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"A coisa mais bela que 0 homem pode experimentar é o mistério. E esta a emocio
fundamental que esta na raiz de toda ciéncia e arte".
(Albert Einstein)
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RESUMO

A resposta inflamatéria induzida no SNC pela infecgio por Toxoplasma gondii pode ser
prejudicial ao hospedeiro. Neste trabalho foi investigada a influéncia de gangliosideos no
desenvolvimento das lesdes e parasitismo. Camundongos C57BL/6 foram infectados com a cepa
ME-49 de 7. gondii e tratados ou ndo com gangliosideos para se avaliar o grau de lesdes e
presenca de parasitos em diferentes orgdos. Por andlise histopatologica e imunohistoquimica
foram observadas lesdes brandas nos 6rgdos periféricos, que foram caracterizadas pela presenca
de infiltrados inflamatérios mononucleados e ndo foram observados taquizoitas ou cistos. No
SNC, as lesdes foram caracterizadas por manguitos perivasculares, infiltrados inflamatorios e
meningite, caracteristicos de meningoencefalite e presenga de cistos. Dos grupos infectados, os
Grupos 2 (animais infectados e tratados com gangliosideos 7 dias antes da infec¢do) e 5 (animais
infectados e tratados com gangliosideos 7 dias depois da infecgdo)apresentaram lesdes graves e
os Grupos 3 (animais infectados e tratados com salina) e 4 (animais infectados e tratados com
gangliosideos no dia da infecgdo lesdes moderadas. Em experimentos in vitro, fibroblastos e
taquizoitas tratados com gangliosideos separadamente ou juntos, em ensaio de invasdo,
apresentaram diminuigio da invasio celular e aumento de mitoses em fibroblastos. Em
conclusdo o tratamento in vivo com gangliosideos ndo diminuiu o nimero de cistos no SNC e in

vitro reduziu a invasdo celular por 7. gondii.

Palavras-chaves: gangliosideos, 7. gondii e 6xido nitrico.
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1- INTRODUCAO

Toxoplasma gondii ¢ um protozoario cosmopolita, parasito intracelular obrigatorio de
células nucleadas de animais homeotermos, e causador da toxoplasmose em diferentes espécies
de aves e mamiferos, incluindo o homem. A toxoplasmose é uma das zoonoses mais comuns
causadas por parasitos. Com o desenvolvimento de testes diagndsticos mais sensiveis e
especificos, nas ultimas duas décadas, observa-se que a toxoplasmose estid disseminada entre
muitas populagdes humanas e animais. Estima-se que cerca de 1/3 da popula¢do adulta do

mundo tenha sido infectada por este patogeno (TENTER et al., 2000).

I. gondii apresenta trés estagios infecciosos - os taquizoitas (do grego fachys = rapido;
em grupos ou clones), formas que apresentam uma rapida proliferagdo na cé€lula hospedeira,
ocorrendo principalmente na fase aguda da doenga; os bradizoitas (do grego bradys = lento; em
cistos teciduais), formas que por estresse imposto pelo sistema imunitario encontram-se dentro
de cistos sob replicagdo lenta (fase cronica); e os esporozoitas (presentes em oocistos), que
correspondem as formas infectantes oriundas do processo de reprodugo sexuada do parasito que

ocorre no intestino de felideos (DUBEY et al., 1998).

Em individuos imunocompetentes a infecgdo geralmente € assintomatica. Os individuos
imunocomprometidos apresentam as mais sérias formas da doenga, como os pacientes que se
submeteram a cirurgia para transplante de 6rgéos e sofrem tratamento imunossupressivo, aqueles
que sdo submetidos a tratamentos quimioterapicos por apresentarem neoplasias, ou em pacientes

com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Nestes casos os cistos podem ser



reativados, com liberagdo de taquizoitas, causando infec¢do disseminada que pode ter sérias
consequiéncias como miocardite, retinocoroidite toxoplasmica e encefalite, sendo esta a principal
manifestagdo da toxoplasmose em pacientes com AIDS, os quais apresenta lesdes multifocais no
Sistema Nervoso Central (SNC) (LUFT & REMINGTON, 1992). Multiplos abscessos cerebrais,
caracterizados por uma zona central avascular com material necrético sdo observados. As areas
adjacentes sdo hiperémicas e contém muitos parasitos livres, células parasitadas e infiltrado de

c€lulas mononucluares (HUNTER & REMINGTON, 1994).

Toxoplasmose pode ocorrer de duas formas: adquirida ou congénita. O termo
toxoplasmose adquirida refere-se a infecgao do individuo em algum periodo da fase pos-natal. 7.
gondii ¢ transmitido por ingestdo de agua, verduras e legumes contaminados com oocistos,
consumo de carne crua ou mal cozida contendo cistos e raramente por transplante de érgéo,

transfusdo ou acidente laboratorial (TENTER et al., 2000).

A infecgdo congénita pode ocorrer quando uma mulher é infectada, na maioria das vezes
durante a gestagdo ou por ocasido de reativagdo de infecgdo latente. Durante a parasitemia, o
parasita atravessa a placenta e invade os tecidos do feto em desenvolvimento. Das criangas
infectadas congenitamente e assintomaticas ao nascimento, aproximadamente 80%
desenvolverdo em algum periodo da vida seqiielas neurologicas e/ou oculares (ROTHOVA,
1993), como hidrocefalia, calcificagdo intracraniana e retinocoroidite As conseqiiéncias da
infeccdo congénita dependem do tempo de gestagdo, sendo mais grave a infecgdo adquirida

durante os primeiros estagios de gravidez (HALL, 1992)

Infecgdes com diferentes patogenos intracelulares, incluindo 7. gondii induzem a sintese
de interferon-gama (IFN-y) e interleucina (IL)-10 (IL-10) simultaneamente (KHAN et al., 1995).
Em condigdes normais, a imunopatologia induzida pela infecgio por 7. gondii é minima.
Entretanto, se ndo controlada por citocinas imunoregulatorias, ocorre uma forte resposta imune
do tipo 1 (Thl) que pode levar a patologia inflamatéria mediada por células T. Experimentos
anteriores mostram que na auséncia de IL-10 na fase aguda da infecgio, camundongos
apresentam patologia hepatica aumentada e mortalidade acelerada, sendo estes efeitos uma
conseqiéncia da produgdo aumentada das citocinas pro-inflamatérias IL-12 e IFN-y
(GAZZINELLI et al., 1996). Recentemente, foi observado que na auséncia de IFN-y,

camundongos desenvolvem uma infec¢do aguda fatal, com uma reduzida reacdo inflamatéria e



multiplicag@o sem controle de taquizoitas. Entretanto, na auséncia da sintase do 6xido nitrico, um
fator que contribui para o controle da muitiplicagdo do parasita e modula reagdes inflamatdrias,
0s animais nao conseguem controlar o parasitismo cerebral, desenvolvem encefalite com uma

reagdo inflamatéria intensa e morrem no inicio da fase cronica (SILVA et al., em preparagio).

Uma fungdo importante da citocina IFN-y é a ativagdo de macréfagos, resultando na
indugdo do gene da enzima sintase induzivel do éxido nitrico (iNOs) e sintese de niveis elevados
de radicais intermediarios do nitrogénio, principalmente do 6xido nitrico (NO) (JAMES, 1995).
Experimentos in vitro tém mostrado a importante agdo de IFN-y e fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-o) na indugdo da iNOs por macréfagos e subseqiiente controle da infecgdo por 7. gondii

(SIBLEY et al., 1991; LANGERMANS e al., 1992; REIS ez al., 2001).

Uma terapia efetiva para o tratamento da encefalite toxoplasmica é a combinagdo de
pirimetamina, (inibidor da dihidrofolato redutase) e a sulfadiazina (ou trisulfapirimidinas). Esta
combinagdo fornece bloqueio seqiiencial do metabolismo do acido folico e atua contra o
Toxoplasma. Entretanto, a atividade desta combinagdo ¢ limitada ao estagio de taquizoita, sendo
que 0s cistos permanecem viaveis ¢ podem reiniciar a infecgdo. Uma ampla variedade de agentes
quimioterapéuticos tém sido desenvolvidos contra o parasito, mas ou ndo s3o eficazes contra os
estagios de taquizoitas e cistos ou sdo toxicos para o hospedeiro. Existe crescente necessidade
para o desenvolvimento de nova quimioterapia anti-Toxoplasma. A potente resposta inflamatéria
induzida no SNC pela infecgdo por 7. gondii, muitas vezes pode ser prejudicial ao hospedeiro. O
uso de drogas que auxiliem na mieclinizagdo de células nervosas poderia potencialmente

contribuir para o tratamento de encefalites e lesdes no SNC causadas pelo parasito.

Gangliosideos sdo glicoesfingolipideos, contendo 4acido sidlico em suas cadeias,
encontrados nas membranas celulares de mamiferos, particularmente abundantes em células
neuronais (PYO ef al, 1999). Os gangliosideos estdo implicados em processos de
desenvolvimento, diferenciagdo e regeneragdo neuronal, e sio capazes de ativar células
microgliais para produgdo de oxido nitrico, fator de necrose tumoral (TNF) e aumento da
expressdo de cicloxigenase-2 (PYO ef al, 1999). A indugio destes mediadores inflamatorios
pode contribuir para a eliminagio de patogenos intracelulares como 7Toxoplasma gondii
(NAKANO er al,, 2002). Além de induzir a produgdo de reativos de oxigénio, gangliosideos

estimulam a fusdo fagossomo-lisossomo, um evento importante que ocorre dentro das células



fagociticas para eliminaglio de patogenos intracelulares (YAMAGUCHI et al, 1997). Varios
estudos tém sido realizados a fim de elucidar o envolvimento de gangliosideos na ativacdo da
resposta imunologica (PYO et al., 1999) e na defesa contra infecgdes (YAMAGUCHI et al.,

1997). Dessa forma, o possivel uso de gangliosideos poderia contribuir para o tratamento da

toxoplasmose.

Foi demonstrado que a administragdo de gangliosideos exdgenos pode retardar, e até
reverter, a degeneragdo neuronal provocada por neuropatia diabética, a principal complica¢io do
diabetes mellitus (MONTENERO ef al, 1983; NORIDO et al., 1984; TRIBAN et al.,1989).
Gangliosideos também tém sido estudados no tratamento de tumores (CHU ef al., 2000; DENG
et al.,, 2002; PARIS et al., 2002), e de varias doengas neurodegenerativas como doenca de

Alzheimer (SVENNERRHOLM et al., 2002) e doenga de Parkinson (JIMENEZ-JIMENEZ &
MOLINA, 1997).



2- OBJETIVOS

1- Relatar o efeito do tratamento com gangliosideos na mortalidade, parasitismo do SNC
e lesdes teciduais em camundongos C57BL/6 infectados experimentalmente com 7. gondii.
Definir o efeito do tratamento com gangliosideos nas lesdes teciduais induzidas pela infec¢do

experimental de camundongos C57BL/6 com 7. gondii.

2- Definir o efeito do tratamento com gangliosideos em ensaios de invasdo de 7. gondii

em fibroblastos humanos.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1. Animais experimentais

Camundongos isogénicos C57BL/6 foram mantidos em condigdes livres de patogenos
especificos no biotério do Laboratério de Experimentagdo Animal (LEA), Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal De Uberlandia (UFU). Todos os animais utilizados neste

estudo foram fémeas de 8 a 12 semanas de idade, pesando de 25 a30 g.

3.2. Parasitos

Foi utilizada a cepa de baixa viruléncia ME-49 de 7. gondii para infectar animais neste
estudo. A manutengio da cepa foi feita por inoculagdo intraperitoneal de camundongos C57BL/6
com 20 cistos de 7. gondii. Um més ap6s a inoculagdo os cistos cerebrais foram coletados para

infectar outros animais.

3.3. Infec¢do experimental e coleta de material

Camundongos C57BL/6 foram inoculados com 10 cistos da cepa ME-49 de 1. gondii,
intraperitonealmente e sacrificados por deslocamento cervical e os orgdos periféricos (figado,

baco, pulmio, coragio e rins) assim como o SNC foram coletados. Os 6rgéos coletados foram



fixados em formol tamponado a 10% e, posteriormente, incluidos em parafina. para posterior

analise histopatologica e imunohistoquimica.

3.4. Tratamento de camundongos com uma mistura de gangliosideos

Para observar o efeito do tratamento com gangliosideos na diminuigdo ou resolugdo de
leses patologicas induzidas pela reagdo inflamatéria em decorréncia da infecgdo por 7. gondii,
os animais foram tratados com uma mistura de gangliosideos contendo GM1, GDla, GD1b e
GT1b (Sinaxial; TRB Pharma, Campinas, SP). A droga foi administrada por via intraperitoneal

em doses diarias de 10 mg/Kg (NORIDO et al., 1984), durante 30 dias para cada grupo, em 5
grupos den=3:

Grupo 1: Animais nao infectados e tratados com gangliosideos

Grupo 2: Animais infectados e tratados com gangliosideos 7 dias antes da infeccao.
Grupo 3: Animais infectados e tratados com salina por 30 dias subsequentes.
Grupo 4: Animais infectados e tratados com gangliosideos no dia da infecgéo.

Grupo 5: Animais infectados e tratados com gangliosideos 7 dias depois da infecgdo. Os animais
foram tratados a partir de sete dias de infec¢do, pois nesta fase é quando se observa a infec¢édo do
SNC por este parasita (SILVA et al., 2002a,b).

Durante o tratamento com a droga os grupos de animais foram acompanhados quanto a
mortalidade e os seus orgdos (SNC, figado, bago, rins, pulmdo, cora¢do) foram coletados para

posterior analise histopatologica e imunohistoquimica ap6s 30 dias de infecgéo.



3.5. Coloragio pela Hematoxilina-Eosina

Cortes de 4 pm de espessura foram feitos em micrétomo Spencer 820 e os cortes
teciduais foram desparafinados em xilol durante 30 minutos e depois re-hidratados em
concentra¢des decrescentes de alcoois, (100, 90, 80 e 70%) durante 3 minutos cada. A seguir as
laminas contendo os cortes foram imersas em hematoxilina de Harris por 1 minuto. Procedeu-se
a uma lavagem em agua corrente durante 10 minutos, sendo logo as ldminas imersas em eosina
por 40 segundos e lavadas em agua corrente rapidamente. Para montagem das laminas, estas
foram desidratadas em concentragdes crescentes de alcoois (70, 80, 90 e 100%), durante 3
minutos cada. A seguir as laminas receberam um banho de xilol/alcool (v/v) por 1 minuto e xilol

por 15 minutos. As laminas foram montadas em laminula e resina de entellan.

3.6. Reacio de imunohistoquimica

Para detecgdo de antigenos totais de 7" gondii foi utilizada antisoro policlonal produzido

em coelhos contra a cepa RH como anticorpo primario.

A reagdo de imunohistoquimica foi realizada conforme Gosselin et al. (1986) com

modificagoes.

Os cortes teciduais foram fixados em laminas contendo substancia aderente de PVC ¢ os
cortes teciduais foram desparafinados e rehidratados como anteriormente citado. O bloqueio da
peroxidase endogena foi feito incubando-se as laminas durante 20 minutos em solugdo de
peroxido de hidrogénio (H202) a 3,0%. A seguir, as laminas foram imersas em salina tamponada
com fosfato (PBS), durante 5 minutos € O resgate de sitios antigénicos foi feito em forno
microondas Sharp, poténcia média como descrito por Sharma et al., 1990. As laminas foram
imersas em tampdo citrato constituido de 2,1g de 4cido citrico anidro em 1 litro de agua
destilada e NaOH 2 M até atingir o pH 6,0 e foram realizados 2 ciclos de 5 minutos e 2 ciclos de
4 minutos. As laminas foram aclimatadas durante 20 minutos a temperatura ambiente e imersas
em PBS durante 5 minutos. Para bloqueio de sitios inespecificos de ligagdo, as laminas foram
incubadas 1aminas com Soro Albumina Bovina (BSA) a 1% durante 20 minutos a temperatura

ambiente.



Apos este tempo, as laminas foram incubadas com antisoro primario, durante toda a noite
a 4°C. O antisoro primario consistiu de antisoro de coelho anti-7. gondii, cepa RH e foi utilizado
na diluicdo de 1:1000. Como controle da reagdo, utilizou-se soro de coelho ndo imune na mesma

diluigdo do antisoro primario. Apos este periodo de incubagao as laminas foram imersas em PBS.

O antisoro secundario utilizado foi y-globulina de carneiro anti-IgG de coelho biotinilada,
na diluigdo de 1:1000 em PBS. As laminas foram incubadas com o antisoro secundario, durante
30 minutos a 37°C; logo apés, estas foram imersas em PBS. A reagdo foi amplificada com o
complexo ABC peroxidase (ABC kit, PK-4000; Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA,
USA.) na diluigio 1:200, durante 30 minutos a 37°C. Apds este periodo as [aminas foram
imersas em PBS. A reagdo foi revelada com uma solugdo cromdgena, filtrada, que consistiu de
50 mg de DAB (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride) (Amresco, Solon Ohio), diluida em
200 ml de PBS e 160 pL de peréxido de hidrogénio 30% adicionada no momento do uso. As
1aminas foram incubadas durante 3 minutos na solugdo cromogena. A contracoloracdo foi feita
em hematoxilina de Mayer, durante 6 minutos & temperatura ambiente. A seguir as laminas
foram imersas em 4gua corrente durante 10 minutos. Finalizada a reagdo, procedeu-se a
desidratagdo em concentragdes crescentes de alcoois (70, 80, 90 e 100%), xilol e a montagem das

laminas foram feitas em laminula e resina de entellan.

3.7. Analise Histopatolégica

Para determinagio do parasitismo tecidual por imunohistoquimica, o nimero de cistos e
taquizoitas foi avaliado em ao menos 2 cortes teciduais de cada um dos 3 animais por grupo,
sendo estes obtidos a partir de cortes semi-seriados (distdncia de 40 pm entre eles). O
parasitismo no SNC foi avaliado em cada se¢do do hemisfério cerebral e nos tecidos periféricos

em 40 campos microscopicos de cada orgédo.

Para analise das lesdes patologicas induzidas por 7. gondii, estas foram quantificadas em
40 campos microscopicos (aumento de 400X) nos orgdos periféricos e em um hemisfério
cerebral no SNC. A analise das lesdes foi feita de forma diferente nos diferentes orgéos. No
figado, focos inflamatorios foram quantificados, assim como éreas necréticas no parénquima
quando presentes. No coragdo foram quantificadas infiltrados inflamatérios focais (30 leucocitos

ou mais em proximidade com cada outro).
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No pulmao foi analisada presenca de infiltrados inflamatorios nos septos alveolares. As
lesoes inflamatorias foram graduadas em uma escala arbitraria quanto a sua extensao nos septos

alveolares como sendo, suave (+), moderada (++), grave (+++).

Os rins foram também avaliados quanto a presenca de infiltrados inflamatorios e as
lesdes foram graduadas em uma escala arbitraria como anteriormente citado. O bago foi avaliado

quanto a hiperplasia de polpa branca e outras possiveis lesdes patologicas.

Para comparagdo da patologia no SNC entre camundongos C57BL/6 tratados ou ndo com
gangliosideos em diferentes condi¢des e infectados ou ndo com a cepa ME-49 de 7.gondii, o
desenvolvimento de encefalite foi avaliado em seg¢des sagitais. Foi analisada a presenga de
celulas inflamatoérias espalhadas pelo parénquima e nas meninges, manguito perivascular e
contagem de infiltrados inflamatorios. Estes foram divididos em focais (nddulos gliais) e difusos,
dependendo da proximidade das células inflamatorias. A maioria das células em um infiltrado
inflamatoério focal estdo em contato direto com cada outra, formando um sitio continuo de
inflamagdo. Em um infiltrado difuso foram contadas pelo menos 30 células inflamatérias por
campo microscopico espalhadas pelo parénquima. A gravidade das lesdes patoldgicas foi
também avaliada em uma escala arbitraria. Uma inflamagdo suave foi graduada como (+), se
existisse 1-15 nodulos gliais e infiltrados inflamatérios difusos no parénquima, nenhuma
evidencia de infiltragdo de células inflamatérias nas meninges e discreto manguito perivascular.
Uma inflamagfio moderada (++), se existisse 16-40 nodulos gliais e infiltrados inflamatoérios
difusos no parénquima, infiltragio de células inflamatérias nas meninges e presenca de manguito
perivascular moderado. Uma inflamag@io grave (+++), se existisse mais que 50 nodulos gliais e
infiltrados inflamatorios difusos no parénquima, intensa infiltragdo de células inflamatérias nas

meninges ¢ presenca acentuada de manguito perivascular.

3.8. Tratamento de fibroblastos humanos e de T. gondii in vitro com gangliosideos

Foram organizados 4 grupos:

l—FiBrObIaS(QS human‘oél tratados com gangliosideos durante 2 horas antes da infec¢do por
T’ gondii.
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2-Taquizoitas de 7. gondii tratados com gangliosideos durante 1 hora antes da infecgdo

em fibroblastos humanos ndo tratados.

3-Tratamento de fibroblastos concomitantemente com a infec¢do por 7. gondii.

4-Controles.

Fibroblastos humanos do prepucio (HFF), na concentragio de 4x10%células/200 ul, foram
adicionados as placas de 24 pogos contendo laminulas de 13 mm de didmetro. Ap6s 1 hora em
repouso em capela de fluxo laminar & temperatura ambiente, foram adicionados 200 ul de RPMI
1640 contendo 10% de Soro Bovino Fetal (SBF) e, em seguida, as placas foram incubadas por 48

horas em estufa umidificada com 5% de CO,a37C.

Apbs este periodo, foi utilizado Sinaxial na concentra¢do de 500 pg/ml para tratar os
fibroblastos humanos antes da infecgdo, durante 2 horas a 37C (Grupo 1), assim como, os
taquizoitas da cepa ME-49 de 7. gondii por 1 hora a 37 C antes da infec¢do (Grupo 2). A seguir,
os fibroblastos humanos tratados com Sinaxial por 2 hora a 37C foram infectados com
taquizoitas na proporgdo 3:1 (taquizoitas células), incubando-se por 3 horas para invasdo
celular. No terceiro grupo foram tratados simultaneamente fibroblastos e taquizoitas juntamente

com Sinaxial e depois incubados por 3 horas.

Os controles foram representados por células nio tratadas e taquizoitas ndo tratados
incubados apenas com RPMI a 37 C por 3 horas. As laminas de todos os grupos foram lavados 2
vezes com RPMI 10% acrescido ou ndo com Sinaxial de acordo com os grupos (tratados e

controle) e incubados por 48 horas a 37 C em estufa umidificada com 5% de CO,,

Apos este periodo as laminas foram fixadas com metanol gelado por 30 min e coradas

com May-greenwald por 1 min e Giemsa por 30 min a temperatura ambiente. As laminas foram

montadas com resina de entellan.

3.9. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo teste T. de Student.
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4- RESULTADOS

4.1. Alteracdes histopatolégicas nos érgios periféricos de camundongos C57BL/6

Os animais ndo infectados e tratados com gangliosideos n3o apresentaram alteragGes
inflamatorias aparentes nos orgdos periféricos. As lesdes patologicas observadas nos 6rgaos
periféricos de todos os animais infectados foram brandas aos 30 dias de infecgdo. No figado estas
se caracterizaram como infiltrados inflamatérios constituidos por células mononucleadas. Estes

infiltrados se apresentaram organizados como focos (Figura 1A) e estes foram quantificados
(Tabela 1).

No pulmdo dos animais infectados as lesdes se caracterizaram pela presenca de
infiltrados inflamatorios nos septos alveolares, constituidos por células mononucleadas (Figura
1B). Os infiltrados inflamatorios observados nos animais infectados foram discretos, sendo que a
maior parte do tecido pulmonar analisado apresentava-se sem lesdes aparentes. Ndo houve
diferenga no grau de lesdes pulmonares entre os diferentes grupos de animais infectados (Tabela

1.

Nos rins foi observada a presenga de infiltrados inflamatérios discretos em alguns
glomérulos renais de animais infectados (Figura 1C), entretanto, ndo foi observada diferenga na

intensidade de inflamagdo tecidual entre os diferentes grupos de animais infectados (Tabela 1).
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As lesdes cardiacas foram brandas aos 30 dias de infecgdo com 7. gondii e se

caracterizaram por infiltrados inflamatorios mononucleados (células inflamatorias entremeadas

entre as fibras) (Figura 1D e Tabela 1).

As lesDes esplénicas se caracterizaram por hiperplasia de polpa branca o que significa

reatividade do 6rgdo, devido a infecgao por 7. gondii.

Tabela 1: Avaliagdo das lesdes patologicas nos orgdos periféricos de camundongos C57BL/6

infectados ou ndo com 7. gondii e tratados ou ndo com gangliosideos®.

Grupos experimentais® Analise Histopatologica
Figado® Pulmio* Coracio® Rins'
Grupo 1 - - - -
Grupo 2 10£6,1 ;- 33+25 +
Grupo 3 03121 + 24 | +
Grupo 4 9,7+0,6 + 2+0 +
Grupo 5 07+12 + 1 -

“Camundongos C57BL/6 foram infectados por via intraperitoneal com 10 cistos da cepa ME-49

de T gondii. Trés camundongos foram utilizados por grupo experimental.

bGrupos experimentais:

Grupo 1: animais no infectados e tratados com gangliosideos.

Grupo 2: animais infectados e tratados com gangliosideos 7 dias antes da infecgio.
Grupo 3: animais infectados e tratados com salina

Grupo 4: animais infectados e tratados no dia da infecgdo.

Grupo 5: animais infectados e tratados com gangliosideos 7 dias depois da infecgido.

““Infiltrados inflamatérios foram quantificados em 40 campos microscopicos (aumento de 400X)

em cada se¢do de cada orgio.

A5 lesdes inflamatérias no pulméo e rins foram graduadas em uma escala arbitraria quando a

sua extensao como sendo (+)suave, (++)moderada, (+++)grave.

Todas as lesdes foram visualizadas por coloragio com H&E.
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Figura 1- Alteragdes histopatologicas nos tecidos periféricos de camundongos CS57BL/6 aos 30

dias de infeccdo com 7. gondii e tratados com glangliosidios 7 dias antes da inoculag¢do do'ﬂ‘
parasito e durante todo o periodo experimental. Observa-se a presenga de un tocp iI]ﬂé;n}éﬁi_t/(i)ﬁle}
no figado (A), células inflamatorias nos septos alveolares intercaladas com areas normais de
tecido pulmonar (B), infiltrados inflamatorios nos glomérulos renais (C) e um infiltrado

inflamatério entremeado entre as fibras cardiacas (D); A,B,C, x 66; D, x 257, HE.

i !

3
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4.2. Alteracées histopatolégicas no SNC de camundongos CS7BL/6

Os animais ndo infectados e tratados com gangliosideos ndo apresentaram lesdes
inflamatoérias no SNC. Entretanto, todos os animais infectados apresentaram lesdes no SNC. As
alteragdes inflamatorias foram observadas em todo SNC, sem predilegdo por area. As lesdes
foram caracterizadas por manguitos perivasculares constituidos por células inflamatorias
mononucleadas e infiltrados inflamatérios mononucleados organizados como focos (nddulos
gliais.) (Figura 2A e 2B). Foram observadas também células inflamatérias espalhadas pelo
parénquima, constituindo os infiltrados difusos. Alguns animais também apresentaram celulas
inflamatérias nas meninges (Figura 2C). Estas lesdes sdo caracteristicas de uma
meningoencefalite. Em geral as lesdes inflamatorias ndo foram observadas em éreas préximas
aos parasitos (Figura 2D). Apesar de apresentarem uma meningoencefalite importante, as lesdes
foram mais brandas no SNC de animais C57BL/6 infectados com 7. gondii e tratados com
gangliosideos ou salina no dia da infecgdo, quando comparadas com as de animais infectados e
tratados 7 dias antes ou 7 dias apos a infecgdo (Tabela 2). Os animais destes dois Gltimos grupos

apresentaram uma meningoencefalite mais grave.
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Tabela 2: Avaliacio das lesdes patologicas no Sistema Nervoso Central de camundongos

C57BL/6 infectados ou ndo com 7. gondii e tratados ou ndo com gangliosideos”.

Grupos experimentais" Analise Nimero de Cistos*
Histopatolégica®
Grupo 1 = -
Grupo 2 +++ 6312
Grupo 3 ++ 57+40
Grupo 4 ++ 3Ifx10
Grupo 5 R 12,0+ 14,0

*Camundongos C57BL/6 foram infectados por via intraperitoneal com 10 cistos da cepa ME-49

de T. gondii. Trés camundongos foram utilizados por grupo experimental.

®Grupos experimentais:

Grupo 1: animais ndo infectados e tratados com gangliosideos.

Grupo 2: animais infectados e tratados com gangliosideos 7 dias antes da infecgdo.
Grupo 3: animais infectados e tratados com salina.

Grupo 4: animais infectados e tratados no dia da infeccio.

Grupo 5: animais infectados e tratados com gangliosideos 7 dias depois da infecgao.

Duas secdes sagitais de cada camundongo foram examinadas por coloragio por H&E para
lesdes histopatologicas. O grau de inflamagao foi avaliado como (+) suave, (++) moderada ou

(+++) grave.

40 cistos foram visualizados por imunohistoquimica e foram quantificados por se¢ao sagital em

a0 menos 2 se¢des ndo contiguas por camundongos (distancia entre elas 40 pm).
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Figura 2 — Alteragdes histopatologicas no Sistema Nervoso Central de camundongos C57BL/6
™ aos 30 dias de infecgdo com 7. gondii e tratados com glangliosideos 7 dias antes da inoculagio
: do parasito e durante todo o periodo experimental. Observa-se a presenga de manguitos
e perivasculares (A,B), pequeno nodulo glial (A,B), células inflamatoérias nas meninges (C) e cisto
- (D); A,B,C, x 66; D, x 257, HE.
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4.3. Anilise do tratamento de fibroblastos humanos ¢ de T. gondii com gangliosideos in
vitro

Nos fibroblastos humanos tratados com Sinaxial por 2 horas antes da infec¢do houve uma
diminuigdo ndo siginificativa (p> 0,05) da invasio celular por taquizoitas de 7. gondii em
comparagao com o grupo controle, devido a n=2, mas, numericamente, notamos uma tendéncia a
diminuigdo da invaso e o aumento de mitoses.. Foi observada também um maior numero de
mitoses nos fibroblastos em mitose tratados com Sinaxial, do que no grupo controle. Entretanto,
0 uso terapéutico de gangliosideos concomitantemente com a infecgdo por taquizoitas no parece

ter sido eficaz contra a invasdo celular pelo parasito, mas influenciaria ao surgimento de mitoses
(Tabela 3).

Nos parasitos tratados com Sinaxial por 1 hora antes da infecgdo em fibroblastos
humanos, também foi observada uma diminui¢do néo siginificativa (p> 0,05) na invasdo celular,

devido a n=2 Entretanto, as células infectadas por estes parasitos ndo apresentaram mais figuras

de mitose em comparagéo ao controle (Tabela 3).
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Tabela 3: Avaliagio da influéncia de gangliosideos em ensaios de invasdo de taquizoitas de 7.

gondii em fibroblastos humanos e no processo de mitose.

Fibroblastos tratados com Sinaxial por 2 horas antes da infeccio

Invasao Mitose
Sinaxial 4.0% 3,3%
Controle 7,3% 0,5%

Taquizoitas tratados com Sinaxial por 1 hora antes da infecciio

Invasao Mitose
Sinaxial 1,7% 0
Controle 4,0% 0,8%

Tratamento de Fibroblastos na hora da infeccio
Invasiao Mitose
Sinaxial 4,2% 3,2%

Controle 4,0% 0
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5- DISCUSSAO

Gangliosideos sdo encontrados na superficie de células de mamiferos e estdo envolvidos
na regulagiio de varios fendmenos biologicos. No entanto, os mecanismos detalhados envolvidos
neste processo nio sio conhecidos (BHUNIA et al., 2002). Supde-se que os glicoesfingolipideos
(gangliosideos) exergam um papel decisivo nas interagdes célula-célula e célula-substrato,
inclusive adesdo, proliferago, diferenciagdo celular e apoptose. Além disso, mudangas no perfil
de glicolipideos na superficie celular sugerem desordens biologicas, tais como, transformagdes
malignas. Essas modificagdes na composigdo de gangliosideos tém sido estudadas em diferentes

tumores para esclarecerem os mecanismos envolvidos neste fenémeno (BERRA e al., 1997).

Estudos com células de camundongos BALB/3T3 que foram infectadas com H-ras
oncogene ou K-ras oncogene demostraram alteragdes na composi¢do de gangliosideos nas
linhagens de células transformadas. GM1 e GDla foram encontradas em todas essas células
modificadas, entre as quais houve um aumento do conteido de GM3 e diminuigdo do conteudo

de GD3, GD1a e GM1a (SUZUKI et al., 1989).

A produgio de GM3 por células tumorais é capaz de induzir a produgdo de NO em
macrofagos, presentes no peritoneo de camundongos, o qual é responsavel pela citotoxicidade

contra celulas tumorais (DING et al., 1989).

Gangliosideos de células do sistema imune sdo também capazes de inibir a prolifera¢ao

de tumores. Em um estudo foram detectados na membrana de macrofagos de camundongos dois
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tipos de gangliosideos que inibiram a divisao de mastocitoma P815 presente em camundongos

(SCHAADE et al., 2000).

Resultados de estudos mostraram que o tratamento com a vitamina E poderia reduzir o
metabolismo na expressio de glicoesfingolipideos (GSL) na superficie celular de culturas de
celulas murinas K3T3, e também reduzir a tumorigenicidade de células transplantadas em

camundongos com dieta rica em vitamina E (YOGEESWARAN & MBAWUIKE, 1986).

Por outro lado existem glicoesfingolipideos, tais como, gangliosideos (DLG) derivados
de linfoma de Dalton (DL) que poderiam inibir a produgio de NO por macréfagos in vitro e in

vivo (KUMAR et al., 1996).

A concentragio e a composi¢do dos gangliosideos varia de célula para célula

(THAMPOE ef al., 1989) e na mesma célula em diferentes periodos de desenvolvimento.

Em uma mesma célula pode variar a composi¢do de gangliosideos em sucessivas
passagens de cultura. GM3, GD3 e GD1 foram encontrados em sucessivos extratos de subcultura
de fibroblastos humanos. GD1 foi encontrado em todos os extratos, mas em menor proporgao.

Nesses extratos encontrou-se mais GD3 do que GM3, devido ao aumento de GD3 sintase

(SCIANNAMBLO et al., 2002).

QOutros trabalhos demonstraram o envolvimento de gangliosideos na proliferagdo e
migragdo celular. Durante o desenvolvimento do SNC em ratos o GD3 estaria envolvido na

migragdo celular (SANTIAGO et al., 2001).

Em outros trabalhos a respeito da proliferagdo celular o GM1 funcionaria como receptor
na estimulagio da mitose em celulas de Schwann, juntamente com os receptores MBP (1-44),

MBP (152-167) e bFGF (TZENG ef al., 1999).

Ha diferentes tipos de gangliosideos — GM3, GM1, GT1b, GD1a, GD1b, GD3 e outros,
presentes em varios tipos celulares (normais e tumorais). Alguns gangliosideos podem induzir ou
inibir a produgdo de NO e de COX-2. GM3 induz a produgio de NO por macrofagos (DING et
al., 1998), assim como o GD3 (BHUNIA et al.,, 2002). Trisialo-gangliosideos (GTIb) também
induzem a produgdo de NO, de TNF-a e a expressdo de COX-2 (PYO et al., 1999).

Monosialo-gangliosideos (GM1), assim como o GD1a, induz a expressdo de COX-2 mas

produz pequeno efeito na produgdo de NO (PYO ez al., 1990; TSENG et al., 1998).
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A enzima fosfolipase A; (PLAy) liberada por patogenos € um importante agente
patogénico em infecgdes pois, propicia a invasio de microrganismos em células de hospedeiros,
ou seja, a PLA; esta envolvida na invasdo celular por parasitos intracelulares, como o T. gondii e
Plasmodium ssp. (SAFFER et al, 1989; SAFFER & SCHWRTZMAN, 1991; BRAUN-
BRETON et al, 1994). A PLA; em humanos exerce a fungdo em diversos processos celulares,
incluindo digestdo de fosfolipideos e metabolismo, defesa da célula hospedeira, na transdugdo €
toxicidade (DENNIS et al., 1992; GLASER et al., 1993; GELB et al., 1994; ARNI & WARD,
1996; LESLIE, 1997; KRAMER & SHARP, 1997, MURAKAMI et al., 1997).

Conforme Correa et al. (1993), a inibicio de PLA, de Trypanosoma cruzi, tal como, a

agdo de gangliosideos neuronais poderia intervir na sua penetragio em células hospedeiras.

Em estudos in vitro, Bronia et al (1999) utilizaram gangliosideos derivados de cérebro de
boi (Reflexan; Beta Laboratories, Buenos Aires), em culturas de 7. cruzi, agindo diretamente na
sua mobilidade e morfologia, mas nio foram observadas alteragdes na invasao do parasito em

células hospedeiras.

Ao contrario, em nossos experimentos in vitro, tratado com gangliosideos, tanto dos
taquizoitas de 7. gondii por 1 hora antes da infecgdo como os fibroblastos humanos por 2 horas
antes da infecgdo, levou a uma diminuigdo da invas3o dos fibroblastos por 7. gondii, com
excecdo dos fibroblastos tratados com gangliosideos concomitantemente com a infec¢do. Desse
modo, quando as células entram em contato com uma mistura de gangliosideos, estes poderiam

ativar o processo de mitose (Tabela 3).

Através deste experimento in vitro supds-se que o uso profilatico da mistura de
gangliosideo usada agiria como inibidor da invasdo celular por 7. gondii e como ativador de

mitose.

Entretanto, nos experimentos in vivo de Bronia et al. (1999), o tratamento com
gangliosideos interfiriu na evolu¢do da infecgdo por 7. cruzi. Diferentemente dos resultados
obtidos por estes autores, nossos estudos in vivo, em que foram tratados quatro grupos de
camundongos C57BL/6 infectados com cistos da cepa ME-49 de 7. gondii com Sinaxial por 30
dias, ndo ocorreu inibigio da invasdo do parasita no SNC dos camundongos. Esses quatro grupos
infectados apresentaram lesdes moderadas (Grupo 3 e Grupo 4) e graves (Grupo 2 e Grupo 5) no

SNC, caracterizadas pela presenca de manguitos perivasculares constituidos por infiltrados
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inflamatérios mononuclueados organizados em focos (nédulos gliais) e difusos e de células

inflamatorias nas meninges (meningoencefalite) (Tabela 2 e Figura 2C).

O uso da droga no Grupo 2 (animais infectados e tratados com Sinaxial por 7 dias antes
da infec¢do e com posterior presenca de lesdes graves) € no Grupo S (animais infectados e
tratados com Sinaxial por 7 dias depois da infec¢do e com posterior presenca de lesdes graves)
poderia servir como um estimulo prévio ao aumento da produgio de NO ou iNOs e
conseqiientemente ao aumento das lesdes no SNC, pois, provavelmente, a droga utilizada no
experimento que apresenta numero maior de gangliosideos (GDla, GD1b, GTI1b) que
estimularia a produ¢gdo de NO, como consta na literatura analisada, proporcionou ao
aparecimento de lesdes graves (+++) nos grupos 2 e 5. Entretanto, todos os grupos infectados,
com excecdo do grupo 3 (tratado apenas com salina), que receberam a mesma droga (3
gangliosideos que estimulam a produgdo de NO e 1 gangliosideo que poderia inibe a sua
producdo, conforme a literatura estudada), ndo apresentaram lesdes graves como nos Grupos 2 e
5. A possivel diferenca entre as lesdes nos Grupos 2, 3, 4 e 5 estaria nas diferentes condigdes do
tratamento. O Grupo 2 e 5 receberam a droga (estimulo prévio), estimulando as células
neuronais a produzirem NO. Ao contrario, o Grupo 4 (animais infectados e tratados no dia da
infec¢do) ndo recebeu a droga ou parasito antes (que seria o estimulo prévio) e desse modo,
apresentou lesdes moderadas (++). Ja o Grupo 3 (animais infectados e tratados com salina)
recebeu o parasita que seria o estimulo Unico, mas ndo foi tratado e portanto apresentou lesdes

também moderadas.

Portanto, a causa do possivel aumento da produg@o de NO e consegiientemente das lesdes
nos grupos 2 e 5 seria o recebimento, de um estimulo prévio (droga ou parasita). Poderia
denominar o Grupo 2 como "Grupo Profilatico” e o Grupo 5 como "Grupo Terapéutico”, e
conforme a Tabela 2, a droga ndo seria eficaz nem na profilaxia e nem na terapéutica, mas seria

um estimulo para o aumento da produgido de NO em animais infectados com 7. gondii.

Em relagdo a analise histopatologica dos orgdos periféricos (figado, bagco, pulmado,
coragdo e rins), os animais dos 5 grupos n3o apresentaram cistos ou taquizoitas, mas todos, com
excegdo do Grupo 1(ndo infectado), apresentaram lesdes patologicas leves aos 30 dias de
infeccdo (Tabela 1). As lesdes dos oOrgdos periféricos dos quatro grupos infectados se
caracterizaram pela presenca de infiltrados inflamatorios mononucleados, sem apresentar

diferenga significante entre os grupos.
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Para elucidar esses achados a respeito da inibigdo da invaso celular por 7. gondii, estio
sendo realizados novos estudos in vive para avaliar a viabilidade da cepa RH de 7. gondii,
quando os parasitos sao tratados com uma mistura de gangliosideos (Sinaxial) antes da infecgio

em camundongos C57BL/6.

Estudos estdo sendo realizados para comprovar se as lesdes presentes no SNC dos

camundongos infectados e tratados foram devido ao uso dos gangliosideos presentes na droga

que poderia aumentar a produc¢io de NO.
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6-CONCLUSOES

6.1. Experimentos in vivo

O tratamento com gangliosideos em camundongos C57BL/6 infectados com cistos de 7.
gondii ndo foi eficaz, pois o nimero de cistos dos animais infectados e tratados ndo foi

significativamente diferente dos animais infectados e ndo tratados.

6.2. Experimentos in vitro

O uso de gangliosideos em fibroblastos humanos induziu a uma diminui¢do da invasdo

celular por taquizoitas de 7. gondii e ativagio de mitoses.
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