cepa N. Desta forma, apenas as amostras obtidas de
animais desafiados com a cepa N foram avaliadas para este loco. A analise com este marcador

confirmou os resultados obtidos com o marcador ¢S70-A6 (FIG. 2B).

5.2.2 — Camundongos desafiados aos 180 dias

Através da PCR-RFLP utilizando o marcador ¢S7/0-A6 ¢ a endonuclease de restrigao

Rsal foi possivel confirmar a coexisténcia das cepas D8 e EGS (grupo H) e D8 e CH3 (grupo
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I) no “pool” de cérebros de camundongos BALB/c desafiados aos 180 dias. O DNA
proveniente do “pool” de cérebros obtido dos animais desafiados com a cepa N (grupo J)
somente apresentou a banda caracteristica da cepa usada na primo infec¢do (D8) (FIG. 3A). A
andlise individual do DNA de 7. gondii mostrou que 100% dos animais sobreviventes
apresentavam a coexisténcia das cepas D8 e EGS (grupo H), 66,7% tinham as cepas DS e
CH3 (grupo I), e nenhum animal sobrevivente apresentava a coexisténcia das cepas D8 e N
(grupo J) (TAB. 4, FIG 4B)

O DNA amplificado com o marcador L363 e digerido com a endonuclease de restrigao
HpyCHAIV confirmou os resultados obtidos com o marcador ¢S/0-A6. No DNA proveniente
do cérebro de animais sobreviventes desafiados com a cepa N (grupo J) ndo foi observada a
coexisténcia das cepas D8 e N (FIG. 3B), apesar de um dos camundongos do bioensaio ter

morrido apos o desafio.
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TABELA 4 - Genotipagem dos loci ¢S10-A6 e L363 de cepas de T. gondii por PCR-RFLP.
DNA foi extraido de taquizoitos obtidos do peritonio de camundongos “swiss” inoculados por
via intraperitoneal 5-7 dias antes com cistos cerebrais de camundongos BALB/C

sobreviventes primo infectados com a cepa D8 e desafiados apods 45 dias ou 180 dias com as
cepas EGS, CH3 e N.

Desafio apos 45 dias Desafio apés 180 dias
Fonte de DNA Locus Locus
cS10-A6 L363 cS10-A6 L363
DS+EGS “pool” Sim NCP Sim NC
D8+CH3 “pool” Nao NCP® Sim NC
D8+N “pool” Sim Sim Nao Nao
D8+EGS individual 6/8" (75%) NR* 8/8 (100%) NR
D8+CH3 individual 0/7 (0%) NR°® 6/9 (66,7%) NR
D8+N individual 1/8 (12,5%) 1/8 (12,5%) 0/4 (0%) 0/4 (0%)

a- n° de camundongos coinfectados com as duas cepas/ total de camundongos desafiados
b- NC: ndo conclusivo (L363 s6 permite distingao entre as cepas D8 e N)
c- NR: ndo realizado
Sim — PCR positiva para ambas as cepas
Nao — PCR positiva somente para a cepa D8 (primo infecgao)
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FIGURA 2 — PCR-RFLP em dois loci de 7. gondii, em gel de poliacrilamida a 5% corado
com nitrato de prata, para verificagdo da reinfeccdo em DNA extraido de “pool” de
cérebros de camundongos BALB/c 45 dias apos a primo infec¢do. As cepas RH (Tipo I),
ME49 (Tipo II) e VEG (Tipo III) foram utilizadas como referéncia. M = marcador de peso
molecular (Promega 100pb), C= controle negativo, sem DNA. A: PCR-RFLP do loco
¢S10-A6 com a endonuclease de restricdo Rsal. B: PCR-RFLP do loco L363 com a
endonuclease de restrigdo HpyCHA4IV.
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FIGURA 3 — PCR-RFLP em dois loci de 7. gondii, em gel de poliacrilamida a 5% corado
com nitrato de prata, para verificagdo da reinfeccdo em DNA extraido de “pool” de
cérebros de camundongos BALB/c 180 dias apds a primo infecgdo. As cepas RH (Tipo I),
ME49 (Tipo II) e VEG (Tipo III) foram utilizadas como referéncia. M = marcador de peso
molecular (Promega 100pb), C= controle negativo, sem DNA. A: PCR-RFLP do loco
¢S10-A6 com a endonuclease de restricdo Rsal. B: PCR-RFLP do loco L363 com a
endonuclease de restrigdo HpyCHA4IV.
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FIGURA 4 — PCR-RFLP do loco ¢S10-A6 de T. gondii com a endonuclease de restricio Rsal, em gel de
poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para verificagdo da reinfeccdo em DNA extraido
individualmente de cérebros de camundongos BALB/c 45 (A) e 180 dias (B) ap6s a primo infec¢do. As cepas RH
(Tipo I), ME49 (Tipo II) e VEG (Tipo III) foram utilizadas como referéncia. M = marcador de peso molecular
(Promega 100pb).
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5.3 - Anticorpos anti-7. gondii em camundongos BALB/c infectados com a cepa D8 e

desafiados aos 45 e 180 dias com as cepas EGS, CH3 e N

5.3.1 - IgG total, IgG1 e [gG2a em camundongos desafiados aos 45 dias apos a primo

infec¢do com a cepa DS

A reatividade de IgG e IgG1 contra os antigenos de 7. gondii dosada no plasma dos
animais infectados com D8 (grupo D) ou desafiados aos 45 dias com EGS (grupo A), CH3
(grupo B) e N (grupo C) apresentou discreto aumento na absorbancia no trigésimo dia em
comparagdo ao dia 0. O aumento da absorbancia observado no trigésimo dia apresentou
diferenga significativa (p<0,05) para todos os grupos testados com excecdo da reatividade de
IgG dos animais desafiados com CH3 (grupo B) e da reatividade de IgGl dos animais
desafiados com N (grupo C) (GRAF. 5 A e B). Entretanto, o grupo infectado apenas com a
cepa D8 (grupo D) apresentou tendéncia de aumento semelhante. A reatividade de IgG2a
contra os antigenos de 7. gondii nos animais infectados com D8 (grupo D) e desafiados com
EGS (grupo A), CH3 (grupo B) e N (grupo C) ndo apresentou alteracdo de absorbancia no
trigésimo dia em comparagdo ao dia 0 (p>0,05) (GRAF. 5C).

5.3.2 - IgM e IgA em camundongos desafiados aos 45 dias apos primo infecgao com a cepa

D8

A reatividade de IgM contra os antigenos de 7. gondii também foi testada no plasma
de animais infectados somente com D8 (grupo D) ou desafiados aos 45 dias com as cepas
EGS (grupo A), CH3 (grupo B) e N (grupo C). Nao foi evidenciada, para esta
imunoglobulina, qualquer altera¢do na absorbancia em plasmas coletados antes (dia 0) e apds
o desafio (trigésimo dia) (p>0,05) (GRAF. 6A).

A reatividade de IgA contra os antigenos de 7. gondii apresentou uma tendéncia de
aumento de absorbancia no dia 30 em relagdo ao dia 0 para todos os grupos de animais
desafiados (grupos A, B e C) (p<0,05). Este padrdo nao foi observado para o grupo infectado
somente com D8 (grupo D) (GRAF. 6B).
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5.3.3 - IgG total, IgG1 e [gG2a em camundongos BALB/c desafiados aos 180 dias apds primo

infeccdo com a cepa DS

A reatividade de IgG, IgG1 e IgG2a contra os antigenos de 7. gondii dosadas no plasma
dos animais infectados com D8 (grupo K) e desafiados aos 180 dias com EGS (grupo H),
CH3 (grupo I) e N (grupo J) ndo apresentou qualquer alteracdo na absorbancia no trigésimo

dia em comparacdo ao dia 0 (p>0,05) (GRAF. 7 A, B e C).

5.3.4 - IgM e IgA em camundongos BALB/c desafiados aos 180 dias apos primo infec¢ao

com a cepa D8

A reatividade de anticorpos IgM para T. gondii em animais infectados somente com
D8 (grupo K) ou desafiados aos 180 dias com as cepas EGS (grupo H), CH3 (grupo I) e N
(grupo J) ndo evidenciou qualquer alteracdo na absorbancia em plasmas coletados antes (dia
0) e apos o desafio (trigésimo dia) (p>0,05) (GRAF. 8A).

A reatividade de IgA contra os antigenos de 7. gondii apresentou uma tendéncia de
aumento de absorbancia no dia 30 em relagdo ao dia 0 para todos os grupos de animais
desafiados (grupos H, I e J) (p<0,05). Este padrao ndo foi observado para o grupo infectado
somente com D8 (grupo D) (GRAF. 8B).

5.3.5 — Anticorpos IgG, IgG1, IgG2a, IgM e IgA em camundongos BALB/c aos 45 e 180 dias

de infeccdo apenas com a cepa D8

A reatividade de IgG, 1gG2a e IgM contra os antigenos de 7. gondii nos plasmas de
animais com 45 dias de infeccdo com a cepa D8 ndo apresentou qualquer alteragdo na
absorbancia quando comparados aos plasmas dos animais com 180 dias de infeccdo com esta
cepa (p>0,05). A reatividade de IgG1 e IgA contra os antigenos de 7. gondii apresentou uma
tendéncia de aumento de absorbancia nos plasmas dos animais com 180 dias de infeccdo com
a cepa D8 comparativamente aos plasmas dos animais com 45 dias de infeccdo (p<0,05).

(GRAF. 9).
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GRAFICO 5 - Anticorpos especificos anti-T. gondii detectados pela técnica de ELISA em
plasma de camundongos BALB/c primo infectados com a cepa D8 e desafiados apos 45 dias
com as cepa EGS, CH3 e N. A - IgG total, B - IgG1 e C - IgG2a. Plasma coletado antes (dia

0) e trinta dias apds o desafio. * - p<0,05.
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GRAFICO 6 - Anticorpos especificos anti-T. gondii detectados pela técnica de ELISA em
plasma de camundongos BALB/c primo infectados com a cepa D8 e desafiados apos 45 dias
com as cepa EGS, CH3 e N. A - IgM e B - IgA. Plasma coletado antes (dia 0) e trinta dias

apo6s o desafio. * - p<0,05.
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GRAFICO 7 - Anticorpos especificos anti-T. gondii detectados pela técnica de ELISA em
plasma de camundongos BALB/c primo infectados com a cepa D8 e desafiados apos 180 dias
com as cepa EGS, CH3 e N. A - IgG total, B - IgG1 e C - IgG2a. Plasma coletado antes (dia
0) e trinta dias apds o desafio.
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GRAFICO 8 - Anticorpos especificos anti-T. gondii detectados pela técnica de ELISA em
plasma de camundongos BALB/c primo infectados com a cepa D8 e desafiados apos 180 dias
com as cepa EGS, CH3 e N. A - IgM e B - IgA. Plasma coletado antes (dia 0) e trinta dias
apos o desafio. * - p<0,05.
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GRAFICO 9 - Anticorpos especificos IgG, IgG1, IgG2a, IgM e IgA anti-T. gondii detectados
pela técnica de ELISA em plasma de camundongos BALB/c com 45 e 180 dias de infec¢do

com a cepa D8. * p<0,05
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5.4 - Avaliacdo comparativa do reconhecimento antigénico de camundongos BALB/c
infectados com a cepa D8 e desafiados com as cepas EGS, CH3 e N de 7. gondii

utilizando a técnica de “Western-Blotting”

A capacidade do desafio de camundongos BALB/c com as cepas EGS, CH3 e N apos
a primo infec¢do com a cepa D8 em estimular a neo-sintese de anticorpos IgG anti-7. gondii
com diferentes especificidades foi verificada através da técnica de “Western-blotting”. Os
plasmas dos camundongos BALB/c coletados apos 45 dias de infecgdo com a cepa D8 e
novamente coletados 30 dias ap6s o desafio com as cepas EGS, CH3 e N apresentaram padrao
semelhante de reconhecimento antigénico. Os plasmas dos animais infectados somente com a
cepa D8, também apresentaram o mesmo padrao de reconhecimento antigénico no dia 0 e 30.
Os resultados obtidos para os plasmas dos camundongos infectados a 180 dias com a cepa D8
e dos animais desafiados com as cepas EGS, CH3 e N apresentaram padrdo semelhante de
reconhecimento antigénico assim como os animais infectados somente com D8. Resultados

representativos estdo mostrados na FIG. 5.
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FIGURA 5 - “Western blotting” representativo em plasma de camundongos BALB/c coletado
180 dias apds a primo infecgdo com a cepa D8, nos dias 0 e 30 apos o desafio com as cepas
EGS (A), CH3 (B) e N (C). Taquizoitos da cepa RH (10°) foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 10 % e transferidos para membrana de nitrocelulose. kDa =

Marcadores de peso molecular estdo indicados a esquerda da figura. C = controle negativo da
reagao.
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5.5 - Dosagem de INF-y e IL-10 de camundongos BALB/C apés 45 e 180 dias da infeccao

com a cepa D8

A sintese de INF-y e IL-10 por esplenocitos de camundongos BALB/c foi avaliada aos
45 e 180 apos a primo infeccdo com a cepa D8 de 7. gondii. Aos 45 dias ou 180 dias foi
observado um aumento significativo na produ¢do de INF-y apds estimulacdo com STAg,
quando comparado aos animais nao infectados submetidos ao mesmo estimulo. Entretanto
nao houve diferenga significativa entre os niveis de INF-y em animais com 45 ¢ 180 dias da
primo infec¢do com a cepa D8 (GRAF. 10).

Aos 45 e 180 dias apos a primo infeccdo com a cepa D8 ficou evidenciado um aumento na
producao de IL-10 apos cultivo de esplenodcitos de camundongos BALB/c estimulados com
STAg quando comparado aos animais ndo infectados submetidos a0 mesmo estimulo. O
aumento observado na produ¢do de IL-10 foi significativamente maior nos animais com 180
dias de infec¢do com a cepa D8 quando comparado ao aumento observado nos animais com

45 dias de infeccao com D8 (p<0,05) (GRAF. 11).
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GRAFICO 10 - Niveis de INF-y em camundongos BALB/c infectados por via oral com 20
cistos da cepa D8 de T. gondii aos 45 dias apos a infeccdo (BALB 45 d.a.i.), 180 dias apos a
infeccdo (BALB 180 d.a.i.) e ndo infectado (NI). Os valores mostram a média de oito animais.
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GRAFICO 11 - Niveis de IL-10 em camundongos BALB/c infectados por via oral com 20
cistos da cepa D8 de T. gondii aos 45 dias apos a infeccdo (BALB 45 d.a.i.), 180 dias apos a
infeccdo (BALB 180 d.a.i.) e ndo infectado (NI). Os valores mostram a média de oito animais.

*p<0,05
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5.6 — Avaliaciao histopatologica do cérebro de camundongos BALB/c infectados com 7.

gondii

O exame histopatologico foi realizado para avaliar a inflamagdo no cérebro de
camundongos, trinta dias ap6s o desafio. Os parametros avaliados para se determinar a
inflamacdo foram: presenga e quantidade de infiltrados perivasculares e nddulos gliais.
Também foi avaliada a presenga de necrose.

A inflamac¢do observada no cérebro dos camundongos BALB/c desafiados aos 45 dias
da primo infec¢do com a cepa D8 foi discreta e nenhum animal apresentou necrose (FIG. 6).
Os animais do grupo infectado somente com a cepa D8 ndo apresentaram nddulos gliais e
somente um animal apresentou infiltrado inflamatoério perivascular e necrose (TAB. 5). Em
geral, os camundongos BALB/c desafiados aos 45 dias com EGS, CH3 ou N apresentaram
aumento no numero de nodulos gliais e infiltrados perivasculares quando comparados aos
camundongos primo infectados com a cepa D8. Este aumento foi significativo para o numero
de nédulos gliais nos animais desafiados com a cepa EGS (grupo A) ou N (grupo C) quando
comparado aos animais do grupo infectado somente com D8 (grupo D) (TAB. 5). Nos
animais desafiados com a cepa CH3 (grupo B) foi observado um nlimero estatisticamente
maior de infiltrados perivasculares quando comparados aos animais infectados somente com a
cepa D8. No grupo desafiado com a cepa N (grupo C) foi observado um animal com
taquizoitos livres no cérebro.

Os cérebros dos animais desafiados com EGS, CH3 ou N aosl180 dias da primo
infeccdo com a cepa D8 e cérebros de animais infectados somente com D8 apresentaram
inflamacdo discreta (TAB. 6). Diferente do que foi observado aos 45 dias, a necrose estava
presente no cérebro de pelo menos um animal de cada grupo (FIG. 7 e TAB. 6). Nao foi
observada diferenga estatistica quando comparado o numero de infiltrados perivasculares e
nédulos gliais dos animais desafiados com as cepas EGS, CH3 e N (grupos H, I ¢ J) em
relacdo aos animais infectados somente com a cepa D8 (grupo K).

Foi também realizada analise comparativa entre os grupos de animais primo infectados
e desafiados aos 45 e 180 dias. Em geral o cérebro dos camundongos desafiados aos 180 dias
apos a primo infec¢do apresentou menor nimero de nddulos gliais e infiltrados perivasculares
quando comparados aos cérebros de camundongos desafiados aos 45 dias apds a primo
infeccdo. Aos 45 dias foi observada uma inflamagdo mais exacerbada nos cérebros dos

camundongos desafiados com a cepa EGS (grupo A) em relacdo aos animais desafiados com
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EGS aos 180 dias (grupo H). Esta inflamacao foi evidenciada por um nimero estatisticamente
maior de infiltrados perivasculares e nodulos gliais no grupo A (p<0,05). A inflamacao
também foi mais intensa nos animais desafiados com CH3 aos 45 dias (grupo B) que nos
animais desafiados com CH3 aos 180 dias (grupo I). Camundongos do grupo B apresentaram
um numero estatisticamente maior de infiltrados perivasculares (p<0,05). Nos demais grupos,
animais infectados somente com a cepa D8 e animais desafiados com a cepa N, ndo foram

observadas diferencas significativas.
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TABELA 5 - Presenca de necrose, nimero médio de nodulos gliais e infiltrados inflamatorios
perivasculares em grupos de camundongos BALB/c infectados com a cepa D8 e desafiados
aos 45 dias da primo infec¢do com as cepas EGS, CH3 e N do 7. gondii.

Cepas Grupo Necrose* Nodulo Glial** Infiltrado Perivascular**
D8+EGS A 0/8 1,37+1,50° 1,12+1,12
D8+CH3 B 0/7 1,42+1,61 1,14+1,21°

D8+N C 0/8 1,62+1,50° 1,12+1,24

D8 D 1/8 0 0,25+0,70

* Numero de camundongos com necrose sobre o total de camundongos estudados.

** Numero médio de nodulos gliais ou infiltrados inflamatorios perivasculares em uma

area total de 1,5 x 10° pm?®.

* aumento significativo (p< 0,05) de nodulos gliais em relagdo ao controle ndo desafiado -
group D.

® aumento significativo (p< 0,05) de infiltrados inflamatorios em relagdo ao controle nao
desafiado - group D.

TABELA 6 - Presenca de necrose, nimero médio de nddulos gliais e infiltrados inflamatorios
perivasculares em grupos de camundongos BALB/c infectados com a cepa D8 e desafiados
aos 180 dias da primo infec¢ao com as cepas EGS, CH3 e N do 7. gondii.

Cepas Grupos  Necrose*  Nodulo Glial** Infiltrado Perivascular**
D8+EGS H 4/8 0,2+0,42 0,240,4
D8+CH3 I 1/9 0 0

D8+N J 1/4 0,11+0,33 0

D8 K 2/9 0 0

* Numero de camundongos com necrose sobre o total de camundongos estudados.
** Numero médio de nodulos gliais ou infiltrados inflamatorios perivasculares em uma
area total de 1,5 x 10° um?.
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FIGURA 6 — Corte histologico mostrando infiltrado inflamatdrio perivascular no cérebro
de camundongos BALB/c infectados com a cepa D8 (D) e desafiados aos 45 dias da
primo infeccdo com as cepas EGS (A), CH3 (B) e N (C) do T. gondii. Hematoxilina
Eosina.
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FIGURA 7 — Corte histoldgico mostrando necrose no cérebro de camundongos BALB/c
infectados com a cepa D8 (B) e desafiados aos 180 dias da primo infec¢do com a cepa
EGS (A) do T. gondii. Hematoxilina Eosina.




Resultados 61

5.7 — Avaliacio da mortalidade e do bioensaio de camundongos C57BL/6 desafiados aos

45 e 180 dias apos a primo infec¢do com a cepa D8

5.7.1 - Desafio 45 dias apo6s a infec¢do primaria

Os camundongos C57BL/6 primo infectados com a cepa D8 (grupo R) e desafiados
com as cepas EGS (grupo O) e CH3 (grupo P) apresentaram 85,7% de sobrevivéncia durante
os trinta dias de acompanhamento (GRAF. 12). Os animais desafiados com a cepa N (grupo
Q) apresentaram 0% de sobrevivéncia. Os camundongos primo infectados com EGS (grupo
S), CH3 (grupo T) e N (grupo U) apresentaram 100% de mortalidade (GRAF. 12). O niimero
de cistos no cérebro de camundongos desafiados com as cepas EGS (grupo O) e CH3 (grupo
P) 45 dias ap6s a primo infeccdo com a cepa D8 ndo apresentou diferenga estatisticamente
significativa em relagdo aos animais infectados apenas com a cepa D8 (grupo R) (GRAF. 15,
TAB. 7).

No bioensaio, os camundongos infectados com cistos provenientes do cérebro de
camundongos infectados somente com D8 (grupo R) apresentaram 50% de sobrevivéncia. Os
animais infectados com cistos provenientes dos cérebros de camundongos desafiados com
EGS (grupo O) e CH3 (grupo P) apresentaram 16,7% de sobrevivéncia. Os camundongos
sobreviventes da bioprova apresentaram cistos no cérebro e ELISA positiva para 7. gondii

(TAB. 7).

5.7.2 - Desafio 180 dias ap0s a infec¢do primaria

Em uma primeira tentativa, ndo foi possivel a realizagdo de experimento de reinfec¢ao
ap6s 180 dias da primo infec¢do com os camundongos C57BL/6. Os camundongos C57BL/6
infectados com 20 cistos da cepa D8 morreram a partir de 72 dias ap6s a primo infecgdo. Aos
180 dias da primo infec¢do somente dois (5,7%) camundongos sobreviveram. A curva de
mortalidade destes animais esté representada no GRAF. 13.

Numa segunda tentativa foi possivel realizar o experimento de reinfec¢do apos 180
dias da primo infeccdo com os camundongos C57BL/6. Entretanto, este experimento foi
realizado com um nimero reduzido de animais. Dos 40 camundongos infectados com os 20

cistos da cepa D8 somente 17 sobreviveram aos 180 dias de infeccdo. Portanto, o grupo
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infectado apenas com a cepa D8 (grupo Z) teve um total de cinco animais € 0s grupos
DS+EGS (V), D8+CH3 (X) e D8+N (Y) foram constituidos por um total de quatro animais
cada. Os grupos primo infectados EGS (grupo AA), CH3 (grupo BB) e N (grupo CC) foram
constituidos por um total de cinco animais cada.

Os camundongos C57BL/6 primo infectados com a cepa D8 (grupo Z) apresentaram
40% de sobrevivéncia durante os trinta dias de acompanhamento (GRAF. 14 e TAB. 8). Os
animais desafiados com as cepas EGS (grupo V), CH3 (grupo X) e N (grupo Y) apresentaram
25%, 50% e 0% de sobrevivéncia, respectivamente. Os camundongos primo infectados com
EGS (grupo AA), CH3 (grupo BB) e N (grupo CC) apresentaram 100% de mortalidade
(GRAF. 14 e TAB. 8). Nao foi possivel realizar a analise estatistica para o nimero de cistos
cerebrais devido ao pequeno nimero de sobreviventes (GRAF. 16 ¢ TAB. 8).

No bioensaio, um dos dois camundongos infectados com cistos provenientes do
cérebro de camundongos do grupo D8 morreu. Os animais infectados com cistos provenientes
dos cérebros de camundongos sobreviventes do grupo DS8+EGS e D8+CH3 apresentaram 0%

de sobrevivéncia (TAB. 8).
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GRAFICO 12 - Sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 primo infectados com a cepa
D8 e desafiados com as cepas EGS, CH3 e N apds 45 dias de infecgcdo. Controles primo
infectados com as cepas D8, EGS, CH3 e N.
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GRAFICO 13 - Sobrevivéncia dos camundongos C57BL/6 infectados com 20 cistos da
cepa D8 do T. gondii e acompanhados por 180 dias.
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GRAFICO 14 - Sobrevivéncia de camundongos C57BL/6 primo infectados com a cepa D8 ¢

desafiados com as cepas EGS, CH3 e N ap6s 180 dias de infecgdo. Controles primo infectados
com as cepas D8, EGS, CH3 e N.
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GRAFICO 15 - Numero médio de cistos no cérebro de camundongos C57BL/6 primo
infectados com a cepa D8 e desafiados com as cepas EGS e CH3. Grupos experimentais:
animais primo infectados com a cepa D8 (grupo R) e animais primo infectados com D8 e
desafiados aos 45 dias com as cepas EGS (grupo O), CH3 (grupo P).
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GRAFICO 16 - Numero médio de cistos no cérebro de camundongos C57BL/6 primo
infectados com a cepa D8 e desafiados com as cepas EGS e CH3. Grupos experimentais:
animais primo infectados com a cepa D8 (grupo Z) e animais primo infectados com D8 e
desafiados aos 180 dias com as cepas EGS (grupo V), CH3 (grupo X).
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TABELA 7 - Percentagem de sobrevivéncia e nimero de cistos cerebrais em camundongos
C57BL/6 infectados com a cepa D8 e desafiados aos 45 dias com as cepas EGS, CH3 e N. O
bioensaio foi avaliado por sobrevivéncia, presenca de cistos cerebrais e anticorpos nos
camundongos inoculados com cistos provenientes do cérebro dos animais do experimento de

reinfecgao.
Desafio 45 dias apds a primo infec¢ao
Reinfeccao Bioensaio
Cepas  Grupos Sobrevivéncia® Numero de Sobrevivéncia® Cistos” Anticorpos®
Cistos
D8+EGS 0] 85,7% (6/7)  866,7+£373,1  16,7% (1/6) 1/1 1/1
D8+CH3 P 85,7% (6/7)  1592+841,7  16,7% (1/6) 1/1 1/1
D8+N Q 0% (0/7) - - - -
D8 R 85,7% (6/7)  833,3+471,9 50% (3/6) 3/3 3/3
EGS S 0% (0/10) - - - -
CH3 T 0% (0/10) - - - -
N U 0% (0/10) - - - -

a - camundongos vivos/ camundongos inoculados (30 dias ap6s reinfec¢do)

b - camundongos com presenca de cistos cerebrais/ total de camundongos

¢ - camundongos com anticorpos IgG (ELISA) anti-7. gondii/ total de camundongos
Cada experimento foi repetido e os resultados confirmados.
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TABELA 8 - Percentagem de sobrevivéncia e nimero de cistos cerebrais em camundongos
C57BL/6 infectados com a cepa D8 e desafiados aos 180 dias com as cepas EGS, CH3 e N. O
bioensaio foi avaliado por sobrevivéncia, presenca de cistos cerebrais e anticorpos nos
camundongos inoculados com cistos provenientes do cérebro dos animais do experimento de
reinfecgao.

Desafio 180 dias apods a primo infeccio

Reinfecgao Bioensaio
Cepas  Grupos Sobrevivéncia® Nimero de Sobrevivéncia® Cistos” Anticorpos®
Cistos
DS+EGS  V 25% (1/4) 200 0% (0/1) ; ;
D8&+CH3 X 50% (2/4) 250 +0 0% (0/2) - -
D8+N Y 0% (0/4) - - - -
D8 z 40% (2/5)  525+106,1  50% (1/2) 11 11
EGS AA 0% (0/5) - - - -
CH3 BB 0% (0/5) ; ] ] ]
N cc 0% (0/5) ; ; ; ;

a - camundongos vivos/ camundongos inoculados (30 dias ap6s reinfecgo)
b - camundongos com presenca de cistos cerebrais/ total de camundongos
¢ - camundongos com anticorpos IgG (ELISA) anti-7. gondii/ total de camundongos
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5.8 - Tipagem genética de re-isolados de 7. gondii em camundongos C57BL/6 desafiados

45 e 180 dias apds primo infecciio

5.8.1 — Camundongos desafiados aos 45 dias

A tipagem genética dos re-isolados dos camundongos C57BL/6 ndo foi realizada para
os animais desafiados com a cepa N (grupo Q), pois no grupo ocorreu 100% de mortalidade
apos a reinfecgao.

Utilizando-se o marcador ¢S/0-A6 ¢ a endonuclease de restrigdo Rsal foi realizada a
analise das amostras de 7. gondii obtidas do “pool” de cérebros por grupo. Este marcador
confirmou a coexisténcia das cepas D8 e EGS e das cepas D8 e CH3 em camundongos
C57BL/6 desafiados aos 45 dias da primo infec¢ao (TAB. 9 e FIG. 8A). A analise do DNA
individual revelou que 100% dos animais desafiados com as cepas EGS e CH3 se
reinfectaram (TAB. 9, FIG. 10A).

Como dito anteriormente, a PCR-RFLP utilizando-se o “primer” L363 ¢ a
endonuclease de restricdo HpyCH4IV nao ¢ adequada para mostrar a ocorréncia de reinfecgao
com as cepas CH3 e EGS, pois s6 permite a distingdo entre as cepas D8 e N, indicando,
portanto, neste experimento, apenas a presen¢a ou ndo do parasito na amostra avaliada (FIG.

8B).

5.8.2 — Camundongos desafiados aos 180 dias

Da mesma forma que para os camundongos desafiados aos 45 dias com a cepa N
(grupo Q) os animais desafiados com a cepa N aos 180 dias (grupo Y) apresentaram 100% de
mortalidade no experimento de reinfec¢do e, portanto, a tipagem genética nao foi realizada.

O marcador ¢S70-A6 e a endonuclease de restrigdo Rsal permitiram identificar a
coexisténcia das cepas EGS e D8 no cérebro do tnico camundongo C57BL/6 sobrevivente
(TAB. 9 e FIG 9A). Ainda com o mesmo marcador foi evidenciada a coexisténcia das cepas
D8 e CH3 na amostra do “pool” de cérebros (FIG. 9A) A andlise do DNA individual deste
grupo revelou que os dois camundongos desafiados com a cepa CH3 sobreviventes se
reinfectaram (TAB. 9, FIG. 10B). O “primer” L363 e a endonuclease de restrigdo HpyCH41V

indicou apenas a presenca ou nao do parasito na amostra avaliada (FIG. 9B).
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TABELA 9 - Genotipagem dos loci ¢S10-A6 e L363 de cepas de T. gondii por PCR-RFLP.
DNA foi extraido de taquizoitos obtidos do peritonio de camundongos “swiss” inoculados por
via intraperitoneal 5-7 dias antes com cistos cerebrais de camundongos C57BL/6
sobreviventes primo infectados com a cepa D8 e desafiados apds 45 dias ou 180 dias com as

cepas EGS e CH3.

Desafio apos 45 dias

Desafio apos 180 dias

Fonte de DNA Locus Locus
cS10-A6 L363 cS10-A6 L363
DS+EGS “pool” Sim NCP Sim NC
D8+CH3 “pool” Sim NC Sim NC
D8+EGS individual 6/6" (100%) NR* 1/1 (100%) NR
D8+CH3 individual 6/6 (100%) NR 2/2 (100%) NR

a- n° de camundongos coinfectados com as duas cepas/ n° de camundongos total
b- NC: nao conclusivo (L363 sé permite distingao entre as cepas D8 e N)

c- NR: ndo realizado
Sim — PCR positive para ambas as cepas

Nao — PCR positiva somente para a cepa D8 (primo infecgdo)
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FIGURA 8 — PCR-RFLP em dois loci de 7. gondii, em gel de poliacrilamida a 5% corado
com nitrato de prata, para verificagdo da reinfecgdo em DNA extraido de “pool” de
cérebros de camundongos C57BL/6 45 dias apds a primo infecgdo. As cepas RH (Tipo I),
MEA49 (Tipo II) e VEG (Tipo III) foram utilizadas como referéncia. M = marcador de peso
molecular (Promega 100pb), C= controle negativo, sem DNA. A: PCR-RFLP do loco
¢S10-A6 com a endonuclease de restrigdo Rsal. B: PCR-RFLP do loco L363 com a
endonuclease de restrigdo HpyCHAIV.
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FIGURA 9 — PCR-RFLP em dois loci de 7. gondii, em gel de poliacrilamida a 5% corado
com nitrato de prata, para verificacdo da reinfeccdo em DNA extraido de “pool” de
cérebros de camundongos C57BL/6 180 dias ap6s a primo infec¢do. As cepas RH (Tipo I),
ME49 (Tipo II) e VEG (Tipo III) foram utilizadas como referéncia. M = marcador de peso
molecular (Promega 100pb), C= controle negativo, sem DNA. A: PCR-RFLP do loco
¢S10-A6 com a endonuclease de restricdo Rsal. B: PCR-RFLP do loco L363 com a
endonuclease de restrigdo HpyCHA4IV.
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FIGURA 10 — PCR-RFLP do loco ¢S10-A6 de T. gondii com a endonuclease de restricio Rsal, em gel de
poliacrilamida a 5% corado com nitrato de prata, para verificagdo da reinfeccdo em DNA extraido
individualmente de cérebros de camundongos C57BL/6 45 dias (A) e 180 dias (B) apds a primo infec¢do. As
cepas RH (Tipo I), ME49 (Tipo II) e VEG (Tipo III) foram utilizadas como referéncia. M = marcador de peso
molecular (Promega 100pb), C= controle negativo, sem DNA.
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5.9 - Anticorpos anti-7. gondii em camundongos C57BL/6 infectados com a cepa D8 e

desafiados aos 45 e 180 dias com as cepas EGS, CH3 e N

5.9.1 - IgG total, IgG1 e IgG2a em camundongos desafiados aos 45 dias apds a primo

infec¢do com a cepa D8

A reatividade em absorbancia de anticorpos IgG, IgGle IgG2a para 7. gondii dosados
no plasma dos animais infectados com a cepa D8 (grupo R) ou desafiados aos 45 dias com as
cepas EGS (grupo O) e CH3 (grupo P) apesar de apresentar uma tendéncia de aumento no dia
30 em relacdo ao dia 0 ndo apresentou qualquer alteracdo significativa (p>0,05). (GRAF. 17

A,BeC).

5.9.2 - IgM e IgA em camundongos desafiados aos 45 dias ap6s primo infec¢do com a cepa

D8

A reatividade de IgM para 7. gondii foi testada no plasma de animais infectados
somente com D8 (grupo R) ou desafiados aos 45 dias com as cepas EGS (grupo O) e CH3
(grupo P). Apesar de ter sido observada uma tendéncia de queda na absorbancia no dia 30,
ndo foi evidenciada, para esta imunoglobulina, qualquer alteragdo significativa na absorbancia
dos plasmas coletados antes (dia 0) e apos o desafio (trigésimo dia) (p>0,05) (GRAF. 18A).

A reatividade de IgA contra os antigenos de 7. gondii apresentou um aumento
significativo de absorbancia no dia 30 em relagdo ao dia 0 somente para o plasma dos animais

do grupo desafiado com EGS (grupo O) (p<0,05) (GRAF. 18B).

5.9.3 - IgG total, IgG1 e [gG2a em camundongos desafiados aos 180 dias apds primo infec¢ao

com a cepa D8

A reatividade de anticorpos IgG, IgG1 e IgG2a para T. gondii no plasma dos animais
infectados com a cepa D8 (grupo Z) ou desafiados aos 180 dias com EGS (grupo Y) e CH3
(grupo X) apresentou uma tendéncia de aumento na absorbancia no dia 30 em comparagdo ao
dia 0. Entretanto esta tendéncia ndo foi significativa para nenhum dos grupos testados

(p>0,05) (GRAF. 19 A, B e C).
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5.9.4 - IgM e IgA em camundongos desafiados aos 180 dias apds primo infec¢do com a cepa

D8

A reatividade de IgM e IgA contra antigenos de 7. gondii nos animais infectados
somente com D8 (grupo Z) ou desafiados aos 180 dias com as cepas EGS (grupo V) e CH3
(grupo X) nao evidenciou qualquer alteracdo em relacdo a absorbancia nos plasmas coletados

antes (dia 0) e apos o desafio (30° dia) (p>0,05) (GRAF. 20A e B).

5.9.5 - 1gG, IgG1, IgG2a, IgM e IgA em camundongos aos 45 e 180 dias de infeccdo com a
cepa D8

A reatividade de IgG, IgM e IgA para antigenos de 7. gondii nos animais com 45 dias
de infeccdo com a cepa D8 ndo apresentou qualquer alteragdo na absorbancia quando
comparados aos animais com 180 dias de infeccao com a cepa D8 (p>0,05). J4 a reatividade
de IgGl e IgG2a para 7. gondii apresentou uma tendéncia de aumento de absorbancia nos
plasmas dos camundongos C57BL/6 com 180 dias de infec¢gdo com a cepa D8

comparativamente aos plasmas dos animais com 45 dias de infec¢ao (p<0,05). (GRAF. 21).
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GRAFICO 17 - Anticorpos especificos anti-7. gondii detectados pela técnica de ELISA em
plasma de camundongos C57BL/6 primo infectados com a cepa D8 e desafiados apos 45 dias
com as cepas EGS e CH3. A - IgG total, B - IgG1, C - [gG2a. Plasma coletado antes (dia 0) e
trinta dias apds o desafio.
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GRAFICO 18 - Anticorpos especificos anti-7. gondii detectados pela técnica de ELISA em
plasma de camundongos C57BL/6 primo infectados com a cepa D8 e desafiados apos 45 dias
com as cepas EGS e CH3. A - IgM e B - IgA. Plasma coletado antes (dia 0) e trinta dias ap6s
o desafio. * - p<0,05
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GRAFICO 19 - Anticorpos especificos anti-7. gondii detectados pela técnica de ELISA em
plasma de camundongos C57BL/6 primo infectados com a cepa D8 e desafiados apos 180
dias com as cepas EGS e CH3. A - IgG total, B - IgG1 e C - IgG2a. Plasma coletado antes
(dia 0) e trinta dias ap6s o desafio.
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dias com as cepas EGS e CH3. A - IgM ¢ B - IgA. Plasma coletado antes (dia 0) e trinta dias
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GRAFICO 21 - Anticorpos especificos IgG, IgGl, IgG2a, IgM e IgA anti-T. gondii
detectados pela técnica de ELISA em plasma de camundongos C57BL/6 com 45 e 180 dias de
infec¢do com a cepa DS. * p<0,05
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5.10 - Avaliacao comparativa do reconhecimento antigénico de camundongos C57BL/6
infectados com a cepa D8 e desafiados com as cepas EGS, CH3 e N do 7. gondii

utilizando a técnica de “Western-Blotting”

Os plasmas dos seis animais sobreviventes que haviam sido desafiados com a cepa
EGS (grupo O) apds 45 dias de infecgdo com a cepa D8 foram testados comparativamente no
dia 0 antes do desafio e 30 dias ap6s o desafio. Destes seis animais, quatro (animais 3, 5, 6 €
7) reconheceram uma proteina de aproximadamente 74 kDa apds o desafio, quatro (animais 1,
3, 6 e 7) reconheceram uma proteina de aproximadamente 58 kDa e quatro (animais 1, 5, 6 ¢
7) uma proteina de aproximadamente 41 kDa. Dois camundongos (animais 3 ¢ 4)
reconheceram uma proteina de aproximadamente 63 kDa e dois animais (animais 5 e 7)
reconheceram mais intensamente uma proteina de aproximadamente 49 kDa (FIG. 11A).
Estas proteinas foram reconhecidas no dia 30 apds o desafio e nao foram reconhecidas ou
fracamente reconhecidas pelo plasma destes animais no dia 0.

Os animais desafiados com a cepa CH3 (grupo P), 45 dias apos a infeccdo com a cepa
D8 apresentaram menor variagdo no reconhecimento antigénico no dia 30 em comparacao ao
dia 0. Seis animais sobreviveram aos trinta dias de experimento e destes, apenas um
camundongo (animal 3) reconheceu uma proteina de aproximadamente 78 kDa e trés
camundongos (animais 2, 4 e 5) reconheceram mais intensamente uma proteina de
aproximadamente 70 kDa (FIG. 11B).

Os animais desafiados 180 dias ap6s a infecgao com a cepa D8 também foram testados
através da técnica de “Western-blotting”. O plasma do nico animal sobrevivente do grupo
desafiado com a cepa EGS (grupo V) reconheceu uma proteina de aproximadamente 63 kDa
no dia 30 apds o desafio, que estava ausente no dia 0 (FIG. 12A). Os dois animais
sobreviventes no grupo desafiado com CH3 (grupo X) reconheceram mais intensamente uma
proteina de aproximadamente 70 kDa. Além desta proteina, um camundongo (animal 1)
reconheceu uma proteina de aproximadamente 78 kDa e outra proteina de aproximadamente

49 kDa (FIG. 12B).
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FIGURA 11 - “Western blotting” em plasma de camundongos C57BL/6 coletado
45 dias apos a primo infec¢cdo com a cepa D8, nos dias 0 e 30 ap6s o desafio com
as cepas EGS (A) e CH3 (B). Taquizoitos da cepa RH (10%) foram submetidos &
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10 % e transferidos para membrana de
nitrocelulose. kDa = Marcadores de peso molecular estdo indicados a esquerda da

figura. C = controle negativo da reagdo. As setas indicam proteinas que passaram a
ser reconhecidas no dia 30.
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FIGURA 12 - “Western blotting” em plasma de camundongos C57BL/6 coletado
180 dias ap6s a primo infeccao com a cepa D8, nos dias 0 e 30 apds o desafio com
as cepas EGS (A) e CH3 (B). Taquizoitos da cepa RH (10%) foram submetidos &
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10 % e transferidos para membrana de
nitrocelulose. kDa = Marcadores de peso molecular estdo indicados a esquerda da

figura. C = controle negativo da reagdo. As setas indicam proteinas que passaram a
ser reconhecidas no dia 30.
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5.11 - Dosagem de INF-y e IL-10 de camundongos C57BL/6 45 e 180 dias da infecciao

com a cepa D8

A sintese de INF-y e IL-10 por esplenocitos de camundongos C57BL/6 também foi
avaliada aos 45 e 180 dias apds a primo infec¢do com a cepa D8 de 7. gondii. Aos 45 ou 180
dias da primo infec¢do com a cepa D8 foi observado um aumento na producao de INF-y apds
estimulagdo com STAg quando comparado aos animais nao infectados submetidos ao mesmo
estimulo. Entretanto ndo houve diferenga significativa entre os niveis de INF-y em
camundongos C57BL/6 com 45 e 180 dias da primo infeccao com a cepa D8 (GRAF. 22).

Os esplendcitos dos camundongos C57BL/6 infectados com a cepa D8 foram também
submetidos ao estimulo com STAg para realizagdo da dosagem de IL-10. Entretanto a
producao de IL-10 pelos esplendcitos de camundongos C57BL/6, tanto aos 45, como aos 180

dias da infec¢@o com a cepa D8, ndo atingiu niveis significantes.
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GRAFICO 22 — Niveis de INF-y em camundongos C57BL/6 infectados por via oral com 20
cistos da cepa D8 de T. gondii aos 45 dias ap06s a infecgao (C57BL/6 45 d.a.i.), 180 dias apds
a infeccao (C57BL/6 180 d.a.i.) e nao infectado (NI). Os valores mostram a média de quatro a
oito animais.
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5.12 - Avaliacio histopatologica do cérebro de camundongos C57BL6 infectados com 7.
gondii

A inflamacao observada no cérebro dos camundongos C57BL/6 desafiados aos 45 dias
apds a primo infeccdo com a cepa D8 e dos animais infectados somente com a cepa D8 foi
discreta. Somente nos animais desafiados com a cepa EGS (grupo O) foi observada a
ocorréncia de necrose (TAB. 10). Ndo foi observada diferenga estatistica quando comparado o
numero de infiltrados perivasculares (FIG. 13) e nodulos gliais nos animais desafiados com as
cepas EGS e CH3 (grupos O e P) em relagao aos animais infectados somente com a cepa D8
(grupo R).

Os cérebros dos animais desafiados aos 180 dias da primo infec¢do com a cepa D8 e
cérebros dos animais infectados somente com D8 também apresentaram inflamagdo discreta
(FIG. 14). Nenhum animal avaliado apresentou necrose (TAB. 11). Nao foi possivel a
realizagdo do teste estatistico para estes animais, pois somente um camundongo sobreviveu no
grupo de animais desafiados com a cepa EGS (grupo V) e dois sobreviveram no grupo
desafiado com a cepa CH3 (grupo X).

A andlise estatistica ndo foi realizada quando o desafio foi feito 180 dias apos a primo

infec¢do devido ao pequeno nimero de animais sobreviventes.
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TABELA 10 - Presen¢a de necrose, nimero médio de noddulos gliais e infiltrados
inflamatorios perivasculares em grupos de camundongos C57BL/6 infectados com a cepa D8
e desafiados aos 45 dias da primo infec¢do com as cepas EGS, CH3 e N do 7. gondii.

Cepas Grupos  Necrose®*  Nodulo Glial ** Infiltrado Perivascular®*
DS+EGS O 2/6 2,16+0.4 2,164+2,2
D8+CH3 P 0/6 2,5+2.34 2+1,67

D8+N Q NR NR NR

DS R 0/6 1,5+1,37 1,83+1,47

* Ntimero de camundongos com necrose sobre o total de camundongos estudados.

** Numero médio de noédulos gliais ou infiltrados inflamatdrios perivasculares em uma
area total de 1,5 x 10° umz.

NR — Nao realizado pois ndo houve sobreviventes ap6s o desafio.

TABELA 11 - Presen¢a de necrose, nimero médio de noddulos gliais e infiltrados
inflamatoérios perivasculares em grupos de camundongos C57BL/6 infectados com a cepa D8
e desafiados aos 180 dias da primo infec¢dao com as cepas EGS, CH3 e N do 7. gondii.

Cepas Grupos  Necrose®  Nodulo Glial ** Infiltrado Perivascular®*
D8+EGS \% 0/1 0 0
D8+CH3 X 0/2 0,66+1,63 142,44
D&+N Y NR NR NR
D8 7 0/2 1,542,12 242,82

* Numero de camundongos com necrose sobre o total de camundongos estudados.

** Numero médio de nodulos gliais ou infiltrados inflamatdrios perivasculares em uma
area total de 1,5 x 10° pm”.

NR — Nao realizado pois ndo houve sobreviventes apos o desafio
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FIGURA 13 — Corte histoloégico mostrando infiltrado inflamatério perivascular no
cérebro de camundongos C57BL/6 infectados com a cepa D8 (C) e desafiados aos 45
dias da primo infeccdo com as cepas EGS (A) e CH3 (B) do T. gondii: ndo foram
observadas diferengas entre os diferentes grupos. Hematoxilina eosina.
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FIGURA 14 — Corte histologico mostrando infiltrado inflamatorio perivascular no
cérebro de camundongos C57BL/6 infectados com a cepa D8 (B) e desafiados aos 180
dias da primo infecgdo com a cepa CH3 (A) do Toxoplasma gondii: ndo foram
observadas diferencas entre os diferentes grupos. Hematoxilina eosina.
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6 — DISCUSSAO

A infeccdo de camundongos com as cepas virulentas de 7. gondii EGS, CH3 ou N
difere significativamente da infeccdo com a cepa nao virulenta D8. A viruléncia do 7. gondii €
geralmente determinada de acordo com o transcorrer da infec¢do em camundongos. Cepas
virulentas sdo aquelas em que a dose letal de 100% (LD;o0) ocorre na presenca de um nico
parasito vidvel. Ja as cepas ndo virulentas possuem uma LD > 1000 taquizoitos e tipicamente
produzem infec¢des cronicas assintomaticas (HOWE et al., 1996). Em trabalho realizado por
Ferreira e colaboradores (2001), a viruléncia das cepas N e EGS foi avaliada pelo
acompanhamento da mortalidade em camundongos BALB/c inoculados com 10°, 102, 10" ou
10° taquizoitos. A cepa N foi classificada como virulenta, pois foi observado 100% de
mortalidade em camundongos BALB/c. Semelhante a cepa RH, a cepa N ndo ¢ capaz de
formar cistos. A cepa EGS apesar de virulenta causando 100% de mortalidade ¢ capaz de
formar cistos no cérebro dos animais. Além disso, o tempo que transcorreu entre o indculo e a
morte dos animais foi maior que o tempo observado para cepa N. A cepa CH3 ¢ virulenta para
camundongos BALB/c pois ocorreu 100% de mortalidade quando inoculados com 10°, 10,
10" taquizoitos. Quando os camundongos foram inoculados com um tnico taquizoito, 40%
dos animais morreram. A cepa D8 ¢ classificada como ndo virulenta semelhante a cepa
ME49, pois 100% dos camundongos inoculados via intraperitoneal com 10°, 10%, 10" ou 10°
taquizoitos sobreviveram aos 30 dias de experimento (BRANDAO et al., 2006).

Quando camundongos BALB/c foram primo infectados com a cepa D8 e desafiados
ap6s 45 ou 180 dias com as cepas EGS, CH3 ou N, a taxa de mortalidade foi
significativamente diminuida em comparacdo aos animais controle primo infectados com
EGS, CH3 e N, provavelmente como conseqiiéncia da resposta imune adaptativa conferida
pela cepa DS. Entretanto esta imunidade protetora ¢ menos eficiente em camundongos em
fase cronica avangada, 180 dias apds a primo infeccao com a cepa D8. Neste caso, ocorreu um
aumento significativo no nimero de cistos cerebrais apds a reinfeccdo com a cepa EGS
sugerindo a coexisténcia de cistos das duas cepas em um mesmo animal. Esta coexisténcia foi
confirmada pela auséncia de sobreviventes apds o bioensaio com estes cistos. A morte destes
animais provavelmente ocorreu devido a presenca de pelo menos um cisto da cepa EGS, pois
os animais inoculados com 20 cistos da cepa D8 apresentam 100% de sobrevivéncia e animais
inoculados com um cisto da cepa EGS nao sobrevivem. Estes resultados sdo semelhantes aos
descritos por Dzitko e colaboradores (2006). Estes autores observaram que camundongos

desafiados com uma dose letal de uma cepa virulenta apds a primo infec¢cdo desenvolveram
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uma forte resposta imune adaptativa capaz de impedir a morte do hospedeiro, mas nio de
impedir a reinfeccdo. A mortalidade dos animais desafiados com a cepa N (60%) também
mostra a perda parcial da imunidade protetora apos 180 dias da primo infecgdo. Os
camundongos C57BL/6 primo infectados com a cepa D8 e desafiados aos 45 ou 180 dias com
as cepas EGS e CH3 também apresentaram uma diminui¢do da mortalidade em comparagdao
aos animais controle primo infectados com EGS e CH3. Conforme observado em
camundongos BALB/c esta diminuicdo da mortalidade foi menos pronunciada em fase
cronica avangada, 180 dias ap6s a primo infec¢do com a cepa D8. Em camundongos BALB/c
a reducao da mortalidade foi mais expressiva que em camundongos C57BL/6 desafiados aos
45 ou aos 180 dias da primo infec¢gdo. Camundongos C57BL/6 primo infectados com a cepa
D8 e desafiados aos 45 ou aos 180 dias com a cepa N ndo apresentaram diminui¢ao da taxa de
mortalidade (100%). Entretanto, o tempo de sobrevivéncia dos animais aumentou de sete dias
na primo infeccdo com a cepa N para 15 dias no desafio com a cepa N apds 45 dias de
infeccdo com a cepa D8. Estes dados sugerem que apesar da resposta imune adaptativa
conferida pela cepa D8 fornecer alguma protegao esta nao foi tao eficiente em camundongos
C57BL/6 quando comparado a BALB/c. A coexisténcia de duas cepas de 7. gondii no cérebro
de camundongos apds reinfec¢do experimental ja foi demonstrada por Dao e colaboradores
(2001). Estes autores observaram que infec¢do primaria com a cepa Pru [ gal de 7. gondii,
que expressa o gene [3-galactosidase de Escherichia coli, ndo impede a formagdo de cistos
teciduais apds reinfec¢do com a cepa Ned de 7. gondii, que pertence a outro gendtipo. Dao e
colaboradores (2001) também observaram em seu trabalho que num grupo de camundongos
nao isogénicos, desafiados com a mesma cepa, alguns animais se reinfectavam e outros nao.
Estes autores propuseram que a explica¢do para alguns animais ndo se reinfectarem estaria
nas diferencas genéticas entre estes animais e sugeriram a realizacdo de experimentos
utilizando camundongos isogénicos. Em nosso trabalho os camundongos utilizados foram
1sogénicos, eliminando desta forma as diferengas genéticas individuais entre animais de uma
mesma linhagem. Entretanto, mesmo com a eliminacdo das variaveis individuais de
hospedeiros ndo isogénicos, alguns animais da mesma linhagem e desafiados com uma
mesma cepa se reinfectaram enquanto outros ndo. A taxa de reinfeccdo dentro de um mesmo
grupo variou também em funcdo da cepa utilizada no desafio e com o tempo transcorrido apos
a primo infecc¢do. Portanto, outros fatores individuais além da variagdo genética entre animais

de uma mesma linhagem devem estar envolvidos na prote¢do contra a reinfecgao.
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Como discutido anteriormente, o primeiro critério para se determinar a ocorréncia de
reinfeccdo no presente trabalho foi mortalidade, seguido do bioensaio a partir de tecido
cerebral dos camundongos sobreviventes apos o desafio. Consideramos neste trabalho que a
ocorréncia de parasitos da segunda cepa, usada para a reinfec¢do, no cérebro do animal
desafiado, ¢ evidéncia do sucesso da reinfec¢do. Por outro lado ndo podemos descartar a
possibilidade de que a reinfec¢do possa ter ocorrido sem que a segunda cepa tenha atingido o
cérebro. Como todas as cepas usadas neste estudo (exceto a cepa N) formam cistos cerebrais
em abundancia, esta ultima possibilidade ¢ pouco provavel.

A coexisténcia das cepas D8 e EGS assim como das cepas D8 e N foi confirmada pela
PCR-RFLP no cérebro de camundongos BALB/c desafiados aos 45 dias da primo infeccao.
Estes resultados confirmam a ocorréncia de reinfeccdo com as cepas EGS e N. Por outro lado,
nao foi verificada a coexisténcia das cepas D8 e CH3 no cérebro dos animais sobreviventes.
Vale ressaltar ainda que ndo existem trabalhos onde a hipotese de reinfecgdo foi testada com
cepas recombinantes do 7. gondii, como as cepas utilizadas neste trabalho. Ferreira e
colaboradores (2006) analisaram oito loci independentes para 7. gondii por PCR-RFLP e
classificaram as cepas D8, EGS, CH3 e N como cepas recombinantes tipo I-IIl. A analise da
cepa D8 diferiu da cepa CH3 somente quando foi utilizado o marcador ¢S70-A6 enquanto que
D8 diferiu da cepa EGS em quatro marcadores (S4G2, GRA6, cS10-A6 e CB21-4) e da cepa
N em cinco marcadores (SAG2, GRA6, L363, cS10-A6 e CB21-4). Apesar de todas as cepas
usadas no estudo serem recombinantes tipos I-I1I, a cepa CH3 possui maior nimero de alelos
semelhantes a cepa D8 que as cepas EGS e N. Portanto, no presente trabalho a reinfec¢ao nao
ocorreu entre cepas de genotipo semelhantes (D8 e CH3) quando os animais BALB/c foram
desafiados 45 dias apos a primo infec¢do, mas ocorreu quando foram utilizadas cepas com
genotipos pouco semelhantes, como EGS e N. Estes resultados foram semelhantes aos obtidos
por Aratjo e colaboradores (1997) que demonstraram a ocorréncia de reinfec¢ao usando
cepas de gendtipo diferentes. Entretanto, estes autores utilizaram cepas clonais, isto é,
pertencentes a um dos trés tipos genéticos classicos descritos na literatura como
predominantes na Europa e na América do Norte. A hipdtese de que a reinfeccdo ocorre
somente entre cepas de genotipo diferentes foi proposta por Dao e colaboradores (2001).
Estes autores observaram que a reinfec¢do ndo ocorreu entre cepas de mesmo genotipo (tipo
II), mas ocorreu entre cepas de genotipo diferente (tipo I e tipo III). Ao contrario desta
hipotese, Freyre e colaboradores (2004) afirmaram que nao ha relagdo entre protecao e

genotipo das cepas utilizadas no desafio. Estes autores observaram que a cepa BK (tipo I)
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confere protecdo contra algumas cepas tipo II (cepas C, Prugnaud e ME49) e ndo contra
outras cepas tipo II (cepas Elg, Bear e M3).

Em camundongos desafiados aos 180 dias da primo infeccdo foi evidenciada a
coexisténcia das cepas D8 e EGS, pela técnica de PCR-RFLP, em todos os camundongos
BALB/c sobreviventes. A coexisténcia das cepas D8 e CH3 foi confirmada em 66,7% dos
sobreviventes. Estes resultados confirmam a ocorréncia da reinfeccdo com as cepas EGS e
CH3. A ocorréncia de reinfeccdo com a cepa N foi evidenciada por uma taxa de mortalidade
de 60% nos animais desafiados. Durante a realiza¢do do bioensaio um animal do grupo D8+N
morreu, mas sua reinfec¢do nio foi confirmada pela PCR-RFLP. Talvez o baixo parasitismo
pela cepa N no cérebro do animal foi responsavel pela infeccao no bioensaio, uma vez que um
unico parasito da cepa N aderido a mucosa do tubo digestivo antes de chegar ao estdmago e
infectando o animal seria capaz de mata-lo, pois a cepa N ¢ virulenta, semelhante a cepa RH.
Entretanto, um uUnico parasito seria insuficiente para ser detectado pela PCR. De forma
interessante, a cepa CH3 que ndo reinfectou os animais primo infectados com D8 desafiados
aos 45 dias foi capaz de reinfectar 66,7% dos animais desafiados apos 180 dias de infec¢do
com a cepa DS.

Nos camundongos C57BL/6 desafiados aos 45 e 180 dias foi observado que 100% dos
animais apresentaram coexisténcia das cepas D8 e EGS. A coexisténcia das cepas D8 e CH3
também foi de 100%. Estes dados confirmam a reinfec¢do com as cepas EGS e CH3. A
ocorréncia de reinfeccdo com a cepa N foi confirmada por uma taxa de 100% de mortalidade
ap6s o desafio com esta cepa aos 45 e 180 dias da primo infecgdo. E importante ressaltar que
a cepa CH3 reinfectou camundongos C57BL/6 desafiados tanto aos 45 dias quanto aos 180
dias da primo infec¢do e ndo reinfectou camundongos BALB/c desafiados aos 45 dias da
primo infecgdo. Os resultados observados nestas linhagens de camundongos sugerem que o
genotipo das cepas nao ¢ o Unico fator determinante na ocorréncia de reinfec¢do e que,

portanto, a protecdo imune ndo € estritamente genotipo especifico.

Suzuki e colaboradores (2000) observaram que camundongos BALB/c infectados via
oral com 20 cistos da cepa ME49 de T. gondii apresentavam 100% de sobrevivéncia enquanto
camundongos C57BL/6 apresentavam 20% de mortalidade. Liesenfield (2002) também
observaram que camundongos C57BL/6 sdo mais susceptiveis a infec¢do com 7. gondii que
camundongos BALB/c. Estes autores infectaram os animais com 100 cistos da cepa ME49 e
observaram 100% de mortalidade em camundongos C57BL/6 ¢ 100% de sobrevivéncia em

BALB/c. Em 2003, Fux e colaboradores propuseram que além da linhagem do camundongo o
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genodtipo da cepa também influencia na resisténcia ou susceptibilidade ao 7. gondii. Estes
autores observaram que a cepa ME49 exibe alta viruléncia em camundongos C57BL/6 e baixa
viruléncia em BALB/c. Ja a cepa P-BR, recombinante tipo I-III, apresenta baixa viruléncia

tanto em camundongos BALB/c quanto em camundongos C57BL/6.

Por meio da técnica de “western blotting”, nenhum camundongo BALB/c reconheceu
antigenos diferentes apds o desafio com as cepas EGS, CH3 ou N aos 45 ou aos 180 dias da
primo infec¢do com a cepa D8. Todos os camundongos C57BL/6 sobreviventes desafiados
com EGS aos 45 dias da primo infec¢do ¢ com EGS e CH3 aos 180 dias apresentaram pelo
menos um anticorpo neosintetizado capaz de reconhecer antigeno nao identificado (ou
fracamente identificado) antes do desafio. Quatro de seis animais desafiados aos 45 dias com
a cepa CH3 apresentaram anticorpos neosintetizados. Estes resultados observados para
camundongos C57BL/6 também sdo sugestivos de reinfec¢do. Entretanto o “western blotting”
deve ser utilizado com cautela como parametro de reinfecgdo, pois os resultados variaram em
funcdo da cepa utilizada e principalmente em fun¢do da linhagem de camundongo. Estes
resultados sdo parcialmente discordantes daqueles apresentados por Dzitko e colaboradores
(2006) que demonstraram que o “western blotting” combinado com ELISA (IgG e IgM) é um
método de diagndstico que pode ser usado para monitorar reinfec¢do experimental em

camundongos e, possivelmente, em humanos.

A producao de IgG e suas subclasses (IgG1 e I[gG2a) e também a produgdo de IgM no
dia 30 apds o desafio em relagdo ao dia 0 nao forneceu evidéncias de ocorréncia de reinfec¢ao
tanto em camundongos BALB/c quanto em camundongos C57BL/6. Por outro lado, foi
observado um aumento significativo de produgao de IgA no dia 30 em relagdo ao dia 0 em
todos os grupos de animais BALB/c desafiados aos 45 e 180 dias da primo infec¢do o que ndo
ocorreu no grupo controle infectado somente com a cepa DS8. Estes resultados sdo
semelhantes ao observado por Hassan e colaboradores (1999). Segundo estes autores houve
um aumento significativo de IgA em ratos apds a reinfec¢do. Em camundongos C57BL/6
somente o grupo de animais desafiados com a cepa EGS aos 45 dias da primo infec¢do
apresentou aumento significativo na producdo de IgA. Desta forma, IgA deve ser utilizada
com cautela como marcador de reinfeccdo quando se utiliza a presenca de parasito no cérebro
como critério de reinfecg¢do. Isto porque em camundongos BALB/c desafiados aos 45 dias
com a cepa CH3, que ndo se reinfectaram, também foi observado um aumento desta
imunoglobulina. Este fato pode ter ocorrido porque a producdo de IgA ¢ rapidamente

estimulada através da resposta de mucosa intestinal que pode ser valida no controle da
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infeccdo por 7. gondii via oral (DECOSTER, 1996). Além disso, segundo Denkers &
Gazzinelli (1998) IgA pode ser importante para se evitar a reinfec¢do com 7. gondii. Portanto,
a cepa CH3 pode ter invadido a mucosa intestinal estimulando a neosintese de IgA.
Entretanto, a resposta imune do hospedeiro pode ter sido suficiente para eliminar o parasito
impedindo a invasdo do cérebro, que ¢, neste trabalho, o critério de reinfecgao.

Entre as citocinas envolvidas na resposta imune ao 7. gondii, optou-se por estudar o
INF-y e IL-10 por representarem aquelas com maior capacidade reguladora da resposta imune
adaptativa na toxoplasmose. O INF-y ¢ crucial como mediador da imunidade adaptativa (MA
et al., 1996), enquanto IL-10 atua na regulacdo da resposta pro inflamatoria (LANG et al.,
2007). Segundo O’Garra & Vieira (2007) os niveis relativos de INF-y e IL-10 produzidos por
células T sdo cruciais para se determinar a eliminagdo do patégeno com minima patologia ou
instalacao de uma infecgdo persistente. A quantidade de INF-y produzida por esplendcitos de
camundongos BALB/c, 45 dias apds a infeccdo com a cepa D8, ndo foi diferente da
quantidade de INF-y produzida por camundongos BALB/c apds 180 dias de infec¢do com a
mesma cepa. Ja a quantidade de IL-10 produzida pelos camundongos BALB/c aos 180 dias da
infeccdo primaria foi significativamente maior que a quantidade produzida aos 45 dias.
Segundo Wilson e colaboradores (2005) a IL-10 desempenha importante fungdo no balanco
entre imunidade protetora e desenvolvimento de patologia imune na toxoplasmose.
Camundongos deficientes desta citocina desenvolvem uma resposta inflamatoria aguda letal.
Estes autores também demonstraram que na fase cronica da toxoplasmose camundongos
deficientes de IL-10 mostram inflamagdo intensa e sobrevivem menos tempo que os
camundongos controle. Segundo estes autores a principal fun¢do de IL-10 na toxoplasmose ¢
prevenir uma imunopatologia mediada por células T no cérebro de camundongos em fase
cronica da toxoplasmose. Desta forma, IL-10 promove o equilibrio da resposta imune
permitindo que os parasitos sejam eliminados por acao da resposta imune protetora
(relacionada a INF-y) e ao mesmo tempo modulando a resposta inflamatoria para impedir o
desenvolvimento de lesdes teciduais que possam levar o animal a morte. Entretanto, em nosso
trabalho a maior producdo de IL-10 em camundongos BALB/c ap6s 180 dias de infec¢do com
a cepa D8 foi provavelmente um dos fatores que favoreceram a maior mortalidade observada
ap6s o desafio com as cepas EGS, CH3 e N. A citocina IL-10, apesar de favorecer a
sobrevivéncia do hospedeiro infectado com 7. gondii durante uma infec¢do primaria, poderia
contribuir para ocorréncia de reinfeccdo e maior mortalidade num evento de desafio

subseqiiente. Isto ocorreria, provavelmente, porque IL-10 atua de forma a inibir eventos
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iniciais de inflamagdo que sdo cruciais na protecdo do hospedeiro durante a infec¢do com 7.
gondii. Estes eventos em que IL-10 atua envolvem a inibicdo da ativagdo de macrofagos
limitando sua habilidade em matar organismos intracelulares, inibi¢ao da sintese de INF-y e
prevengdo da diferenciacdo de clones Thl por inibir a sintese de IL-12 pelos macrofagos
(D’ANDREA et al., 1993). Portanto, a maior quantidade de IL-10 em camundongos BALB/c
aos 180 dias da primo infec¢do com a cepa D8 pode ter contribuido para a reinfecgio destes
animais com a cepa CH3 e também no aumento da taxa de reinfec¢do com a cepa EGS. A
avaliacdo da inflamag¢do no cérebro de camundongos BALB/c sustenta a hipdtese de que IL-
10 esteja envolvida na maior susceptibilidade observada nos animais desafiados aos 180 dias
da primo infec¢do por inibir os eventos iniciais de inflamacdo. Animais desafiados com as
cepas EGS, CH3 e N, 45 dias ap6s a primo infec¢do, apresentaram um aumento de inflamagao
no cérebro que nao foi observado nos animais infectados somente com a cepa D8. Quando
foram desafiados 180 dias apo6s a primo infec¢do com a cepa D8, ndo houve diferenca na
inflamacdo para os mesmos grupos de animais avaliados. Além disso, de forma geral,
camundongos BALB/c desafiados aos 45 dias da primo infeccdo apresentaram uma
inflamag¢ao mais exacerbada que os animais desafiados aos 180 dias. Ressalta-se o fato de que
a inflamag¢do observada em todos os animais foi discreta. A utilizacdo de outras cepas de 7.
gondii evidencia grau variado de inflamag¢do. Djurkovic-Djakovic e colaboradores (2006),
observaram encefalite severa apos 56 dias de infeccdo com as cepas ME49 e B6D, ambas
pertencentes ao tipo II.

Em camundongos C57BL/6 a quantidade de INF-y produzida aos 45 e 180 dias da
primo infec¢gdo com a cepa D8 ndo foi significativamente diferente. Entretanto, quando
comparados aos camundongos BALB/c aos 45 dias e 180 dias da primo infec¢do com a cepa
DS, os esplendcitos de camundongos C57BL/6 produziram quantidades significativamente
menores de INF-y. Provavelmente, a menor quantidade de INF-y em camundongos C57BL/6
favoreceu a maior taxa de reinfeccdo e a maior mortalidade observada nestes animais em
relagdo aos camundongos BALB/c. A acdo protetora de INF-y envolve a redug¢do ou
eliminagdo do parasito pelos macrofagos, células dendriticas e enterocitos (BUZONI-GATEL
& WERTS, 2006). Além disso, segundo Suzuki colaboradores (1988), durante a fase efetora
da resposta imune, IFN- y € a principal citocina envolvida no controle da infeccio com T.
gondii. A inflamagdo observada no cérebro de camundongos C57BL/6 infectados com DS foi
mais exacerbada que em camundongos BALB/c. A presenca desta inflamagdo mais

exacerbada em C57BL/6 nao condiz com a menor quantidade de INF-y observada nestes
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animais indicando que outros mecanismos podem estar envolvidos nesta regulacdo como, por
exemplo, a citocina IL-10 que ndo foi observada em niveis significativos nestes animais.

Os niveis de INF-y e IL-10 dosados em camundongos BALB/c em nosso experimento
apoés 45 dias de infeccdo com a cepa D8 foram semelhantes aos niveis observados por
Jankovic e colaboradores (2007) para infecgdo experimental com 20 cistos da cepa ME49. E
interessante destacar que no trabalho de Jankovic e colaboradores (2007) os niveis de IL-10
foram avaliados 2, 4, 6, 8, e 10 semanas ap6s a infeccdo e apresentam uma tendéncia
constante de aumento. Esta tendéncia de aumento observada por estes autores ¢ condizente
com o fato de que, em nosso trabalho, os niveis de IL-10 foram significativamente maiores
aos 180 dias de infeccao que aos 45 dias.

A dosagem de IgG e suas subclasses (IgG1 e IgG2a) e de IgM e IgA também foi
realizada comparativamente em camundongos BALB/c e C57BL/6 aos 45 ¢ 180 dias da primo
infeccdo com a cepa DS8. Foi observado um aumento significativo de IgA e IgGl em
camundongos BALB/c primo infectados aos 180 dias com a cepa D8 quando comparado aos
animais com 45 dias de infeccdo com a mesma cepa. Segundo Correa e colaboradores (2007)
a producao de IgA em camundongos ¢ estimulada pela presenga das citocinas IL-10 e TGF-$
enquanto IgG1 € um marcador de fase cronica e sua produgdo ¢ estimulada principalmente
por IL-4 que esta relacionada a uma resposta Th2. Portanto, levantamos a hipotese de que a
maior produgdo de IgA observada nos camundongos BALB/c com 180 dias de infec¢do pode
estar relacionado ao aumento da producao de IL-10 evidenciado nestes animais. A observagao
de que camundongos BALB/c infectados a 180 dias com a cepa D8 sdo mais susceptiveis a
uma reinfec¢do subseqiiente com o 7. gondii que os camundongos BALB/c infectados a 45
dias pode também ser explicada pela presenga de maior produgdo de IgG1 nestes animais.
Isso ocorreria pelo fato de IgG1 estar relacionada a uma resposta tipo Th2 que ¢ promovida
pela producdo de IL-4. A citocina IL-4 tem uma agdo antiinflamatéria inibindo a
diferenciagdo de uma reposta Thl e potencializando a agdo de IL-10 (GAZZINELLI et al.,
1992). Infelizmente ndo foi possivel a dosagem de IL-4 nos camundongos analisados neste
trabalho. IL-10 atua no controle da lesdo associada a resposta inflamatoria intensa inibindo
varios tipos de doencas (O’GARRA, & VIEIRA, 2007). Estes resultados corroboram a
hipotese de que uma resposta imune inflamatdria menos exacerbada nos camundongos
BALB/c desafiados aos 180 dias apo6s a primo infec¢do com a cepa D8 estaria favorecendo

maior mortalidade e maior taxa de reinfeccao.
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Em camundongos C57BL/6 foi observado aos 180 dias de infec¢do com a cepa D8 um
aumento significativo na produgdo de IgGl e IgG2a quando comparado aos animais
infectados a 45 dias. De forma inesperada houve um aumento na produgao de IgG2a, que ¢
estimulada por citocinas pro-inflamatorias, ao mesmo tempo em que houve um aumento de
IgG1, que ¢ estimulada por citocinas antiinflamatorias. Entretanto a quantidade de IgG1 foi
significativamente maior que a quantidade de IgG2a, aos 45 dias apds a primo infecgdo,
confirmando a hipotese descrita acima para camundongos BALB/c que se baseia numa
reposta imune inflamatoria ineficiente.

Além do tipo genético das cepas, dois fatores podem ser observados nestes
experimentos € que claramente influenciam na ocorréncia da reinfec¢do: tempo de infecgdo e
a linhagem dos camundongos.

Aos 45 dias da primo infec¢do com a cepa D8 os camundongos BALB/c apresentaram
uma reposta imune adaptativa capaz de prevenir a mortalidade dos animais desafiados com
uma dose letal de EGS, CH3 e N e impedir a reinfec¢do com a cepa CH3. Ja aos 180 dias a
resposta imune adaptativa do hospedeiro infectado com D8 nao foi tao eficiente: a reinfecg¢ao
ocorreu com as cepas EGS, CH3 e N e os animais desafiados com EGS, CH3 e N
apresentaram 90%, 90% e 40% de sobrevivéncia, respectivamente. Estes resultados foram
discordantes dos resultados apresentados por Dao e colaboradores (2001). Estes autores
observaram que independente do tempo do desafio apos a primo infec¢ao, a reinfeccao ndo
ocorreu entre cepas de mesmo genotipo.

Os camundongos BALB/c apresentaram aos 45 dias da primo infec¢do com a cepa D8
uma resposta imune adaptativa que foi capaz de prevenir a reinfec¢do com a cepa CH3. Ja os
camundongos C57BL/6 desafiados com a cepa CH3 também aos 45 dias da primo infecgao
com a cepa D8 nao apresentaram uma resposta imune adaptativa eficiente capaz de impedir a
reinfeccdo com a cepa CH3. Os resultados obtidos neste trabalho sdo condizentes com a
observacao de Freyre e colaboradores (2006) de que a protecao contra a reinfec¢do € relativa
podendo ser influenciada por varios fatores, inclusive o genotipo do hospedeiro.

No presente trabalho foi testada pela primeira vez a hipotese de reinfecgao utilizando
cepas recombinantes como as comumente encontradas circulando entre animais € humanos no
Brasil (FERREIRA et al., 2006). A cepa D8, recombinante, foi capaz de induzir uma resposta
imune protetora em camundongos reinfectados pelo 7. gondii garantindo uma sobrevivéncia
de até 100% apesar de ndo impedir a reinfec¢ao. A ocorréncia da reinfeccao variou em fungao

da cepa do parasito utilizada, em fun¢@o do tempo apos a primo infeccdo em que foi realizado
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o desafio e em fun¢do da linhagem de camundongo utilizada. Estas observagdes nos levam a
concluir que a ocorréncia da reinfec¢do esta relacionada ndo s6 ao genotipo da cepa, mas
também a resposta imune do hospedeiro que ¢ dependente do tempo de infeccdo e da
linhagem de camundongo utilizada. O ELISA e o Immunoblot ndo forneceram dados
conclusivos da ocorréncia de reinfeccdo. A avaliacdo da mortalidade ¢ o bioensaio foram
indicativos de reinfec¢do, mas a PCR-RFLP foi a técnica que permitiu confirmar a ocorréncia

de reinfeccao.
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7 — CONCLUSOES

1

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

9)

A primo infec¢do com uma cepa ndo virulenta de 7. gondii induz uma resposta imune
adaptativa capaz de reduzir a mortalidade de camundongos ap6s o desafio com outras

cepas virulentas do parasito.

A reinfeccdo com cepas recombinantes de 7. gondii, de forma geral, ndo altera a

quantidade de cistos formados no cérebro dos camundongos.

As chances da reinfecc¢ao ocorrer estdo relacionadas com o tempo transcorrido entre a

primo infeccao e o desafio, em ambas as linhagens de camundongos utilizadas.

Camundongos BALB/c e C57BL/6 sdo susceptiveis a reinfec¢do com diferentes cepas
recombinantes de 7. gondii, entretanto, a linhagem dos camundongos influencia na
ocorréncia de reinfec¢gdo. Camundongos C57BL/6 sdo mais susceptiveis a reinfec¢do

que camundongos BALB/c.

O gendtipo das cepas de 7. gondii, apesar de nao ser o unico fator envolvido, ¢

determinante na ocorréncia de reinfeccao.

A ocorréncia de reinfeccao pelo 7. gondii esta relacionada a um aumento de IgA

plasmatico, tanto em camundongos BALB/c como em camundongos C57BL/6.

Em camundongos C57BL/6 o “western blotting” foi um bom marcador de ocorréncia

de reinfeccao.

A susceptibilidade de camundongos BALB/c a reinfec¢do com 7. gondii se

correlaciona com o aumento da produgdo de IgG1 e IgA plasmaticos.

A susceptibilidade de camundongos BALB/c a reinfeccio com 7. gondii se

correlaciona com o aumento da produgao de IL-10.

10) A maior susceptibilidade de camundongos a reinfecgao com 7. gondii desafiados 180

dias apo6s a infeccdo primaria estd relacionada a uma tendéncia de resposta
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antiinflamatoria na fase cronica avancada da toxoplasmose murina experimental, em

relagcdo a toxoplasmose cronica recente (45 dias apos a primo infecg¢ao).

11) As alteragdes histopatoldgicas observadas no cérebro de camundongos BALB/c e
C57BL/6 foram discretas e s6 forneceram dados conclusivos sobre a ocorréncia de

reinfec¢do quando analisada em conjunto com a produgao de citocinas.
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