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RESUMO

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatorio que apresenta diferentes tipos de
cepas e graus variados de viruléncia. As cepas sao classificadas como clonais e cepas exoticas
ou atipicas. Este parasito apresenta diversos mecanismos de evasdo, 0 que garante 0 SuUCesso
na replicacdo na célula hospedeira e, entre estes mecanismos, destaca-se habilidade de
modular a apoptose tanto de células infectadas quanto de células presentes no microambiente
da infeccdo. O presente trabalho objetivou avaliar a habilidade de duas cepas atipicas de T.
gondii (UdilCH-05 e Udi2CH-05) em modular a apoptose de células BeWo, a
susceptibilidade destas células a este parasito, bem como a influéncia de tais cepas no padréo
de secrecdo de citocinas por esta linhagem de células trofoblasticas. Estes parametros foram
avaliados sob a perspectiva da procedéncia imediata das cepas oriundas diretamente de
cultura celular ou oriundas de animais e mantidas por curto periodo em cultura (aqui
denominada Calomys callosus/cultura). A categoria cultura de UdilCH-05 modulou
positivamente a apoptose a partir de 12 horas de infeccéo, e a partir de 2 horas de infeccéo por
Udi2CH-05, categoria cultura a apoptose ndo foi controlada em células BeWo. A condicdo C.
callosus/cultura de ambas as cepas ndo controlou a apoptose quando comparado ao controle
ndo infectado. As células BeWo infectadas com Udi2CH-05, categoria C. callosus/cultura
produzem altos niveis de IL-12 nos estagios iniciais da infeccdo, sugerindo o
desencadeamento de resposta inflamatoria tipica. Os niveis de TNF-a foram maiores nos
estagios iniciais de infeccdo e com diminuicdo gradativa de producédo, coincidindo com
incapacidade em induzir a apoptose quando células BeWo foram infectadas por Udi2CH-05,
categoria C. callosus/cultura. Os niveis de IL-10 encontrados durante a infeccdo de células
BeWo por UdilCH-05, indicam que outras citocinas podem estar envolvidas no controle da
infeccdo, enquanto que essa citocina atua no controle da resposta imune desencadeada pela
infeccdo de células BeWo por Udi2CH-05, categoria C. callosus/cultura. A producdo de TGF-
B detectada mediante a infec¢do por UdilCH-05 C. callosus/cultura ou por Udi2CH-05 de
ambas as categorias, demonstra que essa citocina atua na imunorregulacdo de células
infectadas, enquanto que a infec¢do por UdilCH-05, categoria cultura sugere que outras
citocinas anti-inflamatdrias possam participar da imunorregulacédo, pois 0 aumento do indice

de apoptose coincidiu com a diminuigdo da producdo de TGF-p.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Apoptose. Cepas atipicas.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that presents different strain types and
degrees of virulence. The strains are classificated like clonal or typical and exotic or atypical.
This parasite presents several evasion mechanisms, which guarantees the successful
replication in the host cell and, between these mechanisms, there is ability to modulate
apoptosis of infected cells as well of cells in the microenvironment of infection. The present
work aimed to evaluate de ability of two atypical strains of T. gondii (UdilCH-05 and
Udi2CH-05) on modulation of apoptosis in BeWo cells, the susceptibility of these cells by
infection, as well as the influence of those strains on the standard of secretion of cytokines by
the trophoblastic cells lineage. These parameters were evaluated from the perspective of the
immediate origin of the strains derived directly from cell culture or from animals and
maintained for a short period in culture (here called Calomys callosus / culture). The UdilCH-
05 culture category upregulated apoptosis from 12 hours post infection, and from 2 hours of
infection by Udi2CH-05, culture category, apoptosis was uncontrolled in BeWo cells. The
condition C. callosus / culture of both strains didn’t control apoptosis when compared to
uninfected control. BeWo cells infected with Udi2CH-05, C. callosus / culture category
produce high levels of IL-12 in the early stages of infection, suggesting a typical
inflammatory response. Levels of TNF-a were higher in the early stages of infection and with
a gradual decrease production, coinciding with failure to induce apoptosis when cells were
infected BeWo Udi2CH-05, C. callosus / culture category. The levels of IL-10 found during
infection of BeWo cells by UdilCH-05 indicate that other cytokines may be involved in the
control of infection, whereas this cytokine acts in controlling the immune response induced by
infection of cells by BeWo Udi2CH-05, C. callosus / culture category. The production of
TGF-B detected by infection UdilCH-05 C. callosus / culture or Udi2CH-05 of both
categories, shows that this cytokine acts in the immunoregulation of infected cells, whereas
infection by UdilCH-05, culture category, suggests that other anti-inflammatory cytokines
can participate in immunoregulation, since the increase the apoptosis rate coincided with the

decreased production of TGF-p.

Keywords: Toxoplasma gondii. Apoptosis.Atypical strains.
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1. INTRODUCAO

Toxoplasma gondii é o agente etiolégico da toxoplasmose, uma doenca que geralmente
cursa de maneira assintomatica, acometendo uma ampla variedade de hospedeiros com alta
prevaléncia na populagédo humana (LIMENITAKIS; SOLDATI-FAVRE, 2011). A populagdo
de T. gondii apresenta estrutura complexa com cepas tipicas ou clonais e atipicas ou exdticas
(AJZENBERG et al., 2004).

Trés linhagens clonais de T. gondii podem ser identificadas: tipo I, representada por
parasitos que causam infec¢des letais em camundongos; tipo Il, com viruléncia intermediéria;
e tipo 111, que apresenta baixa viruléncia (STUTZ et al., 2012). A viruléncia de T. gondii é de
dificil compreensdo pelo fato de este parasito ser capaz de infectar uma consideravel
diversidade de hospedeiros (DUBREMETZ; LEBRUN, 2012). Sendo assim, a
susceptibilidade a infecgéo é variavel, enquanto camundongos podem morrer em poucos dias
de infeccéo, ratos podem nem desenvolver a doenga, demonstrando que ndo somente fatores
relacionados ao parasito podem estar envolvidos, mas fatores ligados ao hospedeiro podem
influenciar a viruléncia de T. gondii (DUBREMETZ; LEBRUN, 2012). Para a defini¢do da
viruléncia parametros como a capacidade de multiplicacdo do parasito, o estimulo a resposta
imune, a cepa de T. gondii e 0 hospedeiro sdo observados (DUBREMETZ; LEBRUN, 2012).

Na Africa e no Brasil existe alta frequéncia de tipos clonais mistos de T. gondii
(LINDSTROM et al., 2008, DUBEY et al., 2012b). A caracterizagdo genotipica de cepas
atipicas ou exoticas revela que existe uma combinacdo incomum dos tipos clonais I, Il e 111,
alem de alelos ndo encontrados nas cepas tradicionais (BOUGHATTAS et al., 2011),
sugerindo que a grande diversidade genética encontrada em cepas atipicas é o resultado de
frequente recombinacao génica (SU et al. 2010; KHAN et al. 2011).

Existem dois grupos de risco potencial para esta parasitose: individuos imunodeprimidos e
gestantes primo infectadas, sendo que estas apresentam potencialidade de transmitir
verticalmente a toxoplasmose (SILVA; LANGONI, 2009). A taxa de infeccdo fetal é
crescente durante a gestacdo, embora o grau de gravidade da doenca para o feto seja menor
nos estéagios finais da gestacdo (GARCIA-MERIC et al.,2010; BOUGHATTAS et al., 2011).
A primo infec¢cdo materna ndo € mandatoria para a infeccdo fetal; entretanto, caso ocorra a
transmissdo vertical, existe possibilidade da ocorréncia de graves defeitos fetais e mesmo o
abortamento (BOUGHATTAS et al., 2011). Levando-se em conta que a infeccdo por T.
gondii é potencialmente grave para o feto e que a diversidade genética das cepas relaciona-se
com diferentes graus de patogenia de T. gondii, faz necessario o estudo das cepas atipicas em

células trofoblasticas humanas no sentido de adicionarmos dados para melhor compreensédo da
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complexa interacdo que se estabelece no microambiente placentario quando da infeccéo por T.
gondii com cepas atipicas, pois as cepas UdilCH-05 e Udi2CH-05 (SALOMAO et al., 2007)
sdo Unicas e podem apresentar comportamentos também Unicos quando em contato com a
mée e o feto durante a gestagcdo. Assim, pretende-se compreender o controle exercido pelas
cepas de T. gondii da cidade de Uberlandia (UdilCH-05 e Udi2CH-05) nos eventos de
modulacdo da apoptose e secre¢do de citocinas em comparacgdo a estudos ja realizados pelo
nosso grupo com cepas clonais, como RH e ME-49 (ANGELONI et al., 2009).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Toxoplasma gondii e interacdo parasito-hospedeiro

Toxoplasma gondii foi encontrado inicialmente em tecidos do roedor Ctenodactylus
gundi, frequentemente utilizado como modelo experimental para estudos sobre a leishmaniose
no Instituto Pasteur, na Tunisia. Primeiramente, o parasito foi identificado como uma espécie
do género Leishmania, mas estudos posteriores revelaram tratar-se de uma espécie nova de
protozoério, e entdo foi denominado T. gondii (NICOLLE; MANCEAUX, 1909). No Brasil,
Splendore (1908) encontrou a mesma espécie do parasito em coelhos e, em seus primeiros
estudos também classificou o parasito no género Leishmania, erro que foi logo corrigido.

Toxoplasma gondii € um membro do filo Apicomplexa, no qual séo classificados diversos
patégenos protozodrios de importadncia humana e veterinaria, como Plasmodium spp.,
Cryptosporidium spp. e Eimeria spp. (SULLIVAN; JEFFERS, 2012). T. gondii é parasito
intracelular obrigatério com notavel capacidade de infeccdo, podendo infectar diferentes
espécies de mamiferos e aves em todo o mundo (SULLIVAN; JEFFERS, 2012).

O parasito possui forma de meia lua, com extremidade anterior pontiaguda e posterior
arredondada (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). E envolto por membrana complexa,
denominada pelicula, associada com elementos do citoesqueleto garantindo a integridade
estrutural e a motilidade do parasito, além de organelas tipicas de células eucaridticas, como
nucleo, mitocondria, complexo de Golgi, ribossomos e reticulo endoplasmatico, além de uma
organela crucial para o parasito denominada apicoplasto (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012). O apicoplasto contém um genoma circular que deve ser replicado e expresso e,
alteracdes nesta organela resultam na morte de T. gondii, sendo, portanto um alvo para
medicamentos contra esse parasito (McCFADDEN, 2011). Além disso, o apicoplasto esta
envolvido na sintese de &cido lipdico, um nutriente essencial e cofator para o complexo
piruvato desidrogenase durante o ciclo de Krebs (LALIBERTE; CARRUTHERS, 2008;
ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

As estruturas secretoras, micronemas, roptrias, granulos densos juntamente com o condide
formam o complexo apical, envolvido no processo de invasao celular e localizado na regido
anterior (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). A invaséo celular por T. gondii consiste
em um evento complexo e depende de multiplos fatores de regulacdo (BLADER; SAEIL,
2009), tais como a motilidade e reconhecimento do parasito mediante interacbes com a
membrana da célula hospedeira, seguido da formacdo do vacuolo parasitéforo (BESTEIRO;
DUBREMETZ; LEBRUN, 2011). A adesdo do parasito a célula hospedeira para a

consequente invasao requer a atuacdo de proteinas de micronemas, como MIC2, na secre¢do
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de adesinas dependente de célcio, que reconhecem receptores da célula hospedeira permitindo
a orientacdo do parasito e fixagio (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Inicialmente os parasitos se aproximam da célula hospedeira e apresentam uma moderada
afinidade de proteinas tais como SAGs (antigenos de superficie) e SUSAs (antigenos de
superficie ndo relacionados a SAG) com a célula hospedeira (BOOTHROYD et al., 1998;
POLLARD et al., 2008). Apds a adesdo do parasito a membrana da célula hospedeira ocorre
uma elevacdo nos niveis de célcio intracelular, promovendo mudangas nas micronemas do
parasito e consequente exocitose de seu contetido (BLADER; SAEIJ, 2009). Adicionalmente
a exocitose por constituintes do complexo apical, ocorre movimento do tipo “glinding” do
parasito permitindo seu deslocamento em direcdo a célula hospedeira (DUBREMETZ;
LEBRUN, 2012).

Novos sinais sdo ativados e promovendo a exocitose de proteinas constituintes das
roptrias (BLADER; SAEIJ, 2009) denominadas RON2, RON4, RON5 e RONS, que irdo se
ligar a uma proteina de micronema denominada AMA1l (ALEXANDER et al., 2005;
STRAUB et al., 2009), uma proteina distribuida por toda a superficie do parasito e crucial
para a invasio (ALEXANDER et al., 2005; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012) e para a
proliferacdo do taquizoita no interior da célula hospedeira (SANTOS et al., 2011a). Juntas,
essas proteinas promovem significativamente a locomocéao do parasito em dire¢do ao interior
da celula hospedeira (BLADER; SAEIJ, 2009). A invasdo é um processo rapido (15 a 30
segundos) no qual a adesdo da extremidade apical do parasito a membrana da célula
hospedeira forma uma estrutura denominada juncdo em movimento, que ira se mover a partir
da extremidade apical em direcdo a regido posterior do parasito, promovendo a internalizacdo
do parasito para um vactolo parasitoforo (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

No interior da célula hospedeira o parasito se encontra protegido pelo vacuolo
parasitéforo que, apo6s modificacbes bioquimicas, a fusdo com lisossomos ou vesiculas
citoplasmaticas é blogqueada (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Com a secrecio de
proteinas dos granulos densos (GRA), o parasito modula o intercAmbio de nutrientes
necessarios para a sua sobrevivéncia no interior do vacuolo parasitoforo, além de manipular o
metabolismo da célula hospedeira (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Estudos demonstraram que a proteina de micronema MIC8 de T. gondii é essencial para o
processo de invasdo celular e que, na auséncia desta proteina, o parasito se torna incapaz de
aderir a célula hospedeira (MEISSNER et al., 2002; KESSLER et al. 2008). A secrecdo de
proteinas por T. gondii para o interior da célula hospedeira, a partir de micronemas, roptrias e

granulos densos, resulta no acimulo das mesmas na membrana de vacuolos parasitéforos
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(LECORDIER et al., 1999; HAKANSSON; CHARRON; SIBLEY, 2001; ROSOWSKI et al.,
2011), que sdo compartimentos ligados a membrana plasméatica formados no momento da
invasdo (SULLIVAN; JEFFERS, 2012).

Verificou-se que a proteina quinase de roptria, denominada ROP18 da cepa tipo | de T.
gondii é capaz de fosforilar o sitio de ligacdo do nucleotideo de determinadas IRGs (GTPases
— enzimas que promovem a hidrolise de GTP - relacionadas com a imunidade), prevenindo a
oligomerizacéo e a hidrdlise de GTP, o que inibe o acumulo de proteinas na membrana de
vactolos parasitoforos promovendo a protecdo do parasito contra destruicdo pela célula
hospedeira (FENTRESS et al., 2010; STEINFELDT et al., 2010).

2.2. O ciclo de vida

O parasito possui diferentes estagios de infec¢do: taquizoita, no qual o parasito se
multiplica rapidamente; bradizoita, quando o parasito prolifera de forma mais lenta; e
esporozoita, forma encontrada, no interior de oocistos 0s quais sdo liberados para 0 meio
ambiente por meio das fezes dos hospedeiros definitivos (CENCI-GOGA et al., 2011). A
forma taquizoita é encontrada principalmente na fase aguda da infeccdo e demonstra alta
capacidade de multiplicacdo, principalmente em tecidos musculares, oculares, placenta
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004), células nucleadas do sangue e neurdnios
(DUBREMETZ; LEBRUN, 2012).

Os vacuolos parasitoforos formados durante a invasao da célula hospedeira abrigam os
taquizoitas que se replicam rapidamente até que a célula se rompa, promovendo a liberacédo
desses parasitos que irdo invadir novas celulas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004,
BLADER; SAEIJ, 2009). De acordo com Di Cristina e colaboradores (2008), a conversao da
forma taquizoita para a forma bradizoita ocorre em resposta a pressao imune do organismo
hospedeiro.

A forma bradizoita permanece em estado latente no interior de cistos teciduais com
paredes finas e rigidas para que continuem viaveis na célula hospedeira sem promover uma
resposta imune vigorosa no hospedeiro (SULLIVAN Jr.; SMITH; JOYCE, 2009; HUNTER,;
SIBLEY, 2012). Morfologicamente, bradizoitas sdo semelhantes aos taquizoitas, porém mais
finos, com nucleo deslocado do centro para a regido posterior, roptrias mais eletron densas,
poucos granulos densos, maior quantidade de micronemas, acUmulo de granulos de
amilopectina e com reducdo dramética de divisbes celulares (SULLIVAN Jr.; SMITH;

JOYCE, 2009). Apos a ingestdo de carne mal passada contendo cistos ou agua contaminada
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com oocistos, a parede dos cistos ou oocistos € degradada por enzimas presentes no estbmago
do hospedeiro, promovendo a liberacdo dos bradizoitas (SULLIVAN; JEFFERS, 2012).

Felinos séo os hospedeiros definitivos para T. gondii. Apés a ingestdo de cistos teciduais
pelos felinos, ocorrera no epitélio intestinal destes animais a fase sexuada da reprodugdo do
parasito com a formacdo de macro e microgametas (gameta masculino e feminino) por
processo denominado merogonia, que irdo se fundir e entdo formar o zigoto que sera
eliminado nas fezes como oocisto que se tronara infectante (HUNTER; SIBLEY, 2012;
SULLIVAN; JEFFERS, 2012). A fusdo dos gametas origina oocistos diploides que, sendo
eliminados nas fezes do hospedeiro, se dividem por meiose gerando oocistos maduros,
contendo oito esporozoitos hapldides (HUNTER; SIBLEY, 2012) (Figura 1).

Os oocistos maduros séo altamente infecciosos, podendo infectar diferentes hospedeiros
pela cadeia alimentar ou pela agua (SULLIVAN; JEFFERS, 2012). A ingestéo de oocistos é a
principal rota de transmisséo de T. gondii em seres humanos e em outros animais (BOYER et
al., 2011; HILL et al.,, 2011). Apds a ingestdo, oocistos liberam 0s esporozoitos que irdo
invadir o epitélio intestinal e se transformar em taquizoitas, que se multiplicam rapidamente
por reproducdo assexuada, colonizando diferentes tecidos do hospedeiro, estimulando uma
resposta imune intensa (PAN et al., 2012) (Figura 1). Estima-se que uma a cada trés pessoas
esteja infectada pelo parasito (SULLIVAN; JEFFERS, 2012).
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Figura 1: Representacdo do ciclo de vida de Toxoplasma gondii. Felinos sdo os hospedeiros
definitivos para o parasito, e no trato intestinal ocorre a fase sexuada do ciclo promovendo a
formacdo dos gametas masculino e feminino por merogonia no interior de enterécitos. A
fusdo dos gametas forma oocistos ndo esporulados e que serdo eliminados para 0 ambiente
juntamente com as fezes. Apds a liberacdo, os oocistos passam por esporulacdo, formando
oocistos diploides, contendo quatro esporozoitos no interior de cada um, totalizando oito
esporozoitos em cada oocisto. A replicagdo de forma assexuada ocorre em hospedeiros
intermediarios. A infeccdo aguda se verifica pela disseminacdo de taquizoitas em
praticamente todos os tecidos do hospedeiro. A diferenciacdo de taquizoitas para bradizoitas,
que permanecem abrigados em cistos teciduais, impede a eliminacdo do parasito pelo
sistema imune do hospedeiro, caracterizando a fase cronica da infeccdo. A ingestdo dos
cistos teciduais devido a coccdo incorreta de carne contaminada promove a transmissdo do
parasito para hospedeiros intermediarios ou definitivos, quando neste ultimo caso, o ciclo
reinicia. A ingestao de oocistos devido a contaminacdo de 4gua e alimentos ingeridos crus. A
toxoplasmose acomete diversos tecidos sendo mais severa em tecidos imunoprivilegiados
como a placenta (HUNTER; SIBLEY, 2012 — adaptado).

2.3. A toxoplasmose

A toxoplasmose tem forte impacto econémico por infectar animais como ovelhas, bovinos
e cabras, interferindo na qualidade da carne e afetando a reproducdo dos animais (SILVA,;
LANGONI, 2009). O parasito também pode ser encontrado em ratos, cées e gatos domésticos
(BOJAR; SZYMANSKA, 2010).

A toxoplasmose representa alto impacto também na salide humana, principalmente pela
possibilidade de transmissdo do parasito via placenta (SILVA; LANGONI, 2009). Em
humanos, fatores como as condi¢fes sanitarias e do ambiente, aléem de habitos alimentares,
influenciam na frequéncia de infecgdo por T. gondii (BOJAR; SZYMANSKA, 2010). A
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infeccdo ocular por T. gondii é a maior causa de retinocoroidite tanto em individuos
imunossuprimidos quanto em imunocompetentes (WALLACE; STANFORD, 2008; DUBEY
et al., 2012a). A transmissdo vertical do parasito tem resultados devastadores sobre o feto
infectado, causando retardo mental, alterages visuais e auditivas, e abortamento (WEISS;
DUBEY, 2009).

A expressdo “transmissdo vertical” inclui rotas de transmissdo do parasito da mée
infectada para o feto antes, durante e apds o parto, enquanto que a transmissdo congeénita se
refere a transmissdao de T. gondii de uma mulher que adquiriu a infeccdo durante a gestacao
(CARLIER et al., 2012). A transmissdo materno-fetal de T. gondii ocorre, sobretudo via
transplacentaria devido a invasdo do trofoblasto pelo parasito e a sua resisténcia pelo
hospedeiro (CARLIER et al.,, 2012). Entretanto, a infeccdo aguda materna ndo resulta
necessariamente na infecgéo do feto (CARLIER et al., 2012).

Estimativas da infecgé@o pelo parasito de acordo com a idade gestacional sugerem que: 6%
das mées podem transmitir 0 parasito para o concepto quando infectadas no primeiro trimestre
de gestacdo, 22-40% no segundo trimestre e 58-72% infectadas no ultimo semestre de
gestacdo (MONTOYA; REMINGTON, 2008; RABILLOUD; WALLON; PEYRON, 2010).
De acordo com Dubey e colaboradores (2012b), no Brasil altas taxas de soroprevaléncia (36-
92%) foram encontradas em gestantes. Esses dados indicam que a soroprevaléncia de T.
gondii em gravidas no pais € uma das maiores em todo o mundo (TENTER; HECKEROTH,;
WEISS, 2000; DUBEY, 2012b). A prevaléncia de recém-nascidos infectados é de 5 em 1000
bebés em Uberlandia, Minas Gerais (SEGUNDO et al., 2004).

A maioria das criangas infectadas de forma congénita é assintomatica ao nascer e algumas
manifestardo sintomatologia durante a infancia ou ainda na vida adulta (McLEOD et al.,
2009; DELAIR et al., 2011). Os casos sintomaticos sao caracterizados principalmente pela
doenca ocular, podendo o paciente apresentar retinocoroidite, catarata, estrabismo ou
nistagmo e até mesmo cegueira total (DUBEY et al., 2012b).

Raramente a transmissdo congénita é documentada a partir de mées infectadas alguns
meses antes da gravidez e a transmissdo de T. gondii em mulheres imunocompetentes ocorre
quando a mée adquire a infeccdo durante a gestacdo (DUBEY et al, 2012b). Estudos recentes
confirmam que bebés infectados via transplacentaria apresentam taquizoitas viaveis no sangue
circulante até trés meses apds o nascimento (CARNEIRO et al.,, 2013). A infeccdo pelo
parasito no inicio da gestacdo pode levar a graves danos ao feto e as manifestacdes clinicas

que dependem do momento em que houve a infeccdo (BOUGHATTAS et al.,, 2011). No
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altimo trimestre de gestacdo a possibilidade de infeccdo € maior, mas com menores danos
para o feto (GARCIA-MERIC et al.,2010).

A toxoplasmose congénita pode provocar o aborto ou caso o feto sobreviva, graves danos
neurolégicos e oftalmoldgicos (BOUGHATTAS et al,, 2011). O gendtipo do parasito
influencia na severidade da doenca (BOUGHATTAS et al., 2011) e, segundo Delhaes e
colaboradores (2010), a toxoplasmose congénita causada por cepas atipicas € mais grave em
comparacdo a infeccdo por cepas tipicas pois gestantes infectadas com uma cepa atipica de T.
gondii demonstrou que em seis, em um total de oito casos identificados, resultaram em
toxoplasmose congénita mais grave levando a interrupcdo médica da gestacdo ou morte do
bebé poucos dias ap6s o nascimento (DELHAES et al. 2010). Além disso, em trés dos oito
casos, a infeccdo foi adquirida durante o terceiro trimestre de gestacdo (DELHAES et al.
2010). Acredita-se que ao contrario do comumente observado em infec¢des por cepas tipicas,
infeccdes durante o terceiro trimestre por cepas atipicas do parasito causem graves danos ao
feto (GILBERT et al., 2008).

2.4. A resposta imune a Toxoplasma gondii

A partir do momento em que cistos teciduais sdo ingeridos, a parede que os envolve é
dissolvida por enzimas presentes no trato gastrointestinal do hospedeiro tornando os parasitos
livres para invadir células epiteliais ou enterdcitos no intestino delgado e, posteriormente,
disseminam para demais tecidos (BUZONI-GATEL et al., 2006).

Quando enterdcitos sdo infectados por T. gondii, podem atuar como celulas
apresentadoras de antigenos (APCs) e ainda secretar moléculas citotoxicas como 0xido
nitrico, quimiocinas, citocinas como IFN-y (interferon gama), interleucinas (IL) 1 e 6, ¢ fator
estimulador de colénias de macréfagos e granulécitos (GM-CSF) (MENNECHET et al.,
2002; BUZONI-GATEL et al., 2006). Quimiocinas e citocinas atraem células do sistema
imune inato e estimulam a producdo de IL-12 (SHIN et al., 2011). IL-12, por sua vez,
estimula células T e NK (natural killer) a secretarem IFN-y, que, em resposta ativa células do
sistema imune inato para destruicdo do parasito, danificando a integridade do trato intestinal
(SHIN et al., 2011). Assim, IFN-y ¢ uma peca chave na resposta imune a T. gondii, pois tem a
propriedade de limitar a replicacdo do parasito na célula hospedeira (SULLIVAN; JEFFERS,
2012).

Os linfocitos T CD4+ presentes na lamina propria do intestino delgado produzem niveis
elevados de IFN-y ¢ TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) auxiliando a resposta imune

(MENNECHET et al., 2002; BUZONI-GATEL et al., 2006). As citocinas IL-12 e IFN-y
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atuam de forma conjunta para impedir a proliferacdo de T. gondii, prevenindo a morte do
hospedeiro e consequentemente do parasito (NGUYEN et al., 2003). A ativacdo de
macrdfagos por IFN-y e TNF-o consiste em um importante mecanismo de defesa do cerebro
contra T. gondii (SILVA; LANGONI, 2009).

Estudos realizados por Shin e colaboradores (2011) demonstraram que o indculo
intraduodenal de T. gondii em camundongos promoveu a disseminagédo lenta do parasito e
inibiu uma resposta imune no hospedeiro. Apesar de ndo haver aumento de IFN-y, foi
detectada linfopenia, que pode ter permitido a proliferacdo de taquizoitas e induzido a morte
dos hospedeiros (SHIN et al., 2011).

GTPases relacionadas com a imunidade, denominadas IRGs, p47 ou somente GTPases,
sdo as maiores contribuintes para a resisténcia de celulas hospedeiras contra patdgenos
intracelulares como T. gondii (MARTENS; HOWARD, 2006; TAYLOR, 2007; HUNN et al.,
2011). Varios membros da familia das proteinas IRG sdo expressos em diferentes tipos
celulares por inducdo de IFN-y, sendo que alguns desses membros como Irga6 (IIGP1) e
Irgh6 (TGTP), na presenga de uma cepa virulenta de T. gondii, se deslocam de
compartimentos citoplasmaticos especificamente para a membrana do vacuolo parasitoforo
(MARTENS et al., 2005; MARTENS; HOWARD, 2006; KHAMINETS et al., 2010). Esse
deslocamento promove a formacdo de vesiculas e posteriormente a ruptura da membrana do
vacuolo parasitéforo levando a morte do parasito (MARTENS et al., 2005; LING et al., 2006;
ZHAO et al., 2009). A atividade enzimatica necessaria para a acdo antimicrobiana se deve a
Irga6 ativada em complexos oligoméricos, sendo fator essencial o acimulo de Irga6 na
membrana do vacuolo parasitéforo para acdo contra patogenos (PAWLOWSKI et al., 2011).
Portanto, o0 mecanismo de atuacdo de proteinas IRGs representa uma via de defesa do
hospedeiro contra T. gondii (PAWLOWSKI et al., 2011).

A resposta imune tipica ao parasito é mediada por células e predominantemente
proinflamatdria, denominada do tipo Th1(T helper 1). Durante o periodo gestacional a
resposta é predominantemente caracterizada por um perfil anti-inflamatério conhecido como
Th2 (T helper 2), com producdo de citocinas anti-inflamatorias por células NK uterinas,
linfocitos e macrofagos maternos, as quais sdo também sintetizadas por células de origem
fetal como o trofoblasto (CHALLIS et al., 2009).

Interleucina 10 é capaz de controlar a sintese de IFN-y a partir de linfocitos e células NK,
contribuindo para o sucesso gestacional €, ao mesmo tempo, prevenindo uma forte resposta
imune a presenca T. gondii (SILVA; LANGONI, 2009). Um perfil de reposta Thl de modo

acentuado na gravidez pode resultar na rejeicdo do feto, gerando abortos recorrentes (SILVA,
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LANGONI, 2009). A auséncia de mecanismos regulatérios na producdo de citocinas
conduzem a casos de aborto espontdneo, pré-eclampsia e problemas intrauterinos
potencialmente incompativeis com a continuidade da gestagdo (ORSI; TRIBE, 2008).

De acordo com Barbosa e colaboradores (2008), T. gondii tem extrema habilidade para
invadir e replicar em células trofoblasticas da linhagem BeWo quando estimuladas com as
citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-B1 (Fator de crescimento transformante 1) ou
quando tratadas com a citocina proinflamatoria IFN-y.

A imunidade materna pode ser um fator limitante para a transmissdo e desenvolvimento
de infecgdes no feto ou recém nascido (CARLIER et al., 2012). Portanto, é necessario que
haja um equilibrio entre os perfis Thl e Th2 para permitir o sucesso da gestacdo
(CARRUTHERS; SUZUKI, 2007; MAUBON et al. 2008; CHALLIS et al., 2009).

Estudos anteriores revelam que recém-nascidos e criangas sdo capazes de desenvolver
respostas especificas do tipo Thl de forma semelhante a adultos (FATOOHI et al., 2003;
GUGLIETTA et al., 2007; CIARDELLI et al., 2008; CHAPEY et al., 2010). De acordo com
Carlier e colaboradores (2012), recém-nascidos infectados de forma congénita por
Trypanosoma cruzi sdo capazes de superar a imaturidade do sistema imunoldgico, pois
células T e dendriticas apresentam defeitos quantitativos e qualitativos durante o periodo
neonatal, limitando o desenvolvimento de resposta contra o parasito, além de haver uma
polarizacéo do perfil de resposta para o tipo Th2, essencial para a sobrevivéncia do feto.

No curso de infeccBes transplacentarias, a expressdo de TLR (receptores do tipo Toll) é
reforcada em células trofoblasticas (HARTGERS et al., 2008). Os receptores TLR-2 e TLR-4
sdo capazes de reconhecer padrdes de patdgenos associados a membrana de T. gondii, T. cruzi
e Plasmodium falciparum (McCALL et al., 2007; TARLETON, 2007; EGAN et al., 2009).

A resposta imune humoral tem o potencial de auxiliar no combate a infeccdo, uma vez que
anticorpos do tipo 1gG maternos contribuem para a reducdo da parasitemia na placenta pelo
aumento da captacdo de parasitos opsonizados, além da transferéncia desses anticorpos para o
feto (REDLINE, 2006) em resposta a infeccdo por patdégenos como T. gondii, T. cruzi e
Plasmodium sp.(CORREA et al., 2007; HAFALLA,; SILVIE; MATUSCHEWSKI, 2011).

2.5. Cepas de Toxoplasma gondii

Existem trés linhagens clonais principais de T. gondii: tipo I, Il e 1ll. A patogenia destas
cepas foi definida em camundongos sendo que a cepa tipo | causa infecgdes letais, tipo I,
possui viruléncia moderada e tipo Il € de baixa viruléncia (STUTZ et al., 2012). A estrutura

clonal de T. gondii é composta por um baixo nivel de divergéncias genéticas, sendo de 1 a 2%
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de diferencas na sequéncia do DNA das trés linhagens (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012).

A maioria das cepas encontradas na América do Sul, Africa, ou Asia ndo se classifica
entre as linhagens clonais, exceto a linhagem clonal tipo 11l que é considerada cosmopolita
(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Como exemplos de cepas clonais tipo I, verifica-
se PIL, BK e ATIH; tipo II, ME49, BEV e BOU; e do tipo Ill, NED, CEP e LGE97-3
(AJZENBERG et al., 2004). A tentativa de agrupar as diferentes cepas de acordo com as
caracteristicas génicas e dificultada devido a polimorfismos Gnicos que ndo permitem a
classificacdo em um grupo especifico, pois cepas atipicas podem apresentar combinacdes
génicas que conferem fendtipo virulento, de moderada ou baixa viruléncia (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

Robert-Gangneux e Dardé (2012) afirmam que na Europa cepas do tipo Il s&o
predominantes, as do tipo Il sdo encontradas apenas em determinadas regides, enquanto
demais gendtipos sdo pouco comuns, e, na América do Norte, bem como na Europa,
encontram-se cepas dos tipos Il e I, embora se verifique demais genotipos. Na America
Central e do Sul encontra-se alta diversidade genetica, caracterizada por cepas atipicas,
enquanto cepas tipo | e Il sdo pouco comuns, enquanto na Asia, ha baixa diversidade genética
em relacdo a América do Sul, embora cepas do tipo Il sejam encontradas (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012). No continente africano, cepas atipicas sdo normalmente
encontradas, assim como cepas clonais tipo 1l e tipo 11l (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012). A expansdo geografica de gendtipos idénticos entre os continentes pode ter sido
facilitada por atividades humanas promovendo a antropizacdo de areas até entdo consideradas
selvagens, mas também a migracdo de aves, além de roedores e felinos, sendo esses ultimos
nos navios negreiros, durante o periodo de escraviddo (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012).

A existéncia de cepas atipicas relaciona-se a ciclos regulares de reproducdo sexuada e
cruzamento em areas onde animais selvagens desempenham papel mais significativo na
transmissdo do parasito (AJZENBERG et al., 2004; KHAN et al., 2007; GRIGG; SUNDAR,
2009). Evidéncias indicam que a autofertilizacdo € uma importante etapa que conduz a
expansdo e transmissao de parasitos com variacdo genética (WENDTE et al., 2010). As taxas
relativas de cruzamento e autofecundacdo de T. gondii sdo determinadas pela frequéncia de
infeccdes por mais de uma cepa do parasito em hospedeiros intermediarios que mais tarde sdo

predados por felinos (PAN et al., 2012). Entretanto, infeccdes multiplas s&o raras devido a
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resposta imune gerada pelo hospedeiro durante o primeiro contato com o parasito, que tenta
impedir uma reinfeccdo (SIBLEY; AJIOKA, 2008).

No Brasil, a toxoplasmose ocular em criangas infectadas congenitamente estd associada a
gendtipos atipicos de T. gondii (GILBERT et al., 2008). Do mesmo modo, casos graves de
toxoplasmose foram relatados em pacientes imunocompetentes relacionados a infecgcdo por
cepas exoéticas do parasito (AJZENBERG et al. 2004; DEMAR et al. 2007; ELBEZ-
RUBINSTEIN et al. 2009; GRIGG; SUNDAR, 2009; DELHAES et al. 2010; POMARES et
al. 2011).

Dubey e colaboradores (2012a) demonstraram que, pelo menos em camundongos, a
infecgcdo por T. gondii pode causar enterite severa ou até mesmo ser letal independentemente
de diferencas genéticas entre cepas. Entretanto, 0 mesmo grupo também verificou que
oocistos de determinadas cepas podem ser mais ou menos patogénicas, destacando as
diferencas na constituicdo protéica de acordo com a diversidade genética. Sendo assim, o
mapeamento genético é de fundamental importancia na identificacdo de genes responsaveis
pela diferenca natural de viruléncia de T. gondii (SIBLEY, 2009).

No estado de Minas Gerais existe uma ampla diversidade genética em cepas de T. gondii
(CARNEIRO et al., 2013). Estudo realizado com galinhas caipiras (Gallus gallus domesticus)
naturalmente infectadas por Toxoplasma gondii em areas urbanas e suburbanas da cidade de
Uberlandia (MG) revelaram a presenca de duas cepas de T. gondii as quais foram
denominadas de UdilCH-05 e Udi2CH-05 (SALOMAO et al., 2007).

Para a genotipagem dos isolados, foram utilizados doze primers diferentes, verificando-se
que as cepas Udil-CHO5 e Udi2-CHO5 sédo o resultado de recombinacfes genéticas das trés
linhagens clonais T. gondii, além de alelos ndo comuns a cepas tradicionais do parasito.
Enguanto Udil-CHO5 possui cinco marcadores genéticos da cepa tipo I, dois para tipo Il e
cinco para tipo 111, Udi2-CHO5 apresenta nove marcadores para o tipo I, um para tipo Il e um
para tipo 11, além de um alelo atipico daqueles encontrados nos tipos I, Il e Ill do parasito,
denominado c22-8 (SALOMAO et al., 2007).

As duas cepas diferem em relacdo ao tempo necessario para romper a célula hospedeira e a
formac&o de cistos teciduais, indicando diferenca de viruléncia entre as mesmas (SALOMAO
et al., 2007). Células fibroblasticas da linhagem HFF quando infectadas por essas cepas
atipicas demonstram comportamentos diferenciados: engquanto UdilCH-05 replica mais
lentamente no interior da célula hospedeira, a cepa Udi2CH-05 é capaz de replicar e romper
as células hospedeiras em menor intervalo de tempo (SALOMAO et al., 2007). Conforme

Salomao e colaboradores (2007), a infec¢do por UdilCH-05 ou Udi2CH-05 in vivo resulta em
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baixa taxa de sobrevivéncia dos modelos experimentais roedores Calomys callosus e
Meriones unguiculatus (gerbil) e os camundongos Swiss, BALB/c e C57BL/6, o que
demonstra semelhancas de ambas as cepas atipicas com cepas virulentas de T. gondii.

2.6. Apoptose

A morte celular programada é caracterizada por alteracdes morfoldgicas e bioquimicas das
células e tem papel preponderante tanto no desenvolvimento embrionério quanto na vida
adulta de animais através da eliminacdo de células desnecessarias, células anormais ou nao
funcionais, como linfécitos T e B que ndo produzem antigeno-especificos, controle da
proliferacdo celular, maturacdo do sistema imune, defesa contra infeccGes virais e eliminagéo
de tumores (ALBERTS et al., 2008; RODRIGUES et al., 2012).

A apoptose é um tipo de morte celular induzida por um programa de suicidio estritamente
regulado e dependente da acdo de caspases (PARK, 2012) em que as células destinadas a
morrer ativam enzimas capazes de degradar o préprio DNA e proteinas nucleares e
citoplasmaticas (ROBBINS et al., 2007). A apoptose € 0 mecanismo mais conhecido de morte
celular e, durante esse processo, verifica-se: encolhimento e condensacdo do conteudo; perda
da funcéo estrutural do citoesqueleto; desaparecimento do envelope nuclear e condensagéo do
nucleo com posterior rompimento da cromatina; formagéo de estruturas semelhantes a bolhas
alem de alteracGes quimicas na superficie da célula; fragmentacdo da célula formando os
chamados corpos apoptoticos (ALBERTS et al., 2008). A membrana plasmatica da célula
permanece intacta, entretanto é alterada de maneira que a célula e seus fragmentos tornam-se
alvos de fagocitos (ROBBINS et al., 2007). Assim, células em processo de apoptose sdo
fagocitadas por macréfagos ou células adjacentes evitando que o conteudo extravase,
prevenindo a ocorréncia de uma resposta imune (ROBBINS et al., 2007; ALBERTS et al.,
2008).

As moléculas efetoras da apoptose sdo denominadas caspases pelo fato de serem proteases
de cisteina que clivam proteinas especificas como as do citoesqueleto na regido C-terminal em
residuos de aspartato (LODISH et al., 2002; ROBBINS et al., 2007). Caspases sdo
classificadas em dois grupos com base na sequéncia de ativacdo e atuacdo na apoptose:
caspases iniciadoras, tais como caspase-2, 8, 9 e 10, e caspases efetoras, tais como caspase-3 e
7 (PARK, 2012). As caspases 1, 4 e 5 estdo envolvidas na inflamacdo (FUENTES-PRIOR;
SALVESSEN, 2004).

As caspases sao sintetizadas como moléculas de zimogénio de cadeia Unica e requerem um

processo altamente regulado para ativagdo, que ocorre pela dimerizacdo dessas moléculas
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(PARK, 2012). Tanto a dimerizagdo quanto clivagens sdo fundamentais para a integridade dos
sitios ativos das caspases e consequentemente necessarios para a ativacdo (RIEDL; SHI,
2004). Durante a apoptose, as caspases sao ativadas para que possam clivar diferentes alvos,
resultando na ativacao de nucleases que degradam DNA e enzimas que destroem proteinas de
citoesqueleto e nucleares (ROBBINS et al., 2007).

Os chamados dominios de morte constituem uma superfamilia que compreende quatro
grupos: subfamilia dominio de morte (DD), subfamilia de dominios efetores de morte (DED),
subfamilia de dominios de recrutamento de caspase (CARD), e subfamilia de dominio pyrin
(PYD) (REED; DOCTOR; GODZIK,2004). As caspases iniciadoras 2 e 9 possuem dominios
de morte do tipo CARD enquanto as caspases 8 e 10 possuem o tipo DED, que interagem com
a regido N- terminal das caspases e, esses dominios sdo necessarios para a oligomerizacdo de
procaspases (FUENTES-PRIOR; SALVESSEN, 2004).

Trés vias principais podem desencadear a apoptose: a via do receptor de morte ou
extrinseca (ROBBINS et al., 2007); a via mitocondrial ou intrinseca; e a via mediada por
granzima B (HIEBERT; GRANVILLE, 2012) (Figura 2). A via extrinseca € desencadeada
por ligacdo de ligantes extracelulares especificos em receptores transmembrana,
principalmente os receptores membros da familia do fator de necrose tumoral (TNFR), que
ativam cascatas caspase-dependentes (KAUFMANN; EARNSHAW, 2000). Para remover
células desnecessarias ou potencialmente perigosas, o receptores de superficie celular,
pertencentes a superfamilia do fator de necrose tumoral, reconhecem os ligantes de morte para
desencadear o processo (PARK, 2012).

Os indutores de apoptose mais bem estudados sdo TNF-a, FasL (Fas ligante, tambem
conhecido como ligante Apo-1/CD95) e TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado a
TNF, também conhecido como Apo2L) (SPENCER; SORGER, 2011). A interacdo desses
ligantes a trimeros de receptores especificos causam modificacbes conformacionais que
ativam os complexos indutores de morte (DISCs) na cauda citoplasmatica desses receptores
(GONZALVEZ; ASHKENAZI, 2010).

Os DISCs contem multiplas proteinas adaptadoras que recrutam e promovem a ativacdo de
procaspases (SPENCER; SORGER, 2011). A composicdo dos DISCs difere no tipo de
receptor de morte e no tipo de internalizacdo do sinal (SCHUTZE; TCHIKOV;
SCHNEIDER-BRACHERT, 2008). Um aspecto marcante da familia de receptores de TNF é
a capacidade de ativar tanto cascatas proapoptéticas quanto de sobrevivéncia, além de ampliar
a sinalizacdo de morte em determinado local para permitir o equilibrio do processo
(SPENCER; SORGER, 2011).
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Os sinais de morte sdo promovidos pela ativacdo das procaspases iniciadoras 8 e 10 no
complexo DISC, e, este processo é modulado pela procaspase-8 inativa homologa a proteina
inibidora de FLICE (FLIP) (FUENTES-PRIOR; SALVESEN, 2004). Os sinais que
promovem a sobrevivéncia da célula geralmente estdo relacionados a ativacdo do fator de
transcricdo NF-xB, a inducdo da proteina quinase mitdégeno-ativado (MAPK) e cascata de
sinalizacdo da proteina quinase B (Akt) (FALSCHLEHNER et al., 2007). As caspases
iniciadoras recrutadas para o complexo DISC clivam procaspases efetoras 3 e 7 promovendo a
ativacdo de proteases (FUENTES-PRIOR; SALVESEN, 2004). As caspases efetoras clivam
proteinas estruturais essenciais como citoqueratinas e lamininas nucleares, além do inibidor
de DNase ativada por caspase (iCAD) que libera DNase (CAD) para digestdo do DNA
cromossdmico levando a morte celular (SPENCER; SORGER, 2011).

Na via intrinseca, a inducdo de morte ocorre por danos ou mau funcionamento da célula
causados por estresse, luz ultravioleta ou irradiacdo ionizante, ativacdo de oncogenes ou
exposicdo a substancias toxicas (KAUFMANN; EARNSHAW, 2000; PARK, 2012). Além
disso, essa via envolve a permeabilidade da membrana externa da mitocondria, um fator
necessario para a ativacdo de caspases efetoras (SCAFFIDI et al., 1998). A mitocondria é a
peca central da via intrinseca da apoptose e a caspase-9 € a principal iniciadora desse evento
(PARK, 2012).

A formacdo de poros € modulada por membros da familia de proteinas Bcl-2, assim
denominada devido a seu isolamento em células B de linfoma, que pode ser dividida em
quatro grupos principais: 1) as proteinas efetoras, Bax e Bak, que iniciam a formacao dos
poros na membrana externa da mitocondria; 2) as proteinas inibidoras de Bax e Bak, que se
associam a Bcl-2, Mcll e BclxL; 3) as proteinas ativadoras de Bax e Bak, como Bid e Bim; e
4) as proteinas sensibilizadoras, como Bad, Bik e Noxa, que antagoniza o efeito
antiapoptotico de proteinas como Bcl-2 (LETAI, 2008). Durante a via extrinseca, as caspases
iniciadoras sdo ativadas pelo complexo DISC e clivam Bid, formando tBid, que promove
mudancas conformacionais nas proteinas Bax e Bak, direcionando a oligomerizacdo
(SPENCER; SORGER, 2011). Os oligdmeros Bax e Bak criam poros ha membrana externa
da mitocdndria e favorecem a translocacéao citoplasmatica de reguladores criticos da apoptose,
como o citocromo c¢, encontrado no espacgo intermembranas (SPENCER; SORGER, 2011).

As proteinas da familia Bcl-2 sdo classificadas de acordo com a atividade especifica com a
presenca de dominios homologos de Bcl-2, chamados dominios BH (THOMADAKI;
SCORILAS, 2008; BRUNELLE; LETAI, 2009). Entre os membros que atuam com fatores
proapoptaticos, estdo as BAX, com os dominios BH1, BH2 e BH3 (LALIER et al., 2007),
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BAD e BID apresentando o dominio BH3 (MARDSEN; STRASSER, 2003). Os fatores
antiapoptéticos de Bcl-2 interferem na permeabilidade da membrana externa das
mitocondrias, blogueando a apoptose (THOMADAKI; SCORILAS, 2008; BRUNELLE;
LETAI, 2009).

A permeabilizagdo da membrana externa da mitocondria € um processo rapido e marca o
inicio da sinalizacdo para morte celular e, a partir deste ponto o processo ndo pode mais ser
revertido (CHIPUK; BOUCHIER-HAYES; GREEN, 2006; TAIT et al., 2010). O papel da
mitocdndria na ativacdo da apoptose é conhecido (PINKOSKI; WATERHOUSE; GREEN,
2006; WANG; YOULE, 2009) devido a importancia da liberagdo de citocromo c¢
(GOLDSTEIN et al, 2000; GOGVADZE; ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY, 2006),
promovendo a formacgdo do apoptossomo (ZOU et al., 1999). Uma vez translocado para o
citosol, o citocromo ¢ se combina com o fator 1 da protease ativadora de apoptose (Apaf-1) e
com a caspase-9, formando o apoptossomo, responsavel por clivar e ativar procaspases
efetoras (FUENTES-PRIOR; SALVESEN, 2004).

A via de sinalizagdo por granzima B (GrB) envolve a agdo de granzima e perforina
(HIEBERT; GRANVILLE, 2012). A GrB possui capacidade incomum de clivar substratos na
regido de residuos de acido aspartico sendo dependente da presenca de um residuo de arginina
no sitio de ligacdo, acdo semelhante a das caspases (EWEN; KANE; BLEACKLEY, 2012).
Linfécitos citotoxicos contém compartimentos secretorios especializados 0s quais possuem
comunicacdo com as organelas munidas de proteinas com acéo citolitica (EWEN; KANE;
BLEACKLEY, 2012). Até o momento, cinco granzimas foram identificadas em humanos:
GrA, GrB, GrH, GrK e GrM , entre as quais as mais bem estudadas sdo GrA e GrB
(HIEBERT; GRANVILLE, 2012).

A GrB é capaz de ativar caspases in vitro tais como caspases 2, 3, 6, 7, 8, e 9 e in vivo,
como as caspases 3, 7, 8 e 10 (EWEN; KANE; BLEACKLEY, 2012). A morte pode entdo ser
desencadeada a partir da ativacdo de caspase 3 via GrB promovendo a morte induzida por
linfocitos citotoxicos ou ainda por ativacdo da via intrinseca da apoptose (EWEN; KANE;
BLEACKLEY, 2012). Contudo, a apoptose mediada por GrB depende da entrada dessa
enzima para o citoplasma da célula alvo, um processo que requer o rompimento da membrana
por acdo de perforina e que ativa a via mitocondrial da apoptose (HIEBERT; GRANVILLE,
2012) mediante a clivagem de Bid que gera tBid e induz a oligomerizacdo de membros
proapoptéticos da familia Bcl-2, Bax e Bak (LALIER et al, 2007; EWEN; KANE;
BLEACKLEY, 2012). A oligomerizacdo promove a liberagdo de citocromo c e a formagéo

do apoptossomo e, a liberagdo de moléculas do espagco intermembranas tais como
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SMAC/DIABLO diminuindo a inibicdo por XIAP e permitindo a ativacdo completa de
caspase-3 (EWEN; KANE; BLEACKLEY, 2012). Em humanos, a apoptose mediada por GrB
é dependente da ativacdo de caspase-3 e da permeabilizacdo da membrana externa das
mitocondrias, pois determinados substratos de GrB  sdo encontrados no espacgo
intermembranas, como ICAD/DFF45 (EWEN; KANE; BLEACKLEY, 2012).
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Figura 2: Esquema das principais vias de sinalizacdo da apoptose. A via intrinseca inicia pela
sensibilizacdo de membros proapoptéticos que ativam Bax e Bak as quais formardo poros na
membrana externa de mitocondrias, permitindo a liberacdo de citocromo c a partir do espaco
intermembranas dessas organelas. O citocromo c é essencial para a formacéo do apoptossomo
a partir da ligacdo a Apaf-1, ativando a caspase-9 e consequentemente as caspases 3 e 7. A
via extrinseca depende da ligacdo de moléculas extracelulares tais como FasL e TNF-o para
ativacdo de cascatas de sinalizacdo para a morte celular devido a modificacdes
conformacionais e promovendo a formacdo dos complexos DISCs que por sua vez contem
proteinas adaptadoras, como FADD, para recrutamento e ativacdo da procaspase 8 que tem
acdo direta na ativacdo das caspases efetoras 3 e 7 (em células do tipo 1), ou ainda pode clivar
BID em tBID, desencadeando a atividade de Bax e Bak, e parte da via intrinseca da apoptose
(células tipo I1). Proteinas antiapoptoticas da familia Bcl-2 podem reverte o processo de morte
somente até o momento da formacdo de poros na membrana externa d as mitocéndrias. A
morte via granzima depende da acdo de perforina para que a molécula de granzima B possa
ser internalizada pela célula. Essas moléculas sdo secretadas por linfocitos T citotdxicose
células NK.Granzima B cliva substratos bem como as caspases, podendo desencadear a morte
via clivagem de BID em tBID ou ativacdo direta de caspase 3 (TAYLOR et al.,, 2008 —
adaptado).
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Um aspecto marcante da familia de receptores de TNF é a capacidade de ativar tanto
cascatas proapoptdticas quanto de sobrevivéncia, além de ampliar a sinalizacdo de morte em
determinado local para permitir o equilibrio do processo (SPENCER; SORGER, 2011).

Os sinais de morte sdo promovidos pela ativacdo das procaspases iniciadoras 8 e 10 no
complexo DISC, e, este processo é modulado pela procaspase-8 inativa homologa a proteina
inibidora de FLICE (FLIP) (FUENTES-PRIOR; SALVESEN, 2004). Os sinais que
promovem a sobrevivéncia da célula geralmente estdo relacionados a ativacdo do fator de
transcricdo NF-xB, a inducdo da proteina quinase mitdégeno-ativado (MAPK) e cascata de
sinalizacdo da proteina quinase B (Akt) (FALSCHLEHNER et al., 2007). As caspases
iniciadoras recrutadas para o complexo DISC clivam procaspases efetoras 3 e 7 promovendo a
ativacdo de proteases (FUENTES-PRIOR; SALVESEN, 2004). As caspases efetoras clivam
proteinas estruturais essenciais como citoqueratinas e lamininas nucleares, alem do inibidor
da caspase ativada DNase (iCAD) que libera DNase (CAD) para digestdo do DNA
cromossdmico levando a morte celular (SPENCER; SORGER, 2011).

A atividade das caspases no citoplasma é regulada negativamente por acdo das proteinas
inibidoras de apoptose (1APs), tais como XIAP (proteina inibidora da apoptose ligada ao fator
X) e survivina, as quais podem ser encontradas no espaco intermembranas de mitocondrias
(LI et al., 2012) do cititrofoblasto e sinciciotrofoblasto ao longo da gestacdo (GRUSLIN;
QIU, 2001; KA; HUNT, 2003). A proteina survivina é liberada da mitocondria durante a
apoptose, resultando na inibicdo da ativacdo da caspase-9 (LI et al., 2012). A inibicdo por
XIAP ocorre mediante associacdo desta proteina com o sitio catalitico de caspases efetoras 3 e
7, bloqueando a atividade protease e promovendo a degradacdo dependente de ubiquitina
(SPENCER; SORGER, 2011). A ligacdo do Segundo ativador mitocondrial de caspases
(Smac) a XIAP impedem essa inibicdo possibilitando que caspases efetoras clivem seus
substratos e causem a morte celular (FUENTES-PRIOR; SALVESEN, 2004).

A capacidade de manipulacdo de proteinas da familia Bcl-2 ja foi descrita em virus
(GALLUZZI et al., 2008), bactérias (FAHERTY; MAURELLI, 2008) e protozoarios
(CARMEN; SINAI, 2007). Essa manipulacdo € capaz de promover ou inibir a apoptose

resultando no sucesso do parasito em contato com hospedeiro (CARMEN; SINAI, 2011).

2.7. Apoptose, Toxoplasma gondii e a gestacao
O processo de apoptose € extremamente importante para o desenvolvimento normal da
placenta, incluindo os processos de tolerancia imune materna, homeostase dos tecidos

(CROCKER et al., 2003), invasdo pelo trofoblasto e transformacdo das artérias espiraladas,
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assim como a diferenciagdo do trofoblasto (STRASZEWSKI-CHAVEZ; ABRAHAMS;
MOR, 2005). Ao iniciar o processo de apoptose, a exposicao de fosfatidilserina na membrana
plasmética da célula funciona como um sinalizador para a fagocitose dos corpos apoptéticos
por macréfagos (FADOK et al.,, 1998; KOZMAR; GREENLEE-WACKER; BOHLSON,
2010).

O complexo Fas/FasL atua na principal via de regulacdo da apoptose e esta envolvido na
manutencdo da caracteristica de tecidos imunoprivilegiados, em tumores e em locais
especificos como o Utero durante a gestagdo (GULLER; LACHAPELLE, 1999; KIM et al.,
2004). O complexo envolvido no processo de apoptose formado por Fas e seu ligante é
expresso em linhagens de células de coriocarcinoma humano como JEG-3 e JAR (HAMMER
et al., 2002), além de ser encontrado em células das linhagens BeWo e NJG
(RAJASHEKHAR et al., 2003), indicando uma potencial via de regulacdo de resposta imune
durante a gestacdo além de regulacdo do processo de apoptose nessas celulas (CHEN et al.,
2011).

Em células trofoblasticas a apoptose ocorre naturalmente promovendo a eliminacdo de
células sem que haja um processo de inflamacdo (HUPPERTZ; KADYROV; KINGDOM,
2006) sendo um evento essencial para o desenvolvimento normal da placenta (LI et al., 2012).
Alteracdes na apoptose do trofoblasto podem causar danos ou a morte do embrido (LEVY;
NELSON, 2000). Células necessitam da presenca continua de sinalizadores de sobrevivéncia,
como fatores de crescimento e citocinas; caso contrario, um processo degenerativo conhecido
como morte por negligéncia é induzido (RODRIGUES et al., 2012). Patdgenos intracelulares
utilizam desse controle do tempo de vida da célula hospedeira para sua propria sobrevivéncia
(ANGELONI et al., 2009; RODRIGUES et al., 2012).

O sucesso da infeccdo por T. gondii depende da capacidade de evasdo deste parasito aos
mecanismos de imunidade do hospedeiro (SANTOS et al., 2011b). Porém, a proliferacdo deve
ser controlada para que o hospedeiro sobreviva e permita dessa forma a sobrevivéncia do
parasito (SANTOS et al., 2011b). Por ser um patdgeno intracelular obrigatorio, T. gondii €
extremamente adaptado para sobrevivéncia no meio intracelular (SINAI et al., 2004; BOYLE;
RADKE, 2009), e pode interferir ou neutralizar o sistema imune do hospedeiro
(BOOTHROYD, 2009) impedindo a apoptose da célula hospedeira (BANNAI et al., 2009).

Em condices normais, P13-K (fosfatidil-inositol 3-quinase) / PKB (proteina-quinase B) e
a via de MAPK, entre outros, podem constitutivamente promover a fosforilacdo de membros
da familia Bcl-2 como Bad, Bax, Bim, induzindo sua degradacg&o citoplasmatica e conferindo

sinais de sobrevivéncia para a célula (RODRIGUES et al., 2012). Em diferentes modelos
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experimentais, a desestabilizacdo de lisossomos e o efluxo de catepsinas atuam como
reguladores da sinalizag&o de morte celular (GUICCIARDI; LEIST; GORES, 2004).

O parasito intervém com diferentes intensidades no processo de apoptose e no ciclo
celular, de acordo com a viruléncia de cada cepa (RH e ME-49), o que pode ser determinante
para o desenvolvimento da toxoplasmose durante a gestacdo (ANGELONI et al., 2009). Os
eventos antiapoptoticos se devem ndo somente ao bloqueio da via NFkB, mas também pela
inibicdo da ativacdo de JNK (c-Jun-N-terminal quinase), como observado em células HelLa
(CARMEN; SOUTHARD; SINAI, 2008). Angeloni e colaboradores (2009) verificaram que
células BeWo e Hela infectadas com a cepa ME-49 (tipo Il de T. gondii) apresentaram maior
indice de apoptose quando comparado com a infeccdo pela cepa RH (tipo 1) e com o0s
controles ndo infectados, demonstrando o comportamento diferenciado da cepa ME-49 de T.
gondii em induzir a apoptose em células hospedeiras nos estagios iniciais da infecgéo.

De acordo com Laliberté e Carruthers (2008), T. gondii interfere nos processos de
diferenciacdo, proliferacdo celular e apoptose. Quando envolvido na apoptose, esse
protozoario € capaz de promover ou inibir a morte celular (JAMES; GREEN, 2004),
reprogramando processos celulares devido ao envolvimento nos complexos sistemas celulares
(CARMEN; SINAI, 2011) (Figura 3). T. gondii é capaz de proteger células hospedeiras da
apoptose desencadeada via GrB pela anulacdo da atividade dessa enzima em células
infectadas (YAMADA et al., 2011).
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Figura 3: Esquema da interferéncia de T. gondii na apoptose de células hospedeiras. As
caspases iniciadoras 8 e 9 e executoras 3 e 7 sdo inativadas ap0s a invasdo de T. gondii. A
inducdo da apoptose em celulas tipo | (sem a participacdo de mitocondrias no processo de
morte) ou tipo Il (envolve a participagdo de mitocdndrias) ocorre a partir do receptor do fator
de necrose tumoral (TNFR) e receptores do tipo Fas, podendo ser inibida por T. gondii por
meio da degradacdo de caspase 8. A infeccdo inibe a liberacdo de citocromo ¢ a partir do
espaco intermembranas de mitocéndrias e, proteinas secretadas a partir de organelas do
parasito podem atuar na inibicdo das caspases 3 e 7. A translocacdo de NF-xB para o nucleo
apos a infeccdo promove a expressdo de moléculas antiapoptéticas como as 1APs e membros
da familia Bcl-2. A fosforilagdo do inibidor kBa do hospedeiro e proteinas IKK do parasito
estdo envolvidas na ativagdo de NFkB. A fosforilacdo da via PI3K em células infectadas
permite a inativacdo de Bad, inibi¢do do fator de transcri¢do forkhead (FKHRI) e ativacédo de
NFkB (RODRIGUES et al., 2012 - adaptado).

Com base na capacidade de interferéncia de T. gondii nos processos celulares como a
modificacdo do metabolismo a seu favor e a indugdo ou bloqueio da apoptose de acordo com
0 gendtipo do parasito, se faz necessario o estudo do controle da morte celular exercido por
cepas atipicas em células trofoblasticas com o intuito de compreender as bases da gravidade
da toxoplasmose congénita causada por cepas que ndo sdo classificadas como clonais, como
UdilCH-05 e Udi2CH-05.
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2.8. OBJETIVOS

2.8.1. Objetivo geral

Investigar a modulacdo do processo de morte celular por apoptose bem como a secrecéo
de citocinas anti e proinflamatdrias por células trofoblasticas da linhagem BeWo infectadas
por cepas atipicas (UdilCH-05 ou Udi2CH-05) de T. gondii.

2.8.2. Objetivos especificos

e Determinar o indice de apoptose em células da linhagem BeWo mediante infeccéo
ou ndo com as cepas UdilCH-05 e Udi2CH-05, das categorias cultura ou C.
callosus/cultura durante periodos de 2, 6 ou 12 horas;

e \erificar o indice de infeccdo e o nimero de parasitos por célula, em células BeWo
foram infectadas com as cepas UdilCH-05 e Udi2CH-05 de T. gondii,
comparando-se as categorias cultura e C. callosus/cultura por tempos de 2, 6 ou 12
horas de infeccéo;

e \rificar a producdo de citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-B) ¢
proinflamatérias (IL-12 e TNF-a) por células BeWo quando infectadas por
UdilCH-05, cultura e C. callosus/cultura; e Udi2CH-05, cultura e C.

callosus/cultura, por 2, 6 ou 12 horas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Manutengéo de células BeWo

Foram utilizadas células trofoblasticas da linhagem BeWo adquiridas do American Type
Culture Collection (ATCC) e mantidas em cultura no Laboratério de Imunofisiologia da
Reproducéo do Setor de Histologia e Embriologia da Universidade Federal de Uberlandia.

Essas células foram cultivadas em frascos de cultura de 25cm? (SPL Life Sciences,
Coreia) com meio RMPI 1640 (Vitrocell, Brasil) com adi¢do de antibiotico (100U/ml de
penicilina e 10mg/ml de estreptomicina) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) e suplementado
com 10% de soro bovino fetal (meio de cultura completo) (Cultilab, Brasil), e mantidas em
estufa a 37°C e 5% de CO,. A cada dois dias, foi realizado o repique e, para isso, as células
foram extraidas das garrafas de cultura com 600l de solugdo de tripsina e EDTA 0,25%
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos) na estufa. Apds cinco minutos, as garrafas foram retiradas
da estufa e homogeneizadas com auxilio de meio de cultura a 10% de soro bovino fetal e
colocadas em tubos do tipo falcon e centrifugadas a 1500rpm por cinco minutos. Apos esse
periodo, o sobrenadante foi descartado, o “pellet” homogeneizado com meio completo e

metade da solucdo de células foi colocada de volta na garrafa.

3.2. Manutencao das cepas Udi1lCH-05 e Udi2CH-05

Para 0s experimentos, as cepas exoticas foram obtidas a partir de duas origens distintas:
aquelas que foram isoladas (SALOMAO et al., 2007) e mantidas somente em cultura, foram
denominadas cultura. Entretanto, parasitos com a mesma origem foram inoculados em
roedores da espécie Calomys callosus na tentativa de estimular fatores de viruléncia, e

posteriormente, mantidos em cultura, foram denominados C. callosus/cultura.

3.2.1. Categoria cultura

As cepas UdilCH-05 e Udi2CH-05 foram fornecidas pelo professor Dr. José Roberto
Mineo, do Laboratorio de Imunologia da Universidade Federal de Uberlandia. Essas cepas
foram mantidas em garrafas de 25cm? de cultura com meio RPMI 1640 com adicdo de
antibidtico e 2% de soro bovino fetal, e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Em dias
alternados, o meio das garrafas com células infectadas foi trocado, centrifugado o
sobrenadante por cinco minutos a 1500rpm e entdo o “pellet” homogeneizado foi colocado de
volta na garrafa de cultura e adicionado 250ul de solug¢ao de células BeWo para permitir a

sobrevivéncia do parasito.



35

3.2.2. Categoria C. callosus/cultura

As cepas Udi1CH-05 e Udi2CH-05 da condigéo cultura foram obtidas por centrifugacéo e
100ul de solugdo de parasitos foram inoculadas via intraperitoneal em C. callosus. Apds
aproximadamente 7 dias de infeccdo, os parasitos foram recuperados a partir da cavidade
peritoneal desses roedores e adicionados em garrafas de cultura de 25cm? com meio RPMI
1640 com adicdo de antibiotico e suplementado com soro bovino fetal a 2%. O meio de
cultura foi trocado em dias alternados de maneira idéntica a condi¢do cultura. Os parasitos
foram considerados aptos para realizacdo de experimentos a partir da segunda troca de meio,
desde que ndo fosse detectado nenhum tipo de contaminagdo. Os experimentos foram
realizados de acordo com as recomendaces do Comité de Etica da Universidade Federal de
Uberlandia (ANEXO B).

3.3. Condigéao experimental

Para a realizacdo dos experimentos, células foram retiradas das garrafas de cultura com
auxilio de solucdo de tripsina e EDTA 0,25% e entdo centrifugadas e homogeneizadas em 1ml
de meio de cultura completo. Entdo, uma aliquota de 20ul de solucdo contendo as células
juntamente com 20ul de Azul de Trypan foram analisadas e contadas na Camara de
Neubauer, descartando-se as células coradas em azul, por serem consideradas inviaveis.
Entdo, foram utilizadas placas de 24 pocos (TPP, Suica) contendo laminulas de 13mm de
diametro para plaguear 5x10* células por pogo em 200ul de meio completo. A placa foi
mantida em estufa até que as células ficassem confluentes (aproximadamente 24 horas).

Na sequéncia, as células foram infectadas com as cepas UdilCH-05 ou Udi2CH-05 das
condicdes cultura e C. callosus/cultura. Para isso, as garrafas contendo os parasitos foram
lavadas separadamente para retirar 0s parasitos eventualmente aderidos e o sobrenadante foi
centrifugado por cinco minutos a 1500rpm e o0 “pellet” homogeneizado em Iml de meio de
cultura completo, e a contagem foi realizada em camara de Neubauer excluindo as células
invidveis da contagem com auxilio do corrante Azul de Trypan. Ap0s a adequacdo da
contagem de cada cepa e em cada condicdo, as células foram infectadas com 1,5x10° parasitos
por poco, obedecendo a uma propor¢do de 3 parasitos por célula. Como controle, células
BeWo receberam apenas meio de cultura.

Apos periodos de 2, 6 ou 12 horas, o sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer a
-80°C, para posterior dosagem de citocinas, e as células foram fixadas com formol a 10% em
TBS por 24 horas. Entdo, as células infectadas ou ndo foram mantidas em TBS até a

realizacdo da reacdo de imunohistoquimica para deteccdo de células em processo de morte



36

celular por apoptose. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata
mediante aceite do Comité de Etica (ANEXO A).

3.3.1. Determinacao do indice de apoptose

Para verificagdo da apoptose por reacdo de imunohistoquimica, inicialmente foi realizado
0 bloqueio da fosfatase enddgena com solucdo de acido acético a 5% por 5 minutos nas
laminulas previamente fixadas com formol, e apo6s lavagens com TBS, o blogueio de sitios
inespecificos com soro normal de cabra a 2,5% a 37°C. Passados 45 minutos, as células foram
incubadas com anticorpo primario monoclonal M30 (M30 Cytodeath — Roche, Alemanha),
um marcador de citoqueratina 18, produzido em camundongo, na diluigdo de 1:250, a 4°C
“overnight”. No dia seguinte, apds lavagem com TBS, as células foram incubadas com
anticorpo secundario anti camundongo biotinilado produzido em cabra, na proporcdo de
1:600, por 1 hora a 37°C. As células foram novamente lavadas e incubadas com complexo
ABC (Complexo Avidina-Biotina) (ABC kit Vectastain — Vector Laboratories, Estados
Unidos) conjugado com fosfatase alcalina, na diluicdo de 1:100, durante 30 minutos a 37°C.
Entdo, a reacdo foi revelada com Fast Red Naphthol (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) por 8
minutos. As laminulas com as células aderidas foram lavadas com TBS novamente e
contracoradas com hematoxilina de Harris. Foi realizada a diferenciacdo da coloragdo com
agua amoniacal na proporcdo de 1:100 e posteriormente a montagem das ldminas com
glicerina e esmalte.

Para determinacdo do indice de apoptose, foram contadas 100 celulas aleatorias por
laminula e destas, quantas estavam marcadas, de acordo com Angeloni e colaboradores
(2009).

3.3.2. Determinacdo do indice de infec¢do e do nimero de parasitos por célula

O indice de infeccdo e o numero de parasitos por célula foram determinados a partir da
analise das mesmas laminas obtidas pela reacdo de imunohistoquimica para determinacdo do
indice de apoptose, sendo que o indice de infeccdo foi obtido pela contagem de 100 células
aleatorias por laminula, e dentre essas, quantas estavam infectadas. O nimero de parasitos
intracelulares foi obtido pela contagem de 100 células infectadas e, dentro de cada célula
infectada, quantos parasitos intracelulares, caracterizando o parasitismo total. Finalmente, o
namero total de parasitos foi dividido por 100 para encontrar a média de parasitos por célula
(BARBOSA et al., 2008).
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3.4. Deteccéo da producéo de citocinas

As citocinas proinflamatorias, 1L-12 e TNF-a, e anti-inflamatdrias, IL-10 e TGF-B, foram
detectadas pelo ensaio imunoenzimatico ELISA, a partir do sobrenadante coletado apds cada
periodo de infeccdo (2, 6 ou 12 horas) com as cepas UdilCH-05 ou Udi2CH-05, das
categorias cultura ou C. callosus/cultura, de acordo com as instrugcdes do fabricante. A leitura
das placas foi realizada a 450nm e os dados de densidade éptica (DO) foram convertidos em
pg/ml com auxilio do software Microplate Manager PC versdo 4.0 (Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, EUA). Os limites de deteccdo verificados para cada citocina foram: 4pg/ml
(IL-12); 2pg/ml (TNF-a); 3,9pg/ml (IL-10); e 4,61pg/ml (TGF-p).

3.4.1. Interleucina 12 (IL-12)

Para a deteccdo de IL-12 (p70) (BD optEIA, Estados Unidos), uma placa de 96 pocos
(Costar — Corning 3590, Estados Unidos) foi sensibilizada com anticorpo de captura na
proporcao 1:250 e diluido em tampé&o carbonato (0,1M de NaCOs, pH 9,5), “overnight” a 4°C.
No dia seguinte, o bloqueio foi realizado com reagente de ensaio (PBS a 10% de soro bovino
fetal), por 1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS-T, a curva padréo foi
preparada, iniciando em 500pg/ml e posteriormente as amostras foram incubadas por 2 horas
a temperatura ambiente.

Em seguida, a placa foi incubada com anticorpo de deteccdo na proporcdo de 1:250
diluido em reagente de ensaio, juntamente com conjugado de estreptavidina/peroxidase
(1:250) por 1 hora a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, e posteriormente lavadas com
PBS-T. Adicionou-se o substrato tampdo TMB (Tetrametilbenzidina) (BD Biosciences,
Estados Unidos), por 20 minutos ao abrigo da luz. Apos revelacdo da reacdo, foi adicionada

solucéo de H,SO4a 0,5M interrompendo a reacao.

3.4.2. Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

Para a detecgdo de TNF-a (BD optEIA, Estados Unidos), uma placa de 96 pogos foi
sensibilizada com anticorpo de captura na propor¢éo de 1:250, diluido em tampéo carbonato,
“overnight” a 4°C. No segundo dia de reagdo, foi realizado o bloqueio com reagente de
ensaio, durante 1 hora a temperatura ambiente e posteriormente lavada com PBS-T.
Imediatamente, a curva foi preparada com diluicdo inicial de 500pg/ml e as amostras foram
adicionadas e incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente.

Na sequéncia, a placa foi incubada com anticorpo de detecgdo na proporcdo de 1:500

diluido em reagente de ensaio, juntamente com conjugado de estreptavidina/peroxidase
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(1:250) por 1 hora a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, e lavadas novamente. Foi
adicionado TMB durante 20 minutos a temperatura ambiente e evitando o contato com a luz
até a revelacdo da reacdo e, entdo adicionou-se H,SO, 0,5M na placa para interromper a
reacao.

3.4.3. Interleucina 10 (IL-10)

Para a detecgdo de IL-10 (R&D Systems, Estados Unidos), uma placa de 96 pocos foi
sensibilizada com anticorpo de captura a 2pg/ml em PBS, “overnight” a temperatura
ambiente. No dia seguinte, a placa foi lavada com PBS-T (PBS + Tween 0,05%) e
posteriormente foi realizado o bloqueio com PBS mais BSA a 1% (soro albumina bovina)
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos) por 1 hora, a temperatura ambiente e novamente lavadas em
PBS-T. Logo, 0s pontos da curva padréo de IL-10 foram preparados, iniciando em 4000pg/ml
diluido em PBS+BSA 1% e logo apos as amostras foram colocadas na placa e deixadas por 2
horas a temperatura ambiente e entdo lavadas com PBS-T. Posteriormente a placa foi
incubada com anticorpo de detec¢do a 300ng/ml em PBS+BSA 1% por 2 horas a temperatura
ambiente e novamente lavada com PBS-T.

Posteriormente, a placa foi incubada com conjugado estreptavidina/peroxidase, na
proporcao de 1:200 em RD (1,4% soro bovino delipidizado + PBS-Tween 0,05%) por 20
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, e posteriormente lavada com PBS-T. Na
sequéncia, a placa foi incubada com substrato tampdo TMB por 30 minutos a temperatura

ambiente e no escuro. Por altimo, foi utilizado H,SO,4 2N para parar a reacao.

3.4.4. Fator de crescimento transformante beta (TGF-p)

Para a reacdo de ELISA e deteccdo de TGF-B (R&D Systems — Estados Unidos), uma
placa de 96 pocos foi sensibilizada com anticorpo de captura a 2ug/ml em PBS, “overnight” a
temperatura ambiente. No segundo dia, a placa foi lavada com PBS-T entdo o bloqueio
realizado com PBS a 5% de Tween e 0,05% de azida (NaN3) a 10% durante 1 hora a
temperatura ambiente e posteriormente lavadas com PBS-T. Cada ponto da curva foi
preparado a partir do ponto inicial de 2000pg/ml, diluido em RD, e as amostras ativadas com
HCI (IN) e inativadas com NaOH(1,2M)+HEPES(0,5M) e adicionadas de acordo com o
“layout” e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente e depois lavadas.

A placa foi entdo incubada com anticorpo de deteccdo a 300ng/ml em RD durante 2 horas
a temperatura ambiente e novamente lavada com PBS-T. Entdo a placa foi incubada com

conjugado estreptavidina/peroxidase, na diluicdo de 1:200 em RD por 20 minutos a
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temperatura ambiente e ao abrigo da luz, e posteriormente lavada. Apoés, a placa foi incubada
com solucéo de TMB por 30 minutos a temperatura ambiente e sem contato com a luz. Para
finalizar, adicionou-se H,SO,4 2N para interromper a reacao.

3.5. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados referentes aos indices de apoptose e infeccdo, foi realizada
a partir do teste paramétrico “One-way ANOVA”, com poés teste “Bonferroni”. Para os
resultados de ELISA e do nimero de parasitos por célula, utilizou-se o teste ndo paramétrico
“Kruskal-Wallis” e pos teste “Dunns”, sendo considerados, em todos os testes, valores

estatisticamente significantes quando p< 0,05 (*).
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4. RESULTADOS

4.1. Udi1CH-05 e Udi2CH-05 modulam diferentemente a apoptose em células BeWo

Quando células BeWo foram infectadas por UdilCH-05 por 2 ou 6 horas verificou-se que
tanto a condicdo cultura quanto a C. callosus/cultura ndo apresentaram diferencas
significativas no indice de apoptose em relacdo aos respectivos controles (Figura 4A). As
fotomicrografias representativas de células BeWo controle ou infectadas por 2 e 6 horas
podem ser visualizadas na figura 4 (B-D e 4E-G, respectivamente).

No periodo de 12 horas, células BeWo infectadas pela categoria cultura de UdilCH-05
levou ao aumento no indice de apoptose em células BeWo (média 24,77%, p<0,05) em
comparacdo a categoria C. callosus/cultura (média 14,88%, p<0,05) (Figura 4A). Os indices
de apoptose de células BeWo infectadas com a cepa UdilCH-05, categoria cultura, foram
significativamente maiores nos estagios tardios de infecgdo (12 horas) (média 24,77%,
p<0,05) que nos estagios iniciais da infec¢do (2 horas) (média 14,27%, p<0,05) (Figura 4A).
Podem ser observadas micrografias das condigdes ndo infectada e infectada por UdilCH-05
cultura ou C. callosus/cultura por 12 horas na figura 4 (H-J).

A infeccdo por Udi2CH-05, categoria cultura, levou a um indice significativamente maior
da apoptose em células BeWo nos periodos de 2 e 6 horas, sendo que nos estagios iniciais da
infeccdo (2 horas), observou-se média de 23,77% (p<0,05) quando comparadas ao controle
ndo infectado (média de 12,88%, p<0,05) (Figura 5A). Apos 6 horas de infeccdo, células
BeWo infectadas com Udi2CH-05, categoria cultura, apresentaram maiores indices de
apoptose (media 29,16%, p<0,05) que a categoria C. callosus/cultura (média 16,83%, p<0,05)
ou que o controle (média 13,27%, p<0,05) (Figura 5A). Em estagios tardios de infeccdo pela
cepa Udi2CH-05, ndo foram observadas diferencas significativas no indice de apoptose em
relacio a condicdo ndo infectada (Figura 5A). As fotomicrografias de células BeWo
infectadas ou ndo por Udi2CH-05, cultura ou C. callosus/cultura por 2, 6 ou 12 horas estao

demonstradas na figura 5 (B-J).
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Figura 4: A) indice de apoptose (%) de células BeWo infectadas pela cepa UdilCH-05 de T.
gondii,das condic6es cultura ou C. callosus/cultura, por periodos de 2, 6 ou 12 horas. Foram
consideradas diferencas significativas quando p< 0,05 (*) (Teste “One-way ANOVA”, pos
teste “Bonferroni”’). B-J) Fotomicrografias de células BeWo infectadas ou ndo por UdilCH-
05 por periodos de 2, 6 ou 12 horas. As setas (=) indicam as células em apoptose (M30) e 0s
circulos (¢) mostram as células infectadas. B, E e H) células BeWo controle (2, 6 e 12 horas
respectivamente); C, F e 1) células BeWo infectadas por UdilCH-05 cultura por 2, 6 ou 12
horas respectivamente; D, G e J) células BeWo infectadas por UdilCH-05 C. callosus/cultura
durante 2, 6 ou 12 horas especificamente. Barra: 20pum.
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Figura 5: A) indice de apoptose (%) de células BeWo infectadas pela cepa Udi2CH-05 de T.
gondii,das condi¢6es cultura ou C. callosus/cultura, por periodos de 2, 6 ou 12 horas. Foram
consideradas diferencas significativas quando p< 0,05 (*) (Teste “One-way ANOVA”, pos
teste “Bonferroni”’). B-J) Fotomicrografias de células BeWo infectadas ou ndo por Udi2CH-
05 durante 2, 6 ou 12 horas. As setas (=) indicam as células em apoptose (M30) e os circulos
(*) mostram as células infectadas. B, E e H) células BeWo controle (2, 6 e 12 horas
respectivamente); C, F e 1) células BeWo infectadas pela cepa Udi2CH-05 cultura por 2, 6 ou
12 horas especificamente; D, G e J) células BeWo infectadas por Udi2CH-05 C.
callosus/cultura durante 2, 6 ou 12 horas especificamente. Barra: 20um.
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4.2. Alteracéo da susceptibilidade de células BeWo a cepa Udi2CH-05 de acordo com
0 tempo de infecc¢éo

Células BeWo infectadas por UdilCH-05, categoria cultura ou C. callosus/cultura, ndo
apresentaram alteragcdes significativas no indice de infeccdo em nenhum dos periodos
analisados da condicdo experimental (Figura 6A e figura 4C, D). Células infectadas por
Udi1CH-05 cultura ou C. callosus/cultura durante 2, 6 ou 12 horas podem ser visualizadas na
figura 4 (C-D; F-G; I-J, especificamente).

Células BeWo infectadas por Udi2CH-05 em estagios iniciais de infeccdo (2 horas) ndo
demonstraram diferencas estatisticas mediante infeccdo por ambas as categorias da cepa de T.
gondii (Figura 6B e figura 5C, D). Em estégios intermediarios de infec¢do (6 horas) quando
células BeWo foram infectadas com a cepa Udi2CH-05, categoria C. callosus/cultura,
verificou-se menor indice de infeccdo (média de 25,22%, p<0,05) quando comparadas com a
infeccdo com a mesma cepa da categoria cultura (média de 32,22%, p<0,05) (Figura 6B e
figura 5F, G). Em estagios tardios de infeccdo com a cepa Udi2CH-05, ndo houve alteracédo
nos indices de infeccdo de células BeWo, independente da categoria da cepa (cultura ou C.

callosus/cultura) (Figura 6B).
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Figura 6: Indice de infeccdo (%) de células BeWo infectadas por T. gondii (3:1). Os dados
representam os trés experimentos independentes em triplicata, com erro padrdo da média. A)
Infeccdo por UdilCH-05 (cultura ou C. callosus/cultura), por 2, 6 ou 12 horas; B) Células
BeWo infectadas por Udi2CH-05 das categorias cultura ou C. callosus/cultura, durante 2, 6
ou 12 horas. Foram consideradas diferengas estatisticas quando p< 0,05 (*) (Teste “One-way
ANOVA”, pos teste “Bonferroni”).
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4.3. O numero de parasitos por célula é maior em estgios tardios de infeccdo pela

cepa Udi1CH-05

Quando células BeWo estavam infectadas pela cepa UdilCH-05, ndo foram verificadas
diferencas significativas entre as categorias cultura ou C. callosus/cultura nos periodos de 2
ou 6 horas de infeccdo (Figura 7A). No periodo de 12 horas, células infectadas por UdilCH-
05 da categoria C. callosus/cultura demonstraram numero de parasitos intracelulares
significativamente maior em comparacao a categoria cultura (médias de 2,13 e 1,42, parasitos,
p<0,05, respectivamente) (Figura 7A).

Observando-se separadamente cada categoria e em cada tempo de experimento, verificou-
se um aumento do nimero de parasitos por célula quando infectadas por parasitos da
categoria cultura por 2 ou 6 horas (médias de 1,19 e 1,20 parasitos, p<0,05, respectivamente)
em comparacdo ao periodo de 12 horas (média de 1,42 parasitos, p<0,05), ou por parasitos da
categoria C. callosus/cultura durante periodos de 2 ou 6 horas (médias de 1,34 e 1,40
parasitos, p<0,05, respectivamente) ou 12 horas de infec¢do (media de 2,13 parasitos, p<0,05)
(Figura 7A). Fotomicrografias das células infectadas pela cepa UdilCH-05 cultura ou C.
callosus/cultura, de todos os periodos analisados, encontram-se na figura 4 (C-D; F-G; I-J,
especificamente).

N&o houve alteracdes no numero medio de parasitos por células BeWo quando estas
foram infectadas com a cepa Udi2CH-05, categoria cultura ou C. callosus/cultura, em nenhum
dos periodos de infeccdo analisados (Figura 7B). Micrografias de celulas BeWo infectadas
por Udi2CH-05 das categorias cultura e C. callosus/cultura durante 2, 6 ou 12 horas, podem

ser visualizadas na figura 5 (C-D; F-G; I-J, respectivamente).
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Figura 7: Numero médio de parasitos por célula infectada por T. gondii, na proporcdo de 3:1.
Dados representativos de trés experimentos em triplicata, com erro padrdo da média. A)
Células BeWo infectadas por Udi1lCH-05, categorias cultura e C. callosus/cultura durante 2, 6
ou 12 horas; B) Infec¢do pela cepa Udi2CH-05, categorias cultura e C. callosus/cultura, por 2,
6 ou 12 horas. Diferencas consideradas significativas quando p< 0,05 (*) (Teste “Kruskal-
Wallis”, pos teste “Dunns”).
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4.4. Interleucina-12 é produzida em altos niveis em estagios iniciais e intermediarios
da infeccéo por Udi2CH-05

Células BeWo infectadas pela cepaUdi2CH-05, categoria C. callosus/cultura, liberaram
maiores niveis de IL-12 nos estagios iniciais de infeccdo (2 horas) (média 247,9pg/ml,
p<0,05) quando comparado ao controle (média 50,7pg/ml, p<0,05). Em estagio intermediario
de infeccdo, foi possivel observar que células BeWo produziram mais IL-12 quando
infectadas pela cepa Udi2CH-05, categoria cultura, sendo significativamente maior (média
195,1pg/ml, p<0,05) em relagdo a producdo por células BeWo ndo infectadas (média
42,5pg/ml, p<0,05). Em estégio tardio de infeccdo, observou-se menor producédo de IL-12 por
células BeWo infectadas pela cepa Udi2CH-05, categoria C. callosus/cultura (média
59,9pg/ml, p<0,05), quando comparada com estagio precoce de infeccdo (2 horas) (média
247,9pg/ml, p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8: Dados representativos da deteccdo de IL-12 por ELISA, com erro padrdo da média,
apos células BeWo serem infectadas por UdilCH-05 ou Udi2CH-05, sendo cultura ou C.
callosus/cultura, por 2, 6 ou 12 horas. Diferencas significativas quando p< 0,05 (*)(Teste
“Kruskal-Wallis”, pds teste “Dunns”).
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4.5. Altos niveis de TNF-o sdo secretados nos estagios iniciais da infec¢io por
Udi2CH-05

Células BeWo infectadas com a cepa Udi2CH-05, categoria C. callosus/cultura
produziram maiores niveis de TNF-o (média 78pg/ml, p<0,05) em estagios iniciais de
infeccdo quando comparado a condicdo controle desse mesmo periodo (média 17,4pg/ml,
p<0,05) (Figura 9). Em estagios intermediarios (6 horas) de infeccdo ndo houve alteracfes nos
niveis desta citocina nas diferentes condicdes experimentais analisadas (Figura 9).

Quando infectadas pela cepa Udi2CH-05, categoria C. callosus/cultura, células BeWo
produziram menores niveis de TNF-a em estagios tardios de infecgdo (12 horas) em relagdo
aos estagios inicias de infeccdo (2 horas) (médias 24,4pg/ml e 78pg/ml, p<0,05,

respectivamente)(Figura 9).
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Figura 9: Dados, com erro padrdo da média, referentes a deteccdo de TNF-o em
sobrenadantes de células trofoblasticas BeWo infectadas por UdilCH-05 ou Udi2CH-05, das
condicdes cultura ou C. callosus/cultura, por 2, 6 ou 12 horas. Diferencas estatisticas foram
consideradas quando p < 0,05 (*) (Teste “Kruskal-Wallis”, pds teste “Dunns”).
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4.6. A infecgdo por T. gondii induz a secrecdo de IL-10 por celulas BeWo

A producédo de IL-10 por células BeWo infectadas pelas cepas UdilCH-05 ou Udi2CH-
05, nas categorias cultura ou C. callosus/cultura, foram maiores em relagcdo a condi¢do nao
infectada, nos trés momentos de observacdo (2, 6 e 12 horas) (Figura 10). Na fase inicial de
infeccdo, 2 horas, observou-se maiores niveis de IL-10 por células BeWo infectadas por
UdilCH-05 C. callosus/cultura (média 29,74 pg/ml, p<0,05) ou Udi2CH-05 C.
callosus/cultura (média 29,9 pg/ml, p<0,05) quando comparadas com a condi¢do controle
(média 24,87pg/ml, p<0,05) (Figura 10). Ap6s 6 horas de infeccdo, somente a células BeWo
infectadas por Udi2CH-05 das condi¢bes cultura (média 31,02 pg/ml, p<0,05) e C.
callosus/cultura (média 32,74 pg/ml, p<0,05), apresentaram aumento significativo na
producdo de IL-10 em relac&o ao controle (média 24,1 pg/ml, p<0,05) (Figura 10).

Em estagios tardios de infeccdo (12 horas), verificou-se que houve aumento significativo
na producdo de IL-10 por células BeWo quando infectadas por UdilCH-05 C.
callosus/cultura (meédia 27,79 pg/ml, p<0,05) ou Udi2CH-05 cultura (média 29,32 pg/ml,
p<0,05) ou ainda Udi2CH-05 C. callosus/cultura (média 29,54 pg/ml, p<0,05) quando
comparadas ao controle do periodo de 12 horas (media 23,62 pg/ml, p<0,05) (Figura 10).
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Figura 10: Dados, com erro padrdo da média, relativos a deteccdo de IL-10 por ELISA
mediante infeccdo de células BeWo por UdilCH-05 ou Udi2CH-05, cultura ou C.
callosus/cultura, por 2, 6 ou 12 horas. Diferencas significativas quando p< 0,05 (*) (Teste
“Kruskal-Wallis”, pos teste “Dunns”).
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4.7. A producéo de TGF-p é modulada negativamente pela infeccio por UdilCH-05

cultura em estégios tardios da infec¢do

A avaliacdo da producdo de TGF-B por células BeWo, nos trés momentos de infecgdo,

revelou niveis semelhantes desta citocina em todas as condi¢fes experimentais analisadas

(Figura 11). Contudo, verificou-se diminui¢cdo da producdo da citocina no sobrenadante de

células BeWo infectadas pela condicdo cultura da cepa UdilCH-05 em estagios tardios de

infeccdo (12 horas) (média 136,46pg/ml, p<0,05) quando comparado com estagios iniciais de

infeccdo (2 horas) (média 153,08 pg/ml, p<0,05) (Figura 11).

Sobrenadante de células BeWo infectadas por T. gondii
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Figura 11: Dados com erro padrdo da média, referentes a deteccéo da producéo de TGF-B por
ELISA em sobrenadantes de células BeWo infectadas por UdilCH-05 ou Udi2CH-05, sendo
cultura ou C. callosus/cultura, durante 2, 6 ou 12 horas. Foram consideradas diferencas
estatisticas quando p < 0,05 (*) (Teste “Kruskal-Wallis”, pos teste “Dunns’).



51

5. DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se a capacidade de modulacdo da apoptose em células BeWo
por cepas exdticas UdilCH-05 e Udi2CH-05 (SALOMAO et al., 2007) quando mantidas
somente em cultura ou ap6s entrarem em contato com um hospedeiro intermediario, como o
roedor C. callosus, e posteriormente acondicionadas por curto espago de tempo em cultura.

T. gondii induz de maneira notdvel modificacdes na célula hospedeira, tais como o
remodelamento do citoesqueleto ao redor do vacuolo parasitéforo e a reorganizacdo de
organelas (RODRIGUES et al.,, 2012). T. gondii pode induzir ou inibir a cascata de
sinalizag@o da apoptose por diversas vias que poderiam ser ativadas durante a infeccdo, sendo
que o bloqueio da morte celular protege o parasito a medida que dificulta a rapida atuacdo
dos macrdfagos, os quais sdo ativados por sinalizacdo de células apoptoticas (LALIBERTE;
CARRUTHERS, 2008).

Neste estudo observou-se a aumento do indice de apoptose em células infectadas por
Udi1CH-05 da categoria cultura a partir de doze horas de infeccdo em comparagao a categoria
C. callosus/cultura no mesmo periodo, e em comparacdo a categoria cultura desta cepa no
periodo de duas horas.

A modulacdo positiva da apoptose provavelmente relaciona-se com a interferéncia na
hierarquia funcional das cascatas de sinalizacdo celular responsaveis pelo controle da
apoptose, as quais sdo dependentes dos diferentes graus de viruléncia do parasito. N0ssos
resultados mostram que parasitos que ndo tiveram contato com o hospedeiro C. callosus
evidenciam seu potencial de induzir a apoptose em células BeWo, promovendo a morte
também do parasito. Esses resultados estdo de acordo com resultados de Angeloni e
colaboradores (2009) que verificaram que a infeccdo de células BeWo ou Hela pela cepa
ME49, de moderada viruléncia, promoveu altos niveis de apoptose quando comparado com a
infeccdo por RH, de alta viruléncia, bem como o controle ndo infectado.

Quanto a infeccdo por Udi2CH-05, a indugdo da morte celular por apoptose ocorre desde
0s estagio iniciais e intermediarios da infec¢cdo pela categoria cultura desta cepa em relacédo ao
controle. De maneira semelhante a infeccdo por UdilCH-05, a condicdo C. callosus/cultura de
Udi2CH-05 ndo foi capaz de modular a apoptose em nenhum dos periodos observados.

Angeloni e colaboradores (2009) mostraram que o indice de apoptose diminuiu quando
células BeWo ou HeLa foram infectadas pela cepa RH numa proporc¢éo de cinco parasitos por
célula, por doze horas, enquanto que a infeccdo de células BeWo pela cepa ME49, uma cepa
tipo 11, apresentaram maior indice de apoptose em relacéo a cepa RH, sugerindo que parasitos

de alta viruléncia s&o habeis em induzir modificagdes na celula hospedeira para garantir a
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sobrevida da célula e, consequentemente, sua propria sobrevivéncia. Por outro lado, células
infectadas por uma cepa de viruléncia moderada induziriam a apoptose sugerindo que 0
controle da apoptose relaciona-se com a cepa do parasito e com o tempo de infeccdo,
fendmenos estes que podem ser preponderantes em casos de toxoplasmose congénita
(ANGELONI et al., 2009). No pesente estudo observamos que a morte celular foi modulada
positivamente pela condi¢do cultura de UdilCH-05 ou de Udi2CH-05, sugerindo que
provavelmente ocorram alteracbes na viruléncia entre as condi¢bes cultura e C.
callosus/cultura.

Estudos in vivo sugerem que a infecgdo por cepas do tipo Il poderia representar uma
ameacga menor em comparacao a infeccdo por uma cepa virulenta como RH, uma vez que a
infeccdo por cepa tipo | promoveria a diminuicdo da apoptose e, consequentemente,
permitiria a permanéncia do parasito no hospedeiro, enquanto um menor indice de apoptose
durante infeccbes por cepas virulentas contribuiria para a inducdo de uma resposta
inflamatdria mais intensa (ASCHKENAZI et al., 2002). Cepas do tipo | de T. gondii, séo
extremamente virulentas em camundongos, 0 que é atribuido em parte, a evasdo de
mecanismos de morte mediados por IRGs que eliminariam parasitos tipo | (MELO; JENSEN;
SAELIJ, 2011). Camundongos infectados por RH apresentam aumento da apoptose de maneira
generalizada no baco a qual foi atribuida aos altos niveis de mediadores proinflamatérios
induzidos pela cepa RH (GAVRILESCU; DENKERS, 2003).

A patologia causada por T. gondii inclui moléculas especificas que determinam as
diferencas entre as cepas do parasito, de maneira que genes do hospedeiro e do parasito
interagem de forma imprevisivel em modelos murinos e que, cepas consideradas de viruléncia
idéntica podem se comportar de maneiras diferentes no mesmo modelo (DUBEY et al.,
2012a). Diferentes cepas podem causar patologias diversas em hospedeiros diferentes, tais
como camundongos ou humanos (MELO; JENSEN; SAEIJ, 2011). Todavia, 0 parasito
precisa conservar a integridade da célula hospedeira para obter nutrientes, pois células
apoptoticas induzem autocatabolismo tornando suas macromoléculas disponiveis para células
vizinhas e fagdcitos (LALIBERTE; CARRUTHERS, 2008). Cepas distintas de T. gondii
podem bloquear a apoptose e por diferentes vias e estudos sugerem que as proteinas de roptria
ROP18 e ROP16 podem estar relacionadas com a capacidade do parasito em modular a
apoptose no hospedeiro (LALIBERTE; CARRUTHERS, 2008).

O indice de infeccdo por UdilCH-05 ndo sofre modificacdes quando se compara as
procedéncias do parasito (cultura e C. callosus/cultura). O nimero de parasitos por célula

mostra que quanto maior o tempo de infeccdo maior o tempo para proliferagdo na célula
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hospedeira, fato observado ao comparar os trés tempos de infeccdo, nos quais o nimero de
parasitos por célula aumentou proporcionalmente com o tempo de contato das células com o
parasito. De acordo com Melo, Jensen e Saiej (2011), no intuito de sobreviver e se propagar in
vivo, T. gondii precisa converter do estagio taquizoita para o bradizoita, o que significa que a
viruléncia elevada poderia levar a morte do hospedeiro, 0 que ndo seria vantajoso para o
parasito do ponto de vista evolutivo.

A taxa de infeccdo pela cepa Udi2CH-05 é semelhante em ambas as condi¢6es no periodo
de duas horas de infeccdo, entretanto na infeccdo durante seis horas verifica-se que ha
diminuicdo desse indice somente da condicdo C. callosus/cultura, demonstrando que o
comportamento da categoria C. callosus/cultura é diferente a medida que prossegue a
infeccdo. Esse comportamento se mantém no periodo de doze horas, tanto para categoria
cultura quanto a categoria C. callosus/cultura de Udi2CH-05, sugerindo uma diminui¢do da
susceptibilidade de células BeWo ao parasito. Na presenca de parasitos intracelulares
obrigatérios tais como T. gondii que necessitam da célula hospedeira para que possam
completar o ciclo de vida, a viruléncia ndo determina somente a capacidade de infectar as
células do hospedeiro, mas sim a capacidade de provocar maior ou menor gravidade da
doenga (DUBREMETZ; LEBRUN, 2012).

Quando células BeWo foram infectadas por Udi2CH-05, o numero de parasitos por céelula
foi semelhante em todos os tempos de infeccdo. De acordo com Dubremetz e Lebrun (2012),
apos a invasdo da célula hospedeira, a evasdo ou a modulacdo de uma resposta imune
envolvem parametros de viruléncia entre cepas de T. gondii, 0s quais regulam a capacidade de
proliferacdo ou de propagacao para outros hospedeiros, interferindo em fatores de transcricéo
relacionados a sinalizacédo celular (DUBREMETZ; LEBRUN, 2012). Assim, é provavel que a
infeccdo de células BeWo pela cepa Udi2CH-05 possa alterar o indice de apoptose
independente de sua capacidade de proliferacdo intracelular.

A proteina de roptria 5 (ROP5) em cepas tipo | contribui para alta viruléncia do parasito
em camundongos devido a ativacdo de outras ROP quinases, tal como ROP18, alterando a
oligomerizacdo de IRGs, permitindo que cepas do tipo | evadam dos mecanismo
antimicrobianos do hospedeiro (HUNTER; SIBLEY, 2012). ROP5 estd envolvida com a
viruléncia de T. gondii sendo encontradas diferentes isoformas nos tipos clonais do parasito
(MELO; JENSEN; SAEIJ, 2011). As isoformas virulentas de ROP5 sdo encontradas em cepas
do tipo I e do tipo Ill, o que sugere que ROP5 requer outros fatores que ndo estdo presentes
em cepas do tipo Il para que o parasito demonstre alta viruléncia, pois quando cepas do tipo

I11 sdo complementadas com a isoforma ROP18,, a mesma encontrada em parasitos de alta
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viruléncia, séo tdo virulentas quanto as do tipo clonal I (MELO; JENSEN; SAEIJ, 2011).
ROP16 pode influenciar a via JAK / STAT, e, na verdade, os estudos in vitro determinaram
que essa proteina em cepas tipo | e 111, mas ndo do tipo Il, pode manter a ativacdo constitutiva
de STAT3 e STATSG, envolvidas na resposta imune do hospedeiro (MELO; JENSEN; SAEIJ,
2011).

Estudos demonstraram que cepa do tipo Il induz a ativagdo de NF-«B, diferentemente de
cepas do tipo I ou Ill, sendo confirmado que GRA15, um componente de granulos densos
envolvido na determinacdo da viruléncia, secretado por cepas do tipo Il era o responsavel pela
ativacdo de NF-kB (ROSOWSKI et al., 2011) e, a dele¢do de GRA15 em cepas tipo I como
ME49 previnem a transloca¢do nuclear de NF-xB, um elemento chave na resposta imune
inata e adaptativa (HUNTER; SIBLEY, 2012).

Dogruman-Al e colaboradores (2011) sugerem que a resposta imune contra T. gondii é
complexa podendo variar em diferentes hospedeiros, mas o resultado de uma infeccéo pelo
parasito depende do balango entre citocinas proinflamatorias tais como IL-12, IFN-y ¢ TNF-a,
que irdo suprimir a proliferacdo do parasito; e citocinas anti-inflamatdrias, tais como IL-10 e
IL-27, para controlar a resposta inflamatoria.

A producdo de IL-12 por células dendriticas esta envolvida na inducdo da producdo de
TNF-a por macrofagos, enquanto IFN-y ¢ secretada como resposta imediata a infecgdo por T.
gondii (HUNTER; SIBLEY, 2012). Neste trabalho observou-se que células BeWo infectadas
por UdilCH-05 categoria cultura ou categoria C. callosus/cultura demonstraram baixa
producdo de IL-12 nos estagios iniciais da infeccdo, com aumento moderado com o progredir
da infeccdo. Sabe-se que citocinas proinflamatérias tem o potencial de causar danos ao
parasito e consequentemente a célula hospedeira. Entretanto, quando infectadas por Udi2CH-
05, verificou-se alta producéo de IL-12 na fase inicial e intermediaria de infeccdo, diminuindo
nos estagios tardios.

O pico da producao de IL-12 ocorre na fase inicial da infeccdo por Udi2CH-05, categoria
C. callosus/cultura, e diminuem ao longo da infeccdo, enquanto que no periodo de seis horas
verificou-se nivel significativamente maior mediante infeccdo pela cepa Udi2CH-05,
categoria cultura. O aumento da secrecao de IL-12 no periodo de seis horas por esta cepa da
categoria cultura coincide com o aumento da apoptose no mesmo periodo. Esses resultados
estdo de acordo com estudos de Hunter e Sibley (2012) que demonstraram que a producéo de
IL-12 no inicio da infeccdo se faz importante em mondcitos, células dendriticas CD8ot,
celulas dendriticas plasmocitdides e neutrofilos, contribuindo para a indu¢do de um sinal

ativador para a resposta imune. Além disso, o controle de T. gondii requer a producdo inicial
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da citocina proinflamatoria IL-12, que estimula células NK e linfocitos T CD4+ e CD8+ na
secrecdo de IFN-y (HUNTER; SIBLEY, 2012).

A expressao de diferentes isoformas de ROP16 em cada tipo clonal do parasito bem como
a capacidade de ativacdo prolongada de STAT3 e STAT6 por essa proteina induz menor
producdo de IL-12 e promovem secrecdo diferencial de citocinas do tipo Thl (HUNTER;
SIBLEY, 2012). Assim, hd menor reacdo inflamatéria e reducdo da patologia, mas que, em
contrapartida, permite a sobrevivéncia do parasito (HUNTER; SIBLEY, 2012).

A secrecdo de TNF-a ocorre em resposta a diferentes infec¢des e relaciona-se com a
inducdo da morte celular por apoptose pela ligacdo ao receptor de TNF 1 (TNF-R1)
(STRASZEWSKI-CHAVEZ et al., 2005; FAHERTY; MAURELLI et al., 2008). Além do
trofoblasto, outras células como macrofagos, células NK secretam TNF-a, contribuindo para
indugdo de resposta imune (STRASZEWSKI-CHAVEZ et al., 2005). Neste trabalho,
observou-se que a producdo de TNF-o ocorre na fase inicial da infec¢do por Udi2CH-05,
categoria C. callosus/cultura com diminuicao ao decorrer do tempo da condicdo experimental.
Hunter e Sibley (2012) relatam que TNF-a é uma citocina envolvida no controle de T. gondii
juntamente com o receptor de membrana CD40 em células hospedeiras. Assim, a diminuicao
da producdo de TNF-a com o curso da infec¢do poderia refletir uma capacidade de controle
da resposta imune em células infectadas pela cepa Udi2CH-05 da categoria C.
callosus/cultura.

Camundogos BALB/c infectados pela cepa RH apresentam altos niveis de IL-12 e IFN-y
circulantes (DOGRUMAN-AL et al., 2011). Celulas NK estimuladas com IL-12 secretam
IFN-y e citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-15 potencializam a acdo de IL-12, estimulando
macrofagos pela liberagdo de oOxido nitrico (NO), que possui acdo microbicida e
microbiostatica, contribuindo para o além do bloqueio da replicacdo do parasito, promovendo
assim uma resposta proinflamatoéria adequada contra T. gondii (SILVA; LANGONI, 2009).
IFN-y ativa macrofagos por induzir a producdo de TNF-a, promovendo um ciclo de
amplificacdo de sinal da resposta imune (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Deste
modo, macrdfagos ativados por IFN-y inibem a replicacdo do parasito por diferentes
mecanismos microbicidas, como a inducdo de indoleamina 2,3-dioxigenase, que degrada
triptofano, fator essencial para a replicacdo do parasito (DOGRUMAN-AL et al., 2011).

Nossos resultados mostram altos niveis de IL-10 em todas as condi¢des infectadas em
relacdo ao controle. Uma vez que IL-10 esta associada com o controle da producdo de
citocinas proinflamatorias (HUNTER; SIBLEY, 2012), sugerimos que 0 aumento da

producéo dessa citocina seja uma tentativa de prevenir danos provocados por uma producéo
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exacerbada de citocinas proinflamatorias ou ainda, poderia ser um mecanismo de escape do
parasito a resposta imune do hospedeiro. A citocina IL-10 é produzida por diferentes células
tais como macréfagos e células B, tem como funcdo principal inibir a sintese de IL-1B, TNF-a
e IL-12 por macréfagos, além da modulacdo da secrecdo de IFN-y por linfocitos T CD4+ e
células NK (DOGRUMAN-AL et al., 2011). Ao contrério de cepas tipo I, cepas do tipo Il
induzem ambiente imune protetor no hospedeiro (HUNTER; SIBLEY, 2012).

Nossos dados mostram que houve um pico de produgdo de IL-10 por células BeWo
infectadas por seis horas com Udi2CH-05 independente da procedéncia do parasito.
Entretanto, no periodo de seis horas de infeccdo pela categoria cultura da cepa Udi2CH-05
verificou-se aumento do indice de apoptose em relacdo ao controle e a categoria C.
callosus/cultura. De acordo com Dogruman-Al e colaboradores (2011), IL-10 atua no controle
da resposta imune e do desenvolvimento da patologia mediante a infecgdo por T. gondii, pois
foram encontrados altos niveis de 1L-10 e IL-12 no soro de Mus domesticus infectados por
RH (DOGRUMAN-AL et al., 2011). O aumento da produgdo de IL-10 ndo coincide com o
aumento do indice de apoptose quando células BeWo foram infectadas pela cepa Udi1CH-05,
indicando essa cepa poderia modular a producéo de outras citocinas anti-inflamatérias com o
objetivo de evadir-se da resposta imune desencadeada no hospedeiro.

Os resultados da deteccdo de TGF-p demonstraram uma diminui¢do dessa citocina quando
células BeWo foram infectadas pela cepa UdilCH-05, categoria cultura, no periodo de doze
horas, no qual verificou-se aumento do indice de apoptose em relacdo a categoria C.
callosus/cultura e em relacdo ao periodo de duas horas, sugerindo que TGF-B nao é capaz de
induzir mecanismos de controle de resposta imune, e que outras citocinas anti-inflamatérias
possam atuar nesse controle durante a infecgdo por UdilCH-05, categoria cultura. De acordo
com Dogruman-Al e colaboradores (2011), TGF-f1 ¢ uma citocina anti-inflamatoria
produzida por todos os tipos celulares que atua na imunorregulacdo, sendo antagonista de
citocinas como TNF-a, IFN-y, TNF-B1 e IL-2. Os resultados sugerem que TGF-B s¢ mantém
em niveis estaveis durante a infeccdo por UdilCH-05, categoria C. callosus/cultura e por
Udi2CH-05, ambas as categorias, indicando um mecanismo de prevencdo de resposta
inflamatdria acentuada durante a infeccdo pelas cepas atipicas UdilCH-05 e Udi2CH-05.

O efeito inibitério de TGF-B1 na atividade de T. gondii ocorre pelo bloqueio de TNF-a,
demonstrando uma via essencial de controle dessa citocina na inducdo da producéo de IFN-y
por macrofagos (DOGRUMAN-AL et al., 2011). A ativacdo de resposta imune sem controle
poderia resultar na morte do hospedeiro por carga parasitaria excessiva, tal como verificado
em camundongos desafiados com a cepa tipo | do parasito (MELO; JENSEN; SAEIJ, 2011).
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O perfil de citocinas pode ser modificado de acordo com fatores relacionados ao hospedeiro,
com a viruléncia do parasito e o tempo de infeccdo (DOGRUMAN-AL et al., 2011).

Assim sendo, as cepas atipicas de T. gondii, UdilCH-05 e Udi2CH-05, demonstraram
diferencas na capacidade de inducdo de morte celular por apoptose, além da susceptibilidade
de células trofoblasticas e indugdo de resposta imune, indicando possiveis graus diferenciados
de viruléncia entre as cepas de T. gondii e entre as categorias definidas neste trabalho como
cultura e C. callosus/cultura. Portanto, se faz necesséario investigar as moléculas envolvidas na
alteracdo de viruléncia que consequentemente modulam mecanismos celulares como a morte

celular por apoptose.
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6. CONCLUSOES

O indice de apoptose é modulado positivamente em células BeWo quando estas
estdo infectadas pela cepa atipica UdilCH-05 cultura a partir de doze horas de
infeccdo, e a partir de duas horas de infecgcdo pela cepa Udi2CH-05 da categoria
cultura de T. gondii, enquanto a categoria C. callosus/cultura tanto de Udi1CH-05
quanto de Udi2CH-05 ndo é capaz de induzir a apoptose até doze horas de
infeccdo.

Células BeWo sdo igualmente susceptiveis a cepa UdilCH-05 em todos os tempos
de infeccdo, permitindo a proliferacdo do parasito de acordo com o tempo de
infeccdo. O indice de infeccdo de células infectadas por Udi2CH-05 é modulado
negativamente a partir de seis horas de infeccdo pela categoria C. callosus/cultura;
e a proliferacdo desta cepa é controlada por células BeWo desde fases iniciais da
infeccdo.

A citocina IL-12 ¢é produzida em altos niveis na fase inicial da infeccdo por
Udi2CH-05 C. callosus/cultura e em periodo intermediario pela categoria cultura
de Udi2CH-05 caracterizando a resposta inflamatdria tipica a T. gondii e a
diminuicdo gradativa de TNF-o coincide com incapacidade de Udi2CH-05 C.
callosus/cultura em promover a apoptose em células BeWo. As citocinas IL-10 e
TGF- B controlam a resposta imune desde fases precoces da infecgao por Udi2CH-

05.
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ANEXO A — Aceite do Comité de Etica

Universidade Federal de Uberlindia
J Pré-Reitoria de Pesquiza e Pés-Graduagho
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jolo Naves de Avila, n° 2121 - Bloco A- sala 224 - Campus Santa Mdnica - Uberlind ia-MG -

CEP 38408-144 - FONE (034)3230-4131; e-mail: cepfpropp.ufu.be

Uberlandia, 07 de outubro de 2011.

MUPROPP/CEP/UFU/063/11

De: Proff. Dr. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do Comité de Etica na Pesquisa com Seres-Humanos

Para: Prof®. Dr®. Eloisa Amdlia Vieira Ferro
ICBIM/UFU

Prezada Pesquisadora,

Com respeito ao protocolo registrado no CEP/UFU sob o n® 252/11: “Detecciio da
apoptose em células trofoblisticas (linhagem BeWo) infectas com as cepas RH,
UdilCH-05 e Udi2CH-05 de Toxoplasma gondii”, o Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos na Universidade Federal de Uberlandia — CEP/UFU — comunica
que pesquisas realizadas com linhagens de células humanas, adquiridas no coméreio,
ndo necessitam de avaliagio ética pelo Comité de Etica.

Atenciosamente,

Far ok,

f
me wile o .
Prof®. Dr® Sandra Terezinha de Farias Furtado

Coordenadora CEP/UFU
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Comiss8o de Efica na Utilizagdo da Animais ([CELIA])
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WWW .COMiSs0Des. oropo. ufu.or

AMALISE FINAL N® 101/11 DA COMISSAQ DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFL 043/11

Projato Pesguisa: “Avaliagio da transmissio vartical de Toxoplasma gondi am
Calomys calosus cronicaments infactados pela cepa ME-23 & reinfectados
com isalados Udi1 CH-05 & Ud-2CH-05".

Fasguisador Besconsavel: Eloisa Amalia Vigira Farro

O protocolo ndg apresenta protlemas de ética nas condutas de cesguisa com
animais nos limites da redagio 8 da matodologia apresantadas.

SITUACAD: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADD.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDAMCA NO PROTOCOLD

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENMTE AD CEUA PARA FINE DE
ANALISE E APROVACAD DA MESMA.

Uherlandia, 05 de julho de 2011
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