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RESUMO

Trichoderma é bem conhecido por inibir o crescimento e desenvolvimento de uma
variedade de agentes patogénicos de plantas. Estudos anteriores demonstraram que o
esporo do fungo T. stromaticum modula negativamente a resposta de fagécitos murino,
diminuindo a produgdo de 6xido nitrico (NO) e de espécies de oxigénio reactivas (ROS).
Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatério que induz uma forte resposta
Thl que ativa a producdo de IFN-y, que por sua vez ativa varios mecanismos da
imunidade inata na infeccdo pelo T. gondii, como a producdo de NO. A fim de investigar
o efeito do extrato de T. stromaticum (ExtTs) no controle da proliferacdo cepa RH de T.
gondii em células tratadas (macrofagos J774) ou diretamente na viabilidade do parasito,
nos tratamos as células antes ou apos a infec¢do; ou os parasitos com ExtTs e infectamos
as células ou camundongos e observamos o parasitismo. Observou-se que 0s ExtTs ndo
interferiram na producdo de citocinas em células infectadas, apesar de diminuir a
producdo de NO e a deteccdo de vesiculas autofagicas. No entanto, o tratamento de
parasitos, com o ExtTs diminuiu o parasitismo nas células e camundongos. Assim, estes
resultados mostraram que 0s ExtTs € um bom candidato para controlar a proliferacéo de

T. gondii.

Palavras chave: ExtTs, J774 macrophage, Toxoplasma gondii, Trichoderma stromaticum
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ABSTRACT

Trichoderma is well known by inhibit the growth and development of a variety of plant
pathogens. Previous studies demonstrated that the fungal spore from T. stromaticum
downmodulated the response of murine phagocytes by decreasing the production of nitric
oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS). Toxoplasma gondii is an obligate
intracellular parasite that induces a strong Th1l response which activates the production
of IFN-y which in turn activates several innate immune mechanisms in T. gondii infection,
such as NO production. In order to investigate the effect of T. stromaticum extract (ExtTs)
in the control of RH strain of T. gondii in treated cells (J774 mcarophages) or directly in
the parasite viability, we treated cells before or after infection; or treated parasites with
ExtTs and infected cells or mice and observed parasitism. It was observed that the ExtTs
do not interfered in cytokine productin in infected cells, despite decreasing the NO
production and autophagic vesicles detection. However, the treatment of parasites with
ExtTs decreased the parasitism in the cells and mice. Thus, these results showed that the
ExtTs is a good candidate to control T. gondii proliferation.

Key Words: ExtTs, J774 macrophage, Toxoplasma gondii, Trichoderma stromaticum
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1. INTRODUCAO
1.1. Toxoplasma gondii: formas infectantes, interacdo parasito-hospedeiro e a
toxoplasmose

Toxoplasma gondii é um protozoario intracelular obrigatério do filo Apicomplexa,
subclasse coccidea (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004), que infecta uma grande variedade
de hospedeiros e em certas circunstancias, como em individuos imunocomprometidos
(pacientes com cancer, portadores do virus HIV e transplantados) e gestantes, pode causar
doenca de maior gravidade (DUBEY et al., 2010). Descoberto simultaneamente em 1908
no Brasil por Splendore, em coelhos usados em experimentos laboratoriais, e por Nicolle
e Manceaux, no Ctenodactylus gundi, um roedor africano usado na pesquisa da
leishmaniose no Instituto Pasteur da Tunisia, foi inicialmente considerado por esses
autores como pertencente ao género Leishmania. Em 1909, Nicolle e Manceaux
caracterizaram esse parasito como uma nova espécie chamada Toxoplasma gondii por
apresentar uma forma de arco (do grego: toxo, arco; plasma, vida) (KIM; WEISS, 2008).

Os membros do filo Apicomplexa séo caracterizados pela presenga do complexo
apical, composto de organelas secretoras especializadas na adesdo, invasdo e
multiplicacdo do parasito nas células hospedeiras como as micronemas, roptrias e
granulos densos (KIM; WEISS, 2008). As micronemas sdo organelas secretoras de
moléculas adesivas, dominios tipo integrinas, fator de crescimento epitelial e lectina, sendo
localizadas na regido apical do parasito e abaixo do complexo da membrana interna
(FOURMAUX et al., 1996; MEISSNER et al., 2002; SAOUROS et al., 2005). Essas
organelas atuam no reconhecimento e na adesdo inicial do parasito aos receptores de
superficies da célula hospedeira [[CARRUTHERS, 2002); NEVES, 2005)]. As roptrias sao
organelas especializadas associadas com as micronemas, sendo seu contetdo liberado durante
a invasao do parasito, movimento de juncdo e formacao do vacuolo parasitéforo (BRADLEY
et al., 2005; BOOTHROYD; DUBREMETZ, 2008). Estéo localizadas na regido anterior do
nucleo do parasito e sdo constituidas por formag¢fes membranosas de extremidades dilatadas
(LYCKE; CARLBERG; NORRBY, 1975; BLACK; BOOTHROYD, 2000). J& foram
descritas vinte e nove proteinas de roptrias (ROP1 a ROP29) e elas estdo associadas a
internalizagdo do parasito a célula hospedeira (BOOTHROYD; DUBREMETZ, 2008). Essa
internalizacdo é feita através da liberacdo de enzimas proteoliticas, como ROP-1 ou PEF
(fator de incremento de penetracéo), que atuam na digestao de proteinas da membrana celular
do hospedeiro (KIM; WEISS, 2004). Além disso, as roptrias liberam seu contetdo proteico

no citoplasma da célula hospedeira e atuam na formacdo do vacuolo parasitéforo ficando
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associadas a ele, garantindo a natureza ndo fusogénica do vacuolo e atuando no recrutamento
de mitocondrias e reticulo endoplasmatico (SINAI;, WEBSTER; JOINER, 1997;
CARRUTHERS, 2002; SINAI, 2008). Os granulos densos presentes no citoplasma do
parasito, contém glicoproteinas que quando liberados no vacutolo parasitoforo possibilita ao
parasito evadir das respostas imunes da célula hospedeira, bem como a formagéo de tdbulos
especializados para aumentar a aquisicéo de nutrientes pelo parasito (COPPENS et al., 2006;
CARRUTHERS; SUZUKI, 2007).

T. gondii apresenta trés diferentes estagios infectantes: os taquizoitos, 0s
bradizoitos (nos cistos teciduais) e os oocistos. O termo “taquizoito” (taqui = rapido) foi
dado por Frenkel, em 1973, para descrever o estagio de rapida multiplicacdo e
disseminacdo do parasita para todo tipo de célula (FRENKEL, 1973). O termo
“taquizoito” substitui o termo “trofozoito” (trophicos = alimenta¢do em grego) que era
usado anteriormente. Medindo de 2-4um de largura e 4-8um de comprimento, os
taquizoitos multiplicam-se rapidamente dentro do vacuolo parasitéforo e estdo presentes
em grande nimero na fase aguda da infeccdo. Depois de repetidas replicacoes, as células
do hospedeiro sdo rompidas pelo aumento do nimero dos taquizoitos e estes sdo liberados
e disseminados podendo infectar todo organismo atingindo tecidos como o sistema
nervoso central, olhos, tecido muscular cardiaco e esquelético e placenta. As taxas de
invasdo e crescimento variam dependendo da cepa de T. gondii e o tipo de célula
hospedeira. A presenca dos taquizoitos inicia uma forte resposta inflamatoria que leva a
destruicdo tecidual, uma das manifestacdes clinicas tipicas da toxoplasmose (DUBEY,
1998; MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

Os bradizoitos séo originados a partir da conversao dos taquizoitos em estagios de
divisdo lenta (grego: brady = lento) e sdo encontrados dentro de cistos teciduais durante
a infeccdo cronica. Sdo morfologicamente idénticos aos taquizoitos, contudo expressam
moléculas de estagio especifico, apresentando funcgéo diferente. Cistos teciduais contém
centenas a milhares de bradizoitos e sdo formados dentro das células hospedeiras
encontradas no tecido muscular cardiaco ou esquelético e cérebro. Seu tamanho € variado
podendo medir entre 5 -70 um. Os bradizoitos podem ser liberados dos cistos e se
diferenciarem em taquizoitos causando o reaparecimento da infeccdo em pacientes
imunocomprometidos (DUBEY, 1998; MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

Os oocistos séo esféricos, medem entre 10-12um e possuem uma parede dupla

robusta que Ihe confere protecdo contra acBes mecanicas e quimicas. Sua parede é
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formada por mais de 90% de proteinas, sendo varias proteinas ricas em tirosina e cisteina.
O oocisto é a forma de resisténcia do parasito e sdo encontrados nas fezes de felinos.
Durante a infeccdo aguda, milhares de oocistos sdo liberados nas fezes dos gatos por 7-
21 dias, esses oocistos contém esporozoitos que dao origem aos taquizoitos (DUBEY,
1998; MAI et al., 2009; DUMETRE et al., 2013).

Todas as trés formas sdo infecciosas tanto para o hospedeiro definitivo quanto
para 0 hospedeiro intermediario, e sua via de transmissdo ocorre principalmente por
ingestdo oral de oocistos infecciosos do meio ambiente (solo, agua ou alimentos),
ingestdo de cistos teciduais em carne crua ou mal cozida ou visceras de hospedeiro
intermediério e transmissdo transplacentaria de taquizoitos; ja é conhecido que o leite
materno de mae infectada pode transmitir taquizoitos ao filho durante amamentacao
(CARRUTHERS; SUZUKI, 2007).

A toxoplasmose, doenca causada por T. gondii, geralmente cursa de forma
assintomética em individuos imunocompetentes. Mesmo nas infeccBes sintomaticas,
poucas vezes a doenca resulta em linfadenopatia cervical ou sindrome da mononucleose-
like. No entanto, muitas manifestacdes clinicas tém sido atribuidas a infeccdo por T.
gondii em individuos imunocomprometidos ou em criangas infectadas congenitamente,
incluindo a linfoadenopatia, ileite, coriorretinite e encefalite (JACKSON; HUTCHISON,
1989; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; WEISS; DUBEY, 2009).

O curso da infeccdo se da em duas fases, aguda e cronica. A fase aguda é
caracterizada pela presencga predominante de taquizoitas nas células hospedeiras, que se
multiplicam rapidamente no interior do vactolo parasitéforo, destroem as células e
invadem os tecidos adjacentes. Na fase crénica, bradizoitas no interior de cistos teciduais
estdo mais presentes, especialmente no cérebro, retina e tecido muscular; como uma agédo
do parasito contra a imunidade do hospedeiro (FILISETTI; CANDOLFI, 2004). Pacientes
imunocomprometidos sorologicamente positivos para Toxoplasma podem desenvolver
encefalite toxoplasmica. Um estudo recente estimou que 30% dos portadores do HIV irdo
desenvolver a encefalite toxoplasmica se ndo fizerem o uso adequado do coquetel
antiviral e de antiparasitarios como forma de profilaxia (MUNOZ; LIESENFELD;
HEIMESAAT, 2011).

A estrutura populacional de T. gondii é tanto geneticamente quanto clonalmente
diversificada, podendo ser subdividida em trés linhagens encontradas na América do

Norte e Europa denominadas de cepas tipo I, Il e 111 as cepas do tipo Il sdo encontradas
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predominantemente em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
e causando toxoplasmose em humanos, ja as cepas | e Ill sdo encontradas em doencas
congénitas. As cepas do tipo | sdo geralmente letais para camundongos, porém as cepas
dos tipos Il e 111 sdo menos virulentas (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

Estimativas apontam que um ter¢co da populacdo mundial seja soropositiva,
apresentando anticorpos especificos contra esse parasito, variando conforme a idade e
distribuicdo geografica (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004). Um estudo realizado por
Robert-Gangneux e Darde relatou uma soroprevaléncia entre 30 e 50% na regido sudeste
e central da Europa e uma alta prevaléncia na América Latina e paises tropicais do
continente africano (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). No Brasil, 50-80% da
populacdo adulta apresenta anticorpos contra T. gondii (PENA et al., 2008), sendo 0s

jovens de 20-29 anos a faixa etaria mais atingida (MAENZ et al., 2014).

1.2 Ciclo bioldgico

O ciclo bioldgico de T. gondii foi somente elucidado apds mais de 50 anos do
primeiro relato do seu encontro. No final da década de 1960, a analise do material fecal
de gatos possibilitou a descoberta de uma forma evolutiva do protozoario, capaz de
induzir a infeccdo de outros mamiferos e aves através da sua ingestdo. Seu ciclo
coccidiano foi elucidado na década de 1970, quando foram encontrados estagios sexuais
de T. gondii no intestino delgado de gatos (FRENKEL, 1973). Trata-se, portanto, de um
parasito com ciclo de vida heteroxénico, tendo como hospedeiro definitivo (reproducao
sexuada) gatos e outros felideos e hospedeiros intermediarios (reproducdo assexuada)
animais de sangue guente, incluindo o ser humano e aves (TENTER; HECKEROTH;
WEISS, 2000; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

O desenvolvimento da fase sexuada ocorre quando os membros da familia dos
felideos se contaminam com uma das trés formas infectantes: taquizoitos, bradizoitos ou
esporozoitos (DUBEY, 1998, MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011). Essa
etapa do ciclo tem inicio quando os bradizoitos presentes nos cistos se transformam em
gametdcitos dentro das celulas epiteliais do intestino dos felideos num processo
conhecido como merogonia. A unido dos gametocitos masculino e feminino da origem
ao zigoto que é envolto pela parede do oocisto (DUBEY, 1998; ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012). Ap6s o rompimento das células do intestino do hospedeiro definitivo, os

oocistos séo liberados aos milhares nas fezes dos felideos. No ambiente em condicdes
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ideais de umidade e temperatura, num periodo de esporulacdo que dura entre 1 e 21 dias,
0 oocisto da origem a dois esporocistos contendo cada esporozoitos no seu interior. O
hospedeiro intermediario € infectado ao ingerir 4gua ou alimentos contaminados com
oocistos. A fase aguda da infeccdo do hospedeiro intermediario se inicia quando os
esporozoitos se transformam em taquizoitos e invadem os enterdcitos. Apds o
rompimento dos enterdcitos pelos taquizoitos, ocorre a invasao das células nucleadas do
hospedeiro, principalmente as células da musculatura esquelética, cardiaca e do sistema
nervoso central (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

A principal forma de transmisséo para 0 homem ocorre pelo consumo de carne
crua ou mal cozida contendo cistos teciduais, ou pela ingestéo de alimentos contaminados
com oocistos liberados nas fezes dos felinos. A transmissdo vertical pode ocorrer durante
a gestacdo onde a mae, que nao possuir anticorpos protetores, se infecta e transmite via
transplacentaria o parasita para o feto, podendo levar a malformagdes e/ou ao aborto
(KIM; WEISS, 2008). Ainda é citada a transmissdo pelo contato com secre¢des como
saliva, urina, esperma e leite, ou ainda por 6rgdos transplantados e acidentes laboratoriais
(NEVES et al., 1995; (DUBEY, 1998)).

1.3 Resposta imune a T. gondii

H& mais de sessenta anos, T. gondii tem sido um importante organismo modelo
para tentar entender como o sistema imune murino promove resisténcia a patdgenos
intracelulares (TAIT; HUNTER, 2009). Devido a grande diversidade genética dos
hospedeiros, a resposta imune contra a infeccdo por T. gondii se torna complexa,
compartimentalizada e individual (FILISETTI; CANDOLFI, 2004). Essa variag&o individual
parece depender do background genético e estado imunolégico do hospedeiro (MUNOZ;
LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011). Embora os cistos sejam capazes de se formar em
varios tecidos in vitro, em individuos infectados eles sdo mais prevalentes no tecido
nervoso e muscular, incluindo o sistema nervoso central (SNC), os olhos e a musculatura
esquelética e cardiaca. Podendo também ser encontrados no pulmado, figado, rins e medula
0ssea (SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010).

A resposta imune contra infeccdo por T. gondii é caracterizada por uma forte
resposta Th1l orquestrada por células TCD4" e dominada pela producdo de mediadores
inflamatdrios, sendo a interleucina (IL)-12 e interferon (IFN)-y as citocinas pro-

inflamatdrias mais atuantes no controle da infeccdo (GAZZINELLI et al., 1994). Células



17

dendriticas e macrdfagos ativados via toll like receptors (TLR) produzem IL-12 que ativa
as células NK e linfocitos T a produzirem IFN-y (GAZZINELLI et al., 2014), IFN-y ativa
a expressdo de mediadores pro-inflamatdrios pelas células da imunidade inata,
favorecendo o desenvolvimento dos linfocitos T, que séo a base do controle da infeccédo
por T. gondii no hospedeiro (GAZZINELLI; DENKERS, 2006).

Receptores do sistema imune inato tais como os receptores TLRsS tém um
importante papel no reconhecimento do parasito pelo hospedeiro. Os TLRs especificos
envolvidos no reconhecimento de T. gondii incluem TLRs 2, 4, 7, 9, e 11. Camundongos
deficientes em elementos essenciais comuns da via de sinalizagdo TLR como IRAK4 ou
MyD88 mostram uma prejudicada resisténcia a T. gondii devido a uma resposta deficiente
de citocinas responsaveis pelo controle do parasita (BELA et al., 2012). O TLR-11 recruta
a molécula adaptadora MyD88, que esta envolvida na sinalizacao intracelular dos TLRs,
para o reconhecimento da molécula profilina (RAETZ et al., 2013), essencial para
motilidade e invaséo celular de T. gondii (PLATTNER et al., 2008). Na auséncia do
TLR11, a combinacdo de outros dois receptores endossomais TLR7 e TLR9, também
recruta MyD88 ativando a resposta imune (ANDRADE et al., 2013). Estudo realizado
em camundongos deficientes da molécula adaptadora MyD88 mostraram maior
susceptibilidade a infeccdo pela cepa ME-49 de T. gondii (SCANGA et al., 2002).
Portanto, TLRs sdo essenciais para uma eficiente resposta imune celular contra infecgbes
por T. gondii.

Os fagocitos, componentes da imunidade inata, desempenham importantes
funcdes relacionadas a defesa dos organismos contra diversos patdgenos. A producao de
espécies reativas do oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO) sdo umas das estratégias
utilizadas pelos fagdcitos, durante a resposta imune inata, na tentativa de eliminacédo de
T. gondii. As moléculas de NO, resultantes do metabolismo de L-arginina em L-citrulina
pela enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), expressas em resposta a diversos
estimulos incluindo IFN-y, sdo produzidas por varias células da resposta imune inata, tais
como macrofagos, células dendriticas, neutréfilos e células NK, sendo importantes para
a resisténcia inata do hospedeiro frente a infecgéo por T. gondii. (MILLER et al., 2009).

NO é produzido constitutivamente em baixas concentracdes pela NOS-1 e NOS-
3 e tem um papel importante em processos fisioldgicos agindo como um agente de
relaxamento vascular, um neurotransmissor e um inibidor da agregagdo plaquetaria
(COLEMAN, 2001). Uma terceira isoenzima, NOS induzivel (iNOS ou NOS-2), é
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ativada em resposta a citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-1B para produzir altas
concentracdes de NO e esta € a forma comumente associada com a resposta a infecgédo
parasitaria. NO pode matar diretamente taquizoitos de T. gondii, inibindo enzimas
mitocondriais e nucleares essenciais (BRUNET, 2001).

Os mondcitos também produzem IL-1 em resposta a antigenos sollveis de T.
gondii e esse fator aumenta os mecanismos efetores em macrofagos contra o parasito
(GAZZINELLLI et al., 1995; HAMMOUDA et al., 1995). Uma subsequente resposta
imune celular do hospedeiro dependente da acdo de IFN-y que controla a infec¢do
eliminando a maior parte dos taquizoitos de T. gondii. Entretanto, alguns parasitos
resistem e se diferenciam em bradizoitos dentro de cistos, permanecendo em um estagio
de dorméncia com multiplicacdo mais lenta nos tecidos principalmente nas células do
SNC e musculatura esquelética, caracterizando assim a fase crénica da infec¢do. Os
bradizoitos podem novamente se diferenciar em taquizoitos em individuos
imunocomprometidos como, por exemplo, os que desenvolvem AIDS (SKARIAH;
MCINTYRE; MORDUE, 2010).

O papel critico dos anticorpos na imunidade ao T. gondii é demonstrado em
experimentos com camundongos UMT, que sdo deficientes para células B. Esses
camundongos apresentam producdo normal de IFN- y, mas sucumbem a infecg¢ao dentro
de 3-4 semanas apos o desafio, associado com altas cargas parasitarias no SNC (KANG;
SUZUKI, 2001). O aumento de susceptibilidade é atribuido a falta de anticorpos, ja que
a transferéncia passiva de anticorpos confere protecdo a estes mesmos camundongos
(JOHNSON; SAYLES, 2002). A imunoglobulina M (IgM) é produzida logo ap6s a
infeccdo pelo T. gondii. As IgM sdo as melhores ativadoras do sistema do complemento
e, devido a sua estrutura, sdo capazes de excelente aglutinacdo e tém um alto nivel de
citotoxidade. Os principais antigenos alvo dessas imunoglobulinas sdo as proteinas de
superficie do parasito (FILISETTI; CANDOLFI, 2004).

A imunoglobulina G (IgG) é uma classe de imunoglobulinas composta de varias
subclasses, que aparecem em proporcdes desiguais durante a infeccdo. Em humanos estéo
presentes as subclasses 1gG1, 19G2, 1gG3 e 1gG4. Varios estudos da toxoplasmose
humana tém demonstrado que 1gG1 é a primeira a ser ativada e é dominante no plasma,
enguanto que anticorpos 1gG2 e 1gG3 sdo observados em baixos niveis e 0s anticorpos
1gG4 podem ndo ser detectados (HUSKINSON et al., 1989). Anticorpos IgG1 e IgG3 séo
induzidos por IFN-y e sua producéo é aumentada por acéo de IL-10 e TGF-f. A produgéo
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de IgG2 € induzida por IL-2 e aumentada por IL-6, enquanto IgG4 é induzida por IL-4 e
IL-13 (CORREA et al., 2007). Os anticorpos IgG e suas subclasses promovem a
citotoxidade dependente de anticorpo ou opsonizacdo, gracas aos receptores de Fc
presentes nos macrofagos e nas células polimorfonucleares, ou devido a citélise mediada
por complemento ou por células NK (CANEDO-SOLARES et al., 2008). A
imunoglobulina A (IgA) é observada em duas formas: IgA de mucosa que é encontrada
nas secrecdes mucosas e IgA do plasma. Na toxoplasmose, a IgA pode ser encontrada no
trato digestivo e no plasma de animais e de humanos. Segundo Chardes & Bout (1993),
0s anticorpos IgA constituem mais de 80% de todos os anticorpos associados a mucosa e
tecido (CHARDES et al., 1993). Essa imunoglobulina persiste por seis a sete meses na
toxoplasmose, entretanto varia bastante na quantidade e duracdo em adultos e recém-
nascidos infectados pela via congénita. O sistema imune na mucosa possui extensa
populacéo de células linféides que rapidamente entram em contato com o parasito durante
sua penetracdo intestinal desencadeando a producdo de citocinas e a producdo de
anticorpos que agem no local. Estudos indicam que IgA é um elemento importante da
imunidade de mucosa contra a infeccdo oral por cistos de T. gondii e, portanto, esse
isotipo de anticorpo pode ser importante para evitar a reinfeccdo (DENKERS;
GAZZINELLI, 1998). Segundo Defrance et al. (1992), a resposta de IgA regularmente
surge antes de IgG e sua produgdo é aumentada por estimulo de IL-10 e TGF-p
(DEFRANCE et al., 1992).

1.4 O Trichoderma stromaticum

Os fungos do género Trichoderma (ascomicetos) estdo amplamente distribuidos
por todo o mundo estando presentes em quase todos os tipos de solo e ambientes naturais,
especialmente naqueles contendo matéria organica. O fato das espécies deste género
desenvolverem-se em Vvarios substratos torna esse grupo de grande interesse
biotecnoldgico (ESPOSITO; DA SILVA, 1998).

Apesar dos fungos compartilharem muitas caracteristicas basicas com as células
de mamiferos, a principal distingdo entre os dois grupos € a presenca de parede celular
rigida (LEVITZ, 2004). A parede dos fungos é composta principalmente de
polissacarideos (80%) e proteinas (3 — 20%), com lipidios, pigmentos e sais inorganicos

presente em poucas quantidades. Os componentes macromoleculares principais na parede
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celular dos fungos (Ascomicetos, Basidiomicetos, Deuteromicetos) sdo B-glucan, quitina
e manoproteinas (glicoproteinas). O B-glucan, a quitina e as microfibras de celulose séo
responsaveis pela firmeza e forma da parede celular (DIAZ; ZINKER; RUIZ-HERRERA,
1992). Essas estruturas microbianas sdo geralmente essenciais a sobrevivéncia do
microrganismo e fazem parte do grupo de moléculas denominadas padrdes moleculares
associados ao patogeno (PAMPs). Tais estruturas sdo de extrema importancia na
interacdo patdgeno-hospedeiro por serem reconhecidas por receptores de reconhecimento
do padrdo (PRR) presentes em células da imunidade inata, os quais desencadeiam a
cascata de sinais citoplasmaticos que ativam as células para uma resposta imune efetora
(PASARE; MEDZHITOV, 2004).

Espécies de Trichoderma sdo bem conhecidos por inibirem o crescimento e o
desenvolvimento de uma variedade de patdgenos de plantas (HERRERA-ESTRELLA &
CHET, 1998; BENHAMOU; CHET, 1993), sendo utilizadas em um ter¢co dos
biocontroles fungicos produzidos para o controle de fungos causadores de doengas na
vegetacdo (STEYAERT et al, 2003). Dentre essas, destaca-se o fungo Trichoderma
stromaticum (SAMUELS et al., 2000), isolado a partir de folhas secas de cacaueiros em
Belém (PA), que tem sido utilizado sob a forma de biopesticida, o “Tricovab” (BASTOS,
1996), no controle bioldgico do fitopatdgeno Moniliophthora perniciosa, o causador da
doenca vassoura-de-bruxa do cacaueiro (BASTOS, 1992). Resultados promissores em
outros estudos demonstram que essa espécie, através do microparasitismo, pode reduzir
em 99% a formac&o de basidiocarpos em vassouras em contato com o solo e em 56% em
vassouras presas a planta (BASTOS, 1996). Este biopesticida tem sido produzido e
distribuido pela Unidade de Biocontrole do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC-
CEPLAC, IlIhéus-BA) desde 2000. Quando pulverizado em lavouras, o T. stromaticum
germina e esporula podendo parasitar o fitopatdgeno, competir com o mesmo por
nutrientes e espaco, além de induzir resisténcia na planta hospedeira (BASTOS, 1992).

Em geral, os biopesticidas sdo considerados potencialmente seguros para a satde
humana. Entretanto, os microrganismos do ambiente sozinhos ou associados a moléculas
constituintes de bioaerosois podem desencadear doencas inflamatorias, a exemplo de
esporos fungicos de diversas espéecies quando inalados (HAUSWIRTH; SUNDY, 2004;
SAIKAI et al., 2004; HAVAUX et al., 2005).

Estudos recentes demonstraram que alguns fungos apresentam atividade

antiparasitaria como relatado por Campos e colaboradores onde encontraram que 0
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extrato do fungo Cochliobolus sp. eliminou 90% das formas amastigotas Leishmania
amazonenses in vitro (CAMPOS et al., 2008). A biomolécula fumagilina, isolada do
fungo Aspergillus, interage com o Plasmodium falciparum inibindo o crescimento do
parasito em experimentos in vivo e in vitro (CHEN et al., 2009).

Alves-Filho e colaboradores (2011), em trabalho recente, investigaram a resposta
imune de macréfagos e neutr6filos murinos aos esporos do fungo Trichoderma
stromaticum (ALVES-FILHO et al., 2011). Ensaios in vitro demonstraram uma regulagéo
negativa na producdo de NO pelos macréfagos tratados com os esporos do fungo, sendo
essa reducéo reflexo dos baixos niveis da enzima iNOS. Experimentos in vivo mostraram
que o esporo também inibiu a producédo da citocina reguladora IL-10 e da citocina proé-
inflamatoria IFN-y por células do bago de camundongos. Juntos, esses resultados sugerem
uma acdo imunossupressora dos esporos do T. stromaticum, por suprimir mecanismos
microbicidas e diminuir a resposta imune sistémica reguladora e pré-inflamatéria em
camundongos (ALVES-FILHO et al., 2011).

1.5 Medicamentos que inibem T. gondii

A sulfadiazina e pirimetamina assim como atovaquona, sdo as drogas
consideradas de primeira escolha para o tratamento da maioria das apresentacdes clinicas
da toxoplasmose (PETERSEN; SCHMIDT, 2003). Embora esta terapia seja
frequentemente bem sucedida, estd associada com muitos efeitos colaterais incluindo a
supressdo da medula 6ssea, 0 que requer a administracdo concomitante de acido folinico
(MARTINS-DUARTE et al., 2006).

Alem do fato de que o tratamento néo é frequentemente bem tolerado, € necessaria
a substituicdo de sulfadiazina por outras drogas, tais como a clindamicina (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004). Estudo anterior demonstrou o uso da infusdo de A. annua, como
um tratamento eficaz no controle da infeccdo sistémica pelo T. gondii em camundongos
C57BL/6, apresentando uma baixa toxicidade e inibicdo direta do crescimento do parasito
(DE OLIVEIRA et al., 2009). Assim, a descobrerta de drogas menos tdxicas que sdo

ativas contra todas as fases do parasita € crucial para tratar a infeccdo por T. gondii.
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2. Justificativa

Sabe-se que no Brasil, 50-80% da populacao adulta apresenta anticorpos contra T.
gondii e que os fagocitos apresentam um papel fundamental na resposta imune inata
contra essa infeccdo através da producdo de ROS e NO.

Recentemente foi demonstrado que o esporo do fungo T. stromaticum, usado
principalmente como biopesticida na lavoura cacaueira, modula negativamente a resposta
de fagocitos, diminuindo a producdo de NO e ROS e reduzindo citocinas reguladoras e
inflamatdrias, podendo afetar a resposta imune dos manipuladores desse biopesticida em
detrimento a varias infec¢des, inclusive por T. gondii. Por outro lado, é eminente a
descoberta de novas drogas/agentes que possam controlar T. gondii e que sejam menos
toxicos. Portanto, este trabalho se justifica pela necessidade do entendimento entre a
relacdo que possa existir entre a interferéncia na resposta imune por fungos da espécie T.
stromaticum e consequentemente na resposta imune induzida pela infecgdo por T. gondii,
assim como no desenvolvimento de novas estratégias que possam controlar o parasito.

Assim, sabendo-se que os fungos podem interagir de diferentes maneiras com 0s
diferentes tipos de parasitas e que 50-80% da populacdo adulta apresenta anticorpos
contra T. gondii, é necessario a avaliacdo para maior entendimento entre a relacdo que

possa existir entre o extrato do fungo T. stromaticum e a infeccdo pelo T. gondii.

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Verificar a influéncia do extrato de T. stromaticum na resposta imune contra T.
gondii em macréfagos murinos (linhagem J774), bem como a sua interacdo direta com o

parasita.

3.2 Objetivos especificos

1- Producéo do extrato de T. stramaticum para utilizacdo nos cultivos in vitro.

2- Verificar a viabilidade celular de macrofagos J774 tratados com diferentes
concentragdes do extrato de T. stramaticum.

3- Verificar se o tratamento com diferentes concentracdes do extrato estd

relacionado com a producéo de Oxido nitrico durante a infecgéo por T. gondii.
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4- Verificar a proliferacdo de T. gondii em macrdfagos J774 tratadas ou ndo com
diferentes concentracdes do extrato do fungo e infectados com T. gondii.

5- Verificar o perfil de citocinas IL-12, TNF, IL-10 e TGF- B de macrofagos J774
tratados ou ndo com diferentes concentragdes do extrato e infectados com T. gondii.

6- Verificar a inducdo de autofagia em macrofagos J774 tratados ou ndo com
diferentes concentragdes do extrato e infectados ou ndo com T. gondii.

7- Avaliar o escore de morbidade, mortalidade e alteracdo de massa corporea de
camundongos infectados com a cepa RH de T. gondii tratados ou ndo com o extrato de T.

stromaticum.

4. Materiais e métodos

4.1. Obtencao de esporos e preparo do extrato do fungo T. stromaticum

O isolado do fungo T. stromaticum ALF 64, usado na preparacdo do Tricovab®
(Cepec-Ceplac), foi gentilmente cedido pela Dra. Jane Lima dos Santos (Universidade
Estadual de Santa Cruz, UESC, llhéus- BA). O fungo foi cultivado em placas de Petri em
meio Batata Dextrose Agar (BDA) em temperatura ambiente durante 7 a 15 dias.

Entre 7 e 15 dias de cultivo, os esporos de T. stromaticum ALF 64 foram coletados
por lavagem da superficie micelial com etanol 95% (5mL/placa). A solucéo etandlica foi
homogeneizada em agitador por 24 horas. Apds homogeneizacdo, a solucdo foi
centrifugada a 2200 x g por 20 minutos a 18 °C (FUKUZUWA et al., 2008). A solugéo
etandlica obtida foi denominada extrato bruto de T. stromaticum (ExtTs). Essa solucdo
etanolica ExtTs foi liofilizada para que todo o liquido fosse retirado (processo de
sublimacdo). O ExtTs apéds liofilizacdo (p6) foi ressuspendido em PBS estéril e em
seguida foi realizada a dosagem de proteina pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976) e armazenado a — 20°C.

4.2 Animais

Fémeas de camundongos C57BL/6 e Swiss com oito semanas de idade foram
obtidos e mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CBEA) da
Universidade Federal de Uberlandia em condicGes padronizadas de criagdo, com ciclos
de 12/12 horas de luz sob condic@es livres de patdgenos especificos (SPF) com livre

acesso a agua e racdo ad libitum. Todos os experimentos foram realizados com aprovagéo
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do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA)/UFU sob o nimero de protocolo
110/11.

4.3 Cultivo celular

A linhagem celular murina do tipo macrofago (J774) foi adquirida do American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) e mantida em cultura no
Laboratorio de Imunopatologia da Universidade Federal de Uberlandia.

Os macrofagos foram cultivados em frascos de cultura de 25cm?2 contendo meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Cultilab, Campinas,SP, Brasil)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) (Cultilab), 2 mM L-glutamina, 100
U/mL penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina (Sigma Chemical Co., St Louis, USA)
em estufa umidificada a 37° C e 5% de COs..

O repique das células foi realizado a cada trés dias e procedeu-se, brevemente, da
seguinte maneira: novo meio de cultura foi adicionado a garrafa de cultivo e com o uso
de “cell scrapers” as células foram retiradas e transferidas para tubos de 15 ml e
centrifugadas a temperatura ambiente, por 5 minutos a 1500 rpm. O “pellet” foi entdo
ressuspenso em 1 ml de meio de cultura contendo soro e distribuido em duas novas
garrafas de cultivo celular. O excedente foi congelado em meio de congelamento (90%

de meio de cultura a 10% de soro fetal bovino e 10% de dimetilsulfoxido — DMSO).

4.4 Manutencéo in vitro da cepa RH-2F1 de T. gondii

Parasitos da cepa RH-2F1 de T. gondii que expressam constitutivamente o gene
da B -galactosidase, foram gentilmente cedidos pelo Dr. Vern Carruther Medicine School
of Michigan University (USA) e mantidos na linhagem de células epiteliais uterinas
humanas (HelLa), obtidas do ATCC, cultivadas em meio RPMI 1640 (Cultilab)
suplementado com 2% de soro fetal bovino (SBF) (Cultilab),100 U/mL penicilina e 100
mg/mL de estreptomicina (Sigma). Os parasitos foram mantidos por passagem seriada
em intervalos regulares de 48 horas e incubados em estufa umidificada a 37°C e 5% de
COa.

4.5 Obtencao de IFN-y no sobrenadante de células 1.1210
A linhagem celular L1210 de células tumorais de leucémia linfoblastica de

murinos, adquirida do ATCC foi mantida em meio RPMI 1640. A cada trés dias, o repique
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de células foi realizado e o sobrenadante coletado e acondicionado em freezer -80°C até
0 momento do uso.

Para a determinacdo da concentracdo de IFN-y contida no sobrenadante, foi
realizado um Ensaio de Imunoabsorc¢éo por Ligacdo Enzimatica (ELISA) de acordo com
as instrucbes do fabricante (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, EUA). As
concentragdes da citocina nas amostras de sobrenadante foram calculadas a partir de uma
curva padrdo da citocina murina recombinante. A concentra¢do de IFN-y encontrada no

sobrenadante das células L1210 foi de 13ng/ml.

4.6 Avaliacdo da viabilidade celular dos macréfagos J774 tratados com diferentes
concentracdes do extrato do fungo T. stromaticum

A viabilidade celular dos macrofagos J774 foi avaliada pelo ensaio colorimétrico
MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (Sigma), que se baseia
na capacidade das células viaveis reduzirem metabolicamente o sal de MTT, por meio da
enzima mitocondrial desidrogenase succinica, em cristais de formazan de cor azul-
purpura que se acumula no citoplasma celular (MOSMANN et al., 1983).

As células J774 foram retiradas dos frascos de cultura pela acdo do gelo,
centrifugadas e ressuspendidas em 1 ml de meio DMEN sem soro e contadas em camara
de Neubauer. Apés o ajuste para uma concentragdo de 3x10* células a cada 200 pL de
meio, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e mantidas por 24 horas a 37°C
e 5% de CO2. Ap0s esse periodo, os meios foram aspirados e descartados, as células foram
tratadas com diferentes concentragdes do ExtTs (1 pg/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125
ng/ml, 62,5 ng/ml, 31,25ng/ml e 15,6 ng/ml) e incubadas novamente por 24h em estufa a
37° C, 5% de COa. Posteriormente, as células foram lavadas com meio e adicionadas 10
pL de azul de tiazolil (solu¢do de MTT) na concentracdo de 5 mg/mL em 90 pl de meio
RPMI completo e incubadas por mais 4 horas. Em seguida, o sobrenadante foi descartado
e as particulas insollveis de coloracdo roxa produzidas por células viaveis que
metabolizaram o MTT foram entdo solubilizadas com 100 pL/pogo de solugdo 10% de
duodecil sulfato de sodio (SDS) e 50% N, N-dimetil formamida. Apés 30 minutos de
incubacdo, a densidade oOptica foi determinada a 570 nm em leitor de placa (Versa Max
ELISA Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). A porcentagem

de células viaveis foi calculada em todas as condi¢des experimentais em relagdo ao
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controle (células ndo tratadas), que correspondeu a 100% de viabilidade (BARBOSA et
al., 2012).

4.7 Dosagens das citocinas, IL-12, TGF-g, TNF e IL-10, em sobrenadantes de cultura
de macréfagos J774 tratados ou nao com diferentes concentragdes do extrato e
infectados com T. gondii.

As células J774 foram retiradas dos frascos de cultura pela acdo do gelo,
centrifugadas e ressuspendidas em 1 ml de meio DMEN com SFB e contadas em camara
de Neubauer. Apds o ajuste para uma concentragdo de 3x10* células/200 pL de meio, as
células foram plaqueadas em placas de 96 pogos e mantidas por 24 horas a 37°C e 5% de
CO2. Apos esse periodo, os meios foram aspirados e descartados, as células foram

tratadas em diferentes condicdes experimentais de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Tratamento de macréfagos J774 com diferentes condicdes
experimentais divididas em 2 grupos que foram infectados ou n&o.

Tratamento Infeccdo
Extrato = +
1 pg/ml - +
500 ng/mi - +
250 ng/ml - +
125 ng/ml - +
62,5 ng/ml - +
IFN-y (Controle +) = +
DMEN (Controle -) - +

Todas as condicGes foram realizadas em sextuplicada e repetidas em 3 ensaios diferentes. O grupo
infectado recebeu uma proporgdo de cinco parasitos por célula (5:1) da cepa RH-2F1 e
permaneceu por mais 24 horas nas mesmas condi¢des de cultura.

Apds 24 horas de infeccdo o sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer
a -80°C, para posterior analise do perfil de citocinas por ELISA sanduiche de acordo com
as instrucdes do fabricante como se segue: I1L-12p70 e fator transformador de crescimento
(TGF)-B (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) e TNF e IL-10 Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA, USA). As concentragdes das citocinas nas amostras dos
sobrenadantes celulares foram calculadas a partir de uma curva padrdo de citocinas

murinas recombinantes. O limite de deteccdo para cada ensaio foi de 39 pg/ml (IL-12p70),
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31,3 pg/ml (IL-10), 15,6 pg/ml (TNF) e 15,6 pg/ml (TGF- B). Os coeficientes de variagdo

intra e inter-ensaio ficaram abaixo de 20% e 10%, respectivamente.

4.8 Quantificacdo da proliferacdo intracelular parasitaria

A proliferacéo intracelular de T. gondii foi determinada por ensaio colorimétrico
de B- galactosidase descrito previamente por Teo et al. 2007 e Barbosa et al. 2014. Em
todas as condicdes experimentais de tratamento e infec¢éo, foi preparada em paralelo uma
curva de referéncia com diluicdes duplas seriadas da taquizoitas de T. gondii 2F1 (RH)
variando de 1x10°a 15,625x10° parasitos em 100ul de meio com 2% SFB. Brevemente,
apos 24 horas de infeccdo a 37° C, 5% de CO2, o sobrenadante foi descartado e logo em
seguida, as células foram lisadas com 100 pl/poco de tampéo de lise gelado ( HEPES a
100mM pH 8, MgSO4 a1 mM, Triton X-100a 0,1 %, Ditiotreitol a 5Mm) por 15 minutos.
Em seguida, foi adicionada 160 pl/poco de tampé&o de ensaio (tampéo fosfato a 100 mM
pH 7.3, p — mercaptoetanol a 102 mM e MgCloa 9 mM) ¢ 40 pl de CPRG (f - D —
galactopiranosideo vermelha de clorofenol; Roche, Indianopolis, IN, EUA) a3 mM foram
adicionados. Ap6s 30 minutos a temperatura ambiente no escuro, a atividade enzimatica
da B - galactosidase foi determinada a 570 nm em leitor de placa (Versa Max ELISA
Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Os resultados foram
expressos com o numero de taquizoitas calculados em relacédo a curva de referéncia com

taquizoitas 2F1.

4.8.1 Condicdes experimentais de tratamento para quantificar a proliferacao
parasitaria in vitro
Apbs o cultivo de células J774 em placas de 96 pocos (3 x 10* células/pogo/200

pL) em meio completo por 24 h a 37°C e 5% CO», foram realizadas em trés condic¢des

experimentais

4.8.1.1 Tratamento dos macrofagos J774 antes da infec¢éo por T. gondii
Os macrofagos J774 foram tratados com diferentes concentragfes do ExtTs (1

pg/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml e 62,5 ng/ml) ou somente com meio na condi¢ao
controle, ap6s 24 horas de tratamento, as células foram lavadas com meio puro e
infectadas com taquizoitos da cepa RH-2F1 de T. gondii, com taxa de infec¢do de 5:1
(parasito: célula) e incubadas por mais 24 h a 37°C e 5% CO.. A proliferacao intracelular
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de T.gondii, foi determinada por ensaio colorimétrico com B-galactosidase (Barbosa et al.
2014; Teo et al. 2007). Trés experimentos independentes foram realizados em

sextuplicada para cada condicdo experimental.

4.8.1.2 Tratamento dos macrofagos J774 apdés infeccdo parasitaria
Apbs 24 horas de cultivo, os macrofagos J774 foram lavados com meio e

infectadas com taquizoitos da cepa RH-2F1 de T. gondii, com taxa de infeccdo de 5:1
(parasito: célula). Apds 3 horas de infeccdo a 37°C e 5% de CO2, as células foram
novamente lavadas para remover os parasitos ndo aderentes e, em seguida, tratadas com
diferentes concentragdes do ExtTs (1 pg/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml e 62,5
ng/ml) ou somente com meio na condicdo controle. Apds 24 h de incubacédo a 37°C e 5%
de CO2, a proliferacdo intracelular de T. gondii foi determinada por ensaio colorimétrico
com [B-galactosidase. Trés experimentos independentes foram realizados em sextuplicada
para cada condicdo experimental.

4.8.1.3 Pré-tratamento dos parasitos antes da infeccdo de macrofagos J774
Taquizoitos da cepa RH-2F1 de T. gondii na proporcdo de 5:1 (parasito: célula),

foram pré-tratados por 1 h a 37°C e 5% CO> com diferentes concentra¢fes de ExtTs (1
pg/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml e 62,5 ng/ml) ou com meio na condigéo controle.
Apbs o tratamento, os taquizoitos foram centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm e
lavados com meio puro, esses foram incubados aos macréfagos J774 por mais 24 horas.
A quantificagdo da proliferagéo intracelular de T. gondii foi determinada por ensaio
colorimétrico com [-galactosidase. Trés experimentos independentes foram realizados

em sextuplicada para cada condicdo experimental.

4.9 Extracdo e quantificacdo do DNA de T. gondii por PCR (qPCR)

Inicialmente para quantificar o DNA de Toxoplasma gondii, células J774 foram
cultivadas em placas de 24 pogos (4x10° células/300ul/pogo) a 37°C por 24h.
Posteriormente, as células foram infectadas com taquizoitos da cepa RH-2F1 de T. gondii
previamente tratados com diferentes concentra¢des do ExtTs (1 pg/ml, 250 ng/ml or 62,
5 ng/ml) ou com meio na condigdo controle, na proporcdo 5:1 parasitos por célula por
24h a 37°C e 5% de CO:..
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O isolamento do DNA total de células J774 infectadas foi obtido seguindo o
método  fenol-cloroformio  descrito  anteriormente  [SAMBROOK 2001,
(MAHITTIKORN; WICKERT; SUKTHANA, 2005)], com algumas modificacdes.
Brevemente, o sobrenadante foi descartado e as células lavadas com PBS estéril e a lise
celular foi feita com tampéo de lise (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 200 mM NaCl, 20 mM
EDTA pH 8.0 and 1% SDS). Posteriormente, proteinase K foi adicionada a uma
concentracdo final de 0,5mg/ml e o lisado foi incubado a 56°C por uma hora com agitagédo
a cada 15 minutos. A solucdo Fenol-cloroférmio foi adicionada e os tubos incubados a -
20°C por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 12.000 rpm e a fase
aquosa foi transferida para novos microtubos e um segundo passo de extragdo fenol-
cloroformio foi realizado. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm
e a fase aquosa foi transferida para novos tubos. Em seguida, 800 pl de alcool absoluto
mais 40 pl de acetato de sodio 3M estéril (pH 5.2) foram adicionados em cada tubo e
incubados por 1 hr a -20° C. Ap0s esse periodo, as amostras foram centrifugadas por 30
minutos a 12.000 rpm. O DNA precipitado foi lavado com 800 pl de alcool 70% e
novamente centrifugado por 5 minutos a 12.000 rpm. O alcool foi removido e 0 DNA foi
dissolvido em 100 pl de tampéo TE pH 7.6 (10 mM Tris, 1 mM EDTA). A solucéo foi
estocada a -20° C até o momento do uso.

O parasitismo de macrofagos J774 infectados com a cepa RH-2F1 de T. gondii foi
realizado pelo ensaio de PCR tempo real. As reacdes de PCR foram realizadas em
duplicada em 3 ensaios diferentes com SYBR Green (Applied Biosystem). As condicdes
do PCR foram configuradas para 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 50°C por 30 segundos
e 60°C por 1 minuto. O fragmento 529 pb (forward: 5’-gctcctccagecegtettg-3°, revese: 5°-
tcctcaccctegcecttcat-3’) foi usado para determinar e quantificar a presenga de T. gondii e
B-actina (forward: 5’-cactattggcaacgagcgg-3’, revese: 5’-gccacaggattccataccca-3’) foi
utilizada para normalizar a quantidade de DNA gendmico total. As alteragGes na razéo de
DNA gene alvo/-actina foi determinada pela formula: 224, A regresséo linear foi usada
para estabelecer a quantidade absoluta de parasito em cada condi¢do pela formula:
P(log2)=36.91-0.9158*CT.
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4.10 Efeito do ExtTs na inducdo de vesiculas autofagicas em macroéfagos J774
Macrofagos J774 foram cultivados em laminas Millicell-Millipore (4x10*
células/180 pL/pogo) por 24h a 37°C e 5% CO2. As células foram tratadas com 250ng/ml
e 500ng/ml do ExtTs e incubadas por 24h. O inibidor de autofagia Wortmanin foi
utilizado (0,1mM) como controle do ensaio. Posteriormente, as células foram lavadas
com meio puro e infectadas com taquizoitos de T. gondii (5:1) por mais 24h. Apos a
infeccdo, as células foram incubadas com monodansilcadaverina (MDC) na concentracao
de 0,05mM por 60 minutos a 37°C, lavadas com PBS e observadas em microscopio
confocal com laser de diodo azul (405nm) e um filtro BP de 420-480nm. As imagens
foram adquiridas e analisadas em objetiva 20 x / 1.2W C-apocromatica em Microscépio

Confocal com varredura a laser LSM 510 Carl Zeiss.

4.11 Analise do efeito do tratamento com diferentes concentragdes do extrato de T.
stromaticum na producéo de Oxido Nitrico (NO) por macréfagos J774 infectados ou
ndo com T. gondii

As células J774 foram retiradas dos frascos de cultura pela acdo do gelo,
centrifugadas e ressuspendidas em 1 ml de meio DMEN sem soro e contadas em camara
de Neubauer. Apds o ajuste para uma concentragdo de 3x10* células a cada 200 uL de
meio, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e mantidas por 24 horas a 37°C
e 5% de CO2. Apobs esse periodo, os meios foram aspirados e descartados, as células
foram tratadas com diferentes concentragdes ExtTs (1 pg/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125
ng/ml e 62,5 ng/ml) ou com IFN-y, na concentracdo de 1.5 ng/mL (controle positivo) e
incubadas novamente por 24h em estufa a 37° C, 5% de CO2. Para a infec¢do das células,
a cepa RH de T. gondii foi utilizada na proporcéo de 5 parasitos por célula. Apds 24 horas
de infeccdo o sobrenadante das células foi coletado e guardado a -80°C. Dois

experimentos independentes foram realizados em sextuplicada.

4.11.1 Determinacdo dos niveis de nitrito no sobrenadante de macrofagos J774
tratados ou ndo com diferentes concentracdes do extrato de T. stromaticum e
infectados ou ndo com T. gondii

A concentracdo de nitrito em sobrenadantes de células J774 foi mensurada pelo

método de Griess (GREEN et al., 1982) como um indicativo da producdo de NO.
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Brevemente, 50 ul de sobrenadante de cultura foram homogeneizados com reagente de
Griess [sulfanilamina 1% e diidroclorido de naftaleno (NEED) 0,1% na proporc¢éo 1:1]
por 10 minutos e a absorbancia foi determinada em 540 nm. Foi utilizado meio de cultura
como branco e os niveis de nitrito em cada amostra foram calculados a partir de uma

curva padréo de nitrito de sédio (NaNO>).

4.12 Avaliacéo in vivo do pré-tratamento de taquizoitos da cepa RH de T. gondii com
ExtTs

Com a finalidade de avaliar o efeito do pré-tratamento de taquizoitos da cepa RH-
2F1 de T. gondii com ExtTs sobre a sobrevivéncia dos animais, dois ensaios foram
realizados usando doses diferentes de ExtTs e tempos distintos de tratamento.

Em um primeiro experimento, 1x102 parasitos/animal foram tratados com 1 pg/ml
de ExtTs ou com meio na condic¢do controle por 1 hora a 37°C. Apés o tratamento a
solucgéo de parasitos foi centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm e o pellet ressuspendido
em PBS estéril. Dois grupos com 10 camundongos Swiss em cada foram infectados com
parasitos tratados com ExtTs e 0 outro com parasitos ndo tratados mantidos nas mesmas
condig@es. Os animais de cada grupo foram infectados por via intraperitoneal (i.p) com
0s parasitos dos seus respectivos tratamentos e observados diariamente quanto a
sobrevivéncia e pesados para avalia¢do da variacdo do peso corporal.

Em um segundo experimento, 3x10* parasitos/animal foram previamente tratados
com 2 pg/ml de ExtTs ou com meio na condigdo controle, por 3 horas a 37°C. Apos 0
tratamento a solucéo de parasitos foi centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm e o pellet
ressuspendido em PBS estéril. Dois grupos com 5 camundongos C57BL/6 em cada, foram
infectados com parasitos tratados com ExtTs e o outro com parasitos ndo tratados
mantidos nas mesmas condic¢des. Os animais de cada grupo foram infectados por via
intraperitoneal (i.p) com os parasitos dos seus respectivos tratamentos e observados
diariamente quanto a sobrevivéncia.

Por ultimo, foi feita a extracdo de bradizoitos de ME-49 com uma solucéo de
digestdo. Para isso, macerou-se em uma capela de fluxo laminar, o cérebro de um
camundongo Swiss previamente infectado por mais de 30 dias, com 5ml da solu¢do HIBS
(Solugéo salina balanceada de Hank com 20% de soro bovino inativado) acrescido de
20% de dextran. O homogenato foi centrifugado por 10 min a 4,000 x g, o sobrenadante

descartado e adicionado 1ml de HIBS ao sedimento. Para digerir os cistos, foi adicionado
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1ml de solucéo de digestdo [1g de NaCl, 1,4 ml de HCI e 1 mg de pespsina do estomago
suino, Sigma (atividade 1:60.000), em 100 ml de &gua] e incubado por 1 minuto a 37°C
(banho Maria) sob agitacdo. A neutralizacdo dessa suspenséo acida (pH 1,5-2,0) foi feita
com aproximadamente metade do volume de Na,COs. A solucéo resultante foi injetada
no camundongo.

Todos os animais sobreviventes foram sacrificados 30 dias pos-infeccéo (dpi) e
seus tecidos (soro, cérebro, figado e pulmao) foram coletados para posterior analise
imunohistoquimica, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo de T. gondii e

sorologia de imunoglobulinas.

4.13 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM) de
trés experimentos independentes. As analises estatisticas foram determinadas por one-
way ANOVA e pds-teste de comparacdo multipla de Bonferroni utilizando o programa
GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPadSoftware, Inc., San Diego, EUA). O método de
Kaplan-Meier foi usado para comparar as taxas de sobrevivéncia entre 0S grupos
estudados (FLETCHER et al., 1996) e as curvas de sobrevivéncia foram comparadas

usando o teste 2. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5. Resultados
5.1. Extrato do fungo T. stromaticum ndo promove citotoxicidade em macrofagos
J774

Para verificar o efeito de diferentes concentracbes do extrato do fungo T.
stromaticum na viabilidade celular dos macréfagos J774 tratados, o ensaio MTT foi
realizado. Ao analisar a viabilidade celular, ap6s tratamento com as diferentes
concentracdes do ExtTs, foi verificada que nenhuma das concentra¢des apresentou efeito

citotoxico para as células (Figura 1).
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Figural. Analise da viabilidade celular de macréfagos tratados com diferentes concentracfes de
ExtTs. Celulas J774 foram cultivadas em placa de 96 po¢os em meio DMEN com 10% SFB e ap6s 24 hs,
foram tratadas com diferentes concentrages do ExtTs (1 pg/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml, 62,5
ng/ml, 31,25ng/ml e 15,6 ng/ml). Apos 24 hs de tratamento, a viabilidade celular foi verificada pelo ensaio
do MTT. Os resultados foram expressos como a porcentagem de células vidveis em relacéo ao controle
(células ndo tratadas = 100% de viabilidade).

5.2. O tratamento com diferentes concentracbes do extrato de T. stromaticum
diminui a producéo de NO em macrdéfagos J774 infectados com T. gondii

Como um indicativo da producdo de NO, os niveis de nitrito foram mensurados
no sobrenadante de macrofagos J774 tratados ou ndo com diferentes concentracdes do
extrato de T. stromaticum e infectados com T. gondii, como descrito no item 4.11 de
Materiais e Métodos.

A infec¢do com T. gondii ndo alterou a producdo de NO em macréfagos J774 e a

citocina IFN-y foi apta a induzir a producdo de NO. Os macrdfagos J774 tratados com as
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diferentes concentragdes do extrato e infectados com T. gondii, apresentaram menor
producdo de NO em relacdo as células infectadas e tratadas com IFN-y. Em maiores
concentracdes 1ug/ml de ExtTs, o tratamento diminuiu a producao de NO em comparacgéo
entre células ndo tratadas (meio), assim como em comparagdo com células infectadas e

ndo tratadas (Figura 2).
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Figura 2. Producdo de ¢xido nitrico (NO) por macréfagos J774 tratados com extrato de T.
stromaticum e infectados com T. gondii. Células J774 foram tratadas ou ndo, com cinco diferentes
concentragdes do extrato de T. stromaticum e infectadas com 5 parasitas por célula de T. gondii. Células
J774 cultivadas apenas com meio ou células ndo tratadas e infectadas com T. gondii, representaram
condicGes de controle do experimento. A producdo de 6xido nitrico foi dosada no sobrenadante de cultura
através da reacdo de Griess. A reacao foi avaliada em espectrofotdmetro, utilizando comprimento de onda
de 540 nm. Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes realizados em sextuplicada
para cada condigdo. "comparagdo entre células tratadas com diferentes concentracdes do ExtTs e tratadas
com IFN-y; *comparagdo entre células ndo tratadas (meio) e tratadas com 1pg/ml do ExtTs; ¥ comparagéo
entre células somente infectadas e tratadas com 1lupg/ml de ExtTs. (Kruskal-Wallis e pds-teste de
comparagdo multipla de Dunn, p<0,01 e *p<0,001).

5.3 O efeito do tratamento com diferentes concentracdes do extrato de T.
stromaticum sobre a proliferacéo intracelular de Toxoplasma gondii em macréfagos
J774

Os efeitos do tratamento com diferentes concentragdes do extrato do fungo de T.
stromaticum (1 pg/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml e 62,5 ng/ml), sobre a

proliferacdo intracelular de T. gondii, foram avaliados sob trés condi¢des experimentais.



35

O tratamento das células com diferentes concentragcdes do EXtTS antes da infecgio com
T. gondii (Figura 3A ou apos a infec¢édo (Figura 3B), ndo alterou a proliferacao de T. gondii,
quando comparado ao grupo ndo tratado (Figura 3A-B). Quando as células foram tratadas
com IFN-g e infectadas com T. gondii, observou-se que a citocina foi capaz de controlar
a proliferacdo do parasito (Figura 3A). Entretanto, quando os taquizoitas de T. gondii
foram tratados com diferentes concentrac6es do ExtTs por 1 hora antes da infecgdo dos
macrofagos J774, observou-se uma diminuicdo da proliferacdo do parasito de maneira

dependente da concentracdo do ExtTs (p < 0,05) (Figura 3-C).
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Figura 3: Proliferacdo intracellular de Toxoplasma gondii em céulas J774. A proliferagdo de T. gondii foi analisada
em trés diferentes condi¢Bes: (A) células J774 pré-tratadas com ExtTs antes da infeccdo com T. gondii. (B) Células
J774 infectadas com T. gondii e depois tratadas com ExtTs. (C) taquizoitos de T. gondii pré-tratados por 1 h com ExtTs
e infeccdo de células J774 com esses parasitos pré-tratados. A atividade enzimatica de -galactosidase foi revelada com
a adicdo de substrato CPRG e a absorbancia foi mensurada a 570 nm em leitor de placas. Os dados foram expressos
como média + SEM do nimero de taquizoitos em relagdo a curva padréo e sdo representativos de trés experimentos
independentes para cada condicdo em sextuplicata. ANOVA e pds-teste de comparacdo multipla de Bonferroni, p
<0,05).

5.4 Quantificacdo de DNA de T. gondii por PCR Tempo Real (QPCR)
Similarmente ao observado nos dados da proliferacdo intracelular parasitaria,

nossos resultados mostraram uma drastica reducao na quantidade de DNA T. gondii nas
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células infectadas com parasitos previamente tratados com ExtTs em comparacdo aos

parasitos nédo tratados (Figura 4).
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Figura 4: Quantificagdo de DNA de T. gondii por PCR (qPCR): O parasitismo de células J774 infectadas com a
cepa RH-2F1 de T. gondii previamente tratado com ExtTs, foi realizado pela quantificacdo de DNA usando PCR em
tempo real. As reagdes de gPCR foram realizadas em triplicata a partir de trés experimentos independentes com SYBR
Green (Applied Biosystem). O ExtTs diminui o parasitismo de T. gondii (cepa RH-2F1) previamente tratado em
macréfagos J774 macréfagos de maneira dose-dependente. (A) Detecgdo do parasito por qPCR em cada amostra
comparado ao controle. O fragmento 529S foi utilizado para quantificar o parasita e B-actina foi utilizada para
normalizar a quantidade de DNA gendmico das células J774. (B) Razdo absoluta do nimero de parasitos pelo valor do
fragmento Amplicom CT 529S de T. gondii gerado pela gPCR (p<0,0001). One Way ANOVA ("p <0,01e ™p <
0,001)

5.4 Niveis das citocinas, 1L-12, TGF-B, TNF e IL-10 nos sobrenadantes de cultura
de macréfagos J774 tratados ou ndo com diferentes concentracdes do extrato e
infectados ou ndo com T. gondii

A producéo de citocinas foi analisada no sobrenadante de cultura de macréfagos
J774 previamente tratados ou ndo com diferentes concentracfes do extrato de T.
stromaticum e ap0s 24 horas do tratamento, infectados ou ndo com T. gondii.

Né&o foi observado diferenca estatistica na producdo das citocina I1L-10 e IL-12
entre as células tratadas com ExtTs infectadas ou ndo por T. gondii (Figura5 A e C).

Em relacdo a producdo de TGF-B, nossos resultados demonstraram que o
tratamento com ExtTs aumentou a producdo dessa citocina nas celulas ndo infectadas.
Além disso, foi observado que o tratamento das células J774 com IFN-y induziu um
aumento na producdo de TGF-f (Figura 5B). Na presenca da infeccdo por T. gondii,
ocorre um decréscimo na produgdo dessa citocina quando comparado as células tratadas

e ndo infectadas (Figura 5B). O tratamento das células J774 com IFN-y induziu um
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aumento na producdo de TNF e a infec¢do de macréfagos com T. gondii aumentou ainda
mais o0s niveis de deteccdo da citocina (Figura 5D). A producdo de TNF em macréfagos
tratados com ExtTs e infectados ou ndo com T. gondii, diminui drasticamente quando

comparado as células tratadas com IFN-y antes da infec¢ao (Figura 5D).
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Figura 5: Perfil de citocinas mensurado no sobrenadante de cultura de macré6fagos J774: A produgdo de citocinas
foi analisada no sobrenadante de cultura de macréfagos J774 apds 24 horas do tratamento com diferentes concentragdes
do ExtTs, infectados com T. gondii (mais detalhes ver Materiais e Métodos). O nivel de IL-10, TGF-B, IL-12 ¢ TNF é
visto respectivamente e A, B, C e D. *** indica diferenca estatistica entre os grupos infectados e o grupo tratado com
IFN-y néo infectado e *# indica diferenga entre o grupo infectado e tratado com INF-y e os diferentes grupos infectados

e tratados com ExtTs. *p< 0,001, ## p< 0,001 (OneWay Anova com pds teste de Bonferroni)

5.5 O tratamento com extrato de T. stromaticum diminui a formacdo de vesiculas
autofagicas em macrofagos J774 infectados com T. gondii

Como um mecanismo adicional para verificar a influéncia de ExtTs em células
J774 infectadas ou ndo com o parasito, aqui nds realizamos o ensaio de visualizacdo de
autofagia com o MDC (monodansilcadaverina) nas células J774 tratadas ou ndo com
ExtTs e infectadas com T. gondii. Os macréfagos J774 sem tratamento e infeccéo,

apresentam uma autofagia basal (Figura 6, painel superior esquerdo). A infeccdo com T.
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gondii aparentemente induziu um ligeiro aumento na formacéo das vesiculas autofagicas
como demonstrado na Figura 6, painel superior direito.

Foi observado que o tratamento prévio das células com 250 e 500 ng/ml do ExtTs
diminuiu a formacéo das vesiculas autofagicas nos macrofagos infectados ou ndo pelo T.
gondii (Figura 6, paineéis inferiores a esquerda e direita). Porém, quando infectadas com
T. gondii e tratadas com 500 ng/ml do ExtTs observou a detecgéo apesar de ser em menor
proporcéo de vesiculas autofagicas (Figura 6, painel inferior a direita. Células tratadas
com Wortmanin, um inibidor autofagico conhecido, apresentaram uma total auséncia de

vesiculas autofagicas (Figura 6).

N&o infectadas T. gondii

Wortmanin

ExtTs 250mg

ExtTs 500mg

Figura 6: Deteccdo de autofagia em macrégados J774 por monodansilcadaverina. Células J774 (4x10%) foram
tratadas com ExtTs ou IFN-y e infectadas com T.gondii (5:1). A droga inibidora de autofagia, Wortmanin, foi usada
como controle negative. Posteriormente, as células controle e tratadas foram incubadas com MDC durante 1h

a 37°C. Os vacuolos autofagicos foram observados pela coloracéo verde (MDC) em células vivas. Barra 10 pum.
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5.6 O tratamento de taquizoitos da cepa RH de T. gondii antes da inoculacdo de
camundongos protege os animais contra a mortalidade

A fim de avaliar in vivo o efeito do pré-tratamento dos parasitos com EXtTs,
camundongos C57/BL6 foram infectados com 100ul contendo 1x10° parasitos da cepa
RH de T. gondii que foram previamente tratados por 1 hora a 37°C com 1ug/ml do extrato
e foram observados quanto a sobrevivéncia e perda de peso. Todos os camundongos
infectados com parasitos tratados como acima descrito morreram aos 8 dias de infecédo
(Figura 7A). Entdo, realizamos um segundo experimento onde os parasitos foram tratados
com uma concentracdo maior do ExtTs (2ug/ml) e por um periodo tempo maior (3 horas).
De forma interessante todos os animais infectados com parasitos previamente tratados
com maior concentracdo de ExtTs por 3hs sobreviveram por 30 dias de infeccéo (Figura
7B). Entretanto, todos os animais infectados com os parasitos ndo tratados mantidos a

37°C por 3hs morreram aos 8 dias apos a infeccdo (Figura 7B) (P < 0,05).
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Figura 7: O pré-tratamento de taquizoitos de T. gondii com ExtTs protege os animais quanto a mortalidade:
Camundongos C57BL/6 foram inoculados intraperitonealmente com taquizoitos de RH ou bradizoitos de ME-49 de T.
gondii pré-tratados com ExtTs ou meio RPMI e foram observados quanto a sobrevivéncia. A) 1x102 parasitos foram
pré-tratados por 1 hora a 37°C com 1ug/ml do extTs ou meio RPMI e inoculados nos animais. B) 3x10* parasitos foram
pré-tratados por 3 horas a 37°C com 2ug/ml do extTs ou meio RPMI e inoculados nos animais. C) 5x10* parasitos
foram pré-tratados por 1 hora a 37°C com 2ug/ml do extTs ou meio RPMI e inoculados nos animais (P < 0,05) (Teste
do Quiquadrado (y2) e long-rank teste).
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6. DISCUSSAO

T. gondii é um parasito intracelular obrigatério capaz de infectar qualquer célula
nucleada do hospedeiro. Sua distribuicdo € cosmopolita e estima-se que um terco da
populacdo mundial tenha anticorpos circulantes contra este parasito (MONTOYA,;
LIESENFELD, 2004). A ingestdo de &gua ou alimentos contaminados por oocistos
facilita a transmissdo da infeccdo, principalmente em areas de baixas condic¢Ges sdcio-
econbmicas, nas quais as taxas de prevaléncia do parasito chegam a 70% (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000). Devido a sua importancia médica direcionada a grupos
como gestantes e imunocomprometidos, nos quais os efeitos da infecgdo sédo mais
acentuados podendo ocasionar grave sintomatologia, inimeras pesquisas tém sido
desenvolvidas no intuito de estabelecer novas ou alternativas estratégias terapéuticas
contra T. gondii. Tipicamente, as opcGes de tratamento sdo a pirimetamina e sulfadiazina,
no entanto a sua utilidade € limitada por causa da alta citotoxicidade e os graves efeitos
colaterais. Por esses motivos, novas drogas com menor toxicidade séo urgentemente
necessarias. Neste sentido, alguns estudos tém utilizado extratos de plantas ou de fungos
como potentes alvos terapéuticos contra T. gondii, como o trabalho realizado por Jiang e
colaboradores (2008), que usou a oleuropeina, uma molécula isolada a partir Fraxinus
rhynchophylla, como um inibidor da proliferagéo de T. gondii (JIANG et al., 2008). O
objetivo geral destes estudos é estabelecer medidas terapéuticas novas e mais eficazes,
que possam atuar contra todos os estagios evolutivos de T. gondii e que apresentem pouco
efeito adverso ao individuo (FERREIRA et al., 2006; LANS et al., 2007; PETERSEN,
2007).

Em nosso trabalho, demonstramos alguns dos efeitos do extrato do fungo T.
stromaticum na infeccdo por T. gondii. Primeiramente, avaliamos o efeito citotoxico do
ExtTs em macréfagos J774, pelo ensaio de viabilidade celular. Essa analise é um ponto
importante a ser avaliado ja que extratos de plantas ou de fungos podem interferir na
viabilidade das células. Oliveira e colaboradores (2007) demonstraram que o tratamento
com o extrato total de Artemisia annua apresentou baixa toxicidade para fibroblastos
humanos da linhagem HFF (DE OLIVEIRA et al., 2009). Nossos dados em macrofagos
J774 tratados com diferentes doses do ExtTs (1 pg/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml,
62,5 ng/ml, 31,25ng/ml e 15,6 ng/ml) demonstraram nenhuma alteracdo na sua
viabilidade celular quando comparados as células ndo tratadas. De maneira interessante,

observa-se uma tendéncia de aumento da viabilidade celular em todas as concentragdes
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do ExtTs, provando que o mesmo néo é citotoxico para a célula. Outros trabalhos também
demonstraram o uso de extratos de plantas para tratamento de infeccGes causadas por
outros parasitos e que ndo prejudicaram a viabilidade das células, como o uso do extrato
de Pterocaulon polystachyum que apresentou alta capacidade amebicida contra
trofozoitos de Ameba castellani in vitro (RODIO et al., 2008) e o tratamento de
Trypanosoma cruzi com o extrato de Centroceras clavulatum, onde uma eficiente
atividade antiparasitaria contra esse parasito foi detectada (ROCHA et al., 2011).

Para avaliarmos o perfil de citocinas e a producdo de NO, macrofagos J774 foram
tratados com diferentes concentrages do ExtTs, infectados ou ndo com T. gondii e 0S
sobrenadantes foram avaliados em relacdo a producdo de citocinas e nitrito. Nossos
resultados mostram que todas as concentracGes do ExtTs foram capazes de diminuir a
producdo de NO. Os intermediarios de NO, sdo moléculas apolares produzidas por varias
células da imunidade inata, como macrofagos, neutrofilos e células dendriticas, que
facilmente atravessam a membrana do vaclolo parasitéforo atingindo diretamente o
parasito (YAROVINSKY, 2014), apresentando um importante papel na resisténcia inata
do hospedeiro frente a infeccdo por T. gondii (MILLER et al., 2009). Os resultados do
presente estudo estdo de acordo com Alves-Filho e colaboradores (2011) que também
demonstraram que os esporos de T. stromaticum inibiram a producéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e de NO em ensaios in vitro com fagdcitos do sistema imune inato.

Em relacdo a producéo de citocinas no sobrenadante dos macrofagos J774 tratados
com ExtTs e infectados ou ndo com T. gondii, nossos resultados demonstraram que 0
tratamento com ExtTs ndo alterou os niveis de producdo de IL-12 e IL-10. Em relacéo a
TGF-B1, verificamos que o tratamento com ExtTs, sem a presencga da infecgdo por T.
gondii, induziu a um aumento na producdo desta citocina pelos macréfagos J774,
contudo, a infeccdo por T. gondii foi capaz de reverter esse efeito. Sabe-se que TGF-p
estd envolvido na diferenciacdo de células T reguladoras tendo um importante papel no
controle inflamatdrio e manutencdo da homeostase intestinal (GORELIK; CONSTANT;
FLAVELL, 2002). Na presenca da infeccéo por T. gondii, essa citocina esta envolvida no
controle da inflamacéo e dos danos imunopatologicos na mucosa intestinal (BUZONI-
GATEL et al., 2001), evidenciando sua fun¢do imunomodulatdria na presenca de agentes
infecciosos como T. gondii. TGF- ¢ vital na protecdo contra ileite, sendo sua protecao
mediada pela inibicdo da producéo de IFN-y por células T CD4+ intestinais. Linfocitos
intraepiteliais de camundongos imunizados produzem grandes quantidades de TGF-f e a
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sua inibicéo anula o efeito protetor, o que resulta no desenvolvimento de doenca intestinal
em linhagens de camundongos resistentes (Kasper et al.,, 2004). Nossos dados
demonstram que em células J774 o efeito de T. gondii em inibir a producéo de TGF-f é
mais potente que o estimulo de ExtTs no aumento de producao da citocina.

O tratamento com ExtTs nos macrofagos infectados com T. gondii ndo interferiu
na producdo da citocina TNF quando comparados com as células infectadas e nédo
tratadas. Nota-se que hd um aumento na producdo dessa citocina nos macrofagos tratados
com 1ug/ml ExTs sem infeccdo, esse aumento ndo é observado com as outras
concentracdes do ExTs. TNF-a. € uma importante citocina induzida em resposta ao T.
gondii, com papel crucial na eliminacdo do parasito por induzir a diferenciacéo,
proliferacéo e ativacao de leucdcitos que induz a (BUTLER; HARRIS; BLADER, 2013).

O préximo passo foi verificar se o tratamento dos macréfagos J774 com EXtTs
antes da infeccdo por T. gondii iria interferir na formacédo de vesiculas autofagicas. Um
estudo recente demonstrou que T. gondii induziu autofagia nas células infectadas para
sua proliferacdo intracelular (GAO et al., 2014). Além disso, o parasito é capaz de
explorar a autofagia celular para protecéo e replicacdo no vacuolo parasitéforo e inibicdo
da fusdo desse vacuolo com o lisossoma (ORLOFSKY, 2009). Nossos dados, entretanto,
mostraram que o tratamento dos macréfagos J774 com 250ng/ml ou 500 ng/ml de ExtTs
antes da infecgdo por T. gondii induziu a uma menor formacédo de vesiculas autofagicas
qguando comparadas aos macrofagos tratados somente com meio, infectados ou ndo pelo
parasito. Nesse ensaio, 0 composto Wortmaninn, um inibidor de autofagia, foi usado
como controle da inibicdo da formacdo de vesiculas autofagicas nesse experimento. O
tratamento com as duas concentracfes do ExtTs apresentou um resultado muito parecido
com 0s macrdfagos tratados com o inibidor de autofagia. Portanto, no presente trabalho
ndo fica claro se com a diminuicdo das vesiculas, também houve diminui¢do na
proliferacdo do parasito nesse fenétipo celular. Apesar de ser observado uma diminuicdo
na autofagia, o tratamento das células com ExtTs na interferiu na proliferacdo dos
parasitos.

A andlise da proliferagdo intracelular in vitro foi realizada em trés diferentes
condicBes. Nossos resultados demonstraram que o tratamento prévio dos taquizoitos de
T. gondii com as diferentes concentracdes do ExtTs (1 pug/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125
ng/ml e 62,5 ng/ml) antes da infecgéo, diminuiu drasticamente a proliferacéo intracelular

de T. gondii nos macréfagos J774 quando comparados ao grupo controle, 0 mesmo nédo
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foi observado nos macrdfagos tratados com ExtTs antes ou depois da infeccdo. Para
confirmar a menor proliferacdo parasitaria visto com o pré-tratamento dos parasitos antes
da infeccéo, foi realizado um ensaio de quantificacdo do DNA de T. gondii por ensaio de
PCR quantitativo. Os macrofagos J774 infectados com os parasitos tratados previamente
com diferentes concentragdes do ExtTs apresentaram uma menor quantidade de DNA do
parasito quando comparados ao grupo controle, comprovando que o tratamento prévio
dos taquizoitos de T. gondii com diferentes concentracfes do ExtTs é eficaz em diminuir
a proliferacdo parasitaria.

Como descrito por Alves-Filho e colaboradores (2011), o tratamento de fagocitos
do sistema imune inato com esporos do fungo T. stromaticum induz a uma
imunossupressdo, com diminuicdo de ROS, NO e IFN-y, n6s esperdvamos que O
tratamento dos macrofagos J774 com diferentes concentracfes do ExtTs, aumentaria a
proliferacdo de T. gondii sabendo a importancia dessa resposta para eliminacdo do
parasito. Surpreendentemente, 0s nossos resultados ndo mostraram esse aumento da
proliferacdo do parasito, quando as células foram tratadas antes da infecgdo. Diante disso,
decidimos tratar os taquizoitos da cepa RH-2Flde T. gondii com as diferentes
concentracdes do ExtTs antes da infeccdo dos macrofagos J774. Como o tratamento
resultou em uma significante diminuicao da proliferacdo de T. gondii nds fomos avaliar
o efeito do pré-tratamento dos parasitos em ensaios in vivo. Oliveira e colaboradores
(2009), demonstraram que o extrato total de A. annua foi capaz de controlar parcialmente
a infeccdo por T. gondii em experimentos in vitro, sendo que este efeito foi mais
fortemente observado no pré-tratamento dos parasitos antes da infeccdo celular (DE
OLIVEIRA et al., 2009) e em outro trabalho utilizando drogas comumente usadas na
terapia contra toxoplasmose, a enrofloxacina foi mais protetora contra T. gondii em
células HFF infectadas do que otratamento com sulfadiazina (BARBOSA et al., 2012).

Para avaliarmos o efeito desse pré-tratamento dos taquizoitos in vivo, nos
inoculamos parasitos tratados com a mesma concentracdo de ExtTs usado nos ensaios in
vitro (1pg/ml por 1 hr) em camundongos Swiss, esses foram observados quanto a sua
sobrevivéncia e perda de peso. Observamos que todos animais de ambos os grupos
morreram 8 dias apés infeccdo. Diante desses resultados, aumentamos a concentracao de
ExtTs para tratar os parasitos, bem como o tempo de tratamento. Nesse segundo ensaio
in vivo, 0s animais que receberam os parasitos tratados por 3 horas com 2 ug/ml de ExtTs

e apresentaram uma maior taxa de sobrevivéncia (100%) quando comparados ao grupo
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controle, onde os parasitos foram tratados somente com meio RPMI. Os animais que
sobreviveram foram sacrificados apds 30 dias da infeccdo. Ja € bem conhecido que a
infeccdo de camundongos com a cepa RH de T. gondii leva os animais a morte entre 7-9
dias, porém em alguns tratamentos o0 aumento da sobrevivéncia pode nao ultrapassar 0s
20 dias de infeccdo (HASSAN et al., 2014). Em nosso estudo, o pré-tratamento do
parasito com ExtTs prejudicou a proliferacdo do parasito in vitro e in vivo e evitou a morte
dos animais, indicando que pode ter ocorrido uma diminuicdo da proliferagdo. Em
paralelo, iniciamos experimentos para verificar o efeito de ExtTs 2 pg/ml em bradizoitas
de T. gondii utilizando a cepa ME-49, porém, ndo obtivemos uma melhora significante
na sobrevivéncia de camundongos C57BL/6, provavelmente devido ao fato que 0s
parasitos foram tratados por 1 hora e ndo 3 horas como observado para a cepa RH2F1 de
T. gondii. Experimentos adicionais sdo necessarios para esclarecer esse resultado.

Experimentos in vivo demonstraram que a enrofloxacina diminuiu
significativamente o parasitismo tecidual, bem como as altera¢des inflamatdrias no
cérebro de Calomys Callosus infectados com T. gondii quando comparada com 0s
animais ndo tratados (BARBOSA et al., 2012). Contudo, o resultado de sobrevivéncia
observada nesses estudos ndo téo significante quando comparado ao que foi observado
com os resultados do tratamento com EXxtTs.

O presente estudo demonstra que ExtTs é capaz de diminuir a virulencia de T.
gondii, e poderia ser avaliado com uma estratégia potencial para tratamento da infeccéo

por T. gondii e controle da toxoplasmose.
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7. CONCLUSAO

- O extrato do fungo T. stromaticum ndo demonstrou ser citotoxico para 0s

macrofagos J774 em nenhuma das concentracdes utilizadas nesse trabalho.

- O tratamento prévio de macrdfagos J774 com diferentes concentragcdes do

extrato diminuiu a producéo de 6xido nitrico durante a infeccdo por T. gondii.

- O tratamento com o extrato T. stromaticum n&o interferiu significativamente no
perfil das citocinas I1L-10, IL-12p70 e TNF em macrofagos J774 durante a infeccéo por

T. gondii. Na auséncia da infec¢do, o extrato induziu a producéo da citocina TGF-f.

- O ExtTs induziu a uma menor formacéo de vesiculas autofagicas em macréfagos
J774 previamente tratados com 250ng/ml e 500ng/ml do ExtTs e infectados com T.

gondii.

- O tratamento de taquizoitos da cepa RH-2F1 de T. gondii com ExtTs anterior a
infeccdo, diminuiu drasticamente a proliferacdo intracelular parasitaria em macrofagos

J774 e in vivo, esse mesmo tratamento evitou a mortalidade de camundongos C57BL/6.
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