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RESUMO

A interleucina-32y é uma citoquina pro-inflamatéria produzida em resposta a
microrganismos. Estudos recentes mostram que a IL-32y é importante no controle
contra infeccbes em seres humanos, causadas por Leishmania (V.) braziliensis,
Mycobacterium tuberculosis e HIV. Muitos estudos foram realizados para descrever
o papel ou funcao da IL-32y em diferentes condi¢des patoldgicas, incluindo doengas
infecciosas. Neste estudo, camundongos transgénicos para IL-32y (IL-32yTG) foram
utilizados para estudar o papel desta citocina na infec¢cdo causada por Toxoplasma
gondii. Os camundongos de tipo selvagem (WT) e IL-32yTG foram infectados com
10 cistos de cepa ME49, via oral. Os camundongos foram eutanasiados no oitavo
dia poés infeccdo para analise de infeccdo aguda e no dia trigésimo para analise de
infeccao crénica. Os animais IL-32yTG apresentaram maior score de morbidade do
que os WT. Durante a infeccdo aguda, ndo foram observadas alteracdes
significativas no score de inflamagcdo e na carga de parasitismo entre o0s
camundongos WT e IL-32yTG. No entanto, durante a infeccdo cronica, os
camundongos transgénicos IL-32y apresentaram elevagao do parasitismo. Neste
contexto, esses resultados mostram que a interleucina-32y humana exerce um papel
importante durante a infecgdo crbnica por T. gondii, pois sua presencga,
particularmente no cérebro, leva a um aumento da carga de parasitismo neste

tecido.

Palavras-chave: [IL-382y; citocinas; toxoplasmose; morbidade; parasitismo;

Toxoplasma gondiii.



ABSTRACT

Interleukin-32y is a proinflammatory cytokine produced in response to
microorganisms and it seems to be important to control infections in humanscaused
by Leishmania (V.) braziliensis, Mycobacterium tuberculosis and HIV. Many studies
have been conducted to describe the role or function of IL-32y in different
pathological conditions, including infectious diseases. In the present study,
transgenic mice for IL-32y (IL-32yTG) were used to study the role of this cytokine in
Toxoplasma gondii infection. Wild type (WT) and IL-32yTG mice were infected with
10 cysts of ME49 strain, per gavage. Mice were euthanized at day 8 for acute
infection analysis and at day 30 for chronic infection analysis. IL-32yTG mice
displayed higher morbidity score than WT mice. During acute infection, no significant
changes were observed in inflammation score and parasitism load between WT and
IL-32yTG mice. However, during chronic infection, the IL-32y transgenic mice
showed high parasitism load being the parasitism increase. Taken together, these
results are showing that human interleukin-32y behave as a critical cytokine during T.
gondii chronic infection, as its presence, particularly in the brain, leads to an increase
of the parasitism load in this tissue.

Keywords: IL-32y; cytokine; toxoplasmosis; morbidity; parasitism; Toxoplasma gondii.
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1.

INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma zoonose causada pelo Toxoplasma gondii, um
parasito intracelular obrigatério pertencente ao Filo Apicomplexa, com capacidade
de invadir e se replicar nas células de diversos hospedeiros, sendo os animais de
sangue gquente 0s mais comuns, incluindo o homem (SIBLEY et al., 2009).

O protozoario apresenta ciclo bioldégico heteroxeno complexo, com uma fase
sexuada cujo desenvolvimento ocorre no intestino dos hospedeiros definitivos
(Felinos); e uma fase assexuada em hospedeiros intermediarios abrangendo
diversas espécies de vertebrados, inclusive o ser humano (SIBLEY et al., 2009). O
ciclo de vida apresenta trés diferentes fases evolutivas: os taquizoitos, forma
circulante e de intensa multiplicacao (endogenia) do parasito durante a fase de
infeccdo aguda, este estagio do parasito possui diversas organelas responsavel por
iniciar o processo de invasao (figura 1A); os bradizoitos presentes na forma de cistos
nos tecidos e responsaveis por manter a infecgdo crénica (figura 1B) e os
esporozoitos que se encontram disseminados no ambiente dentro dos esporocistos
que, por sua vez, ficam dentro do oocisto (figura 1C) (DUBEY; LINDSAY; SPEER,
1998; ROBERT-GANGNEUX; DARD, 2012; BICHET et al., 2014).

Figura 1: Estagios infecciosos do T. gondii. (A): Taquizoitos de T. gondii corados
com Giemsa. (B): Cistos de T. gondii no tecido cerebral corado com hematoxilina e
eosina. (C): Oocisto esporulado ndo corado. Fonte: Imagens obtidas do centro de
controle e prevencdo de doengas (Center for disease control and prevention —
WWW.cdc.gov).

A fase sexuada do ciclo ocorre somente dentro dos enterdcitos intestinais dos
felideos, e se inicia quando estes realizam a ingestao de cistos contendo bradizoitos

presentes no tecido do hospedeiro intermediario. Apds a ingestdo, a parede dos

cistos é degradada pela acao de enzimas proteoliticas do estémago e do intestino
15
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delgado. Os bradizoitos eliminados penetram as células epiteliais do intestino
delgado, passam por varios ciclos de desenvolvimento resultando em oocistos
esporulados que sao eliminados nas fezes e disseminados no ambiente (DUBEY;
FRENKEL, 1972).

No hospedeiro intermediario, a fase assexuada do ciclo comeca a partir da
ingestdo de cistos teciduais em carne crua ou mal cozida de animais que atuam
como hospedeiros intermediarios (porcos, galinhas, carneiros, bovinos, e outros), ou
por oocistos presentes no ambiente (consumo de agua e alimentos contaminados).
Os esporozoitos ou bradizoitos sdo liberados no aparelho digestivo e infectam
células epiteliais do intestino dando origem aos taquizoitos, que por sua vez
penetram ativamente a membrana da célula formando um vacuolo parasitoforo
capaz de protegé-lo dos mecanismos de defesa do hospedeiro (DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998). O taquizoito de T. gondii se multiplica por divisées binarias repetidas
até a ruptura das células hospedeiras, e apo6s varios ciclos de divisdes, o0s
taquizoitos dao origem aos cistos teciduais, definindo a fase crénica da infeccao
(DUBEY, 2004). Os cistos podem desenvolver-se em 6érgaos viscerais, incluindo
pulmdes, figado, rins, tecidos musculares e neurais, e podem persistir durante toda a
vida do hospedeiro sem gerar nenhum tipo de sintomatologia (DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998).

A infeccdo por T. gondii em humanos e animais domésticos também pode
ocorrer verticalmente. Quando a infecgdo primaria acontece durante o periodo
gestacional, os taquizoitos podem infectar o feto através da placenta (JONES et al.,
1999), ocasionando diversas manifestacdes clinicas para o feto ou recém-nascido
(MOMBRO et al,, 2003).

16
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Figura 2: Ciclo biolégico do T. gondii. Este parasito possui ciclo heterdxeno,
diferentes estagios infecciosos e grande diversidade de hospedeiros intermediarios.
Fonte: imagem adaptada do centro de controle e prevencao de doencas (Center for
disease control and prevention — www.cdc.gov).

Alimentos, objetos
contaminados

Embora as infecgbes primarias em individuos imunocompetentes sejam
geralmente limitadas e assintomaticas, podendo apresentar sintomas como febre,
mal-estar e linfadenopatia, regredindo espontaneamente (JONES et al., 1999; HO-
YEN, 2001), em individuos imunodeprimidos e neonatos pode causar encefalite
grave, e até a morte (WEISS et al,, 1995; JONES et al.,, 1999; DZIERSZINSKI,
NISHI; OUKO, 2004).

A infecgdo ocorre quando o parasito penetra ativamente na célula e inicia o
ciclo proliferativo, promovendo lise celular e dessa forma € capaz de infectar novas
células do hospedeiro. O processo de invasao celular ocorre por um conjunto de
proteinas de superficie antigenicamente distintas e uma série de proteinas
secretadas por organelas especificas do parasito, incluindo roptrias, micronemas e
granulos densos. Essas proteinas sdo importantes no processo de adesao, invasao

17
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e manutencdo do T. gondii no interior da célula, e sdo antigenos importantes
reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro (MANGER; HEHL; BOOTHROYD,
1998; JUNG; LEE; GRIGG, 2004).

Os sintomas da toxoplasmose séo inespecificos, de modo que o diagnostico
baseado somente na avaliacao clinica do paciente ndo € satisfatério, assim varias
técnicas laboratoriais tém sido desenvolvidas para facilitar o diagnostico diferencial
da toxoplasmose. Atualmente o diagndstico é realizado utilizando uma combinagéo
de técnicas sorolégicas para detectar varios isétipos de anticorpos especificos
contra o parasito em diversos fluidos biolégicos, como soro sanguineo, colostro,
liquido cefalorraquidiano e urina (KONG et al., 1992; ARAUJO-ANDRADE et al.,
2007; PARLOG; SCHLUTER; DUNAY, 2015; LIU et al., 2015).

Embora ndo exista droga patenteada capaz de eliminar a forma crénica da
doenca, a fase aguda da toxoplasmose pode ser tratada por diversos grupos de
drogas que agem de forma direta ou indireta sobre o parasito. As drogas que agem
de forma indireta no T. gondii tiram o acesso dos taquizoitos a nutrientes celulares
(INNES, 2010). Um exemplo desta inibicdo sdo drogas do grupo dos folatos, que
inibe a sintese deste nutriente, resultando na reducao da proliferacdo do parasito.
Os grupos de drogas dos macrolideos e das hidroxinaftoquinonas agem diretamente
no parasito. Apresentam efeito toxico para o mesmo, inibindo moléculas que fazem
parte de sua cadeia respiratoria. Outra droga utilizada de maneira direta sdo as
drogas do grupo das fluoroquinolonas. Este grupo age inibindo as enzimas
envolvidas na replicacdo do DNA do parasito, desta forma impedem que 0 mesmo
se multiplique (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

A resposta imune do hospedeiro é ativada quando acontece a infecgao do
hospedeiro. Ao consumir alimentos contaminados com cistos ou oocistos de T.
gondii, as formas infecciosas do parasito sao liberadas no intestino, onde os
esporozoitos ou bradizoitos entram em contato com as células do intestino. O
reconhecimento inicial do parasito ocorre através de receptores de reconhecimento
de padrbes associados aos patdgenos (pathogen associated molecule pattern —
PAMP), receptores semelhantes a toll (toll like receptor — TLR) e receptores de
padrdao molecular associado ao dano (damage associated molecular pattern —
DAMP). O estimulo sofrido pelos TLRs, DAMPs e PAMPs faz com que as células

endoteliais infectadas e vizinhas a elas liberem quimiocinas, que atraem células do
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sistema imunolégico (DEBIERRE - GROCKIEGO et al, 2007; DUPONT;
CHRISTIAN; HUNTER, 2012; ANDRADE et al., 2013; STURGE; YAROVINSKY,
2014).

Entre as células atraidas pelas quimiocinas ativadas estdo os neutrofilos,
células dendriticas, mondcitos e células natural killer (células NK). Os neutréfilos sao
importantes na fagocitose dos parasitos durante o estdgio extracelular e na
producdo de interferon y (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF) (STURGE;
YAROVINSKY, 2014). Os mondcitos e célula dendriticas além de realizar a
fagocitose, também sédo responsaveis por secretar a citocina IL-12, uma citocina
capaz de ativar outras células do sistema imunolégico. Além da fagocitose e
secrecao de IL-12, as células dendriticas também sédo responsaveis por apresentar
antigenos para as células T, iniciando a fase adaptativa da resposta imune. As
células NK possuem acéao citotéxica e exercem importante papel em um ciclo de
feedback positivo. As células NK sdo ativadas por IL-12 e produzem IFN-y, por outro
lado o IFN-y liberado pelas células NK estimula uma maior produgéo de IL-12 pelas
células dendriticas e mondcitos, que por sua vez estimula o aumento da producao
de IFN-y (DUNAY; SIBLEY, 2010; TAKEUCHI; AKIRA, 2010; STURGE;
YAROVINSKY, 2014).

A resposta imune adaptativa frente a infeccdo por T. gondii envolve
mecanismos da imunidade mediada por células e da resposta imune humoral que
desempenha um papel importante na neutralizacdo e destruicdo de taquizoitos
extracelulares. A atividade do sistema imunolégico promove a destruicdo de
taquizoitos circulantes e o desenvolvimento de bradizoitos (HEGAB; AL-MUTAWA,
2003), desta forma a imunidade controla a infeccdo mas ndo determina o fim da
mesma.

A imunidade humoral é especifica ao estagio extracelular do parasito, que
pode ocorrer quando o taquizoito sai de uma célula para infectar outra sadia ou em
alguma situagdo que os bradizoitos sao liberados dos cistos rompidos (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004). Células apresentadoras de antigenos iniciam a resposta
imunolégica apresentando porcdes do antigeno de T. gondii para células TCD4+ e
TCD8+. A apresentacao de antigenos juntamente com a acdo de citocinas e
moléculas coestimuladoras sdo responsaveis também pela ativacao de linfocitos B
dos o6rgéaos linfoides secundéarios (CORREA et al., 2007).
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Nas primeiras semanas de infecgcdo, inicia-se a producdo de anticorpos
especificos representados pelas imunoglobulinas IgM, IgA e IgE. Em amostras de
soros humanos, os anticorpos IgM indicam infeccdo recente e sdo encontrados 7
dias ap6s a infeccao, entretanto estudos ja demonstraram a persisténcia de IgM na
fase cronica em alguns individuos, o que torna dificil o diagnostico diferencial para
fase aguda (LIESENFELD, 1997; HEGAB; AL- MUTAWA, 2003). Os anticorpos IgG,
por outro lado, sdo detectados 2 semanas pdés-infeccdo e persistem por tempo
indeterminado (LIU et al., 2012). Durante a fase cronica da toxoplasmose, somente
os bradizoitos persistem e sdo responsaveis pela manutencao de titulos soroldgicos
que podem durar toda a vida do hospedeiro (KAWAZOE, 2002). Os anticorpos
produzidos contra o parasito podem: neutralizar fragmentos especificos do parasito
para que o mesmo pare de se replicar; opsonizar o patégeno para facilitar a acéo de
células fagocitarias; ou ativar a via classica do sistema complemento, resultando na
destruicdo da membrana do parasito (DUPONT et al., 2014).

Por se tratar de um protozoario intracelular obrigatério, ou seja, todo seu ciclo
de replicacao e as patogenias ocorrem dentro da célula, a resposta mais importante
do hospedeiro contra o T. gondii é a resposta adaptativa celular. A imunidade celular
se inicia com a apresentacdo de fragmentos fagocitados do parasito a célula T e
também a ativacdo de célula T pela citocina IL-12, resultando na diferenciacao de
células TCD4+ naive (virgem) em células Th1 (helper). Células Th1 diferenciadas e
ativadas migram dos linfonodos do hospedeiro para os tecidos onde estao
secretando citocinas (principalmente IFN-y). Ao migrarem as células T diferenciadas
sao responsaveis por amplificar mecanismos da resposta imune inata, como tornar
células fagociticas mais eficientes (SANECKA; FRICKEL, 2012; STURGE;
YAROVINSKY, 2014). O IFN-y possui grande importancia na imunidade contra o T.
gondii. Dentre suas funcdes é responsavel pelo aumento de enzimas fagociticas;
diminuicdo da oferta de nutrientes para a replicacao do parasito, como a deplecao
de triptofano e L-arginina; produgdo de enzimas responsaveis por amplificar a
resposta imune; ativacdo de células do sistema imune inato, especialmente
macréfagos, os tornando mais eficientes e resistentes, além de estimular essas
células a produzir TNF, outro potente estimulador da resposta imune e producéo de
outras citocinas pré-inflamatérias. (ALIBERTI, 2005; MILLER et al., 2009; DUPONT
etal., 2012; STURGE; YAROVINSKY, 2014).
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A interleucina-32 (IL-32) é uma citocina pro-inflamatéria sem homologia a
outras citocinas. A IL-32 esta presente na maioria dos mamiferos, porém nao esta
presente em roedores (KAWAGUCHI et al., 2015). E produzida por células imunes,
incluindo células NK, mondcitos, macréfagos e linfécitos T, e por células ndo imunes,
como ceélulas epiteliais, endoteliais, fibroblastos e hepatdcitos (KHAWAR; ABBASI;
SHEIKH, 2016). Diferentes estimulos podem induzir a producdo de IL-32. Esta
citocina pode ser induzida por IFN-y, IL-1B e IL-18 em células epiteliais, bem como
por IL-12 e IL-18 em células NK e linfocitos T (KAWAGUCHI et al., 2015).

Desde a sua descoberta, foram descritas nove isoformas de IL-32, a maioria €
expressa na forma intracelular. No entanto, a isoforma y (IL-32y), isoforma mais
frequente e biologicamente ativa, pode ser encontrada na forma secretada
(HEINHUIS et al., 2011; KIM et al., 2014). Dentre suas fungdes, a IL-32y pode
realizar feedback positivo, por ser capaz de induzir IFN-y, IL-1B, IL-18 e IL-6 através
da ativacdo da via NF-kB (CHOI et al., 2009; NAM et al., 2014). As outras isoformas
sédo derivadas de splicings do RNA mensageiro (mRNA) da IL-32y (CHOI et al.,
2009; KANG et al., 2014). Embora a maioria das isoformas tenha um perfil pro-
inflamatodrio, a isoforma B (IL-32B) esta associada a uma resposta anti-inflamatéria.
Além disso, a IL-32B é capaz de regular a produgéo de IL-10, o que leva a uma
diminuigdo na produgé@o de citocinas pré-inflamatérias (KANG et al., 2009). Ainda
nao foi identificado o receptor especifico de IL-32 (CHOI et al., 2009; NAM et al.,
2014).

Foi proposto que a IL-32 desempenha um papel protetor em varias doencas,
porém ha relatos que demonstram o efeito oposto, agravando casos clinicos em
pacientes devido a alta inflamagéo. Este estudo é o primeiro na literatura que tras o
papel da IL-32 na infeccdo pelo Toxoplasma gondii. Estudos realizados com
bactérias pertencentes ao género Mycobacteria (M. tuberculosis, M. avium e M.
leprae) mostraram que a IL-32 pode controlar a infeccdo ou diminuir a carga
bacteriana (BAI et al.,, 2011; SCHENK et al., 2012; NOLD-PETRY et al., 2014).
Embora tenha sido demonstrado que a IL-32 foi capaz de controlar a replicagao viral
de HCV e HBV, a IL-32 estava relacionada a imunopatologia da doenca devido ao
aumento da inflamacéo (ZEPP et al., 2011; MOSCHEN et al., 2011; XU et al., 2012;
ZOU et al., 2015). Nas infec¢des por HIV, esta citocina mostrou um papel protetor,
reprimindo a replicagdo viral (KOBAYASHI et al, 2010). Estudos anteriores
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demonstraram que a isoforma y (IL-32y) controla o parasitismo durante a infecgao
por Leishmania (V.) braziliensis (SANTOS et al, 2017), mas ndo foi capaz de
controlar parasitismo ou estimular a resposta imune na infeccdo causada por
Leishmania amazonensis (GOMES et al., 2017). Embora o papel da IL-32 tenha sido
descrito na varias infec¢des, ndo ha estudos relacionados a Toxoplasmose na

literatura.
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2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose € uma doenga responsavel por grande morbidade e
mortalidade em gestantes, fetos, neonatos e individuos imunocomprometidos. E
responsavel por perdas econdmicas na pecuaria, causando aborto e morte em
varios animais, cuja prevaléncia ainda ¢é desconhecida. Em humanos a
toxoplasmose atinge cerca de um tergco da populacdo. O Toxoplasma gondii € um
protozoario que além de possuir ciclo heteréxeno, diversas cepas e hospedeiros
intermediarios acidentais, € capaz de escapar e empregar varios mecanismos de
evasao para se evadir da resposta imunolégica.

Estudos anteriores propdéem que a IL-32 desempenha um papel protetor em
varias doencas, porém ha relatos que demonstram o efeito oposto, agravando casos
clinicos em pacientes devido a alta inflamagao. Embora o papel da IL-32 tenha sido
descrito para varias infeccées, ndao ha estudos relacionados a Toxoplasmose na
literatura. Considerando que a infeccdo por T. gondii induz a resposta
proinflamatéria e a IL-32 ser uma citocina proinflamatoéria envolvida na defesa do
hospedeiro e imunopatogénese causada por varios agentes patogénicos, incluindo
protozoarios como Leishmania sp, o presente estudo propde investigar o papel da
IL-32y humana durante as infecgdes aguda e crbnica da toxoplasmose em modelo

murino de experimentagéo.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar o papel da interleucina 32y humana nas infecgdes aguda e cronica por

Toxoplasma gondii em camundongos transgénicos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Avaliar o indice de sobrevida de camundongos WT infectados em comparagdo com
os animais IL-32yTG;

v' Analisar o score de morbidade dos animais infectados durante toda a infecgéo;

v' Avaliar os efeitos inflamatorios teciduais causados durante a infecgao por T. gondii
em diferentes tempos da infecgéo;

v Analisar a carga parasitaria tecidual de animais WT e IL-32yTG em diferentes fases
da infecc¢ao por T. gondii.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS

Camundongos transgénicos para IL-32 humana foram desenvolvidos por Choi
et. al., 2005 e foram doados ao nosso grupo através da colaboracdo com a Dra.
Fatima Ribeiro Dias (Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica, Universidade
Federal de Goias, Goiania, Goias, Brasil). A IL-32 humana foi introduzida no gene do
camundongo associada a B-actina de galinha. A IL-32 humana é expressa, em
diferentes concentracdes, em todos os tecidos dos camundongos transgénicos. Os
camundongos C57BL/6 foram obtidos no Centro de Bioterismo e Experimentacao
Animal (CBEA), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Biologia Celular, Histologia e Embriologia,
em condi¢cdes padronizadas de criacdo. Todos os procedimentos foram realizados
de acordo com as normas recomendadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA, 1991), que foram aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de
Animais da Universidade Federal de Uberlandia sob Protocolo CEUA-UFU No.
120/16.

4.2. OBTENCAO DA CEPA ME49 DE Toxoplasma gondii

A cepa de ME49 de T. gondii foi mantida em camundongos Swiss Webster.
Os camundongos Swiss foram inoculados por via oral com 20 cistos de T. gondii,
pelo menos um més antes da coleta do cisto do cérebro. O cérebro foi
homogeinizado em tampao fosfato-salino e os cistos foram contados e utilizados
para infeccao dos animais.

4.3.INFECCAO

Para o estudo das infec¢cdes aguda e cronica da toxoplasmose, foi utilizado
camundongos fémeas de tipo selvagem C57BL/6 e IL-32yTG, de 8-12 semanas. Os
camundongos foram divididos em 2 grupos principais (grupo de fase aguda e grupos
de fase cronica) compostos por WT néao infectado (n=3); IL-32yTG nao infectado
(n=3); WT infectado (n=5) e IL-32yTG infectado (n=5) em cada grupo. Todas os
experimentos foram realizados em duplicata. Os camundongos dos grupos
infectados (WT inf. e IL-32yTG inf.) foram infectados com 10 cistos de T. gondii da

cepa ME49 via oral. Os quatro grupos foram avaliados durante a toxoplasmose. Os
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animais dos grupos para analise da fase aguda foram devidamente eutanasiados no
oitavo dia da infecgédo, enquanto que os animais para analise da fase cronica foram
eutanasiados no trigésimo dia.

4.4.COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

A obtencdo das amostras foi realizada nos oitavo (analise da fase aguda da
infeccdo) e trigésimo (andlise da fase crbénica da infecgdo) dias apos a infecgéo.
Para obtencao do soro, os animais foram submetidos a sangria parcial no quarto e
décimo quinto dia e a sangria total antes da eutanasia. Posteriormente, foram
coletados intestino delgado, figado e pulmdes no oitavo dia, e cérebro no trigésimo
pds- infeccdo. Para analise da expressao génica, os cérebros foram armazenados
em Trizol e submetidos a um congelamento rapido em nitrogénio liquido. Ainda, para
analise histolégica, uma porcdo dos 6rgaos citados anteriormente foi armazenada
em formalina e a outra submetida a um congelamento rapido em nitrogénio liquido

para analises imunoldgicas.

4.5. ANALISE DA SOBREVIDA E MORBIDADE
Para anélise de sobrevida e morbidade os animais foram acompanhados e
pesados em um intervalo de dois dias para analise do score de morbidade, realizado

como previamente descrito (BARTLEY et al., 2006), demonstrado na tabela 1.

Tabela 1: Critérios para composicao do Score de morbidade. A tabela
demonstra os itens analisados e a pontuacéo realizada para elaboracao do score de
morbidade de acordo com as diretrizes do Ministério do Interior do Reino Unido. O
valor o score de cada categoria é somado para a composi¢ao do score final.

Categoria Descricao Score
Normal 0
A. Resposta febril Pelo arrepiado 1
Rigido 2
Manutencéo / Ganho de peso 0
B. Desidratacao 10% de perda de peso 1
20% de perda de peso 2
Ativo 0
Arqueado 1
C. Comportamento Argueado + Mover com toque 2
Arqueado + Relutante em mover 3
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4.6.DETERMINACAO DE ANTICORPOS IgG E SUAS SUBCLASSES
ESPECICOS PARA T. gondii

A producao de anticorpos IgG para confirmacéao da infecado dos camundongos
pelo T. gondii assim como a cinética da producdo de suas subclasses foram
analisadas por ELISA indireto em soros de camundongos WT e transgénicos, como
descrito anteriormente (MINEO; CAMARGO; FERREIRA, 1986; CARVALHO et al..
2008), com algumas modificagdes.

Placas de microtitulacdo de poliestireno de alta afinidade (Corning
Incorporates Costar, Corning Laboratories Inc., New York, EUA) foram sensibilizadas
por 18 horas a 4°C com STAg (10ug/mL) diluido em tampao carbonato de sédio 0,06
M (pH 9,6). As placas foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de leite em pé
desnatado (Molico, Nestlé, Sao Paulo, SP) (PBS-TM5%) para IgG total e PBS-T
adicionado de 1% de albumina sérica bovina ( BSA — Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA) para IgG1 e IgG2a, por 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram
incubadas a 37° C com as amostras dos soros dos camundongos a serem testadas,
diluidas na razédo de 1:50 em PBS-TM a 1 hora para deteccdo de IgG total e em
PBS-T-BSA1% por 2 horas para IgG1 1gG2a. Apds incubacdo com as amostras,
conjugados especificos para imunoglobulina anti 1gG (1:1000) de camundongo
marcado com peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) diluidas em PBS-TM
a 1%, anti-lgG1 (1:4000) e anti IgG2a (1:2000) de camundongo marcado com biotina
diluidas em PBS-T+BSA1% foram adicionados e incubados por 1 hora a 37°C. Para
a deteccédo das isoformas de IgG (IgG1 e IgG2a) as placas foram incubadas com
streptavidina/peroxidase (1:100) por 30 minutos a temperatura ambiente. Entre cada
etapa da reacéo as placas foram lavadas com PBS-T por cinco vezes. A reagao foi
desenvolvida com 2,2-azino-bis-(acido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénica).

A densidade optica (DO) foi determinada a 405 nm em leitor de placas
(SpectraMax M2e, Molecular Devices, EUA). Soros controles positivos e negativos
foram incluidos em cada placa. O limite de positividade (cut off) da reacao foi
determinado pela média da DO dos soros controles negativos acrescida de trés
desvios padrdes. Os resultados foram expressos em indices de reatividade ELISA
(IE), de acordo com a formula: IE = DO amostra / DO cut off, sendo que os valores
de IE > 1,2 foram considerados positivos, para a exclusao de valores de reatividade

proximos a |IE = 1,0.
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4.7. ANALISE HISTOPATOLOGICA

A andlise histolégica foi realizada conforme descrito anteriormente (SILVA et
al., 2009). Amostras do intestino delgado, figado, pulmdes e cérebro foram fixadas
em 5% de formalina, posteriormente foram embebidos em parafina e cortadas em
secgoes de 5um. Os cortes foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) e
examinados por microscopia de luz. Scores inflamatoérios foram representados como
unidades arbitrarias: 0-2: leve; 2-4: moderada; 4-6 grave e >6: muito grave. Para a
indicacdo desses scores foi analisada a presenca e extensdo de infiltrados
inflamatdrios nos tecidos, preservagédo da estrutura tecidual e presenca de necrose.
Foram realizadas analises duplo-cegas por dois pesquisadores utilizando o
microscoépio Olympus FSX100 com objetiva de 40 x.

4.8. ANALISE DO PARASITISMO POR RT-PCR

O parasitismo em amostras de tecidos dos animais infectados com 10 cistos
de T. gondii foi quantificado pela amplificacao especifica de copias de DNA por meio
da técnica de Real-time PCR (RT-PCR) e normalizacdo com GAPDH. Os tecidos
escolhidos para a dosagem do parasitismo durante a fase aguda foram intestino
delgado, figado e pulmdo, e para fase crénica, o cérebro. Primeiramente, para
extracado do DNA das amostras, os tecidos foram macerados (50 mg por 6rgao) e
foram adicionados em tubos de 1,5 mL juntamente com 250 pyL de tampao NLB (10
mM Tris-HCI, 400 mM NaCl e 2 mM NaxEDTA, pH 8.2), 8 ul de dodecilsulfato de
sodio (SDS) 10% e 4 ul de solugéo da proteinase k. Estas amostras foram incubadas
em banho seco overnight. Em seguida, foram adicionados as amostras 150 pl de
cloreto de sédio (NaCl) 6M, agitadas em vortex por 15 segundos, incubadas em gelo
por 10 minutos e centrifugadas a 15200 xg por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
recolhido em um novo tubo de 1,5 ml estéril e foi adicionado 800 pL de solugéo de
etanol absoluto. Nesta etapa o DNA ja pode ser visualizado e, ainda assim as
amostras foram centrifugadas a 15200 xg por 15 minutos a 4° C, o sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado com 1 ml de solucéo de etanol 75%. Os tubos de 1,5 ml
foram novamente centrifugados a 15200 xg por 5 minutos, na mesma temperatura
citada anteriormente, e o sobrenadante foi descartado. Apds secos, os pellets foram

ressuspendidos com 50 pyl de dH.O. A quantidade de DNA total extraido foi
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determinada por absorbancias em NanoDrop (ND1000 Spectrophotometer) no
comprimento de onda 260 e 280 nm e ajustada para 40 ng/puL com agua estéril livre
de DNAse.

A quantificacdo da carga parasitaria foi realizada utilizada o equipamento de
PCR em tempo real (7500 Real rime PCR System, Life Rechnologies Corporation,
Carlsbad-CA, EUA) com primers especificos para o gene Tg529 de T. gondii
(forward, 5-CACAGAAGGGACAGAAGT-3’; reverse, 5-TCGCCTTCATCTACAGTC-
3’) e um master mix com o sistema de deteccao SYBR Green. A carga parasitaria foi
estimada por meio da extrapolacdo do nimero de copias de DNA de T. gondii nas
amostras comparados com a curva padrao com quantidades de DNA conhecidas
usando o software Step One Plus (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Os

resultados foram expressos em picogramas de DNA do parasito / ug de DNA total.

4.9. ANALISE DO PARASITISMO POR IMUNOHISTOQUIMICA

O parasitismo cerebral dos camundongos também foi avaliado pela técnica
de imunohistoquimica como anteriormente descrito (SILVA et al, 2009).
Primeiramente, foi realizado o blogueio de peroxidase endbégena com perdxido de
hidrogénio (H2O2) nos cortes parafinizados. Em sequéncia, foi realizado o resgate
antigénico em tampao citrato (pH 6,0) aquecido em forno microondas durante 7 min.
Feito isso, as ligacdes inespecificas foram bloqueadas com PBS acrescido de leite
desnatado a 3% durante 3 min e entdo os cortes foram incubados overnight com
soro coelho anti T. gondii produzido no nosso laboratério, o qual foi diluido em
saponina 0,01%. O anticorpo IgG de cabra biotinilado anti-camundongo (Sigma
Chemical Co. St Louis, MO, EUA) foi utilizado como anticorpo secundario. A reagao
foi amplificada pela utilizacdo do complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) (Kit
ABC, PK-4000; Vector Laboratories, Inc., Burligame, CA, EUA) e revelada com 3,3’-
diaminobenzidine (DAB; Sigma Chemical Co., St . Louis, MO, EUA). Por fim, os
cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris e montados com laminulas
para avaliagcado em microscopio de luz. As laminas foram avaliadas para a presenga
de vacuolos parasitéforos e estruturas semelhantes a cisto em todo corte utilizando

objetiva de 40x.

4.10. ANALISE ESTATISTICA
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Para todos os calculos estatisticos e confeccao dos gréficos foi utilizado o
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os testes
foram selecionados de acordo com a sua aplicabilidade. O score de morbidade foi
analisado com o teste ndao paramétrico 2-way ANOVA. O score inflamatério, o
parasitismo tecidual da fase aguda e o a contagem de cistos foram analisados
utilizando o teste ndo paramétrico Mann Whitney. O parasitismo cerebral realizado
pelo RT PCR foi calculado pelo teste T Student’s. A curva de sobrevivéncia foi
calculada com o teste log-rank. Todos o0s resultados foram considerados
significativos para um nivel de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

51 CONTROLE DA INFECCAO VIA ORAL E PRODUCAO DE
IMUNOGLOBULINA G E SUAS SUBCLASSES.

Os camundongos foram infectados via oral, com 10 cistos de T. gondii da
cepa ME49, obtidos do cérebro de animais Swiss que foram homegeinizados em
tampé&o fosfato-salino. Para controle do homogenato e da infecgéo foi realizado a
mensuragdo de anticorpos da classe de IgG total nos soros dos camundongos do
grupo crbnico, no trigésimo dia da infecgdo. Os resultados foram expressos em
indices de reatividade ELISA (IE), de acordo com a formula: IE = DO amostra / DO
cut off, sendo que os valores de IE > 1,2 foram considerados positivos, para a
exclusdo de valores de reatividade proximos a |E = 1,0 (Fig. 3A). E possivel observar
a produgéo da Imunoglobulina G em um indice ELISA maior que 1,2 (IE > 1,2) nos
animais infectados, indicando que houve uma producdo de IgG antigeno especifica
para T. gondii, sendo assim houve uma infeccdo ativa. Foi possivel observar
também, que n&do houve uma produgdo de anticorpos IgG nos animais nao
infectados, indicando que a inoculacdo de PBS, somente, ocorreu de maneira
adequada nos grupos controle, ndo ocorrendo infeccado dos mesmos.

Adicionalmente foi analisado se houve alguma diferenca na producédo de
Imunoglobulinas G e suas subclasses (IgG1 e 1gG2a) (Fig. 3B e 3C,
respectivamente), em diferentes datas pés-infec¢do, foi analisado durante a fase
aguda e cronica. Foi observado que a IL-32y nao influenciou na produgéo de IgG e
suas subclasses. Os niveis de IgG1 (Fig. 3B) e IgG2a (Fig. 3C) permanecem em

niveis similares, em todas as datas mensuradas.
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Fig. 3: Cinética da producao de Imunoglobulinas G e suas subclasses antigeno
especifico para T. gondii. (A) Andlise da reatividade para anticorpos IgG total dos
soros de camundongos WT e TG para controle da infeccao. (B) Analise da producao
de anticorpos IgG1 em diferentes datas pos-infecgdo. (C) Analise da produgédo de
anticorpos IgG2a em diferentes datas pds-infeccao.

5.2 INFLUENCIA DE IL-32y NA MORBIDADE E SOBREVIENCIA DE
CAMUNDONGOS INFECTADQOS PELO T. gondi.

Os animais foram analisados quanto a tabela descrita anteriormente e
pesados durante toda a infeccao. Os camundongos foram divididos em dois grupos:
grupo de fase aguda, grupo no qual os animais foram eutanasiados no oitavo dia de
infeccdo, e grupo de fase crénica eutanasiados no dia trigésimo dia de infecgdo. As
amostras de soro, intestino delgado, pulmao, figado e cérebro foram coletadas para
analises histolégicas e imunolégicas. Ao comparar o grupo WT com IL-32yTG, na
toxoplasmose aguda, o grupo IL-32yTG apresentou maior perda de peso do que o
grupo WT. Essa perda de peso foi significativa nos 4°, 6° e 8 dias pds-infeccéo (Fig.
4A). Na infecgdo crbnica, a diferenca de perda de peso entre os grupos WT e IL-

32yTG esta presente no décimo dia, e foi novamente observada nos 28° e 302 dias
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pbs-infeccdo (Fig. 4B). Avaliando a mortalidade entre os dois grupos, 0s animais
sucumbiram a infecgé@o entre o dia oitavo e o décimo segundo dia pds-infec¢do, mas
nao houve diferenca significativa entre os grupos TG e WT (Fig. 4C).
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Figura 4: Variacao do peso corporal e curva de sobrevivéncia os animais
infectados pelo protozoario T. gondii. (A) Determinacdo da variacdo da massa
corporal dos animais do grupo de infeccao aguda. (B) Determinacao da variagao da
massa corporal dos animais do grupo de infeccdo crdénica. (C) Indice de
sobrevivéncia dos animais do grupo de infecgao crbénica. SignificAncias estatisticas
determinadas pelo teste 2-way ANOVA (* p <0,05; ** p <0.01; *** p <0,001).
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5.3 ASPECTOS MICROSCOPICOS DOS TECIDOS DURANTE A
TOXOPLASMOSE AGUDA E CRONICA.

Observou-se que 1I-32y influenciou o escore de morbidade durante as fases
aguda e cronica; No entanto, ndo houve diferenca significativa no escore arbitrario
de inflamacao no intestino delgado, figado e pulmao durante a toxoplasmose aguda
(Fig. 5). Na toxoplasmose crénica, os animais foram analisados no trigésimo dia de
infeccado. Embora nao tenha sido encontrada uma diferenca estatistica significativa
entre os camundongos WT e TG infectados quanto ao score inflamatério (Fig. 6A),
foi encontrado um maior numero de cistos nos cérebros dos animais ILyTG (Fig. 6B;
6C).
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Fig. 5: Aspectos microscopicos dos tecidos durante a infeccao aguda da
toxoplasmose. (A) Scores inflamatérios obtidos por unidades arbitrarias dos tecidos
da infeccdo aguda, foram analisados Intestino delgado, pulmao e figado,
respectivamente. (B) Fotomicrografias representativas do intestino delgado, pulméao
e figado dos grupos WT e IL-32yTG durante a infeccdo aguda. Foi realizada
coloragdo com hematoxilina/eosina. Barra de escala: 100 um. Analises estatisticas
feitas pelo teste de Mann Whitney.
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Fig. 6: Aspectos microscopicos do cérebro durante a infeccao cronica da
toxoplasmose. (A) Score inflamatério obtido por unidades arbitrarias do cérebro
durante a fase cronica da toxoplasmose. (B) NUmero de cistos contados em 30
campos a partir da coloragdo de hematoxilina/eosina. (C) Fotomicrografias
representativas do cérebro dos grupos WT e IL-32yTG durante a infecgao cronica.
Foi realizada coloragdo de hematoxilina/eosina. As setas amarelas indicam os cistos
e as setas pretas indicam os infiltrados inflamatérios. Barra de escala: 100 pm.
Andlises estatisticas feitas pelo teste de Mann Whitney (* p < 0,05).
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5.4 IL-32y ATUA SOBRE O PARASITISMO DURANTE A TOXOPLASMOSE
CRONICA.

Para verificar se a IL-32y tem influéncia no parasitismo durante a
toxoplasmose aguda e crbnica, cépias de DNA genbmico de T. gondii foram
quantificadas em diferentes tecidos no oitavo e trigésimo dia de infeccdo. Nao foram
observadas diferencas significativas no parasitismo entre os camundongos WT e IL-
32yTG durante a fase aguda da infeccao por T. gondii (8 dias). Os tecidos
analisados foram intestino delgado (Fig. 7A), pulméo (Fig. 7B) e figado (Fig. 7C). No
entanto, os camundongos IL-32yTG foram mais suscetiveis durante a fase crénica.
Os camundongos transgénicos apresentaram uma carga parasitaria maior do que os
camundongos WT no cérebro (30 dias apds a infeccao) (Fig. 7D). Esta diferenca
entre o parasitismo no cérebro dos animais transgénicos e WT também pode ser
observada na fotomicrografia da imuno-histoquimica no cérebro (Fig. 8E e 8F).
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Fig. 7: Analise do parasitismo tecidual durante as fases aguda e cronica da
toxoplasmose. Foi feita a dosagem do parasitismo por gPCR no intestino delgado
(A), pulméo (B) e figado (C), para analise da fase aguda. Andlises estatisticas feitas
pelo teste de Mann Whitney. Para andlise do parasitismo na infecgao cronica foi feito
a dosagem por qPCR do cérebro (D). Analises estatisticas feitas pelo teste de T
Student’s. (E) e (F) Fotomicrografias representativas do cérebro de camundongos
WT e IL-32yTG, respectivamente, utilizando a técnica de imunohistoquimica. Barra
de escala: 100 uym.
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6. DISCUSSAO

A toxoplasmose é causada pelo protozodrio intracecular Toxoplasma gondii.
As infecgbes primarias em individuos imunocompetentes geralmente sao limitadas e
assintomaticas, podendo apresentar sintomas como febre, mal-estar e
linfadenopatia, regressando espontaneamente (JONES et al., 1999). Em individuos
imunocomprometidos e neonatos, este parasita podem causar encefalite graves e
até a morte (WEISS et al., 1995). Com o objetivo de prevenir a propagacao da
infeccdo é crucial compreender a modulacdao da resposta imune gerada pelo
parasita, assim como a participacdo de moléculas do hospedeiro na resisténcia a
infeccao (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

Considerando que a IL-32y foi descrita como uma interleucina que
desempenha um papel na imunidade do hospedeiro e age como possivel mediador
no controle de lesbes tegumentares causadas por Leishmania (V.) braziliensis
(GALDINO et al., 2014), e também influencia a imunidade e o controle de outras
infeccbes causadas por microorganismos intracelulares como o HIV (RASOOL et al.,
2008) e Mycobacterium tuberculosis (BAl et al., 2015), este estudo teve como
objetivo investigar o papel da IL-32y humana durante a infeccdo aguda e crénica
pelo T. gondii.

A interleucina humana 32y é uma citocina pré-inflamatéria que induz outras
citocinas pré-inflamatérias (TNF, IL-1B, IL-8 e IL-6) e aumenta a producdo de iNOS e
NO via ativagdo de NF-kB (NAM et al, 2014). Em camundongos, as células
dendriticas da medula 6ssea tratadas com rhullL-32y induzem a producao de IL-12 e
IL-6 contribuindo para os perfis Th1 e Th17 (JUNG et al, 2011). Estudos
demonstraram a importancia das citocinas pré-inflamatérias na morbidade e controle
da infecgdo por T. gondii. Apesar de controlar a infec¢cao pelo T. gondii, um estudo
realizado com ratos mostrou que a superproducédo de TNF, IFN-y e IL-12 aumentou
0 score de morbidade dos animais (GAZZINELLI et al., 1996). Sugerimos no nosso
trabalho que a presenca de IL-32y induziu outras citocinas pré-inflamatorias, o que
justifica o aumento da morbidade de animais transgénicos durante as infeccoes
aguda e crobnica.

Nossos resultados sugerem que a IL-32y n&o interferiu a infecgdo durante a
fase aguda uma vez que nao foram observadas alteragdes no score inflamatério e

parasitismo nos tecidos durante a infeccdo aguda de T. gondii. Embora o
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parasitismo nao tenha apresentado diferencga significativa durante a infeccdo aguda,
houve aumento do parasitismo no cérebro, durante a fase crénica. Os mecanismos
de formacdo de cistos foram descritos anteriormente e estd relacionado a
capacidade do parasita evadir a resposta imune do hospedeiro, migrando para 0s
tecidos esqueléticos e cardiacos ou sistema nervoso central (SNC). Nesses tecidos,
os taquizoitos invadem as células hospedeiras e se diferenciam em cistos contendo
bradizoitos, mantendo uma replicacdo lenta, determinando a fase crénica da
infeccao (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). O alto parasitismo cerebral observado nos
camundongos IL-32yTG pode estar relacionado a uma migragdo maior ou mais
rapida do parasita para o cérebro, na tentativa de evadir o sistema imunologico
(GAZZINELLI et al., 1996).

Outro importante fator que pode estar relacionado a um maior parasitismo
cerebral durante a fase crbnica, pode ser explicada pelo fato de que os
camundongos transgénicos nao possuem expressao de |L-32y de maneira
homogénea em todos os tecidos. H4 uma menor expresséo de IL-32y no cérebro do
que nos outros tecidos estudados (CHOI et al., 2009), analisando por este lado a IL-
32y pode estar controlando o parasitismo tecidual nos camundongos transgénicos e
como mecanismo de evasao o parasito pode ter migrado de maneira mais rapida ou
maior para o cérebro.

Na presenca de IL-32y, ha um aumento nos numeros de cistos no SNC de
camundongos. Recentemente, os distarbios neurais causados por Toxoplasma
gondii ganharam importancia no cenario cientifico. Estudos tém demonstrado que a
presenca de T. gondii no SNC esta relacionada a varios transtornos de saude
mental, incluindo depressao, esquizofrenia, outros distdrbios neurais e até tentativas
de suicidio (YOLKEN; DICKERSON; FULLER TORREY, 2009; HSU; GROER;
BECKIE, 2014; COCCARO et al., 2016). Em humanos, a presenca do parasita e os
disturbios mentais foram relacionados pelo aumento da citocina IFN-y. Apesar de ser
importante no controle da infec¢ao crénica, o IFN-y diminui a produgéo de serotonina
no cérebro através da deplecao de triptofano (HSU; GROER; BECKIE, 2014). Outros
estudos trazem que niveis de imunoglobulina G (IgG) contra T. gondii estao
relacionados a um alto nivel de agressividade em humanos (COCCARO et al,
2016). Pesquisas de ratos mostram evidéncias de que o parasita pode mudar o

comportamento de roedores infectados, aumentando o risco de predagéo. Isso
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favorece o ciclo de vida completo de T. gondii permitindo a transmissdo do
hospedeiro intermedidrio para o hospedeiro felino definitivo (GONZALEZ et al., 2007;
VYAS et al., 2007; LAMBERTON; DONNELLY; WEBSTER, 2008).

Por modular uma maior expressao de citocinas proé-inflamatérias, como IL-
12, IFN-y e TNF, a IL-32y também pode atuar sobre a imunidade adquirida, uma vez
gue essas citocinas sdo responsaveis também pela quimiotaxia de linfécitos TCD4+
e TCD8+ (SON et al., 2014). Esse presente estudo nos mostra que embora a IL-32y
possa atuar sobre a imunidade adquirida, modulando a producao de anticorpos, nao
houve uma diferenca durante a producédo de IgG total e suas subclasses para
antigenos especificos do Toxoplasma gondii, mostrando que a IL-32y nao exerce
funcédo na imunidade adaptativa na toxoplasmose.

O presente estudo propde que a interleucina 32y humana desempenhe um
importante papel na infec¢ao pelo Toxoplasma gondii, aumentando a morbidade dos
camundongos ao longo da infecgcdo e atuando sobre o aumento do parasitismo

cerebral na infeccao cronica.
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7. CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos no presente estudo a partir do uso de
animais IL-32yTG conclui-se que:

v' A IL-32y atua na morbidade dos camundongos durante a toxoplasmose;

v' A IL-32y propicia o parasitismo cerebral durante a infecgédo crénica pelo T.
gondii;

v" Nao houve uma diferengca na sobrevida dos animais IL-32y comparados
com os animais WT;

v" A IL-32y ndo atuou no parasitismo tecidual durante a infecgdo aguda;

v" Nao houve diferenga na inflamagao e na producao de anticorpos entre o0s

animais IL-32y e os animais WT.
Em conjunto, nossos resultados demonstram que a interleucina 32y humana

propicia 0 aumento da morbidade durante toda a infec¢ao e do parasitismo cerebral

durante a infecgédo cronica da toxoplasmose.
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