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RESUMO

Varios mecanismos imunologicos sdo responsaveis pelo controle da infeccdo por Toxoplasma
gondii. A resposta imune a este patdgeno ocorre inicialmente pela participacao de células da
imunidade inata, na qual macréfagos tém papel importante. A existéncia de cepas atipicas de
T. gondii com padrdo genético diferente das clonais desperta grande preocupacdo mundial,
uma vez que, geralmente, causam sintomas graves particularmente em individuos
imunocomprometidos e naqueles infectados congenitamente. O objetivo deste estudo foi
comparar, in vitro, a polarizacdo de macrofagos humanos derivados da linhagem THP-1 para
um perfil M1 ou M2 apds infeccdo com as cepas clonais RH, ME49 e a cepa atipica
TgChBrUD2. Células THP-1 foram tratadas com PMA para induzir sua diferenciacdo em
macrofagos funcionais. Apds a diferenciacdo, esses macrofagos foram plaqueados e
infectados com as cepas TgChBrUD2, RH ou ME49 de T. gondii em diferentes abordagens
experimentais. Como controle foram utilizados macrdéfagos ndo infectados. Os sobrenadantes
de cultura de macrofagos nas diferentes condi¢es experimentais foram coletados para analise
de citocinas pelo teste ELISA e dosagem de nitrito pela reacdo de Griess. As células foram
utilizadas para avaliagdo da morfologia, quantificacdo da ureia por espectrofotometria, dos
marcadores expressos na superficie celular por citometria de fluxo e do parasitismo por PCR.
Nossos resultados mostraram um aumento das citocinas MIF durante infeccdo pelas cepas
TgChBruUD2, RH e ME49, bem como uma diminuicdo de IL-10 quando comparado aos
macrofagos ndo infectados. Além disso, macréfagos infectados pela cepa atipica apresentaram
altos niveis de secrecdo de IL-6 em relacdo ao controle. Em relacdo a producdo de nitrito,
apenas os macrofagos infectados por TgChBrUD2 apresentaram aumento em relacdo aos
macrofagos controle e aos infectados por RH. A dosagem de ureia revelou uma reducdo da
atividade de arginase na infeccdo por TgChBrUD2 e ME49 comparado aos macréfagos ndo
infectados. A analise da morfologia celular mostrou que a infeccdo por TgChBruUD2 induziu
os macrofagos a mudarem seu formato de circulares para fusiformes. Por outro lado, a anélise
de PCR mostrou que a cepa RH proliferou significativamente mais nos macrofagos em
comparacdo com as cepas TgChBruD2 e ME49. Desse modo, nossos resultados mostraram
que a cepa RH induziu resposta pré-inflamatoria insuficiente que influenciou na proliferacdo
do parasito, por outro lado, TgChBrUD2 e ME49 induziram fatores caracteristicos da
polarizacdo para macrofagos M1, de modo que a cepa atipica mostrou maior liberagdo de

mediadores pro-inflamatorios que auxiliaram a conter a replicacdo desta cepa.



Palavras-chave: Toxoplasma gondii, cepas brasileira, cepas clonais, polarizagdo de
macrofagos.



ABSTRACT

Several immunological mechanisms are responsible for the control of Toxoplasma gondii
infection. The immune response occurs initially because of the participation of innate immune
cells, in which macrophages play an important role. The existence of atypical strains of T.
gondii with a genetic pattern different from clonal strains lead concern worldwide, principally
because these strains cause severe symptoms especially in immunocompromised individuals
and congenitally infected newborn. In this sense, we investigated the in vitro polarization of
human macrophages to M1 or M2 profile after the infection with RH, ME49 clonal strains
and TgChBrUD2 Brazilian strain. THP-1 cells were treated with PMA to induce their
differentiation into macrophages. The cells were plated and infected with T. gondii
tachyzoites from TgChBrUD2, RH or ME49 strains at a 2:1 (parasites: host cell) ratio or
incubated only with medium (control — uninfected cells). The supernatant was collected for
cytokine analysis and measurement of nitrite. The macrophages were used for quantification
of urea, evaluation of parasitism, analysis of morphology and surface markers. Our results
showed an up-regulation of MIF during infection by TgChBrUD2, RH and ME49, and low
levels of IL-10 compared to control. In addition, TgChBrUD2-infected macrophages show
high levels of IL-6 production compared to non-infected macrophages and RH infection.
Regarding secretion of nitrite, the infection by TgChBrUD2 exhibited high levels of nitrite
compared to control and RH infection. The urea production showed a down-regulation in
macrophages infected with TgChBruD2 and ME49 in comparison to control. The analysis of
morphology revealed that TgChBrUD2-infected macrophages induced the cells to change
their morphology to spindle shaped. On the other hand, PCR analysis showed an increased
amount of T. gondii DNA in RH-infected macrophages compared to infection with
TgChBrUD2 and ME49. Thus, our results showed that RH strain produced an insuficient pro-
inflamatory response that influenced the proliferation of parasite, in contrast, TgChBrUD2
and ME49 induced characteristic factors of polarization to M1 macrophages, in which the
atypical strain showed high production of pro-inflamatory mediators that helped to countain

the replication of this strain.

Keywords: Toxoplasma gondii; Brazilian strain; clonal strains; macrophages polarization.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Toxoplasma gondii: morfologia, estagios infectantes e ciclo bioldgico

O protozoario parasito intracelular obrigatorio Toxoplasma gondii pertence ao reino
Protista, filo Apicomplexa, classe Sporozoa, ordem Eucoccidia e familia Sarcocystidae (REY,
2001). No ano de 1908, este parasito foi descrito simultaneamente por Nicole e Manceaux no
Norte da Africa em roedores (Ctenodactylus gundi) e no Brasil por Splendore em coelho
doméstico (Oryctolagus cuniculus) (REY, 2001; KAWAZOE, 2005; DUBEY et al., 2012). T.
gondii tem como hospedeiro definitivo os felideos domésticos e selvagens, e uma gama de
hospedeiros intermediéarios como vertebrados de sangue quente, incluindo a espécie humana
(HUNTER; SIBLEY, 2012; ROBERT-GANGNEAUX, 2014).

O parasito geralmente exibe forma alongada e arqueada, mas pode também
apresentar um aspecto ovalado, indicando o inicio de um novo processo de divisdo celular
(SOUZA et al.,, 2010). T. gondii possui um ndcleo central ou mais préximo de sua
extremidade posterior. Na regido anterior encontra-se o0 complexo apical, caracterizado por
uma prega na membrana plasmatica demarcando uma depressao central, e logo abaixo dessa
regido, localiza-se uma organela denominada conoide. Estas estruturas sdo importantes na
manutencdo da forma do parasito e também estdo envolvidas com a motilidade e
direcionamento de vesiculas secretorias que auxiliam o mecanismo de invasdo (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998; HU et al., 2006; DUPONT et al., 2012). Organelas secretorias
associadas ao complexo apical, como: roptrias, micronemas e granulos densos sdo
responsaveis por secretar fatores quimicos relacionados com a adesdo e invasao do parasito a
célula hospedeira e a formacdo do vacuolo parasitéforo (KAWAZOE, 2005; CARRUTHERS,
2006; BLADER; SAIEJ, 2009; SHEINER et al., 2010; PENG et al., 2011). A adesdo de T.
gondii a célula hospedeira é inicialmente mediada por proteinas de superficie do parasito,
denominadas comumente de antigenos de superficie (SAGs) (POLLARD et al., 2008). Apds
esse primeiro contato com a célula hospedeira, 0 parasito aumenta seus niveis intracelulares
de calcio, o que permite ativar varias quinases dependentes de calcio que, por sua vez,
induzem a secrecdo de proteinas derivadas das micronemas (ZHOU et al., 2005;
NAGAMUNE; SIBLEY, 2006; BLADER; SAEIJ, 2009).



12

Até o momento foram descritos 20 tipos de proteinas secretadas pelas micronemas
(MIC) (ZHOU et al., 2005; BLADER; SAEIJ, 2009). Barragan e colaboradores (2005)
demonstraram que a micronema MIC-2 de T. gondii se liga a molécula de adesdo intercelular
tipo 1 (ICAM-1) da célula hospedeira, permitindo ao parasito invadir os tecidos
imunologicamente privilegiados, como cérebro, retina e placenta, utilizando-se de uma via
paracelular. Esse tipo de deslocamento parasitario permite a invasdo de novos tecidos e,
consequentemente, a disseminacdo mais rapida do parasito no organismo hospedeiro. Apds a
adesdo de T. gondii na célula hospedeira, o parasito inicia um movimento especifico e
dependente de actina e miosina denominado gliding (BLADER; SAEIJ, 2009). Em seguida,
ocorre a liberacdo de proteinas derivadas das roptrias (ROPs), onde véarias subunidades de
ROP-2, ROP-4, ROP-5 e ROP-8 associam-se para formar um complexo capaz de
transportar o parasito para o interior da célula hospedeira (STRAUB et al., 2009).

As ROPs e os granulos densos (GRA) secretam proteinas polimdrficas nas células
hospedeiras que as tornam um ambiente propicio ao crescimento do parasito por meio da
modulacdo de uma variedade de processos no hospedeiro (BLADER; SAEL], 2009). Dentre
as proteinas liberadas pelas ROPs, a ROP-16, encontrada no nucleo do parasito, é capaz de
suprimir a resposta de macréfagos infectados através da inibicdo da atividade de fatores
transcricionais prejudicando a resposta pré-inflamatéria (SAEW et al., 2007; JENSEN et al.,
2011; ROSOWSKI et al., 2011). Além disso, a GRA15, uma das proteinas liberada pelos
granulos densos, ativa genes de transcricdo envolvidos na resposta anti-inflamatoria
(ROSOWSKI et al., 2011).

Os trés estdgios infectantes de T. gondii sdo o0s taquizoitas, bradizoitas e
esporozoitas. Durante a fase aguda da toxoplasmose sdo frequentemente encontradas as
formas taquizoitas. Esse estagio infectante é capaz de invadir muitos tipos celulares e possui
capacidade de multiplicacdo rapida, permitindo o aumento acelerado do numero de parasitos
e, consequentemente, uma veloz disseminacdo pelo sistema circulatério. Em razdo disso, ha
elevada possibilidade de infectar varios tecidos e 6rgdos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004;
HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005; HUNTER; SIBLEY, 2012). A rapida
disseminacdo do parasito também esta ligada a sua capacidade de infectar células migratorias
do sistema imune como monocitos, linfocitos e células dendriticas (SIBLEY, 2011). Por meio
destas celulas, T. gondii se dispersa por varios tecidos e atravessa barreiras biologicas como a
barreira placentaria, hematoencefalica e a hematorretiniana (BARRAGAN; SIBLEY, 2003;
UNNO et al., 2008).



13

A fase cronica da infeccdo é representada pelos bradizoitas que sdo as formas de
replicacdo lenta do parasito. Nessa fase, os bradizoitas encontram-se dentro de cistos
teciduais. Cistos contendo bradizoitas sao distribuidos pelos tecidos do hospedeiro, sendo
mais frequentes nos musculos esquelético e cardiaco, tecido nervoso e regido ocular
(MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). N4o havendo
disturbios no sistema imunologico, esta fase pode se estender por toda a vida do hospedeiro
(ELSHEIKHA, 2008).

Ja os esporozoitas estdo localizados no interior de oocistos, que sofrem esporulacéo
no meio ambiente ao serem liberados, juntamente com fezes de gatos, tornando-se entdo
infectantes. Essa forma infectante é oriunda do processo de reproducdo sexuada do parasito e
sdo encontradas no meio ambiente, podendo contaminar agua, solos e alimentos (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000; MONTOYA; LIESENFELD, 2004; SKARIAH; MCINTYRE;
MORDUE, 2010). Os oocistos sdo uma importante via de infeccdo da toxoplasmose, sendo
que um Unico oocisto é capaz de provocar infeccdo em qualquer hospedeiro intermediario
(TORREY; YOLKEN, 2013).

O ciclo de vida de T. gondii é heteroxeno facultativo e foi descrito em 1970. Os
hospedeiros definitivos sao felideos dos géneros Felix e Lynx e os hospedeiros intermediarios
incluem animais de sangue quente, como aves e a espécie humana (SILVA; LANGONI,
2009). Os felideos podem se infectar com qualquer um dos estagios infectantes do parasito
(DABRITZ; CONRAD, 2010; SHLUTER et al., 2014). Assim, inicia-se o desenvolvimento
de mdltiplas geracdes de ciclos sexuado e assexuado de T. gondii. Nas células epiteliais do
intestino, o parasito se replica, por um processo conhecido por esquizogonia, originando
esquizontes. Os nucleos dos esquizontes iniciam lentamente a sua individualizagdo por
divisdo da membrana plasmatica, originando merozoitos. Estes originam 0s macrogametas e
microgametas (gametogonia), que ao se unirem formardo o zigoto que dara origem aos
oocistos completando o ciclo sexuado. Os oocistos imaturos sdo liberados nas fezes dos
felideos e, no meio ambiente em condi¢bes propicias (temperatura, umidade e oxigenacgéo
ideiais) sofrem esporulacdo e se tornam infectantes. Cada oocisto esporulado de T. gondii
possui, em seu interior, dois esporocistos, cada um contendo quatro células haploides
denominadas esporozoitos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; ROBERT-GANGNEUX,
2014). Os oocistos maduros sobrevivem por meses ou até anos, desde que ndo 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 podem
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adquirir a infeccdo por meio da ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo cistos
teciduais, ingestdo de agua ou frutas e verduras contaminadas por oocistos, ingestdo de
taquizoitas em liquidos orgéanicos como leite e saliva; por meio da transfusdo sanguinea,
transplante de drgdos e até mesmo por acidentes laboratoriais (MONTOYA; LIESENFELD,
2004; BLADER; SAEIJ, 2009; JONES; DUBEY, 2012; HILL; DUBEY, 2013; SCHLUTER
et al., 2014) (Figura 1). Outra importante forma de transmisséo por T. gondii ocorre pela via
transplancentaria, nesta 0s taquizoitas sdo capazes de atravessar a barreira placentaria e
promover a transmissdo vertical do parasito para os tecidos embrionarios ou fetais. A
transmissdo para o feto estd relacionada com a ocorréncia de abortamentos, natimortos,
mortalidade neonatal, tanto no homem como em outros animais (KODJIKIAN, 2010;
LINDSAY; DUBEY, 2011; CHAUDHIRY; GAD; KOREN, 2014).

1.2.  Cepas de T. gondii e diversidade genética

Recentemente, os avancos em técnicas moleculares facilitaram a deteccéo,
diagndstico e genotipagem de T. gondii e permitiram, inclusive, a descoberta da ampla
diversidade genética do parasito (DUBEY et al., 2008; MINOT et al., 2012; SU et al., 2012;
ROBERT-GANGNEAUX, 2014; SHWAB et al., 2014).

As cepas de T. gondii encontradas principalmente na Europa e América do Norte
apresentam um padrdo genético clonal e pertencem a uma das trés linhagens designadas como
tipo I, 1l e Ill, segundo anélises moleculares (HOWE; SIBLEY, 1995; SU et al.; 2012;
SHWARB et al., 2014). Estas cepas denominadas clonais sdo muito semelhantes do ponto de
vista genético, sendo que a diferenca génica entre elas € menor ou igual a 1% (MORDUE et
al., 2001; SIBLEY; AJIOKA, 2008).

Para explicar a estrutura clonal das cepas de T. gondii os pesquisadores se basearam
em varias hipdteses. Primeiramente, pode pode considerar-se a capacidade de transmissao do
parasito entre hospedeiros intermediarios de habitos carnivoros e saprofagicos, sem passar
pelo hospedeiro definitivo e sofrer meiose e recombinacdo sexual (SU et al., 2003). Além
disso, pode se basear também no fato de haver macrogametas do parasito que permanecem
infertilizados, e, através da partenogénese, formar oocistos no intestino dos felideos
(FERGUSON, 2002). Finalmente, outra possibilidade é a a infeccdo simultanea nos

hospedeiros definitivos com diferentes tipos de cepas. Considerando ainda que felideos
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infectados simultaneamente, com diferentes cepas de T. gondii, poderiam permitir a
recombinacdo genética dessas cepas. Entretanto, é um evento raro de ocorrer na natureza,
levando em conta que os felidios deveriam se alimentar de uma presa que albergasse uma
infeccdo mista ou se ingerir duas presas, cada uma com uma cepa diferente em um curto
intervalo de tempo. E, pelo fato dos gametas de T. gondii ser haploide contribui para a
estrutura clonal, pois o hospedeiro definitivo infectado com apenas um tipo de cepa produz
oocistos contendo esporozoitos geneticamente idénticos a amostra infectante original
(AJZENBERG et al., 2004). A andlise da viruléncia das cepas de T. gondii revela que a
mesma € bem caracterizada em modelos murinos. Algumas espécies de roedores sdo
parcialmente susceptiveis, e outras sucumbem a infeccéo, sendo que o género também pode
influenciar na evolucdo da doenca (HOWE; SIBLEY, 1995; ROBERTS; CRUICKSHANK;
ALEXANDER, 1995; FAVORETO-JUNIOR et al., 1998). Os principais critérios para a
determinacdo do grau de viruléncia de uma cepa baseiam-se na taxa de mortalidade e no
tempo de mortalidade de camundongos infectados com indculos crescentes de parasitos
(KAUFMAN; REMINGTON; JACOBS, 1958). A partir da analise desses parametros, as
cepas de T. gondii sdo definidas como virulentas, ndo virulentas ou de viruléncia
intermediaria (HOWE; SIBLEY, 1995).

As cepas do tipo | como RH, CAST e VEL séo consideradas muito virulentas,
causam uma rapida mortalidade em camundongos (HOWE; SIBLEY, 1995; AJZENBERG,
2002) e estdo associadas a doencas oculares graves (VALLOCHI et al., 2005;
COMMODARO et al., 2009). As cepas do tipo Il, como ME49 e M3, sdo de moderada e
baixa viruléncia, predominantes em isolados de pacientes com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (HIV) ou encefalite toxoplasmica e geralmente se relacionam a
casos de reativacdo de infeccdo cronica em humanos e infecgbes congénitas (AJZENBERG et
al., 2002; SIBLEY et al., 2009). Cepas do tipo Ill, como VEG e M-7741, sdo avirulentas,
associam-se a infec¢fes animais, e sdo responsaveis por infec¢fes brandas e assintomaticas
(KIM; WEISS, 2004; SIBLEY et al., 2009).

A cepa RH foi isolada em 1939 de uma crianca com quadro letal de encefalite
toxoplasmica (KHAN et al., 2009), sendo utilizada como padrdo na comparagdo entre cepas e
considerada altamente virulenta. Esta cepa é letal com uma dose minima de taquizoitas em
camundongos (DUBEY et al, 1999; DARDE, 2008). A cepa ME49 foi isolada da
musculatura de carneiro em 1965 e é cistogénica ou de baixa viruléncia (SUZUKI et al.,

1988). Certas linhagens de camundongos sd8o mais susceptiveis que outras a infeccdo pela
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MEA49, levando a variacOes da patogenicidade. Tal cepa pode desenvolver meningoencefalite
progressiva com alta taxa de mortalidade ap6s doze semanas de infec¢cdo em camundongos
C57BL/6. Por outro lado, em camundongos BALB/c e em roedores Calomys callosus €
possivel encontrar cistos no cérebro, 0 que caracteriza a fase cronica da infeccdo
(GAZZINELLI et al., 1993; FERRO et al., 2002). Recentemente, foi descrito um novo tipo de
cepa clonal, denominada cepa X e também conhecida como tipo 12. E predominante na
Ameérica do Norte e encontrada em animais silvestres. Em camundongos, esta cepa registrou
altos niveis de viruléncia (DUBEY et al., 2011; KHAN et al., 2011).

Nos ultimos anos, estudos sobre os polimorfismos genéticos e caracterizagdo
genotipica em diferentes isolados de T. gondii originados tanto de material humano quanto
animal, demonstraram a existéncia de diversidade genética do parasito (DUBEY et al., 2006b;
PENA et al., 2008; KHAN et al., 2011; DUBEY et al., 2012; SHWAB et al., 2014). Tais
isolados de T. gondii apresentam um padrdo genético diferente (polimorfismos em
nucleotideos Unicos) das cepas clonais existentes na América do Norte e Europa (MELO et
al., 2013). Esses isolados, oriundos de diferentes paises, quando analisados, demonstraram
alta porcentagem de polimorfismo, sugerindo que a populacdo de T. gondii é altamente
diversa (PENA et al., 2008; MINOT et al., 2012; SU et al., 2012). Apds caracterizacao e
andlise da viruléncia em camundongos, os isolados de T. gondii passam a ser denominados de
cepas atipicas (MELO et al., 2013).

Pesquisas atuais apontam a existéncia de varios tipos de cepas atipicas. O estudo de
Dubey e colaboradores (2006b) com isolados atipicos de T. gondii da Costa Rica revelou que
dentre 11 cepas, quatro possuiam alelos tipo | e os sete restantes o alelo tipo Ill ou alelos
combinantes (I e I, ou | e I11), sendo que o tipo | é virulento para camundongos. Além disso,
outros estudos com isolados de T. gondii chineses mostraram a existéncia de duas cepas
geneticamente distintas TgCtwh3 e TgCtwh6 que se assemelham as trés linhagens de T.
gondii tipo 1, 11 e 111, sendo TgCtwh3 de alta viruléncia e TgCtwh6 de baixa viruléncia (LIU,
etal., 2013).

A América do Sul é caracterizada por uma diversidade de gen6tipos de T. gondii (SU
et al., 2012), encontrados em grande propor¢do no Brasil (DUBEY et al., 2006a; DARDE,
2008; DUBEY; SU, 2009; KHAN et al., 2009). Assim, observa-se que a populacdo de T.
gondii é altamente diversificada no Brasil, com alguns genoétipos clonais circulantes em
hospedeiros. Quatro gendtipos identificados como Brl, Bril, Brlll e BrlV foram considerados

clonais no Brasil. A analise da viruléncia em camundongos infectados evidenciou que o tipo
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Brl é altamente virulento, os tipos Brll e BrlV revelaram viruléncia intermediaria e o tipo
Brlll foi considerado avirulento (PENA et al., 2008).

As cepas atipicas de T. gondii estdo presentes em paises do mundo inteiro, sendo
responsaveis por diferentes sintomas clinicos, inclusive alguns que sd@o mais graves em
pessoas imunossuprimidas (DUBEY, 2006b; SU et al., 2012; LIU et al., 2013; STAINER et
al., 2013; LOPES et al., 2016). A alta diversidade genética das cepas de Toxoplasma na zona
tropical das Américas pode explicar, parcialmente, porque a toxoplasmose congénita é mais
sintomatica na América do Sul do que na Europa, como foi demonstrado em coortes de
criancas congenitamentamente infectadas de diferentes continentes (THIEBAUT et al., 2007;
SAUER et al.,, 2011; MCLEOD et al.,, 2012). Uma pesquisa com criangas infectadas
congenitamente no Brasil e na Europa revelou que as criancas brasileiras exibiram lesdes
oculares maiores e mais numerosas (GILBERT et al., 2008).

Em um estudo realizado em Uberlandia, no estado de Minas Gerais, foram
encontradas duas cepas em amostras provenientes de coragdes de galinhas, denominadas
TgChBruUD1 e TgChBrUD2. A genotipagem desses isolados mostrou que TgChBruD1
pertence ao tipo Brll (gendtipo #11 no ToxoDB PCR-RFLP), enquanto que TgChBrUD2
pertence ao tipo Brl (gendtipo #6 no ToxoDB PCR-RFLP) (LOPES et al., 2016). Tais cepas
atipicas sdo o resultado de recombinagfes genéticas das trés linhagens clonais de T. gondii,
além de apresentarem alelos ndo comuns as cepas clonais do parasito. Desse modo,
TgChBrUDL1 apresenta cinco marcadores genéticos da cepa tipo I, dois da tipo Il e cinco da
tipo 111, ja TgChBrUD?2 possui nove marcadores do tipo I, um do tipo Il e um do tipo 11, além
de um alelo atipico daqueles encontrados nos tipo I, Il e Ill do parasito, denominado c22-8
(LOPES et al., 2016).

As duas cepas (TgChBrUD1 e TgChBrUD?2) sdo capazes de provocar diferencas na
infeccdo e tempo de rompimento das células, pois TgChBrUD1 expressa multiplicacdo lenta
em relacdo a TgChBrUD2, sendo esta ultima capaz de romper todas as células infectadas. Em
relacdo ao comportamento bioldgico, nota-se que ocorre formacdo de cistos e pouca
quantidade de taquizoitas livres no exsudato peritoneal de camundongos na presenca da cepa
TgChBrUD1. J& TgChBruUD2 possui comportamento semelhante a cepa RH, provocando
maior quantidade de taquizoitas no exsudato peritoneal (LOPES et al., 2016). Estudo recente
de nosso grupo de pesquisa demonstrou o grau de susceptibilidade de Calomys callosus as
cepas TgChBruD1 e TgChBrUD2 de T. gondii, revelando ser a cepa TgChBrUD2 mostrou-se
mais virulenta do que a cepa TgChBrUD1 (FRANCO et al., 2014).
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Células trofoblasticas da linhagem BeWo infectadas com estas cepas atipicas sao
mais susceptiveis a infecgdo por TgChBrUD2 do que quando infectadas com as cepas RH e
ME49. Alem disso, o tratamento com azitromicina é mais eficiente em controlar a infecgéo e
replicacdo das cepas brasileiras do que os tratamentos convencionais utilizados (RIBEIRO,
2013). A gravidez pode ser responsavel pela reativacdo da infeccdo cronica ou a reinfeccéo
pode promover a transmissdo vertical de T. gondii. Resultados experimentais revelaram que
fémeas prenhas de C. callosus cronicamente infectadas com ME49, e reinfectadas com
TgChBrUD1, TgChBrUD2 apresentaram transmissdo vertical por ambas as cepas brasileiras.
Assim, a protecédo contra T. gondii observada em fémeas cronicamente infectadas por cepas
clonais pode ser rompida ap6s a reinfeccdo com parasitos pertencentes a diferentes genétipos,
principalmente quando cepas atipicas estdo envolvidas nesse processo (FRANCO et al.,
2015).

1.3.  Toxoplasmose

T. gondii é o agente etiologico da toxoplasmose, uma das zoonoses com maior
difusio mundial (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012; SEPULVEDA-ARIAS et al.,
2014). No Brasil, a taxa de individuos com toxoplasmose € considerada alta.
Aproximadamente 50% das criancas em idade escolar e entre 50 a 80% das mulheres
em idade fértil tém anticorpos contra T. gondii (DUBEY et al., 2012). Embora
normalmente cause uma infeccdo branda ou assintomatica em individuos
imunocompetentes, 0 parasito pode causar uma doenca grave se for transmitido
congenitamente ou quando a infeccdo € adquirida por pessoas imunossuprimidas como
individuos HIV positivos (HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005). O risco de mulheres
adquirirem o parasito durante a gestacdo e ocorrer transmissdao vertical é alto. Segundo
estudos com criancas no Brasil, a partir da pesquisa de anticorpos IgM antigeno-
especificos, entre 5 a 23 criancas nascem infectadas por T. gondii a cada 10.000 recém-
nascidos. A maioria das criangas com toxoplasmose congénita desenvolve sintomas ou sinais
de toxoplasmose clinica, destas, algumas morrem ap0s o0 nascimento, 35% adquirem
problemas neuroldgicos, 80% doencas oculares e 40% sofrem perda de audi¢do (DUBEY et
al., 2012).
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A doenca ocorre em dois cursos: fase aguda e fase crénica. Durante o periodo inicial
da infeccdo que caracteriza a fase aguda da toxoplasmose ocorre a multiplicacdo répida de
taquizoitas em diferentes tipos de células. Algumas manifestacdes clinicas como febre, dor
de garganta, mialgia, cefaléia e coriorretinite podem ocorrer. Durante essa fase proliferativa,
a toxoplasmose pode causar a morte do hospedeiro (principalmente de pessoas
imunossuprimidas ou fetos). Entretanto, em casos de individuos imunocompetentes, a
multiplicacdo dos taquizoitas € interrompida devido ao desenvolvimento da resposta imune e
ocorre formacdo de cistos teciduais contendo bradizoitas, caracterizando a fase cronica da
infeccdo (FILISETTI; CANDOLFI, 2004; HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005;
CENCI-GOGA et al.,, 2011; SEPULVEDA-ARIAS et al., 2014). O mecanismo da
permanéncia indefinida dos cistos nos tecidos dos hospedeiros ndo é muito bem
compreendido, porém, 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; HICKEROTH; WEISS, 2000; SULLIVAN;
JEFFERS, 2012).

A manifestacdo da doenca em imunocomprometidos (HIV positivos, pacientes em
tratamento quimioterpico, individuos transplantados ou individuos com doencas
autoimunes) esta relacionada com a reativacdo de cistos pré-existentes, na grande maioria
dos casos. Neste contexto, os bradizoitas voltam ao estdgio de taquizoitas e podem levar o
paciente a o¢bito (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; MUNOZ; LIESENFELD;
HEIMESSAT, 2011; ROBERT-GANGNEAUX; DARDE, 2012).

O diagndstico para detectar a presenca de T. gondii pode ocorrer indiretamente por
métodos sorolégicos ou diretamente por meio de bioensaio, cultura celular, imuno-
histoquimica ou pelo diagndstico molecular por PCR em sangue, liquido amniotico ou
placenta (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; TALABANI et al., 2010). A identificacdo do
parasito através de métodos diretos como cultura celular ou isolamento por meio de
bioensaio é considerada padrdo ouro para a confirmacdo da infeccdo, mas sdo técnicas
relativamente demoradas e laboriosas (KOMPALIC-CRISTO et al., 2007; ABDUL-GHANI,
2011).

Um dos principais métodos a que se recorre para estabelecer o diagnéstico da
toxoplasmose € a sorologia, que consiste na pesquisa de anticorpos de diferentes classes de
imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA, e mais raramente, IgE) anti-T. gondii no sangue. De acordo

com o perfil sorologico, pode-se determinar a fase de infeccdo (aguda ou cronica). Os testes
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soroldgicos mais comumente utilizados sdo 0 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
convencional, de captura (IgM ou IgA) ou de avidez para 1gG; a Imunofluorescéncia Indireta
(IFI); o Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA); Imunoblotting (IB) e o Teste de
Aglutinacdo Modificada (MAT) (KOTRESHA; NOORDIN, 2010; ABDUL-GHANI, 2011;
BONYADI; BASTANI, 2013).

Métodos de prevencdo da toxoplasmose séo divulgados por programas de educagao
e salde publica, recomendando evitar-se 0 contato com materiais potencialmente
contaminados, como carnes cruas, frutas e verduras com higienizacdo deficiente e caixas de
areia com dejetos de gatos (OPSTEEGH et al., 2015; SEPULVEDA-ARIAS et al., 2014).

1.4. Resposta imune a T. gondii

Varios mecanismos imunoldgicos sdo responsaveis pelo controle da infecgdo por T.
gondii, sendo a imunidade celular o componente-chave da resposta imune do hospedeiro
contra a replicacdo do parasito (FILISETTI; CANDOLFI, 2004). O parasito pode ser
detectado de forma direta através do conjunto de moléculas especificas para deteccdo de
protozoarios, bem como ser indiretamente detectado pelo reconhecimento de moléculas e
eventuais danos teciduais associados a infec¢do parasitaria (YAROVINSKY, 2014). O inicio
da resposta imunoldgica ocorre pela participacdo de células da imunidade inata como
macrofagos, neutréfilos, células dendriticas e células natural killer (NK), além de outras
células de natureza ndo hematopoiética (HAUSER; SHARMA; REMINGTON, 1983;
FILISETTI; CANDOLFI, 2004; SANECKA; FRICKEL, 2012), como as células epiteliais
intestinais, que podem expressar 0S mesmos receptores de reconhecimento padrdo presentes
em células da imunidade inata (SANDERSON; WALKER, 2007). Existem mais de dez tipos
de receptores de reconhecimento padrdo, que sdo também denominados toll like receptors
(TLR), constituintes da membrana dessas células de defesa, que sdo capazes de reconhecer
proteinas de superficie dos parasitos (SCANGA et al., 2002). Dois exemplos sdo 0 TLR4 e
TLRY, receptores muito importantes, uma vez que camundongos deficientes destes dois
receptores ndo apresentam inflamacdo intestinal mediante infeccdo (MINNS et al., 2006;
HEIMESAAT et al., 2007).

Estudos mostram que uma das formas de ativacdo das células apresentadoras de

antigeno (APCs) se da pela interacdo direta com o parasito pelo reconhecimento da profilina,
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uma proteina essencial para sobrevivéncia do protozoario que regula sua motilidade e invaséo
a célula hospedeira. O reconhecimento ocorre por receptores TLRs que levam ao
recrutamento da molécula adaptadora MyD88 para o inicio de uma cascata imune de
sinalizacdo. A ativacdo dessa cascata resulta no aumento de IL-12 e IFN-y pelas APCs
(HUNTER; SIBLEY, 2012; STURGE; YAROVINSKY, 2014; YAROVINSKY, 2014). As
APCs secretam citocinas pro-inflamatdrias como interleucina (IL)-12 e fator de necrose
tumoral (TNF), que induzem linfécitos TCD4" a produzirem interferon (IFN)-y
(GAZZINELLI et al., 1994; HUNTER et al., 1995; DENKERS, 2010; JOHH; WENINGER;
HUNTER, 2010; SANECKA; FRICKEL, 2012). Esta citocina exerce muitas atividades
bioldgicas importantes, dentre elas a ativagdo de mecanismos microbicidas de macrdfagos
como a producdo de 6xido nitrico (NO), a inducdo da citotoxicidade de linfécitos TCD8*, o
aumento da expressdo de moléculas MHC-Il (LANG; GROB; LUDER, 2007), a conversao de
taquizoitas em bradizoitas e, ao mesmo tempo, a prevencdo da ruptura dos cistos teciduais,
impedindo a reativagdo do parasito no hospedeiro (SKARIAH; McINTYRE; MORDUE,
2010).

O parasito T. gondii também induz a producédo de outras citocinas pro-inflamatorias,
como o fator inibidor da migragdo de macréfagos (MIF), que demonstrou ser de extrema
importancia para o controle de T. gondii. Camundongos MIF nocautes (MIF™) foram mais
susceptiveis a infeccdo por T. gondii quando infectados pelas cepas ME49 ou RH em relacdo
aos animais selvagens (FLORES et al., 2008). Tal susceptibilidade ocorre devido a reducédo na
producéo de citocinas pro-inflamatorias como I1L-12, IL-1p, IFN-y, TNF e IL-18 (FLORES et
al., 2008), e a diminuicdo da maturacdo de células dendriticas, prejudicando a resposta imune
inata contra T. gondii (TERRAZAS et al., 2010). Estes dados sugerem que MIF age na
regulacao da funcdo de células do sistema imune inato em animais infectados por T. gondii
(FLORES et al., 2008; TERRAZAS et al., 2010), mostrando que esta citocina tem um papel
protetor contra este parasito. Além disso, alguns trabalhos publicados nos ultimos anos
evidenciaram um importante papel de MIF nos processos inflamatérios e no controle da
infeccdo por T. gondii na interface materno-fetal, especialmente em células trofoblasticas
humanas (FRANCO et al., 2011; GOMES et al., 2011; SILVA et al., 2012).

A producdo dessas citocinas esta associada a ativacdo da resposta imune adaptativa
mediada por linfocitos TCD8" e TCD4*. Os linfécitos TCD8" sdo células efetoras
caracterizadas pela secrecdo de citocinas envolvidas na resisténcia do hospedeiro ao parasito e

na atividade citotoxica. Essa funcédo torna os linfécitos importantes por induzirem a apoptose
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direta contra taquizoitas ou células infectadas (FILISETTI; CANDOLFI, 2004; MELO;
JENSEN; SAEL, 2011). Ja os linfécitos TCD4", além de auxiliarem na manutencdo da
resposta das células TCD8", regulam varios mecanismos imunes contra T. gondii (COMBE et
al., 2005; JONGERT et al., 2010). Existem, inclusive, diversas subpopulacdes de linfocitos
TCD4", que geralmente sdo diferenciadas pelo perfil de citocinas predominante no
microambiente em que se encontram. Dentre elas, os linfécitos T helper 1 (Th1l) produzem
citocinas pré-inflamatorias essenciais para o controle da infeccdo por patdgenos
intracelulares; e os linfocitos T helper 2 (Th2) que secretam citocinas anti-inflamatorias
envolvidas no controle de reagdes inflamatorias. As citocinas liberadas por estas
subpopulacdes induzem a liberacdo de outros fatores por células vizinhas capazes de recrutar
e ativar mais APCs. Desta forma, as células do sistema imune inato e adaptativo se
comunicam, e em casos de infeccdo atuam para intensificar a resposta imunologica efetora
contra o patégeno e conter a disseminacdo da infeccdo pelo organismo (ABBAS;
LICHTMAN, 2007).

Os macrofagos também sdo outro tipo celular necessarios para a protecdo do
hospedeiro, pois além de atuar na fagocitose e apresentacdo de antigenos aos linfécitos,
secretam citocinas pro-inflamatérias importantes como IL-12 e TNF, que ativam e auxiliam as
células da imunidade adaptativa (ROBBEN et al., 2004; HUNTER; SIBLEY, 2012;
STURGE; YAROVINSKY, 2014; YAROVINSKY, 2014). A IL-12 produzida pelos
macrdfagos induz os linfocitos a secretarem IFN-y, que medeia a resisténcia contra T. gondii,
promovendo varios mecanismos intracelulares para inibir a multiplicacdo do parasito (MELO
et al., 2011; DUPONT et al., 2012; STURGE; YAROVINSKY, 2014). Além disso, IFN-y no
microambiente inflamatdrio regula a expressdo de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e
espécies reativas do oxigénio (ROS) por macrofagos, que sao fatores toxicos importantes para
a eliminacdo do parasito (STURGE; YAROVINSKY, 2014; YAROVINSKY, 2014).

Durante a infeccdo por T. gondii ocorre a producdo de citocinas pro-inflamatorias.
Em individuos imunocompetentes sdo produzidas também citocinas anti-inflamatdrias, em
menores niveis, para que ocorra a protecdo contra o parasito e o controle da resposta
inflamatdria na tentativa de evitar danos teciduais (GUDE et al., 2004). Durante a gravidez, a
resposta imune é marcada pelo balanco entre os perfis pré-inflamatorio, essencial nos estagios
iniciais e no parto, e predominantemente anti-inflamatdrio (VARGAS-VILLAVICENCIO et
al., 2009; SALAMONE et al., 2012). Assim, ha uma converséo para o perfil imunolégico do
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tipo Th2 na gestante, com produg&o de citocinas anti-inflamatdrias como IL-4, IL-5, e fator de
transformacéo do crescimento (TGF) B (MILLER et al., 2009; DENNEY et al., 2011).

A maior susceptibilidade de gestantes a toxoplasmose esta relacionada ao perfil de
citocinas anti-inflamatorias predominante durante a maior parte do periodo gestacional.
Assim, para evitar a rejei¢do ao feto, acaba influenciando a maior susceptibilidade a infeccao
parasitaria e, consequentemente, o risco de infec¢do placentéria e transmisséo vertical da
toxoplasmose (SANTOS et al., 2008; MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESSAT, 2011).

1.5.  Resposta imunoldgica de macrofagos mediante infecgdo por T. gondii

Os macrdéfagos sao importantes populacdes de células da imunidade inata necessarias
para a protecdo do hospedeiro (STURGE; YAROVINSKY, 2014). Estas células s&o
altamente plasticas e respondem a uma variedade de estimulos do microambiente através da
alteracdo do seu fenétipo e funcdo. No ambiente inflamatdrio, os macréfagos podem ser
ativados por varios fatores exdgenos e enddgenos, que irdo definir o tipo de ativacdo (classica
ou alternativa) (VERRECK et al., 2004; AMBARUS et al., 2012; WANG et al., 2014).

A ativacdo classica (macréfagos M1) e alternativa (macréfagos M2) de macréfagos
se assemelha a polarizacdo Thl e Th2 de células T e, representa dois extremos de uma
mudanca dinamica dos estados da ativacdo dos macrofagos (WANG et al.,, 2014). Em
resposta a varios estimulos presentes no ambiente da inflamacéo (como produtos microbianos,
células danificadas, linfocitos ativados) ou condicdes fisiopatoldgicas, os macréfagos sao
induzidos por diferentes vias de polarizacdo e adquirem fenotipos (macréfagos M1 ou
macrofagos M2) que depende do fator estimulador (O’SHEA; PAUL, 2010). Assim, se
macrofagos sdo ativados por lipopolissacarideo (LPS), fator estimulador de colbnias de
granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) ou citocinas do tipo Thl desencadeia-se polarizagédo
para macrofagos M1 (SINDRILARU et al., 2011). Enquanto gue, a ativacdo por citocinas do
perfil Th2, como IL-4, IL-13, IL-10, fator estimulador de colonia de macréfagos (M-CSF)
(FLEETWOOD et al., 2007), complexos imunes, glucocorticoide, secosteroide (vitamina D3)
e hormonios induzem a ativacdo alternativa de macrofagos para o tipo M2 (GOERDT et al.,
1999; GORDON, 2003).

Os macréfagos M1 sdo produtores de fatores pré-inflamatorios, eficazes na

apresentacdo de antigenos, morte de parasitos intracelulares, resisténcia contra tumores
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(MOSSER, 2003; O’SHEA; PAUL, 2010; SINDRILARU et al., 2011; WANG et al., 2014),
e, além disso, sdo produtores proficientes de moléculas efetoras como oxigénio reativo e
intermediarios de nitrogénio (GOERDT et al., 1999; MOSSER, 2003). Este fenotipo
apresenta marcadores de superficie celular caracteristicos como CD40 e CD64, e geralmente
apresentam-se com formato fusiforme (VOGEL et al., 2014).

Os macrofagos M2 exibem atividade anti-inflamatéria e podem potencializar a
resposta Th2 e, a0 mesmo tempo, antagonizar a resposta de macréfagos M1 (SINDRILARU
et al., 2011). Além disso, participam da regeneracdo de tecidos e angiogénese, através da
secrecdo de fatores de crescimento e precursores da matriz extracelular e também tem como
funcdo a toleréncia imunoldgica (GORDON; TAYLOR, 2005; FLEETWOOD et al., 2007;
MANTOVANI et al., 2011; WANG et al., 2014). Em sua grande maioria, os macr6fagos M2
apresentam os marcadores CD163, CD206 e receptor de manose (MR) em sua superficie
celular e possuem morfologia circular (LIU et al., 2013; VOGEL et al., 2014).

Estudos in vitro revelaram a existéncia de mais dois tipos de macréfagos
pertencentes ao perfil M2. O fendtipo até entdo conhecido por ser ativado por IL-4 e IL-13
passou a ser denominado de M2a. Os macréfagos M2b sdo ativados por complexos imunes
juntamente com ligantes de TLR, responsaveis pela regulacdo imunolégica. Enquanto que 0s
macréfagos M2c, também conhecidos por macréfagos regulatorios ou desativados, sdo
aqueles induzidos por 1L-10, cuja fungdo consiste na tolerdncia imunolégica e remodelamento
tecidual. Neste ultimo tipo de fendtipo, incluem-se os macréfagos deciduais, importantes
durante a gravidez, por manter a tolerancia e homeostase na interface materno-fetal
(MANTOVANI et al., 2004; SVENSON-AVERLUND; ERNERUDH, 2015).

A polarizacdo de macrofagos é modulada pelo metabolismo de arginina, bem como
pela disponibilidade desta no meio extracelular. A mudanca para fenétipo M1 ou M2 ocorre
dependendo da concentracdo ou producdo das enzimas iNOS e arginase, pois ambas utilizam
0 mesmo substrato, a arginina, para sua atividade (RATH et al. 2014). Estas enzimas possuem
funcOes opostas e estdo envolvidas na resisténcia e susceptibilidade dos hospedeiros em uma
infeccdo (MILLS, 2001; PESCE et al., 2009; RATH et al., 2014). A alta concentracdo de
arginase induz a converséo da arginina em subprodutos como a ornitina e ureia que propiciam
a proliferacdo de células e patogenos (RATH et al., 2014). Por outro lado, macrofagos M1 séo
produtos da via da enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), que faz a hidrolise da
arginina para citrulina e Oxido nitrico (NO), importantes na atividade inflamatoria,

principalmente no controle da replicagdo de parasitos como T. gondii (MILLS, 2001; PESCE
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et al., 2009; RATH et al., 2014). Em contrapartida, os potenciais efeitos patoldgicos da alta
concentragdo de NO sdo limitados porque a arginase compete com iNOS pelo mesmo
substrato, e de certo modo, a atividade de arginase modula a producdo de NO pela reducao da
disponibilidade de arginina (COOK et al., 1994; CHANG; LIAO; KUO, 1998).

Os macrofagos podem alternar seu fen6tipo, de modo que, macréfagos M1 podem se
diferenciar em M2 e vice versa (ITALIANI et al., 2014; ITALIANI; BORASCHI, 2014). A
capacidade de alterar dinamicamente o fenotipo deve ser cuidadosamente regulada para evitar
respostas inflamatorias descontroladas sem o comprometimento da resolucdo da inflamacéo
(MCCORMICK; HELLER, 2015). Este controle ocorre por um conjunto de vias de
sinalizacdo e redes de regulacdo de transcrigdo e pés-transcricdo (O’SHEA; PAUL, 2010). A
proteina supressora de sinalizacdo de citocinas (SOCS) é uma das mediadoras que atuam na
regulacdo da polarizacdo de macréfagos e na sinalizacdo de citocinas (MCCORMICK;
HELLER, 2015). As SOCS sdo expressas em todas as células e podem ser induzidas por uma
variedade de estimulos que incluem citocinas, ligantes de receptores TLR, complexos imunes
e horménios (YOSHIMURA; NAKA; KUBO, 2007). A expressdo destas proteinas nos
macrofagos € baixa, mas sdo rapidamente expressas apds ativacdo das células, sendo que dos
oito membros das SOCS, as SOCS1 e SOCS3 tém papel importante na regulacdo da
polarizacdo (LIU et al., 2008; QIN et al., 2012; ARNOLD et al.,, 2014; MCCORMICK;
HELLER, 2015).

A troca dos fendtipos M1-M2 durante a transi¢do da fase aguda para a fase cronica
em doencas fornece protecdo ao hospedeiro contra inflamacdes descontroladas. No entanto,
esta troca fenotipica poderia favorecer patdgenos que possuam estratégias para interferir na
atividade microbicida dos macréfagos M1 (PATHAK et al., 2007; BENOIT; DESNUES;
MEGE, 2008; BENOIT et al., 2008; SICA; MANTOVANI, 2012).

Ao longo de uma infeccdo, T. gondii tem habilidade para induzir a polarizacdo dos
macrdfagos associada a viruléncia, carga parasitéria local e patologia (JENSEN et al., 2011).
Em relacdo a polarizacdo de macréfagos frente a cepas clonais de T. gondii, cepas do tipo | e
Il podem induzir a polariza¢do para macréfagos M2 e cepas do tipo Il desencadear a ativagdo
classica dos macrofagos (M1) (JENSEN et al., 2011; MELO et al., 2011). Pouco se sabe sobre
polarizagdo na presenca de cepas atipicas de T. gondii. Em um estudo com isolados chineses,
a cepa mais virulenta TgCtwh3 provocou a polarizacdo para macrofagos M2. Ja a cepa
TgCtwh6, menos virulenta, induziu a polarizagdo para M1 (LIU, et al., 2013).
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1.6.  Mondcitos da linhagem THP-1

Vérios estudos in vitro com macrofagos sdo realizados utilizando-se modelos
experimentais de linhagens celulares bem estabelecidas em cultura. As células
mielomonociticas da linhagem THP-1 (mondcitos THP-1) foram isoladas do sangue
periférico de uma crianca com leucemia monocitica aguda. Estas células permitem o
desenvolvimento de estudos na presenca de patdgenos como T. gondii e podem ser mantidas
em cultura por longos periodos. Tais caracteristicas favorecem a realizagdo de estudos que
avaliam a disseminacdo e a capacidade de T. gondii (CHANNON; SEGUIN; KASPER, 2000;
BARRAGAN; SIBLEY, 2003).

Devido as similaridades metabdlicas e morfoldgicas, estas células podem ser
diferenciadas em macrdfagos através do forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), 1,25-di-
hidroxivitamina D3 (VD3), acido retindico ou citocinas (TNF, IFN-y) (TSUCHIYA et al.,
1982; CHEN; DEFRANCES; ZARNEGAR, 1996; CHEN; CATHARINE, 2004;
HUMENIUK-POLACZEK; MARCINKOWSKA, 2004; PARK et al., 2007; DAIGNEAULT
et al., 2010). Os ésteres de forbol como o forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) sdo capazes
de induzir a diferenciagdo completa de mondcitos em macrofagos (AUWERX, 1991,
AUWERX et al., 1992; PARK et al., 2007; DAIGNEAULT et al., 2010). A diferenciagédo
induzida por PMA ocorre por meio da ativacdo da proteina quinase C (PKC) e se assemelha a
diferenciacdo induzida por diacilglicerol que ocorre naturalmente nos macréfagos humanos
(REYES et al., 1999; CAO et al., 2014).

Os macréfagos THP-1 diferenciados sdo utilizados como modelo in vitro de
macrofagos humanos em estudos envolvendo doencas inflamatérias (KRAMER; WRAY,
2002; UEKI et al., 2002; HIORT et al., 2003). Pelo fato destas células se comportarem como
macrdfagos derivados de mondcitos nativos, a linhagem celular fornece um modelo vélido
para estudar os mecanismos envolvidos na diferenciacdo de macr6fagos (AUWERX, 1991).

Ndo h& dados na literatura que mostre a polarizacdo de macréfagos humanos
infectados por cepas atipicas e clonais de T. gondii. O melhor entendimento sobre o perfil de
macrofagos gerado apos infeccdo por tais cepas é importante de modo a esclarecer o papel
destas células durante infecgdo por T. gondii, além de compreender o comportamento de cada

cepa (atipica e clonais) nos macréfagos.
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JUSTIFICATIVA

O parasito T. gondii é classificado em cepas clonais e atipicas de acordo com o seu
padrdo genético. Durante a resposta imunoldgica, os macro6fagos tém importante fungdo no
controle do parasito, de modo que, durante uma resposta imunoldgica, estas células
participam ativamente da resposta imune do hospedeiro, e podem ser polarizadas para o perfil
M1 ou M2, de acordo com fatores presentes no ambiente da inflamacdo, sendo que T. gondii
também pode induzir a polarizacdo dos macrofagos.

Considerando que cepas atipicas de T. gondii podem causar grave sintomatologia em
humanos quando comparado com as cepas clonais, especialmente em pessoas
imunocomprometidas e criancas infectadas congenitamente; e, levando em consideracdo a
diferente viruléncia das cepas clonais, 0 presente trabalho se justifica pela necessidade de
analisar a diferenciacdo fenotipica de macréfagos humanos infectados por cepa atipica e
clonais de T. gondii. Pesquisas existentes foram realizadas com macréfagos de camundongo, e
0 presente trabalho veio a investigar o comportamento de macréfagos humanos derivados da
linhagem THP-1. Nesse sentido, determinar a diferenciacdo fenotipica de macréfagos
infectados com as cepas TgChBrUD2, RH e ME49, é uma importante ferramenta capaz de
adicionar dados que favorecam a compreensdo da polarizacdo dos macrofagos humanos

infectados por diferentes cepas de T. gondii e mediadores produzidos diante da infeccdo.

2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Analisar a polarizagdo in vitro de macrofagos humanos derivados da linhagem THP-
1 infectados com a cepa atipica TgChBrUD2 e clonais RH e ME49 de T. gondii.

2.2.  Objetivos especificos
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e Determinar a producdo de citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatorias pelos
macrofagos infectados ou ndo com a cepa atipica (TgChBrUD?2) e clonais (RH e ME-
49) de T. gondii;

e Determinar a producdo de ureia e secrecdo de nitrito pelos macrofagos infectados ou
ndo com a cepa atipica e clonais de T. gondii;

e Analisar a morfologia dos macrofagos ndo infectados e infectados pela cepa atipica e
clonais de T. gondii;

e Comparar a proliferacdo intracelular de T. gondii em macréfagos infectados pela cepas
atipica e clonais de T. gondii;

e Avaliar a expressdo de marcadores celulares das populacdes de macréfagos M1 e M2
em macrofagos THP-1 infectadas ou ndo com a cepa atipica e clonais de T. gondii.

3. METODOLOGIA

3.1. Manutencéo das células THP-1 e BeWo em cultura

As ceélulas THP-1 (linhagem monocitica humana) e células BeWo (células de
coriocarcinoma humano) foram adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, EUA) e mantidas em cultura no Laboratério de Imunofisiologia da
Reprodugéo da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

Ambas as linhagens celulares foram cultivadas em frascos de cultura de 25 ou 75 cm?
contendo meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute; Gibco, Paisley,
Inglaterra) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF) (Cultilab), antibiéticos (10.000 U/ml de penicilina e 10 pg/ml de estreptomicina) e 25
mM de HEPES (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA) e foram incubadas em
estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO> (BARBOSA et al., 2008; CASTRO et al., 2013).

As células THP-1 sdo celulas cultivadas em suspensdo por serem ndo aderentes.
Brevemente, o SBF foi centrifugado a 400 x g durante 10 minutos antes de ser adicionado ao
meio RPMI. Os repiques nas células THP-1 foram realizados a cada dois dias, o sobrenadante
com as células foi retirado da garrafa de cultura e transferido para tubos de 15ml e

centrifugado a 400 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds descarte do sobrenadante,
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as células foram ressuspendidas em 1ml de meio com soro, distribuidas em novos frascos de
cultura e incubadas (CASTRO et al., 2013).

Diferentemente das células THP-1, as células BeWo séo celulas aderentes. O
procedimento do repique foi semelhante com a diferenca de que, inicialmente, foi realizado a
lavagem das células com meio RPMI a 10% de SBF, e em seguida incubadas com solugéo de
tripsina (Sigma). Posteriormente, as células foram lavadas e retiradas dos frascos de cultura
com uso de meio a 10% de SBF, seguido por centrifugacdo (BARBOSA et al., 2008;
CASTRO et al., 2013).

3.2.  Manutengéo in vivo e in vitro das cepas TgChBrUD2, RH e ME49 de T. gondii

As cepas TgChBrUD2, RH ou ME49 foram mantidas, primeiramente, na cavidade
peritoneal de camundongos C57BL/6 mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentacéo
Animal (CEBEA) da UFU. Os animais foram mantidos livres de patdgenos especificos em
ciclos diarios de 12 horas de luz/escuro, com dieta ad libitum e temperatura média de 25 °C.
Todos os procedimentos experimentais utilizando estes animais foram conduzidos de acordo
com os principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (1991)
e pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Uberlandia. Os experimentos foram aprovados pelo CEUA sob o protocolo de nimero 049/11
(ANEXO 1).

Realizou-se inoculacdo intraperitoneal em camundongos através do in6culo com 100
taquizoitas de cada cepa. Cada camundongo recebeu o indculo de apenas uma cepa. Apés
analise da morbidade durante infeccdo dos camundongos pelas cepas, 0s exsudatos
peritoneais de camundongos previamente infectados foram obtidos por meio de lavagens da
cavidade abdominal com meio de cultura (RPMI 1640) sem soro e, posteriormente, as
suspensdes parasitarias foram centrifugadas a 720 x g por 5 minutos. Os taquizoitas
resultantes na fracéo pellet foram ressuspensos e, em seguida foram transferidos para garrafas
de cultura contendo células BeWo em monocamada com 15 mL de meio RPMI com 2% de
SBF e incubados a 37 °C e 5% de COa. Os repiques em cultura foram feitos a cada 48 horas.

3.3.  Diferenciagdo dos mondcitos THP-1 em macrofagos
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O sobrenadante de cultura contendo mondcitos THP-1 foi removido dos frascos de
cultura e centrifugado a 400 x g por 5 minutos. As células foram contadas em camera de
Neubauer, ajustadas a uma propor¢do de 5x10° células/garrafa, mantidas em garrafas de
cultura de 75cm? em 15mL de meio a 10% de SBF e 1,5uL de forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA) (Biogen Com. Dist. Ltda, Sumarezinho, SP, Brazil) a 10 ng/mL durante 48h a 37 °C e
5% de CO- (PARK et al., 2007). O processo de diferenciacdo de mondcitos em macrofagos
foi verificado através da andlise da adesdo celular dos macrofagos as garrafas de cultura. Apos
diferenciacdo, os macrofagos foram lavados com meio de cultura a 10% de soro e
tripsinizados por 5 minutos a 37 °C e 5% de CO2. Em seguida, as células foram lavadas e
retiradas de frascos de cultura com meio a 10% de soro, transferidas para tubos de 15 ml e
centrifugadas a 400 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. Ap6s o descarte do
sobrenadante, os macréfagos foram homogeneizados em meio com soro (GUIRELLI et al.,

2015). Esses macrofagos foram utilizados em todos os experimentos.

3.4. Infeccdo de macrdéfagos pelas cepas TgChBrUD2, RH e ME49 de T. gondii

Os macrofagos obtidos como descrito no item anterior foram contados em camara de
Neubauer, utilizando-se 20 pl do pellet adicionados de 20 pl de azul de Tripan. Os
macrofagos foram ajustados a um volume de 4x10° células e cultivados em placas de 24
pocos (Caltech, Uberlandia, MG, Brasil) em 210uL de meio a 10% de SBF por pogo. As
placas foram mantidas em estufa por 24 horas a 37 °C e 5% de CO.. Posteriormente, a
infeccdo dos macrofagos ocorreu com taquizoitas das cepas TgChBrUD2, RH ou ME49 na
proporcéao de 2 parasitos por célula (2:1), mantidos em estufa a 37 °C e 5% de CO; durante 24
horas. As células controle ndo infectadas foram incubadas somente com meio. Finalizado o
periodo de infecgdo, a placa foi centrifugada a 400 x g por 5 minutos, o sobrenadante foi
coletado e estocado a -80 °C para posterior dosagem de citocinas por ELISA e nitrito pela
reacao de Griess. Para a coleta das células, foi adicionado tripsina e a placa foi incubada por 3
minutos. A tripsina foi inativada com meio a 10% de soro, os macrofagos foram retirados da
placa, transferidos para eppendorfs (Axygen Scientific, Inc., Bishop Meadow Rd,
Loughborough, United Kingdom) e centrifugados a 15000 x g a 24 °C por 1 minuto. O
sobrenadante foi descartado e os macréfagos estocados a -80 °C. As células foram utilizadas

para a quantificacdo de ureia, analise morfoldgica, analise do parasitismo por gPCR e a
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expressdo dos receptores CD64 (marcador de M1), CD163 ou CD206 (marcadores de M2)
por citometria de fluxo.

3.5.  Dosagem de citocinas por ELISA

As citocinas MIF, IL-6, TGF-B1, IFN-y, IL-10, TNF e IL-12p40 foram mensuradas
nos sobrenadantes de macréfagos nas diferentes condicdes experimentais por ELISA
sanduiche, de acordo com as instru¢fes dos fabricantes (BD Biosciences, San Diego, CA,
USA or R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Brevemente, placas foram incubadas com
anticorpo de captura. A seguir as placas foram bloqueadas e incubadas com as amostras ou
com as respectivas citocinas recombinantes para a construcdo da curva padrdo. Apos serem
lavadas as placas foram incubadas com anticorpo de deteccdo biotiniliado especifico para
cada citocina. Os ensaios foram desenvolvidos usando estreptavidina acoplada com
peroxidase (HRP) e revelados com 3°3-5’5 tetrametilbenzidina (TMB). As concentragdes de
cada citocina foram determinadas pela extrapolacdo da curva padrdo com concentracdes
conhecidas de cada uma das citocinas. Os dados foram demonstrados em pg/mL de acordo
com a referéncia da curva padrdo. O limite de deteccdo obtido para cada analise foi 62.5
pg/mL (MIF); 7.8 pg/mL (IL-10 e TNF); 4.7 pg/mL (IL-6 e IFN-y); 125 pg/mL (TGF-B1) ¢
31.25 pg/mL (1L12p40).

3.6. Dosagem de nitrito

O sobrenadante dos macrofagos foi analisado pela reacdo de Griess para dosar a
producdo de nitrito, o subproduto do 6xido nitrico (GREEN et al., 1982). Os sobrenadantes
foram adicionados em duplicata a placas de 96 pocos e misturados na proporcdo de 1:1 com
1% de sulfanilamida dicloridrato e 0,1% cloreto de alfa-naftiletilenodiamina em 2,5% de
acido fosforico (HsPOs). A absorbancia foi lida em um leitor de placas a 570 nm, e a
concentracédo foi determinada em referéncia a uma curva padrao de nitrito de sodio (NaNO3)

com concentragdes que variam de 5 a 200 uM/ml.
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3.7. Mensuracao da atividade de arginase em macréfagos

A atividade de arginase foi analisada através da dosagem de ureia no lisado de
macrofagos. Para isso, foi feita a lise das células com tampdo de ensaio de
radioimunoprecipitacdo (RIPA) [50 mmol/I de Tris, 150 mmol/l de NaCl, Triton X-100 (1%),
deoxiclato de sddio (1%) e SDS (0.1%); pH 7.5] e adicionados coquetéis de inibidores de
protease. O homogenato foi centrifugado a 15000 x g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante
foi coletado para a dosagem da ureia pelo kit Ureia UV Liquiform (Labtest, Lagoa Santa,
Minas Gerais, Brazil). As amostras foram adicionadas a placas de 96 pocos para determinagédo
da concentracdo de ureia (mg/dl), e a dosagem seguiu-se de acordo com as instrucbes do
fabricante. A absorbancia foi detectada em leitora de microplaca a 340 nm e 37 £ 0,2 °C. A

atividade de arginase foi determinada pela quantidade de ureia detectada.

3.8. Analise morfoldgica de macrofagos ndo infectados e infectados pelas cepas
TgChBrUD2, RH e ME49

Macroéfagos ndo infectados ou infectados pelas cepas TgChBrUD2, RH ou ME49
foram fotografados para andlise da morfologia celular e para demonstracdo de dados do
parasitismo. Os procedimentos de plagueamento foram os mesmos descritos acima com a
diferenca de que os macréfagos foram cultivados em laminulas de vidro circulares de 13
milimetros de didmetro em placas de 24 pocos. Apos 24 horas de infeccdo, o sobrenadante foi
descartado e as células foram fixadas em formol tamponado com fosfato a 10% por 24 h.
Posteriormente, as laminulas com os macréfagos foram corados com 1% de azul de toluidina
(Sigma) por 10 segundos. As laminulas foram montadas em laminas de vidro e as células
analisadas em um fotomicroscopio acoplado a uma camera (Olympus BX51 and Olympus
DP70; Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japan).

O numero de células circulares e fusiformes foi quantificado em microscopia de luz
(Optiphase, Inc., Van Nuys, CA, Estados Unidos) por meio da analise de laminulas contendo
macrofagos controle, macréfagos infectados por TgChBrUD2, RH ou ME49. Trés laminulas
foram depositadas em uma lamina. As laminulas com as células foram divididas em quatro
qguadrantes. Em um ensaio cego, foram contadas 100 células, para cada quadrante

microscopico (aumento original 40x). O experimento foi realizado em triplicata.
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3.9. Analise da proliferacdo intracelular por PCR quantitativa em tempo real (QRT-
PCR)

A detecgédo da proliferacdo intracelular das cepas TgChBrUD2, RH e ME49 de T.
gondii nos macrofagos foi determinada por qRT-PCR. O DNA total foi extraido dos
macrofagos usando o kit Wizard® Genomic DNA purification (Promega Corporation,
Madison, W1, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA total foi quantificado
por espectrofotometria UV (NanoDrop Lite Spectrophotometer; Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA). A gRT-PCR foi realizada por meio de StepOnePlus® Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) com corente fluorescente de
ligacdo a0 DNA do kit Go Tag® gPCR Master Mix (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin USA). As condicfes de termociclagem bem como os oligonucleotideos foram
realizados conforme descrito por Wahab e colaboradores em 2010 (WAHAB et al., 2010). Os
primers (forward, 5'-CACAGAAGGGACAGAAGT-3’ and reverse, 5'-
TCGCCTTCATCTACAGTC-3") foram utilizados para amplificacdo do DNA de T. gondii
correspondente ao gene repetitivo de 529 pares de base, AF146527 (Genbank). Controles

positivos e negativos do parasito foram incluidos em cada ensaio.

3.10. Analise da polarizacdo através da expressdo de CD64, CD163, CD206 em
macrdéfagos por citometria de fluxo

O plaqueamento e a infeccdo dos macréfagos ocorreu da mesma forma como
descrito acima, com a diferenca de que foram plaqueadas 1x10° células e cultivadas em placas
de 6 pocos (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas, USA) em 2 mL de meio a 10% de
SBF por poco. Os macréfagos foram removidos das placas, lavadas com PBS gelado estéril,
transferidos para tubos de 15 mL e centrifugados a 400 x g por 7 minutos. Posteriormente, as
células foram homogeneizadas em PBS com 0,5% de BSA (Sigma), a concentracéo celular foi
ajustada para 1x10° células/100 pL e as células foram transferidas para tubos de poliestireno
de 15x75 mm (BD Biosciences). Em um mesmo tubo de cada condigéo, foram adicionados 3
uL do anticorpo monoclonal anti-CD64 conjugado com APC (BD Biosciences), 10 uL do
anticorpo monoclonal anti-CD206 conjugado com PE (BD Biosciences) e 3 uL. do anticorpo

monoclonal anti-CD163 conjugado com FITC (BD Biosciences). Como controle, foram
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adicionados 5 pL do isotipo controle irrelevante 1gG de camundongo (Milipore, S&o Paulo,
SP, Brasil). Os tubos foram homogeneizados e incubados a 4 °C por 30 minutos ao abrigo da
luz. Apdés a marcacdo, foi adicionado 1mL de PBS com 0,5% de BSA (Sigma). O
sobrenadante foi descartado e as células com os anticorpos foram fixadas com 300 uL de
fixador MFF (paraformaldeido e cacodilato de sddio). Em seguida, foi realizada a leitura de
20.000 células de cada condicdo experimental no citdmetro FACSCalibur BD™ (BD

Company).

3.11. Anélise estatistica

Os dados foram analisados atraveés do programa GraphPad Prisma versdo 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Trés experimentos independentes foram
realizados em triplicata. As andlises estatisticas foram expressas como média + erro padrao da
média (SEM) e as diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste ANOVA com
comparagbes mdaltiplas de Bonferroni em casos de testes paramétricos; dados néo
paramétricos foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis e pos teste de Dunns. As diferencas
estatisticas foram consideradas significantes quando p < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1. Cepa atipica e clonais de T. gondii provocam aumento da producdo de MIF e
diminuicao de IL-10 nos macrdéfagos, e TgChBrUD2 induz o aumento de IL-6

Para verificar as citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatodrias liberadas pelos
macrofagos, durante infecgcdo por cepas clonais e atipica de T. gondii, realizou-se a dosagem
de citocinas 1L-10, MIF, IL-6, TGF-B1, TNF, IFN-y ¢ IL-12p40 por ELISA sanduiche em
sobrenadantes de culturas de macréfagos. A analise dos dados mostrou que os macrofagos
infectados com as cepas TgChBrUD2, RH ou ME49 diminuiram a producéo de 1L-10 (Figura
2A) e aumentaram a a producdo de MIF (Figura 2B) quando comparado aos macrofagos
controle. Além disso, macrofagos infectados com ME49 demonstraram maiores niveis de
producdo de MIF em relagdo as células infectadas pelas cepas TgChBrUD2 ou RH (Figura

2B). Durante a infecgdo por TgChBrUD2, os macrofagos apresentaram produgdo de IL-6
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significantemente maior em comparacdo ao controle. A infeccdo dos macréfagos por RH e
ME49 mostraram menores niveis de IL-6 quando comparado com as células infectadas por
TgChBrUD2 (Figura 2C). A producdo de TGF-B1 (Figura 2D), TNF (Figura 2E) e IFN-y
(Figura 2F) também foi verificada, mas ndo apresentaram aumento significativo em relacdo ao
controle. A producdo da citocina 1L12p40 pelos macrofagos ndo foi detectavel (dados néo

mostrados).

4.2.  Os macrdéfagos infectados pela cepa atipica aumenta a liberacdo de nitrito e a
infeccdo por ME49 e TgChBrUD2 induz a reducdo da secrecdo de ureia nos macréfagos

A atividade de arginase foi analisada através da dosagem de ureia liberada pelos
lisados de macrofagos infectados ou ndo por T. gondii. Os resultados mostraram reducédo
significativa na producdo de ureia nos macréfagos infectados pelas cepas TgChBrUD2 e
ME49 comparado com o controle. Os macrofagos infectados por RH néo apresentou diferenca
estatistica em relacdo a producdo de ureia (Figura 3A).

A producdo de nitrito foi verificada a partir do sobrenadante de macrdfagos
infectados ou ndo por T. gondii através da reacdo de Griess. A analise mostrou que houve
aumento de nitrito nos macrofagos infectados por TgChBrUD2 em relacdo ao controle. A
infeccdo por RH mostrou niveis significativamente menores de nitrito quando comparado aos
macrofagos infectados por TgChBrUD2. Os macrofagos infectados por ME49 mostraram

tendéncia ao aumento de nitrito (Figura 3B).

4.3. A proliferacdo de T. gondii ¢ maior nos macrofagos infectados por RH

A proliferacdo intracelular de T. gondii foi analisada por qRT-PCR- para verificar
possiveis diferencas na replicacdo do parasito entre os diferentes tipos de cepas. Os resultados
mostraram que a proliferacdo da cepa RH nos macrofagos foi significativamente maior
quando comparado com as cepas TgChBruUD2 e ME49 (Figura 5A). As fotomicrografias
representativas (Figs. 5B-D) confirmaram esses dados, onde € possivel observar maior
guantidade de parasitos extracelulares nos macréfagos infectados com a cepa RH (Figura 5C)
em comparagdo com os macrofagos infectados com TgChBrUD2 (Figura 5B) ou macrofagos
infectados com ME49 (Figura 5D).
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4.4. Macrofagos infectados com TgChBrUD2 apresentaram predominio da
morfologia fusiforme

Para verificar a morfologia dos macréfagos do grupo controle e dos grupos
infectados por cepas TgChBrUD2, RH ou ME49 de T. gondii, as laminulas com os
macrofagos foram analisadas em um fotomicroscopio. A morfologia de macréfagos foi
analisada apos 24 horas de infeccdo e os macrofagos com forma circular ou fusiforme foram
contados. Foi observado que macrofagos ndo infectados (controle) com formato circular
foram predominantes em relacdo aos macro6fagos com formato fusiforme (Figura 6A). Além
disso, macrofagos controle com morfologia circular foram encontrados em maior quantidade
guando comparado com macrofagos com formato circular durante infeccdo por TgChBrUD2
e RH. A infeccdo por TgChBrUD2 mostrou predominio de macréfagos com formato
fusiforme em relacdo ao formato circular. Além disso, a infeccdo pela cepa atipica produziu
maior numero de macrofagos fusiformes quando comparado ao controle com formato
fusiforme. A infeccdo pelas cepas RH e ME49 ndo mostraram diferenca estatistica em relacéo
aos macréfagos com formato fusiforme e formato circular (Figura 6A). Fotomicrografias
representativas da morfologia dos macréfagos controle, macréfagos infectados com
TgChBrUD2, macréfagos infectados com RH e macrofagos infectados com ME49 estdo

representadas nas figuras 6B, 6C, 6D e 6E, respectivamente.

4.5.  Ainfecgéo pelas cepas TgChBrUD2, RH ou ME49 induz expressao semelhante de
marcadores de superficie em macrofagos humanos

Para verificar se ocorreu polarizacdo dos macrofagos infectados pelas cepas
TgChBruD2, RH e ME49 de T. gondii, foi analisada a expressdo de marcadores CD163
(marcador de macréfago M2), CD206 (marcador de macrofago M2) e CD64 (marcador de
macrofago M1) nos macréfagos ndo infectados e infectados pelas cepas acima citadas. Foi
observada tendéncia a diminuicdo do marcador CD64 nos macrofagos infectados por
TgChBruD2, RH ou ME49 em relagéo ao controle (Figura 7).
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5. DISCUSSAO

Os macrdéfagos sdo celulas da imunidade inata que possuem um fendétipo altamente
dindmico que rapidamente responde a estimulos externos do microambiente e, direciona a
resposta imunoldgica, de modo que podem sofrer polarizacdo e desencadear uma resposta
pré-inflamatoria ou anti-inflamatoria (MCCORMICK; HELLER, 2015). A polarizacdo é
desencadeada em resposta a sinais do microambiente e substancias presentes no local da
inflamacdo (ITALIANI; BORASCHI, 2014). Durante a polarizag¢ao, os macréfagos podem ser
divididos em dois fendtipos/subconjuntos: macréfagos classicamente ativados (M1) e
macrofagos alternativamente ativados (M2) (MANTOVANI et al., 2013). Esses subconjuntos
diferem em relacdo aos marcadores de superficie, secrecdo de citocinas e funcOes efetoras
(ITALIANI; BORASCHI, 2014). Os macrofagos M1 estdo envolvidos na resposta
inflamatoria e sdo produtores de citocinas do perfil Thl (CASSETA et al., 2011), medeiam
defesa contra patdgenos bacterianos, virus e tumores (MARTINEZ; GORDON, 2014),
enquanto que, macréfagos M2 sdo caracterizados pela secrecao de citocinas anti-inflamatorias
e tem fungdes imunossupressivas como fagocitose de células apoptdticas, tolerancia
imunolégica e remodelamento tecidual (MANTOVANI et al., 2013). Os macréfagos podem
alternar seu fendtipo, de modo que, macr6fagos M1 podem se diferenciar em M2 e vice-versa
(ITALIANI et al., 2014; ITALIANI; BORASCHI, 2014). Esta troca de fendtipo dos
macrdfagos pode ser regulada de modo a prevenir respostas inflamatorias incontroladas para
resolver o processo inflamatério (MCCORMICK; HELLER, 2015). Cepas de T. gondii,
clonais ou atipicas, tem capacidade para induzir a ativacdo especifica dos macréfagos e,
consequentemente, induzir a polarizagdo (JENSEN et al., 2011; MELO et al., 2011; LIU, et
al., 2013), que pode estar associada a viruléncia, carga parasitaria ou patologia (JENSEN et
al., 2011).

Os macrofagos da linhagem THP-1 transformados a partir do PMA foram utilizados
nesta pesquisa devido a facilidade de transformar os mondcitos em macrofagos, bem como
pelas semelhancas metabolicas que tais células apresentam em relacdo a morfologia e
fisiologia com os macréfagos humanos nativos. No presente estudo, nds avaliamos a
polarizacdo de macrdfagos derivados de THP-1 infectados pelas cepas TgChBrUD2, RH e
ME49 de T. gondii por meio da producéo de citocinas e ureia, secrecdo de nitrito, anélise da

morfologia celular, marcadores da superficie celular e proliferagéo intracelular do parasito.
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Os resultados do estudo mostraram que a infeccdo por TgChBrUD?2 induziu aumento
da producdo de MIF e IL-6 nos macrofagos, ambas citocinas pro-inflamatorias. Por outro
lado, houve diminuicdo da citocina IL-10. Estudos com macrofagos de camundongos
infectados com isolados chineses de T. gondii mostraram que o isolado menos virulento
(TgCtwh6), que provocou polarizagcdo dos macrofagos para o tipo M1, induziu aumento da
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-12, enquanto TgCtwh3, outro isolado chinés
de maior viruléncia que induziu a polarizacdo para macréfagos M2, provocou reducdo na
producdo desta mesma citocina (LIU et al., 2013). Outro estudo com os mesmos isolados
chineses mostrou que TgCtwh6 induziu aumento de IL-12p40 e TNF em macrofagos de
camundongos (ZHANG et al., 2013).

No presente estudo, também foi observado que a infeccdo pelas cepas ME49 e RH,
assim como TgChBrUD2 induziu alta secre¢do de MIF e baixos niveis de IL-10. Além disso,
os macréfagos infectados por ME49, cepa do tipo Il, foram capazes de promover um aumento
significativo de MIF, maior do que a infeccdo por TgChBrUD2 e RH. Ja a cepa RH
desencadeou nos macréfagos uma resposta com niveis mais baixos das citocinas pro-
inflamatdrias quando comparado com os macréfagos infectados por TgChBrUuD2 e ME49,
embora outras citocinas também pro-inflamatorias ndo mostraram resultados significativos.
Concordando com nossos resultados, estudos com macrofagos de camundongos infectados
com a cepa Pru (cepa do tipo IlI) mostraram inducdo do aumento da expressdo de genes
responsaveis pela producdo de muitas citocinas pré-inflamatorias como IL-1p, IL-6, IL-
12p40/35 e 1L-23p40/19 (ROBBEN et al., 2004; JENSEN et al., 2011). Outro estudo mostrou
que a cepa do tipo Il (Pru) aumentou a producdo das citocinas IL-12p40 e TNF (ZHANG et
al., 2013). Estudos prévios demonstraram que a infeccdo por ME49 em células BeWo
exibiram uma resposta preferencialmente do perfil pro-inflamatério com altos niveis de
secrecdo de MIF, TNF, IL-12p70, IL-17A e IL-6. Entretanto, contrario aos nossos resultados
em relacdo a infeccdo por RH, células BeWo infectadas por esta cepa aumentaram a secrecao
das citocinas anti-inflamatorias TGF-f1 e IL-10 (ANGELONI et al., 2013). Diferengas no
perfil de citocinas encontrado pela RH, pode ser explicado pelo tipo de células utilizada, os
macrofagos derivados de THP-1. Os macrofagos humanos sdo fundamentalmente diferentes
dos macrofagos de roedores (SHNEEMANN; SCHOEDEN, 2007). Apesar da resposta imune
humana possuir um conjunto de vias que sdo idénticos para os roedores, e provavelmente
todos os mamiferos; os humanos tem evoluido algumas vias que sdo diferentes nos roedores,

que foram criadas por pressdes evolutivas de novos patdgenos causadores de doengas (como
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tuberculose, dengue, entre outras), novos ambientes, e a introducéo ou perda de genes dentro
do “pool” genético humano (COERS; STARNBACH; HOWARD; 2009). Além disso,
diferencas na viruléncia entre varios tipos de cepas de T. gondii podem estar associadas com
vias intracelulares de células hospedeiras que sdo manipuladas pelo parasito (HUNTER;
SIBLEY, 2012). Nesse sentido, tem sido demonstrado que proteinas do parasito como ROP16
e GRAL5 podem influenciar a polarizagdo de macrofagos (JENSEN et al., 2011).

A fim de melhor caracterizar a polarizacdo dos macrofagos pelas cepas atipica e
clonais estudadas, fez-se a dosagem de ureia, o subproduto da enzima arginase. Esta enzima é
um dos maiores marcadores da ativagdo alternativa, cuja expressdo pode determinar a
polarizagdo para macréfagos M2 (MURRAY; WINN, 2011; MILLS, 2012). Pesquisas
mostraram que a arginase é altamente expressa nos macrofagos infectados pelas cepas clonais
do tipo 11l (CEP) (JENSEN et al., 2011) e tipo | (RH) (JENSEN et al., 2011; ZHANG et al.,
2013). Resultados semelhantes foram encontrados em macréfagos de camundongo infectados
pela cepa chinesa TgCtwh3 que exibiram maiores niveis de ureia durante infeccao (LIU et al.,
2013; ZHANG et al., 2013). Os dados desse estudo mostraram que macréfagos infectados por
TgChBruD2 e ME49 diminuiram a secrecao de ureia quando comparado com macrofagos
controle. Como a ureia é produzida em um perfil anti-inflamatério de uma infecgéo, esta
diminuigdo de ureia encontrada em nossos resultados estdo de acordo com o perfil de
citocinas pré-inflamatorio desencadeado por TgChBrUD2 e ME49. Além disso, a atividade da
arginase provoca a hidrolise de arginina para L-ornitina e ureia que provocam a proliferacdo
de T. gondii (IGARASHI; KASHIWAGHI, 2000; ABDAHALLI et al., 2001; ROBERTS et
al., 2004; STEMPIN et al. 2010). Esses baixos niveis de ureia durante infeccdo por
TgChBruUD2 e ME49 explicariam nossos resultados da proliferacéo intracelular que mostrou
que estas cepas ndo tiveram replicacdo significativa nos macr6fagos como observado pela
cepa RH.

Assim como a alta concentracdo de arginase € um dos marcadores da polarizacdo
para macrofagos M2, o aumento na secrecdo de Oxido nitrico e seus subprodutos sdo
caracteristicos de macréfagos M1 (MILLS, 2012). O o6xido nitrico é produzido por diferentes
células pela estimulacdo de citocinas e desempenha papel importante na resposta imunolégica
através do controle da replicacdo de patégenos como T. gondii (JAMES, 1995; KHAN et al.,
1997), em que uma das suas funcdes consiste em estimular a saida precoce de T. gondii das
células (YAN et al.,, 2015). Nossos resultados mostraram que foi observado aumento

significativo na producéo de nitrito durante infec¢do por TgChBrUD2 em relagdo ao controle
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e aos macrdfagos infectados por RH. Durante infeccdo por ME49 foi observado tendéncia ao
aumento de nitrito em relagdo ao controle. Chen e colaboradores (1996) observaram que os
macrofagos diferenciados com PMA de células THP-1 produziram nitrito ap6s estimulacao
com silica. Estudo com isolados de T. gondii chineses mostrou que o isolado TgCtwh6
induziu alta secregéo de nitrito (ZHANG et al., 2013). Pelo fato das cepas do tipo Il poderem
induzir a polarizacdo para macrofagos M1 (LIESENFELD et al. 1996), nossos resultados
corroboram com os dados da literatura, uma vez que os macrofagos infectados por ME49
mostraram aspectos da ativacéo classica por ter induzido aumento do perfil de citocinas do
tipo Thl, diminuicdo de ureia e tendéncia ao aumento de nitrito. Por outro lado, a infecgéo por
RH ndo induziu aumento de nitrito. Como os macréfagos M1 sdo produtores de altas
quantidades de reativos de oxigénio e intermediarios de nitrogénio, nem todos os aspectos da
ativacdo classica foram observados nos macréfagos infectados por RH. Outros estudos
mostraram niveis indetectaveis de nitrito em macréfagos de camundongos infectados pela RH
(ZHANG et al., 2013), bem como outras pesquisas mostraram que nenhuma alteracdo na
guantidade deste subproduto do éxido nitrico foi notada em infeccdo por cepa do tipo |
(JENSEN et al., 2011).

A andlise da proliferacdo intracelular do parasito mostrou aumento significativo na
quantidade de DNA de T. gondii nos macrdfagos infectados por RH. Enquanto que,
TgChBrUD2 e ME49 ndo mostraram alta proliferacéo intracelular como observada pela cepa
RH. Altas concentracdes de ureia sdo um dos fatores relacionados a proliferacdo do parasito
(IGARASHI; KASHIWAGHI, 2000; ABDAHALLI et al., 2001; ROBERTS et al., 2004;
STEMPIN et al. 2010). Porém esta associacdo ndo foi observada durante infeccdo dos
macrofagos pela cepa RH em nosso estudo, pois apresentou alta proliferacdo intracelular
enguanto que, os niveis de ureia ndo aumentaram significantemente em relacdo ao controle.
Tal fato pode ser explicado pela metodologia utilizada na dosagem de ureia e/ou pelo tipo de
macrofago utilizado na pesquisa, que sdo diferentes em pesquisas realizadas por outros
autores (ZHANG et al., 2013). Além disso, os perfis de citocinas presentes no microambiente
da inflamac&o também podem influenciar no parasitismo, pois foi demonstrado em um estudo
com macrofagos infectados por cepas de T. gondii do tipo | (cepas de alta viruléncia) menor
producdo da citocina pro-inflamatoria IL-12 e diminuicdo da eliminagdo do parasito; em
comparacdo com macrofagos infectados com as cepas do tipo Il (cepas de moderada
viruléncia) que registraram maior producdo de IL-12 e aumento na eliminacdo do parasito

(KIM et al., 2006). Neste estudo, observou-se que os macrdfagos infectados pela RH
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induziram um perfil de citocinas com caracteristica prd-inflamatéria, mas ndo mostrou
influéncia sobre a proliferacdo intracelular. Isto pode ser explicado pelo fato de que cepas
virulentas possuam capacidade de evadirem 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 producdo de citocinas (LUDER et al., 2009; HUNTER; SIBLEY, 2012;
ANGELONI et al., 2013). Estudos recentes mostraram a importancia das proteinas IRGs
(immunity-related GTPases) na resposta imune contra T. gondii (ZHAO et al., 2009; REESE;
SHAH; BOOTHROYD, 2014). As IRGs sdo proteinas do grupo das GTPases (enzimas que
hidrolisam o GTP), que sdo recrutadas para a membrana do vacuolo parasitéforo e causam sua
ruptura, facilitando a eliminagdo do parasito por células do sistema imunoldgico (TAYLOR et
al., 2000). Quando foi analisado recrutamento dessas proteinas apds infeccdo por T. gondii,
observou-se que as cepas do tipo Il (ME49) induziram maior recrutamento de IRGs em
comparagdo com as cepas do tipo | (RH) (ZHAO et al., 2009; STEINFELDT et al., 2010).
Alguns fatores de viruléncia também estdo relacionados com esta diferenca no parasitismo e
acredita-se que a ROP5 e ROP18 sejam responsaveis pela inibicdo das proteinas IRG em
cepas virulentas (BEHNKE et al., 2012; REESE; SHAH; BOOTHROYD, 2014).

Estudos prévios demonstraram que TgChBrUD?2 apresentou significante formacao de
taquizoitas em fémeas de C. callosus, especialmente no figado dos roedores (FRANCO et al.,
2014). Diferentemente, ndo foi observado nos resultados alta replicacdo de TgChBrUD2 nos
macrofagos. Nos dados da anélise de citocinas mostraram que macrofagos infectados pela
cepa brasileira aumentaram a producdo de MIF e IL-6, citocinas pré-inflamatorias
importantes no controle do parasito (GOMES et al., 2011; FRANCO et al., 2011; CASTRO et
al., 2013; BARBOSA et al., 2014). Apesar de IL-6 poder exercer funcdo anti-inflamatéria
(SCHELLER et al., 2011), nos macrdfagos esta citocina é produzida por macr6fagos M1
relacionada a atividades microbicidas (MANTOVANI et al., 2002; DURAFOURT et al.,
2012; SICA; MANTOVANI, 2012). Além disso, mesmo em tratamentos que induzem
respostas anti-inflamatdrias, MIF é secretada em altos niveis e atua no controle do parasito
(FRANCO et al., 2011). Nesse sentido, MIF e IL-6 podem ter atuado conjuntamente para
impedir a proliferacdo intracelular de TgChBrUD2. E importante considerar também que, os
macrofagos infectados por TgChBrUD2 aumentaram 0s niveis de nitrito em relacdo ao

controle ndo infectado, e pelo fato deste subproduto do éxido nitrico também ser importante
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no controle de T. gondii (JAMES, 1995; KHAN et al., 1997), justifica nossos resultados
encontrados na analise de proliferacéo intracelular.

De acordo com o estimulo e com os fatores presentes no microambiente da
inflamacéo, os macrdfagos podem ser estimulados a mudarem sua morfologia, de modo que, a
ativacdo pro-inflamatoria (M1) pode provocar o alongamento celular, enquanto que a ativagéo
anti-inflamatoria (M2) podem induzir o formato circular (VOGEL et al., 2014). Diante disso,
neste estudo verificou-se a morfologia dos macréfagos controle e infectados por cepa atipica e
clonais de T. gondii. Nossos resultados mostraram que os macrofagos ndo infectados
(controle) possuiam, em sua maioria, formato circular, sendo esta quantidade também maior
quando comparada aos macrofagos infectados por TgChBrUD2 e RH. Enquanto que, a
infeccdo pela cepa atipica TgChBrUD2 produziu maior nimero de macrofagos com formato
fusiforme. Estes macréfagos com forma alongada na infeccdo por esta cepa atipica também
foi maior em relacdo aos macrofagos fusiformes ndo infectados. Como a infeccdo por
TgChBrUD2 mostrou caracteristicas do perfil pro-inflamatério, corrobora com os dados da
morfologia celular, ja que a ativacdo pré-inflamatoria dos macrofagos induz mudangas no
citoesqueleto da célula estimulando os macrofagos a se alongarem (PORCHERAY et al.,
2005; ALDRIDGE et al., 2009; VOGEL et al.,, 2014). Por outro lado, protocolos de
maturacdo e ativacdo dos macréfagos podem ter efeitos claros sobre a morfologia,
provavelmente por afetar arranjos do citoesqueleto. A maturacdo de macréfagos na presenca
de M-CSF (fator anti-inflamatdrio) resultou em macréfagos com formato fusiforme quando
comparado com a maturacdo por GM-CSF (fator pré-inflamatorio) que gerou macrofagos
arredondados e alongados (VERRECK et al., 2004; WALDO et al., 2008; JAGUIN et al.,
2013). Um estudo com macrofagos ndo tratados e ativados com a citocina anti-inflamatdria,
IL-10 mostrou predominio da morfologia circular, enquanto que a maturacdo de macrofagos
na presenca de M-CSF ou GM-CSF e ativados por IL-10 mostraram formato tanto circular
quanto fusiforme (VOGEL et al., 2014). Tais dados da literatura, podem explicar os
resultados da morfologia dos macrofagos infectados por ME49 e RH que ndo mostraram
diferencga estatistica, apesar dos dados das citocinas, ureia e nitrito terem mostrado que a
infeccdo por estas cepas induziram um perfil do tipo Th1 nos macrofagos.

A ativacdo com mediadores pro-inflamatorios provoca o aumento da expressao dos
marcadores de superficie celular CD40 e CD64, caracteristicos das populacdes de macréfagos
M1, enquanto que a ativagdo com fatores anti-inflamatérios induz o aumento dos niveis de
MR, CD206 e CD163 e indica a polariza¢éo para macréfagos M2 (LIU et al., 2013; VOGEL
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et al., 2014). Além disso, cepas de T. gondii podem induzir a polarizacdo dos macrofagos, de
modo que cepas clonais do tipo | e Il podem desencadear altos niveis de expressdo do
receptor CD206 nos macrofagos (JENSEN et al., 2011). Foi observado em um estudo com
cepas atipicas chinesas que macréfagos de camundongos infectados com o isolado mais
virulento TgCtwh3 regulou positivamente marcadores de macréfagos M2 (CD206, MHC 11 e
PDL-2), enquanto que, o isolado TgCtwh6 (menos virulento) induziu a expressdo de
marcadores de macréfagos M1 como CD80, PDL-1 e CD86 (LIU, et al., 2013). Nossos dados
da expressao dos marcadores de macrofagos M1 (CD64) e macrofagos M2 (CD163 e CD206)
por citometria de fluxo mostraram que houve tendéncia a diminuigdo do marcador CD64
durante infec¢do por ambas as cepas (TgChBrUD2, RH e ME49) em relagdo aos macrofagos
controle. Diferentes fatores de maturacdo e de ativacdo dos macréfagos podem influenciar a
expressao de receptores de superficie celular caracteristicos das subpopulacdes de macrofagos
M1 ou M2, e, desse modo, é importante considerar que, marcadores de macr6fagos M1 ou M2
deixam de existir frente a alguns tipos de estimulos (VOGEL et al., 2014). Foi demonstrado
gue macrofagos maturados com M-CSF (fator anti-inflamatorio) e ativados com a citocina IL-
4 (citocina caracteristica do tipo Th2) expressaram receptores do tipo M1 (VOGEL et al.,
2014). Outro estudo observou que macrofagos estimulados por GM-CSF e M-CSF, fatores
que desencadeiam a polarizacdo para M1 ou M2, respectivamente, mostraram resultados
inversos, pois os receptores de superficie celular caracteristicos de macréfagos M1 foram
expressos durante estimulos anti-inflamatérios (AMBARUS et al., 2012).

Diante desses dados, a polarizacdo desencadeada pelas cepas estudadas no presente
estudo pode ser sugerida. Apesar dos dados da citometria de fluxo em relagdo aos marcadores
expressos pelos macrofagos ndo terem apresentado diferenca estatistica, os experimentos
serdo conduzidos para concluir os dados da citometria com os marcadores de macréfagos M1
e M2. E importante considerar que alguns autores afirmam que a polarizacdo dos macrdofagos
para M1 ou M2 pode ser determinada pela producéo de citocinas, sendo IL-12p40, TNF, IL-6
para o tipo M1, e TGF-B e IL-10 para macr6fagos M2 (MANTOVANI et al. 2002;
DURAFOURT et al. 2012). Além disso, a producdo de nitrito € um dos indicadores da
ativacdo classica (M1), e a atividade de arginase da polarizagdo para o fendtipo M2
(MURRAY; WINN, 2011; MILLS, 2012). Nesse sentido, os resultados da dosagem de
citocinas, ureia, nitrito e analise da morfologia celular e proliferacdo intracelular das cepas de
T. gondii fornecem bases para identificar a diferenciacdo fenotipica dos macréfagos.

Considerando todos os resultados, as cepas TgChBrUD2 ME49 desencadearam ativagédo
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classica nos macrdéfagos provocando polarizagdo para macrofagos M1. A cepa atipica
brasileira TgChBrUD2 promoveu resposta pro-inflamatéria mais intensa devido a maior
producdo de mediadores inflamatdrios quando comparada com as cepas clonais de T. gondii
utilizadas no estudo, e se mostrou mais semelhante a resposta desencadeada pela cepa ME49
nos macréfagos do que pela cepa RH. A cepa ndo clonal foi a que mostrou maiores
caracteristicas do grau de diferenciacdo para macrofagos M1, diante do aumento das citocinas
pré-inflamatorias e nitrito, bem como pelo maior nimero de macrofagos com formato
fusiforme em relacdo aos macrdfagos circulares, além da diminuicdo de fatores relacionados
ao perfil M2 como a regulacdo para baixo de IL-10 e ureia. Ja a infeccdo pela cepa RH
mostrou resposta inflamatdria menos intensa do que a provocada por TgChBrUD2 e ME49, e
desse modo mostrou menor potencial para a diferenciacdo para macr6fagos M1. Desta forma,
0 presente estudo contribui para elucidar o comportamento dos macréfagos frente a infecgédo
por cepas clonais e atipica de T. gondii, auxiliando no melhor entendimento da polarizacéo de
macréfagos humanos durante a toxoplasmose e pode ajudar estudos posteriores de perfis de

macrofagos no organismo humano.

6. CONCLUSOES

A anélise de todos os conjuntos de dados permite concluir que:

o Macroéfagos infectados por TgChBrUD2, RH e ME49 aumentaram a producdo de MIF

e diminuiram a liberacédo de 1L-10;

o Macrofagos infectados por TgChBrUD2 aumentaram a producéo de 1L-6;
o Macrofagos infectados por TgChBrUD2 aumentaram a producéo de nitrito;
o Cepa RH apresentou maior capacidade de proliferacdo intracelular nos macréfagos em

comparagdo com as cepas TgChBrUD2 e ME49;

o Macrdéfagos infectados por TgChBrUD2 mudaram sua morfologia para o formato
fusiforme;

o Macrofagos infectados por TgChBrUD2 e ME49 diminuiram a producéo de ureia;

o Os macrofagos infectados pelas cepas TgChBrUD2, RH e ME49 de T. gondii

mostraram tendéncia a diminui¢do do marcador de macréfago M1.
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7. FIGURAS
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Figura 1: Ciclo biologico de Toxoplasma gondii: (A) Seres humanos e animais de sangue
quente, funcionando como hospedeiros intermediarios, podem adquirir a toxoplasmose ao se
infectar com o oocisto maduro (1) encontrado na agua, solo, verdura; (2) carne malcozida
contendo cisto com bradizoitas ou (3) taquizoitas livres. Durante a fase aguda sdo encontradas
as formas de répida proliferacdo (taquizoitas) dentro dos macrofagos (4) ou nas circulacdes
linfatica ou sanguinea e na fase crénica, cistos com bradizoitas nos tecidos (5). A gestante
poderd transmitir formas de taquizoitas (6) ao feto, através da circulacdo sanguinea na
placenta. B) Um gato jovem ou outros felideos podem se infectar com qualquer um dos
estagios infectantes do parasito, ao ingerir um animal que albergue cistos teciduais com
bradizoitas, oocistos maduros do solo, ou macrofagos com taquizoitas; B1) ocorre a liberacéo
do bradizoita, esporozoita ou taquizoita (8) que penetra na célula epitelial do intestino
delgado, onde se inicia a fase assexuada do ciclo, denominada merogonia (9), ocorre
individualizacdo por divisdo do nucleo e a formacdo dos merozoitos (10) e a sua liberacdo
para a luz do intestino (11). B2) os merozoitos liberados penetram em novas células epiteliais
e iniciam a fase sexuada do processo denominada gametogonia, dividida em duas partes: o
merozoito, transformado em macrogametocito jovem, inicia a divisdo nuclear e apds o
amadurecimento formam os microgametas flagelados (13). A fusdo de um microgameta com
um macrogameta origina o zigoto (14) e apos a elaboracdo da membrana cistica transforma-se
em oocisto imaturo (15). Esse oocisto € liberado nas fezes dos felideos. C) No solo, o oocisto,
por um processo de esporogonia origina 0s esporozoitos, dentro do oocisto (1), tornando-se
infectante aos hospedeiros susceptiveis (REY, 2001).
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Figura 2: Producéo de citocinas por macrofagos infectados ou ndo pelas cepas TgChBrUD2,
RH e ME49 de T. gondii. As citocinas IL-10 (A), MIF (B), IL-6 (C), TGF-p1 (D), TNF (E) e
IFN-y (F) foram mensuradas por ELISA e os resultados expressos em pg/mL. Os dados foram
expressos como média = SEM de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
(*) Comparacdo com o grupo de macrofagos ndo infectados (teste Bonferroni, p < 0,05). (#)
Comparacao entre condi¢cdes experimentais diferentes (macro6fagos controle, macrofagos
infectados por TgChBrUD2, macrdfagos infectados por RH, macr6fagos infectados por

ME49) indicada por linhas conectoras (teste de Bonferroni, p < 0,05).
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Figura 3A: Producdo de ureia por macréfagos infectados ou ndo pelas cepas TgChBrUD2,
RH e ME49 de T. gondii. A ureia foi dosada pelo kit UREIA UV Liquiform e os resultados
expressos em mg/dL. Os resultados foram expressos como média £ SEM de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. (*) Comparacdo com o grupo de macréfagos néo
infectados. *p < 0,05 (teste de Bonferroni, p < 0,05).

Figura 3B: Producdo de nitrito por macréfagos infectados ou ndo pelas cepas TgChBruD?2,
RH e ME49 de T. gondii. O nitrito foi mensurado por meio da reacdo de Griess e 0S
resultados expressos em uM/mL. Os dados foram expressos como média + SEM de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. (*) Comparacdo com o grupo de
macréfagos ndo infectados (teste Kruskal-Wallis, p < 0,05). (#) Comparac¢do entre condi¢des
experimentais diferentes (macrofagos controle, macréfagos infectados por TgChBruD2,
macrofagos infectados por RH, macrdfagos infectados por ME49) indicada por linhas

conectoras (teste Kruskal-Wallis, p < 0,05).
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Figura 4: (A) Comparagdo da carga parasitaria nos macrdéfagos infectados pelas cepas
TgChBrUD2, RH ou ME49. A analise foi feita por qRT-PCR e os resultados foram expressos
como média + SEM de trés experimentos independentes realizados em triplicata. (#)
Comparacao entre condicBes experimentais diferentes (macrofagos infectados por
TgChBruUD2, macrofagos infectados por RH, macréfagos infectados por ME49) indicada por
linhas conectoras (teste de Bonferroni, p < 0,05). Fotomicrografias representativas (B)
macrofagos infectados por TgChBruUD2, (C) macrofagos infectados por RH e (D) macréfagos

infectados por ME49 de um experimento independente realizado em triplicata.



53

Figura 4

>

250001 | 1 '

20000+

gondii (100ng/uL)
[
a
o
o
?

10000+

5000+

DNAde T

TgChBruD2 RH ME49




54

Figura 5: (A) Quantificacdo de células com formato circular e fusiforme infectadas ou nédo
pelas cepas TgChBrUD2, RH e ME49 de T. gondii. (*) Comparacdo entre grupo de
macrofagos de morfologia diferente dentro da mesma condicdo experimental (teste Dunns, p
< 0,05). (#, &) Comparacdo dos macrofagos circulares entre condicdes experimentais
diferentes (macrofagos controle, macréfagos infectados por TgChBrUD2, macrofagos
infectados por RH, macréfagos infectados por ME49) indicada por linhas conectoras (teste
Dunns, p < 0,05). Fotomicrografias representativas (B) de macréfagos controle, (C)
macrofagos infectados por TgChBruUD2, (D) macrofagos infectados por RH e (E) macréfagos
infectados por ME49.
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Figura 6: Expressdo dos marcadores de superficie celular caracteristicos das populagdes de
macrofagos M1 (CD64) e macrofagos M2 (CD163 e CD206). A anélise foi feita por
citometria de fluxo. Os dados foram expressos como media + SEM de dois experimentos
independentes realizados em triplicata. CondicGes experimentais: macréfagos controle,
macrofagos infectados por TgChBrUD2, macrofagos infectados por RH, macrofagos
infectados por ME49 (teste de Dunns).
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CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceua@propp.ufu.br;
WWW.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 101/11 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 049/11

Projeto Pesquisa: “Avaliagao da transmissao vertical de Toxoplasma gondii em
Calomys callosus cronicamente infectados pela cepa ME-49 e reinfectados
com isolados Udi-1 CH-05 e Udi-2CH-05".

Pesquisador Responsavel: Eloisa Amalia Vieira Ferro

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redac¢ao e da metodologia apresentadas.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.
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