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Resumo

Existe uma diversidade genética significativa de cepas e isolados de Toxoplasma gondii no Brasil.
Em Uberlandia, Minas Gerais, recentemente, foram encontradas duas cepas em amostras
provenientes de galinhas e entdo denominadas TgChBrUD1 e TgChBrUD2. A toxoplasmose
congénita resulta, principalmente da infeccdo materna primaria durante a gestacdo, mas pode
ocorrer em casos de reinfec¢do. Calomys callosus € um bom modelo experimental para estudar
diferentes aspectos da infecgdo por T. gondii. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
susceptibilidade de C. callosus quando infectados com as cepa brasileiras TgChBrUD1 ou
TgChBrUD?2 de T. gondii, determinar a susceptibilidade de fémeas cronicamente infectadas com a
cepa ME-49 e reinfectadas com as cepas brasileiras e verificar a transmisséo vertical do parasito
apos a reinfeccdo. Para avaliagdo da sobrevivéncia, machos e fémeas foram infectados,
intraperitonealmente, com 100 taquizoitas das cepas TgChBrUD1 ou TgChBrUD2 e monitorados
diariamente. Ensaios de imuno-histoquimica e gPCR foram realizados para determinar o
parasitismo no figado, bago e cérebro. Machos e fémeas foram susceptiveis a infeccdo, porém as
fémeas foram mais susceptiveis a cepa TgChBrUD1 e os machos a cepa TgChBrUD2. Para
avaliacdo da sobrevivéncia em fémeas cronicamente infectadas apos a reinfeccdo, C. callosus
foram infectadas com a cepa ME-49 e reinfectadas com as cepas TgChBrUD1 ou TgChBrUD2 e
monitoradas para avaliar a sobrevivéncia. Todas as fémeas sobreviveram apds a reinfeccdo. A
transmissdo vertical foi analisada em fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e
reinfectadas com a cepa TgChBrUD1 ou TgChBrUD2 no primeiro dia de gestacdo. No 19° dia de
gestacdo, placentas, Utero e fetos, foram processados para a deteccdo de parasitos. Avaliou-se a
reabsorcéo fetal, resposta imune celular e humoral. Parasitos foram detectados nas placentas e
fetos apo6s reinfeccdo com ambas as cepas brasileiras. As fémeas reinfectadas com a cepa
TgChBrUD?2 apresentaram maior nimero de reabsorcao fetal. Estes animais apresentaram tambem
altos niveis de citocinas proinflamatdrias, IL-10 e anticorpos IgG2a. Em conclusdo, nossos
resultados mostraram que C. callosus sdo susceptiveis a ambas as cepas brasileiras de T. gondii.
Além disso, a reinfec¢do causou a reativacdo da infeccdo pela cepa ME-49 e a resposta imune
desenvolvida na primoinfeccdo ndo foi capaz de proteger contra a toxoplasmose congénita apos a

reinfeccdo com as cepas brasileiras T9QChBrUD1 ou TgChBruD2.

Palavras-chave: Calomys callosus, toxoplasmose congénita, reinfeccéo, cepas brasileiras



Abstract
There is a significant genetic diversity of Toxoplasma gondii in Brazil. Two parasite strains were
recently isolated from chicken in Uberlandia city, Minas Gerais state, which were named
TgChBrUD1 and TgChBrUD2. Congenital toxoplasmosis results mainly from primary maternal
infection during pregnancy, but can be occasionally caused by reinfection. Calomys callosus is a
suitable experimental model to study different features of T. gondii infection. The present study
aimed to evaluate the C. callosus susceptibility when infected with Brazilian T. gondii strains,
determine whether females chronically infected with ME-49 strain is susceptible to reinfection
with Brazilian strain and if reinfection may cause vertical transmission of the parasite. Male and
female were intraperitoneally infected with TgChBrUD1 or TgChBrUD2 tachyzoites and
monitored to evaluate the survival. Immunohistochemical assay and qPCR were performed to
determine the parasitism in liver, spleen and brain. Males and females are susceptible to infection,
but the females were more susceptible to TgChBrUD1 strain and the males to TgChBrUD2 strain.
Non-pregnant females were chronically infected with ME-49 and reinfected with TgChBrUDL1 or
TgChBrUD?2 strain and monitored to evaluate the survival. All non-pregnant females survived
after reinfection. The vertical transmission was analyzed by reinfection with TgChBruUD1 or
TgChBrUD?2 strain in the first day of pregnancy in chronically infected females with ME-49. At
19" day of pregnancy, placentas, uterus and fetuses, were processed for detection of the parasite
and fetal resorption. Blood samples were collected for antibodies and cytokines analyses. In
pregnant females, parasites were detected in placenta and fetuses after reinfection with both
Brazilian strains. TgChBrUD?2 reinfected females showed more impaired pregnancy outcomes
presenting higher number of animals with aborted fetuses and resorption rate. In addition, they
presented higher pro-inflammatory cytokines and IgG2a antibody. In conclusion, our results
showed that C. callosus are susceptible to both T. gondii Brazilian strains. Therefore, the
reinfection reactived the ME-49 latent infection and the protection against T.gondii can be
breached after reinfection with parasites belonging to different genotypes and promote the

congenital toxoplasmosis.

Keywords: Calomys callosus, congenital toxoplasmaosis, reinfection, Brazilian strains



1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é um protozodario parasita intracelular obrigatério, com ampla
distruibuicdo no mundo, e é capaz de infectar aves e mamiferos, inclusive humanos, com
capacidade de se multiplicar na maioria das células dos hospedeiros (DUBEY;
BEATTIE, 1988; CARRUTHERS, 2002; HILL; DUBEY, 2013). Este protozoario foi
descrito simultaneamente no Brasil por Splendore, em coelho (Oryctolagus cuniculus), e
por Nicole e Manceaux, no Norte da Africa, em um roedor (Ctenodactylus gundi),
ambos em 1908. Pertence ao Filo Apicomplexa, a Classe Sporozoa, a Subclasse
Coccidia, a Ordem Eucoccidida, a Familia Sarcocystidae (LEVINE et al., 1980;
LEVINE, 1988; Rey, 2001).

Toxoplasma gondii é caracterizado pela presenca do complexo apical composto de
organelas secretorias especializadas, como: roptrias, micronemas e granulos densos; e de
elementos do citoesqueleto, dentre eles, o conoide, anéis polares e microtibulos
subpeliculares (SOLDATI; MEISSNER, 2004; CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007).
Outra estrutura tipica do parasito € uma organela denominada apicoplasto, envolta por
cinco membranas e localizada na regido anterior ao ndcleo. Embora esta organela tenha
sido identificada, morfologicamente, desde a década de 1960, apenas na década de 90 do
século XX descobriu-se tratar-se de um plastideo (KOHLER et al., 1997; DE ROCHER
et al., 2000; MCFADDEN, 2011).

O parasita T. gondii possui trés formas evolutivas: taquizoitas, bradizoitas e
esporozoitas (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE,
2010). Os taquizoitas representam a forma de multiplicacdo rapida do parasito na célula
hospedeira e sdo as formas predominantes na fase aguda da infeccdo. Nessa fase da
doenca, os parasitos sdo disseminados pelo sistema circulatorio e tém a capacidade de
infectar vérios tecidos e érgdos (DUBEY, 1998; MONTOYA; LIESENFELD, 2004;
HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005). A invasao celular ¢ ativa e leva cerca de 15
a 20 segundos e depende de interacbes de moléculas presentes na superficie do parasito
com moléculas presentes na membrana da célula hospedeira (CARRUTHERS;
BOOTHROYD, 2007; SHARMA; CHITNIS, 2013; WALKER et al., 2014).

A répida disseminacdo dos parasitos estd vinculada a capacidade destes em
infectar células migratorias do sistema imune como mondcitos, linfocitos e células
dentriticas (LAMBERT et al., 2006; SIBLEY, 2011). Por meio destas células, o parasito
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é capaz de disseminar-se por varios tecidos e atravessar barreiras biolégicas como
placenta, barreiras hematoencefalica e a hematoretiniana (BARRAGAN; SIBLEY, 2003;
UNNO et al., 2008).

Os bradizoitas representam as formas de replicacéo lenta do parasito e sdo tipicos
da fase cronica da infeccdo (LYONS; MCLEOD; ROBERTS, 2002). Nessa fase, a
maioria dos parasitos torna-se encistada no interior das células (na forma de bradizoitas).
Cistos contendo bradizoitas s&o distribuidos em tecidos do hospedeiro, porém sdo mais
frequentes nos mdasculos esquelético e cardiaco, tecido nervoso e regido ocular
(DUBEY, 1998; MONTOYA; LIESENFELD, 2004; COWPER; MATTHEWS;
TOMLEY, 2012; KAMERKAR; DAVIS, 2012). Ndo havendo distlrbios no sistema
imunolégico, esta fase pode se estender por toda a vida do hospedeiro (ELSHEIKHA,
2008).

Ja os esporozoitas (contidos dentro dos oocistos imaturos liberados nas fezes de
felideos) correspondem as formas infectantes oriundas do processo de reproducdo
sexuada do parasito e sd@o encontrados no meio ambiente, podendo contaminar agua,
solos e alimentos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; SKARIAH; MCINTYRE;
MORDUE, 2010). Entre os trés estagios infecciosos de T. gondii, 0 oocisto é 0 mais
virulento, quando comparado com taquizoitos ou bradizoitos em hospedeiros néo felinos
(DUBEY; BEATTIE, 1988).

O ciclo de vida de T. gondii é heteroxeno facultativo e foi descrito em 1970. Os
hospedeiros definitivos sdo os membros da Familia Felidae e 0s hospedeiros
intermediarios, provavelmente, todos os animais homeotérmicos (mamiferos e aves)
inclusive seres humanos (DUBEY; MILLER; FRENKEL, 1970; TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000). Os felideos podem se contaminar ao ingerirem cistos
teciduais, oocistos maduros ou taquizoitas (DABRITZ; CONRAD, 2010; ELMORE et
al., 2010; SCHLUTER et al., 2014). Assim, inicia-se o desenvolvimento de multiplas
geracOes de ciclos sexuais e assexuais de T. gondii (DUBEY; FRENKEL, 1972). Os
parasitos se multiplicam assexuadamente nas células do epitélio intestinal, dando origem
aos esquizontes (esquizogonia) (FRANCIA; STRIEPEN, 2014; WILHELM,;
YAROVINSKY, 2014). Dos esquizontes sdo liberados merozoitos, que, apos varias
geracOes, se diferenciam em macrogametas e microgametas que se fundem, dando
origem ao zigoto, que, posteriormente, dara origem ao oocisto (gametogonia),
completando o ciclo sexuado (HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005). Os felideos

eliminam em suas fezes oocistos imaturos, ndo esporulados, que, em condi¢Ges
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ambientais propicias, como temperatura, umidade e oxigenacdo ideais, esporulam e se
tornam infectantes. Apos a esporogonia, cada oocisto esporulado de T. gondii possui, em
seu interior, dois esporocistos, cada um contendo quatro células haploides denominadas
esporozoitos (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; MONTOYA; LIESENFELD,
2004). Os oocistos maduros sobrevivem por meses ou até anos, desde que nao sejam
expostos a luz solar direta e umidade relativa do ar muito baixa (HILL; DUBEY, 2002;
MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; TORREY; YOLKEN, 2013).

Os hospedeiros intermediarios (mamiferos e aves) podem adquirir a infeccdo por
T. gondii por meio da ingestdo de oocistos maduros presentes no solo, dgua e alimentos;
ingestdo de cistos teciduais em carnes cruas ou mal cozidas; ingestdo de taquizoitas em
liquidos orgénicos como leite, e saliva; transplante de 6rgédos e acidentes laboratoriais
(DUMETRE et al., 2008; CENCI-GOGA et al., 2011; HILL; DUBEY, 2013;
SCHLUTER et al., 2014). Outra importante forma de infeccdo por T. gondii ocorre pela
via transplacentéria, pela qual os taquizoitas sdo capazes de atravessar a barreira
placentaria e promover a transmisséo vertical do parasito para os tecidos embrionérios
ou fetais. A transmissdo transplacentaria estd relacionada com a ocorréncia de
abortamentos, natimortos, debilidade e mortalidade neonatal, tanto no homem como em
outros animais (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; BOJAR; SZYMANSKA, 2010;
KODJIKIAN, 2010; LINDSAY; DUBEY, 2011; CHAUDHRY; GAD; KOREN, 2014).

1.2. Cepas e polimorfismo genético de Toxoplasma gondii

A diversidade genética das cepas de T. gondii € amplamente estudada e, durante as
ultimas décadas, os métodos moleculares facilitaram a deteccdo, diagnostico e
genotipagem deste importante patégeno (KHAN et al., 2005; DUBEY et al., 2008;
MINOT et al., 2012; SU et al., 2012; SHWAB et al., 2014).

Anélises moleculares de cepas, encontradas principalmente na Europa e Estados
Unidos, mostram que a maioria apresenta um padrdo genético clonal e pertence a um dos
trés gendtipos designados como tipo I, 11 e 11l (HOWE; SIBLEY, 1995; SU et al., 2012;
SHWAB et al., 2014). Essa estrutura clonal estd acompanhada de uma pequena
divergéncia genética entre as trés linhagens, de, aproximadamente, 2% (DARDE, 2008).

A estrutura clonal das cepas de T. gondii pode ser explicada pela capacidade de
transmissdo do parasita entre hospedeiros intermedidrios de habitos carnivoros e

saprofagicos, sem passar pelo hospedeiro definitivo e sofrer meiose e recombinacao
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sexual (SU et al., 2003). Pode ocorrer também por macrogametas do parasito que
permanecem infertilizados, que, por meio da partenogénese, sdo capazes de formar
oocistos no intestino dos felideos (FERGUSON, 2002). Outra possibilidade é a raridade
de infeccdo simultanea nos felideos com diferentes tipos de cepas. A recombinacao
ocorreria se 0s hospedeiros definitivos fossem infectados simultaneamente com
diferentes cepas de T. gondii. Contudo é um evento raro de ocorrer na natureza, uma vez
que os felideos teriam que se alimentar de uma presa que albergasse uma infeccdo mista
ou se ingerissem duas presas, cada uma com uma cepa diferente em um curto intervalo
de tempo. O fato de T. gondii ser haploide contribui para a estrutura clonal, pois o
hospedeiro definitivo infectado com apenas um tipo de cepa produz oocistos contendo
progénies geneticamente idénticas a amostra infectante original (AJZENBERG et al.,
2004).

A viruléncia de cepas de T. gondii € bem caracterizada no modelo murino. Sabe-se
que algumas espécies de hospedeiros sdo parcialmente susceptiveis, enquanto outras
sucumbem a infeccdo, e que até mesmo o género pode interferir na evolucdo da infeccao
(HOWE; SIBLEY, 1995; ROBERTS; CRUICKSHANK; ALEXANDER, 1995;
FAVORETO-JUNIOR et al., 1998). Os principais critérios para a determincao do grau
de viruléncia de uma cepa baseia-se na taxa de mortalidade e no tempo de mortalidade
de camundongos infectados com indculos graduais crescentes de parasitos (KAUFMAN;
REMINGTON; JACOBS, 1958). As cepas de T. gondii sdo definidas como virulentas,
ndo virulentas ou de viruléncia intermediéaria, dependendo da andlise destes parametros
(HOWE; SIBLEY, 1995).

As cepas do tipo I, tais com RH, BK e VEL, apresentam alta viruléncia e causam
uma rapida mortalidade em camundongos (HOWE; SIBLEY, 1995). Em humanos, esta
cepa pode causar doencas oculares graves (VALLOCHI et al., 2005; COMMODARO et
al., 2009). As cepas tipo Il e 111 sdo consideradas avirulentas, levando a infeccéo cronica
e producdo de cistos teciduais em camundongos (HOWE; SIBLEY, 1995). Em humanos,
as cepas do tipo Il, tais como ME-49 e M3, sdo predominantes em isolados de pacientes
HIV positivos e/ou encefalite toxoplasmica. Também se relacionam aos casos de
reativacdo da infeccdo cronica e infeccGes congénitas (AJZENBERG et al., 2002;
SIBLEY et al., 2009). As cepas do tipo 1, tais como VEG e M-7741, associam-se as
infeccOes animais, responsavel por infecges brandas e assintomaticas (KIM; WEISS,
2004; SIBLEY et al., 2009).
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A cepa RH foi isolada, em 1939, de uma crianga com quadro letal de encefalite
toxoplasmica (KHAN et al., 2009), sendo utilizada como padrdo na comparagao entre
cepas e considerada altamente virulenta. Em camundongos, é letal com uma dose
minima de taquizoitas (DUBEY et al., 1999; DARDE, 2008). A cepa ME-49 foi,
originalmente, isolada da musculatura de carneiro em 1965. E cistogénica ou de baixa
viruléncia (SUZUKI et al., 1988). Em camundongos, certas linhagens sdo mais
suscetiveis que outras a infecgdo por esta cepa, levando a variagdes da patogenicidade
pelo uso da mesma cepa. Nos camundongos BALB/c, é possivel encontrar cistos no
cérebro, caracterizando, assim, a fase cronica da infeccdo. Por outro lado, camundongos
C57BL/6 infectados com a cepa ME-49 desenvolvem uma meningoencefalite
progressiva com elevada taxa de mortalidade ap6s doze semanas de infecgdo
(GAZZINELLI et al., 1993). Estudos utilizando o roedor Calomys callosus (familia
Cricetidae) mostraram que estes animais apresentam elevada susceptibilidade a cepa RH
de T. gondii (FAVORETO-JUNIOR et al., 1998). Por outro lado, essa espécie é
resistente a cepa ME-49 (PEREIRA et al., 1999).

Uma quarta linhagem clonal, conhecida como tipo 12, foi recentemente descrita na
América do Norte, onde é comumente encontrada em animais selvagens. Cepas do tipo
12 foram inoculadas em camundongos e algumas delas registraram alto niveis de
viruléncia (KHAN et al., 2011).

Nos ultimos anos, estudos sobre os polimorfismos genéticos e caracterizacdo
genotipica em diferentes isolados de T. gondii originados tanto de material humano,
quanto animal, demonstram a existéncia de diversidade genética nesse parasito (DUBEY
et al., 2007b; PENA et al., 2008; KHAN et al., 2011; DUBEY et al., 2012; SHWAB et
al., 2014). Para a genotipagem dos isolados de T. gondii, a maioria dos estudos utiliza a
técnica da Reacdo em Cadeia pela Polimerase-Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos de DNA, gerados por Enzimas de Restricio (PCR-RFLP) (HOWE;
SIBLEY, 1995; AJZENBERG; DUMETRE; DARDE, 2005; PENA et al., 2008;
SOARES et al., 2011; SU et al., 2012). A PCR-RFLP é um método de tipificacdo
baseado no polimorfismo de comprimento de fragmentos de DNA gerados por enzimas
de restricdo sobre produtos amplificados pela PCR. As enzimas de restrigdo reconhecem
uma sequéncia especifica de quatro a oito bases e sdo classificadas de acordo com a
estrutura, atividades e sitios de reconhecimento e clivagem de DNA. O método consiste

em clivar o DNA em pontos especificos, resultando em fragmentos de massas
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moleculares diferentes, sendo assim, possivel diferenciar os tipos de cepas (HOWE;
SIBLEY, 1995; HOWE et al., 1997; KHAN, A. et al., 2005).

Estudos de genotipagem de T. gondii sdo embasados principalmente na pesquisa
em 11 loci génicos (SAGI, 5’+3’SAG2, SAG3, SAG2 alt, BTUB, GRA6, ¢22-8, c292,
L358. PK1, Apico) (SU; ZHANG; DUBEY, 2006a). Pela analise PCR-RFLP multilocus,
os isolados encontrados na Ameérica do Norte e Europa apresentam alelos tipicos das
cepas tipo I, 11 e 111, e a cepa predominante é do tipo Il (SU et al., 2012). Porém, quando
isolados oriundos de outras regides do mundo, além de Europa e Estados Unidos, foram
analisados, observou-se alta porcentagem de diferentes gendtipos, sugerindo que a
populagdo de T. gondii seria altamente diversa nessas regides (PENA et al., 2008;
MINQOT et al., 2012; SU et al., 2012). Estes resultados corroboram os dados encontrados
por Dubey e colaboradores, que demonstraram que as cepas de T. gondii do Brasil e
Colémbia sdo biologica e geneticamente diferentes daquelas da América do Norte e
Europa (DUBEY et al., 2007a). Experimentos realizados com parasitos isolados de
frangos assintomaticos do Brasil revelaram que estes parasitos sdo mais patogénicos
para camundongos que os isolados tipicos da Europa ou Estados Unidos, independente
do gendtipo. Estudos realizados com isolados de T. gondii, obtidos em Erechim, no
estado do Rio Grande do Sul (KHAN et al., 2006), em isolados provenientes de
pacientes HIV positivos com toxoplasmose cerebral (FERREIRA et al., 2008), em
pacientes com toxoplasmose ocular (DUBEY et al., 2007a), e isolados de sangue de
recém-nascidos em Minas Gerais (CARNEIRO et al., 2013) demostraram uma alta taxa
de polimorfismo genético.

Além desses trabalhos com amostras humanas do Brasil, varios estudos de
genotipagem por RFLP-PCR multilocus foram realizados em isolados de origem animal,
como em galinhas (DUBEY et al., 2010; SOARES et al., 2011), gatos (PENA et al.,
2008), porcos (FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2011) e até mesmo animais silvestres
(PENA et al., 2011). Todos os trabalhos apontaram resultados semelhantes, mostrando
alta diversidade genotipica dos isolados brasileiros. Um estudo com isolados de porcos
provenientes do Rio de Janeiro mostrou uma grande variabilidade de genotipos,
sugerindo que diferentes cepas de T. gondii circulam em suinos destinados ao consumo
humano. Além disso, foi verificado que as cepas provenientes dos porcos eram distintas
das cepas previamente isoladas de gatos e galinhas (FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2011).

Por outro lado, estudos com ovinos de diversas partes do Brasil (DA SILVA et al.,
2011) e galinhas provenientes da ilha de Fernando de Noronha (DUBEY et al., 2010)
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demostraram, pela primeira vez, a presenca de cepa clonal do tipo Il no Brasil. O
arquetipo tipo Il e outras cepas/isolados tambem foram verificados, indicando que T.
gondii presente na ilha de Fernando de Noronha é constituido de diferentes gendtipos,
bem como genotipos clonais que sdo dominantes na Europa e América do Norte
(DUBEY et al., 2010).

Acredita-se que a amplitude geogréafica, a grande biodiversidade da fauna do
Brasil e as diferencas na rota de infeccdo possam contribuir para essa maior
variabilidade genética das cepas brasileiras de T. gondii. Além disso, a maioria dos
isolados encontrados no Brasil ndo é clonal (DARDE, 2008; DUBEY’; SU, 2009; KHAN
et al., 2009). Embora a populacdo de T. gondii seja altamente diversificada em nosso
pais, alguns genotipos clonais circulam nos hospedeiros. Quatro genétipos identificados
como Brl, Brll, Brlll e BrlV, foram considerados clonais no Brasil (PENA et al., 2008).
Segundo esses autores, a populacdo de T. gondii no Brasil é altamente diversificada, na
qual a troca genética frequente tem gerado uma série de recombinantes, e algumas
linhagens clonais bem sucedidas expandiram-se para grandes areas geogréaficas. A
analise de viruléncia em camundongos infectados evidenciou que o tipo Brl é altamente
virulento, os tipos Brll e BrlV revelaram viruléncia intermediaria e o tipo Brlll é
considerado avirulento (PENA et al., 2008).

Em um estudo realizado em Uberlandia, Minas Gerais, foram encontradas duas
cepas em amostras provenientes de coracdo de galinhas, denominados TgChBrUD1 e
TgChBrUD2. A genotipagem desses isolados mostrou que TgChBruUDL1 pertence ao tipo
Brll (gendtipo #11 no ToxoDB PCR-RFLP) e TgChBrUD2 ao tipo Brl (gendtipo #6 no
ToxoDB PCR-RFLP) (SALOMAO et al., 2007). Para a genotipagem dos isolados,
foram utilizados doze primers diferentes, verificando-se que as cepas TgChBrUD1 e
TgChBrUD?2 sdo o resultado de recombinacgdes genéticas das trés linhagens clonais de T.
gondii, além de alelos ndo comuns as cepas tradicionais do parasito. Enquanto
TgChBruUD1 possui cinco marcadores genéticos da cepa tipo |1, dois para tipo Il e cinco
para tipo Ill, TgChBrUD?2 apresenta nove marcadores para o tipo |, um para tipo Il e um
para tipo Ill, além de um alelo atipico daqueles encontrados nos tipos I, 1l e Il 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 formacéo de cistos teciduais (SALOMAO et al., 2007). Os parasitos da
cepa TgChBrUD1 replicam mais lentamente no interior de células fibroblasticas da

linhagem HFF, enquanto os parasitos da cepa TgChBrUD2 sdo capazes de replicar e
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romper as células hospedeiras em menor intervalo de tempo. A infeccdo in vivo,
utilizando modelos experimentais roedores, resultou em baixa taxa de sobrevivéncia dos
animais, o que demonstra semelhangas de ambas as cepas brasileiras com cepas
virulentas de T. gondii (SALOMAO et al., 2007). Estudos com células trofoblasticas da
linhagem BeWo infectadas com estas cepas brasileiras mostraram que células BeWo séo
mais susceptiveis a infeccdo pela cepa TgChBrUD1 do que pela cepa TgChBrUD2 e que
o0 tratamento com azitromicina foi mais eficiente em controlar a infecgéo e replicacdo do
parasito do que os tratamentos convencionais utilizados (RIBEIRO et al., 2013). Alem
disso, existem diferencas na capacidade de inducdo de morte celular por apoptose, além
da susceptibilidade e inducdo de resposta imune, indicando possiveis graus diferenciados
de viruléncia entre os parasitos das cepas TgChBrUD1 e TgChBrUD2 obtidas apds
infeccdo experimental de Callomys callosus ou de parasitos mantidos apenas em cultura
celular (LOPES-MARIA et al., 2013).

1.3. Toxoplasmose

A toxoplasmose € a protozoonose causada por T. gondii e € uma das zoonoses com
maior difusdo mundial (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012; SEPULVEDA-
ARIAS et al., 2014). A doenca é um problema de saude publica, pois desenvolve um
quadro preocupante em pacientes imunocomprometidos e em casos de infeccdo
congénita. Excluindo tais ocasides, a doenca, geralmente, cursa de forma assintomatica
ou benigna em cerca de 90% dos casos e raramente é necessario o tratamento da doenca
(DUMETRE et al.,, 2008; CENCI-GOGA et al.,, 2011; ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012; SEPULVEDA-ARIAS et al., 2014). A prevaléncia da infecgdo por T.
gondii em humanos ¢ alta, com estimativas de infeccdo crénica em individuos adultos,
variando de 10% a 90%, dependendo da regido geografica e do habito alimentar da
populacdo (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). No Brasil, de maneira geral, a
prevaléncia varia entre 50% a 80% (GALISTEU et al., 2007; DUBEY et al., 2012).

O curso da doenca se da em dois estagios: fase aguda e fase cronica. O periodo
inicial da infeccdo caracteriza a fase aguda da toxoplasmose em que os taquizoitas se
multiplicam rapidamente em diferentes tipos de células. Algumas manifestacdes clinicas
como febre, dor de garganta, mialgia, cefaleia e coriorretinite podem ocorrer. Durante
essa fase proliferativa, a toxoplasmose pode causar a morte do hospedeiro
(principalmente em fetos ou individuos imunossuprimidos). Porém, em casos de

individuos imunocompetentes, com o desenvolvimento da resposta imune, a
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multiplicacdo dos taquizoitas é interrompida e ocorre a formacdo de cistos teciduais
contendo bradizoitas, o que caracteriza a fase cronica da infeccdo sem sintomatologia
significante no hospedeiro (FILISETTI; CANDOLFI, 2004; GROSS; HOLPERT,
GOEBEL, 2004; HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005; CENCI-GOGA et al.,
2011; SEPULVEDA-ARIAS et al., 2014). O mecanismo dessa permanéncia indefinida
dos cistos nos tecidos dos hospedeiros ndo é muito bem compreendido, entretanto,
alguns pesquisadores acreditam que, periodicamente, alguns cistos se rompem, liberando
os bradizoitas que se diferenciam em taquizoitas, invadindo novas células formando
assim novos cistos (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; SULLIVAN; JEFFERS,
2012).

Em pacientes imunocomprometidos (HIV positivos, pacientes em tratamento
quimioterapico, individuos transplantados ou individuos com doencas autoimunes), a
manifestacdo da doenca, quase sempre, esta relacionada com a reativacdo de cistos pré-
existentes. Neste contexto, os bradizoitas voltam ao estagio de taquizoitas, podendo
levar o paciente a oObito (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; MUNOZ;
LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

A presenca de T. gondii pode ser diagnosticada indiretamente por métodos
soroldgicos ou diretamente por meio de bioensaio, cultura celular, imuno-histoquimica
ou pelo diagnéstico molecular por PCR em sangue, liquido amnidtico ou placenta
(MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; RORMAN et al., 2006; TALABANI et al., 2010).
A identificacdo direta do parasito por cultura celular ou isolamento por meio do
bioensaio é considerada padrdao ouro para a identificacdo da infeccdo, mas sdao métodos
relativamente demorados e laboriosos (KOMPALIC-CRISTO et al., 2007; ABDUL-
GHANI, 2011).

A sorologia é um dos principais métodos a que se recorre para estabelecer o
diagndstico da toxoplasmose. Baseia-se na pesquisa de anticorpos de diferentes classes
de imunoglobulinas (1gG, IgM, IgA, e mais raramente, IgE) anti-T. gondii. De acordo
com o perfil soroldgico, pode-se determinar a fase da infeccdo (aguda ou cronica). Os
testes soroldgicos mais comumente utilizados sdo a Imunofluorescéncia Indireta (IFI); o
Teste de Aglutinacdo Modificada (MAT); o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) convencional, de captura (IgM ou IgA) ou de avidez para IgG; o
Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA) e Imunoblotting (IB) (KOTRESHA;
NOORDIN, 2010; ABDUL-GHANI, 2011; BONYADI; BASTANI, 2013).
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Técnicas moleculares também sdo empregadas para a realizacdo do diagnoéstico da
toxoplasmose congénita. A amplificacdo de segmentos especificos pela PCR permite a
identificacdo de T. gondii em amostras clinicas, quando o parasito est presente em
pequeno numero (ABDUL-GHANI, 2011). O diagnostico molecular € mais comumente
realizado em liquido amnidtico, sangue de corddo umbilical, em liquido
cefalorraquidiano, material de biopsia cerebral e lavagem bronco-alveolar e, em alguns
casos, no sangue periférico do recém-nascido (REMINGTON; THULLIEZ;
MONTOYA, 2004; ABDUL-GHANI, 2011). A realizacdo da PCR como diagnostico
para a toxoplasmose € uma boa opgdo por ser uma técnica relativamente rapida,
revelando alta especificidade e sensibilidade (ABDUL-GHANI, 2011).

A prevencdo da toxoplasmose é baseada por programas de educagdo e saude
plblica. E recomendando, principalmente as gestantes, que evitem contato com
materiais potencialmente contaminados, como carnes cruas, frutas e verduras com
higienizacdo deficiente e caixas de areia com dejetos de gatos (BOJAR; SZYMANSKA,
2010; OPSTEEGH et al., 2014; SEPULVEDA-ARIAS et al., 2014).

1.4. Toxoplasmose congénita

A forma congénita da toxoplasmose ocorre em razdo da passagem transplacentaria
das formas taquizoitas do parasito durante a gestacdo, alcancando, assim, a circulagdo e
os tecidos fetais (KODJIKIAN, 2010; CARLIER et al., 2012). No entanto, a transmissao
congénita do parasito ndo € obrigatdria, equivalendo de 20 a 33% dos casos de
primoinfeccdo materna humana (CARLIER et al., 2012). A probabilidade de haver
infeccdo fetal quando a primoinfeccdo materna ocorre no periodo preconcepc¢éo é de 1%;
entretanto, se a gestante adquire a infeccdo no primeiro ou segundo trimestre
gestacional, a possibilidade da transmissdo vertical é de 6% e entre 22-40%,
respectivamente. Caso a infeccdo ocorra no terceiro trimestre, a possibilidade da
infeccdo fetal varia entre 58-72 % (MONTOYA; REMINGTON, 2008; RABILLOUD;
WALLON; PEYRON, 2010). A toxoplasmose congénita pode causar lesGes
irreversiveis ao feto (REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004; KODJIKIAN,
2010; CHAUDHRY; GAD; KOREN, 2014). A frequéncia e a gravidade da doenca
dependem da idade gestacional. Infeccdo materna, no primeiro trimestre de gestagéo,
pode causar toxoplasmose congénita grave, resultando em morte do feto no Utero ou
abortamento esponténeo. Os casos mais graves podem ocasionar a Tétrade de Sabin, em

que o feto apresenta corioretinite em 90% dos casos; calcificagdes cerebrais em 69%;
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perturbacdes neuroldgicas com retardamento psicomotor em 60% e alteragdes no
volume craniano (macro e microcefalia) em 50% (KAWAZOE, 1995; REMINGTON et
al., 2001). Em contraste, a infeccdo materna tardia (terceiro trimestre), usualmente,
resulta em recém-nascidos aparentemente normais, porém estes podem apresentar
sequelas tardiamente (BLANCO-LAGO et al., 2010; JONES et al., 2010). Podem
também manifestar alguns sintomas, como hepatoesplenomegalia, ictericia, danos
oculares e neuroldgicos. A frequéncia absoluta de infecgBes subclinicas em recém-
nascidos com toxoplasmose congénita é de 85%. As infec¢bes que passam despercebidas
ou, se ndo tratadas, causam doenca ocular grave (corioretinite) ou atraso no
desenvolvimento mental na segunda ou terceira década de vida da crianca (HOHLFELD
et al., 1994; REMINGTON et al., 2001; GILBERT, 2004). Em paises desenvolvidos, a
doenca afeta de 1 a 10 entre 10.000 recém-nascidos (CARLIER et al., 2012). No Brasil,
a ocorréncia de toxoplasmose congénita afeta de 3 a 10 entre 10.000 (LAGO et al.,
2007). Em Minas Gerais ha alta prevaléncia da infec¢do, 13 casos em cada 10.000
recém-nascidos e a desigualdade social esta relacionada com as taxas de prevaléncia da
infeccdo (CARELLOS et al., 2014a; CARELLOS et al., 2014b).

Em gestantes, pacientes que iniciam o pré-natal com presenca de anticorpos IgG
anti-T. gondii e auséncia de anticorpos IgM anti-T. gondii s&o consideradas imunes e
sem riscos de toxoplasmose congénita. A excec¢do € para as pacientes HIV positivas ou
com outra imunossupressdo, que podem ter reativacdo da doenca (REMINGTON et al.,
2001; GILBERT, 2004). Em pacientes em que se detecta sorologia positiva, é realizado
o teste de avidez, que foi desenvolvido para determinar se a infeccdo foi contraida no
passado distante ou recentemente. Os resultados sdo baseados na medida da avidez ou
afinidade funcional dos anticorpos da classe 1gG especificos para T. gondii
(LIESENFELD et al., 2001; BONYADI; BASTANI, 2013). Em casos de pacientes em
que o resultado de avidez é duvidoso, a associa¢do com outros testes laboratoriais, como
a técnica da PCR em liquido aminidtico e sangue é recomendada. Isso permite a
identificacdo dos fetos infectados, possibilitando que a terapia antiparasitaria se inicie
precocemente, ainda na gestacdo (REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004;
DELHAES et al., 2013). A ultrassonografia tem importancia fundamental no
acompanhamento e na avaliacdo do prognostico dos fetos portadores de toxoplasmose,
pois permite identificar aqueles sem sinais de infeccdo congénita (COUTO; LEITE,
2004).
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A infeccdo ocular pode fazer parte do quadro de uma infeccdo congénita ou
ocorrer em infeccdo adquirida pos-natal, tanto em casos de infeccdo aguda ou de
reativacdo da doenca (BOOTHROYD; GRIGG, 2002; THIEBAUT et al.,, 2007). A
manifestacdo ocular mais comum € a retinocoroidite granulomatosa necrotizante, sendo
a les@o de coloragdo branco-amarelada e com margens mal definidas (GLASNER et al.,
1992; MONTOYA; REMINGTON, 1996). Os sintomas incluem diminuicdo da viséo,
inflamac&o, necrose retiniana e opacidades no campo visual, hiperemia conjutival e
ciliar, dor e fotofobia. Recidivas da doenca ocorrem em funcdo da ruptura dos cistos e
liberacdo dos bradizoitas (AMATO NETO et al., 1995).

O diagnostico da toxoplasmose congénita no recém-nascido é feito pela
demonstracdo da presenca de anticorpos IgM ou IgA contra o parasito. O diagnostico
ndo pode ser feito apenas pela demonstracdo de anticorpos IgG, ja que estes sdo
transferidos passivamente da mde para o feto. Entretanto, deve-se ter cautela na
interpretacdo dos resultados de IgM e IgA no recém-nascido, pois a transmissao de IgM
e/ou IgA materna pode ocorrer durante o nascimento. Devido a meia vida curta destes
anticorpos (IgM e IgA), os testes positivos devem ser confirmados e repetidos do
segundo ao quarto dia de vida (IgM) e no décimo dia de vida (IgA) (REMINGTON;
THULLIEZ; MONTOYA, 2004).

A prevencdo da toxoplasmose congénita se divide em trés etapas: prevengéo
primaria, secundaria e terciaria (ELSHEIKHA, 2008). A prevencdo primaria € baseada
em programas de educacdo em salde publica pelos quais a gestante é orientada a tomar
medidas preventivas, identificando quais sdo os fatores de risco para a toxoplasmose
durante a gestacdo. A prevencdo secundaria consiste na tentativa de evitar a transmissao
transplacentaria de T. gondii. Para isso, faz-se a triagem pré-natal, que se baseia no
diagnostico da toxoplasmose aguda em gestantes, seguido de tratamento especifico das
mesmas. Normalmente este diagnéstico é efetuado por meio da deteccdo de anticorpos
IgM, soroconversdao de IgG e avidez de IgG especificos anti-T. gondii, em amostras
sanguineas das méaes. Esta estratégia se justifica pela possibilidade de tratamento precoce
para prevenir a transmissdo do parasito para o feto (REMINGTON; THULLIEZ;
MONTOYA, 2004; SENSINI, 2006; BESSIERES et al., 2009; OPSTEEGH et al.,
2014). Por fim, a prevencéo terciaria tem como objetivo a realizagcdo de um diagnostico
precoce no recém-nascido no proposito de prevenir ou minimizar sequelas futuras.

O tratamento da mae/feto durante a gestacéo € controverso, pois se sabe que, além

dos efeitos adversos do tratamento, somente o0s taquizoitas sdo sensiveis aos
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medicamentos e que a parasitemia materna tem curta duracdo, cessando com o0
surgimento da resposta imune especifica (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005). Sendo
assim, para um tratamento eficaz, é de suma importancia mensurar a soroconversdo da
gestante, que é uma dificil tarefa, mesmo quando sdo realizados exames mensais
(GILBERT, 2009). Os recém-nascidos infectados por T. gondii e diagnosticados pela
triagem neonatal sdo, rotineiramente, tratados por 3 meses a 1 ano, dependendo do
centro médico onde estd sendo efetivado o tratamento. A terapéutica, geralmente,
constituida de sulfonamidas + pirimetamina + &cido folinico, tem por objetivo reduzir o
risco de aparecimento de novas lesdes inflamatdérias no cérebro e no olho, com

consequente déficit neuroldgico e visual (GILBERT, 2009).

1.5. Resposta imune

A resposta imune mediada por células é considerada a mais relevante no
mecanismo de regulacdo da infeccdo por T. gondii, uma vez que este € um parasita
intracelular obrigatdrio. Varios componentes da resposta imune inata e adaptativa
participam do mecanismo de defesa contra o parasito (MILLER et al., 2009;
VILLARINO; SCHMIDT, 2013; GERLIC; MASTERS, 2014; YAROVINSKY, 2014).

No inicio da infeccdo, T. gondii estimula macrofagos, células dendriticas e
neutrdfilos a liberar interleucina 12 (IL-12) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a). A
IL-12, por sua vez, induz células Natural Killer (NK) a produzir interferon gamma (IFN-
Y), que age sinergicamente com TNF-a, aumentando a atividade microbicida dos
macrdfagos pela producdo de 6xido nitrico (NO), permitindo uma ag&o tdxica contra o
parasito. Além disso, induzem a proliferacdo de linfocitos auxiliares (CD4*) e
citotoxicos (CD8"), que produzem ainda mais IFN-y. Altos niveis de IFN-y estimulam
macrofagos e células dendriticas a liberar mais IL-12, amplificando, assim, a resposta
imune (ABOU-BACAR et al., 2004; MILLER et al., 2009; MUNOZ; LIESENFELD;
HEIMESAAT, 2011; DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER, 2012; YAROVINSKY,
2014). Outro mecanismo de defesa contra o parasito induzido por IFN-y ¢ a produgdo da
enzima indoleamina (IDO), a qual leva a degradacao do triptofano, aminoacido essencial
para o desenvolvimento do parasito (PFEFFERKORN; ECKEL; REBHUN, 1986;
SILVA et al., 2002).

Embora o0s mecanismos mediados por IFN-y sejam potentes, ndo sdo

completamente efetivos na eliminacdo dos parasitos (YAP; SHER, 1999). Alguns deles
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escapam do controle imunoldgico e sobrevivem no hospedeiro por longos periodos,
continuando a sua proliferacdo pelo organismo, caracterizando a fase cronica da infec¢éo
(ALIBERTI, 2005; SULLIVAN; JEFFERS, 2012).

As células T CD8" sdo essenciais na resisténcia, durante a fase ativa da infeccao, e
desempenham a principal funcdo efetora contra T. gondii (FILISETTI; CANDOLFI,
2004; MELO; JENSEN; SAEI], 2011). Estudos demonstraram que a auséncia das
células T CD8", mas ndo de células T CD4", acelera a mortalidade em camundongos
cronicamente infectados com T. gondii, comprovando a funcdo desse tipo celular no
controle do parasito durante a fase cronica da infeccdo (GAZZINELLI et al., 1991;
GAZZINELLI et al., 1992).

Apesar de uma resposta imunolégica eficiente, T. gondii é capaz de induzir
mudancas na transcricdo génica do hospedeiro como forma de evasao da resposta imune.
Assim, o sucesso da infeccdo ou do combate ao parasito esta associado com o balanco
entre a resposta imune do hospedeiro e os mecanismos de evasdo utilizados pelas
diferentes cepas de T. gondii (MILLER et al., 2009; MELO; JENSEN; SAEIJ, 2011).

Durante o periodo gestacional, o organismo materno passa por algumas alteracdes
fisioldgicas, e o sistema imune, normalmente é induzido a um estado de tolerancia aos
antigenos fetais (KRAVETZ, 2010; ROBINSON; KLEIN, 2012). Muitos horménios,
mais notavelmente estrégenos e progesterona, estdo amplamente aumentados e esta
condicdo gera alteracBes no balanco de citocinas de perfil Thl/Th2 (MIYAURA,
IWATA, 2002; ROBINSON; KLEIN, 2012). Assim, hd uma tendéncia materna a
conversdo para o perfil imunoldgico do tipo Th2, com producdo de citocinas anti-
inflamato6rias como IL-4, IL-5, e fator de transformag¢do do crescimento p (TGF-p), as
quais sdo sintetizadas na interface maternofetal, principalmente por células da decidua
em todo o periodo gestacional (MILLER et al., 2009; DENNEY et al., 2011).

A maior susceptibilidade de gestantes a toxoplasmose pode estar relacionada a
maior producdo de citocinas anti-inflamatérias, que sd8o mais expressas durante a
gestacdo. Neste caso, observa-se uma situagdo de “imunossupressdo”, uma vez que
horménios como estrogeno e progesterona modulam a reatividade das células T e a
producdo de citocinas de perfil Th2 (VARGAS-VILLAVICENCIO; DE LEON-NAVA;
MORALES-MONTOR, 2009; ROBINSON; KLEIN, 2012). Assim, a influéncia
hormonal no sistema imunoldgico com a producdo de citocinas anti-inflamatorias, para
evitar a rejeicdo ao feto, acaba influenciando a maior susceptibilidade a infeccdo

parasitaria, e, consequentemente, o risco de infeccdo placentéria e transmissdo congénita
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(SANTOS et al., 2008; KRAVETZ, 2010; MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT,
2011).

O fator de inibicdo de migracdo de macrdéfagos (MIF) possui inumeras fungdes e
também atua como citocina, sendo um regulador chave da imunidade inata e adquirida,
importante na inducgéo da resposta inflamatoria a virus e bactérias (CALANDRA et al.,
1995) e tem a propriedade de ativar macréfagos e promover a morte de parasitos
intracelulares, como T. gondii (BERNHAGEN; CALANDRA; BUCALA, 1998; DE
OLIVEIRA GOMES et al., 2011; BARBOSA et al., 2014). MIF é produzido por
diferentes tipos celulares, tais como linfocitos T, macrofagos, mondcitos, celulas
dendriticas, eosindfilos e células trofoblasticas (LUE et al., 2002; FERRO et al., 2008) e
tem capacidade de sobrepor o efeito imunossupressivo de horménios glicocorticoides na
expressao de outras citocinas préinflamatdrias (CALANDRA et al., 1995).

Os anticorpos desempenham um papel secundario no controle da infeccdo por T.
gondii, no entanto sdo importantes no estabelecimento de diagndstico soroldgico para a
doenca (PETERSEN, 2007; SERRANTI; BUONSENSO; VALENTINI, 2011).
Anticorpos IgM podem ser encontrados apds 7 dias de infec¢do, alcangando um titulo
maximo em poucas semanas e declinando gradualmente. A infeccdo via oral, em alguns
hospedeiros, pode induzir a formagéo de anticorpos IgA (DE PASCHALE et al., 2008).
Anticorpos IgG, geralmente, aparecem uma a duas semanas apds a infec¢do, alcancando
titulos maximos em seis semanas, podendo declinar em alguns meses ou anos, com
titulos baixos permanecendo por toda a vida (ELSHEIKHA, 2008; TALABANI et al.,
2010).

Em casos de reinfeccdo, ocorre uma reacdo imune intensa, frequentemente,
manifestada pela elevacdo dos niveis de IgG e pelo aparecimento de anticorpos IgM. Em
gestantes imunocompetente com perfil soroldgico de infeccdo latente (sem anticorpos
IgM e IgA, e niveis baixos de IgG), os indicadores de toxoplasmose aguda (presenca de
IgM e/ou IgA e altos niveis de 1gG) sugerem reinfeccdo, que pode resultar em
transmissdo do parasito para o feto (GAVINET et al., 1997; ELBEZ-RUBINSTEIN et
al., 2009; VALDES et al., 2011).

1.6. Transmissao vertical de Toxoplasma gondii em gestantes imunocompetentes

Além da infeccdo toxoplasmica priméria, pode ocorrer transmissao

transplacentaria do parasito por reativacdo da doenga materna crénica ou em casos de
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reinfeccdo (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; ANDRADE et al., 2010; LINDSAY;
DUBEY, 2011; VALDES et al., 2011). InfeccGes anteriores a gestacdo oferecem
pequena possibilidade de infecgdo fetal, caso ocorram, no minimo, trés meses antes da
concepcdao (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Uma gestante imunocompetente e com
infeccdo cronica ndo apresenta risco significativo de transmitir a infeccdo para o feto,
uma vez que o sistema imune materno ja possui mecanismos de defesa contra o parasito
(SENSINI, 2006; BOJAR; SZYMANSKA, 2010). A reinfecgédo pode ser associada com
a exposicdo a um grande numero de parasitas, a uma cepa mais virulenta ou a um
parasito de gendtipo diferente (LINDSAY; DUBEY, 2011).

Recentemente, infeccdo e reinfecgdo, naturalmente, mistas, resultantes de
exposicao a cepas de diferentes genotipos foram observadas em humanos, embora ainda
ndo esteja claro se a protecdo causada pela infeccdo primaria é gendtipo-especifica
(SILVEIRA et al., 2003; KODJIKIAN et al., 2004; LEBAS et al., 2004; ELBEZ-
RUBINSTEIN et al., 2009; ANDRADE et al., 2010). Estudos relataram casos de
toxoplasmose transmitida por mées cronicamente infectadas e com a infecgdo congénita
diagnosticada no periodo neonatal. Os autores sugerem a ocorréncia de reinfeccdo por
uma cepa diferente do parasito (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; ANDRADE et al.,
2010).

Na Franca e em outros paises da Europa, a toxoplasmose congénita causada pela
reinfeccdo materna durante a gravidez € rara. Nesses paises, a imunidade adquirida na
infeccdo primaria, normalmente, protege o organismo materno contra a reinfec¢éo, pois,
na Europa, geralmente, apenas um gendtipo (tipo Il) circula em humanos e no ambiente
(AJZENBERG et al., 2002; DUMETRE et al., 2006). No entanto, em outras areas, como
na América do Sul, onde a diversidade genética de T. gondii € maior, € provavel que a
reinfeccdo com gendtipos diferentes ocorra com mais frequéncia (DUBEY et al., 2012).

A hipdtese de que a infecgdo priméria por T. gondii promove uma memoria
imunologica capaz de prevenir a transmissdo vertical durante a reinfeccéo é questionada
por diversos autores usando modelos murinos (FERRO et al., 2002; FREYRE et al.,
2006; PEZERICO et al., 2009; FRANCO et al., 2011). Alguns estudos demostraram que
a transmissdo vertical de T. gondii é impedida em casos de reinfec¢cfes com a mesma
cepa da infeccdo primaria (FERRO et al., 2002) ou com cepas clonais (PEZERICO et
al., 2009; FRANCO et al., 2011). Por outro lado, Freyre e colaboradores (2006)
monstraram a transmissdo vertical em casos de infeccéo e reinfeccdo com cepas clonais

de T. gondii. Desta forma, alguns autores discutem que a dinamica da transmissao
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vertical de T. gondii em murinos, em casos de reinfecdo, depende do tipo de cepa
envolvida na infeccdo prévia e reinfecgdo, da via de inoculagdo, do nimero de parasitos
inoculados, da forma infectante e da susceptibilidade dos hospedeiros a T. gondii
(FREYRE et al., 2006; FREYRE et al., 2008; PEZERICO et al., 2009; FRANCO et al.,
2011).

1.7. Calomys callosus

Calomys callosus (Renger, 1830) € um roedor da familia Cricetidae com ampla
distribuicdo no territdrio brasileiro e etologia bastante estudada (MELLO, 1984). Sao
comumente encontrados em moradias humanas e seus anexos, especialmente, em regides
rurais. Possui importancia epidemioldgica por ser reservatorio natural de Trypanosoma
cruzi (SANTOS et al.,, 2008). Esses animais também sdo susceptiveis as doencas
infecciosas e parasitarias como leishmaniose, doenca de Chagas (MELLO; TEIXEIRA,
1984; SANTOS et al., 2008; TANIWAKI et al., 2011) e toxoplasmose (FERRO et al.,
2002; BARBOSA et al., 2008; FRANCO et al., 2011), o que proporciona excelente
modelo bioldgico para o estudo de tais doencas.

Favoreto-Junior e colaboradores (1998) monstraram que esta espécie possui
elevada susceptibilidade a cepa RH de T. gondii, com ocorréncia de 6bito dos animais no
oitavo dia de infeccdo pelo indculo intraperitoneal de 100 taquizoitas. Por outro lado,
Pereira e colaboradores (1999) mostraram que C. callosus, sdo menos susceptiveis a
cepa ME-49, inoculados oralmente com 20 cistos teciduais, permitindo assim estudos
sobre a transmissdo vertical da toxoplasmose nestes. Fémeas de C. callosus, infectadas
com cepa RH, apresentam infecgdo de células trofoblésticas, tdo logo iniciado o
processo de implantacdo embrionaria. A morte prematura desses animais, apds infeccédo
com esta cepa, ndo permitiu avaliar a formacdo da placenta, impossibilitando a
investigacdo das vias de passagens transplacentarias em C. callosus (FERRO et al.,
1999). Entretanto, com o uso da cepa ME-49 de T. gondii, Ferro e colaboradores (2002)
verificaram a cinética da infec¢do em diferentes compartimentos da placenta, bem como
definiram que a transmissdo congénita s6 ocorre durante a fase aguda da doenca,
semelhante ao que ocorre na espécie humana.

Estudos anteriores mostraram que o periodo de aquisicdo de resisténcia materna
de C. callosus a transmisséo vertical do parasito ocorre com, aproximadamente, 60 dias

(BARBOSA et al., 2008) e que fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e
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reinfectadas pela mesma cepa ndo sdo capazes de transmitir verticalmente o parasito
(FERRO et al., 2002). Esse resultado sugere que a existéncia de antigenos especificos de
determinada cepa pode promover imunizagdo na infeccdo priméria, impedindo, assim, a
reinfeccdo pela cepa de mesmo genotipo. Outro estudo mostrou que fémeas de C.
callosus cronicamente infectadas pela cepa ME-49 e desafiadas com a cepa RH também
foram capazes de impedir a transmisséo vertical do parasito, sugerindo que a infeccdo
primaria pela cepa ME-49 conferiu protecdo ao feto. Além disso, este estudo demonstrou
que o desafio com a cepa RH ndo causou a morte desses animais (FRANCO et al.,
2011).

A circulagdo de multiplos gendtipos na América do Sul possibilita a ocorréncia de
infeccdo mista de cepas e casos de reinfecgdes podem ser frequentes. De maneira geral,
em gestantes imunocompetentes e cronicamente infectadas por T. gondii apresentam
baixo risco de transmitir verticalmente o parasito para o embrido ou feto. Entretanto
existem relatos de gestantes cronicamente infectadas com cepas clonais tipicas do
hemisfério Norte que podem transmitir verticalmente o parasito, quando reinfectadas
com cepas encontradas na Ameérica do Sul e continente africano.

Calomys callosus é menos susceptivel a cepa ME-49 (clonal do tipo Il), porém
susceptivel a cepa RH (clonal do tipo 1) de T. gondii. Além disso, semelhante ao que
acontece na espécie humana, as fémeas s6 transmitem verticalmente o parasito durante a
fase aguda da infeccdo, e fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e
reinfectadas com a mesma cepa ou com a cepa RH ndo transmitem verticalmente T.
gondii.

Considerando a existéncia de cepas com diferentes gendtipos no Brasil, que sdo mais
patogénicas para camundongos que as cepas clonais da Europa ou Estados Unidos e que
C. callosus é um bom modelo experimental para o estudo da toxoplasmose humana,
torna-se relevante a avaliagdo da susceptibilidade desse modelo murino infectado com
cepas brasileiras, bem como a transmissdo vertical deste parasito em fémeas
cronicamente infectadas com cepas clonais e reinfectadas com as cepas brasileiras. Além
disso, pela avaliacdo do genoétipo de T. gondii em tecidos placentérios e fetais, sera

possivel estabelecer o efeito da reinfeccdo na reativacdo de uma infecgéo cronica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar a infeccdo de cepas brasileiras TgChBrUD1 ou TgChBrUD2 de
Toxoplasma gondii em Calomys callosus e verificar se a infeccdo crénica com a cepa
clonal ME-49 confere protecdo contra transmissdo vertical das cepas brasileiras
TgChBrUD1 ou TgChBruD2.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a susceptibilidade de machos e fémeas de Calomys callosus a infec¢do com as
cepas TgChBrUD1 ou TgChBruD2;

- Quantificar T. gondii nos 6rgdos periféricos de machos e fémeas infectados com as
cepas TgChBrUD1 ou TgChBruD2;

- Avaliar a susceptibilidade de fémeas ndo gravidas cronicamente infectadas com a cepa
ME-49 e reinfectadas com as cepas TgChBrUD1 ou TgChBruD2;

- Avaliar a susceptibilidade de fémeas gravidas cronicamente infectadas com a cepa ME-
49 e reinfectadas com as cepas TgChBrUD1 ou TgChBruD2;

- Avaliar a possivel transmissdo vertical de T. gondii em fémeas cronicamente infectadas
com a cepa ME-49 e reinfectadas com as cepas TgChBrUD1 ou TgChBrUD2;

- Quantificar T. gondii nos 6rgaos periféricos maternos e tecidos placentarios e fetais;

- Caracterizar genotipos de T. gondii (cepa ME-49 e/ou TgChBrUD1 ou TgChBruUD2)
nos 6rgdos maternos e tecidos placentarios e fetais;

- Avaliar a resposta imune celular pela anélise de padrdo de secrecdo de citocinas Thl
(IFN-y e TNF-a) e Th2 (IL-10 e TGF-B) de fémeas gravidas cronicamente infectadas
com a cepa ME-49 e reinfectadas com as cepas TgChBrUD1 ou TgChBruD2;

- Avaliar a resposta imune humoral pela mensuracéo de anticorpos 1gG e suas subclasses
(IgG1 e 1gG2a) de fémeas gravidas cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e
reinfectadas com as cepas TgChBruUD1 ou TgChBruUD2.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e aspectos éticos

Neste estudo foram utilizados machos e fémeas de C. callosus de 2 a 3 meses de
idade mantidos no biotério de C.callosus do setor de Histologia da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU). Além disso, foram utilizados camundongos da linhagem Swiss,
mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CEBEA) da UFU. Todos
os animais foram mantidos em ciclos de 12 horas luz/escuro e com livre acesso a racdo e
agua filtrada. O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de
Animais (CEUA) da UFU sob o protocolo de numero 049/11 (ANEXO 1).

3.2. Manutencao da cepa ME-49 de T. gondii

A cepa ME-49 foi mantida no encéfalo de C. callosus machos no biotério de C.callosus
do setor de Histologia da (UFU), por meio do inéculo de 20 cistos de T. gondii em 0,2
ml de solucdo salina tamponada com fosfato (phosphate buffered saline, PBS) 0,01M,
pH 7,2, estéril por via oral. Apds periodo de 30 a 45 dias estes animais foram
anestesiados com uma associacao de 16mg/kg de cloridrato xilazina 2% e 50 mg/ml de
cloridrato cetamina (Syntec do Brasil Ltda, Sdo Paulo) e sacrificados. Os encéfalos
foram coletados, macerados com auxilio de pistilo e cadinho e homogeneizados por
aspiracdo em seringa de 5 ml e agulha de 25X7 mm em 1 ml de PBS. O material foi
ressuspenso em 10 ml de PBS estéril e submetido a centrifugacdo a 720 x g por 10
minutos, em temperatura ambiente, por duas vezes. Apds lavagem, foi adicionado 2 ml
de PBS estéril e feita a contagem de cistos pela adicdo de uma aliquota de 20 pl de
suspensdo entre ldamina e laminula (24 X 24 mm) e observagdo ao microscopio de luz em
objetiva de 10X. A concentracdo da suspensao foi ajustada, com PBS, para indculo final
de 20 cistos a cada 0,2 ml. Aliquotas foram usadas para inoculos de machos para
manutencdo da cepa ou de fémeas para conducdo dos experimentos (BARBOSA et al.,
2008; FRANCO et al., 2011).

3.3. Manutencdo das cepas RH, TgChBrUD1 (UD1) e TgChBruUD2 (UD2) de T.
gondii

As cepas RH, UD1 e UD2 foram mantidas na cavidade peritoneal de camundongos

Swiss no CEBEA/UFU. Foi realizada inoculagao intraperitonial nos camundongos, por
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meio de passagens seriadas em intervalos de 48-72 horas de inoculo com 1x108
taquizoitas obtidos do exsudato peritoneal dos camundongos infectados (MINEO;
CAMARGO; FERREIRA, 1980).

Os exsudatos peritoniais de camundongos previamente infectados foram obtidos
por meio de lavagens da cavidade abdominal com PBS 0,01M estéril pH 7,2 e, em
seguida, as suspensdes parasitarias foram centrifugadas a 720 x g por 5 minutos. Os
taquizoitas resultantes na fragdo pellet foram ressuspensos em 0,5 ml de meio de cultura
Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) mantidos em fibroblasto humano (HFF)
em cultura no Laboratorio de Imunofisiologia da Reproducdo da UFU. As células com
os parasitos foram cultivadas em frascos de cultura de 25cm? (Ciencor Scientific, Brasil)
em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA) suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF) (Cultilab, Brasil) e 1% de antibioticos (10.000U/ml de penicilina e 10mg/mi
de estreptomicina) (Cultilab, Brasil), L-glutamina, aminoacidos ndo essenciais, piruvato
de sodio e 2p-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, USA) em estufa umidificada a 37 °C e
5% de COsa.

O repique dos parasitos foi realizado a cada trés dias da seguinte maneira: o
sobrenadante contendo os taquizoitas foi coletado e transferido para tubos de 15 ml e
centrifugados a 720 x g por 5 minutos & temperatura ambiente. Apos descarte do
sobrenadante, o pellet contendo parasitos foi ressuspenso em 1 ml de meio com soro,
acima descrito, e distribuido em dois novos frascos de cultura contendo células HFF ou
foi utilizado nos experimentos. A contagem dos parasitos em microscépio de luz foi feita
em camara de Neubauer utilizando-se 20 ul do pellet contendo os taquizoitas com 20 pl

de azul de Tripan.

3.4. Grupos experimentais

3.4.1. Avaliagao da infecgdo com a cepa UD1 ou UD2 em machos e fémeas de Calomys

callosus

Machos (n=6) e fémeas (n=6) de C. callosus, com idade entre 2 e 3 meses, foram
infectados por via intraperitoneal com 100 taquizoitas da cepa UD1 ou UD2. Os animais
foram monitorados por 15 dias para avaliar a mortalidade, mudanca de peso corporal e
morbidade. A avaliacdo da morbidade foi estabelecida utilizando um sistema baseado
em escores como previamente descrito com modificagbes (BARTLEY et al., 2006). Os
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seguintes criterios foram adotados: (0) pélo normal, animal ativo; (1) pélo arrepiado;
animal apético; (2) pélo muito arrepiado, animal apético e relutante a se mover.

Em um segundo experimento, os animais de ambos os sexos (machos: n=6;
fémeas: n=6) foram infectados como descrito acima e sacrificados ap6s 8 dias de
infeccdo. O exsudato peritoneal dos animais foi examinado ao microscopio para
confirmar a infeccdo por T. gondii. Baco, figado e cérebro foram coletados para
avaliacdo do parasitismo tecidual por imuno-histoquimica e PCR quantitativa em tempo
real (QRT-PCR).

3.4.2. Avaliacdo da reinfeccdo com a cepa UD1 ou UD2 em fémeas cronicamente
infectadas pela cepa ME-49

Fémeas virgens de C. callosus (n=15), com idade entre 2 e 3 meses, foram
infectadas por via oral, com 20 cistos da cepa ME-49 de T. gondii. As fémeas foram
divididas randomicamente em trés grupos de 5 animais. Ap6s 60 dias de infec¢do, foi
realizada a reinfec¢do pelo indculo intraperitoneal de 100 taquizoitas da cepa RH, UD1
ou UD2 de T. gondii. A reinfeccdo com a cepa RH foi utilizada como controle, uma vez
que fémeas de C. callosus cronicamente infectadas com a cepa ME-49 sdo resistentes a
reinfeccdo pela cepa RH (FRANCO et al., 2011). A confirmacéo da infeccdo priméria
foi verificada pela deteccdo de anticorpos 1gG em amostras de soro das fémeas 5 dias
antes da reinfeccdo pelo ensaio ELISA. As fémeas foram observadas diariamente quanto
a mortalidade, alteracdes de peso corporal e morbidade durante 25 dias apds a
reinfecgdo. A avaliacdo da morbidade foi estabelecida utilizando o sistema baseado em

escores como descrito anteriormente.

3.4.3. Avaliacdo da reinfeccdo com a cepa UD1 ou UD2 em fémeas gravidas

cronicamente infectadas pela cepa ME-49

Fémeas virgens de C. callosus (n=28), com idade entre 2 e 3 meses, foram
divididas randomicamente em 4 grupos de 7 animais: grupo 1 (fémeas ndo infectadas);
grupo 2 (fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49 de T. gondii); grupo 3
(fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e reinfectadas com a cepa UD1 de
T. gondii) e grupo 4 (fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e reinfectadas
com a cepa UD2 de T. gondii). Fémeas dos grupos 2, 3 e 4 foram infectadas, por via

oral, com 20 cistos da cepa ME-49, como descrito. A confirmacdo da infec¢do priméria
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foi verificada pela deteccdo de anticorpos especificos no soro das fémeas, apds 55 dias
(fase cronica) de infeccdo pelo ensaio ELISA.

Apos 60 dias de infeccdo, os animais foram colocados para acasalar em gaiolas
separadas, na proporcao de duas fémeas para cada macho. Pela manhg, as fémeas foram
observadas e 0 acasalamento foi constatado pela presenca da rolha vaginal (mistura de
sémen e secrecdo vaginal). O dia da deteccdo da rolha vaginal foi considerado o 1° dia
de gestacdo. Neste dia, as fémeas foram inoculadas, intraperitonealmente, com 100
taquizoitas a cepa UD1 (grupo 3) ou UD2 (grupo 4). As fémeas dos grupos 1 e 2 foram
inoculadas, intraperitonealmente, com PBS estéril como controle do inoculo
(SALOMAO et al., 2007; FRANCO et al., 2011).

Para cada grupo experimental, as fémeas foram observadas diariamente quanto a
mortalidade e morbidade até o 19° dia de gestacdo. Neste dia, as fémeas foram
anestesiadas como descrito anteriormente, sangradas via plexo retro-orbital, para
obtencdo de amostras de soro para posterior analise, e depois foram sacrificadas. Os
uteros foram examinados e os sitios de implantacdo foram quantificados. Sitios de
implantacdo normal e sitios de reabsorcdo foram identificados visualmente. Sitios de
implantacdo com placenta e embrido pequenos, com aparéncia hemorrégica e coloracédo
marrom ou sem cor foram definido como um sitio de reabsor¢do (ZENCLUSSEN et al.,
2002; KUSAKABE et al., 2008). A taxa de perda embrionaria foi calculada pela
porcentagem de sitios de reabsor¢cdo em relacdo ao numero total de implantacdes
(JOACHIM et al., 2001). Os 6rgdos periféricos (figado, baco e pulméo), bem como
utero, placenta e fetos, foram coletados para ensaios de imuno-histoquimica, qRT-PCR e
PCR-RFLP. Placentas e fetos foram utilizados para bioensaios em camundongos Swiss.
Os soros provenientes das amostras de sangue coletadas das fémeas de C. callosus e dos
camundongos Swiss utilizados no bioensaio foram obtidos a centrifugacdo (3000 x g, 5
minutos) e armazenados a -20 °C até serem utilizados nos testes de ELISA para deteccao

de citocinas e anticorpos.

3.5. Imuno-histoquimica

Para a imunolocalizagdo dos parasitos ao microscépio de luz, amostras foram
fixadas em formol 10% em PBS para inclusdo em parafina. Cortes de 4 um foram
depositados em laminas previamente recobertas com solucdo aderente de Poli-L-lisina.

Os cortes foram desparafinados, hidratados em alcool etilico de concentracoes
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decrescentes e por fim em agua corrente. Apos hidratacao, os cortes foram incubados em
solucdo de acido acético 5%, lavados em &gua corrente e em solucdo salina tamponada
com TRIS (Tris-buffered saline, TBS). Para bloqueio de sitios inespecificos de ligacéo,
o material foi incubado com soro normal de cabra a 2% em TBS e em seguida recebeu
anticorpo policlonal de camundongo anti-T. gondii (1:100) (in-house). Apds lavagens
em TBS, as laminas foram incubadas com IgG biotinilado de cabra anti-IgG de
camundongo (1:600) (Sigma-Aldrich, USA). A reacdo foi amplificada pelo complexo
avidina/biotina (ABC)-fosfatase alcalina (ABC kit, PK-4000; Vector Laboratories, USA)
e a revelacdo da enzima fosfatase alcalina foi feita com fast red-naftol (Sigma-Aldrich,
USA), seguida da contra-coloracdo com hematoxilina de Mayer. As laminas foram
montadas em glicerina e o material analisado e fotografado em microscopio de luz
(BARBOSA et al., 2008).

3.6. Bioensaio

Placentas das fémeas gravidas e o figado e encéfalo dos fetos foram removidos,
homogeneizados em 1ml de PBS estéril e inoculados intraperitonealmente em
camundongos Swiss com sorologia negativa para T. gondii. Dois animais receberam o
indculo com o homogeneizado das placentas e outros dois animais receberam o inoculo
com o homogeneizado dos 6rgdos fetais (500 pl/animal). Estes animais foram
observados diariamente quanto a mortalidade até o 35° dia de infec¢cdo. Os animais que
sobreviveram foram sacrificados e amostras de sangue foram coletadas para posterior
andlise de anticorpos pelo ensaio ELISA. Além disso, os cérebros destes animais foram
coletados para a deteccdo do parasito por PCR e PCR-RFLP.

3.7. Extracdo de DNA

O DNA dos parasitos presentes nas amostras de tecido foi extraido pelo kit
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega Corporation, USA) conforme
instrucbes do fabricante. Os tecidos foram macerados através de congelamento
utilizando nitrogénio liquido e o peso normalizado para 20 mg. A quantidade de DNA
total extraido foi determinada por absorbancias em NanoDrop (ND1000
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, USA) no comprimento de onda 260 e 280

nm. O grau de pureza das extragdes foi determinado pela razdo entre as leituras em
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densidade optica (DO) 260/DO 280 nm. As amostras foram consideradas puras quando o
valor da razdo foi entre 1,8 e 2,0.

As amostras de tecidos das fémeas gravidas cronicamente infectadas pela cepa
ME-49 e reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2 foram enviadas para o Molecular
Parasitology and Pathogenesis Laboratory na University of Tennessee, Knoxville, USA
e as reacdoes de gPCR e a genotipagem por PCR-RFLP foram orientadas pelo Prof. Dr.
Chunlei Su.

3.8. PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

A deteccdo de T. gondii e a determinacdo da carga parasitaria nas amostras de
tecido foram determinadas por gRT-PCR. Para esta analise no grupo experimental de
machos e fémeas infectados com a cepa UD1 ou UD2, foi utilizado o StepOnePlus®
Real Time PCR System (Applied Biosystems, USA) com corante fluorescente de ligacdo
ao DNA do kit Go Taq® qPCR Master Mix (Promega Corporation, USA). As condicGes
de termociclagem bem como os oligonucleotideos foram realizados conforme descrito
por Wahab e colaboradores em 2010 (WAHAB et al., 2010). Os primers a serem
utilizados para amplificacdo do DNA foi correspondente ao gene repetitivo de 529 pares
de base: forward, 5’-CACAGAAGGGACAGAAGT-3> e reverse, 5’-
TCGCCTTCATCTACAGTC-3’. Os dados foram analisados usando o software Data
Analysis and Technical Graphics (Origin version 6.0; Microcal Software, Inc., USA).

Para a analise nos grupos experimentais das fémeas gravidas cronicamente
infectadas pela cepa ME-49 e reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2, foi utilizado a
sonda TagMan visando a sequéncia ITS1 (GenBank # AY143141). Os primers para
amplificacdo por PCR foram ITS1-FX:AGCGAAGGGGCTCAATTTCT e ITS1-Rx:
TGAAATAACGGTGTGGGAAA, que amplificam uma sequéncia de 117 pares de
bases. A sonda ITS1 utilizada foi a 6-
FAM/CGTGTCTCTGTTGGGATACTGATTTCCAGG/BHQ-1, com a extremidade 5'
marcado com 6-Fluorescein Amidite (FAM) e a extremidade 3' marcada com Black
Hole Quencher-1 (BH-1) (Hill et al., 2012) (Eurofins Scientific, USA). Para a
preparagdo do mix, foram adicionados 17,74 ul de H2O; 2,5 pl de tampédo PCR 10x
contendo MgClz (20 mM); 2,0 ul de dNTP (2,5 mM); 0,13 pl dos primers ITS1-Fx e
ITS1-Rx (50 mM); 0,2 ul da sonda ITS1 (50 mM) e 0,3 ul de Faststart Tag DNA
polymerase (5 U/ul) (Roche Applied Science, USA) em um volume final de 23 pl. Apds
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a preparacdo do mix, foi adicionado 3,0 ul de DNA das amostras. A reacgdo foi realizada
pelo iQ™5 Multicolor Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, USA) nas seguintes
condigdes: 94 °C por 60 segundos, 45 ciclos de 92 °C por 15 segundos, 52 °C por 30
segundos e 72 °C por 40 segundos. O valor do threshold cycle (Ct) de cada amostra foi

comparado com a curva padrédo e a concentracao relativa de parasitos foi analisada.

3.9. Reacdo em Cadeia pela Polimerase-Polimorfismo de Comprimento de

Fragmentos de DNA gerados por Enzimas de Restri¢cdo (PCR-RFLP)

A PCR-RFLP foi realizada com o DNA extraido dos tecidos do grupo experimental das
fémeas gravidas cronicamente infectadas pela cepa ME-49 e reinfectadas com a cepa
UD1 ou UD2. Também foram incluidas, como controles, amostras de DNA das cepas
clonais tipo | (GT1), tipo Il (PTG) e tipo Il (CTG); de referéncia (MAS e TgCatBrb)
(possuem alelos diferentes das clonais) e das cepas TgCatBrl e TgCatBr2, que possuem
0 mesmo gen6tipo de UD1 e UD2, respectivamente (Tabela 1). Pelo fato de serem
conhecidos os tipos de cepas analisadas, foram utilizados seis marcadores (SAG1, alt.
SAG2, SAG3, BTUB, L358, PK1). Tais marcadores sdo capazes de distinguir, sem
ambiguidade, as trés linhagens clonais ap6s a amplificacdo do DNA-alvo e tratamento
com as enzimas de restricdo (SU; ZHANG; DUBEY, 2006a; PENA et al., 2008). Os
primers e as enzimas de restrigdo utilizados estdo descritos em detalhes na Tabela 2.

3.9.1. Multiplex PCR (12 PCR)

Para as reacdes de multiplex PCR foi utilizado o Kit Fast Start DNA Polymerase
(Roche Applied Science, USA). Para a preparacdo do mix, foram adicionados 16,5 ul de
H20; 2,5 pl de tampdo PCR 10x livre de MgClz; 2,0 pl de dNTP 2,0 mM; 2,0 pl de
MgCl, 25 mM; 0,15 ul do mix dos oligonucleotideos iniciadores externos dos
marcadores SAG1, SAG3, BTUB, L358, PK1, alt. SAG2 (Eurofins Scientific, USA)
(Tabela 2) forward (25 uM); 0,15 pl do mix dos oligonucleotideos iniciadores externos
reverse (25 uM) e 0,20 pl de FastStart Taq (5 U/ul) em um volume final de 23,5 pl.
Apos a preparacdo do mix, foi adicionado 1,5 pl de DNA das amostras. A PCR foi
realizada com uma desnaturacéo inicial a 95 °C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos de
desnaturacéo a 94 °C por 30 segundos, hibridizagdo a 55 °C por 1 minuto e extensédo a

72 °C por 2 minutos.
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3.9.2. Nested PCR (22 PCR)

Para as reagOes de Nested-PCR foi utilizado o Kit Pag5000 DNA Polymerase
(Agilent Technologies, USA). Para a preparacdo do mix, foram adicionados 18,5 ul de
H20; 2,5 pl de tampdo PCR 10x livre de MgClz; 2,0 pl de dNTP 2,5 mM; 2,0 ul de
MgCl, 25 mM; 0,15 pl do mix dos oligonucleotideos iniciadores internos dos
marcadores SAG1, SAG3, BTUB, L358, PK1, alt. SAG2 (Tabela 2) forward (25 puM);
0,15 pl do mix dos oligonucleotideos iniciadores internos reverse (25 uM) e 0,20 pl de
Pag 5000 polymerase (5 U/ul) em um volume final de 23,5 pul. Apos a preparacao do
mix, foi adicionado 1,5 pl de produto da multiplex PCR. A Nested-PCR foi realizada
com uma desnaturagdo inicial a 95 °C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, hibridizagdo a 60 °C por 1 minuto e extensdo a

72 °C por 1 minutos e 30 segundos.

3.9.3. RFLP

A fim de investigar o padréo de RFLP de cada amostra, 3 pl de cada produto da Nested
PCR foram misturados a 17 pl do mix da reacdo de digestdo contendo 14,6 ul de tampéo
NEB (10x); 0,2 ul de BSA (100x); 0,1 ul de cada enzima de restricdo. As amostras
foram incubadas na temperatura indicada pelo fabricante (Tabela 2) (New England
BioLabs, USA) Apos a incubacéo, as amostras foram submetidas & analise em gel de
agarose a 2,5% contendo 0,5 pg de brometo de etidio, em cuba horizontal com solucéo
tampdo borato de sddio (SB), juntamente com o marcador de peso molecular. As bandas
foram analisadas sob luz ultravioleta, utilizando-se um analisador de imagem

(Foto/Analyst Investigator Fotodyne Incorporated, USA).

3.10. Ensaio Imunoenzimatico

Para os ensaios imunoenzimaticos ELISA, experimentos pilotos realizados
mostraram que os protocolos descritos abaixo para a detec¢do das citocinas IFN- v,
TNF- o, IL-10, TGF-B e de IgG total e subclasses anti-T. gondii utilizando anticorpo
secundario para camundongo sdo adequados para a deteccdo das citocinas e dos

anticorpos de C. callosus devido ao fenémeno da reatividade cruzada.
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3.10.1. ELISA tipo sanduiche

Para avaliar o perfil de resposta Th1/Th2 pelas fémeas gravidas cronicamente
infectadas pela cepa ME-49 e reinfectadas com o isolado UD1 ou UD2, foi realizado o
teste ELISA tipo sanduiche para a deteccdo de citocinas. Foram utilizados Kkits
desenvolvidos para camundongos, mas sensiveis também para C. callosus, das citocinas
IL-10 e TNF- a (OpTEIA, BD Bioscience, USA) e IFN- vy e TGF- (Duoset R&D
Systems, USA), de acordo com as instru¢fes do fabricante. As concentracdes das
citocinas nas amostras foram calculadas a partir de uma curva padrdo de citocinas
murinas recombinantes.

Em resumo, placas de poliestireno de alta afinidade (Corning Incorporate Costar®,
USA) foram sensibilizadas com os respectivos anticorpos de captura por 18 horas a
temperatura ambiente ou a 4 °C. Apds lavagem das placas com PBS-T e bloqueio com
solucdes bloqueadoras especificas para cada analise, as amostras de soro foram
adicionadas. Paralelamente, curvas padrdes das respectivas citocinas murinas
recombinantes foram realizadas em dilui¢des duplas seriadas. Apos incubacdo por 2
horas a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas e incubadas com o0s
respectivos anticorpos de deteccdo biotinilados por 2 horas a temperatura ambiente.
Apos novas lavagens, foi adicionado o conjugado estreptavidina-peroxidase e incubado
por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds o Ultimo ciclo de lavagens, as placas
foram reveladas com a adicdo do substrato enzimatico (H20. a 0,03% e
tetrametilbenzidina [TMB]). A densidade 6ptica (DO) foi determinada em leitor de
placas a 450 nm (Thermo Fisher Scientific, USA) e os valores de DO obtidos foram
convertidos em pg/ml de acordo com a curva padrdo, utilizando-se o software
Microplate Manager PC versdao 4.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA). O
limite de deteccéo foi de 31,3 pg/ml para o IFN- v, 15,6 pg/ml para o0 TNF-a, 31,3 pg/ml
para 0 IL-10 e 15,6 pg/ml para 0 TGF-B. Os coeficientes de variac¢do intra e interensaio
ficaram abaixo de 20% e 10%, respectivamente.

3.10.2. ELISA indireto

Para confirmar a soroconversdo das fémeas infectadas com a cepa ME-49 ou dos
camundongos Swiss infectados no bioensaio, foi realizado o teste ELISA indireto para
detectar a presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii. Além disso, foi realizado o mesmo
teste para avaliar a producdo de anticorpos IgG total e suas subclasses (IgG1 e 1gG2a)
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pelas fémeas gravidas cronicamente infectadas pela cepa ME-49 e reinfectadas com a
cepa UD1 ou UD2.

Para a anélise de IgG total, placas de poliestireno de baixa afinidade (Kartell SPA,
Novigilio, Milan, Italy) foram sensibilizadas com o antigeno soluvel de T. gondii a uma
concentragdo proteica de 10 pg/ml em tampéo carbonato-bicarbonato de sodio a 0,06 M,
pH 9,6 por 18 horas a 4 °C. Em seguida, as placas foram lavadas com PBS contendo
Tween® 20 (Biotec, Brasil) a 0,05% (PBS-T). Foi adicionado 50 pl/ pogo das amostras
de soros provenientes dos animais analisados, diluidas a 1:64 em PBS com 5% leite
desnatado em p6 (PBS-TM) em duplicata. Paralelamente, foram adicionados soros
controles positivos e negativos nas mesmas diluigdes. Apds incubagdo por 1 hora a 37
°C, as placas foram lavadas 3 vezes em PBS-T. O anticorpo secundario (IgG de cabra
anti-lgG de camundongo) marcado com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) foi
adicionado na diluicdo de 1:1000 em PBS-TM e as placas foram incubadas por uma hora
a 37 °C (BARBOSA et al., 2008; FRANCO et al., 2011).

Para a analise das subclasses 1gG1 e 1gG2a, placas de poliestireno de alta afinidade
(Corning Incorporated Costar, USA) também foram sensibilizadas com o antigeno
soltvel de T. gondii (10 pg/ml) por 18 horas a 4 °C. Em seguida, as placas foram lavadas
e foi adicionado 50 pl/ poco das amostras de soros provenientes das fémeas, diluidas a
1:32 em PBS-TM, em duplicata. Paralelamente, foram adicionados soros controles
positivos e negativos nas mesmas diluicdes. Apos incubacdo por 1 hora a 37 °C, as
placas foram lavadas trés vezes em PBS-T. O anticorpo secundario de cabra anti-lgG1
ou anti-lgG2a de camundongo marcado com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) foi
adicionado na diluicdo de 1:1000 em PBS-TM e as placas foram incubadas por uma hora
a 37 °C. As placas foram lavadas para posterior adicdo do substrato enzimatico
constituido de peroxido de hidrogénio a 0,03% em tampdo cromogeno
ortofenilenodiamina (OPD) (Merck, Germany) diluidos em tampao citrato-fosfato 0,1M,
pH 5,0. Apo6s adicdo da solucéo reveladora, as placas foram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente, em cdmara escura. A reacdo enzimatica foi interrompida pela
adicdo de 25 pl de solucédo de acido sulfdrico 2 N. A densidade Optica foi determinada a
492nm em leitor de microplacas (Thermo Fisher Scientific, USA).

Os resultados foram expressos por indice ELISA (IE) como se segue IE = DO
amostra/cut-off. O ponto de corte foi estabelecido como a media dos valores da DO dos
soros controle negativo acrescido de 3 desvios padrdo. Valores de IE > 1,2 foram

considerados resultados positivos.
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3.11. Anélise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software Graph Pad Prism verséo 5.0
(GraphPad Software, EUA). Os dados foram expressos como médiatdesvio padrdo dos
grupos experimentais. O método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a
porcentagem de animais sobreviventes apos infec¢do e/ou reinfeccdo e as curvas de
sobrevida foram comparadas usando os testes Log rank. Diferencas entre 0s grupos na
andlise de escores de morbidade, alteracdes de peso corporal, carga parasitaria, dosagem
de anticorpos e de citocinas foram analisadas pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney ou Kruskal-Wallis, quando apropriado, utilizando o teste de comparacao
maltipla de Dunn, para examinar comparagdes entre pares de grupos selecionados.

Todos os resultados foram considerados significativos para um nivel de p < 0,05.

3.12. Normas de Biosseguranca e manipulacéo de animais

Todos os procedimentos e manuseio do material bioldgico, dos reagentes,
utilizacdo dos equipamentos bem como conduta com os animais foram realizados de
acordo com as normas de biosseguranca compativeis (MINEO et al.,, 2005). Os
procedimentos com os animais foram conduzidos de acordo com 0s principios éticos em
pesquisa animal recomendados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL/COBEA).
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4. RESULTADOS

4.1. Susceptibilidade de machos e fémeas a infec¢do com a cepa UD1 ou UD2

Apos a infeccdo com 100 taquizoitas da cepa UD1 ou UD2, machos e fémeas de
C. callosus foram observados diariamente para avaliar a mortalidade, mudanca de peso

corporal e morbidade por 15 dias.

4.1.1. Mortalidade

Machos infectados com a cepa UD1 morreram a partir do 9° dia, alcangando 100%
de mortalidade no 12° dia apos a infec¢do (Figura 1A). Os machos infectados com a
cepa UD2 também morreram a partir 9° dia, mas alcancaram 100% de mortalidade no
10° dia ap6s a infeccdo (Figura 1A), apresentando menor taxa de sobrevivéncia em
comparacdo com os machos infectados com a cepa UD1 (p = 0,0423) (Figura 1A).

As fémeas infectadas comecaram a morrer a partir do 8° dia, alcancando 100% de
mortalidade no 9° dia ap6s a infecgdo com a cepa UD1 e no 13° dia ap6s a infecgdo com
a cepa UD2 (Figura 1B). Quando comparadas, ndo foi observada diferenca significativa
entre as curvas de sobrevivéncia (Figura 1B).

A comparacdo entre machos e fémeas infectados com a cepa UD1 mostrou que as
fémeas morreram antes que os machos com média de sobrevivéncia de 9,0 e 10,5 dias,
respectivamente (p=0,0038) (Figura 1C). Por outro lado, machos e fémeas infectados
com a cepa UD2 apresentaram a mesma média de sobrevivéncia (9,5 dias), sem

diferenca estatistica significante entre as curvas de sobrevivéncia (Figura 1D).

4.1.2. Alteracao do peso corporal

Machos infectados apresentaram pouca alteracdo no peso corporal nos primeiros
dias de infeccdo com a cepa UD1 ou UD2, mas a partir do 6° dia de infeccdo comegaram
a perder peso (Figura 2A). Observou-se perda significativa de peso nos machos
infectados com a cepa UD1 em comparagdo com os machos infectados com a cepa UD2
(Figura 2A).

As fémeas infectadas com a cepa UD1 apresentaram aumento do peso corporal,
enquanto as fémeas infectadas com a cepa UD2 apresentaram flutuacBes no peso

corporal até o 7° dia ap6s a infeccdo quando comecaram a perder peso (Figura 2B).
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Observou-se perda significativa de peso nas fémeas infectadas com a cepa UD2 em
comparacdo com as fémeas infectadas com a cepa UD1 (Figura 2B).

A comparacéo entre machos e fémeas infectadas com a cepa UD1 mostrou que as
fémeas ganharam peso, enquanto os machos perderam peso (p < 0,001) (Figura 2C).
Por outro lado, machos e fémeas infectados com a cepa UD2 apresentaram perda de
peso a partir do 7° dia apo6s a infeccdo (p < 0,001) (Figura 2D). Aléem disso, foi
observado que no 8° e 9° dia apds a infeccdo, as fémeas apresentaram perda significativa

de peso em comparagdo com os machos (Figura 2D).

4.1.3. Morbidade

Os machos infectados tanto com a cepa UD1, quanto com a cepa UD2 ndo
apresentaram mudancas nos escores de morbidade nos primeiros dias apés a infeccdo,
mas comecaram a apresentar pélo arrepiado e mostram-se apaticos no 6° e 7° dia apos a
infeccdo com as cepas UD1 e UD2, respectivamente (Figura 3A). No 8° dia apds a
infeccdo, os machos infectados com a cepa UD1 apresentaram maiores escores de
morbidade em comparacdo com o0s machos infectados com a cepa UD2 (p < 0,05)
(Figura 3A).

As fémeas infectadas com a cepa UD1 apresentaram maiores escores de
morbidade no 6°, 7° e 8° dia apos a infeccdo em comparacdo com as fémeas infectadas
com a cepa UD2 (Figura 3B). Relutancia a se mover foi observada tanto em machos,
guanto em fémeas infectadas com a cepa UD1 ou UD2 um dia antes de morrerem.

A comparacdo entre machos e fémeas mostrou que as fémeas infectadas com a
cepa UD1 apresentaram maior média dos escores de morbidade, com diferenca
significativa no 6°, 7° e 8° dia apds a infeccdo (Figura 3C). Por outro lado, os machos
infectados com a cepa UD2 apresentaram maior média dos escores de morbidade, com

diferenca significativa no 7°, 8° e 9° dia ap0s a infeccédo (Figura 3D).

4.1.4. Parasitismo tecidual no figado, baco e cérebro de machos e fémeas infectados

com a cepa UD1 ou UD2

O parasitismo tecidual foi quantificado por gPCR e detectado por imuno-
histoquimica. As fémeas infectadas com a cepa UD2 apresentaram maior numero de
parasitos no figado e baco em comparacao com as fémeas infectadas com a cepa UD1 (p

< 0,05) (Figura 4A e B), mas ndo apresentaram diferenca significativa no nimero de
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parasitos no cérebro (Figura 4C). Também néo foi observada diferenca significativa no
namero de parasitos no figado, baco e cérebro entre os machos infectados com a cepa
UD1 ou UD2, bem como entre machos e fémeas infectadas com ambas as cepas (Figura
4A-C).

A comparacdo entre os 6rgdos mostrou maior numero de parasitos no figado em
comparagao com o cérebro de machos e fémeas infectadas com a cepa UD1 ou UD2 (p <
0,05) (Figura 5A-D). A imuno-histoquimica confirmou a presenca de T. gondii no
figado, baco e cérebro (Figura 6A-C). Além disso, a analise por microscopia de luz
revelou a presenca de taquizoitas no fluido peritoneal tanto dos machos, quanto das

fémeas apos 8 dias de infeccdo (dia do sacrificio) com a cepa UD1 ou UD2 (Figura 6D).

4.2. Susceptibilidade de fémeas cronicamente infectadas pela cepa ME-49 e

reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2

Fémeas cronicamente infectadas pela cepa ME-49 e reinfectadas com a cepa RH
UD1 ou UD2 foram observadas diariamente para avaliar a mortalidade, mudanca de
peso corporal e morbidade por 25 dias. Foi observado que todas as fémeas cronicamente
infectadas com a cepa ME-49 sobreviveram a reinfec¢do com a cepa RH, UD1 ou UD2
(Figura 7A). Além disso, estas fémeas ndo apresentaram alteracOes significativas de
peso e morbidade (Figura 7B e C).

4.3. Susceptibilidade de fémeas gravidas cronicamente infectadas pela cepa ME-49

e reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2

Fémeas cronicamente infectadas pela cepa ME-49 e reinfectadas com a cepa UD1
ou UD2 no primeiro dia de gestacdo foram observadas diariamente para avaliar a

mortalidade, morbidade e o resultado da gestacdo por 19 dias.

4.3.1. Mortalidade e morbidade

Foi observado que todas as sete fémeas dos grupos 1, 2, 3 e cinco fémeas do grupo
4 sobreviveram até o 19° dia de gestacdo (Tabela 3 e Figura 8A). A comparagéo entre
0S grupos mostrou menor taxa de sobrevivéncia no grupo 4 (p < 0.05) (Figura 8A). Nao
foi observado mudancga na media dos escores de morbidade nas fémeas dos grupos 1, 2,

3 (Figura 8B). No entanto, as fémeas do grupo 4 apresentaram maior média dos escores
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de morbidade em comparacdo com 0s outros grupos, em que observou-se o pélo
arrepiado e apatia dessas fémeas a partir do 11° dia de gestagdo e escores maximos no
final do periodo de observagéo (p < 0,05) (Figura 8B).

4.3.2. Resultado da gestacao

No 19° dia de gestacéo, todas as fémeas do grupo 1 apresentaram fetos normais e
trés fémeas apresentaram reabsorcao fetal (42,8%). Foi observado o total de 28 sitios de
implantacdo e trés sitios de reabsorcdo, com taxa de perda embrionaria de 10,7%
(Tabela 3, Figura 9A).

No grupo 2, todas as fémeas apresentaram fetos normais e trés fémeas
apresentaram fetos reabsorvidos (42,8%). Foi observado o total de 30 sitios de
implantacéo e trés sitios de reabsorcdo, com taxa de perda embrionaria de 10% (Tabela
3, Figura 9B).

No grupo 3, cinco fémeas apresentaram fetos normais e quatro fémeas
apresentaram fetos reabsorvidos (57,1%). Considerando as quatro fémeas que
apresentaram fetos reabsorvidos, duas delas apresentaram apenas 0s sitios de
implantacdo com processos de reabsorcdo (Tabela 3, Figura 9C). Foi observado o total
de 34 sitios de implantacdo e 11 sitios de reabsor¢do, com taxa de perda embrionaria de
32,3% (Tabela 3).

No grupo 4, apenas uma fémea apresentou fetos normais e quatro fémeas
apresentaram fetos reabsorvidos (80%). Nas fémeas com fetos reabsorvidos, apenas
sitios de implantacdo com processos de reabsorcdo foram observados (Tabela 3, Figura
9D). O total de 23 sitios de implantagdo e 19 sitios de reabsorcédo resultou na taxa de
perda embrionaria de 82,6% (Tabela 3).

4.4. Transmissdo vertical de T. gondii em fémeas gravidas cronicamente infectadas

pela cepa ME-49 e reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2

A transmissdo vertical de T. gondii foi avaliada por imuno-histoquimica,
bioensaio, ELISA e qPCR. Foi observado que ndo houve transmissédo vertical do parasito
em fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49, enquanto nas fémeas
cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2 foi

observado parasitos em tecidos fetais.
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Observou-se a marcacdo dos parasitos por imuno-histoquimica nos tecidos
placentérios e fetais das fémeas do grupo 3 e em apenas tecidos placentarios da fémea do
grupo 4 (Figura 10A-C).

A deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii foi observada em camundongos que
receberam o indculo com o homogeneizado de placentas e fetos das fémeas do grupo 3
(Figura 10D). Além disso, alguns camundongos morreram entre o 7° e 10° dia ap0s
receberem o indculo com o homogeneizado de placentas e fetos das fémeas do grupo 3 e
0 indculo com o homogeneizado de placentas da fémea do grupo 4 (Tabela 4). Néo foi
observada a soroconversao dos camundongos inoculados com o homogeneizado de fetos
da fémea do grupo 4 (Figura 10D).

O DNA de T. gondii foi detectado em tecidos placentarios em quatro fémeas do
grupo 2, em cinco fémeas do grupo 3 e na fémea do grupo 4 (Tabela 4). Em tecidos
fetais, 0 DNA do parasito foi detectado em apenas uma das fémeas do grupo 3 e nao foi
detectado em tecidos fetais de fémeas dos grupos 2 e 4 (Tabela 4). Quando os cérebros
dos camundongos utilizados no bioensaio foram analisados, foi observado o DNA de T.
gondii em todos os camundongos inoculados com o homogeneizado de tecidos
placentarios de trés fémeas do grupo 3 (Tabela 4). Os camundongos que receberam o
indculo com o homogeneizado de tecidos placentéarios das outras duas fémeas do grupo
3 e da fémea do grupo 4 morreram entre 0 7° e 10° dia ap6s o indculo (Tabela 4). Além
disso, foi detectado DNA de T. gondii no cérebro dos camundongos inoculados com o
homogeneizado de tecidos fetais de uma das fémeas do grupo 3 e da fémea do grupo 4
(Tabela 4). Foi observado a morte dos camundongos, entre o 7° e 10° dia apds o indculo,
que receberam o in6culo com o homogeneizado de tecidos fetais de uma das fémeas do
grupo 3 (Tabela 4).

4.5. Parasitismo tecidual em fémeas gravidas cronicamente infectadas pela cepa
ME-49 e/ou reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2

O parasitismo foi avaliado por imuno-histoquimica e qPCR no Utero, placenta,
feto, figado, baco e pulmé&o das fémeas dos grupos 2, 3 e 4.

O DNA de T. gondii foi detectado no utero das duas fémeas do grupo 3 e das
quatro fémeas do grupo 4 que apresentaram apenas 0s sitios de implantagdo com
processos de reabsorcdo (Tabela 4). Foi observado que as fémeas do grupo 4

apresentaram maior concentracdo relativa de parasitos no Utero em comparagdo com as
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fémeas do grupo 3 (Figura 11A). Fotomicrografias representativas do tecido uterino das
fémeas do grupo 3 e 4 infectado com T. gondii estdo demonstradas nas figuras 11B e
11C, respectivamente.

Na placenta, ndo foram observadas diferencas significativas na concentracdo
relativa de parasitos entre os grupos 2, 3 e 4 (Figura 12A). Nos tecidos fetais, foi
possivel avaliar o parasitismo em apenas tecidos fetais de uma das fémeas do grupo 3, e
por isso ndo foi possivel fazer a andlise comparativa entre os grupos (dados néo
apresentados).

Foi observado que as fémeas do grupo 4 apresentaram maior concentracao relativa
de parasitos no figado, baco e pulmdo em comparacdo com as fémeas do grupo 2
(Figura 12B-D) e maior concentracdo relativa de parasitos no baco em comparagdo com
as fémeas do grupo 3 (Figura 12C). A comparacdo entre os Orgdos das fémeas
pertencentes a0 mesmo grupo mostrou que ndo houve diferenca significativa na

concentragéo relativa de parasitos (Figura 13A-C).

4.6. Genotipagem de T. gondii em tecidos infectados de fémeas gravidas
cronicamente infectadas pela cepa ME-49 e/ou reinfectadas com a cepa UD1 ou
uD2

A genotipagem dos parasitos encontrados nos tecidos das fémeas dos grupos 2, 3 e
4 foi avaliada pela PCR-RFLP. As amostras foram analisadas de acordo com as bandas
visualizadas no gel de agarose e entdo comparadas com as cepas contoles (Figura 14A e
B). Foi observado que nos dois Uterus das fémeas do grupo 3, um deles apresentou a
cepa ME-49 e o outro a cepa UD1 (Tabela 5). No grupo 4, os quatro Gteros analisados
apresentaram parasitos pertencentes a cepa UD2 (Tabela 5).

Nas placentas de todas as fémeas do grupo 2, foi encontrada a cepa ME-49
(Tabela 5). No grupo 3, trés fémeas apresentaram a cepa ME-49, enquanto duas fémeas
apresentaram a cepa UD1 nas placentas (Tabela 5). No grupo 4, as placentas da Unica
fémea gravida apresentaram a cepa UD2 (Tabela 5).

Foi observado a cepa UD1 nos tecidos fetais da fémea do grupo 3 em que foi
detectado o DNA do parasito (Tabela 4 e 5).

A cepa ME-49 foi encontrada em cinco figados, trés bacos e quatro pulmdes das
fémeas do grupo 2 (Tabela 5). No grupo 3, quatro fémeas apresentaram a cepa UD1 no

figado, enquanto apenas uma fémea apresentou infeccdo mista nesse mesmo 6rgao. No
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baco, apenas uma fémea apresentou a cepa ME-49 e quatro fémeas apresentaram a cepa
UD1. Quando o pulmé&o foi analisado, foi observado que duas fémeas apresentaram a
cepa ME-49 e trés fémeas apresentaram a cepa UD1 (Tabela 5). No grupo 4, cinco
fémeas apresentaram a cepa UD2 no figado e quatro fémeas apresentaram a cepa UD2
no baco. Quando o pulméo foi analisado, foi observado a cepa UD2 em quatro fémeas,
enquanto apenas uma fémea apresentou infeccdo mista (Tabela 5).

Quando os cérebros dos camundongos utilizados no bioensaio foram analisados,
foi observado a cepa ME-49 nos camundongos inoculados com o homogeneizado de
tecidos placentarios das trés fémeas do grupo 3 (Tabela 5). A cepa ME-49 também foi
observada nos camundongos inoculados com o homogeneizado de tecidos fetais da
fémea do grupo 3 em que foi detectado o DNA do parasito (Tabela 5). A genotipagem
dos parasitos no cérebro dos camundongos inoculados com o homogeneizado de tecidos
placentarios da Unica fémea gravida do grupo 4 nédo foi realizada devido a morte dos
mesmos entre o 7° e 10° dia ap6s o inoculo. A cepa UD2 foi observada nos
camundongos inoculados com o homogeneizado de tecidos fetais da fémea gravida do
grupo 4 (Tabela 5).

4.7. Resposta imune celular — dosagem de citocinas

Para determinar se a reinfecgdo com a cepa UD1 ou UD2 de T. gondii no primeiro
dia de gestacdo poderia interferir na resposta tipo Thl ou Th2 das fémeas cronicamente
infectadas com a cepa ME-49, os niveis de IFN-y, TNF-a, IL-10 e TGF-f foram
analisados pelo teste ELISA.

Os niveis de IFN-y, TNF-a e IL-10 foram significativamente maiores no soro das
fémeas do grupo 3 e 4 em comparacdo com o grupo 1 (Figura 15A-C). Foi observado
menores niveis de TGF-B no soro das fémeas do grupo 2, 3 e 4 em compara¢do com as
fémeas do grupo 1 (p < 0,05) (Figura 15D).

Quando comparados com 0 grupo 2, 0s grupos 3 e 4 apresentaram maiores niveis
de IFN-y ¢ TNF-o (p < 0,05) (Figura 15A e B). Os niveis de IL-10 foram
significativamente maiores no soro das fémeas do grupo 3 em comparagdo com as
fémeas do grupo 2 (Figura 15C). Por outro lado, ndo foram encontradas diferencas
significativas nos niveis de IL-10 na comparagéo entre as fémeas do grupo 2 e grupo 4
(Figura 15C) e nos niveis de TGF-f entre as fémeas do grupo 2 e 3 ou 4 (Figura 15D).



48

N&o foram observadas diferencas significativas nos niveis de IFN-y, TNF-a, IL-10 e
TGF-p entre as fémeas do grupo 3 e 4 (Figura 15A-D).

4.8. Resposta imune humoral

Para verificar se a reinfeccdo poderia alterar os niveis dos anticorpos 1gG e suas
subclasses 1gG1 e 1gG2a, as amostras de soro das fémeas cronicamente infectadas com a
cepa ME-49 e reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2 no primeiro dia de gestagéo foram
submetidas ao teste ELISA. As amostras de soro foram coletadas em dois momentos:
apos 55 dias de infeccdo com cepa ME-49, caracterizando o periodo antes da gestacdo; e
apos 19 dias de gestacdo/reinfeccdo, caracterizando o periodo durante a gestacao.

Foi observado que a soroconversao ocorreu antes da gestacdo, aos 55 dias apds a
infeccdo pela cepa ME-49 nos grupos 2, 3 e 4 (Figura 16A). Néo foi observada
diferenca significativa na comparacdo entre os niveis de IgG total antes e durante a
gestacdo nas fémeas do grupo 2, 3 e 4 (Figura 16A). Além disso, ndo foi observada
diferenga significativa nos niveis de IgG total nos soros das fémeas do grupo 2 em
comparagdo com as fémeas do grupo 3 ou 4 durante a gestacdo (Figura 16A).

Em todos os grupos analisados foram observados baixos niveis de 1gG1 e 1gG2a
tanto antes da gestacdo, quanto durante a gestacdo (dados ndo mostrados). A razdo
IgG2a/lgG1 antes e durante a gestacdo ndo mostrou diferenga significativa para as
fémeas do grupo 2 e 4, enquanto as fémeas do grupo 3 mostraram menor razdo entre
IgG2a/lgG1 durante a gestacao (p < 0,05) (Figura 16B).
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5. DISCUSSAO

Toxoplasma gondii tem um ciclo de vida complexo, envolvendo diversos
hospedeiros intermediérios e estagios intracelulares obrigatérios (CENCI-GOGA et al.,
2011). A susceptibilidade e o desenvolvimento da fase aguda da infeccdo séo
extremamente variaveis entre os hospedeiros. Apesar de T. gondii ser reconhecido como
a Unica espécie do género, existe uma grande variacdo de viruléncia entre as diferentes
cepas e isolados deste parasito e que podem ser associados com infec¢cdes mais graves
(HOWE; SIBLEY, 1995; DUBEY et al., 2008; BECK et al., 2009; MELO et al., 2013).
Estudos analisaram a viruléncia de cepas de T. gondii obtidas de animais domésticos nos
estados de Minas Gerais e S&o Paulo, e observaram grande nimero de amostras de alta e
intermediaria viruléncia (BRANDAO et al., 2006; PENA et al., 2008).

Além do tipo de cepa ou isolado, a viruléncia em camundongos depende de varios
fatores, incluindo o estagio do parasito utilizado para a infecgdo, a via de infeccéo, a
dose inoculada e a linhagem do camundongo (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT,
2011; DUBREMETZ; LEBRUN, 2012; MELO et al., 2013). C. callosus é suscetivel a
infeccdo pela cepa RH de T. gondii, mas é resistente a cepa ME-49 com formacdes de
cistos teciduais (FAVORETO-JUNIOR et al.,, 1998; PEREIRA MDE et al., 1999;
PEREIRA et al., 1999). No presente estudo, foi observado que tanto os machos, quanto
as fémeas de C. callosus foram susceptiveis as cepas brasileiras UD1 e UD2. Nossos
resultados mostraram que os machos e as fémeas morreram durante a fase aguda da
infeccdo, entre 0 9° e 13° dia ap6s a infeccdo, independente da cepa inoculada. Além
disso, a presenca de taquizoitas no fluido peritoneal, a perda de peso e o0s sinais clinicos
mais graves dias antes da morte dos animais foram observados. Em camundongos, a fase
aguda da infec¢do com proliferacdo dos taquizoitas pode ser observada até 21 dias ap6s
a infeccdo. Com o inicio da resposta imune, os taquizoitas sdo erradicados, porém alguns
deles convertem-se em bradizoitas, formando os cistos teciduais (MUNOZ;
LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011). Desta forma, o presente estudo foi o primeiro a
avaliar a susceptibilidade de C. callosus utilizando as cepas brasileiras UD1 e UD2,
mostrando que estas sdo altamente virulentas para este modelo experimental.

E conhecido que esteroides sexuais regulam uma variedade de funcdes, como o
crescimento, reproducdo e diferenciacdo celular. Alguns estudos ja mostraram que o
género também pode ter uma importante funcdo na susceptibilidade as doencas
infecciosas (ROBERTS; CRUICKSHANK; ALEXANDER, 1995; ROBERTS et al.,
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2001; NAVA-CASTRO et al., 2012). A habilidade dos parasitas em afetar,
diferencialmente, a fémea ou o macho da mesma espécie pode ser decorrente da
regulacdo da resposta imune por hormonios sexuais (ROBERTS et al., 2001).

Os hormoénios sexuais podem alterar a susceptibilidade a infeccdo parasitaria,
estimulando ou suprimindo o sistema imune ou influenciando o crescimento e
desenvolvimento do parasito no hospedeiro. Muitos parasitas alteraram a concentragao
de hormonios esteroides em hospedeiros infectados (DUNEAU; EBERT, 2012). Um
estudo com camundongos da linhagem C57BL/6 mostrou que as fémeas infectadas por
T. gondii morreram significativamente mais cedo do que os machos, um efeito associado
a um maior numero de taquizoitas e necrose no intestino delgado das fémeas. Em
contraste, o tratamento com testosterona nas fémeas reduziu o nimero de parasitos
intestinais, bem como a patologia associada a infeccdo (LIESENFELD et al., 2001).
Outro estudo, com camundongos da geracdo F1 do cruzamento entre fémeas da
linhagem BALB/c e machos da linhagem C57BL/6, mostrou diminuigdo dos niveis de
testosterona nos machos e nas fémeas infectados, quando comparados com 0s animais
ndo infectados, indicando que a infeccdo por T. gondii induziu uma alteracdo no
metabolismo da testosterona (KANKOVA; KODYM; FLEGR, 2011).

Curiosamente, as diferencas no curso da infeccdo entre machos e fémeas também
sdo dependentes do tipo de parasita. Um estudo com C. callosus infectados com
Trypanosoma cruzi mostrou que o0s machos apresentaram maior percentual de
positividade para o parasito em comparacdo com as fémeas. Estes dados indicam que a
testosterona pode influenciar a resposta imune em C. callosus, refletindo uma maior
susceptibilidade dos machos para a infec¢do por T. cruzi (LOURENCO et al., 2008).
Além disso, em C. callosus orquiectomizados, foi observado um menor ndmero de
parasitos no sangue em compara¢cdo com os machos ndo orquiectomizados, apontando
que a ablacdo gonodal de esteroides influenciou a resposta imune e tornou esses machos
mais resistentes contra a infecc¢do por T. cruzi (PINTO et al., 2010).

No presente estudo, foi observado que as fémeas de C. callosus morreram
significativamente mais cedo do que os machos, quando infectadas com a cepa UD1. Por
outro lado, ndo observamos diferenca significativa na mortalidade entre os machos e as
fémeas apos a infeccdo com a cepa UD2. Além disso, os machos infectados com a cepa
UD2 morreram significativamente mais cedo do que os machos infectados pela cepa
UD1. Quando o peso dos animais foi analisado, foi observado que os machos tiveram

perda de peso, independentemente do tipo da cepa, porém a perda de peso foi
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significativamente maior nos machos infectados com a cepa UD1 em comparagdo com
0s machos infectados com a cepa UD2. Em contraste, as fémeas infectadas com a cepa
UD1 tiveram ganho de peso, enquanto aquelas infectadas com UD?2 registraram perda de
peso. Esses resultados mostram que a cepa UD2 induziu a perda de peso tanto nos
machos, quanto nas fémeas, mas a cepa UD1 provocou efeitos opostos no peso corporal
de acordo com o género de C. callosus. Quando os escores de morbidade foram
avaliados, a cepa UD1 provocou maior morbidade nas fémeas do que machos, enquanto
que a cepa UD2 causou maior morbidade nos machos comparados com as fémeas. Além
disso, a cepa UD1 causou maior morbidade nos machos e nas fémeas, em comparacao
com a cepa UD2. Estes resultados mostram que o dimorfismo sexual e o tipo de cepa
influenciaram no curso da infeccdo em C. callosus, sendo as fémeas mais susceptiveis a
cepa UD1 e os machos mais susceptiveis a cepa UD2.

A analise do parasitismo tecidual revelou maior nimero de parasitos no figado e
no baco das fémeas infectadas com a cepa UD2, em comparagdo com as fémeas
infectadas com a cepa UDL. Por outro lado, ndo observamos diferenca significativa no
parasitismo tecidual entre os machos infectados com a cepa UD1 e UD2, como também
entre 0os machos e as fémeas infectados com a cepa UD1 ou UD2. O maior numero de
parasitos observado nos tecidos das fémeas infectadas com a cepa UD2 pode ser
explicado pela capacidade de cepas virulentas se evadirem dos mecanismos de
imunidade do hospedeiro (HUNTER; SIBLEY, 2012). Os fatores de viruléncia
especificos aos tipos de cepas de T. gondii interferem de formas diferentes na resposta
imune e podem estar associados com a capacidade que o parasito desenvolveu de
diminuir a morte celular do hospedeiro, bem como modular a produgdo de citocinas
(LUDER et al., 2009; HUNTER; SIBLEY, 2012; ANGELONI et al., 2013). Um estudo
com macréfagos infectados por cepas de T. gondii do tipo | (cepas de alta viruléncia)
apresentou menor producdo de IL-12 e diminuicdo na eliminagdo do parasito. No
entanto, macrofagos infectados com as cepas do tipo Il (cepas de moderada viruléncia)
registraram maior producdo de IL-12 e aumento na eliminacdo do parasito (KIM et al.,
2006). Além disso, estudos recentes estdo mostrando a importancia das proteinas
immunity-related GTPases (IRGSs) na resposta imune contra diferentes tipos de cepas de
T. gondii (ZHAO et al., 2009; KHAMINETS et al., 2010; BEHNKE et al., 2012;
REESE; SHAH; BOOTHROYD, 2014). IRG sdo proteinas do grupo das GTPases
(enzimas que hidrolizam o GTP), que séo recrutadas para a membrana do vacuolo

parasitoforo e causam a sua ruptura, facilitando a eliminacdo dos parasitos por células do
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sistema imunolodgico (TAYLOR et al., 2000). Quando foi analisado o recrutamento
destas proteinas apds infeccdo por T. gondii, observou-se que as cepas do tipo Il (ME-
49) induziram maior recrutamento de proteinas IRG em comparagdo com as cepas do
tipo 1 (RH) (ZHAO et al.,, 2009; STEINFELDT et al., 2010). Alguns fatores de
viruléncia estdo relacionados com esta diferenca e acredita-se que a ROP5 e ROP18
sejam as responsaveis pela inibicdo das proteinas IRG em cepas virulentas (BEHNKE et
al., 2012; REESE; SHAH; BOOTHROYD, 2014).

Com o estabelecimento da susceptibilidade dos machos e das fémeas de C.
callosus infectados pelas cepas UD1 e UD2, foi investigada a susceptibilidade de fémeas
cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e reinfectadas com as cepas UD1 ou UD2,
para confirmarmos a possibilidade de avaliar a transmissdo vertical de T. gondii em
casos de reinfeccdo. Nds observamos que as fémeas cronicamente infectadas com cepa
ME-49 sobreviveram por mais de 21 dias ap6s a reinfeccdo. Além disso, ndo
percebemos mudangas no peso corporal e nos sinais clinicos durante os 21 dias de
infeccdo. Corroborando nossos resultados, um estudo com fémeas de camundongos da
linhagem BALB/c mostrou que a infeccdo primaria com a cepa ME-49 conferiu protecédo
contra a reinfeccdo com as cepas virulentas CH3 e EGS (SILVA et al., 2012). Desta
forma, nossos resultados sugerem que a infeccdo primaria por T. gondii em C. callosus
provoca uma resposta imune adaptativa capaz de proteger os animais imunocompetentes
contra as cepas virulentas utilizadas na reinfeccdo, possibilitando, assim, o estudo da
toxoplasmose congénita apds uma reinfecgao.

A toxoplasmose congénita em gestantes imunocompetentes cronicamente
infectadas é considerada um evento raro, sendo atribuida a reativacdo da infeccdo ou a
reinfeccdo (SILVEIRA et al., 2003; ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; POMARES et
al., 2011; VALDES et al., 2011). Casos de reinfeccdo podem estar associados com a
exposi¢do a um grande numero de parasitos, uma cepa mais virulenta ou parasitos
pertencentes a diferentes gendtipos (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; LINDSAY;
DUBEY, 2011; CARLIER et al., 2012), uma vez que 0s taquizoitas de cepas virulentas
tém uma maior capacidade de invadir as células e atravessar barreiras bioldgicas, como a
placenta (BARRAGAN; SIBLEY, 2003; ROBBINS et al., 2012).

Acreditava-se que a imunidade adquirida pela infecgdo primaria por T. gondii era
capaz de prevenir a transmissao vertical do parasito durante a reinfeccdo (ROBERTS;
ALEXANDER, 1992; ABOU-BACAR et al., 2004; PFAFF et al., 2007). No entanto

casos de toxoplasmose congénita foram relatados em criancas nascidas de méaes
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imunocompetentes que tinham sido infectadas com o parasito antes da concepgéo,
sugerindo a ocorréncia de reinfeccdo materna durante a gravidez (ELBEZ-
RUBINSTEIN et al., 2009). Assim, a hipotese de que a imunidade adquirida pela
infeccdo primaria por T. gondii € capaz de prevenir transmissdo vertical do parasito
durante a reinfeccdo tem sido questionada por diversos autores usando modelos murinos
(FERRO et al., 2002; FREYRE et al., 2006; PEZERICO et al., 2009; FRANCO et al.,
2011). Alguns estudos mostraram que a protecdo completa contra a toxoplasmose
congénita, em casos de reinfeccéo, é possivel quando a infeccdo primaria e a reinfeccao
ocorrem com a mesma cepa do parasito ou com cepas clonais (FERRO et al., 2002;
PEZERICO et al., 2009; FRANCO et al., 2011). Entretanto, em um estudo com ratas
Sprague-Dawley, cronicamente infectadas com a cepa clonal RH (tipo 1) e desafiadas
com a cepa clonal M3 (cepa do tipo Il), foi observado uma quantidade consideravel de
parasitas em tecidos fetais (FREYRE et al., 2006).

Assim como em gestantes saudaveis com infeccdo cronica, a transmisséo vertical
de T. gondii ocorre apenas durante a fase aguda da infecgdo em C. callosus (FERRO et
al., 2002; BARBOSA et al., 2008). Estudos prévios do nosso grupo demonstraram que a
trasmissdo vertical do parasito ndo ocorre em fémeas cronicamente infectadas com cepa
ME-49 e reinfectadas com a mesma cepa ou reinfectadas com a cepa RH (FERRO et al.,
2002; FRANCO et al., 2011). No presente estudo, n6s observamos a transmissdo vertical
de T. gondii em fémeas de C. callosus cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e
reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2. Além disso, nossos dados confirmaram que a
transmissdo vertical do parasito ndo ocorre em fémeas de C. callosus cronicamente
infectadas com cepa ME-49 (BARBOSA et al., 2008). Nossos dados também mostraram
que as fémeas reinfectadas com a cepa UD2 foram mais suscetiveis a infeccdo durante a
gestacdo. Este grupo de fémeas revelou menor sobrevivéncia, e a reinfec¢do induziu a
maiores escores de morbidade. Além disso, as fémeas reinfectadas com UD2
apresentaram alta taxa de perda embrionaria. Quando o parasitismo foi analisado, as
fémeas reinfectadas com UD2 apresentaram maior carga parasitaria no Utero em
comparagao com as fémeas reinfectadas com UDL1.

A toxoplasmose congénita em gestantes imunocompetentes pode ocorrer em
consequéncia de uma reativacdo da infeccdo, tendo, assim, 0s parasitos uma origem
enddgena, ou devido a uma reinfeccéo, tendo os parasitos uma origem exdgena (ABOU-
BACAR et al.,, 2004). Recentemente, infeccbes mistas naturais com parasitos de

diferentes genoétipos foram observadas em humanos, fato que comprova que a protecao
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desencadeada pela infeccdo primaria pode ser genotipo-especifico (ANDRADE et al.,
2010; CARNEIRO et al., 2013). Além de avaliar o DNA de T. gondii em tecidos das
fémeas reinfectadas, analisamos também a participagdo das cepas no processo de
reinfeccdo por meio da genotipagem dos parasitos. Observamos o parasitismo no Utero
das duas fémeas reinfectadas com UDL1, e a genotipagem mostrou que em um deles
havia parasitos pertencentes a cepa ME-49 e, no outro, parasitos pertencentes a cepa
UDL1. Ja nos Uteros das fémeas reinfectadas com a cepa UD2, apenas parasitos desta
cepa foram detectados.

Quando as placentas foram analisadas, notamos a presenca de parasitos em todas
as placentas das cinco fémeas reinfectadas com a cepa UD1 e nas placentas da Unica
fémea gravida do grupo de fémeas reinfectadas com UD2. Quando os fetos foram
analisados, apenas uma das fémeas reinfectadas com a cepa UD1 apresentou fetos
infectados e estes apresentaram parasitos com genotipo da cepa UD1. Pela anélise da
PCR no cérebro dos camundongos do bioensaio, foram observados parasitos
pertencentes a cepa ME-49. J4 a fémea gravida, reinfectada com a cepa UD2, revelou
fetos ndo infectados, porém a analise por PCR no cérebro dos camundongos do
bioensaio confirmou a presenca de parasitos nos tecidos fetais pertencentes a cepa UD2.
Pela genotipagem, verificamos parasitos pertencentes a cepa ME-49 ou UD1 nas
placentas das fémeas reinfectadas com a cepa UD1, enquanto apenas parasitos
pertencentes a cepa UD2 foram detectados nas placentas da fémea reinfectada com a
cepa UD2. A infeccdo mista foi observada apenas no figado e no pulméo das fémeas
reinfectadas com UD1 e UD2, respectivamente. Os resultados obtidos pela genotipagem
em que foram detectados apenas parasitos pertencentes a uma das cepas ndo exclui a
possibilidade da presenca das outras cepas analisadas em cada grupo, uma vez que a
baixa concentracdo de DNA do parasito pode ndo ser detectada pela PCR-RFLP. Estes
dados em conjunto nos permitem concluir que a reinfeccdo causou a reativacdo da
infeccdo da cepa ME-49, ja que parasitos pertencentes a esse genotipo foram
encontrados em tecidos placentéarios e fetais. Além disso, a existéncia da cepa ME-49 ou
UD1/UD2 em tecidos placentarios e fetais mostra que existe diferenca na dindmica da
trasmissdo vertical em cada sitio de implantacdo. Além disso, a deteccdo ou nédo de
parasitos nos tecidos placentarios e fetais nos métodos utilizados (imuno-histoquimica,
bioensaio e gPCR) ¢ justificado pela utilizagdo de diferentes placentas e fetos da mesma

fémea.
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As cepas UD1 e UD2 possuem genotipos similares aos isolados pertencentes ao
tipo Brll e Brl, respectivamente. Estes gendtipos sdo predominantes no Brasil, enquanto
a cepa ME-49 pertence ao grupo das cepas clonais tipo Il, frequentemente, encontradas
na Europa e nos Estados Unidos (SU; ZHANG; DUBEY, 2006a; PENA et al., 2008). As
diferencas observadas entre estas cepas sdo, provavelmente, devidas a predominancia de
genotipos mais virulentos do parasita no Brasil. Assim, nossos resultados corroboram a
hipotese de que a imunidade adquirida contra cepas clonais ndo é capaz de evitar a
toxoplasmose congénita nos casos de reinfeccdo com cepas de genoOtipos diferentes
(FREYRE et al., 2006; ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009).

A gravidade da infecgdo por cepas ndo clonais pode ser explicada, em parte, por
uma ma adaptacdo do sistema imunolGgico contra esses genotipos “atipicos” de T.
gondii. A infeccdo causada por T. gondii induz uma resposta imune do tipo Thl com a
producdo da citocina proinflamatéria 1L-12, que é produzida por macréfagos e células
dendriticas em resposta ao reconhecimento dos antigenos do parasito pelos receptores
Toll-like (TLR) (YAROVINSKY, 2014). IL-12, por sua vez, ativa as células T e NK a
secretarem IFN-y, que desempenham um papel importante na diminuicdo da proliferacao
de taquizoitas durante a fase aguda da infeccdo (ABOU-BACAR et al., 2004; MELO;
JENSEN; SAEIJ, 2011; DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER, 2012). Esta citocina ativa
mecanismos efetores para a eliminagéo intracelular de T. gondii, incluindo a ativagéo das
proteinas IRG, inducdo de intermedidrios reativos de oxigénio, a degradacdo do
triptofano e autofagia (ZHAO et al., 2009; MELO; JENSEN; SAEL), 2011;
GAZZINELLI et al., 2014).

A infeccdo por T. gondii durante a gestacdo, pode prejudicar o equilibrio
imunoldgico maternofetal por induzir a producdo de citocinas proinflamatdrias, tais
como IFN-y e TNF-a, que sdo, potencialmente, prejudiciais a gestacdo (SHIONO et al.,
2007). Neste estudo, as fémeas de C. callosus cronicamente infectadas com a ME-49 e
reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2 mostraram altos niveis de IFN-y, TNF-a e IL-10
em comparacdo com as fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49. Por outro
lado, detectamos baixos niveis de TGF-f em fémeas cronicamente infectadas com a cepa
ME-49 ou reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2, em comparagdo com as fémeas ndo
infectadas. Um estudo com camundongos C57BL/6 também demonstrou altos niveis de
IFN-y, quando as fémeas foram infectadas com a cepa RH na fase inicial da gestacéo, e
esse fenbmeno foi relacionado a alta taxa de reabsor¢do nos locais de implantagdo. O

alto nivel de IFN-y produzido sugeriu ativagdo da resposta imune do tipo Thl, mas
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também foi observado um aumento de IL-10, sugerindo que a resposta anti-inflamatoria
foi ativada (GE et al., 2008). Assim, nossos resultados sugerem que a alta producdo das
citocinas IFN-y, TNF-a induzida pela reinfec¢ao pelas cepas UD1 e UD2, pode ser a
responsavel pelo maior numero de sitios de reabsorcdo. Além disso, mesmo com a forte
resposta imunologica préinflamatdria, esta nao foi suficiente para controlar a infeccéo, o
que possibilitou a transmissdo vertical do parasito, bem como alta concentragdo de
parasitos nas placentas, figado, baco e pulméo das fémeas reinfectadas.

Ambos componentes celulares e humorais do sistema imunologico desempenham
um papel na resisténcia a infeccdo secundaria. A reinfeccdo é acompanhada por uma
resposta imune forte, muitas vezes manifestada pela elevacdo dos niveis de IgG e a
producdo de anticorpos IgM (GAVINET et al., 1997). Neste estudo, verificamos niveis
mais elevados de IgG no soro das fémeas gravidas e reinfectadas em comparagdo com 0s
niveis de IgG destas mesmas fémeas antes da gestacdo e reinfeccdo, confirmando a
capacidade de T. gondii induzir uma resposta imune humoral ap6s a reinfeccdo. As
fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e reinfectadas com a cepa UD1
apresentaram menor razao entre 1gG2a e IgG1 durante a gestacdo, em comparacao com a
razdo entre 1gG2a e IgGl antes da gestacdo, sugerindo o estabelecimento de uma
resposta imune humoral do tipo Th2. O perfil imunolégico do tipo Th2 é caracterizado
pela ativacdo de células T CD4" produtoras de IL-4 e por uma producéo preferencial de
anticorpos 1gG1, independente do complemento. J& o perfil imunolégico Thl é
caracterizado pela ativacdo de células T CD4" produtoras de IFN-y e producdo de
anticorpos 1gG2a dependentes do complemento (MOSMANN et al., 1997). Assim, os
nossos resultados indicam que a resposta imunoldgica desenvolvida pelas fémeas de C.
callosus reinfectadas com a cepa UD1, durante a gestacdo, pode ser associada com o
aumento na producdo das citocinas proinflamatérias e dos anticorpos IgGl, em que
podemos atribuir ao balango da resposta imunoldgica do tipo Thl e Th2 com os
melhores resultados gestacionais deste grupo de fémeas reinfectadas. Por outro lado, as
fémeas reinfectadas com a cepa UD2 registraram alta producdo de citocinas
préinflamatorias e anticorpos 1gG2a, o que sugere a predominancia de uma resposta do
perfil Thl, sendo uma das causas do maior nimero de sitios de reabsor¢ao neste grupo
de fémeas.

Juntos, nossos resultados mostraram que tanto os machos, quanto as fémeas de C.
callosus sdo susceptiveis a infeccdo pelas cepas UD1 e UD2 de T. gondii e que

mudancas no peso corporal e nos sinais clinicos, ap6s a infeccdo, sdo variaveis,
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dependendo do género. Além disso, as fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-
49 sobreviveram apds a reinfeccdo com as cepas UD1 ou UD2 e, quando gravidas,
ocorreu a trasmissao vertical do parasito. Por fim, a reinfeccdo causou a reativacdo da
infeccdo da cepa ME-49 e as fémeas reinfectadas produziram altos niveis de citocinas

proinflamatorias durante a gestacao, que pode ter resultado em prejuizos gestacionais.
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6. CONCLUSOES

e Machos e fémeas de C. callosus foram susceptiveis a infeccdo pela cepa
TgChBrUD1 ou TgChBruD2 de T. gondii;

e As fémeas infectadas com a cepa TgChBrUD2 apresentaram maior nimero de
parasitos no figado e no baco;

e A infeccdo priméaria de C. callosus com a cepa ME-49 foi capaz de conferir
protecdo contra reinfecgdo com a cepa TgChBrUD1 ou TgChBruD2;

e A cepa ME-49 ndo conferiu protecdo contra a transmissdo vertical da cepa
TgChBruD1 ou TgChBrUD2 na reinfegéo;

e As fémeas reinfectadas com a cepa TgChBrUD?2 apresentaram maior parasitismo
no figado, baco e pulméo;

e As fémeas reinfectadas com a cepa TgChBrUD1 apresentaram parasitos
pertencentes a cepa ME-49 ou TgChBrUDL1 nos tecidos placentéario e fetais, ao
contrario das fémeas reinfectadas com a cepa TgChBrUD2 que apresentaram
apenas parasitos pertencentes a cepa TgChBruUD2 nestes tecidos;

e As fémeas reinfectadas com a cepa TgChBrUD1 ou TgChBrUD2 mostraram
altos niveis de IFN-y, TNF-a e IL-10;

e As fémeas reinfectadas com a cepa UD1 apresentaram menor razéo entre 1gG2a

e 1gG1 durante a gestagéo.



7. FIGURAS



Figura 1: Curva de sobrevivéncia de Calomys callosus ap6s a infeccdo com a cepa
TgChBrUD1 (UD1) ou TgChBrUD2 (UD2) de Toxoplasma gondii. Machos e fémeas
(n=6) foram infectados intraperitonealmente com 100 taquizoitas da cepa UD1 ou UD2
e monitorados por 15 dias (A) Comparacao entre machos infectados com a cepa UD1 ou
UD2; (B) Comparacdo entre fémeas infectadas com a cepa UD1 ou UD2; (C)
Comparacdo entre machos e fémeas infectados com a cepa UD1; (D) Comparacéo entre

machos e fémeas infectados com a cepa UD2. *p < 0,05 (Teste Log-rank).
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Figura 2: Alteragdes de peso corporal (em média) de Calomys callosus apds a infeccdo
com a cepa TgChBruUD1 (UD1) ou TgChBruD2 (UD2) de Toxoplasma gondii. Machos
e fémeas (n=6) foram infectados intraperitonealmente com 100 taquizoitas da cepa UD1
ou UD2 e monitorados por 15 dias (A) Comparacdo entre machos infectados com a cepa
UD1 ou UD2; (B) Comparacdo entre fémeas infectadas com a cepa UD1 ou UD2; (C)
Comparacdo entre machos e fémeas infectados com a cepa UD1; (D) Comparacéo entre
machos e fémeas infectados com a cepa UD2. **p < 0,01; ***p < 0,001 (Teste Mann-

Whitney).
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Figura 3: Escores de morbidade de Calomys callosus ap6s a infeccdo com a cepa
TgChBrUD1 (UD1) ou TgChBrUD2 (UD2) de Toxoplasma gondii. Machos e fémeas
(n=6) foram infectados intraperitonealmente com 100 taquizoitas da cepa UD1 ou UD2
e monitorados por 15 dias (A) Comparacao entre machos infectados com a cepa UD1 ou
UD2; (B) Comparacdo entre fémeas infectadas com a cepa UD1 ou UD2; (C)
Comparacdo entre machos e fémeas infectados com a cepa UD1; (D) Comparacéo entre
machos e fémeas infectados com a cepa UD2. **p < 0,01; ***p < 0,001 (Teste Mann-
Whitney).
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Figura 4: Carga parasitaria no figado (A), baco (B) e cérebro (C) de Calomys callosus
apos a infeccdo com a cepa TgChBrUD1 (UD1) ou TgChBruD2 (UD2) de Toxoplasma
gondii. Machos e fémeas (n=6) foram infectados intraperitonealmente com 100
taquizoitas da cepa UD1 ou UD2. Os animais foram eutanasiados ap6s 8 dias de
infeccdo e os Orgdos coletados para analise por qPCR. “Comparagdo entre fémeas
infectadas com a cepa UD1 e UD2. *p < 0,05) (Teste Mann-Whitney).
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Figura 5: Comparagdo da carga parasitaria entre figado, baco e cérebro de Calomys
callosus apés a infeccdo com a cepa TgChBrUD1 (UD1) ou TgChBrUD2 (UD2) de
Toxoplasma gondii. Machos e fémeas (n=6) foram infectados intraperitonealmente com
100 taquizoitas da cepa UD1 ou UD2. Os animais foram eutanasiados apds 8 dias de
infeccdo e os 6rgdos coletados para analise por gPCR. (A) Machos infectados com a
cepa UD1; (B) Fémeas infectadas com a cepa UD1; (C) Machos infectados com a cepa

UD2; (D) Fémeas infectadas a cepa UD2. *p < 0,05 (Teste Kruskal-Wallis).
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Figura 6: Fotomicrografia representativa do figado, baco e cérebro de Calomys callosus
apos a infeccdo com a cepa TgChBrUD1 (UD1) ou TgChBruD2 (UD2) de Toxoplasma
gondii. Machos e fémeas (n=6) foram infectados intraperitonealmente com 100
taquizoitas da cepa UD1 ou UD2. Os animais foram eutanasiados ap6s 8 dias de
infeccdo. Foi realizado o lavado peritoneal e os 6rgaos foram coletados para analise por
imuno-histoquimica. Setas indicam parasitos no interior de vacuolos parasitéforos no
(A) figado, (B) bago, (C) e (D) no lavado intraperitoneal de fémeas infectadas com a
cepa UD2.
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Figura 7: (A) Curva de sobrevivéncia, (B) AlteracGes de peso corporal (em media) e
(C) Escores de morbidade de fémeas de Calomys callosus cronicamente infectadas com
a cepa ME-49 e reinfectadas com a cepa RH, TgChBrUD1 (UD1) ou TgChBrubD2
(UD2) de Toxoplasma gondii. As fémeas (n=5) foram infectadas oralmente com 20
cistos da cepa ME-49 e ap6s 60 dias foram reinfectadas intraperitonealmente com 100
taquizoitas da cepa RH ou UD1 ou UD2 e monitoradas por 25 dias. (A) Teste Log-rank;
(B e C) Mann-Whitney.
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Figura 8: (A) Curvas de sobrevivéncia e (B) Escores de morbidade de fémeas de
Calomys callosus cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e reinfectadas com a cepa
TgChBrUD1 (UD1) ou TgChBruUD2 (UD2) no primeiro dia de gestacdo. As fémeas
(n=7) foram monitoradas até o 19° dia de gestacdo. *Comparacdo entre a curva de
sobrevivéncia do grupo 4 com a curva de sobrevivéncia do grupo 1, 2 e 3. *p < 0,05 (A)

Teste Log-rank; (B) Teste Wilcoxon.
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Figura 9: Foto representativa de placentas e fetos das fémeas de Calomys callosus (A)
ndo infectadas e (B) fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49. Foto
representativa do Gtero das fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e (C)
reinfectadas com a cepa TgChBruD1 (UD1) e (D) reinfectadas com a cepa TgChBrUD2
(UD2) no primeiro dia de gestagdo. As fémeas foram eutanasiadas no 19° dia de

gestacdo e placentas, Gtero e fetos analisados macroscopicamente.
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Figura 10: Fotomicrografia representativa de (A) placentas e (B) figado de fetos das
fémeas de Calomys callosus cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e reinfectadas
com a cepa TgChBruUD1 (UD1). (C) Placentas de fémeas reinfectadas com a cepa
TgChBrUD2 (UD2). As fémeas (n=7) foram eutanasiadas no 19° dia de gestacdo e as
placentas e fetos coletados para analise por imuno-histoquimica. Setas indicam parasitos
no interior de vactolos parasitéforos. (D) Analise da soroconversdo de camundongos
Swiss sobreviventes ap6s inoculo com macerado de tecidos placentarios ou fetais das
fémeas reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2. O nivel de anticorpos foi mensurado por

ELISA e expresso pelo indice ELISA (IE). Linha pontilhada no cut-off (IE = 1,2).
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Figura 11: (A) Comparacdo da carga parasitaria no utero das fémeas reinfectadas com a
cepa TgChBruD1 (UD1) ou TgChBruD2 (UD2). “p < 0,05 (Teste Mann-Whitney). UA:
Unidades arbitrarias. Eletromicrografias representativas (B) do Utero das fémeas
reinfectadas com a cepa UD1 e (C) do Gtero das fémeas reinfectadas com a cepa UD2.
Setas indicam parasitos no interior de vacuolos parasitoforos. As fémeas foram
eutanasiadas no 19° dia de gestacdo e o0s Orgaos coletados para analise por

imunohistoquimica e gPCR.
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Figura 12: Comparacédo da carga parasitaria na (A) placenta, (B) figado; (C) baco e (D)
pulmao entre as fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49, fémeas reinfectadas
com a cepa TgChBrUD1 (UD1) e fémeas reinfectadas com a cepa TgChBrUD2 (UD?2).
As fémeas (n=7) foram eutanasiadas no 19° dia de gestacdo e os 6rgaos coletados para
analise por qPCR. “Comparagdo entre fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-
49 e fémeas reinfectadas com UD1 ou UD2 (teste Kruskal-Wallis, p < 0,05).
#Comparagio entre as fémeas reinfectadas com a cepa UD1 e fémeas reinfectadas com a
cepa UD2 (Teste Mann-Whitney, p < 0,05). UA: Unidades arbitrarias.
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Figura 13: Comparacao da carga parasitaria entre figado, baco e pulmao das fémeas de
Calomys callosus (A) cronicamente infectadas com a cepa ME-49; (B) fémeas
reinfectadas com a cepa TgChBrUD1 (UD1); e (C) fémeas reinfectadas com a cepa
TgChBrUD2 (UD2) de Toxoplasma gondii. As fémeas foram (n=7) eutanasiadas no 19°
dia de gestacdo e os 6rgdos coletados para analise por gPCR. (Teste Kruskal-Wallis).

UA: Unidades arbitrarias.
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Figura 14: Foto representativa dos geis de agarose. (A) Analise das amostras para 0s
marcadores BTUB e PK1. Amostras das fémeas néo infectadas estéo representadas pela
letra A e as amostras das fémeas reinfectadas com a cepa TgChBr2 (UD2) estdo
representadas pela letra D (exceto D30). A2/A7: placenta; A8/A13: feto; Al4/AlT:
figado; A15: baco; A16/A22/A25: pulmdo. D1: placenta; D2-D7: utero; D8: feto;
D9/D12/D15/D18/D21/D24/D27: figado; D10/D13/D16/D19/D22/D25/D28: bago;
D11/D14/D17/D20/D23/D26/D29: pulmdo. D30: cérebro de camundongo Swiss
inoculado com macerado de feto. (B) Analise das amostras para os marcadores SAGL1 e
alt. SAG2. As amostras das fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49 estdo
representadas pela letra B e as amostras das fémeas reinfectadas com a cepa TgChBrl
(UD1) estdo representadas pela letra C (excecdes indicadas). B1-B9: placenta;
B11/B13/B17-B19: feto; B20/B38: figado; B27/B30/B33: baco; B25/B28/B34/B37:
pulmao. C1-Cé: placenta; C7-C8: utero; C9-C15: feto;
C16/C19/C22/C25/C28/C31/C34/C37: figado; C17/C20/C23/C26/C29/C32/C35/C38:
baco; C18/C21/C24/C27/C30/C33/C36/C39: pulméo; C40/C42/C45: cérebro de
camundongo Swiss inoculado com macerado de placenta; C41/C43/C44/C46: cérebro de
camundongo Swiss inoculado com macerado de feto). As cepas controle de T. gondii
(GT1, PTG, CTG, Cal, MAS, Br3, Brl e Br2) estdo marcadas em vermelho. Algarismos
romanos (I, Il e 111) e u-1 correspondem ao padrdo de genotipagem multilocus, conforme
detalhado na Tabela 1. Setas indicam as cepas TgCatBrl (Brl) e TgCatBr2 (Br2), que
possuem o mesmo gendtipo de UD1 e UD2 e diferentes tipos de bandas para os
marcadores BTUB, PK1e alt.SAG2. CTL: controle negativo e H20: controle com a dgua

do mix.



Figura 14







Figura 15: Producdo de (A) IFN-y, (B) TNF-qa, (C) IL-10 e (D) TGF-B por fémeas
reinfectadas com as cepas TgChBrUD1 (UD1) ou TgChBruD2 (UD2). Os niveis de
citocinas foram determinados por ELISA. *Comparacdo entre fémeas ndo infectadas
com fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e fémeas reinfectadas com a
cepa UD1 ou UD2. “Comparagdo entre fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME-
49 com fémeas reinfectadas com a cepa UD1 ou TgChBruUD2 (Teste Kruskal-Wallis, p
< 0,05).
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Figura 16: Niveis de (A) 1gG total e (B) razao de 1gG2a/lgG1 anti-T. gondii em amostra
de soro das fémeas reinfectadas com a cepa TgChBrUD1 (UD1) ou TgChBrUD2 (UD2).
Os niveis de anticorpos foram determinados por ELISA e expressos como indice ELISA.
*Comparacgédo entre fémeas ndo infectadas com fémeas cronicamente infectadas com a
cepa ME-49 e fémeas reinfectadas com a cepa UD1 ou UD2 antes ou durante a gestacao.
*Comparagéo entre fémeas reinfectadas com a cepa UD1 antes ou durante a gestagéo

(Teste Kruskal-Wallis, p < 0,05). A linha pontilhada indica o valor de cut-off (IE = 1,2).
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9. Tabelas



Tabela 1

Genotipagem multilocus das amostras clonais tipos |, Il e 1ll, das amostras de referéncia e das cepas brasileiras de T. gondii
utilizadas como controles.

Marcadores PCR-RFLP

Cepas SAG1l" alt. SAG2T SAG3 BTUB L358 PK1 Genotipo
correspondente
GT1 (type I) I I I I I I Tipo |
PTG (type II) [l oulll Il Il Il Il Il Tipo Il
CTG (type Il [loulll 1 1 1] 1] 1 Tipo IlI
MAS u-1# Il 1] 1] I 1 Referéncia
TgCatBr5 I [l [l 1 I u-1# Referéncia
TgCatBrl I Il 1 1] I Il Cepa UD1
TgCatBr2 | I " | I I Cepa UD2

* No locus SAG1, os tipos Il e lll sédo indistinguiveis.
T Novo marcador SAG2 baseado na terminacéo 5’ da sequéncia do gene.
# u-1 € um alelo diferente do alelo clonal.



Tabela 2

Informacdes referentes aos marcadores genéticos, primers e as enzimas de restricdo utilizados na PCR-RFLP multilocus para a

genotipagem da(s) cepa(s) de T. gondii.

Marcadores Primers Externos (Multiplex PCR)

Primers Internos (Nested PCR)

Nested
PCR (bp)

Enzimas de restricdo, Tamp&es
NEB, temperatura e tempo

Referéncias

SAG1 SAG1-Fext: TTCTAACCACGCACCCTGAG
SAG1-Rext2: AGAGTGGGAGGCTCTGTGA

alt. SAG2 alt. SAG2-Fext: GGAACGCGAACAATGAGTTT
alt. SAG2-Rext: GCACTGTTGTCCAGGGTTTT

SAG3 SAG3-Fext: CAACTCTCACCATTCCACCC
SAG3-Rext: GCGCGTTGTTAGACAAGACA

BTUB BTUB -Fext: TCCAAAATGAGAGAAATCGT
BTUB -Rext: AAATTGAAATGACGGAAGAA

L358 L358-Fext: TCTCTCGACTTCGCCTCTTC

L358-Rext: GCAATTTCCTCGAAGACAGG

PK1 PK1-Fext: GAAAGCTGTCCACCCTGAAA
PK1-Rext: AGAAAGCTCCGTGCAGTGAT

SAG1-S2: CAATGTGCACCTGTAGGAAGC
SAG1-Rext: GTGGTTCTCCGTCGGTGTGAG

SAG2-Fa: ACCCATCTGCGAAGAAAACG
SAG2-Ra: ATTTCGACCAGCGGGAGCAC

P43S2: TCTTGTCGGGTGTTCACTCA
P43AS2: CACAAGGAGACCGAGAAGGA

Btub-F: GAGGTCATCTCGGACGAACA
BtubR: TTGTAGGAACACCCGGACGC

L358-F2: AGGAGGCGTAGCGCAAGT
L358-R2: CCCTCTGGCTGCAGTGCT

PK1-F: CGCAAAGGGAGACAATCAGT
PK1-R: TCATCGCTGAATCTCATTGC

390

546

225

411

418

903

Sau96l + Haell (dupla digestao),
NEB4, BSA - 37 °C por 1 h, gel de
2.5%

Hinfl + Taqgl, NEB3, BSA - 37 °C por
30 min e 65 °C por 30 min, gel de
2.5%

Ncil, NEB4, BSA - 37 °C por 1 h, gel
de 2.5%

BsiEl + Taql (dupla digestao), NEB4,
BSA - 60 °C por 1 h, gel de 2.5%

Haelll + Nlalll (dupla digestao),
NEB4, BSA - 37 °C por 1 h, gel de
2.5%

Aval + Rsal (dupla digestéo), NEB4,
BSA - 37 °C por 1 h, gel de 2.5%

GRIGG et al., 2001

KHAN et al., 2005
SU et al., 2006

GRIGG et al., 2001

GRIGG et al., 2001

SU et al., 2006
GRIGG et al., 2001

SU et al., 2006
GRIGG et al., 2001




Tabela 3

Resultados de sobrevivéncia e da gestacdo de fémeas de Calomys callosus cronicamente infectadas com a cepa ME-49 e
reinfectadas com as cepas TgChBrUD1 (UD1) ou TgChBrUD2 (UD2) de Toxoplasma gondii no primeiro dia de gestacéo.

Gestantes
Fémeas Fémeas com  Sitios de implantagéo/ Fémeas com fetos Taxa de perda
Grupos Cepas Sobrevivéncia com fetos fetos sitios de reabsorgéo? reabsorvidos (%) embrionaria® (%)
normais reabsorvidos
1 - 717 1717 7/3 28/3 42.8% 10.7%
2 ME-49 717 717 713 30/3 42.8% 10%
3 ME-49 + UD1 717 7/5 714 34/11 57.1% 32.3%
4 ME-49 + UD2 715 5/1 5/4 23/19 80% 82.6%

a Sitios de reabsorc¢ao foram identificados visualmente. Sitios de implantagcdo com placenta e embrido pequenos, com aparéncia
hemorragica e coloragcdo marrom ou sem cor foram definidos como sitio de reabsorcéo
b A taxa de perda embrionéria foi calculada pela porcentagem de sitios de reabsorcdo em relacdo ao nimero total de implantacées.



Tabela 4

Resultados da reacdo de PCR para Toxoplasma gondii realizada em placentas, Uteros e fetos das fémeas gravidas cronicamente
infectadas com a cepa ME-49 e/ou reinfectadas com as cepas TgChBrUD1(UD1) ou TgChBrUD2 (UD2). Resultados da reacédo de
PCR para Toxoplasma gondii no cérebro de camundongos Swiss utilizados no bioensaio.

Gestantes
Grupos Cepas Placentas/Uteros/ PCR PCR do cérebro de
Fetos? n°- n°+ P camundongos Swiss
Placentas Fetos Uteros Placentas Fetos
1 - 71017 7- 7-
2 ME-49 71017 3- 4+ 7-
3 ME-49 + UD1 5/2/5 5+ 4- 1+ 2+ 3+ 2t 3-1+ 1%t
4 ME-49 + UD2 1/4/1 1+ 1- 4+ 11 1+

@ Quantidade de placentas, uteros e fetos avaliados em cada condi¢cao experiemental
® Niimero de amostras negativas (-) e positivas (+)
1Os animais morreram entre o 7° e 10° dia apds o in6culo



Tabela 5

Genotipagem de Toxoplasma gondii presentes na placenta, feto, Utero, figado, baco e pulmado das fémeas gravidas cronicamente infectadas
com a cepa ME-49 e/ou reinfectadas com as cepas TgChBrUD1 (UD1) ou TgChBruD2 (UD2). Genotipagem de Toxoplasma gondii nos
cérebros de camundongos Swiss utilizados no bioensaio.

Genotipagem

Grupos Cepas Placentas Fetos Uteros Figado Baco Pulméo Cérebros dos camundongos
Swiss
Placentas Fetos
1 -
2 ME-49 (4) ME-49 (5) ME-49 (3) ME-49 (4) ME-49
3 ME-49 + UD1 (3) ME-49 (2) UD1 (1) UD1 (1) ME-49 (1) UD1 (4) UD1 (1) ME-49 e UD1 (1) ME-49 (4) UD1 (2) ME-49 (3) UD1 (3) ME-49 (1) ME-49
4 ME-49 + UD2 (1) UD2 (4) UD2 (5) UD2 (4) UD2 (4) UD2 (1) ME-49 e UD2 (1) UD2
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