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RESUMO
A enzima 5-lipoxigenase (5-LO) é necessária para a produção de leucotrienos e lipoxinas,

possuindo papel importante em diversas infecções parasitárias. In vitro, Toxoplasma gondii

inibe a produção de leucotrieno B4 (LTB4), um subproduto da via de 5-LO, e camundongos

deficientes para a enzima são mais susceptíveis à infecção por esse parasito. O objetivo desse

estudo foi investigar o papel da via de 5-LO em camundongos susceptíveis C57BL/6 infectados

oralmente com T. gondii. Para isso, camundongos C57BL/6 foram tratados com MK886, um

inibidor da via de 5-LO, ou com LTB4, simulando assim, uma maior atividade da enzima. Além

disso, uma vez que Strongyloides venezuelensis induz a atividade de 5-LO, camundongos foram

tratados com antígeno de S. venezuelensis (AgSv) com o intuito de induzir essa via.

Inicialmente, foi observado que T. gondii por si só é capaz de diminuir a expressão de 5-LO no

intestino delgado de camundongos com o haplotipo complexo principal de

histocompatibilidade (MHC) relacionados à susceptibilidade (H2b) ou resistência (H2d) durante

a infecção por T. gondii. O tratamento com AgSv aumenta a expressão de 5-LO no intestino

delgado, entretanto, o parasito é capaz de diminuir os níveis da enzima mesmo nos

camundongos tratados. Ainda assim, o tratamento com AgSv é capaz de controlar a replicação

de T. gondii no intestino delgado de camundongos. Em contrapartida, o tratamento com MK886

reforça ainda mais essa redução de 5-LO no intestino delgado durante a infecção e os

camundongos tratados e infectados apresentam alto parasitismo e uma baixa produção local de

IL-6, IFN- , e TNF. O tratamento com LTB4 é capaz de controlar a replicação do parasito no

intestino delgado, fígado e pulmão, assim como diminui os danos histológicos no fígado e

pulmão, porém não altera o perfil de citocinas, assim como as alterações histológicas no

intestino delgado de camundongos infectados. Além disso, no intestino delgado, LTB4 é capaz

de aumentar a expressão de -defensina 1, um peptídeo antimicrobiano produzido pelas células

de Paneth e preservar um maior número dessas células, as quais são importantes para a

homeostase intestinal e são reduzidas durante a infecção por T. gondii. Ainda, o tratamento com

LTB4 aumentou os níveis de IgA específicas para T. gondii e Escherichia coli no intestino

delgado. Em conjunto, esses dados demonstram que T. gondii por si só interfere na via de 5-

LO, sendo a sua inibição ainda mais favorável para o parasito; contrariamente, tratamento com

LTB4, um subproduto da via, desempenha um papel protetor no intestino delgado durante a

infecção experimental, ressaltando a importante relação entre 5-LO e a toxoplasmose.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Strongyloides venezuelensis, 5-lipoxigenase, LTB4,

intestino delgado, células de Paneth
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ABSTRACT
5-lipoxygenase (5-LO) is an enzyme required for production of leukotrienes and lipoxins and

interferes with parasitic infections. In vitro, Toxoplasma gondii inhibits leukotriene B4 (LTB4)

production and mice deficient in 5-LO are highly susceptible to infection. The aim of this study

was to investigate the role of the 5-LO pathway in susceptible C57BL/6 mice infected by oral

route with T. gondii. For this propose, C57BL/6 mice were treated with MK886, an inhibitor of

5-LO pathway, or with LTB4, in order to simulate an increased enzyme activity. In addition,

once Strongyloides venezuelensis induces 5-LO activity, mice were treated with S.

venezuelensis antigen (AgSv) to induce this pathway. Initially, it was observed that T. gondii

itself decreased 5-LO expression in small intestine of mice with susceptible (H2b) or resistant

(H2d) major histocompatibility complex (MHC) haplotype to T. gondii infection. AgSv

treatment increased the expression of 5-LO in the small intestine, however, the parasite reduced

5-LO even in treated mice. Nevertheless, AgSv treatment controlled the replication of T. gondii

in the small intestine of mice. In contrast, treatment with MK886 reinforce this reduction of 5-

LO during infection, once treated infected-mice presented higher intestinal parasitism and

lower local production of IL-6, IFN- 4 decreased parasite

replication in the small intestine, liver and lung, as well as reduced the histological damage in

the liver and lung, although does not alter the cytokine profile or histological damage in the

small intestine of infected mice. In addition, in the small intestine, LTB4 enhanced -defensin

1 expression, an antimicrobial peptide produced by Paneth cells which are important for

intestinal homeostasis and, preserved the numbers of this cell phenotype, despite presenting

lower compared with uninfected mice. Moreover, LTB4 treatment increased T. gondii- and

Escherichia coli-specific IgA levels in the small intestine of infected animals. Altogether, these

data demonstrated that T. gondii itself interferes in the 5-LO pathway, and the inhibition of this

pathway is beneficial for the parasite; conversely, treatment with LTB4, an end-product of the

pathway, had a protective role in the small intestine during experimental infection, highlighting

the important relationship between 5-LO and toxoplasmosis.

Key words: Toxoplasma gondii, Strongyloides venezuelensis, 5-lipoxygenase, LTB4, small

intestine, Paneth cells
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1. INTRODUÇÃO
1.1. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatório, pertencente ao filo

Apicomplexa, e ordem Coccidia (REY, 2001). A primeira descrição do parasito foi feita em

1908 por Nicole e Manceaux, que encontraram o protozoário nos tecidos do roedor

Ctenodactylus gundi na Tunísia e por Splendore, no Brasil, que encontrou o parasito em coelhos

utilizados para experimentos laboratoriais (DUBEY, 2008).

Esse parasito é capaz de infectar uma série de aves e mamíferos, inclusive humanos, e

ainda tem a capacidade de se multiplicar na maioria das células dos hospedeiros (DUBEY,

2004; ELMORE et al., 2010; SASAI; PRADIPTA; YAMAMOTO, 2018), apresentando uma

alta prevalência mundial e importância médica e veterinária (TENTER; HECKEROTH;

WEISS, 2000). Aproximadamente 25-30% da população mundial está infectada com T. gondii

(MAENZ et al., 2014), no entanto, a infecção pelo parasito é assintomática na maioria dos

adultos e crianças, sendo que apenas aproximadamente 10% dos casos apresentam sintomas

não-específicos que raramente precisam de tratamento (MONTOYA; LIESENFIELD, 2004;

DUBEY; JONES, 2008).

T. gondii apresenta três estágios infecciosos: taquizoítas (do grego tachys = rápido; em

grupos ou clones), formas características da fase aguda e responsável pela penetração ativa na

célula hospedeira, na qual se multiplicam assexuadamente por divisões binárias; bradizoítas (do

grego brady = lento, em cistos teciduais), formas que pela pressão imposta pela resposta imune

encontram-se dentro de cistos sob replicação lenta na fase crônica da infecção; esporozoítas

(contidos dentro dos oocistos liberados nas fezes de felídeos), que corresponde às formas

infectantes oriundas do processo de reprodução sexuada do parasito (DUBEY; LINDSAY;

SPEER, 1998; DUBEY, 2008; JONES; DUBEY, 2010; GAZZINELLI et al., 2014). Os cistos

teciduais de T. gondii são encontrados em diferentes órgãos, tais como pulmão, fígado e rim,

porém, são mais prevalentes nos tecidos muscular e nervoso, incluindo o cérebro, olho,

músculos esquelético e cardíaco. Esses cistos teciduais podem permanecer latentes no

hospedeiro por toda sua vida sem lhe causar danos ou desencadear uma resposta inflamatória

(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; MAENZ et al., 2014)

As cepas de T. gondii isoladas em humanos e outros animais na Europa e América do

Norte são classificadas em três linhagens genéticas (tipos I, II e III) (HOWE; SIBLEY, 1995).

As cepas do tipo I (RH, ENT e Martin) são virulentas em camundongos, podendo levar a morte

desses animais durante a fase aguda da infecção, enquanto as cepas do tipo II (ME-49, PDS e

PLK) e III (CEP e VEG) são raramente fatais durante a fase aguda, mas desencadeiam diversas
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alterações histológicas nos hospedeiros (SUZUKI; COLLIN; REMINGTON, 1989;

APPLEFORD; SMITH, 2000). Entretanto, além dessas três linhagens, análises genéticas

demonstraram que existe uma ampla variedade de cepas, sendo que as linhagens encontradas

na Europa e América do Norte apresentam características diferentes daquelas encontradas na

América do Sul (AJZENBERG, 2015; SU et al., 2012). Além das diferenças genotípicas, as

cepas brasileiras estão associadas a formas graves de toxoplasmose ocular (GLASNER et al.,

1992; KHAN et al., 2006). Em estudos recentes, foi demonstrado que essa variedade de cepas

também é observada em Uberlândia MG. Os isolados TgCHBrUD1 e TgCHBrUD2, ambos

provenientes de galinhas da região, apresentaram características de intermediária ou alta

virulência, respectivamente, quando inoculadas em animais experimentais (FRANCO et al.,

2014; LOPES et al., 2016).

1.2. Ciclo de vida
Os felídeos, como os gatos domésticos e selvagens, são os hospedeiros definitivos de T.

gondii, uma vez que o estágio sexuado do parasito acontece no intestino delgado desses animais

(DUBEY 2004; SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010; GAZINNELLI et al., 2014).

O estágio sexuado inicia-se quando os hospedeiros definitivos ingerem alguma das três

formas infectantes do parasito: taquizoítas, bradizoítas ou esporozoítas. Após a ingestão de

cistos teciduais, a parede do cisto é degradada por enzimas proteolíticas no estômago e no

intestino delgado. Então, bradizoítas provenientes dos cistos penetram nas células epiteliais do

intestino delgado e multiplicam-se assexuadamente por um processo denominado endodiogenia

(merogonia), dando origem a merozoítos no interior do vacúolo parasitóforo. Os merozoítos,

então, darão origem aos gametas masculinos e femininos. O gameta feminino é então fecundado

pelo masculino e após a fertilização, a formação da parede do oocisto é iniciada em volta do

zigoto, ocorre então a liberação dos mesmos no lúmen intestinal através da ruptura das células

epiteliais intestinais e eliminação nas fezes dos felídeos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998;

FERGUSON, 2002; DUBEY, 2004; SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010). Os oocistos

não esporulados liberados nas fezes dos felídeos, em condições ideais de temperatura e umidade

desenvolvem-se em oocistos esporulados, os quais contêm dois esporocistos com quatro

esporozoítas cada (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; DUBEY, 2004).

A fase assexuada do ciclo de T. gondii ocorre em ambos os hospedeiros, por meio da

ingestão de cistos teciduais ou água e alimentos contaminados com oocistos esporulados. Após

a ingestão de uma das formas infectantes do parasito, este invade as células epiteliais do

intestino delgado de seu hospedeiro e se diferencia em taquizoítas. Após uma série de
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multiplicações, os taquizoítas disseminam-se para outros tecidos do hospedeiro, completando

assim o ciclo assexuado (BLACK; BOOTHROYD, 2000; DUBEY, 2004; SKARIAH;

MCINTYRE; MORDUE, 2010).

Além da transmissão pela via fecal-oral, comum aos demais parasitos da ordem

Coccidia, T. gondii pode ser transmitido pela via transplacentária ou por carnivorismo. A

infecção por T. gondii durante a gestação pode desencadear a infecção do feto ou aborto

(DUBEY, 2004; YAROVINSKY, 2014). A infecção no terceiro trimestre de gestação,

geralmente é menos grave que aquela ocorrida no primeiro trimestre; sendo que no início da

gestação pode ocorrer uma forma grave da doença, podendo levar a morte fetal no útero ou

aborto espontâneo (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

1.3. Resposta imune ao parasito

A resposta imune à infecção por T. gondii é individual, complexa e

compartimentalizada. Essa variação individual pode ser explicada pelo alto grau de diversidade

genética do hospedeiro (FILISETTI; CANDOLFI, 2004). Estudos anteriores mostraram que o

gênero do hospedeiro e a cepa do parasito influenciam no desenvolvimento da toxoplasmose

(FRANCO et al., 2014). Além disso, o parasito é capaz de infectar uma série de tecidos, e a

resposta imune é específica em cada um dos sítios de infecção (FILISETTI; CANDOLFI,

2004).

A imunidade celular é considerada o elemento chave da resposta imune do hospedeiro

na infecção por T. gondii. Fazem parte dessa resposta macrófagos, linfócitos T e células natural

killer (NK) juntamente com uma série de citocinas (FILISETTI; CANDOLFI, 2004). O parasito

desencadeia uma resposta do tipo Th1, uma vez que macrófagos, células NK, células dendríticas

e neutrófilos produzem citocinas pró-inflamatórias como fator de necrose tumoral (TNF),

interferon (IFN)- e interleucina (IL)-12, levando a uma forte resposta mediada por células

(DENKERS; GAZZINELLI, 1998). Além disso, as células T CD4+ são importantes fontes de

IFN- , bem como as células T CD8+, que, além de produzirem essa citocina, também podem

eliminar diretamente células infectadas (STURGE; YAROVINSKY, 2014). Durante a fase

aguda da infecção por T. gondii, neutrófilos, macrófagos e células dendríticas produzem IL-12,

a qual induz a produção de IFN- por células NK, aumentando assim a atividade microbicida

dos macrófagos (GAZZINELLI et al., 1994; BLISS; ZHANG; DENKERS, 1999). Estudos

anteriores mostraram que a ativação de macrófagos por IFN- e TNF induzem a produção de

altos níveis de intermediários reativos de nitrogênio, que estão involvidos no controle da
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replicação do parasito (ADAMS et al., 1990; LANGERMANS et al., 1992). Ainda, Silva e

colaboradores (2009) demonstraram que TNF e a enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS)

são importantes para o controle da replicação de T. gondii, uma vez que camundongos

deficientes para receptor p55 do fator de necrose tumoral (TNFRp55) e iNOS apresentam maior

carga parasitária no cérebro do que seus respectivos controles.

Apesar do controle da replicação de T. gondii ser dependente da produção de IFN-

(YAP; SHER, 1999; SILVA et al., 2002), a produção de citocinas pró-inflamatórias pode

contribuir para as alterações histológicas da doença (DENKERS; GAZZINELLI, 1998). Sendo

assim, a regulação da resposta imune por citocinas como IL-10, é importante para o controle de

uma resposta Th1 exacerbada (SUZUKI et al., 2000). Durante a fase aguda da infecção oral por

T. gondii, o intestino delgado de camundongos C57BL/6 apresenta graves inflamações

desencadeadas principalmente pela resposta imune intensa contra o parasito, sendo esses danos

mediados principalmente por células T CD4+ e uma alta produção de IFN- (LIESENFELD et

al., 1996). Na fase crônica, o controle do parasitismo no cérebro é mediado por células T CD4+,

TCD8+ e macrófagos (SCHLTÜTER et al., 1991), contudo, camundongos C57BL/6

apresentam uma grave encefalite toxoplásmica decorrente da intensa migração de células

inflamatórias, que podem estar relacionadas a alta expressão de moléculas de adesão no sistema

nervoso central, tais como ALCAM (molécula de adesão celular de leucócitos ativados) e

VCAM-1 (molécula de adesão celular vascular-1) (SILVA et al., 2010).

Embora a detecção de anticorpos seja uma ferramenta amplamente utilizada para o

diagnóstico da toxoplasmose (LIU et al., 2015), a resposta humoral durante a infecção por T.

gondii desencadeada por linfócitos B é relevante, visto que tais linfócitos produzem anticorpos

específicos contra o parasito, garantindo maior sobrevivência e menores danos histológicos em

camundongos infectados (KANG; REMINGTON; SUZUKI, 2000). Além disso, camundongos

imunizados infectados com T. gondii apresentam altos níveis de anticorpos específicos e são

capazes de controlar a replicação do parasito (SAYLES; GIBSON; JOHNSON, 2000;

CZARNEWSKI et al., 2017).

As características da infecção por T. gondii em camundongos são muito semelhantes

àquelas manifestadas em humanos. Por essa razão, a toxoplasmose experimental em modelo

murino é muito utilizada como ferramenta para o entendimento de mecanismos imunológicos

durante a infecção por esse parasito (DENKERS, 1999). Diante da infecção por T. gondii,

diferentes linhagens de camundongos desenvolvem uma forte resposta Th1, independentemente

de seus haplotipos do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (GAZZINELLI et

al., 1991; GAZZINELLI et al., 1992). Embora o haplotipo do MHC tenha influência na
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susceptibilidade ou resistência de camundongos  à toxoplasmose (BROWN; McLEOD, 1990;

MCLEOD et al., 1989; SUZUKI et al., 1994), o backgroud genético de camundongos C57BL/6

é crítico para o desenvolvimento dos danos intestinais decorrentes da infecção por T. gondii

(RESENDE et al., 2008). A susceptibilidade de camundongos C57BL/6 diante de T. gondii

também é observada ainda na forma congênita da infecção, visto que, diferentemente de

camundongos BALB/c, camundongos C57BL/6 apresentaram intensa resposta inflamatória,

levando a apoptose e necrose de sítios de implantação (COUTINHO et al., 2012).

1.4. Mediadores lipídicos
O ácido araquidônico (AA) é um ácido graxo, encontrado nas membranas celulares dos

mamíferos, auxiliando na fluidez dessas membranas em temperaturas fisiológicas (BRASH,

2001). Os metabólitos biológicos derivados do AA são chamados de eicosanoides (ROCCA;

FITZGERALD, 2002). Estes podem ser divididos em duas classes, de acordo com suas vias de

síntese bioquímica: metabólitos de cicloxigenase, denominados de prostanoides, e metabólitos

de 5-lipoxigenase (5-LO), conhecidos como leucotrienos (LTs). Os prostanoides e leucotrienos

participam de inúmeros efeitos biológicos, tais como indução e regulação de respostas

inflamatórias (ROCHA; PLUMB; COFFMAN, 2003). A enzima 5-LO é expressa em

diferentes tipos celulares, tais como monócitos, macrófagos, mastócitos, neutrófilos,

eosinófilos, células dendríticas e linfócitos B (RÅDMARK; SAMUELSSON, 2010;

RÅDMARK et al., 2015)

Em resposta a vários estímulos (físicos, químicos, hormonais, ação de citocinas)

(ROCCA; FITZGERALD, 2002) o AA pode ser mobilizado a partir da bicamada lipídica

através da fosfolipase A2. O AA livre é então oxigenado no carbono C5 pela 5-LO e

posteriormente convertido em leucotrieno A4 (LTA4) (SHIMIZU; RÅDMARK;

SAMUELSSON, 1984; ROUZER; MATSUMOTO; SAMUELSSON, 1986; ROUZER;

SAMUELSSON 1986). Para que haja uma efetiva ação da 5-LO é necessária a presença de uma

proteína auxiliar denominada proteína ativadora da 5-LO (FLAP) (MILLER et al., 1990). O

LTA4 pode ser hidrolisado para formar o LTB4, ou conjugado a um resíduo de glutationa para

formar o LTC4. Este, por sua vez, é convertido em LTD4 e LTE4. Estes três últimos leucotrienos

são conhecidos coletivamente como cisteinil LTs (SAMUELSSON, 1983; ROCHA; PLUMB;

COFFMAN, 2003; NEWCOMER; GILBERT, 2010). Além disso, as células possuem

especificidade quanto à produção de LTs: mastócitos e eosinófilos produzem principalmente

cisteinil LTs, neutrófilos e células dendríticas produzem, sobretudo, LTB4 e macrófagos

produzem ambas as classes (PETERS-GONDEN et al., 2005).
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1.5. 5-LO na resposta imune a infecções
A 5-LO tem papel importante na resposta imune contra diversos patógenos, como em

infecção experimental por Strongyloides venezuelensis, na qual a deleção genética da enzima

ou a sua inibição por meio do tratamento com MK886 induzem alta carga parasitária no

duodeno de camundongos infectados (MACHADO et al., 2005).

A enzima 5-LO também está associada no controle da infecção experimental por

Histoplasma capsulatum (SECATTO et al., 2012), bem como aumenta a capacidade

microbicida de macrófagos através da via NADPH contra Klebsiella pneumoniae (SEREZANI

et al., 2005), além de controlar a carga bacteriana em infecções por Mycobacterium tuberculosis

(PERES et al., 2007)

Em protozoários, estudos anteriores mostraram que 5-LO participa do controle da carga

parasitária em infecções por Trypanosoma cruzi (BORGES et al., 2009; PANIS et al., 2011),

embora a ausência da enzima não prejudique o controle da miocardite e a sobrevida dos animais

infectados (PAVANELLI et al., 2010). Estudos anteriores mostraram que 5-LO também tem

papel importante na resposta protetora contra Leishmania amazonensis (SEREZANI et al.,

2006; CHAVES et al., 2014).

1.6. LTB4 na resposta imune
LTB4 exerce diversas atividades biológicas na resposta imune, incluindo aumento da

fagocitose de microrganismos por neutrófilos e macrófagos, aumento do recrutamento de

células para locais de inflamação e da produção de mediadores inflamatórios (SAMUELSSON

et al., 1987; LE BEL; BRUNET; GOSSELIN, 2014).

A ação de LTB4 é mediada por meio dos receptores de ligação de leucotrienos (BLT) 1

e BLT2, os quais fazem parte da superfamília de receptores com sete domínios

transmembrânicos acoplados a proteína G (GPCR) (TAGER; LUSTER, 2003). BLT1 é um

receptor de alta afinidade expresso principalmente em leucócitos (YOKOMIZO, 2011),

enquanto que BLT2 é um receptor de baixa afinidade, porém, amplamente expresso

(YOKOMIZO et al., 2000). BLT1 é responsável pelas propriedades quimioatrativas de LTB4,

bem como seus efeitos pró-inflamatórios (TAGER; LUSTER, 2003; LE BEL; BRUNET;

GOSSELIN, 2014). Contudo, as funções de BLT2 ainda não são bem elucidadas (TAGER;

LUSTER, 2003).

Nohgawa e colaboradores (1997) mostraram papel quimiotático de LTB4 para

neutrófilos, sendo encontrado no sítio inflamatório de várias condições patológicas. Além disso,

tal leucotrieno possui importância no recrutamento de linfócitos T para o sítio de inflamação
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tecidual (OTT et al., 2003; TAGER et al., 2003) e adesão dessas células às células endoteliais

mediadas por BLT1 (TAGER et al., 2003).

LTB4 está envolvido em outros processos da resposta imune, participando da

estimulação do fator nuclear kappa B (NF B) (AOKI et al., 1998; HUANG et al., 2004),

levando a produção de mediadores inflamatórios, como proteína quimiotática de monócitos-1

(MCP-1) (HUANG et al., 2004), e IL-8 (AOKI et al., 1998). LTB4 também induz produção de

IL-1 (ROLA-PLESZCZYNSKI; LEMAIRE, 1985), IL-6 (ROLA-PLESZCZYNSKI;

STANKOVÁ, 1992), TNF (STANKOVÁ et al., 1993) em monócitos/macrófagos humanos.

Além disso, LTB4 também é capaz de induzir a produção de IL-5 (YAMAOKA; KOLB, 1993)

e aumentar a expressão de receptores para IL-2 em linfócitos T (STANKOVÁ; GAGNON;

ROLA-PLESZCZYNSKI, 1992). Em relação ao efeito desse mediador lipídico em células T, o

mesmo parece inibir a diferenciação de células T reguladoras (Tregs) e induzir a formação de

células Th17 (CHEN et al., 2009).

Devido ao auxílio na migração das células T citotóxicas efetoras, LTB4 poderia ser

importante na resposta imune contra patógenos intracelulares (GOODARZI et al., 2003). LTB4

tem papel importante no desenvolvimento de uma resposta imune protetora em infecção por M.

tuberculosis (PERES et al., 2007). Além disso, LTB4 é produzido por macrófagos estimulados

com adenosina trifosfato (ATP) e infectados com L. amazonensis, participando da eliminação

desse parasito (CHAVES et al., 2014). LTB4 também aumenta a fagocitose de Streptococcus

pyogenes por monócitos/macrófagos (SOARES et al., 2013).

1.7. 5-LO e LTB4 na toxoplasmose

Estudos anteriores demonstraram que camundongos geneticamente deficientes para 5-

LO (5-LO-/-) são mais suscetíveis que seus controles à infecção por T. gondii (ALIBERTI;

SERHAN; SHER, 2002; BENEVIDES et al., 2013), apresentando elevados índices de IFN- e

IL-12 e uma encefalite grave (ALIBERTI; SERHAN; SHER, 2002). Ainda, a inibição de 5-LO

diminui a atividade microbicida de IFN- em macrófagos humanos infectados com T. gondii

(YONG; CHI; HENDERSON, 1994).

Anteriormente, foi demonstrado que LTB4 é capaz de causar danos morfológicos em T.

gondii, tais como formação de vesículas na membrana celular, extravasamento de conteúdo

citoplasmático e formação de vacúolos no citoplasma (YONG; CHI; HENDERSON, 1994).

Além disso, T. gondii parece diminuir a produção de LTB4 em macrófagos humanos infectados,

porém, o tratamento desses macrófagos com IFN- é capaz de reestabelecer a produção desse
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mediador lipídico (YONG; CHI; HENDERSON, 1994). De forma semelhante, pacientes HIV

(vírus da imunodeficiência humana) positivos e com encefalite toxoplásmica apresentam baixos

níveis de LTB4 no líquido cefalorraquidiano, sugerindo que T. gondii inibe a produção desse

leucotrieno (MAYATEPEK et al., 1999).

A inibição da produção de LTB4 por T. gondii poderia ser explicada pelo fato de

taquizoítas de T. gondii apresentarem peptídeos homólogos a lipoxigenase tipo 1 de plantas

com atividade de 15-lipoxigenase, que está envolvida na conversão do LTA4 em lipoxina A4

(LXA4) (BANNENBERG et al., 2004), um mediador lipídico dependente da via da 5-LO com

propriedades anti-inflamatórias (revisado em ROMANO, 2010). Dessa forma, o parasito

induziria uma maior conversão de LTA4 em LXA4.

Embora já tenha sido demonstrado que a deficiência de 5-LO aumenta a susceptibilidade

a T. gondii e que LTB4 é nocivo para o parasito, o papel de 5-LO e LTB4 na imunopatologia de

importantes sítios de infecção, tais como intestino delgado, pulmão e fígado, ainda não está

elucidada, especificamente quando a infecção ocorre pela via natural, a oral. Sendo assim,

avaliar a participação da via de 5-LO nesses sítios de infecção pode auxiliar no entendimento

dos mecanismos envolvidos na resposta imune ao T. gondii, e tais estudos são de grande valia

para o desenvolvimento de ferramentas para o tratamento ou prevenção da toxoplasmose, uma

vez que essa zoonose acomete grande parte da população mundial.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar a participação da via de 5-LO na resposta imune de camundongos oralmente

infectados com T. gondii.

2.2. Objetivos específicos

Avaliar a expressão de 5-LO e BLT-1 no intestino delgado de camundongos

susceptíveis e resistentes infectados oralmente com T. gondii;

Verificar se o tratamento com antígeno de Strongyloides venezuelensis (AgSv) ou

MK886 é capaz de alterar a expressão de 5-LO no intestino delgado de camundongos

C57BL/6 infectados com T. gondii;

Avaliar o efeito do tratamento com AgSv, MK886 e LTB4 nos parâmetros clínicos e na

sobrevivência de camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii;
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Analisar o efeito do tratamento com AgSv, MK886 e LTB4 na proliferação de T. gondii,

bem como na inflamação ocasionada pela infecção no intestino delgado, pulmão e

fígado de camundongos C57BL/6;

Avaliar o número de células caliciformes e células de Paneth no intestino delgado de

camundongos C57BL/6 tratados com AgSv, MK886 e LTB4 e infectados com T. gondii;

Avaliar a expressão do RNA mensageiro (mRNA) de peptídeos antimicrobianos no

intestino delgado de camundongos tratados com LTB4 e infectados com T. gondii;

Avaliar a influência do tratamento com AgSv, MK886 e LTB4 nos níveis de citocinas

no soro e no intestino delgado de camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii;

Avaliar os efeitos do tratamento com MK886 ou LTB4 na produção de IgA específica

no lúmen intestinal de camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii.

3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. Animais experimentais
Para realização do presente estudo, foram utilizadas fêmeas de camundongos C57BL/6,

C57BKs/J, BALB/c e CB10-H2 com idade de 8 a 12 semanas, sendo que cada grupo

experimental continha no mínimo 6 animais. Ainda, fêmeas de camundongos Swiss de 8-12

semanas de idade foram utilizados para manutenção da cepa ME49 de T. gondii.

Todos os camundongos foram adquiridos e mantidos no Centro de Bioterismo e

Experimentação Animal (CBEA) da Universidade Federal de Uberlândia (UFU), livres de

patógenos específicos, em ciclos de 12 horas luz/escuro e livre acesso à ração e água filtrada.

O experimento foi aprovado Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA) da UFU sob o

protocolo de número 0078/14 (ANEXO I).

3.2. Manutenção da cepa ME49 de T. gondii

A cepa ME49 de T. gondii foi mantida em camundongos Swiss, os quais foram

inoculados por via intraperitoneal com 10 cistos de T. gondii. Um mês após o inóculo, o cérebro

foi removido, lavado em solução salina tamponada com fosfato (PBS) 0,01 M, pH 7,2 e

homogeneizado com uma seringa e agulha de calibre 25 x 7. Os cistos cerebrais foram contados

em microscópio de luz utilizando uma objetiva de 10 x de aumento e utilizados para a infecção

dos animais experimentais (SILVA et al., 2002).
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3.3. Obtenção das larvas filarioides de S. venezuelensis

A linhagem de S. venezuelensis (BRUMPT, 1947) foi isolada do roedor silvestre

Bolomys lasiurus (abril de 1986). Esta linhagem está sendo mantida em Rattus novergicus

Wistar, experimentalmente infectados no Laboratório de Diagnóstico de Parasitoses da UFU.

As larvas filarioides utilizadas foram obtidas por coprocultura das fezes de ratos Wistar

infectados experimentalmente com S. venezuelensis. Para a coprocultura os animais foram

colocados para defecar sobre papel toalha limpo e úmido no 7º dia após infecção no período da

tarde e as fezes foram coletadas no 9º dia pela manhã. As fezes coletadas foram mantidas em

cultura de carvão mineral por 3 dias a 28 ºC, segundo Loos (NEVES et al., 2011), e foram

recuperadas pelo método de Rugai, Mattos e Brizola (1954).

3.4. Preparação do extrato salino total de S. venezuelensis

O preparo do antígeno de S. venezuelensis (AgSv) foi realizado pelo Laboratório de

Diagnóstico de Parasitoses da UFU. O extrato salino total foi produzido a partir de 300.000

larvas filarióides de S. venezuelensis conforme metodologia descrita por Gonzaga e

colaboradores (2011), com algumas modificações. As larvas de S. venezuelensis foram

descongeladas e ressuspendidas e 01 M, pH 7,2. Posteriormente

adicionado 100 L do coquetel de inibidores de proteases (cOmplete mini, Sigma Aldrich, St.

Louis, MO, EUA) para cada um mL do homogenato. Em seguida, foi centrifugado a 12400 x g

por 30 minutos a 4 ºC. A concentração proteica no sobrenadante do extrato salino foi

quantificado pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951) e esse armazenado a 20 °C. O

procedimento foi repetido para obtenção de quantidade necessária de antígenos para todos os

experimentos.

3.5. Preparação dos tratamentos

MK886, um inibidor da FLAP (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA), foi

primeiramente diluído em etanol absoluto, seguido de diluição em água filtrada, resultando em

uma solução de álcool etílico a 20% (SFORCIN et al., 2007)

até o momento de uso. Além disso, LTB4 (Cayman Chemical) foi obtido na forma de solução

em etanol e diluído em salina 0,9% (LE BEL; GOSSELIN, 2015) no momento do uso. Com

relação ao AgSv, o mesmo foi diluído em PBS para posterior tratamento

dos camundongos.
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3.6. Delineamento experimental
Inicialmente, foi analisado se a expressão da enzima 5-LO em camundongos infectados

com T. gondii é dependente do haplotipo do MHC. Para isso camundongos  C57BL/6 e

BALB/c, os quais apresentam alelos do MHC relacionados à susceptibilidade (H2b) ou

resistência (H2d) a toxoplasmose, respectivamente (BROWN; MCLEOD, 1990); assim como

seus congênicos CB10-H2 (background genético de BALB/c com haplotipo H2b) e C57BKs/J

(background genético de C57BL/6 com haplotipo H2d) foram infectados por gavagem com 5

cistos da cepa ME49 de T. gondii.

Posteriormente, para avaliar o efeito da inibição da via de 5-LO, um grupo de

camundongos C57BL/6 foi oralmente tratado com MK886 (5mg/kg/dia em 0,2 ml)

(MACHADO et al., 2005) uma hora antes da infecção oral com 10 cistos da cepa ME49 de T.

gondii e diariamente por mais 7 dias (Figura 1A).

Uma vez que estudos anteriores demonstraram que S. venezuelensis tem a capacidade

de induzir a atividade de 5-LO em camundongos (MACHADO et al., 2005), o presente estudo

também objetivou investigar o efeito da indução da enzima mediada pelo AgSv durante a

infecção oral com T. gondii. Para isso, camundongos C57BL/6 foram tratados

intraperitonealmente com AgSv (100 g/camundongo/dia em 0,1 ml) por três dias consecutivos

antes da infecção com T. gondii e por mais três dias após a infecção (Figura 1B).

Além disso, outro grupo de camundongos C57BL/6 foi tratado por via intraperitoneal

com LTB4 (1 g/kg/dia em 0,1 ml) (LE BEL; GOSSELIN, 2015), um produto final da via de

5-LO, do dia 1 ao dia 7 após a infecção (Figura 1C).

Em todos os experimentos, grupos de camundongos infectados foram tratados apenas

com o veículo (etanol 20%, salina 0,9% ou PBS). Como os resultados obtidos do tratamento

com os diferentes veículos foram semelhantes, os dados representados neste estudo são

referentes ao grupo de animais tratados com etanol 20%.

No dia 7 após a infecção, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com

Cetamina (Syntec Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil)/Xilazina (Schering-Plough Coopers, Cotia,

SP, Brasil) e o sangue coletado por punção do plexo retro orbital. Os animais foram então

eutanasiados por deslocamento cervical e o intestino delgado, pulmão e fígado coletados. O

intestino delgado foi coletado em toda a sua extensão e segmentado em quatro porções:

duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e íleo. Essas foram lavadas com PBS e enroladas,

foram então

fixados em formol tamponado 10% e incluídos em parafina.
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Para realização da reação em cadeia da polimerase (PCR) e dosagem de citocinas,

fragmentos do íleo foram congelados imediatamente em nitrogênio líquido e armazenados a -

80ºC até o momento do uso.

Para obtenção do soro, após a retração do coágulo, o sangue foi centrifugado durante 5

minutos a 3000 x g e o soro coletado e preservado à -80 °C até o momento do uso.

Além disso, camundongos C57BL/6 foram tratados com veículo, MK886, AgSv ou

LTB4, como descrito anteriormente, e infectados por via oral com 10 cistos da cepa ME49 para

avaliação de morbidade, variação de peso corporal, sobrevivência e acompanhados diariamente

por 40 dias após a infecção. A avaliação da morbidade foi estabelecida utilizando um sistema

baseado em escores como previamente descrito (BARTLEY et al., 2006), de acordo com os

seguintes critérios: (0) pelo brilhante, animal ativo; (1) pelo ouriçado, animal ainda ativo; (2)

pelo arrepiado, animal pouco ativo; (3) pelo muito arrepiado, diminuição na frequência de

locomoção do animal; (4) pelo muito arrepiado, pouca movimentação do animal.
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3.7. Análises histológicas
Secções teciduais do intestino delgado, pulmão e fígado foram desparafinizadas e

submetidos à coloração de Hematoxilina e Eosina (H&E) para verificação das alterações

histológicas como previamente descrito (BENEVIDES et al., 2013). Todas as análises foram

realizadas em ensaio duplo cego. No intestino delgado, as lesões inflamatórias foram graduadas

de acordo com a presença e extensão de infiltrados inflamatórios na lâmina própria e

submucosa, alargamento das vilosidades e aumento em sua espessura, assim como presença de

Figura 1. Esquema representativo do tratamento com MK886, AgSv ou LTB4 em camundongos C57BL/6
infectados com Toxoplasma gondii. (A) Camundongos C57BL/6 foram infectados com 10 cistos da cepa
ME49 de T. gondii e tratados com MK886 (5mg/kg/dia) uma hora antes da infecção e diariamente até o dia 7
após a infecção. (B) Camundongos C57BL/6 foram infectados com 10 cistos da cepa ME49 de T. gondii e
tratados com LTB4 ( g/kg/dia) durante 7 dias consecutivos. (C) Camundongos C57BL/6 foram tratados com
AgSv (100 g/camundongo/dia) durante 3 dias, infectados com 10 cistos da cepa ME49 de T. gondii e tratados
por mais 3 dias consecutivos.



28

necrose em toda a secção tecidual. Os escores inflamatórios foram representados como

unidades arbitrárias, sendo: 0 2, suave; 2 4, moderado; 4 6, grave; e acima de 6, muito

grave. Com relação ao fígado, foi realizada a contagem do número de infiltrados inflamatórios

em 40 campos microscópicos no tecido hepático. Para avaliação das alterações histológicas

tanto no intestino delgado quanto no fígado, as secções teciduais foram analisadas utilizando a

objetiva de 10 x de aumento.

A inflamação pulmonar foi estimada por meio de uma análise morfométrica do tecido

pulmonar, uma vez que essa inflamação é geralmente evidenciada por um espessamento das

paredes alveolares. Para isso, utilizando a objetiva de 10 x de aumento, foram capturadas

imagens de 10 campos microscópicos de cada lâmina/animal em um microscópio Leica

DM5000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) equipado com uma câmera digital Leica

ICC50 (Leica Microsystems). As imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ

versão 1.50i, no qual cada imagem foi convertida em uma imagem de 8 bit (escala de cinzas).

Em seguida, o threshold foi configurado de tal maneira que apenas os pixels ocupados pelos

septos pulmonares fossem ressaltados com a cor vermelha. A área do tecido pulmonar em

relação à área total da imagem foi mensurada e os resultados expressos em porcentagem.

Para quantificação de células de Paneth e células caliciformes, secções teciduais de

intestino delgado foram coradas em H&E ou Alcian Blue (pH 2,5), respectivamente. O número

de células de Paneth foi obtido por meio da avaliação de 100 criptas intestinais em cada

segmento de intestino delgado, totalizando 400 criptas intestinais analisadas por animal. Já para

a quantificação das células caliciformes, foram analisados 50 campos teciduais por porção

intestinal, totalizando 200 campos teciduais por camundongo. A quantificação de ambos os

tipos celulares foi realizada utilizando a objetiva de 40 x de aumento, em ensaio duplo cego.

3.8. Avaliação do parasitismo tecidual por imuno-histoquímica

O parasitismo tecidual foi avaliado por imuno-histoquímica como previamente descrito

(SILVA et al., 2010). Resumidamente, os cortes, desparafinizados, foram primeiramente

incubados com peróxido de hidrogênio (H2O2) 3% para bloquear a peroxidase endógena. O

resgate antigênico foi feito em tampão citrato, pH 6,0, em forno micro-ondas durante 7 minutos

e os sítios não específicos bloqueados pela incubação dos cortes com leite desnatado 0,3% por

30 minutos (Molico; Nestlé Brasil Ltda., São Paulo, SP, Brasil). Os cortes foram incubados

com 0,1% de Triton X-100 em citrato de sódio 0,1%.  Posteriormente, os cortes foram

incubados durante a noite toda, com soro de camundongos Swiss infectados com T. gondii

(produzido em nosso laboratório através da infecção de Swiss com a cepa ME49 de T. gondii)
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diluído em PBS contendo saponina 0,01%. Como anticorpo secundário, foi utilizado

imunoglobuina G (IgG) de cabra biotinilada anti-camundongo (Jackson ImmunoResearch

Laboratories, West Grove, PA, EUA). A reação foi amplificada usando o complexo avidina

biotina peroxidase (ABC) (Kit ABC, PK-4000; Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA,

EUA) e desenvolvida com 3,3 -diaminobenzidina (DAB; Sigma). Os cortes foram

contracorados com hematoxilina de Harris, montados entre lâmina e lamínula e examinados em

microscópio de luz. O parasitismo tecidual foi avaliado contando-se o número de vacúolos

parasitóforos e cistos presentes em toda a secção tecidual de cada órgão, utilizando-se objetiva

de 40x de aumento.

3.9. Avaliação da expressão de RNA mensageiro (mRNA) para 5-LO, BLT-1, lisozima e

-defensinas no intestino delgado dos animais experimentais

3.9.1. Extração de RNA e confecção do DNA complementar
O RNA foi extraído de amostras de íleo dos camundongos utilizados neste estudo. A

extração do RNA total foi realizada com o reagente Trizol, seguindo-se o protocolo

recomendado pelo fabricante (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Brevemente, para cada

amostra, foi adicionado o reagente Trizol (1 ml para 100 mg de tecido), e o tecido triturado com

homogeneizador e incubado à temperatura ambiente por 5 minutos. Para cada 1 ml da

suspensão, foram adicionados 0,2 ml de clorofórmio e a amostra foi centrifugada a 12000 x g

por 15 minutos a 4 C. Em seguida, foi adicionado à fase aquosa o mesmo volume de

isopropanol 100% e após 10 minutos de incubação a solução foi centrifugada a 12000 x g por

10 minutos a 4 C. Feito isso, o precipitado foi lavado em 1 ml de etanol 75%, seguido de

centrifugação a 10000 x g por 5 minutos a 4°C. As amostras de RNA foram ressuspensas em

40 l de água deionizada e livre de RNase. Após a extração, a concentração, pureza e qualidade

do RNA obtido foram determinadas usando o espectofotômetro GeneQuant 1300 (GE

Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Em seguida, as amostras foram tratadas com DNase,

seguindo as recomendações do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e armazenadas a -

80ºC.

O RNA purificado foi submetido à confecção do DNA complementar (cDNA) por meio

do Sistema de Transcrição Reversa ImProm- (Promega, Madison, WI, EUA), sendo

adicionados 1 µL de Oligo(dT), 1 µg do RNA extraído e 7,5 l de água destilada. A reação foi

incubada a 65°C por 5 minutos em termociclador Arktik (Thermo Fisher Scientific Inc.,
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Rockford, IL, EUA) seguida de incubação no gelo por 5 minutos. Em seguida, foram

adicionados a reação mix contendo 5 µL de tampão, 2,5 µL de MgCl2 25 mM, 1 µL de dNTPs,

2 µl de água destilada e 1 µL da enzima Transcriptase Reversa ImProm- (160 U/µL),

totalizando 30 µL de volume final de reação.

3.9.2. Reação de PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

A expressão quantitativa de genes da 5-LO, BLT-1, lisozima e -defensinas foi

realizada com cDNA proveniente do RNA extraído das amostras de íleo dos camundongos.

Para a reação de qPCR, foi utilizado 5 l de SYBR Green Mix (Invitrogen), 0,5 l de cada

primer (senso e antissenso) a 5 M e 4 l de cDNA sintetizado a partir de 1 g de RNA. A

reação foi realizada no aparelho Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Life

Technologies), sendo 2 minutos a 50 ºC, 10 minutos a 95 ºC, quarenta ciclos de 15 segundos a

95 °C, 30 segundos a 50 °C e 1 minuto a 60 °C. Um ciclo final de 20 minutos com temperatura

crescente de 60 a 95 ºC foi empregado para a obtenção de uma curva de dissociação dos

produtos da reação, utilizada para a análise da especificidade de amplificação. Todas as

amostras também foram submetidas a reações para a detecção de mRNA para a GAPDH,

utilizado como controle positivo da reação de amplificação. Os resultados foram normalizados

com GAPDH e analisados com base no valor de Ct (cicle threshold). O resultado foi calculado

com a fór Ct

GAPDH. O número de vezes de expressão diferencial do mRNA comparado com o controle foi

definido pela fórmula do 2- (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os primers e sequências

utilizados durante a reação de PCR em tempo real estão listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Lista das sequências de primers utilizados para quantificação de mRNA em amostra de íleo de
camundongos.
Gene Referência*

gapdh GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG
CAGTGTAGCCCAAGATGCCC

alox5 AGCTGCCTGCTGTGCATCCC
CCCGGTGGCATTGGCCTTGT

FAHEL et al., 2015

blt1 TCCTCCACCATTCCTGAGTC
GTCTCTCTGCCCTGACTTGC

defa1 TCAAGAGGCTGCAAAGGAAGAGAAC
CGACAGCGACTTGTACCTCTGGT

RAETZ et al., 2013

defa3 CAGGCTGTGTCTGTCTCTTTTG
TCAGCGACAGCAGAGTGTGTA

FOUREAU et al., 2010

defa5 TTGTCCTCCTCTCTGCCCTTGT
ATGAAGAGCAGACCCTTCTTGG

FOUREAU et al., 2010

lyz GCCAAGGTCTACAATCGTTGTGAGTTG
CAGTCAGCCAGCTTGACACCACG

RAETZ et al., 2013

*Os primers não referenciados foram desenhados utilizando o programa Primer Express v3 (Life

Technologies).

3.10. Quantificação bioquímica de TGP em amostras de soro

Como um indicativo de dano hepático, os níveis de transaminase glutâmico pirúvica

(TGP) foram mensurados em amostras de soro de camundongos C57BL/6 por meio de um kit

analítico (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil), de acordo com as instruções do fabricante. A

absorbância foi obtida a 505 nm e os níveis de TGP expressos em unidades/ml.

3.11. Mensuração de citocinas no intestino delgado e no soro dos animais experimentais

Para mensuração das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IFN- -17 e IL-10  no intestino

delgado, fragmentos teciduais (200 mg) foram coletados no 7º de infecção e estes foram

homogeneizadas em 1 ml de PBS  0,01 M, pH 7,2 contendo inibidores de protease [aprotinina

0,016mM (Sigma), leupeptina 0,21mM (Sigma), benzamidina 1mM (Sigma), PMSF 1,6 mM

(fluoreto de fenilmetilsulfonil, Sigma) e EDTA 5 mM]. Cada amostra foi então centrifugada

durante 10 minutos a 3000 x g e o sobrenadante armazenado a -80ºC.

As citocinas no sobrenadante do homogenato tecidual e no soro dos animais

experimentais foram mensuradas utilizando o kit de citocinas murinas Th1/Th2/Th17

Cytometric Bead Array (CBA) (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA).

Resumidamente, l de beads de captura, l de l de anticorpo de detecção

foram adicionados em tubo FACS (BD Biosciences). Após 3 horas de incubação à temperatura

ambiente, foi adicionado 500 200 x g por
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5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se de

lavagem para leitura no citômetro de fluxo BD FACSCanto II (BD Biosciences) e posterior

análise dos dados utilizando software FACSDIVA (BD Biosciences). A concentração final

das citocinas foi determinada a partir de curvas padrão com concentrações conhecidas de

proteínas recombinantes e os resultados foram expressos em pg/ml, observando os respectivos

limites de detecção: IL-2 (0,1 pg/ml), IL-4 (0,03 pg/ml), IL-6 (1,4 pg/ml), IFN- (0,5 pg/ml),

TNF (0,9 pg/ml), IL-17 (0,8 pg/ml) e IL-10 (16,8 pg/ml).

3.12. Quantificação de IgA secretada no intestino delgado por ELISA
A quantificação de IgA secretada (sIgA) foi realizada como previamente descrito

(FREHN et al., 2014) com modificações. Para preparação das amostras de fezes dos

camundongos, essas foram coletadas e diluídas 1:5 em tampão de diluição fecal [90 ml de PBS

0,01 M, pH 7,2; 10 ml de EDTA 0,5M, pH 8; 10 mg de aprotinina (Sigma) e 666 µl PMSF

(Sigma; 100mM)], obtendo assim uma solução fecal. Em seguida, as amostras foram

centrifugadas a 10.000 x g por 5 minutos e o sobrenadante coletado.

Para realização do ELISA, placas de alta afinidade (Corning®) foram sensibilizadas com

(antígeno solúvel de taquizoítas; GAZZINELLI et al., 1991) e

colaboradores () ou de extrato de Escherichia coli

as placas foram lavadas com PBS-Tween (PBS-T) e bloqueadas com albumina sérica bovina

(BSA) 5% em PBS-T por 1 hora, lavadas e incubadas com a solução fecal (1:7) a 4 °C por 16

horas. Após novas lavagens, as placas foram incubadas com anticorpo conjugado com

peroxidase anti-IgA (Santa Cruz Biotechnology, Dalas, TX, EUA) diluído 1:2000 a 37 °C por

A reação foi revelada com o substrato enzimático constituído de 0,03%

de H2O2 e 1 mg/mL de OPD e lida em leitora de ELISA (VersaMax , Molecular Devices, San

Jose, CA, EUA) a 492 nm. Os resultados foram expressos em densidade óptica (DO).

3.13. Normas de biossegurança

Todos os procedimentos, incluindo coleta e manuseio de materiais biológicos e reagentes,

foram realizados de acordo com as normas de biossegurança, como descrito por Chaves-Borges

e Mineo (1997).

3.14. Análise estatística
Para todos os cálculos estatísticos e confecção dos gráficos foi utilizado o software

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). O método de Kaplan-
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Meier foi utilizado para estimar a porcentagem de camundongos sobreviventes em cada ponto

após a infecção e as curvas de sobrevivência foram comparadas utilizando os testes do

Quiquadrado ( 2) e log rank. Os grupos foram analisados pelo teste ANOVA seguido do pós-

teste de Bonferroni ou pelo teste t não-pareado, quando apropriados. Os resultados foram

considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05.

4. RESULTADOS
4.1. T. gondii diminui a expressão de 5-LO independente do tratamento com AgSv

Estudos anteriores demonstraram que a infecção por T. gondii é capaz de diminuir a

produção de LTB4 (YONG; CHI; HENDERSON, 1994; MAYATEPEK et al., 1999). Assim, o

primeiro objetivo deste estudo foi avaliar se o parasito altera a expressão de 5-LO e BLT-1 no

intestino delgado de animais infectados. Para isso, camundongos C57BL/6 e BALB/c, bem

como seus respectivos congênicos, C57BKs/J e CB10-H2, foram infectados e a expressão de

mRNA de 5-LO e BLT-1 mensurada no intestino delgado aos 7 dias de infecção.

Foi observado que a infecção por T. gondii diminuiu a expressão de 5-LO (Figura 2A)

e BLT-1 (Figura 2B) tanto em camundongos susceptíveis C57BL/6 quanto em camundongos

resistentes BALB/c. Essa diminuição dos níveis de mRNA para 5-LO e BLT-1 foi independente

do haplotipo do MHC, uma vez que tal fenômeno também foi observado em camundongos

congênicos C57BKs/J e CB10-H2 infectados (Figura 2A, 2B). Estes dados indicam que T.

gondii interfere na via de 5-LO no intestino delgado, independente do background genético ou

do haplotipo do MHC dos camundongos.

Com base nos resultados obtidos, teve-se como objetivo verificar o efeito do aumento

da expressão da enzima durante a infecção por T. gondii. Os experimentos então, foram

realizados com camundongos C57BL/6, já que essa linhagem apresenta maior susceptibilidade

à toxoplasmose. Para induzir a expressão de 5-LO, os camundongos foram tratados com AgSv

durante seis dias consecutivos.

Inicialmente, verificou-se que camundongos não infectados (NI) tratados com AgSv

apresentaram maiores níveis de mRNA para 5-LO quando comparados com camundongos NI

tratados apenas com PBS (Figura 2C), demonstrando que o tratamento com AgSv é capaz de

induzir a expressão da enzima no intestino delgado. Contudo, quando os animais foram

infectados com T. gondii, a expressão da enzima foi reduzida tanto nos camundongos tratados

com AgSv quanto naqueles tratados apenas com PBS (Figura 2C). Esses dados sugerem que,

ainda que AgSv induza a expressão de 5-LO, a infecção por T. gondii é capaz de diminuir os

níveis da enzima no intestino delgado de camundongos infectados.
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Em seguida, a fim de avaliar o efeito do bloqueio da via da 5-LO na expressão de mRNA

de 5-LO e BLT1 no intestino delgado durante a toxoplasmose, camundongos C57BL/6 foram

tratados com MK886, um inibidor da via da enzima. Observou-se que os camundongos

infectados apresentaram níveis menores de mRNA para 5-LO e que essa diminuição foi ainda

mais acentuada nos camundongos tratados com MK886 (Figura 2D). Além disso, a infecção

por T. gondii diminui a expressão de BLT-1 independentemente do tratamento com MK886

(Figura 2E). Esses resultados indicam que o tratamento com MK886 foi capaz de diminuir a

expressão de 5-LO no intestino delgado de camundongos infectados com T. gondii.

Figura 2. T. gondii diminui a expressão de 5-LO no intestino delgado independente do tratamento com
AgSv. Camundongos C57BL/6 e BALB/c e seus congênicos, C57BKs/J e CB10-H2, respectivamente, foram
infectados com 5 cistos da cepa ME49 de T. gondii. No dia 7 após a infecção, o RNA do íleo foi extraído e os
níveis de mRNA para 5-LO (A) e BLT-1 (B) foram mensurados por qPCR. (C) Níveis de mRNA para 5-LO
no íleo de camundongos C57BL/6 tratados com AgSv (100 g/camundongo/dia) ou PBS durante 3 dias,
infectados com 10 cistos da cepa ME49 de T. gondii e tratados por mais 3 dias consecutivos e eutanasiados aos
7 dias após a infecção. Expressão de 5-LO (D) e BLT-1 (E) no íleo de camundongos C57BL/6 infectados com
10 cistos da cepa ME49 de T. gondii e tratados diariamente apenas com o veículo (etanol 20%) ou com MK886
(5mg/kg/dia). No 7º dia após a infecção, os níveis de mRNA para 5-LO ou BLT-1 foram mensurados no íleo
por meio de qPCR. Os dados mostrados representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 6 animais por
grupo experimental. NI: não infectados. Tg: infectados.

*
P < 0,05 comparado aos camundongos NI ou PBS NI.

#
P < 0,05 comparado aos camundongos AgSv NI.

&
P < 0,05 comparado aos camundongos Veículo Tg.
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4.2. O tratamento com AgSv diminui o parasitismo no intestino delgado e pulmão durante
a fase aguda da infecção por T. gondii

Ainda que a infecção por T. gondii seja capaz de diminuir a expressão de 5-LO mesmo

diante do tratamento com AgSv, os efeitos desse tratamento durante a toxoplasmose

experimental foram investigados. Primeiramente, verificou-se os efeitos de AgSv em relação

aos parâmetros clínicos e sobrevivência de camundongos C57BL/6. Os resultados obtidos

mostraram que o tratamento com AgSv não alterou a perda de peso (Figura 3A) ou o escore de

morbidade (Figura 3B) observados durante a infecção por T. gondii. De forma interessante, o

tratamento com AgSv tende a aumentar a sobrevida dos animais infectados (Figura 3C), embora

não seja estatisticamente significante.

Posteriormente, foi avaliado se o tratamento com AgSv seria capaz de interferir na

intensidade do parasitismo por T. gondii. Para isso, camundongos C57BL/6 infectados foram

tratados com o antígeno e eutanasiados aos 7 dias de infecção. Com relação ao intestino

delgado, o tratamento com AgSv diminuiu o parasitismo tecidual nesse órgão (Figura 4A).

Entretanto, as alterações histológicas dos animais tratados foram similares aos dos animais

tratados apenas com PBS (Figura 4B).

Ainda, uma vez que as células caliciformes e de Paneth são importantes para

manutenção da homeostase intestinal (revisado em KURASHIMA; KIYONO, 2017), ambos os

tipos celulares foram quantificados. Foi observado que a infecção por T. gondii diminuiu o

número de células de Paneth (Figura 4C) e células caliciformes (Figura 4D, 4E), porém, o

tratamento com AgSv não interferiu no número dessas células.

T. gondii possui a capacidade de migrar através da barreira epitelial intestinal e infectar

diferentes tipos celulares, disseminando para vários órgãos, tais como pulmão, fígado, rins,

cérebro e tecido muscular (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; ARAUJO et al., 2013). Assim,

Figura 3. O tratamento com AgSv não altera os parâmetros clínicos de camundongos infectados com T.
gondii. Camundongos C57BL/6 tratados com PBS ou AgSv (100 g/camundongo/dia) durante 3 dias,
infectados com 10 cistos da cepa ME49 de T. gondii e tratados por mais 3 dias consecutivos e observados
quanto à variação de peso corporal (A), escore de morbidade (B) e sobrevivência (C) até o dia 50 após a
infecção.

*
P < 0.05 comparado aos camundongos tratados com PBS.
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os efeitos do tratamento com AgSv no pulmão e fígado dos camundongos infectados foram

avaliados aos 7 dias de infecção. Semelhante aos dados obtidos no intestino delgado, a carga

parasitária encontrada no pulmão dos animais tratados com AgSv foi menor quando comparada

aos animais tratados com PBS (Figura 4F). Entretanto, foi observada infiltração de células

inflamatórias mononucleadas nos septos alveolares dos animais infectados independente do

tratamento com AgSv (Figura 4H), em paralelo foi observado um aumento da área dos septos

alveolares, em ambos os grupos de camundongos infectados, tratados com PBS ou AgSv

(Figura 4G). No fígado, o tratamento com o antígeno não alterou o parasitismo tecidual (Figura

4I). A infecção por T. gondii aumentou os níveis séricos de TGP, um indicativo de danos

hepáticos, e tais níveis não foram modificados por meio do tratamento com AgSv (Figura 4J).

Sendo assim, os resultados sugerem que o tratamento AgSv é capaz de controlar a replicação

de T. gondii durante a fase aguda em importantes sítios de infecção, como intestino delgado e

pulmão.
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4.3. O tratamento com AgSv diminui os níveis de citocinas relacionadas à inflamação

durante a infecção por T. gondii

Para verificar se o tratamento com AgSv altera a produção de citocinas durante a fase

aguda da infecção por T. gondii, os níveis de IL-2, IL-6, IFN- , TNF, IL-17, IL-10 e IL-4 foram

mensuradas em amostras de soro e de homogenato intestinal coletadas aos 7 dias de infecção.

Com relação a produção sistêmica de citocinas mensurada no soro, foi observado que a infecção

por T. gondii aumentou os níveis de IL-2, IL-6, IFN- , TNF e IL-10 (Figura 5A). Porém, os

níveis de IL-6, IFN- e TNF foram menores naqueles camundongos tratados com AgSv quando

comparados com camundongos tratados apenas com PBS (Figura 5A). A produção de IL-17

não foi alterada durante a infecção, e o tratamento com AgSv aumentou os níveis séricos de IL-

4, embora esse aumento não tenha sido estatisticamente significante (Figura 5A).

Semelhante ao perfil sistêmico de citocinas, no intestino delgado houve um aumento

dos níveis de IL-2, IL-6, IFN- e TNF decorrente da infecção por T. gondii, enquanto que os

níveis de IL-10 e IL-17 não foram alterados (Figura 5B). De forma interessante, neste

importante sítio de infecção os níveis de IL-6, IFN- e TNF foram menores nos camundongos

infectados tratados com AgSv (Figura 5B). Além disso, embora não tenha sido estatisticamente

significante, os níveis de IL-4 de camundongos infectados tratados com AgSv foram similares

aos dos animais não infectados (Figura 5B).

Figura 4. O tratamento com AgSv diminui o parasitismo no intestino delgado e pulmão durante a fase
aguda da infecção por T. gondii. Camundongos C57BL/6 foram tratados com PBS ou AgSv (100

g/camundongo/dia) durante 3 dias, infectados com 10 cistos da cepa ME49 de T. gondii, tratados por mais 3
dias consecutivos e eutanasiados aos 7 dias de infecção. Secções teciduais de intestino delgado (A-E) foram
submetidas à reação de imuno-histoquímica para detecção do parasitismo tecidual (A), à coloração de H&E
para obtenção do escore inflamatório intestinal (B) e quantificação das células de Paneth (C). Quantificação
(D) e fotomicrografias representativas (E) de células caliciformes em secções teciduais de intestino delgado
submetidas à coloração de Alcian blue. Barras representam 200 m. Secções teciduais de pulmão (F-H) foram
submetidas à reação de imuno-histoquímica para detecção do parasitismo tecidual (F), à coloração de H&E
para avaliação quantitativa (G) e obtenção das fotomicrografias representativas (H) e do espessamento dos
septos pulmonares. Barras representam 200 m. No fígado (I, J), o parasitismo tecidual foi detectado em
secções teciduais submetidas à reação de imuno-histoquímica (I) e os níveis séricos de TGP (J) foram
mensurados como um indicativo de dano hepático.
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Figura 5. AgSv diminui a produção de citocinas durante a infecção por T. gondii. A produção de citocinas
foi quantificada no soro (A) e no intestino delgado (B) de camundongos C57BL/6 tratados com PBS ou AgSv
(100 g/camundongo/dia) durante 3 dias, infectados com 10 cistos da cepa ME49 de T. gondii e tratados por
mais 3 dias consecutivos. Os níveis de IL-2, IL-6, IFN- , TNF, IL-17, IL-10 e IL-4 foram mensurados por meio
de um kit de citocinas CBA . Os dados mostrados representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 6
animais por grupo experimental. NI: não infectados. Tg: infectados.

*
P < 0,05 comparado aos camundongos

NI.
&
P < 0,05 comparado aos camundongos PBS Tg.
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4.4. O tratamento com MK886 ou LTB4 não altera os parâmetros clínicos ou a
sobrevivência de camundongos infectados

Mesmo que a infecção por T. gondii seja capaz de diminuir a expressão de 5-LO (Figura

2), os resultados anteriores demonstraram que MK886 é capaz de reduzir ainda mais a

expressão dessa enzima no intestino delgado de camundongos infectados (Figura 2D). Embora

o tratamento com AgSv induza a expressão de 5-LO, a infecção com T. gondii é capaz de

diminuir os níveis de mRNA da enzima, mesmo em camundongos tratados (Figura 2C). Assim,

com a finalidade de simular uma alta atividade de 5-LO, camundongos C57BL/6 foram tratados

com LTB4, um subproduto da via da enzima.

Desta forma, a influência da diminuição ou do aumento da atividade de 5-LO por meio

do tratamento com MK886 ou com LTB4, respectivamente, foi investigada em camundongos

C57BL/6 infectados. Primeiramente, avaliou-se a variação de peso corporal, o escore de

morbidade e a sobrevivência dos camundongos infectados e submetidos aos tratamentos. Os

resultados obtidos mostraram que o tratamento com MK886 ou LTB4 não alteraram a perda de

peso decorrente da infecção por T. gondii (Figura 6A). Embora os camundongos tratados com

MK886 apresentaram escores de morbidade menores entre os dias 18 e 32 de infecção (Figura

6B), a sobrevivência desse grupo foi similar ao grupo tratado com LTB4 ou apenas com o

veículo (Figura 6C). Coletivamente, esses resultados sugerem que a inibição farmacológica da

via de 5-LO ou altos níveis sistêmicos de LTB4 não alteram a sobrevivência e morbidade de

camundongos infectados com T. gondii.

Figura 6. O tratamento com MK886 ou LTB4 não altera a sobrevivência de camundongos C57BL/6
durante a infecção por T. gondii. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 10 cistos da cepa ME49 de
T. gondii e foram tratados com veículo (etanol 20%), MK886 (5mg/kg/dia) ou LTB4 ( g/kg/dia) durante 7
dias consecutivos. Os camundongos foram observados diariamente quanto à variação de peso corporal (A),
escore de morbidade (B) e sobrevivência (C) durante 40 dias após a infecção.

*
P < 0.05 comparado aos

camundongos tratados com veículo ou LTB4.
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4.5. LTB4 diminui o parasitismo no intestino delgado durante a infecção por T. gondii

Para avaliar a participação da via de 5-LO no intestino delgado durante a infecção oral

por T. gondii, camundongos C57BL/6 tratados com MK886 e LTB4 e infectados foram

eutanasiados aos 7 dias de infecção.

Quando os camundongos foram tratados com MK886, apresentaram maior quantidade

de parasitos no intestino delgado que aqueles tratados apenas com o veículo (Figura 7A). O

efeito oposto foi observado em relação ao LTB4, uma vez que a suplementação exógena desse

leucotrieno foi capaz de diminuir a carga parasitária no intestino delgado (Figura 7A).

As alterações histológicas no intestino delgado também foram avaliadas, visto que a

infecção oral por T. gondii induz inflamação intestinal mesmo quando os animais são infectados

com baixa carga parasitária. Como já esperado em uma infecção oral com 10 cistos de T. gondii,

foi observado que o intestino delgado dos camundongos infectados apresentou, em algumas

áreas, um intenso infiltrado inflamatório na lâmina própria, epitélio e submucosa (Figura 7B,

7D). Entretanto, essas alterações histológicas foram observadas em todos os camundongos

infectados, independente do tratamento com veículo, MK886 ou LTB4 (Figura 7B, 7D).

Além disso, a quantificação das células caliciformes no intestino delgado demonstrou

que, embora a infecção por T. gondii induza uma redução nesse tipo celular, essa não é alterada

pelo tratamento com MK886 ou LTB4 (Figura 7C). Assim, esses resultados indicam que a o

bloqueio da via de 5-LO é favorável para a replicação de T. gondii e, em contrapartida, a

presença de altos níveis de LTB4 é capaz de controlar a replicação do parasito e os danos

histológicos decorrentes da infecção.
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4.6. A diminuição do número de células de Paneth e da expressão de -defensina 1

ocasionadas por T. gondii é atenuada na presença de altos níveis de LTB4

As células de Paneth, importantes na homeostase intestinal, são produtoras de diversos

peptídeos antimicrobianos (AMPs), como defensinas e lisozimas, importantes na resposta

imune a patógenos intestinais (SANTAOLALLA; ABREU, 2012). A fim de verificar se a via

de 5-LO teria influência nas células de Paneth e seus AMPs durante a infecção oral por T.

gondii, foi realizada a quantificação dessas células e mensuração da expressão das -defensinas

1, 3, 5 e de lisozima no intestino delgado de camundongos infectados e tratados com MK886

ou LTB4.

Veículo MK886 LTB4

Tg

Figura 7. LTB4 diminui o parasitismo no intestino delgado durante a infecção por T. gondii. Camundongos
C57BL/6 foram infectados com 10 cistos da cepa ME49 de T. gondii e foram tratados com veículo (etanol 20%),
MK886 (5mg/kg/dia) ou LTB4 ( g/kg/dia) diariamente. Aos 7 dias de infecção, o intestino delgado dos
camundongos foi coletado e submetidos às análises histológicas. O parasitismo tecidual (A) foi quantificado por
imuno-histoquímica. O escore inflamatório intestinal (B) bem como suas fotomicrografias representativas (D)
foram obtidos a partir de secções teciduais coradas com H&E. A quantificação das células caliciformes (C) foi
realizada em seções teciduais submetidas à coloração de Alcian blue. Barras representam 100 m. Os dados
mostrados representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 6 animais por grupo experimental. NI: não
infectados. Tg: infectados.

*
P < 0.05 comparados aos camundongos Veículo NI.

#
P < 0.05 comparados aos

camundongos LTB4 NI.
&
P < 0.05 comparação entre os camundongos Tg.
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A infecção por T. gondii diminui o número de células de Paneth no intestino delgado

dos camundongos (Figura 8A, 8B). Embora o tratamento com MK886 não alterou essa redução

das células de Paneth ocasionada por T. gondii, quando os camundongos infectados são tratados

com LTB4, é observado um aumento no número dessas células em relação aos outros grupos

infectados (Figura 8A, 8B).

Com relação aos AMPs, LTB4 é capaz de aumentar a expressão de -defensinas e

lisozima, mesmo que os camundongos estejam saudáveis, como observado no grupo de animais

NI e tratados com o leucotrieno (Figura 8C 8F). Porém, diante da infecção por T. gondii, a

expressão desses AMPs é reduzida (Figura 8C 8F). De forma interessante, o tratamento com

LTB4 é capaz de reestabelecer a expressão de -defensina 1 no intestino delgado durante a

infecção (Figura 8C). Embora não seja estatisticamente significante, efeito semelhante foi

observado também nos níveis de mRNA para -defensina 3. Em conjunto, esses dados sugerem

que na presença de altos níveis de LTB4, T. gondii perde parcialmente a capacidade de reduzir

a quantidade de células de Paneth e de diminuir a expressão de -defensina 1.

MK886NI Veículo LTB4
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4.7. LTB4 aumenta a quantidade de IgA específica no lúmen intestinal
A IgA secretada nas superfícies mucosas é um mecanismo de proteção importante do

sistema imune, impedindo que microrganismos ultrapassem essas superfícies (revisado em

LAMM, 1997). Assim, os níveis de IgA anti-T. gondii e anti-E. coli foram avaliados nas fezes

de camundongos aos 7 dias da infecção com T. gondii e tratamento com MK886 ou LTB4.

Embora a infecção por T. gondii parece induzir a produção de IgA anti-T. gondii e anti-

E. coli (Figura 9), verificou-se que quando os animais infectados são submetidos ao tratamento

com LTB4, esses apresentam níveis maiores de IgA específica para T. gondii (Figura 9A) ou E.

coli (Figura 9B) que os demais grupos infectados. Assim, altos níveis sistêmicos de LTB4

favorece a produção de IgA específica no lúmen intestinal durante a infecção por T. gondii.

Figura 8. LTB4 exógeno atenua a diminuição do número de células de Paneth e da expressão de -
defensina 1 no intestino delgado ocasionadas por T. gondii. Camundongos C57BL/6 foram infectados com
10 cistos da cepa ME49 de T. gondii e foram tratados com veículo (etanol 20%), MK886 (5mg/kg/dia) ou LTB4
( g/kg/dia) diariamente e eutanasiados aos 7 dias de infecção. Quantificação (A) e fotomicrografias
representativas (B) das células de Paneth obtidas a partir de secções teciduais coradas em H&E. Barras
representam 100 m. Asteriscos indicam criptas intestinais que contem células de Paneth. (C-F) Análise por
qPCR da expressão de peptídeos antimicrobianos no íleo de camundongos C57BL/6 tratados ou não com LTB4.
Os dados mostrados representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 6 animais por grupo experimental.
NI: não infectados. Tg: infectados.

*
P < 0.05 comparados aos camundongos Veículo NI.

#
P < 0.05 comparados

aos camundongos LTB4 NI.
&
P < 0.05 comparação entre os camundongos Tg.

Figura 9. LTB4 exógeno aumenta a quantidade de IgA específica no lúmen intestinal. Camundongos
C57BL/6 foram infectados com 10 cistos da cepa ME49 de T. gondii e foram tratados com veículo (etanol
20%), MK886 (5mg/kg/dia) ou LTB4 ( g/kg/dia) diariamente e as fezes dos animais coletadas aos 7 dias de
infecção. Quantificação por ELISA de IgA anti-STAg (A) e anti-E. coli (B) solúvel no conteúdo intestinal. Os
dados mostrados representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 6 animais por grupo experimental. NI:
não infectados. Tg: infectados.

*
P < 0.05 comparados aos camundongos Veículo NI.

&
P < 0.05 comparação

entre os camundongos Tg.
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4.8. A inibição da via de 5-LO diminui a produção de IL-6, IFN- e TNF no intestino

delgado de camundongos infectados com T. gondii

Com o objetivo de avaliar se a inibição da via de 5-LO ou altos níveis de LTB4 afetaria

a produção de citocinas envolvidas no controle de T. gondii, essas foram mensuradas em

amostras de soro e de homogenato intestinal de camundongos infectados e tratados com MK886

ou LTB4.

Nas amostras de soro, foi observado que a infecção por T. gondii aumentou os níveis de

IL-2, IL-6, IFN- , TNF e IL-10 (Figura 10A), independente do tratamento com MK886 ou

LTB4. Com relação a produção sistêmica de IL-17, esta não foi alterada pela infecção (Figura

10A).

No intestino delgado, embora o parasito induza a produção de IL-2, IL-6, IFN- e TNF

(Figura 10B), os camundongos tratados com MK886 apresentaram níveis menores de IL-6,

IFN- e TNF quando comparados aos demais grupos infectados (Figura 10B). Além disso, a

produção de IL-17 e IL-10 no intestino delgado foi similar, independente da infecção por T.

gondii (Figura 10B). Desta forma, esses dados sugerem que a inibição da via de 5-LO leva a

uma diminuição na produção de IL-6, IFN- e TNF no intestino delgado durante a infecção por

T. gondii.
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4.9. LTB4 diminui a inflamação e o parasitismo no pulmão e fígado durante a infecção
por T. gondii

Com a finalidade de avaliar os efeitos da inibição da via de 5-LO ou suplementação

sistêmica de LTB4 em outros órgãos durante a fase aguda da infecção por T. gondii, o pulmão

e o fígado dos animais infectados foram analisados aos 7 dias de infecção.

Figura 10. A inibição da via de 5-LO diminui a produção de citocinas durante a infecção por T. gondii.
Camundongos C57BL/6 foram infectados com 10 cistos da cepa ME49 de T. gondii e foram tratados com
veículo (etanol 20%), MK886 (5mg/kg/dia) ou LTB4 ( g/kg/dia) diariamente e eutanasiados aos 7 dias de
infecção. Os níveis de IL-2, IL-6, IFN- , TNF, IL-17 e IL-10 foram mensurados no soro (A) e intestino delgado
(B) por meio de um kit de citocinas CBA . Os dados mostrados representam a média ± erro padrão da média
(SEM) de 6 animais por grupo experimental. NI: não infectados. Tg: infectados.

*
P < 0,05 comparado aos

camundongos NI.
#
P < 0.05 comparados aos camundongos LTB4 NI.

&
P < 0.05 comparação entre os

camundongos Tg.
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No pulmão dos animais infectados, foi observado que o tratamento com MK886 não

alterou o parasitismo tecidual (Figura 11A). A infecção por T. gondii aumentou a área dos

septos alveolares (Figura 11B, 11C). Contudo, os animais tratados com LTB4 apresentaram

menor carga parasitária (Figura 11A) e uma redução da área dos septos alveolares (Figura 11B,

11C) quando comparados aos demais grupos infectados, indicando uma menor inflamação

tecidual nesse órgão.

De forma semelhante, os animais tratados com LTB4 apresentaram menor replicação de

T. gondii (Figura 11D) bem como menor número de focos inflamatórios (Figura 11E, 11G) no

fígado que os demais grupos infectados Ainda, a mensuração de TGP no soro dos camundongos

demonstrou que a infecção por T. gondii aumenta os níveis séricos dessa enzima (Figura 11F),

sendo que dentre os animais infectados, os níveis mais altos foram detectados no soro daqueles

tratados com MK886 (Figura 11F). Esses resultados sugerem que o efeito benéfico da presença

de altos níveis de LTB4 não está restrito ao intestino delgado, uma vez que a replicação de T.

gondii e os danos histológicos no pulmão e no fígado são menores nos camundongos tratados

com o leucotrieno.
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5. DISCUSSÃO

A enzima 5-LO e seus metabólitos participam da resposta imune durante diferentes

processos inflamatórios e doenças infecciosas. No presente estudo, teve-se como objetivo

avaliar a participação de 5-LO no intestino delgado durante a infecção oral por T. gondii. Já

havia sido previamente demonstrado que outros patógenos intracelulares, como H. capsulatum

(SECATTO et al., 2012) ou S. pyogenes (SOARES et al., 2013) são capazes de induzir a

produção de LTB4, um subproduto da via de 5-LO, e camundongos geneticamente deficientes

para essa enzima são mais susceptíveis a infecção por esses microrganismos (SECATTO et al.,

2012; SOARES et al., 2013). Outro trabalho mostrou que Brucella abortus também induz uma

alta expressão de 5-LO e a produção de LTB4 e, por outro lado, camundongos 5-LO-/- são mais

resistentes à essa infecção (FAHEL et al., 2015). Além disso, Plasmodium berghei ANKA

aumenta a expressão de 5-LO no cérebro de camundongos susceptíveis C57BL/6 e a expressão

da enzima não é detectada no cérebro de camundongos resistentes BALB/c infectados

(BORGES et al., 2017).

Com relação a T. gondii, estudos anteriores demonstraram que, em macrófagos

humanos, formas viáveis do parasito inibem a liberação de LTB4 induzida por ionóforo de

cálcio e que LTB4 exógeno é capaz de controlar a replicação de T. gondii nessas células

(YONG; CHI; HENDERSON, 1994). Um outro estudo mostrou que os níveis de LTB4 no

líquido cefalorraquidiano de pacientes HIV positivos com encefalite toxoplásmica apresentam-

se abaixo do limite de detecção (MAYATEPEK et al., 1999). Com base nesses dados da

literatura, neste trabalho, primeiramente, foi avaliada a expressão de 5-LO no intestino delgado

durante a infecção por T. gondii em camundongos C57BL/6 e BALB/c, os quais são

susceptíveis ou resistentes à toxoplasmose, respectivamente (SUZUKI; YANG;

REMINGTON, 1995), e seus congênicos. Os resultados demonstraram que a infecção por T.

gondii diminui a expressão de 5-LO e BLT-1 no intestino delgado dos camundongos C57BL/6

Figura 11. LTB4 exógeno diminui a inflamação e o parasitismo no pulmão e fígado durante a infecção
por T. gondii. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 10 cistos da cepa ME49 de T. gondii e foram
tratados diariamente com veículo (etanol 20%), MK886 (5mg/kg/dia) ou LTB4 ( g/kg/dia) e eutanasiados
aos 7 dias de infecção. Secções teciduais de pulmão (A-C) foram submetidas à reação de imuno-histoquímica
para detecção do parasitismo tecidual (A), à coloração de H&E para avaliação quantitativa (B) e obtenção das
fotomicrografias representativas (C) do espessamento dos septos pulmonares. Barras representam 200 m. No
fígado (D-G), o parasitismo tecidual foi detectado em secções teciduais submetidas à reação de imuno-
histoquímica (I), à coloração de H&E para avaliação quantitativa (E) e obtenção das fotomicrografias
representativas (G) dos escores inflamatórios. Setas indicam focos inflamatórios. Barras representam 200 m.
(F) Os níveis séricos de TGP foram mensurados como um indicativo de dano hepático. Os dados mostrados
representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 6 animais por grupo experimental. NI: não infectados.
Tg: infectados.

*
P < 0,05 comparado aos camundongos NI.

#
P < 0.05 comparados aos camundongos LTB4 NI.

&
P < 0.05 comparação entre os camundongos Tg.
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ou BALB/c infectados e suas referentes linhagens congênicas, sugerindo que a infecção por

esse parasito diminui a produção de LTB4 nesse órgão, independente do background genético

ou do haplotipo do MHC. Uma vez que a infecção por T. gondii diminui os níveis de mRNA

para 5-LO, o próximo objetivo deste estudo foi investigar o efeito da indução de 5-LO em

camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii.

Baseado em estudos anteriores que mostraram que os leucotrienos desempenham papel

importante na infecção por S. venezuelensis (MACHADO et al., 2005), levantou-se a hipótese

que o extrato do antígeno de S. venezuelensis AgSv poderia induzir a expressão de 5-LO. De

fato, os camundongos não infectados tratados com AgSv apresentaram níveis maiores de

mRNA para 5-LO no intestino delgado do que os animais tratados apenas com PBS. Contudo,

mesmo os camundongos sendo submetidos ao tratamento com AgSv, a infecção por T. gondii

reduz a expressão de 5-LO. Ainda assim, o tratamento com AgSv tem um papel benéfico para

os camundongos durante a toxoplasmose experimental, visto que os animais tratados com esse

antígeno apresentavam menor carga parasitária no intestino delgado e pulmão. Além disso, o

tratamento com AgSv diminuiu a produção de IL-6, IFN- e TNF durante a infecção por T.

gondii. Ainda, o tratamento com AgSv apresentou uma tendência em aumentar os níveis de IL-

4 no soro dos camundongos infectados em relação aos camundongos infectados tratados com

PBS. Estudos anteriores demonstraram que IL-4 é uma citocina importante envolvida no

controle da infecção por T. gondii, uma vez que camundongos knockout para IL-4 (IL-4-/-) são

mais susceptíveis à infecção oral com a cepa ME49 que os animais controles, apresentando

maiores alterações inflamatórias e replicação do parasito (SUZUKI et al., 1996). Durante a

infecção por S. venezuelensis, é observada uma produção de citocinas do tipo Th2, tais como

IL-3, IL-4 e IL-5 (MACHADO et al., 2007; MACHADO et al., 2011) e esse helminto induz

uma discreta produção de IFN- e TNF (MACHADO et al., 2005). Estudos anteriores

mostraram que a infecção por Strongyloides stercoralis modula o perfil sistêmico de citocinas,

uma vez que pacientes infectados apresentam baixos níveis séricos de IFN- , TNF e IL-1 ,

enquanto os níveis de citocinas anti-inflamatórias, como IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-27

e IL-37 são aumentados (ANURADHA et al., 2015) e que Strongyloides ratti é capaz de

produzir uma proteína semelhante ao fator de inibição da migração de macrófagos (MIF), o

qual  tem a capacidade de aumentar a produção de IL-10, mas não de TNF, em macrófagos

(YOUNIS et al., 2012). Os dados obtidos na presente investigação demonstram que AgSv é

capaz de modular a produção de citocinas durante a infecção por T. gondii, corroborando com

trabalhos anteriores que demostram a capacidade desse helminto em alterar o perfil sistêmico
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de citocinas. Já foi previamente mostrado que IL-6, IFN- e TNF, são citocinas importantes

para diminuição da replicação de T. gondii durante a infecção (JEBBARI et al., 1998; SUZUKI

et al., 1997; SUZUKI et al., 1988; DECKERT-SCHLUTER et al., 1995; DECKERT-

SCHLUTER et al., 1998). Apesar de AgSv diminuir a produção de IFN- , TNF e IL-6 em

relação aos animais infectados e não tratados, os animais tratados apresentaram menor

parasitismo, portanto, estudos adicionais são necessários para elucidar os mecanismos

protetores de AgSv durante a toxoplasmose experimental.

Anteriormente, foi demonstrado que camundongos 5-LO-/- são mais susceptíveis a

infecção por T. gondii do que os seus controles (B6, 129S F2/J ou 129/SvEv Tac) quando

infectados com 20 ou 100 cistos da cepa ME49 de T. gondii por via intraperitoneal ou oral,

respectivamente (ALIBERTI; SERHAN; SHER, 2002; BENEVIDES et al., 2013). Além disso,

os camundongos 5-LO-/- (background B6, 129S F2/J) apresentam menor carga parasitária e um

aumento de infiltração de leucócitos no cérebro (ALIBERTI; SERHAN; SHER, 2002). De

forma contrária, nossos resultados mostraram que a inibição farmacológica da via de 5-LO por

meio do tratamento com MK886 aumentou o parasitismo no intestino delgado e induziu

alterações histopatológicas nesse órgão similares àquelas presentes nos camundongos

infectados tratados apenas com o veículo. A discrepância dos resultados observados

comparados ao de Aliberti e colaboradores (2002) pode ser explicada pelas diferenças nas

condições experimentais entre as duas investigações. Embora a cepa ME49 tenha sido utilizada

em ambos os estudos, a via de infecção, os órgãos analisados, a fase da infecção assim como as

linhagens de camundongos utilizadas foram diferentes. Os camundongos C57BL/6 são

susceptíveis à proliferação do parasito e à inflamação intestinal durante a toxoplasmose

experimental. Ainda, camundongos 129/SvEvTac são mais resistentes à infecção oral pela cepa

ME49 de T. gondii quando comparados aos C57BL/6, mesmo quando infectados com alta carga

parasitária (BENEVIDES et al., 2013). Ressaltando essa diferença entre essas linhagens de

camundongos, outro trabalho demonstrou que macrófagos peritoneais de camundongos 129/Sv

apresentam maior expressão de 5-LO do que camundongos C57BL/6; e quando essas células

são infectadas com H. capsulatum, foi detectada uma produção mais alta de LTB4 nos

camundongos resistentes 129/Sv do que nos susceptíveis C57BL/6 (SECATTO et al., 2014).

Semelhantes aos nossos resultados obtidos durante o tratamento com MK886, a

administração do inibidor da via de 5-LO aumenta a replicação de outros patógenos, tais como

M. tuberculosis (PERES et al., 2007; FRANCO et al., 2010), H. capsulatum (MEDEIROS et

al., 2004) e S. venezuelensis (MACHADO et al., 2005) em modelos murinos. De forma

semelhante, camundongos 5-LO-/- infectados com T. cruzi apresentam um aumento transitório
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da parasitemia (PAVANELLI et al., 2010; PANIS et al., 2011) e maior carga parasitária durante

a infecção por Paracoccidioides brasiliensis (SANTOS et al., 2013) ou Leishmania infantum

(SACRAMENTO et al., 2014). Ainda, esses estudos já demonstraram que a inibição de 5-LO

por meio do tratamento com MK886 ou a deleção genética da enzima resultam na diminuição

da produção de LTB4 (MACHADO et al., 2005; PERES et al., 2007; MEDEIROS et al., 2004;

PAVANELLI et al., 2010; SANTOS et al., 2013). Os resultados aqui apresentados mostraram

que quando a biossíntese de LTB4 é prejudicada, por meio do tratamento com MK886, a

proliferação de T. gondii é aumentada. De forma interessante, ressaltando a importância de

LTB4 no controle da replicação de T. gondii, os camundongos tratados com esse leucotrieno

apresentam menor parasitismo tecidual no intestino delgado, pulmão e fígado. Em concordância

com os resultados aqui obtidos, o papel benéfico de LTB4 em controlar a replicação de T. gondii

e outros parasitos já foi observado. Estudos in vitro mostraram que LTB4 exógeno promove a

eliminação intracelular de T. gondii por meio da indução de citotoxicidade em taquizoítas

(YONG; CHI; HENDERSON, 1994). Estudos prévios também relataram que LTB4 exógeno

reestabelece a fagocitose de H. capsulatum opsonizados com IgG por macrófagos peritoneais

de camundongos 5-LO-/- (SECATTO et al., 2012), aumenta a atividade antimicrobiana de

macrófagos alveolares infectados com Candida albicans (MORATO-MARQUES et al., 2011)

e Klebsiella pneumoniae (SEREZANI et al., 2005), melhora o controle da infecção por L.

amazonensis in vitro e in vivo (SEREZANI et al., 2006), aumenta a eliminação de

Streptococcus pneumoniae no pulmão quando administrado por via intranasal (MANCUSO et

al., 2010) e garante maior sobrevida de camundongos infectados com Citomegalovírus murino

(GOSSELIN; BORGEAT; FLAMAND, 2005) ou vírus Influenza (LE BEL; GOSSELIN,

2015).

Além do aumento da proliferação do parasito no intestino delgado, os camundongos

tratados com MK886 apresentaram menores níveis de IL-6, IFN- e TNF, as quais são

importantes para o controle do parasitismo durante a infecção por T. gondii (SUZUKI et al.,

1988; DECKERT-SCHLUTER et al., 1995 SUZUKI et al., 1997; DECKERT-SCHLUTER et

al., 1998; JEBBARI et al., 1998). Assim, esses resultados sugerem que, pelo menos em parte,

o aumento da replicação de T. gondii nos camundongos tratados com MK886 poderia estar

associado a menor produção dessas citocinas decorrente da diminuição da biossíntese de

leucotrienos.

Além disso, no presente trabalho não foi observada nenhuma diferença na produção de

IL-10 no intestino delgado, independente do tratamento com MK886 ou LTB4. Semelhante a

esses resultados, durante a infecção por M. tuberculosis, camundongos tratados com MK886
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apresentam maior crescimento micobacteriano no pulmão associado a baixos níveis de TNF e

IFN- , enquanto que não há alteração na produção de IL-10 (PERES et al., 2007). Contudo,

durante a infecção por T. cruzi, apesar dos baixos níveis de TNF e IFN- e altos níveis de IL-

10 no tecido cardíaco, camundongos 5-LO-/- foram capazes de controlar a carga parasitária

(PAVANELLI et al., 2010), sugerindo as consequências da modulação da via de 5-LO é

inerente a cada parasito. Mesmo em doenças não parasitárias, utilizando um inibidor específico

para 5-LO, Zileuton, foi observado uma redução da produção de citocinas pró-inflamatórias,

uma vez que camundongos tratados com o inibidor apresentaram menores níveis de IL-1 , TNF

e IL-17 em um modelo de polipose intestinal (GOUNARIS et al., 2015) ou menor produção de

TNF em esplenócitos tratados com outro inibidor de 5-LO, ácido nordihidroguaiarético

(NDGA), em um modelo murino de asma (KIM et al., 2008). De forma similar, camundongos

5-LO-/- apresentam menores níveis de TNF em lesões de pele em comparação com os

camundongos controles (GUIMARÃES et al., 2017). Embora IFN- e TNF sejam citocinas

cruciais no controle da toxoplasmose, a produção excessiva das mesmas contribui para o

desenvolvimento de lesões intestinais (LIESENFELD et al., 1996). Além disso, essas citocinas

estão relacionadas ao desenvolvimento de necrose no íleo de camundongos infectados com T.

gondii e, a diminuição da ação de TNF confere uma maior sobrevida aos animais, devido à

diminuição da inflamação (LIESENFELD et al., 1999). Sendo assim, a partir dos nossos

resultados do perfil de citocinas, esperava-se uma diminuição das alterações histológicas em

paralelo com níveis mais baixos de IL-6, IFN- e TNF no intestino delgado dos camundongos

infectados tratados com MK886 em relação aos animais apenas infectados e não tratados.

Porém, as alterações histopatológicas em decorrência da infecção por T. gondii não foram

alteradas mediante o tratamento com MK886, sugerindo que a diminuição dos níveis dessas

citocinas não foram suficientes para melhorar a inflamação nesse órgão.

Em contrapartida, o tratamento com LTB4 aumenta os níveis de MCP-1 (HUANG et al.,

2004), IL-8 (AOKI et al., 1998), IL-1 (ROLA-PLESZCZYNSKI; LEMAIRE, 1985), IL-6

(ROLA-PLESZCZYNSKI; STANKOVÁ, 1992), IL-2, IFN- (ROLA-PLESZCZYNSKI;

CHAVAILLAZ; LEMAIRE, 1986) e a produção de TNF dependente de IL-2 (STANKOVÁ et

al., 1993) in vitro por células humanas e aumenta a produção de IFN- , IL-6 e TNF em

camundongos infectados com o vírus Influenza (LE BEL; GOSSELIN, 2015). Assim, foi

presumido que o tratamento com LTB4, simulando uma alta atividade da enzima 5-LO, durante

a infecção com T. gondii aumentaria a produção de citocinas relacionadas à inflamação.

Surpreendentemente, os resultados obtidos demonstraram que o LTB4 exógeno não alterou o
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perfil de citocinas durante a infecção por T. gondii. Porém, a presença de altos níveis sistêmicos

de LTB4 diminuiu as alterações histopatológicas no pulmão, bem como reduziu o número de

focos inflamatórios no fígado dos animais infectados. A diminuição do parasitismo mediada

pelo tratamento com LTB4 poderia ter levado a menores alterações inflamatórias induzidas pela

infecção, embora, nas condições experimentais utilizadas neste estudo, os níveis sistêmicos de

citocinas induzidas pela carga parasitária não foram alterados.

Além da análise do perfil de citocinas durante a infecção por T. gondii e sua relação com

a via de 5-LO, outros fatores envolvidos na resposta imune ao parasito também foram avaliados.

Assim, no presente estudo foi demonstrado que a infecção por T. gondii reduziu o número das

células de Paneth, localizadas na porção basal das criptas de Lieberkühn do intestino delgado.

Esses dados estão de acordo com trabalhos anteriores, os quais observaram que a infecção por

T. gondii resulta na depleção das células de Paneth no intestino delgado (RAETZ et al., 2013;

VILLERET et al., 2013). De forma interessante, embora a infecção por T. gondii reduza a

quantidade de células de Paneth no intestino delgado, essa perda é menos significativa quando

os camundongos são submetidos ao tratamento com LTB4.

As células de Paneth são responsáveis pela produção de AMPs, tais como -defensinas,

lisozima, lectinas do tipo C e fosfolipase A2 (revisado em KURASHIMA; KIYONO, 2017).

Outro importante efeito observado após a suplementação com LTB4, foi a sua capacidade em

induzir a expressão de AMPs, tais como defensinas 1, 3 e 5 e lisozima no intestino delgado de

camundongos não infectados. De forma semelhante, o tratamento in vivo com LTB4 aumenta

os níveis plasmáticos de -defensinas em macacos e o plasma obtido desses animais possui

atividade antimicrobiana ex vivo e aumenta a liberação de -defensinas, catepsina G, elastase,

lisozima C e catelicidina por leucócitos polimorfonucleares humanos in vitro (FLAMAND;

TREMBLAY; BORGEAT, 2007). Ainda, neutrófilos humanos tratados com LTB4 são capazes

de liberar catelicidina de maneira dose dependente (GAUDREAULT; GOSSELIN, 2008). Com

efeito oposto ao do tratamento com LTB4, a infecção por T. gondii reduziu significativamente

a expressão das -defensinas analisadas e de lisozima no intestino delgado dos camundongos.

Outros trabalhos já haviam relatado essa habilidade do parasito em diminuir diversos AMPs

produzidos no intestino delgado, tais como lisozima (RAETZ et al., 2013, LÓPEZ-YGLESIAS

et al., 2018), -defensina 1 (RAETZ et al., 2013) e criptidina 2 (BURGER et al., 2018; LÓPEZ-

YGLESIAS et al., 2018). Nossos resultados mostraram que o tratamento com LTB4 aumentou

os níveis de mRNA para -defensina 1 nos camundongos infectados com T. gondii em relação

aos animais infectados não tratados, sugerindo que parte dos efeitos protetores desse leucotrieno
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podem estar envolvidos com a indução desse AMP. A relação entre indução de AMPs por meio

de LTB4 e controle de microrganismos também foi demonstrada durante outras infecções.

Camundongos infectados com o vírus Influenza, quando tratados com LTB4, apresentam uma

diminuição na replicação desse vírus por meio de uma regulação positiva da produção de -

defensina 3 e peptídios semelhantes a catelicidina (GAUDREAULT; GOSSELIN, 2008). Outro

estudo comprovou que a melhoria observada na eliminação da bactéria Achromobacter

xylosoxidans em camundongos tratados com LTB4 -defensina 1

(PRADO et al., 2017).

Recentemente, durante a infecção por T. gondii, foi demonstrado que o controle dos

danos imunopatológicos intensos, como destruição do epitélio intestinal e resposta imune

exacerbada contra a microbiota intestinal, é dependente da autofagia basal das células de

Paneth, a qual é mantida pela produção de níveis basais de IFN- pela microbiota (BURGER et

al., 2018). Sendo assim, o fato do tratamento com LTB4 aumentar o número de células de

Paneth e a produção de -denfesina 1 durante a infecção por T. gondii, levanta a hipótese de

que esses efeitos do leucotrieno poderiam estar relacionados a um menor desequilíbrio da

microbiota intestinal. Contudo, estudos posteriores são necessários para avaliação desse

mecanismo.

A desregulação da microbiota durante a infecção por T. gondii permite a expansão de

bactérias Gram-negativas patogênicas, tais como E. coli, Shiguella spp e

Bacteroides/Prevotella spp (HEIMESAAT et al., 2006; RAETZ et al., 2013). Em estudos

anteriores do nosso grupo, foi demonstrado que os altos níveis de IgA anti-E. coli estão

diretamente associados a menores níveis dessas bactérias na composição da microbiota

intestinal durante a infecção por T. gondii (BARENCO, 2015). Além disso, outros estudos

demonstraram que IgA anti-E. coli de alta afinidade é capaz de inibir a proliferação dessa

bactéria e, camundongos que não produzem IgA, apresentam maiores lesões patológicas no

intestino (OKAI et al., 2016; OKAI et al., 2017). Assim, os efeitos positivos da produção de

IgA específica para E. coli também foram demonstrados neste estudo, pois, nossos resultados

demonstraram que o tratamento com LTB4 é capaz de aumentar os níveis de IgA específica

para E. coli no lúmen intestinal e esse tratamento apresentou melhoras em relação ao

parasitismo intestinal.

Além disso, os níveis de IgA anti-T. gondii no lúmen intestinal também foram

aumentados nos camundongos submetidos ao tratamento com LTB4. Anteriormente, foi

demonstrado que camundongos infectados oralmente com T. gondii apresentam anticorpos IgA
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secretada específicos para o parasito no intestino (McLEOD; MACK, 1986; CHARDES et al.,

1990; MINEO et al., 1993). Ainda, a produção de IgA específica para T. gondii tem um caráter

protetor, uma vez que IgA obtida do leite materno de mulheres com toxoplasmose é capaz de

diminuir a replicação in vitro de T. gondii em enterócitos de ratos (MACK; MCLEOD, 1992).

Sendo assim, nossos resultados também sugerem que o tratamento com LTB4 induz uma maior

produção de IgA anti-T. gondii, diminuindo os danos ocasionados pela infecção com esse

parasito.

Uma vez que as células caliciformes também são importantes para a homeostase

intestinal, foi verificado se a via de 5-LO teria a capacidade de alterar o número dessas células

durante a infecção por T. gondii. Os resultados aqui apresentados mostraram que a infecção

pelo parasito diminui o número de células caliciformes no intestino delgado. Atualmente, os

dados da literatura relacionados às células caliciformes e à infecção oral por T. gondii são

controversos. Um estudo anterior mostrou que ratos infectados oralmente com oocistos da cepa

ME49 de T. gondii possuem um número reduzido de células caliciformes que secretam mucinas

neutras ou sialomucinas no íleo durante a fase aguda (SCHNEIDER et al., 2017). Por outro

lado, outro estudo mostrou que ratos infectados sob as mesmas condições apresentam um

aumento do número de células caliciformes secretoras de mucinas ácidas e neutras no duodeno

(TREVIZAN et al., 2016) e camundongos C57BL/6 infectados com cistos de ME49 de T.

gondii não apresentam alteração na quantificação desse tipo celular no intestino delgado aos 7

dias de infecção (LIESENFIELD et al., 2004). No presente estudo, foi demonstrado que a

infecção por T. gondii diminui o número de células caliciformes no intestino delgado,

independente do tratamento com MK886, AgSv ou LTB4, sugerindo que a via de 5-LO não

interfere no dano causado nessas células durante toxoplasmose experimental.

Em conclusão, os resultados aqui apresentados demonstram que T. gondii diminui a

expressão de 5-LO no intestino delgado de camundongos infectados como uma maneira de

evadir do sistema imune para a sua manutenção no hospedeiro. Embora AgSv seja capaz de

aumentar a expressão de 5-LO, a infecção por T. gondii é capaz de diminuir a expressão da

enzima, mesmo nos camundongos tratados com o antígeno. Ainda assim, AgSv é capaz de

diminuir o parasitismo tecidual durante a toxoplasmose experimental, mesmo que de forma

independente de 5-LO. Além disso, a suplementação com LTB4 tem a habilidade de diminuir a

replicação de T. gondii, e parte dessa proteção está relacionada a fatores importantes da resposta

imune intestinal, como manutenção das células de Paneth e seus AMPs e produção de IgA. Em

conjunto, esses dados demonstram como o parasito é capaz de modular a via de 5-LO durante

a infecção oral por T. gondii em camundongos susceptíveis, sugerindo que o uso dos seus
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subprodutos, como LTB4, ou outras ferramentas que alterem a atividade da enzima podem

interferir no tratamento e desenvolvimento da toxoplasmose.
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6. CONCLUSÕES

T. gondii é capaz de reduzir a expressão de 5-LO e BLT-1 no intestino delgado de

camundongos susceptíveis (C57BL/6) ou resistentes (BALB/c), independente do

haplotipo do MHC;

AgSv induz a expressão de 5-LO no intestino delgado de camundongos C57BL/6,

porém, a capacidade de T. gondii em reduzir a expressão da enzima prevalece mesmo

nos camundongos tratados com o antígeno;

O tratamento com AgSv é capaz de diminuir o parasitismo no intestino delgado e no

pulmão de camundongos infectados com T. gondii, ainda que esse efeito seja

independente de 5-LO.

Os efeitos positivos de AgSv no intestino delgado durante a infecção por T. gondii

podem estar parcialmente relacionados a modulação do perfil de citocinas, como

diminuição dos níveis de IL-6, IFN- e TNF e aumento da produção de IL-4;

A proteção ocasionada por AgSv durante a infecção por T. gondii não está relacionada

às células caliciformes ou de Paneth, as quais têm seus números reduzidos durante a

infecção;

A inibição da via de 5-LO ou a suplementação exógena de LTB4 não altera a

sobrevivência ou os parâmetros clínicos de camundongos infectados com T. gondii;

O tratamento com MK886 aumenta o parasitismo no intestino delgado de camundongos

C57BL/6 durante a fase aguda da toxoplasmose e diminui a produção de IL-6, IFN- e

TNF nesse órgão;

A presença de maiores níveis sistêmicos de LTB4 mostrou-se benéfica, uma vez diminui

o parasitismo no intestino delgado, pulmão e fígado e os danos histológicos no pulmão

e fígado de camundongos infectados com T. gondii;

No intestino delgado, o mecanismo protetor de LTB4 durante a infecção por T. gondii

pode estar relacionado ao aumento do número de células de Paneth e de -defensina 1

produzida por essas células, assim como o aumento de IgA específica para T. gondii e

E. coli no lúmen intestinal.
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