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RESUMO

Toxoplasma gondii ¢ um protozodario parasito intracelular obrigatério que infecta uma ampla
variedade de vertebrados de sangue quente, incluindo seres humanos. Muitos estudos
demonstram que a ciclooxygenase-2 (COX-2) ¢ um potente modulador da resposta imune em
varios tipos de infec¢do. No entanto, o papel da ciclooxygenase ainda ndo € claro durante uma
infec¢do causada por 7. gondii. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi verificar o papel
funcional da COX-2 em roedores Calomys callosus infectados por 7. gondii, um excelente
modelo experimental in vivo tradicionalmente utilizado para estudar a toxoplasmose. Para este
fim, fémeas de C. callosus foram infectadas com cinquenta cistos de 7. gondii (cepa ME49),
tratadas com inibidores da ciclooxygenase Meloxicam (inibidor de COX-1 e COX-2) e
Celecoxibe (inibidor seletivo de COX-2), e avaliadas a cada 48 horas para a verificagdo da
alteracdo de peso corporal e morbidade durante 40 dias consecutivos. Como controle, os
animais foram infectados e ndo tratados com inibidores da ciclooxygenase. Depois de 40 dias
de infecgdo, os cérebros foram coletados e processados para imuno-histoquimica ou PCR em
tempo real para deteccdo de 7. gondii, enquanto o soro dos animais foi avaliado para detecg¢ao
de citocinas. Além disso, macrofagos peritoneais de C. callosusnio infectados ou infectados
com a cepa RH de 7. gondii foram tratados com Meloxicam ou Celecoxibe a fim de avaliar a
proliferagdo intracelular do parasito por ensaio de beta-galactosidase, producdo de citocinas
por ELISA e produ¢do de nitrito por meio do método de Griess, apos 24 h de infecgdo. Os
resultados mostraram que a morbidade dos animais foi alterada apds a infec¢@o por 7. gondii,
independentementedo tratamento. Em relagdo a alteragdo de peso corporal, animais tratados
com Celecoxibe apresentaram uma perda de peso menor quando comparados com seu
respectivo controle. A imuno-histoquimica e PCR em tempo real realizados no tecido cerebral
mostraram uma reducdo significativa de cistos teciduais em animais tratados com ambos o0s
inibidores, quando comparados com animais infectados e nao tratados. Além disso, observou-
se que ambos os tratamentos com os inibidores foram capazes de controlar a proliferacao
intracelular de 7. gondii em macréfagos peritoneais. No soro de C.callosus, os dados do ELISA
mostraram que animais tratados com Meloxicam apresentaram uma tendéncia para maior
producdao de MIF quando comparados ao controle. J4& no sobrenadante de macrofagos
peritoneais, houve um aumento na produ¢ao de TNF-a e uma redugao de IL-6, e o ensaio de
Griess demonstrou que ambos os tratamentos induziram uma alta produg@o denitrito. Todos
estes resultados indicam que as ciclooxygenases sdo capazes de aumentar a susceptibilidade a
infeccdo por 7. gondii, uma vez que a inibi¢cao destes mediadores induz o controle significativo
da infeccdo. Em conclusdo, os nossos resultados mostram que a COX-1 e COX-2 sdo
importantes para aumentar o processo infeccioso por 7. gondii no cérebro e macréfagos
peritoneais de C.callosus.

Palavras-chave:Toxoplasma gondii,Calomys callosus,Ciclooxigenases



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite that infects a wide range of
warm-blooded vertebrates, including humans. Many studies show that the ciclooxygenase-2
(COX-2) is a potent modulator of immune response in multiple types of infection. However,
the role of cyclooxygenase during an infection by 7. gondii is still not clear. Therefore, the aim
of this study was to investigate the functional role of COX-2 in Calomys callosus rodents
infected with 7. gondii, an excellent in vivo experimental model traditionally used for studying
toxoplasmosis. For this purpose, C. callosus females were infected with fifty cysts of 7. gondii
(ME49 strain), treated with ciclooxygenase inhibitors as Meloxicam, COX-1 and COX-2
inhibitor, and Celecoxib, COX-2 selective inhibitor, and evaluated every 48 hours to check the
body weight change and morbidity for 40 consecutive days. As a control, the animals were
infected and not treated with ciclooxygenase inhibitors. After 40 days of infection was
performed collection and processing of the brains for immunohistochemistry or real-time PCR
for the detection of 7. gondii, while evaluating the serum of animals for the detection of
cytokines by ELISA. Furthermore, the peritoneal macrophages of C. callosus, uninfected or
infected with 7. gondii RH strain, were treated with Meloxicam or Celecoxib in order to
evaluate the parasite intracellular proliferation by beta-galactosidase assay, and the supernatant
was collected for cytokine detection by ELISA and production of nitrite by Griess method,
after 24h of infection. The results showed that the morbidity of the animals changed after
infection by 7. gondii, regardless of both treatments. Regarding the change in body weight,
animals treated with Celecoxib had a smaller loss of weight when compared to their respective
control. Immunohistochemistry and real-time PCR performed on brain tissue showed a
significant reduction of tissue cysts in animals treated with both inhibitors when compared to
infected and untreated animals. Besides, it was observed that both treatments with the
inhibitors were able to control the 7. gondii intracellular proliferation in peritoneal
macrophages. On the serum of C. callosus, the ELISA data shows that animals treated with
Meloxicam showed a tendency to increase the MIF production when compared to the PBS
control. In the supernatant of peritoneal macrophages, there was an increase in TNF-a
production and IL-6 reduction, and Griess assay showed that both treatments induced a high
production of nitrite. All these results indicate that cyclooxygenases are capable of favoring
infection by 7. gondii, since inhibition of these mediators induced significant control of
infection. In conclusion, our results show that COX-1 and COX-2 are important to facilitate
the 7. gondii infection in the brain and peritoneal macrophages of C. callosus.

Keywords: Toxoplasma gondii,Calomys callosus,Cyclooxygenases
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INTRODUCAO

1.1.Toxoplasma gondii: epidemiologiae interaciio parasito-hospedeiro

A toxoplasmose ¢ uma infec¢ao causada por um protozoario parasito intracelular
obrigatorio pertencente ao filo Apicomplexa denominado Toxoplasma gondii. Este
parasito apresenta uma ampla distribuicdo mundial e,embora tenha sido descoberto ha
mais de um século, seu ciclo de vida e sua importincia clinica passaram a ser
elucidadossomente nos tiltimos quarenta anos (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).
T. gondii ¢ capaz de infectar quase todas as células de animais vertebrados de sangue
quente, incluindo aves e a espécie humana (DUBEY; BEATIE, 1988).

Estima-se que aproximadamente um ter¢o da populacdo humana ja entrou em
contato com 7. gondii, caracterizando esta infeccdo como cosmopolita (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000; SIACHOQUE et al., 2006; BLADER; SAEILJ, 2009).
Asoroprevaléncia varia entre os diversos paises, dentro de um mesmo pais ou até mesmo
entre comunidades diferentes de uma mesma regido (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS,
2009). Baixa prevaléncia de7. gondii ¢ encontrada na América do Norte, nordeste da
Europa e sudeste da Asia, atingindo no méaximo 30% da populagdo destes locais. Por
outro lado, alta prevaléncia ¢ observada na América do Sul e paises africanos (ROBERT-
GANGNEUX, 2014). Intimeros fatores de risco estdo associados com a prevaléncia da
infeccdo em diversas partes do mundo, como fator climatico, que pode influenciar na
sobrevivéncia de oocistos no solo, os habitos culinarios, baixo nivel socioeconoémico,
questdes culturais e a precariedade no saneamento basico (ROBERT-GANGNEUX,
2014).

No Brasil, de um modo geral, a infec¢do por 7. gondii ¢ altamente prevalente,
acometendo em torno de 50% de criangas em idade escolar e até 80% de mulheres em
idade reprodutiva (DUBEY et al, 2012). Estudos recentes demonstraram que a
prevaléncia de 7. gondii € diversificada dentro do Brasil. No estado de Santa Catarina,
por exemplo, 16% das mulheres gestantes apresentam sorologia positiva para o parasito,
especificamente anticorpos da classe IgG (QUADROS et al., 2015). Por outro lado,
estudos com quatro populagdes ribeirinhas do estado do Amazonas revelaram que 56,7%
destas populagdes, com idade entre 1 e 85 anos, apresentavam sorologia positiva para 7.
gondii, e que galinhas caipiras destas regides possuiam o coragao € o cérebro infectados
com cepas recombinantes do parasito (VITALIANO et al., 2015). No estado de Minas

Gerais, um recente trabalho detectou 0,13% de infecgdes congénitas distribuidas nos
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varios municipios do estado (CARELLOS et al., 2014). Os principais fatores de risco
associados com a transmissdo transplacentaria do parasito em Minas Gerais foram o
contato intimo ou indireto das gestantes com gatos domésticos infectados, o contato
destas gestantes com o solo sem uso de luvas, o consumo de carne mal passada fresca e
as condigdes socioeconOmicas, pois nas areas rurais o saneamento basico ainda se
encontra precario. Além disso, a maior taxa de infeccdo congénita surgiu entre maes mais
jovens e relativamente leigas com relacdo as formas preventivas da toxoplasmose durante
a gestagdo (CARELLOS et al, 2014). Na cidade de Uberlandia, a ocorréncia de
toxoplasmose congénita equivale a 0,5% e praticamente todos os casos positivos foram
diagnosticados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (SILVA-
SEGUNDO et al., 2004). Assim, o estabelecimento de estratégias profilaticas e
terapéuticas que possam controlar a infec¢ao sistémica ou a transmissao vertical de 7.
gondii ¢ de extremo interesse para 0 nosso pais e também para o mundo, uma vez que
reduziria a infecgcdo e, simultaneamente, diminuiria os sintomas ou as manifestagdes
graves da infec¢do nas criancas, bem como as taxas de aborto.

T. gondii se assemelha morfologicamente com as demais células eucariontes,
possuindo nucleo, mitocondria, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e
lisossomos(BLADER; SAEIJ, 2009). Além destas,a regido anterior do parasito localiza-
se o complexo apical constituido por organelas caracteristicas de individuos pertencentes
ao filo Apicomplexa, como: conoide, anel polar, microtubulos subpeliculares, roptrias,
micronemas e granulos densos (NEVES, 2003).

Micronemas sdo organelas secretoras de moléculas adesivas, estando localizadas
na regido apical do parasito e abaixo do complexo da membrana interna (FOURMAUX
et al., 1996; MEISSNER et al., 2002; SAOUROS et al., 2005). Essas organelas atuam no
reconhecimento e na adesdo inicial do parasito aos receptores de superficies da célula
hospedeira (CARRUTHERS, 2002; NEVES, 2005). Inimeras proteinas de micronemas
jé& foram descritas, sendo que a MIC-1, MIC-4 e MIC-6 sdo secretadas e funcionam como
adesinas no momento em que ocorre a formagdo do vacuolo parasitéforo. Ja a proteina
MIC-2 esta presente em todos os estagios invasivos do parasito e possui um importante
papel no conhecimento da célula hospedeira (CARRUTHERS, 2002; SIBLEY, 2004).
Estudos indicaram ainda que a ligagdo de proteinas das micronemas aos receptores da
célula hospedeira desencadeia a secregao de proteinas das roptrias (SINGH et al., 2010).

Roptrias estdo localizadas na regido anterior do nucleo do parasito e sdo

constituidas por formagdes membranosas de extremidades dilatadas (LYCKE;
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CARLBERG; NORRBY, 1975; BLACK; BOOTHROYD, 2000). Suas proteinas sdo
importantes na invasdo propriamente dita do parasito na célula hospedeira e também sao
secretadas no interior do vacuolo parasitoforo, onde ligam-se a membrana deste para
formar associagdo com organelas do hospedeiro, de modo que a mitocrondria e o reticulo
endoplasmatico sao posicionados adjacentes a este vacuolo (HELMPHILL et al., 2006).T.
gondii exibe cerca de 30 proteinas tipicas de roptrias, sendo algumas transmembranas e
outras constituintes do ambiente interno. Algumas proteinas de roptrias sdo homologas a
quinases, fosfatases e proteases, revelando sua importancia para as fungdes do parasito
(FLEIGE; SOLDATIFRAVE, 2008). Proteinas como ROP5, ROP16 ¢ ROP18 funcionam
como proteinas quinases ou pseudoquinases que modulam ou auxiliam na modulagio da
resposta imune do hospedeiro, funcionando como um mecanismo de evasao do parasito
(TAYLOR et al., 2006; SAEL et al., 2006; SAEL et al., 2007;PEIXOTO et al., 2010,
REESE et al., 2011; BURCHER et al., 2011; BEHNKE et al., 2011). As proteinas das
roptrias também s3o importantes marcadores deviruléncia de 7. gondii(BRADLEY;
SIBLEY, 2007, HUNTER; SIBLEY, 2012).

Granulos densos também sdo organelas secretoras que descarregam seu contetido
logo ap6s a invasdo e associa-se com a membrana do vacuolo parasitoforo. As proteinas
de granulos densos exibem fun¢do na aquisicdo de nutrientes da célula hospedeira
(CARRUTHERS, 2000; DENKERS; BUTCHER,2005). Outra fungdo destes granulos
densos ¢ a liberacdo de glicoproteinas no vacuolo parasitoforo, possibilitando ao parasito
evadir das respostas da célula hospedeira, como a fusdo de lisossomos ao
vacuoloparasitoforo (CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007; SOUZA et al.,
2010).Magno e colaboradores (2005) sugerem que a membrana do vactiolo parasitéforo
sofre modifica¢des no decorrer do processo de infeccdo para facilitar a sobrevivéncia e a
proliferacdo do patdgeno dentro da célula hospedeira, garantindo assim o curso da
infecgao.

Sabe-se que T. gondii € capaz de invadir e se multiplicar em qualquer célula nucleada. A
invasdo pode ocorrer de duas maneiras, por endocitose ou por penetragdo ativa (WERK,
1985; DOWSE; SOLDATI, 2004). As etapas de adesdo e invasdo na célula hospedeira
sdo estratégias cruciais para T. gondii estabelecer a infec¢do. A penetragdo do parasito
requer que seu polo anterior (onde esta o condide) entre em contato com a superficie da
célula hospedeira para desencadear a invaginacdo da membrana celular. A invasdo ativa
dura aproximadamente de 15 a 20 segundos e depende de interacdes de moléculas

presentes na superficie do parasito como moléculas presentes na membrana da célula
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hospedeira (CARRUTHERS; BOOTHROYS, 2007, SHARMA; CHITNIS, 2013;
WALKER et al., 2014). O movimento do condide esta relacionado com a criagdo de um
vacuolo parasitoforo, um ambiente intracelular adequado para o crescimento e
desenvolvimento do parasito (CHIAPPINO et al., 1984). A formacdo e o
desenvolvimento do vactolo parasitoforo envolvem o reconhecimento da célula
hospedeira e a ativa invasdo do parasito, com secre¢do de proteinas das micronemas e
roptrias, levando a formacao de um vactolo ndo fusogénico (JONES; HIRSCH, 1972).
Uma vez no interior da célula hospedeira e envolto por esse vacuolo inicia-se uma

replicagdo em larga escala, culminando na ruptura da célula hospedeira e o processo se

reinicia em células adjacentes (BLACK; BOOTHROYD, 2000).

1.2. Ciclo bioldgico e mecanismos de transmissio

O ciclo biologico de T. gondii ¢ considerado heteroxénico, sendo os hospedeiros
definitivos animais dos géneros Felix e Lynx, nos quais o parasito desenvolve um ciclo
de vida sexuado, enquanto em hospedeiros intermediarios, como aves ¢ mamiferos
incluindo a espécie humana, o parasito desenvolve o ciclo assexuado (SILVA;
LANGONTI, 2009).

Os estagios infectantes de 7. gondii sao taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas
(MONTOYA, LIENSENFELD, 2004). Taquizoitas apresentam forma de meia lua,
possuem aproximadamente de 2 a 6 um de diametro, com a regido anterior afilada e a
posterior recurvada, o nucleo frequentemente esta situado junto a parte posterior ou na
regido central da célula (HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005). Esta forma
evolutiva ¢ encontrada no estdgio agudo da infec¢do, na qual o parasito possui
umaelevada capacidade de multiplicagdo intracelular, principalmente nos tecidos
muscular, ocular, nervoso e placenta dos hospedeiros intermediarios (MONTOYA;
LIENSENFELD, 2004). Bradizoitas sao as formas tipicas encontradas na fase cronica da
infeccdo e se localizam dentro de cistos teciduais, os quais se formam em resposta ao
sistema imune dos hospedeiros (MONTOYA, LIENSENFELD, 2004). Os cistos de
bradizoitas exibemdimensodes variaveis; os jovens podem medir 5 pm, com 4 bradizoitas
em seu interior; os cistos mais velhos podem apresentar at¢ 100 um e conter centenas de
bradizoitas em seu interior (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). O cisto ¢ a forma latente
do parasito e estd presente nas infeccOes congénitas e adquiridas, cronicas ou

assintomaticas. Cistos teciduais contendo centenas ou milhares de bradizoitas podem se
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desenvolver em 6rgaos como pulmao, figado e rins, porém, sdo mais prevalentes em
tecidos neurais e musculares, como olhos, cérebro, musculo esquelético e cardiaco,
podendo permanecer intactos durante a vida inteira do hospedeiro sem causar nenhum
dano a saude (DUBEY, 1988). A forma bradizoita pode ser liberada dos cistos,
transformando-se em taquizoita novamente e causando a reagudizagdo da infeccao em
individuos imunocomprometidos (MONTOY A, LIENSENFELD, 2004). Por outro lado,
os esporozoitas localizam-se no interior de oocistos, sao localizados somente nos
hospedeiros definitivos e, ao serem liberados juntamente com as fezes dos felinos no meio
ambiente, esporulam-see se tornam altamente resistentes e infectantes (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000). O oocisto, em condi¢gdes de umidade, temperatura e local
sombreado, ¢ capaz de se manter infectante por cerca de 12 a 18 meses no ambiente
(KAWAZOE, 2002). Os oocistos sdao bem resistentes no meio ambiente, pois sdo
formados de uma parede dupla composta de proteinas ricas em residuos de cisteina e
tirosina (POSSENTI et al., 2010), o que lhes permite uma longa existéncia e, desta forma,
aumenta as chances de infeccdo para dar continuidade ao ciclo biolégico do parasito
(DUMETRE et al., 2013).
Felinos podem ser infectados com qualquer uma das fases evolutivas de 7. gondii,
no entanto, a sequéncia de eventos melhor conhecida ¢ aquela que se desenvolve apos a
ingestdo de cistos teciduais, na qual enzimas proteoliticas do trato gastrointestinal
dissolvem a parede desses cistos liberando centenas de bradizoitas que invadem as células
epiteliais do intestino delgado. Neste local, o parasito se multiplica por um processo
denominado esquizogonia dando origem aos esquizontes. Os nucleos dos esquizontes
iniciam lentamente sua divisdo da membrana plasmatica originando merozoitos, estes por
sua vez originam os gametas masculinos e femininos, que fertilizam-se no epitélio
intestinal do hospedeiro definitivo culminando na formagao de oocistos. Juntamente com
as fezes, os oocistossao eliminados para o ambiente onde sofrem esporulagdo resultando
em oito esporozoitas no interior de cada oocisto (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). A
partir do momento em que o hospedeiro intermedidrio ingere o oocisto ou cistos teciduais,
0s parasitos convertem para o estdgio de taquizoitas, sendo capazes de invadir qualquer
célula do organismo (MONTOYA, LINSENFELD, 2004).
O principal método de infeccdo da espécie humana por 7. gondii € a via oral, ou
seja, pela ingestdo de carnes cruas ou mal cozidas de ovinos, suinos e caprinos que
contenham cistos teciduais e/ou pela ingestdo de oocistos em alimentos e agua

contaminados por fezes de gatos infectados (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000,
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ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Habitos culturais e alimentares, bem como a
precariedade no controle do saneamento bésico estdo ligados a essa rota de transmissao,
além disso, ¢ responsavel pela maior taxa de infec¢do por 7. gondii, levando a diferencas
significativas na prevaléncia mundial do parasito (HUNTER; SIBLEY, 2012).
Taquizoitasingeridos através de leite contaminado chegam ao estdmago e sao destruidos,
entretanto, alguns parasitos penetram na mucosa oral e evoluemdo mesmo modo
originando cistos e oocistos. Cada taquizoita, esporozoita ou bradizoita, apos rapida
passagem pelo epitélio intestinal, sofre intensa multiplicacao e penetra em varios tipos de
célula do organismo, formando o vactolo parasitéforo. Nestes vacuolos, os parasitos
sofrem divisdes sucessivas por endodiogenia, formando novos taquizoitas (fase
proliferativa), que liberam proteinas tipo perforinas, causando poros na membrana e
liberando novos taquizoitas, que invadirdo novas células. Essa disseminacao do parasito
no organismo ocorre através de taquizoitas livres na linfa, no sangue circulante ou no
interior de monocitos, que poderdo provocar um quadro polissintomatico, cuja gravidade
dependera da quantidade de formas infectantes adquiridas, cepas do parasito e da
suscetibilidade do hospedeiro (AMATO; 2002).

Outro método de infeccdo € a transmissdo vertical ou transplacentdria que estad
associada a infec¢do ou reinfeccdo por diferentes cepas durante o curso gestacional
(TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000, CARRUTHERS, 2002). De acordo com
Carlier e colaboradores (2012), a expressdo “transmissdo vertical” inclui rotas de
transmissdo do parasito da mae infectada para o feto antes, durante e apds o parto,
enquanto que a transmissao congénita se refere a transmissao de 7. gondii de uma mulher
que adquiriu a infec¢ao durante a gestagdo.Esta via de transmissdo merece maior atengao
a saude publica, uma vez que resulta na toxoplasmose congénita. Esta forma da doenca ¢
considerada mais grave por atingir fetos e neonatos podendo gerar problemas fisicos,
psicomotores e diversas sequelas (TREES; WILLIAMS, 2005).As vias de infec¢do para
o feto sdo: transplacentaria — quando a gestante adquire a toxoplasmose durante a
gestacao e, se apresentar a fase aguda da doenca, podera transmitir 7. gondii ao feto, tendo
provavelmente os taquizoitos como formas responsaveis; rompimento de cistos no
endométrio — apesarde a gestante apresentar a doenca na fase cronica, alguns cistos
localizados no endométrio podem romper-se (distensdo mecanica ou agdo litica das
vilosidades coridnicas da placenta), liberando os bradizoitos que penetram no feto

(KAWAZOE, 2005).
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A infecgdo materna por 7. gondii nos primeiros meses da gestacao pode resultar
em morte fetal ou aborto espontdneo (MONTOY A; LIESENFELD, 2004). Cerca de 90%
dos recém-nascidos infectados por7. gondii apresenta exame fisico normal logo ao
nascimento. Porém, quando submetidos a investigacao clinica mais completa, em torno
de 40% deles mostram alguma alteragdo como retinocoroidite, calcificagdes
intracranianas ¢ dilatagdo dos ventriculos cerebrais. Os 60% que ndo apresentam
alteragdes a investigacdo diagndstica sao considerados como tendo infecgdo subclinica
(COUVREUR et al. 1984; REMINGTON et al. 2006). Raramente, bebés infectados no
final da gestacdo podem apresentar quadros graves de infeccdo generalizada (CNEUDE
et al. 2003; REMINGTON et al. 2006).A penetragdo ativa do protozodrio através das
mucosas ocular ouorofaringea e transplante de 6rgaos podem ser uma via de transmissao,
ocasionando, a toxoplasmose clinica (FREYRE, 1989; DUBEY et al., 1999; PINTO et
al., 2009).

1.3. Cepas de T. gondii e a toxoplasmose

A definicdo de viruléncia de7. gondii¢ complexa pelo fato do parasito ser considerado
comum e poder infectar uma grande variedade de hospedeiros, no qual a susceptibilidade
a infeccdo e a doenca aguda ¢ extremamente variavel (RACHINEL et al., 2004).

As cepas de T. gondii isoladas em diferentes espécies animais, apesar de
morfologicamente indistinguiveis, variam quanto a sua viruléncia e patogenicidade
(DUBEY; FRENKEL, 1973). Estas sao classificadas em dois principais tipos, as
chamadas cepas clonais (classicas) cujos genotipos ja foram identificados e, as cepas
consideradas recombinantes, cujos genotipos diferem das cepas clonais (VILLENA et al.,
2004; KHAN et al., 2011; SU et al., 2012).

Adotando-se métodos de caracterizacdo molecular, evidenciou-se a existéncia de
linhagens bem definidas chamadas clonais, designadas como tipos I, II e III (DARDE;
BOUTEILLE; PRESTE-ALEXANDRE, 1988; HOWE; SIBLEY 1995; DARDE, 1996).
A patogenia dessas cepas foi determinada em camundongos sendo que as cepas de tipo [
(RH, CAST e VEL) sdo consideradas de alta viruléncia, pois causam infecc¢des letais
nesses animais. As cepas de tipo I (ME49, PDS e 18 PLK) sao consideradas de moderada
viruléncia e as cepas do tipo III (CEP e VEQG) sdo ditas de baixa viruléncia, j& que a
infeccdo causada por estesdois ultimos tipos clonais € controlada pelo sistema
imunoloégico dos camundongos e a infec¢ao tende a cronificar (BOOTHROYD; GRIGG,
2002; SAEL et al., 2005; STUTZ et al., 2012).As cepas do tipo II estdo associadasa 81%
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dos individuos com toxoplasmose, enquanto as cepas do tipo I e III foram encontradas
em apenas 10% e 9% dos isolados de seres humanos, respectivamente (HOWE et al.,
1997).

Cepas do tipo I de T. gondii, como a RH, sdo capazes de induzir fosforilagdo
prolongada dos fatores de transcrigdo STAT3 e STAT6 via ROP16 e essa fosforilagao
atua diminuindo a indugdo da producao de interleucina (IL)-12. J4 as cepas do tipo II do
parasito, como a ME49, ndo sdo capazes de manter a fosforilagio dos fatores de
transcricdo STAT3 e STAT6, resultando em alta produgdo de IL-12 apds a infecgao. Essas
alteracdes no perfil de secre¢do de citocinas induzidas pelas diferentes cepas de 7. gondii,
podem estar associadas as estratégias que o parasito desenvolve para subverter
mecanismos antiparasitarios da célula hospedeira (HUNTER; SIBLEY, 2012).

A cepa RH, quando injetada em camundongos alogénicos (SWISS) ou isogénicos
(BALB/c e C57BL/6), leva-os a morte e por isso ¢ considerada como sendo virulenta ou
altamente virulenta. Uma dose de 10° taquizoitas desta cepa seria suficiente para matar
em 6-7 dias camundongos BALB/c (FUJII ef al., 1983). A cepa MEA49 foi originalmente
isolada da musculatura de carneiro, ¢ uma cepa cistogénica e considerada avirulenta ou
de baixa viruléncia (LUNDE; JACOBS, 1983). Em camundongos BALB/c, a cepa ME49
de T. gondii produz cistos que sdo, particularmente, evidentes no cérebro. O aparecimento
de cistos caracteriza a fase cronica da infec¢do que persiste por toda a vida destes
camundongos. Por outro lado, camundongos C57BL/6 infectados com a mesma cepa
desenvolvem uma meningoencefalite progressiva com elevada taxa de mortalidade apds
12 semanas de infec¢do (GAZZINELLI ef al., 1993a).

Estudos prévios mostraram que células BeWoinfectadas com a cepa RH
apresentaram menor indice de apoptose do que as células ndo infectadas. Por outro lado,
células BeWo infectadas pela cepa ME49 apresentaram maiores indices de apoptose do
que as células infectadas pela cepa RH ou nado infectadas (ANGELONI et al., 2009).
Assim, essas cepas de 7. gondii regulam diferentemente apoptose no trofoblasto humano

com um proposito possivel de favorecer a infec¢do na célula hospedeira.

1.4. Calomys callosus

Calomys callosus ¢ um roedor da familia Cricetidae com ampladistribui¢ao no territorio
brasileiro e etologia bastante estudada (MELLO, 1984). Sao comumente encontrados em
moradias humanas e seus anexos, especialmente, em regides rurais. Possui importancia

epidemioldgica por ser reservatorio natural de Trypanosomacruzi (SANTOS et al., 2008).
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Esses animais também sdo susceptiveis as doencasinfecciosas e parasitdrias como
leishmaniose, doenca de Chagas (MELLO; TEIXEIRA, 1984; SANTOS et al., 2008;
TANIWAKI et al., 2011) e toxoplasmose (FERRO et al., 2002; BARBOSA et al., 2008;
FRANCO et al., 2011), o que proporciona excelente modelo bioldgico para o estudo de
tais doengas.

Estudos utilizando o roedor Calomys callosus mostraram que estes animais apresentam
elevada susceptibilidade a cepa RH de 7. gondii (FAVORETO-JUNIOR et al., 1998).Por
outro lado, Pereira e colaboradores (1999) mostraram que C. callosus, sdao menos
susceptiveis a cepa ME49, inoculados oralmente com 20 cistos teciduais, permitindo
assim estudos sobre a transmissdo vertical da toxoplasmose nestes.

Estudos anteriores mostraram que o periodo de aquisi¢do de resisténcia materna de C.
callosus a transmissdo vertical do parasito ocorre com, aproximadamente, 60 dias
(BARBOSA et al, 2008) e que fémeas cronicamente infectadas com a cepa ME49
ereinfectadas pela mesma cepa nao sdo capazes de transmitir verticalmente o parasito
(FERRO et al, 2002).0utro estudo mostrou que fémeas de C. callosus cronicamente
infectadas pela cepa ME49 ¢ desafiadas com a cepa RH também foram capazes de
impedir a transmissdo vertical do parasito, sugerindo que a infecg¢do primaria pela cepa
ME49 conferiu protecdo ao feto. Além disso, este estudo demonstrou que o desafio com
a cepa RH nao causou a morte desses animais (FRANCO et al., 2011).

Atualmente, varias cepas atipicas ou recombinantes ja foram identificadas, de modo que
muitos casos graves de toxoplasmose congénita no Brasil foram notificados devido a
presenca destas cepas recombinantes no pais (DUBEY et al., 2012). Estudos prévios do
nosso grupo descreveram o comportamento de dois isolados brasileiros de 7. gondii,
denominados TgChUD1 e TgChUD2. Estas cepas recombinantes promovem
infectividade diferente em roedores Calomys callosus, sendo a TgChUD2 considerada

mais virulenta pela acelerada morte causada nos animais (FRANCO et al., 2014).

1.5. Resposta imune a 7. gondii
A resposta imune contra 7. gondii ¢ complexa e envolve diversos tipos celulares e
mecanismos efetores. Frente a todos esses mecanismos efetores, o parasito sofre
modificagdes bioldgicas importantes, passando a uma forma de resisténcia nos tecidos,
onde permanece dependendo da cepa e do hospedeiro (BELLANTI et al., 1999).
A resposta imunologica limita a progressao da infec¢do e o desenvolvimento de

novas lesdes, porém nao erradica definitivamente os cistos ja existentes encontrados em
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multiplos 6rgaos. Estes cistos ocasionalmente se rompem liberando os bradizoitas, que
podem evoluir para o estagio de taquizoitas e reinfectar células vizinhas, culminando em
reacdes inflamatorias, mas com rapido controle pelo sistema imune. Caso o hospedeiro
esteja com a resposta imune comprometida, o bloqueio imune dessa proliferagao pode
nao ser eficiente e o parasito se disseminar rapidamente gerando quadros graves como a
encefalite toxopldsmica em individuos imunocomprometidos como aqueles HIV
positivos (KAWAZO, 2002).

Sendo 7. gondii um parasito intracelular obrigatério, a imunidade mediada por
células com a participa¢do de linfocitos T, macréfagos e células Natural Killer (NK) é
considerada a mais relevante no mecanismo de controle da infeccdo (SHER et al., 1993;
GAZZINELLI et al., 1993). A primeira linha de defesa contra o parasito durante a fase
inicial da infecgdo ¢ feita por macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e células NK
(SHER et al., 1993, GAZZINELLI et al., 1993). Também ocorre a participacdo de
receptores Toll-like (TLR), especialmente, TLR-2 (MUN et al.,2003). TLRs sao
importantes durante a reposta imune inata, j4 que a interacdo do parasito com esses
receptores presentes em células dendriticas, macrofagos e células NK desencadeia
aumento na produ¢do de IL-12 e interferon (IFN)-y (MILLER et al, 2009;
YAROVISNKY, 2011; SANECKA; FRICKEL, 2012). A sinalizagdo através destes
receptores ¢ complexa e envolve o recrutamento de moléculas como MYD88 (Myeloid
differentiation primary-response gene 88). Estudos mostraram que a eficiéncia da
resposta tipo Thl via receptores toll-like durante infec¢ao por 7.gondii é dependente de
MYDS8S. A ativacao de MYDS8S direciona a producao de fator de necrose tumoral (TNF)-
o ¢ a maior expressao de moléculas de histocompatibilidade (MHC) classe II dos
macrofagos (DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2009).Receptor TLRI1l em
camundongos estd envolvido diretamente no reconhecimento da profilina, uma molécula
especifica de T. gondii(SCANGA et al., 2002; YAROVINSKY et al., 2005).

Além de TLRs, os sensores proteicos NLRs (“nucleotide-binding domain and
leucine-rich repeat-containing proteins”) também participam da resposta imune inata
contra 7. gondii. Estes sensores sdo capazes de reconhecer o parasito e seus produtos
excretados ou secretados no hospedeiro, direcionando a ativacao dos inflamassomos, que
correspondem a complexos multiproteicos que recrutam e ativam as caspases 1 e 11
(SONG; LE, 2012). Caspase 1 ¢ uma enzima que induz a producao de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1 e IL-18, ambas importantes para o inicio da produgdo de IFN-

Y, principal citocina envolvida na resposta imune adaptativa contra 7. gondii
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(DINERELLO et al., 1998). Trabalhos recentes demonstraram que os sensores proteicos
NLRP1 e NLRP3 foram fundamentais no controle da infec¢ao por 7. gondii (EWALD;
CHAVARRIA-SMITH; BOOTHROYD, 2014; GORFU et al., 2014). Camundongos
deficientes para NLRP3 e NLRP1 reduziram significativamente a producao de IL-18 e,
ao mesmo tempo, a proliferagdo de 7. gondii aumentou provocando uma maior
mortalidade dos animais, comprovando a importancia destes mediadores na resposta
imune celular contra o parasito (GORFU et al., 2014).

Macrofagos e células dendriticas produzem IL-12, que estimula células NK e ativa
os linfocitos TCD4+ que, por sua vez, diferenciam-se na subpopulacdo Thl produtora de
IL-2 e IFN-y, que representa a principal citocina envolvida na resposta imune a 7. gondii.
A producao de IFN-y por cé¢lulas NK também ¢ aumentada por IL-12, sendo essencial
para a diferencia¢do de linfécitos Thl (KENNEDY et al., 1994).0 papel da IL-12 foi
estudado também em modelos murinosimunocompetentes € imunossuprimidos,
comparativamente, ¢ observou-se que a administracdo dessa citocina a estes grupos
infectados por 7. gondii aumenta a sobrevida de ambos de maneira significativa.
Entretanto, tal prote¢do ¢ anulada quando os camundongos sofrem deplecdo de IFN-y,
TNF-a ou células NK. A neutralizacao de IL-12 resulta em 100% de mortalidade em
camundongos infectados (GAZZINELLI et al., 1994; HUNTER et al., 1995), inclusive
com a cepa ME49, sugerindo que o parasito induz a producao de IL-12 como mecanismo
de protecdo para hospedeiro, garantindo desta forma a sobrevivéncia do mesmo
(HUNTER et al., 1995).

IL-2 ¢ uma citocina que promove a proliferagdo e expansao clonal dos linfocitos
no local da infec¢ao. IFNy ¢ a principal citocina envolvida no controle da infec¢ado por 7.
gondii (SUZUKI et al., 1988), levando a ativagdo de células efetoras para controlar a
replicagdo intracelular do parasito, ou eventualmente causando sua destruicao (YAP,
SHER, 1999). Esta citocina apresenta também um papel importante tanto na imunidade
adquirida em infec¢des agudas como no controle do crescimento do parasito em animais
cronicamente infectados (SUZUKI; CONLEY; REMINGTONet al., 1989GAZZINELLI
et al., 1991, 1996 ). De acordo com Melo e colaboradores (2011) a ligagdo de IFN-y ao
seu receptor induz a fosforilagdo de STATI, que induz a expressdo de varios genes
envolvidos com a inducao da eliminacao de 7. gondii. Além disso, IFN-y estd associado
com a indugdo da conversao de taquizoitas em bradizoitas, induzindo a cronifica¢do da
infeccdo e, também, estd associado com a prevencdo da ruptura dos cistos teciduais

impedindo a reagudizacdo da infec¢do (MILLER et al., 2011).Buzoni-Gaetel e
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colaboradores (2001) observaram uma superproducao de IFN-ye sintese de 6xido nitrico
apos infeccdo oral por 7. gondii em modelos murinos. Na interface materno- fetal, o papel
funcional deIFN-y¢ intrigante. Quando camundongos infectados por 7. gondiirecebem
IFN-y se observa uma protecao significativa exercida por esta citocina (MCCABE et al.,
1984; SUZUKI et al. 1988); entretanto, quando se neutralizalFN-y em camundongos
Balb/c em fase aguda da toxoplasmose, observa-se umadiminui¢do na infec¢ao
placentaria e fetal de tais animais (ABOU-BACAR et al., 2004).Células trofoblasticas
humanas BeWo sdoincapazes de controlar a infec¢do por 7. gondii, mesmo quando
tratadas com IFN-y(OLIVEIRAet al., 2006; BARBOSA et al., 2008; BARBOSA et al.,
2015).

Outra via microbicida dependente de IFN-y ¢ a inducdo da indoleamina
2,3dioxigenase (IDO). Esta enzima degrada o triptofano, um aminoacido essencial para
o crescimento de 7. gondii em uma variedade de células como fibroblastos fetais e células
endoteliais(PFEFFERKORN, 1984, NAGINENI et al, 1996, DAUBENER,
MACKENZIE, 1999, ENGIN et al, 2012).Gavrilescu e Denkers (2001; 2003) sugeriram
que infecgdes com cepas de 7.gondii altamente virulentas resultam em alta producdo de
IFN-y e altos niveis de apoptose, em contraste com cepas de baixa viruléncia. Sendo
assim, camundongos infectados com taquizoitas da cepa tipo I (RH) apresentam niveis
aumentados de morte celular por apoptose no baco imediatamente antes da morte. No
entanto, este fato ndo parece ser diretamente atribuido a destrui¢dao de tecidos induzida
pelo parasito, mas ¢ causada por altos niveis de mediadores pro-inflamatdrios induzidos
pela cepa RH. Camundongos que ndo expressam IFN-y ndao sobrevivem a fase aguda da
infecc¢do, enquanto que a neutralizagdo dessa citocina, mediada por anticorpos, durante a
infec¢do cronica por 7. gondii, demonstra que a produgdo continuada de IFN-y e a
presenca de oOxido nitrico sdo necessarias para a sobrevivéncia do hospedeiro.
(DENKERS et al., 2004).Portanto, IFN-y e outras citocinas, tais como TNF-a, IL-6 e IL-
1 tém efeito sinérgico na inducao de uma resposta imunolédgica adequada contra 7. gondii
(SIBLEY et al., 1991).

Os linfocitos T sdo divididos nas subpopulagdes Thl e Th2, distinguidas pelo
padrdo seletivo de producado de citocinas. Células Thl secretam IFN-y, TNF-a, TNF-f3 e
IL-2 que ativam reagdes mediadas por células. Células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10 e IL-13, que favorecem a produgdo de anticorpos e regulam a reposta imune
(CHERWINSKI et al., 1987). A citocina IL-12 estimula a diferenciacdao de linfocitos
TCD4+ para o perfil Thl (TRINCHIERI, 1993). Cé¢lulas Thl e Th2 sdo mutuamente
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inibitorias, ou seja, IL-10, um produto das células Th2, inibe o desenvolvimento das
células Th1 (VILCEK, 1994). IFN-y é um potente inibidor da diferenciag¢do de linfocitos
T CD4+ em linfocitos Th2 (GAJEWSKI; FITCH, 1988). Dessa forma,7. gondii, ao
estimular os macréfagos e células NK a produzirem IFN-y, induzem respostas dominadas
pelos linfocitos Thl tendendo, portanto, para uma imunidade predominantemente do tipo
Thl. Ao contrario, as citocinas IL-4 ¢ IL-10 estimulam a diferenciacao em direcdo aos
linfécitos Th2 e, portanto, para a imunidade predominantemente do tipo Th2
(MOSMANN, 1991). A indugao de IL-10 pode ser uma importante estratégia pela qual
0 parasito se evade da resposta imune celular dependente de IFN-y (GAZZINELLI et al.,
1992). Estudos prévios mostraram o papel benéfico de IL-10 favorecendo infecciao por
T. gondii em células trofoblasticas humanas BeWo (BARBOSA et al., 2008).

Linfocitos TCD8+ também desempenham uma funcao efetora importante contra
o parasito. Células TCD8+ efetoras sdo citotdxicas, lisam as células infectadas e expdem
os parasitos, antes protegidos no interior de vactolos parasitoforos, contribuindo na
protecdo contra a formagdo de cistos teciduais. Para a geracdo destas células TCD8+
efetoras € requerida a participagdo das células TCD4+ (GAZZINELLI et al., 1993). Dessa
reacdo especifica, formam-se células de memorias, tanto para células TCD4+, quanto
para as células TCD8+.

Nossos estudos prévios mostraram o papel protetor importante de IL-6 contra a
infec¢do por 7. gondii em monocitos humanos da linhagem THP-1 (CASTRO et al.,
2013) e em células trofoblésticas humanas (BARBOSA et al., 2015). Em adicao, o fator
inibidor da migracao de macrofagos (MIF) € outra citocina envolvida na resposta imune
contra 7. gondii, uma vez que camundongos MIF nocautes foram mais susceptiveis a
infeccdo pelo parasito (FLORES et al., 2008) e esta citocina mostrou-se capaz de
controlar a proliferac¢do de 7. gondii em vilos placentarios humanos (GOMES et al., 2011)
e também em células trofoblasticas humanas (FRANCO et al., 2011; BARBOSA et al.,
2014). No entanto, o papel de MIF em controlar a infeccdo por 7. gondii parece estar
limitado a produgdo de prostaglandina E> (PGE2) no trofoblasto humano (BARBOSA et
al., 2014). Baixas doses de MIF no trofoblasto humano induziu significante fosforilacao
de quinases ativadas por sinal extracelular (ERK1/2) e alta produgdo de PGE:, o que
prejudicou o controle da infec¢do nessas células(tBARBOSA et al., 2014). Entretanto,
altas doses de MIF no trofoblasto humano reduzem PGE: e favorecem o controle do
parasitismo no trofoblasto humano (BARBOSA et al., 2014). Portanto, ¢ possivel

concluir que mediadores lipidicos, como a PGE:, estdo envolvidos na maior
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susceptibilidade a infec¢do por 7. gondii, consequentemente, enzimas envolvidas na
produgdo deste mediador, como as ciclooxigenases (COX), possivelmente também estao
envolvidas. Neste sentido, estudosque possam esclarecer o papel destas COXs durante a
resposta imune a 7. gondii sao importantes para melhor entender a resposta contra essa

parasitose, o que pode ajudar no desenvolvimento de futuras terapias.

1.6. Ciclooxigenase e mediadores lipidicos

A permanéncia de 7. gondii em células hospedeiras envolve uma série de eventos
moleculares e estruturais de ambas as células (ALEXANDER et al., 2005). Além de
caracteristicas singulares, o vacuolo parasitoforo que abriga 7. gondii estabelece
interagdes com organelas da célula hospedeira que podem estar relacionadas com as vias
de aquisicdao de nutrientes pelo parasito (SINAI, 2008). Corpos lipidicos sdo organelas
ricas em lipidios, altamente reguladas e presentes em varios tipos de células eucaridticas:
plantas, algas, protozodrios, leveduras e células animais (ZWEYTICK et al., 2000).
Estruturalmente, os corpos lipidicos consistem de um nucleo de lipidios apolares (ésteres
de colesterol e triglicerideos) envoltos por uma monocamada unica de fosfolipidios.
Contem lipidios neutros, triacilglicer6is (TG), proteinas quinases, caveolinas, citocinas,
variada composi¢do proteica, ésteres de esterol e enzimas formadoras de eicosandides
(TAUCHI-SATO et al., 2002; ACCIOLY et al., 2008).

Os corpos lipidicos sdo vistos como organelas metabolicamente ativas
participando de uma série de fungdes tais como homeostase de lipidios, sinalizagdo
celular, trafico de vesiculas intracelulares, patogénese de doencas (diabetes e obesidade)
e controle da sintese e secrecao de mediadores inflamatorios (ZEHMER et al., 2009). Sao
também descritos como “estoques” de acido araquidonico (AA) precursores de
eicosanoides, vistos em leucdcitos e em diferentes subgrupos, incluindo eosinofilos,
neutrofilos e monodcitos, que contém enzimas formadoras de eicosandides, como por
exemplo as COXs, especificamente COX-1 e COX-2. Estudos mostram o acimulo de
corpos lipidicos em leucécitos em condigdes inflamatorias como, por exemplo, sepse
bacteriana, inflamacdo pulmonar alérgica, artrite e em infeccdes micobacterianas. A
conversao enzimatica de AA livre pela enzima COX-2 resulta em produciao de PGE»que,
por sua vez, estabelece uma modulacao na resposta celular, o que ocasiona aumento da
carga parasitaria por 7. gondii (BOZZA et al., 2009).

PGE: ¢ um mediador lipidico importante para respostas inflamatorias e

imunoldgicas durante infec¢des nas fases aguda e cronica. Este mediador lipidico tem a
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capacidade de regular a ativacao, matura¢ao, migracao e secrecdo de citocinas de varias
células do sistema imunolégico, em particular aquelas que estdo envolvidas na imunidade
inata como macrdfagos, neutrofilos, células NK e células dendriticas (NAGAMATSU;
SCHUST, 2010).

Assim, as células imunes sdao a principal fonte de producao de PGE> durante
uma resposta inflamatéria (KALINSKI, 2012). No interior destas células, a PGE> ¢
derivada da liberacdo de 4cido araquidonico (AA) proveniente de estoques celulares de
fosfolipidios, incluindo aqueles da membrana plasmatica, sendo esta liberagao
dependente da enzima fosfolipase A2 (PAWLOWSKI et al., 1983). A conversao de acido
araquidonico em PGE> se da pela enzima COX, que existe em duas isoformas: COX-1
que ¢ considerada constitutiva, ¢ expressa na maioria dos tecidos constantemente e ¢é
essencial para a manutencdo do estado fisioldogico normal dos tecidos. A segunda
isoforma ¢ a COX-2 considerada induzida, uma vez que o aumento da sua expressao esta
relacionado geralmente a estimulos por endotoxinas como LPS (produzidos por
bactérias), citocinas pré-inflamatorias liberadas por macréfagos e linfocitos, lesdes
celulares sejam elas quimicas ou fisicas (BATLOUNI, 2010). Interessantemente, o
aumento da expressdo de COX-2 também pode ser estimulado por estresse psicoldgico
(GARCIA-BUENO; LEZA, 2008).

Os mecanismos de sinalizacao envolvidos na regulagdo positiva de COX-2 ainda ndo sao
bem compreendidos. A inibicdo da expressio de COX-2 ou a sua atividade ¢ um
componente chave de tratamentos para doengas inflamatorias e de crescimento tumoral
(TSATSANIS et al., 20006).

As prostaglandinas possuem quatro receptores conhecidos como EP1, EP2, EP3,
EP4 e, pelo menos, trés variantes de EP3 sdo reconhecidos como: EP3a, EP3f e EP3y.
Esta diversidade de receptores de PGE: influencia nas fungdes pro-inflamatérias e
imunossupressoras desta molécula. EP3 e EP4 sdo considerados receptores de alta
afinidade. Por outro lado, EP1 e EP2 exigem maiores concentragdes de PGE>. Além disso,
os quatro receptores de PGE> variam nas durag¢des do sinal intracelular (SUGIMOTO et
al, 1992; HATA; BREYER, 2004). Enquanto os receptores de PGE> tém diferencas
fundamentais na afinidade, h4 semelhancgas entre alguns desses receptores. Por exemplo,
EP2 e EP4 sdo receptores acoplados a proteinas G, que sinalizam principalmente através
da adenilato ciclase dependente de cAMP e vias de PKA/CREB. EP2 ¢ EP4 sdo os
receptores responsaveis pelos efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores de PGE»

(FUJINO etal., 2005). A diversidade de receptores, vias de sinalizagdo e sinal de duracao
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permite que a PGE; atue em diferentes tipos de células em resposta a estimulos ambientais
(STEFANELLI et al.; 2012).

Neutroéfilos sdo os primeiros a serem recrutados para os locais da infec¢ao durante
uma resposta imune inata. Estas células possuem diversos mecanismos de defesa
imunologica, incluindo fagocitose, liberacdo de enzimas proteoliticas e mediadores
inflamatérios. Por conseguinte, a migragao adequada, bem como a sinalizagdo entre esses
granuldcitos e outras células do sistema imunoldgico ¢ importante para permitir uma
resposta imune eficaz nas fases iniciais da infec¢do. Segundo Talpain e colaboradores
(1995), apos tratamento exodgeno, PGE; inibiu a ativagdo e agregagdo de neutrofilos
humanos. Também, macréfagos sdo células importantes para a resposta imune e PGE; ¢
capaz de atrair localmente tais células na fase inicial da inflamacdo (NAKAYAMA et al.,
2006). A ativagdo dos macrofagos pode ser inibida por meio da sinaliza¢do de PGE> via
EP2 (ZASLONA et al., 2012). Em adi¢do, PGE; suprime a atividade de macrofagos
através da inibi¢do da producao de NO (MAROTTA ef al.; 1992;. ASAKRAH et a,;
2013).

Células NK sao importantes durante a resposta imune inata, pois respondem a
alteracdes no perfil de citocinas durante a infecc¢ao, a fim de lisar células infectadas. PGE:
tem um efeito negativo sobre essa atividade citolitica, pois suprime a capacidade de
resposta pelas citocinas IL-12 e IL-15 (BANKHURST, 1982; WALKER; REDONDO,
2004). As células NK também secretam IFN-y como mecanismo de sinaliza¢do para
ativar macréfagos durante a resposta imune inata e auxiliar as células dendriticas em
dirigir respostas Th1. PGE» suprime a ativacao das células NK mediada por macrofagos
por meio da inibicdo da producdo de IFN-y (MAILLIARD et al., 2005).

As células dendriticas apresentam antigeno para células do sistema imunologico
durante a resposta imune inata, iniciam uma resposta adaptativa e sdo importantes na
mudanga entre as respostas imune Thl e Th2. PGE; pode prejudicar a diferenciacao de
células dendriticas nos estagios iniciais de desenvolvimento e nas fases posteriores
(KALINSKI et a., 1998).

Portanto, PGE> e COX-2 sdo importantes em respostas inflamatdrias ativadas por
processos de origem infecciosa ou ndo, no entanto parecem exercer uma func¢do
imunomodulatoria que busca prevenir uma exacerbada reacao inflamatéria que, muitas
vezes, pode favorecer a disseminagdo de microorganismos patogénicos pelo organismo

hospedeiro.
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1.7. Ciclooxigenase, PGE: e infeccdes causadas por patégenos

Bactérias gram-positivas e gram-negativas induzem a produ¢do de PGE>. Os
niveis de PGE; sdo significativamente regulados no pulmao e no trato gastrointestinal
para manter a integridade da barreira da mucosa, além disso, ja foi demonstrado que
bactérias podem modular a biossintese de PGE», que levaria a colonizagao do pulmao e
do intestino (HARRIS et al., 2002; HESSLE et al., 2003; TAKEUCHI et al., 2010;
BOZYK; MOORE, 2011). Apesar das fungdes de PGE; estarem mais bem elucidadas
durante infec¢des bacterianas, a produgdo e o papel funcional deste mediador lipidico
durante infecgdes por protozoarios ainda sao poucos compreendidos.

Dentre as varias moléculas efetoras relacionadas a patogénese e resposta imune
durante infec¢do causada por Plasmodium sp, a COX-2 se destaca. O nivel de expressdo
desta enzima estd inversamente associado com a gravidade da doenga quando
consideramos a maléria cerebralPERKINS ez al., 2005). Portanto, estudossugerem que
o aumento da produgdo de PGE2 esté associado comefeitos protetores e que a redugaonos
niveis de PGE2 pode promover o aumento da patogénese(PERKINS et al., 2005). Em
adi¢do, estudos demonstraram um aumento significativo de PGE> durante infeccdes
causadas por Cryptosporidium parvum (ARGENZIO; RHOADS, 1997), T. gondii
(YONG et al., 1994), Leishmania donovani (REINER, MALEMUD, 1985), L. major
(CILLARIet al., 1986)e Trypanosoma cruzi (FREIRE-DE-LIMAet al., 2000).

Foi demonstrado que células mononucleares do sangue periférico de individuos
com infec¢do cronica por 7. cruzi produziram elevadas concentragdes de PGE: que, por
sua vez, modulou negativamente a resposta inflamatodria e diminuiu a proliferagao celular
(GOMES et al., 2013). Além do mais, prostaglandinas exibiram funcao
imunossupressoraao reduzir a producdo de IL-2 durante a fase aguda da infec¢do por 7.
cruzi (MICHELIN et al.; 2005).De acordo com Michelin e colaboradores
(2005),esplendcitos  obtidos de camundongos BALB/c infectados com T.
cruziproduziram grandes quantidades de PGE:. Além disso, o tratamento com inibidores
preferenciais de COX-2, Meloxicam ou Etoricoxibe, reduziu significativamente a
producdode PGE; em cultura de esplendcitos de camundongos BALB/c infectados por 7.
cruzi, sugerindo assim que a COX-2 ¢ a principal isoforma envolvida na liberagao de
PGE> durante a infec¢do por este parasito (MICHELIN et al., 2005).Em adigdo, este
mesmo tratamento com inibidores de COX-2controlou a parasitemia e reduziu o foco
inflamatorio no tecido cardiaco dos animais infectados por 7. cruzi (ADBALLA et al,

2008). Finalmente, altos niveis de PGE> em camundongos infectados com 7. cruzi
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estiveram envolvidos com o aumento da carga parasitaria e inibi¢do de citocinas IL-6 e
TNF-o em tecidos cardiacos destes animais (ABDALLA et al, 2008).

Em contrapartida, Celentano e colaboradores (1995) observaram que o tratamento
com inibidores da ciclooxigenase (aspirina ou indometacina) aumentou a taxa de
mortalidade de camundongos C3H/HEN infectados com a cepa K98 deT. cruzi,
evidenciando um papel protetor de ciclooxigenases na resposta imune a este parasito.
Portanto, ainda existem dados discrepantes com relagdo ao papel de COX-2 e
PGExdurante infec¢des causadas por 7. cruzi.

De acordo com Tegeder e colaboradores (2001), inibidores de COX-2 podem
atuar diretamente na modulacdo da expressao de citocinas por meio da inibigao de fatores
de transcri¢ao como AP-1 e proteinas de sinalizacdo da familia das enzimas ativadas por
mitogenos (MAPKSs), como as quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK)1/2.
Freire-de-Lima e colaboradores (2000) observaram que PGE; induziu a diferenciagdo de

células ThO para perfil Th2. Por outro lado, a inibicdo de COX-2 e, consequentemente de

PGE, poderia restabelecer a expressao de citocinas Thl, como IL-2 ¢ IFN-y, bem como

a sintese de NO.

Estudos recentes demonstraram que PGE; reduziu a liberacdo de IL-17 e a
expressao do fator regulador de interferon (IRF) -4 em células T de camundongos
infectadas por Cryptococcus neoformans, favorecendo a persisténcia da infecgdo
(VALDEZ et al.; 2012). A proliferacdo de Leishmania em macroéfagos murinos foi
favorecida pela alta expressdo de COX-2 e PGE», uma vez que, quando COX-2 foi
bloqueada, a proliferacdo de Leishmania foi reduzida significativamente (BARRETO-
DE-SOUZA et al., 2006).

Portanto, alguns papéis de COX-2 e PGEzja estdo sendo elucidados durante
infecgdes causadas por protozodrios parasitas, mas muito pouco se sabe em relagdo a
infec¢do causada por 7. gondii. J& foi demonstrado que corpos lipidicos associam-se ao
vacuolo parasitéforo de 7. gondii em macrofagos peritoneais de camundongos infectados
e isto induziu a uma atividade microbicida deficiente pelo aumento de PGE> e diminui¢ao
de NO, evidenciando que PGExfavoreceua proliferacao intracelular de 7. gondii nestas
células (MOTA et al., 2014). Outro estudo recentemente publicado também demonstrou
a associacdo do vacuolo parasitoforo de 7. gondii com corpos lipidicos em células
musculares esqueléticas murinas, e este fendmeno esteve relacionado ao aumento de

PGEznestas células estabelecendo condic¢des favoraveis para a disseminacao de 7. gondii
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(GOMES et al., 2014).T. gondii também induziu a expressao de COX-2/PGE; e secre¢ao
de quimiocinas (MCP-1) em células HeLa infectadas por meio da via de sinalizacao de
MAPKSs. A ativagdo de MAPKs, como ERK1/2 e p38, esteve envolvida na invasdo e
proliferacdo de taquizoitas de 7. gondii nestas células hospedeiras e esta condi¢ao esteve
diretamente associada com a expressao de COX-2 e PGE; (KIM et al.; 2006).

Estudos recentes de nosso grupo demonstram que ERK1/2 e PGE; participaram
dos mecanismos de replicacdo de 7 gondii em células BeWo (BARBOSA et al., 2014).
Células BeWo estimuladas com baixas concentragdes de MIF mostraram forte
fosforilacdo de ERK1/2 e significante produ¢do de PGE, o que coincidiu com uma maior
proliferacdo intracelular de 7. gondii ¢ a uma redu¢do da producdo de citocinas pro-
inflamatorias, especialmente IL-6. Por outro lado, altas concentra¢des de MIF em células
BeWo nao fosforilaram ERKI1/2 e ndo contribuiram para a liberagdo de PGE,,
controlando a carga parasitiria e, por conseguinte, mostrando a importancia deste
mediador lipidico durante infeccdo por 7. gondii em células trofoblasticas humanas
(BARBOSA et al.; 2014).

Os dados aqui apresentados reforgam a importancia de compreender o real papel
de PGEz e COX-2 durante a infec¢do por 7. gondii in vivo, visto que todos os trabalhos
j& publicados a respeito de 7. gondii e COX-2/PGE, foram desenvolvidos com modelos
in vitro e muitos aspectos desta relacdo 7. gondii/COX-2/PGEzainda precisam ser

esclarecidos.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que um ter¢o da populagdo mundial esta infectada por 7. gondii e
que esta infeccdo pode causar manifestacdes clinicas graves em individuos
imunocomprometidos e durante a infec¢cao congénita, estudos devem ser realizados com
a finalidade de melhor compreender a resposta inflamatoria desencadeada por 7. gondiiin
vivo. Em adicdo, alguns estudos prévios comegaram a mostrar o papel importante de
mediadores lipidicos e COX-2 durante infec¢ao por 7. gondii em varios modelos in vitro.
Assim, o presente trabalho justifica-se por buscar esclarecer o verdadeiro papel dos
mediadores inflamatdrios COX-2 e PGE: durante infec¢do por 7. gondiiin vivo. Além
disso, o presente trabalho também comparou o papel destes mediadores (COX-2 e PGE»)
durante infec¢@o por cepas diferentes de 7. gondii, usando uma cepa altamente virulenta
(RH) e uma moderadamente virulenta (ME49). Para executar estas propostas, Calomys
callosus, um roedor da familia Cricetidae muito encontrado no cerrado brasileiro, foi
usado como modelo experimental, desde que a infeccdo por 7. gondii nestes animais €
muito semelhante a espécie humana como ja verificado por trabalhos prévios de nosso

grupo (FERRO et al., 2002; FRANCO et al., 2011; BARBOSA et al., 2012).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar o papel funcional de ciclooxigenases, especialmente COX-2, durante
infeccdo por 7. gondii causada por cepas virulenta (RH)in vitro e moderadamente

virulenta (ME49) em modelo experimental in vivo.
3.2. Objetivos especificos

o Avaliar a altera¢dao de peso corporal e indices de morbidade em roedores C.
callosus infectados por 7. gondii (cepa ME49) e tratados ou ndo com inibidores
de ciclooxigenase.

o Quantificar a carga parasitaria em cérebro de C. callosus infectados por 7.
gondii (cepa MEA49) e tratados ou ndo com inibidores de ciclooxigenase.

o Verificar a produgdo de citocinas (TNF-a, MIF, IL-1p e IFN-y) no soro de C.
callosus infectados por T. gondii (cepa ME49) e tratados ou ndo com inibidores
de ciclooxigenase.

o Avaliar o efeito de inibidores de ciclooxigenase na proliferacao de 7. gondii
(cepa RH) em macrofagos peritoneais de C. callosus.

o Avaliar o efeito de inibidores de ciclooxigenase na produgao de citocinas (IL-
6, MIF, TNF-a e IL-1pB) e nitrito em macrofagos peritoneais de C. callosus

infectados por 7. gondii (cepa RH).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais de experimentac¢ao

C. callosus (linhagem Canabrava) foram mantidosem Biotério pertencente ao
Laboratério de Histologia e Embriologia da Universidade Federal de Uberlandia. Os
roedores foram mantidos com ciclos de 12 horas claro e 12 horas escuro, sob condi¢oes
livres de patogenos e com dietaad libitum composta de racao apropriada e adgua filtrada.
Todos os procedimentos experimentais usando estes animais foram conduzidos de acordo
com os principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal e
pelo Comité de Etica na Utilizagio de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Uberlandia. O CEUA aprovou o presente projeto de pesquisa (CEUA/UFU 144/13).

4.2. Manutencao das cepas de 7. gondii:ME49 e RH

Para experimentos com a cepa ME49 (moderadamente virulenta), a mesma foi
mantida na forma de cistos teciduais contendo bradizoitas no seu interior em encéfalos de
C. callosus machos de acordo com Barbosa e colaboradores (2007). Brevemente, C.
callosus machos previamente infectados com a cepa ME49 de 7. gondii foram
anestesiados com solucdo de xilazina 2% (Syntec, Hortolandia, SP, Brasil) e cetamina
10% (Syntec) e eutanasiados por deslocamento cervical. Os encéfalos dos animais foram
removidos assepticamente, lavados, macerados e homogeneizados em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) estéril (pH 7.0) por aspiracdo usando seringa de 5ml e
agulha de 25x7mm. Aliquotas de 20ul da solu¢do obtida foram observadas em
microscopio de luz (objetiva 10x) para contagem de cistos teciduais contendo bradizoitas
no interior. Apos contagem dos cistos, ajustou-se um volume de 100ul de PBS estéril
contendo 20 cistos teciduais para inoculo via oral de novos machos de C. callosus com a
finalidade de manuteng¢ao da cepa. Foi utilizado um total de 15 machos para manutengao
da cepa ME49 de T. gondii. Paralelamente, o mesmo volume de PBS estéril contendo 50
cistos teciduais foi utilizado para indculo via oral das fémeas do grupo experimental,
como sera descrito em detalhes na secdo posterior. O indculo via oral foi realizado usando
seringa adaptada com canula intragéstrica para garantir a infeccdo adequada dos animais
(BARBOSA et al., 2007).

Para experimentos com a cepa RH linhagem 2F1 (altamente virulenta), taquizoitas
desta cepa foram mantidos emfrascos de cultura contendo células de coriocarcinoma

humano (linhagem BeWo) no intuito de obter parasitos “in vitro” para os procedimentos
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experimentais. Células BeWo infectadas foram mantidas em meio RPMI 1640 (Cultilab,
Sao Paulo, SP, Brasil) suplementado com 2% de soro bovino fetal (Cultilab), 100U/mL
de penicilina (SigmaChemical Co., St. Louis, MO, EUA) e 100pug/mL de estreptomicina
(Sigma) em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO2 (ANGELONI et al., 2009). A medida
que a maioria das células infectadas por RH em cultura encontraram-se lisadas
pelosparasitos, o meio do frasco contendo taquizoitas livres foi passado para um tubo de
15ml,centrifugado a 400 x g por cinco minutos em temperatura ambiente e o “pellet”
ressuspenso em Iml de meio RPMI e distribuido em novos frascos contendo células

ndoinfectadas.

4.3. Grupos experimentais: tratamento com inibidores de ciclooxigenase

Vinte fémeas de C. callosus,entre 2 e 3 meses de idade e com massa corporal em

torno de 40g, foramusadas para realizagdo dos procedimentos experimentais.
Asfémeas foram infectadas oralmente com 50 cistos da cepa ME49. Posteriormente, estas
fémeas foram divididas em 4 subgrupos (I, Ia, II e Ila) contendo 5 fémeas em cada. O
subgrupo [ foi tratado com inibidor de COX-1/COX-2, Meloxicam (Eurofarma
Laboratodrios, Sdo Paulo, SP, Brasil), a 0,5mg/kg (ABDALLAet al., 2008) diluido em
PBS e administrado via subcutanea. O subgrupo la foi tratado apenas com PBS via
subcutanea, representando, portanto, o respectivo controle do subgrupo 1. O subgrupo 11
foi tratado com inibidor seletivo de COX-2, Celecoxibe (Pfizer Pharmaceuticals LLC,
Guarulhos, SP, Brasil), a 5mg/kg (SHORTet al.,2013) diluido em agua filtrada e
administrado oralmente. O subgrupo Ila foi tratado apenas com agua filtrada via oral,
representando portanto o respectivo controle do subgrupo II.

As fémeas receberam 100ul de Meloxicam ou PBS na forma subcutanea, 100pul
de Celecoxibe ou agua filtrada por via oral, apos 24 horas da infec¢do. O tratamento foi
realizado diariamente e no mesmo horario. Os animais foram monitorados para alteracao
de peso corporal e morbidade, que foram verificados imediatamente antes da infecgao e
no periodo pds-infeccdo, a cada 48 horas. Os pardmetros de peso e morbidade das fémeas
infectadas com ME49 foram verificados durante 40 dias consecutivos.

A morbidade foi avaliada com base nos parametros clinicos descritos por Bartley
e colaboradores (2006), com poucas modificagdes: animal saudavel, pélo brilhante e
esperto (score 0); animal com pélo um pouco arrepiado e menos esperto (score 1); animal

com pélo mais arrepiado e com movimentagdo mais lenta (score 2); animal com pélo
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arrepiado e mais quieto na gaiola (score 3); animal com pélo muito arrepiado, parado e
abdomen inchado (score 4).

Ap0s os respectivos intervalos de tempo de tratamento e infec¢do (40 dias), as
fémeas infectadas com a cepa ME49 foram anestesiadas com solu¢do de xilazina 2%
(Syntec) e cetamina 10% (Syntec), o sangue do plexo orbital coletado com uso de
capilares de vidro e, posteriormente, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical. As amostras de sangue foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos e o soro
coletado e armazenado a —80°C para posterior dosagem de citocinas por ELISA. Em
adi¢do, o cérebro foi coletado para posterior andlise da carga parasitaria por PCR em

tempo real e imuno-histoquimica.

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

A concentragdo de DNA de T. gondiino cérebro das fémeas derivadas dos grupos
experimentais foi determinada por PCR em tempo real (real time PCR). Este 6rgao foi
homogeneizado, pesado (20ng)e a extracdo do DNA realizada com o kit de purificacdo
de DNA (Promega, Sao Paulo, SP, Brasil). Os ensaios para quantificar a carga parasitaria
no respectivo tecido foram realizados na maquina de PCR em tempo real StepOnePlus®
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) e o kit Master Mix
Go Taq® (Promega Co.), de acordo com as instrugdes do fabricante. As condi¢des de
reacdo foram seguidas conforme o protocolo descrito por Wahab e colaboradores (2010).
Todas as amostras foram testadas em duplicata. Os primers utilizados para amplificagao
do DNA correspondente ao gene 529 de 7. gondii (amplicon 50pb) foram: forward,5’-
GCTCCTCCAGCCGTCTTG-3", e reverse, 5 -TCCTCACCCTCGCCTTCAT-3".
Taquizoitas da cepa RH foram utilizados como controle positivo da reagdo. Os valores
obtidos para cada amostra foi calculado de acordo com a curva padrao (100ng de DNA)
contendo sete pontos de diluicdo. Os dados foram analisados usando o software Data
Analysis and Technical Graphics (Origin version 6.0; Microcal Software, Inc.,

Northampton, MA).

4.5. Imuno-histoquimica

Os cérebros das fémeas dos grupos experimentais foram incluidos em parafina e
analisados por imuno-histoquimica para a deteccao de estruturas tipo cistos contendo
bradizoitas de 7. gondii no seu interior. Para este proposito, o material foi fixado em

formol 10% tamponado com fosfato , desidratado em concentragdes crescentes de alcool,
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incluido em parafina, cortes com 4um de espessura foram feitos em microtomo e
depositados em laminas de vidro recobertas com solugdo aderente de Poli-L-lisina.

O tecido foi submetido & imuno-histoquimica para detec¢do de estruturas tipo
cistos de 7. gondii, de acordo com Barbosa e colaboradores (2012), com pequenas
modificagdes. Brevemente, as laminas contendo cortes histologicos foram
desparafinizadas em xilol, hidratadas em alcool de concentracdes decrescentes e lavadas
com agua destilada. O bloqueio da fosfatase endogena foi feito com acido acético 5%
diluida em TRIS (T7is-buffered saline, TBS) e deixado 8 minutos a temperatura
ambiente.Para bloqueio de sitios inespecificos de ligacdo, cada lamina foi incubada com
200ul de soro normal de cabra a 2% diluido em TBS e deixado 45 minutos a 37°C. Apds
esta etapa, os cortes foram incubados com soro de C. callosuspreviamente infectado com
T. gondii (cepa ME49) contendo anticorpos anti-7. gondii, na dilui¢dao de 1:50 em TBS
por 12 horas a 4°C. Apos sucessivas lavagens em TBS, as 1aminas foram incubadas com
200ul de anticorpo secundario anti-mouse biotinilado (1:300) por 1 hora a 37°C. Depois
de novas lavagens, a reacdo foi amplificada pelo complexo avidina/biotina (ABC)-
fosfatase alcalina (ABC kit, PK-4000; Vector Laboratories, USA) por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apos novas lavagens em TBS, a revelacdo da enzima fosfatase
alcalina foi feita com fast red-naftol (Sigma-Aldrich, USA). As laminas foram
contracoradas com hematoxilina de Harris por 10 segundos, montadas em glicerina e o

material analisado e fotografado em microscopio de luz Nikon, modelo Optiphot—2.

4.6. Ensaio de viabilidade celular - MTT

A viabilidade de macrofagos peritoneais frente aos tratamentos com Meloxicam
(inibidor de COX-1 e COX-2) ou Celecoxibe (inibidor de COX-2) foi verificada usando
o ensaio colorimétrico de MTT [(3-(4,5-dimetiltiazol-2-y1)-2,5 difeniltertrazolim
brometo)], seguindo o protocolo descrito por Mosmann (1983).

Os macréfagos peritoneais foram plaqueados em placas de 96 pogos na
proporg¢ao de 1 x 105 células por pogo em 200 pl de meio RPMI a 10% de soro. Apds 24
horas em estufa a 37°C e 5% de CO2, os macrofagos peritoneais foram tratados ou nao
com concentragdes crescentes de Meloxicam (0,25mg/ml; 0,5mg/ml e Img/ml) ou
Celecoxibe (25ng/ml; 50ng/ml; 125ng/ml; 250ng/ml; 500ng/ml; Iug/ml; Spg/ml e
10pg/ml) por 24 horas. Apds esse periodo, os sobrenadantes foram removidos das placas,
coletados e armazenados a -80°C. As células foram incubadas com 90ul de meio a 10%

de soro acrescido de 10ul de MTT (0,5mg/ml) em estufa durante 4 horas. Depois, os
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sobrenadantes foram removidos e os cristais de formazan, produzidos pelas células
viaveis que metabolizaram o MTT, foram solubilizados com 100ul de solug¢do contendo
SDS (Sigma) a 10% e N, N-dimetil formamida (Sigma) a 50%. Apo6s 30 minutos de
incubagdo, a densidade optica (DO) foi obtida a 570nm em leitor de microplacas (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, VA, EUA) e os resultados foram expressos

como % de células vidveis (viabilidade celular) em relagdo aos controles (100%).

4.7. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) de Captura para IFN-y, TNF-a, IL-1§ e MIF
em amostras de soro de C.callosus

As concentragdes de IFN-y, MIF, TNF-a e IL-1p no soro das fémeasforam
mensuradas por ELISA Captura, de acordo com as instru¢des do fabricante (R&D
Systems,Minneapolis, MN, EUA; BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Brevemente,
placas de alta afinidade de 96 pocos (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA)
foram sensibilizadas com anticorpos de captura especificos anti-citocinas murinas por 12
horas a temperatura ambiente; em seguida as placas foram lavadas com PBS-Tween
(0,05%) e bloqueadas durante 1 hora a temperatura ambiente com PBS mais 1% de soro
albumina bovina (BSA) para as citocinas TNF-a e MIF ou PBS mais 10% de SFB para
IL-1B e IFN-y. Apds novas lavagens em PBS-T, 50ul das curvas de cada citocina ou 501
das amostras de sobrenadantes de soro de C.callosus foram adicionados nas placas e
incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, apos lavagens, as placas
foram incubadas com anticorpos de deteccdo anti-citocinas murinas conjugados com
biotina durante 2 horas (MIF e TNF-a) e 1 horas (IL-1P e [FN-y) a temperatura ambiente
e, depois deste intervalo, estreptavidina conjugada com peroxidase foi adicionada as
placas e permaneceu em incubagdo por 20 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Finalmente, as placas foram novamente lavadas, reveladas com TMB mais 0,03%
de peroxido de hidrogénio por 20 minutos e a densidade Optica foi mensurada por um
leitor de microplacas a 450nm (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, VA,
EUA). Os dados foram demonstrados em pg/ml de acordo com a referéncia da curva
padrdo.O limite de deteccdo para IFN-y, TNF-q, IL-1Bfoi de 31,25pg/ml e para MIF de
125pg/ml.

4.8. Tratamento e infeccio de macrofagos peritoneais
Ap0s verificar o papel de COX-1 e COX-2 na infecgdo pela cepa ME49 de T. gondii em

C. callosus, nosso proximo objetivo foi avaliar a influéncia destas mesmas enzimas
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durante infec¢do pela cepa virulenta RH. Com este proposito, usamos como modelo
experimental macrdéfagos peritoneais de C. callosus, uma vez que a infeccdo destes
animais com taquizoitas de RH causam grande mortalidade em poucos dias, dificultando
as mesmas analises experimentais realizadas com a cepa ME49.

Dessa forma, C. callosus foram tratados intraperitonealmente com Iml de
Tioglicolato de Sodio (Difco Fluid Thioglycollate Medium, BD Bioscience) a 3% para
recrutamento peritoneal de macréfagos (RODRIGUES et al., 2012). Apds 72 horas,os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e a lavagem do peritonio foi feita
com 5ml de meio RPMI gelado isento de soro. As células peritoneais de
aproximadamente 3 animais foramcentrifugadas, contadas em cdmara de newbauer,
ajustadas para uma propor¢io de 1 x 10°células a cada 200ul de meio e as mesmas foram
colocadas em placas de cultura de 96 pogos,e deixadas aderir por 24 horas em meio RPMI
(Cultilab) a 10% de soro bovino fetal (Cultilab), 100U/mL de penicilina (Sigma) e
100pg/mL de estreptomicina (Sigma) em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO». Apoés
24 horas em cultura, as células ndo aderentes foram retiradas dos pogos de cultura por
lavagens dos mesmos com meio RPMI a 10% de soro e as células aderidas foram
consideradas macrofagos peritoneais (RODRIGUES et al., 2012). Em seguida, os
macrofagos peritoneais foram infectados com taquizoitas da cepa RH linhagem 2F1 de T.
gondii na proporcao de trés parasitos por célula (3:1). Apds 3 horas de infec¢do, os
macrofagos infectados foram tratados com Meloxicamou Celecoxibepor adicionais 24
horas. Como controle, macrofagos ndo foram infectados e nem tratados, ou foram
somente infectados ou ainda somente tratados com inibidores.Posteriormente, o
sobrenadante foi coletado para a dosagem das citocinas (IL-6, MIF, TNF-a e IL-1P) ou
nitrito e as células processadas para ensaio de viabilidade celular e proliferagdo
intracelular de 7. gondii.Quatro experimentos independentes foram realizados em

sextuplicata.

4.9. Ensaio de proliferacio intracelular de 7. gondii em macrofagos peritoneais
tratadas com inibidores de COX

Os macrofagos peritoneais foram plaqueados em placas de 96 pogos na propor¢ao
de 1 x 10°células por poco em 200 pl de meio RPMI a 10% de soro. Apds 24 horas em
estufa a 37°C e 5% de COz, os macrofagos foraminfectados com 7. gondii (cepa RH) na

proporcao 3:1 com meio a 2% de soro e incubados por 3 horas em estufa. Apds esse
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tempo, os macrofagos foram tratados com Meloxicam (0,25mg/ml; 0,5mg/ml e 1mg/ml)
ou Celecoxibe (1pg/ml; Spg/ml e 10ug/ml) em meio a 10% de soro e deixados por
24horas.Como controle, as células foram infectadas e ndo tratadas. Apos esseperiodo, os
sobrenadantes foram removidos das placas, coletados e armazenados a -80°C para
posterior dosagem de citocinasou nitrito, € as células analisadas para proliferacao
intracelular de 7. gondii.

O ensaio de proliferagdo intracelular de 7. gondii (RH) foi realizado de acordo
com Teo e colaboradores (2007), com pequenas modificacdes. Brevemente, amostras de
parasitos RH (curva padrdo: de 1x10° a 15,625x10° parasitos totais) e macrofagos
peritoneais infectados e tratados ou ndo com inibidores foram lisados com 100ul de
tampao de lise RIPA [S0mM de Tris-HCI, 150mM de NaCl, 1% de Triton X-100, 1%
(peso/volume) de deoxicolato de sddio e 0,1% (peso/volume) de dodecil sulfato de sddio
(SDS), pH 7,5)] (Sigma) durante 30 minutos, incubadas com 160ul de tampao de ensaio
(PBS a 100mM pH7,3; 9mM de MgCl; e 102mM de B-mercaptoetanol) e40ul de CPRG
(chlorophenol red-D-galactopyranoside; Roche Diagnostic) a 6,25mM por adicionais 30
minutos. Apos este periodo, a atividade enzimatica da B-galactosidade foi mensurada a
570nm usando leitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories,
McLean, VA, EUA) e os dados foram apresentados como indice de proliferacaode T.
gondii (B-Gal) de acordo com a referéncia da curva padrdo (limite de deteccao da

reacdode 15,625%10° parasitos totais).

4.10. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) de Captura para IL-6, MIF, TNF-a e IL-1
em sobrenadante de macrofagos peritoneais

As concentragdes de IL-6, MIF, TNF-a e IL-1Pno sobrenadante de macrofagos
peritoneais foram mensurados por ELISA Captura, de acordo com as instrugdes do
fabricante (R&D Systems; BD Bioscience). Brevemente, placas de alta afinidade de 96
pogos (Thermo Fisher Scientific) foram sensibilizadas com anticorpos de captura
especificos anti-citocinas murinaspor 12 horas a temperatura ambiente; em seguida as
placas foram lavadas com PBS-T (0,05%) e bloqueadas durante 1 hora a temperatura
ambiente com PBS mais 1% de soro albumina bovina (BSA) para as citocinas TNF-a e
MIF ou PBS mais 10% de SFB para IL-1p e IL-6. Apds novas lavagens em PBS-T, 50ul
das curvas de cada citocina ou 50ul das amostras de sobrenadantes de macrofagos
peritoneais foram adicionados nas placas e incubados por 2 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, apos lavagens, as placas foram incubadas com anticorpos de detecgdo
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anti-citocinas murinasconjugados com biotina durante 2 horas (MIF e TNF-a) e 1 horas
(IL-1P e IL-6) a temperatura ambiente e, depois deste intervalo, estreptavidina conjugada
com peroxidase foi adicionada as placas e permaneceu em incubagao por 20 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Finalmente, as placas foram novamente lavadas,
reveladas com TMB mais 0,03% de peroxido de hidrogénio por 20 minutos e a densidade
optica foi mensurada por um leitor de microplacas a 450nm (Titertek Multiskan Plus,
Flow Laboratories, McLean, VA, EUA). Os dados foram demonstrados em pg/ml de
acordo com a referéncia da curva padrao.O limite de detecgdo paralL-6, TNF-a e IL-1

foi de 31,25pg/ml e para MIF del125pg/ml.

4.11. Dosagem de nitrito

A concentracdo de nitrito foi determinada no sobrenadante de cultura de macrofagos
peritoneais pelo método de Griess (GREEN et al., 1982). As amostras foram adicionadas
em placas de 96 pocos, tratadas com sulfanilamida 1% e diidroclorido de naftaleno -
NEED 0.1% (na propor¢do 1:1) em H3PO4 2.5%. A absorbancia (A570) foi determinada
em leitor para microplacas (Titertek®multiskan plus) com referéncia a uma curva padrao

de nitrito de s6dio — NaNO: (5-100pumol/L).

4.12. Analise estatistica
Todos os dados foram analisados como média e erropadrao usando o programa GraphPad
Prisma versdo 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). As diferencas entre
grupos foram analisadas pelo teste ANOVA com comparagdes multiplas de Bonferroni
em casos de testes paramétricos; casos nao paramétricos foram analisados pelo teste
Kruskal-Wallis e pos teste de Dunns; e as comparagdes entre condi¢cdes pares foram
realizadas pelo teste ¢ de Student. As diferencas estatisticas foram consideradas
significantes quando p<0,05.
4.13. Normas de Biosseguranca

Todos os procedimentos e manuseio do material bioldgico, dos reagentes,
utilizagdo dos equipamentos bem como conduta com os animais foram realizados de
acordo com as normas de biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005).

S.RESULTADOS

5.1. Fémeas infectadas pela cepa ME49 de 7. gondii e tratadas com Celecoxibe

perdem menos peso corporal
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ApOs a infeccdo com 50 cistos da cepa ME49, fémeas de C. callosus tratadas ou
nao com inibidores de COX foram observadas a cada 48 horaspara avaliar a alteragdo de
peso corporal e morbidade durante40 dias de infecc¢ao (Figura 1).

As fémeasinfectadas com a cepa ME49 de T.gondii e tratadas com o inibidor
Celecoxibe (COX-2) e H2O (controle)apresentaram pouca alteragao no peso corporal nos
primeiros dias de infec¢do mas, a partir do 10° dia de infecgdo, as fémeas comecaram a
perder pesosignificativamente, com uma média de 5 a 8 gramas durante os 40 dias de
monitoramente quando tratadas com Celecoxibe ou H>O, respectivamente (Figura
1A).Observou-se perda significativa de peso nas fémeasinfectadas e tratadas com H>O
(controle) quando comparado as fémeas infectadas e tratadas com Celecoxibe (p<0.05)
(Figura 1A).Ja as fémeasinfectadas e tratadas com o inibidor Meloxicam (COX-1 e COX-
2) ou PBS (controle) apresentaram alteracdo no peso corporal também a partir do 10° dia
de infec¢do, porém, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos(Figura 1B).

Com relacdo a morbidade (Figura 2), fémeas infectadas com a cepa ME49 ¢
tratadas com o inibidor Celecoxibe (COX-2) comecaram a apresentar pélo arrepiado apos
0 4° dia de infeccdo em comparacdo aos animais tratados com H>O (controle), que so
comegaram a apresentar sintomatologia a partir do 8° dia de infec¢do (Figura 2A). Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos Celecoxibe e H>O com relagdo aos escores de
morbidade, mas em ambas as condi¢des as fémeas apresentaram pélo arrepiado e
tornaram-se menos espertas e adgeis nas gaiolas (Figura 2A). Na presenc¢a de tratamento
por Meloxicam ou PBS (controle), as fémeas iniciaram a sintomatologia a partir do 10°
dia de infeccdo, e também nao houve diferenga estatistica entre os grupos, ja que o
tratamento por Meloxicam ou sua auséncia (PBS) causaram scores de morbidade

similares (Figura 2B).

5.2.A inibicio de COX1 ou COX2 reduz significativamente o parasitismo cerebral
em C. callosus infectados pela cepa ME49 de 7. gondii

Ap6s a infeccdo com 50 cistos da cepa ME49, fémeas de C. callosus tratadas ou
ndo com inibidores de COX durante 40 diasforam eutanasiadas e os cérebros
coletadospara andlise parasitologica.O parasitismo tecidual foi quantificado por qPCR e
detectado por imuno-histoquimica (Figura 3).

Fémeasinfectadas com a cepa ME49 e tratadas com H>O (controle) apresentaram
maior nimero de parasitos em comparacdo as fémeas tratadas com o inibidor Celecoxibe

(COX-2) (p<0,05) (Figura 3A).0 mesmo fendmeno ocorreu com o outro grupo
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experimental. Fémeas infectadas com a cepa ME49 e tratadas com PBS (controle)
apresentaram maior nimero de parasitos em comparagdo as fémeas tratadas com o
inibidor Meloxicam (COX-1 e COX-2) (p<0,05) (Figura 3B).

A imuno-histoquimica confirmou uma maior presenca ¢ aglomeragdao de
estruturas tipo cistos contendo parasitos no seu interior em cérebro de fémeasinfectadas
com ME49 e tratadas com H>O ou PBS (Figura 3C-D). Ja as fémeas que foram tratadas
com os inibidores Celecoxibe ou Meloxicam apresentaram uma quantidade menor de
estruturas tipo cistos, e estas estruturas demonstraram uma distribuicao mais dispersa no

tecido cerebral (Figura 3E-F).

5.3. Maior producao de MIF é observada em fémeas infectadas pela cepa ME49 de
T. gondii e tratadas com Meloxicam

Com a finalidade de observar os mecanismos de resposta imune através da
produgdo de citocinas, o soro de fémeasinfectadas por 7. gondii (cepa ME49) e tratadas
ou nao com inibidores de COX foi mensurado para deteccao de MIF, TNF-a, IFN-ye IL-
1Bpor ELISA.

Fémeas ndo infectadas e ndo tratadas apresentaram baixa producdo de MIF
(Figura 4A). No entanto, na presenca de infecc¢ao e tratamento com Meloxicam ou PBS,
foi induzido um aumento significante na producao de MIF em relacdo as fémeas ndo
infectadas e ndo tratadas (p<0,05) (Figura 4A). Interessantemente, pode-se observar que
as fémeas tratadas com o inibidor Meloxicam apresentaram uma tendéncia para maior
producao de MIF quando comparadas ao controle PBS (Figura 4A). Por outro lado,
fémeas infectadas e tratadas com H>O ou Celecoxibe apresentaram producdao de MIF
niveis basais ou semelhante ao controle ndo infectado. (Figura 4A).

De modo similar ao MIF, fémeas ndo infectadas e ndo tratadas apresentaram baixa
producao de IL-1B (Figura 4B). No entanto, na presenga de infeccdo e tratamento com
Meloxicam ou PBS, foi induzido um aumento significante na produgdao delL-1p em
relacdo as fémeas ndo infectadas e ndo tratadas (p<0,05) (Figura 4B). Nao houve
diferenca estatistica na producdo de IL-1B quando comparamos fémeas infectadas e
tratadas com PBS com fémeas infectadas e tratadas com Meloxicam(Figura 4B).Fémeas
infectadas e tratadas com H>O ou Celecoxibe apresentaram produgdo delL-1p niveis

basais ou semelhante ao controle ndo infectado (Figura 4B).
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Finalmente, ndo houve diferenga estatistica na produgao de TNF-o quando
comparamos o soro de fémeas ndo infectadas e ndo tratadas ou fémeas infectadas e
tratadas com PBS, H>O, Meloxicam ou Celecoxibe (Figura 4C).

A producdo de IFN-y no soro das fémeas esteve abaixo do limite de detecgdo

(dados nao mostrados).

5.4. O tratamento de macrofagos peritoneais de C. callosus com inibidores de COX
nao induz alteracao da viabilidade celular

Apds a obtencdo das células peritoneais de C. callosus e seu plaqueamento em
placas de 96 pocos, macrofagos peritoneais infectados com a cepa RH de T.gondii e
tratados ou nao com inibidores de COX foram utilizados para a realiza¢ao de ensaios de
viabilidade celular e proliferacdo intracelular de T.gondii. O ensaio imunoenzimatico
ELISA e a dosagem de nitrito foram feitos com o sobrenadante dos macrofagos
peritoneais (Figura 5).

Para determinar a viabilidade dos macréfagos peritoneais de C.callosus frenteaos
inibidores de COX, as células foram tratadas com diferentes concentragdes de Meloxicam
(25mg/ml; 0,5mg/ml e 1mg/ml) ou Celecoxibe (25ng/ml; 50ng/ml; 125ng/ml; 250ng/ml;
500ng/ml; 1pg/ml; Sug/ml e 10pg/ml). Apds 24 horas, utilizando um ensaio
colorimétrico de MTT observou-se que osinibidores de COX nao apresentaram atividade

citotoxica quando comparados com macrofagos peritoneais nao tratados(p<0,05).

5.5. Inibidores de COX reduzem significativamente a proliferacao intracelular de 7.
gondii (cepa RH) em macroéfagos peritoneais de C. callosus

Para determinar o papel dos inibidores de COX na proliferacdo de 7.gondii em
macrofagos peritoneais,estas células foram tratadas com concentragdes crescentes de
Meloxicam (0,25mg/ml; 0,5mg/ml e 1mg/ml) ou Celecoxibe (1pg/ml; Spg/mle 10pg/ml)
(Figura 6).

Os resultados demonstraram que o tratamento com Meloxicam (COX-1 e COX-
2) ou Celecoxibe (COX-2) promoveu uma significante reducdona proliferagdo
intracelular de 7T.gondii (cepa RH) em macrogafos peritoneais de C.callosus quando
comparados com macrogafos peritoneais infectados e nao tratadoscom inibidores
(»<0,05) (Figura 6).Nossos resultados apresentaram diferenca significativa entre as
diversas concentragdes utilizadas, com isso podemos perceber que a inibi¢do ocorreu de

forma dose dependente (p<0,05) (Figura 6).
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Assim, a inibi¢ao da enzima ciclooxygenase e, consequentemente, a inibicao de
PGE, usando Meloxicam ou Celecoxibe favoreceu o controle da infec¢do por 7. gondii

em macréfagos peritoneais de C. callosus.

5.6.Inibidores de COX induzem maior produc¢io de TNF-a e menor producao de IL-
6 em macrofagos peritoneais de C. callosus

Com a finalidade de observar a resposta imune através da mensuracao de citocinas
no sobrenadante de cultura de macréfagos peritoneais infectados por 7. gondii (cepa RH)
e tratados com inibidores de COX, os niveis de MIF, TNF-a, IL-1B e IL-6 foram
quantificados por ELISA (Figura 7).

Os resultados demonstraram que nao houve diferencga na producao de MIF (Figura
7A) em células tratadas com inibidores Meloxicam (COX-1 e COX-2) ou Celecoxibe
(COX-2) em relacdo a células ndo tratadas, independentemente da presenga de T.
gondii.A produgdo de IL-1B no sobrenadante de cultura de macréfagos peritoneais
infectados ou ndo com T.gondiiesteve abaixo do limite de deteccdo (dados ndo
mostrados).

Por outro lado, em relagdo a produgdo de TNF-a, macrofagos ndo infectados e
tratados com o inibidor Celecoxibe (COX-2), independentemente da concentragdo usada,
apresentaram de forma significativa maior producdo desta citocina em comparacido a
células ndo tratadas e ndo infectadas (p<0.05) (Figura 7B). Quando macrdéfagos ndo
infectados foram tratados com Meloxicam, houve uma tendéncia em aumentar a produ¢ao
de TNF-a em relacdao as células ndo tratadas e ndo infectadas, porém sem diferenca
estatistica (Figura 7B). Ap6s a infeccao, observou-se que o tratamento com ambos 0s
inibidores (Meloxicam ou Celecoxibe) induziu maior producdo de TNF-o quando
comparado as células infectadas e ndo tratadas(p<0,05) (Figura 7B).

Macrotagos peritoneais ndo infectados e tratados com inibidores Meloxicam e
Celecoxibe apresentaram uma diminuigdo significativa de IL-6 em relacdo ao seu
controle (macrofagos ndo infectados e nao tratados). Adicionalmente, a producao de IL-
6 foi significativamente menor apds a infeccdo por 7. gondii e/ou tratamento com o0s
inibidores Meloxicam ou Celecoxibe em comparagdo aos macrdéfagos peritoneais nao

infectados e nao tratados (p<0,05) (Figura 7C).

5.7. Inibidores de COX aumentam a producio de nitrito em macrofagos peritoneais

de C. callosus
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Para averiguar a dosagem de nitrito no sobrenadante de cultura de macréfagos
peritoneais infectados por 7. gondii e tratados com inibidores Meloxicam (COX-1 e
COX-2) ou Celecoxibe (COX-2), realizou-o ensaio de Griess (Figura 8).

De um modo geral, os resultados evidenciaram que macréfagos tratados com
inibidores Meloxicam (COX-1 e COX-2) ou Celecoxibe (COX-2) induziram alta
producdo de nitrito em comparacido aos macrofagos nao tratados, independentemente da
infeccao pelo parasito (Figura 8). Apos a infec¢do por 7. gondii (cepa RH) a produgao de
nitrito foi aumentada em macréfagos tratados com Meloxicam (COX-1 e COX-2), exceto
para a concentragao de Spg/ml (p<0,05). J& em macréfagos infectados por 7. gondii (cepa
RH) e tratados com Celecoxibe (COX-2) a producao de nitrito aumentou somente na

maior concentragdo avaliada (10ug/ml) (p<0,05) (Figura 8).
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6. DISCUSSAO

As PGs sdo importantes mediadores que regulam diversas fungdes no sistema
cardiovascular, gastrointestinal, urogenital e nervoso, além de desempenhar papéis
criticos na imunidade e inflamagdo. A sintese de PGE2 se da a partir da conversao do AA
pela enzima COX, que apresenta duas diferentes isoformas: COX-1 e COX-2. A COX-1
¢ constitutiva e responsavel pela producdo de PGs na maioria dos tecidos (KIRKBY et
al.,2012). Em contraste, a COX-2 ¢ induzivel, expressa em locais de inflamacao, infec¢do
e cancer (NANDAKISHORE et al., 2014).

Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINEs) atuam inibindo a enzima COX e sua
toxicidade ¢ geralmente atribuida ao bloqueio da atividade da COX-1 e COX-2, causando
efeitos adversos (BRATER et al., 2001). O inibidor seletivo da COX-2, Celecoxibe, pode
exibir pouco ou nenhum efeito sobre a COX-1, quando empregados nas doses clinicas
recomendaveis. O uso de coxibes se baseia em efeito anti-inflamatdrio pela atuag¢do na
inibicao das prostaglandinas geradas através da enzima COX-2 (BRATER et al., 2001).
Desta forma, o presente estudo avaliou o papel funcional da COX-1 e COX-2 durante
infeccdo causada pelas cepas ME49 e RH de T. gondii.

A cepaRH (tipo I) apresenta alta viruléncia e causa uma rapida mortalidade em
camundongos (HOWE; SIBLEY, 1995). Em humanos, esta cepa pode causar doencas
oculares graves (VALLOCHI et al.,, 2005; COMMODARO et al., 2009). A cepa
ME49(tipo II) é considerada moderadamente virulenta, levando a infec¢cdo cronica e
producdo de cistos teciduais em camundongos (HOWE; SIBLEY, 1995).

Visto que PGs em conjunto com NO e TNF-a participam de um circuito que
controla a linfoproliferagdo e produgdo de citocinas na infec¢ao por 7. cruzi (PINGE-
FILHO et al., 1999), acredita-se que PGs estejam envolvidas na produgdo de um estresse
oxidativo associado a anemia e, consequentemente a perda de peso. Nossos resultados
demonstraram que animais tratados com o inibidor Meloxicam, que atua na inibig¢do de
COX-1 e COX-2, apresentaram perda de peso a partir do décimo dia de infeccao com 7.
gondii assim como seu controle (PBS), ndo havendo diferenca significativa. Ja os animais
tratados com o Celecoxibe (seletivo para inibicdo de COX-2) exibiram menor perda de
peso apo6s a infeccdo com 7. gondii em relagdo ao seu controle (H20). Esta menor perda
de peso em animais tratados com Celecoxibe pode estar relacionada com a diminui¢ao da
carga parasitaria cerebral nestes animais, apesar das manifestagdes clinicas terem sido
bem precoces (iniciais), ou seja, a partir do 4° dia de infec¢do se comparado ao respectivo

controle. A partir do décimo dia de infec¢@o, os animais tratados com ambos inibidores e
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seus respectivos controles apresentaram mudangas crescentes nos escores de morbidade,
porém sem taxas de mortalidade. Portanto, nossos resultados demonstram que a inibigdo
seletiva de COX-2 parece ter maior influéncia no controle do peso corporal, porém sem
afetar os sintomas clinicos de morbidade e mortalidade no animal. Alguns estudos estao
de acordo com nossos resultados. Animais BALB/c infectados por 7. cruzi foram tratados
com Celecoxibe, ndo houve significante alteragdo na morbidade em relagdo a animais ndo
tratados e também ndo houve mortalidade, porém observou-se menor parasitemia
(TATAKIHARA et al., 2008). No entanto, varios estudos demonstraram que a inibi¢ao
das COX altera significativamente a mortalidade quando animais sdo infectados por 7.
cruzi (MICHELIN; SILVA; CUNHA, 2005; ABDALLA et al., 2008). Freire-De-Lima e
colaboradores (2000) demonstraram que a inibi¢ao da produ¢ao de PGs por inibidores de
COX atrasou a mortalidade de camundongos infectados com 7. cruzi e diminuiu a
parasitemia, sugerindo que a inibicdo das ciclooxigenases apresenta potencial terapéutico
no controle da replicagcdo de 7. cruzi em camundongos, controlando a propagacio da
doenga de Chagas.

Nossos resultados demonstraram, por meio da analise qPCR feita no tecido
cerebral de C.callosus infectados com a cepa ME49 de T. gondii, que animais tratados
com os inibidores Meloxicam (COX-1 e COX-2) ou Celecoxibe (COX-2) apresentaram
de forma significativa redu¢do no parasitismo quando comparado aos seus respectivos
controles (PBS e H20). O mesmo ocorreu com os experimentos in vitro, no qual cultura
de macrofagos peritoneais de C. callosus infectados com a cepa RH de 7. gondii e tratados
com inibidores Meloxicam (COX-1 e COX-2) ou Celecoxibe (COX-2) apresentaram uma
diminui¢do significativa na carga parasitdria quando comparados com macrofagos
peritoneais infectados e ndo tratados. Varios estudos anteriores corroboram com nossos
resultados. Recentemente, foi demonstrado que o tratamento com 4cido acetil salicilico
(ASA) (inibidor COX-1 e COX-2) inibiu significativamente a internalizacdo de
tripomastigotas de 7. cruzi em macréfagos peritoneais de camundongos, confirmando a
ideia de que COX desempenha um papel fundamental no processo de invasdo deste
parasito (MALVEZI et al., 2014). Além disso, o tratamento com os inibidores de COX,
Meloxicam ou Etoricoxibe, reduziu significativamente a produ¢do de PGE> em cultura
de esplendcitos de camundongos BALB/c infectados por 7. cruzi e, ao mesmo tempo,
diminuiu o numero de tripomastigotas no sangue destes animais (MICHELIN; SILVA;
CUNHA, 2005). Por outro lado, cardiomidcitos murinos infectados por 7. cruzi

produziram quantidades significantes de PGE> em cultura e, ao mesmo tempo,
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camundongos nocautes para fosfolipase Az, enzima necessaria para a expressao de COX-
2 e PGE,, tiveram menor taxa de sobrevivéncia quando infectados por 7. cruzi,
demonstrando a importancia destes mediadores durante a infec¢do por este parasito
(SHARMA et al, 2013). Em adi¢do, a proliferacdo de Leishmania em macrofagos
murinos foi favorecida pela alta expressao de COX-2 ¢ PGE,, uma vez que a enzima
COX-2 quando bloqueada reduziu significativamente a proliferacdo parasitaria
(BARRETO-DE-SOUZA et al., 2006). A expressao de COX-2 e PGE; também estdo
relacionadas com o aumento da translocacdo bacteriana na mucosa intestinal de
camundongos, induzindo desta forma inflamacao intestinal devido ao aumento da carga
bacteriana no local (SHORT et al., 2013).Interessantemente, a infec¢ao por 7. gondii pela
cepa RH induziu a expressio de COX-2 em células musculares esqueléticas de
camundongos, ocorreu um aumentona conversao de taquizoitas em bradizoitas, induzindo
a fase cronica da infec¢do (GOMES et al.,, 2014). Também, macrdéfagos peritoneais de
camundongos infectados por 7. gondii aumentam o acumulo intracelular de corpos
lipidicos, organelas que sdo fontes ricas de PGE». Estes macrofagos sdo menos efetivos
na resposta imune contra 7. gondii, entretanto se estes macrofagos sdo tratados com
inibidor de PGE: (indomethacin), a atividade microbicida dessas células aumenta
consideravelmente, confirmando o efeito favoravel de COX-2 e PGE; na replicacao
intracelular deste parasito (MOTA et al., 2014).Ainda ndo se sabe especificamente o
papel exato de COXs e PGE> na resposta imune contra essas parasitoses, incluindo 7.
gondii. Especula-se que a enzima COX-2, ao regular a sintese de PGE2,cause atividade
imunossupressora e vasodilatadora, o que facilitaria a invasao patogénica (TSATSANIS
et al., 2006). Portanto, ¢ possivel concluir que as ciclooxigenases, COX-1 e COX-2, e,
consequentemente PGE:, sdo mediadores inflamatdrios importantes que favorecem a
infeccdo por 7. gondii e outros patdgenos em modelos experimentais in vivo e in vitro,
independentemente do tipo de cepa abordada.

A infeccao causada por 7. gondii induz uma resposta imune do tipo Thl com a
produgdo de citocina pré-inflamatorias, como IFN-y, MIF, IL-6, IL-12 e TNF-a (KELLY
et al., 2005; PASSOS et al., 2010). De acordo com Michelin e colaboradores (2005)
camundongos infectados com 7. cruzi e tratados com inibidores de COX apresentaram
uma reducgdo na produgao de TNF-a e IFN-y. Além disso, Freire-de-Lima e colaboradores
(2000) demonstraram que PGE; pode inibir a resposta imune tipo Thl e reduzir
significativamente a producdo de TNF-a e NO. Com isso, a inibicdo de COX-2 e,

consequentemente de PGE», poderia restabelecer a expressao de citocinas Thl, como IL-
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2 e IFN-y, bem como a sintese de NO. Com relagao as dosagens por ELISA de TNF-a e
IL-1B no soro dos animais, nossos resultados ndo demonstraram nenhuma diferenca
significativa entre aqueles animais tratados com inibidores de COX e seus respectivos
controles. Ja em relacdo a dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura de macrégafos
peritoneais de C. callosus infectados com 7. gondii, nossos resultados estdo de acordo
com Freire-de-Lima e colaboradores (2000), pois os macréfagos tratados com inibidores
Meloxicam ou Celecoxibe apresentaram um aumento significativo na produgao de TNF-
a e NO, sugerindo que a inibicdo da PGE, favorece a atividade microbicida de
macrdofagos. Um outro estudo ainda ressaltou que ocorre uma associacdo entre corpos
lipidicos e vacuolo parasitoforo de 7. gondii em macrofagos peritoneais de camundongos
e esta associagdo induz uma atividade microbicida deficiente, por haver um aumento de
PGE; e uma diminuicdo de NO, evidenciando que PGE, favorece a proliferagdo
intracelular de 7. gondii nestas células (MOTA et al., 2014).

MIF possui inumeras fungdes, sendo um regulador chave da imunidade inata e
adquirida, importante na inducdo da resposta inflamatéria a virus e bactérias
(CALANDRA et al., 1995) e tem a propriedade de ativar macrofagos e promover a morte
de parasitos intracelulares, como 7. gondii (BERNHAGEN; CALANDRA; BUCALA,
1998; GOMES et al., 2011; BARBOSA et al., 2014). Em modelo de infeccao para 7.
cruzi observou-se aumento da suscetibilidade de camundongos MIF-/- a infeccao pelo
parasito. Este aumento ocorreu devido aos niveis reduzidos de citocinas pro-inflamatdras
tais como TNF-a, IL-12, IL-18 e IFN-y(REYS et al., 2006). Com isso, mostrou-se o papel
de MIF em controlar a fase aguda da infec¢do por estes parasitos. Nossos resultados
apresentaram uma maior tendéncia na producdo de MIF no soro dos animais que foram
tratados com Meloxicam (inibidor COX-1 e COX-2), o que poderia explicar a menor
carga parasitaria no cérebro de animais tratados com este inibidor. De acordo com estudos
recentes, MIF, ERK1/2 e PGE; participam dos mecanismos de replicagdo de 7 gondii em
células BeWo (BARBOSA et al.; 2014), assim podemos hipotetizar que MIF também
possa controlar a via ERK1/2 e produ¢do de PGE> em C. callosus, participando
efetivamente da resposta a este parasito. Outros estudos que analisaram as fungdes de
MIF demonstraram que vilos de placentas humanas infectados com 7. gondii mostraram-
se mais resistentes a infec¢do quando tratados com esta citocina (GOMES et al., 2011).
De acordo com Calandra e colaboradores (1994), TNF-a e IFN-y sdo potentes indutores
da secrecdo de MIF por macrofagos in vitro. MIF também foi encontrado induzindo

secrecdo de TNF-o em macrofagos, sugerindo que a MIF e TNF-a podem agir em
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conjunto para aumentar as respostas pro-inflamatorias. Nossos resultados estdo de acordo
com a literatura, pois macrofagos peritoneais tratados com inibidores de COX
demonstraram um aumento significativo de TNF-a e uma maior tendéncia na produgao
de MIF e IL-1B. Em macrofagos infectados com 7. cruzi, a inibicdo de COX esta
relacionada com o aumento de IL-1B, que também poderia explicar o aumento da
atividade antiparasitaria de macrofagos. De fato, a IL-1p € critica para a restrigdo da
infeccdo por L. amazonensis (LIMA-JUNIOR et al., 2013) e demonstrou-se que os
macrofagos tratados com IL-1p apresentam menos tripomastigotas do que macrofagos
sem tratamento. A IL-1f desencadeia a liberagdo NO em macrofagos infectados com 7.
cruzi de um modo dose dependente (SILVA et al., 2013).

IL-6 ¢ uma citocina pleiotropica e de dificil classificagdo como pré-ou anti-
inflamatéria. E descrita como pro-inflamatéria, principalmente por se apresentar mais
elevada nas fases iniciais de uma infeccdo (PASSOS et al., 2010). Entretanto, alguns
estudos relacionaram niveis elevados de IL-6 com a supressao de processos inflamatdrios,
permitindo classificd-la como uma citocina anti-inflamatéria (TILG; DINARELLO;
MILLER, 1997; STEENSBERG ef al., 2003). IL-6 também ja foi descrita como uma
citocina importante para o controle da dissemina¢do de infeccdes com Giardia
duodenalis(KAMDA; NASH; SINGER, 2012), na resposta imune protetora contra 7.
cruzi (GAO; PEREIRA, 2002) e na limitagdo da multiplicagdo microbiana durante
infeccdo com Listeria monocytogenes (KOPF et al., 1994, DALRYMPLE et al., 1995),
Vaccinia virus(KOPF et al., 1994) e Candida albicans (ROMANI et al., 1996).

Estudos anteriores demonstraram que camundongos IL6-/- € infectados com 7.
gondii falharam no desenvolvimento de resposta pro-inflamatoria inata, a qual € essencial
para limitar a replicagdo do parasito (JEBBARI et al., 1998). De acordo com Castro e
colaboradores (2013), a IL-6 est4 envolvida no controle da proliferacao de 7. gondii, uma
vez que, ao tratar células THP-1 com a citocina recombinante, o nivel do parasitismo
diminuiu e ao tratar essas c€lulas com anti-IL-6 o parasitismo aumentou. Porém nossos
resultados ndo estdo de acordo com a literatura, pois macrofagos peritoneais de C.
callosus infectados ou ndo com a cepa RH de 7. gondii e tratados com inibidores de COX
apresentaram uma diminuig¢ao significativa na producao de IL-6 quando comparado com
macrofagos peritoneais ndo infectados e ndo tratados. Entretanto o envolvimento de
outras citocinas chaves na resposta que controla a infec¢ao por 7. gondii foi alterada o

que permite sugerir que o menor parasitismo ndo ¢ dependente de IL-6.
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Considerando todos os nossos dados, ¢ possivel concluir que as ciclooxigenases,
COX-1 e COX-2, sao igualmente importantes durante uma infec¢do por 7. gondii, uma
vez que os seus bloqueios pelo uso de inibidores induziram uma reduc¢do na infec¢ao
cerebral de C. callosusquando infectados com a cepa ME49, bem como as taxas de
proliferacdo intracelular do parasito em macrdofagos peritoneais quando infectados com a
cepa RH. Possivelmente, esta reducdo na infec¢do nos modelos in vivo e in vitro sao
resultado da regulacdo da resposta imune mediada pelos inibidores, ja que houve
modulagdo positiva de citocinas pro-inflamatérias importantes na defesa contra 7. gondii.
Contudo, outros estudos devem ser realizados para melhor esclarecimento do mecanismo
envolvido na resposta contra 7. gondii e participagdo de COX, como a avaliagdo da
imunopatologia cerebral e o uso de linhagens celulares de origem humana para podermos
verificar se 0 mesmo mecanismo se aplica a células humanas. Estes resultados serdo
importantes para compreender a acdo das COXs na produgdo de citocinas e na
susceptibilidade a infec¢do por 7. gondii. Bloqueio das COXs pode estar associado a um

melhor controle do processo infeccioso.
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7. CONCLUSAO

C. callosus infectados com a cepa ME49 de T. gondii e tratados com inibidor
Celecoxibe (COX-2) apresenta uma menor perda de peso quando comparado com
controle (H20). Animais tratados com inibidor Meloxicam (COX-1 e COX-2) ou
Celecoxibe (COX-2) apresentam aumento nos escores de morbidade porém sem
diferengas significativas quando comparados com controle.

C. callosus infectados com a cepa ME49 de T. gondii e tratados com inibidores
Meloxicam ou Celecoxibe apresentam uma tendéncia a maior produgdo de MIF
quando comparado com seus controles.

Tecido cerebral de C. callosus infectados com a cepa ME49 de T. gondii apresenta
um numero menor de parasitos quando tratados com inibidores Meloxicam (COX-
1 e COX-2) e Celecoxibe (COX-2) em relagdo aos seus controles.

Macrofagos peritoneais de C. callosus infectados com a cepa RH de 7. gondii e
tratados com inibidores de COX apresenta uma redugdo significativa na carga
parasitaria.

Macrofagos peritoneais de C. callosus infectados com a cepa RH de 7. gondii e
tratados com inibidores de COX apresentam alta producao de TNF-a e NO, e uma
baixa secrecao de IL-6.

PGE2, COX-1 e COX-2 sdo importantes em respostas inflamatdrias ativadas por
processos de origem infecciosa ou ndo, parecem exercer uma fungdo
imunomodulatéria que busca prevenir uma exacerbada reacdo inflamatéria que,
muitas vezes, pode favorecer a dissemina¢do de microorganismos patogénicos

pelo organismo hospedeiro.
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Figura 1: Alteracdo de peso corporal de C.callosus infectados com a cepa ME49
de T. gondii e tratados com inibidores de COX-2 (Celecoxibe) (A) ou COX-1/COX-2
(Meloxicam) (B) e seus respectivos controles. As fémeas foram infectadas com 50 cistos
de T. gondii e o tratamento ocorreu durante 40 dias consecutivos. Os animais foram
monitorados a cada 48 horas para observacdo de peso corporal. *Comparagdo entre
animais tratados com inibidores de COX e seus respectivos controles (teste ¢ de Student,

p<0,05).
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Figura 2: Escores de morbidade em C.callosus infectados com a cepa ME49 de
T. gondii e tratados com inibidores de COX-2 (Celecoxibe) (A) ou COX-1/COX-2
(Meloxicam) (B) e seus respectivos controles. As fémeas foram infectadas com 50 cistos
de T. gondii e o tratamento ocorreu durante 40 dias consecutivos. Os animais foram
monitorados a cada 48 horas para observagdo de alteracdo de morbidade. *Comparagdo
entre animais tratados com inibidores de COX e seus respectivos controles (teste ¢ de

Student, p<0,05).
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Figura 3: Carga parasitdria cerebral de C.callosus infectados com a cepa ME49
de T. gondii e tratados com inibidores de COX-2 (Celecoxibe) (A) ou COX-1/COX-2
(Meloxicam) (B) durante 40 dias consecutivos.Apds 40 dias de infec¢do e tratamento, as
fémeas foram eutanasiadas e o cérebro coletado para andlise do parasitismo por PCR em
tempo real. Paralelamente, imuno-histoquimica foi realizada nos cérebros de fémeas
tratadas com H>O (C) ou PBS (D),ou tratados com os inibidores Celecoxibe (E) ou
Meloxicam (F). * Diferenca entre os grupos tratados com inibidores de COX e seus

respectivos controles (One-Way ANOVA, pos teste de Bonferroni, p<0,05).
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Figura 4
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Figura 4:Andlise da producao de citocinas MIF (A), IL-18 (B) e TNF-a (C) em soro de
C.callosus infectados com a cepa ME49 de T. gondii e tratados com inibidores de COX
e seus respectivos controles apos 40 dias de infec¢do e tratamento. *Comparagdo entre
animais infectados e tratados ou ndo com inibidores de COX e animais ndo infectados
(One-Way ANOVA, p6s teste de Dunns, p<0,05).
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Figura 5: Viabilidade de macréfagos peritoneais de C. callosus tratados com
concentragdes crescentes de inibidores de COX. Macrofagos de C. callosus previamente
tratados com tioglicolatoforam retirados da cavidade peritoneal destes animais,
adicionados em placas de cultura de 96 pogos na concentragio de 1 x 10°células por pogo
em 200 pl de meio RPMI a 10% de soro e, apds 24 horas, as células foram tratadas ou
nado com concentragdes crescentes de Celecoxibe ou Meloxicam por adicionais 24 horas.

Em seguida, MTT foi adicionado as placas e a viabilidade celular foi calculada.
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Figura 6
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Figura 6: Numero de taquizoitas de 7. gondii em macrofagos peritoneais de C.callosus
tratados com concentracoes crescentes de inibidores de COX. Macrofagos de C. callosus
previamente tratados com tioglicolatoforam retirados da cavidade peritoneal destes
animais, adicionados em placas de cultura de 96 pocos na concentragdo de 1 x 10°células
por poco em 200 pl de meio RPMI a 10% de soro e, apds 24 horas, as células foram
infectadas por 7. gondii (cepa RH), na propor¢ado 3:1, por 3 horas e tratadas ou ndo com
concentragdes crescentes de Celecoxibe ou Meloxicam por adicionais 24 horas. Em
seguida, a reagdo colorimétrica de B-galactosidase foi realizada e o parasitismo calculado.
*Comparacdo entre macréfagos tratados com inibidores de COX e nido tratados (meio)
(One-Way ANOVA, pos teste de Bonferroni,p<0,05), # Comparagao entre macrofagos
tratados com concentragdes crescentes de inibidores de COX (One-Way ANOVA, pos
teste de Bonferroni,p<0,05).
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Figura 7: Deteccao de citocinasem macrofagos peritoneais de C.callosus tratados com
concentracdes crescentes de inibidores de COX. Macrofagos de C. callosus previamente
tratados com tioglicolato foram retirados da cavidade peritoneal destes animais,
adicionados em placas de cultura de 96 pogos na concentracio de 1 x 10° células por pogo
em 200 pl de meio RPMI a 10% de soro e, apos 24 horas, as células foram infectadas ou
ndo por 7. gondii (cepa RH) na propor¢do 3:1 por 3 horas e tratadas ou ndo com
concentragdes crescentes de Celecoxibe ou Meloxicam por adicionais 24 horas. Em
seguida, os sobrenadantes foram coletados, armazenados a -80°C para posterior dosagem
de MIF (A), TNF-a (B) e IL-6 (C) por ELISA. *Comparacao entre macrofagos infectados
ou nao e tratados com inibidores de COX com seus respectivos controles(meio)(One-Way
ANOVA, pos teste de Bonferroni, p<0,05), #Comparagao entre a macrofagos peritoneais
infectados ou ndo e tratados com inibidores de COX com macrdéfagos ndo infectados e nao

tratados (One-Way ANOVA, p6s teste de Bonferronip<0,05).
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Figura 8: Deteccdo de nitritoem macrofagos peritoneais de C.callosus tratados com
concentragdes crescentes de inibidores de COX. Macrofagos de C. callosus previamente
tratados com tioglicolato foram retirados da cavidade peritoneal destes animais,
adicionados em placas de cultura de 96 pogos na concentragio de 1 x 10°células por pogo
em 200 pl de meio RPMI a 10% de soro e, apds 24 horas, as células foram infectadas ou
ndo por 7. gondii (cepa RH) na propor¢do 3:1 por 3 horas e tratadas ou ndo com
concentragdes crescentes de Celecoxibe ou Meloxicam por adicionais 24 horas. Em
seguida, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C para posterior dosagem
nitrito por método de Griess. *Comparagdo entre a produgdo de nitrito em macréfagos
tratados com inibidores de COX e seus respectivos controles (One-Way ANOVA, pos
teste de Bonferroni,p<0,05).
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