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RESUMO

Durante a infeccdo congénita pelo Toxoplasma gondii, a gestagao no modelo murino pode ser
considerada anormal devido a resposta imune pro-inflamatoria na interface materno/fetal e nao
¢ acondicionada a proliferacdo do parasita na placenta/utero, sendo assim necessaria uma
resposta imune regulatdria para evitar a reabsor¢do ou aborto do embrido. A heme oxigenase-1
(HO-1) é uma enzima que catalisa a oxidacdo da heme para gerar produtos que apresentam
efeitos anti-inflamatorios, citoprotetores e antiapoptéticos e estd envolvida no sucesso da
gestacdo. O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito da indugdo de HO-1
(tratamento com CoPPIX) ou inibi¢do (tratamento com ZnPPIX) na gestacao de duas linhagens
de camundongos, uma conhecida por apresentar baixa taxa de reabsor¢do, BALB/c e outra a
apresentar alta taxa de reabsor¢ao, camundongos C57BL/6 , sob infec¢do no inicio da gestacao.
Para este proposito, as fémeas foram infectadas no dia da detec¢ao do tampdo vaginal, no inicio
da gestagdo, e examinadas no dia 8 da infeccdo, ou infectadas no dia 14 de gestagdo e
examinadas no dia 19 da gestacdo, onde a expressao do mRNA HO-1 foi testada. Para
experimentos adicionais, os animais foram infectados no dia da deteccdo do tampao vaginal e
foram tratados com CoPPIX ou ZnPPIX, sendo assim avaliados no dia 8 da infec¢ao. Observou-
se que a expressao de HO-1 ¢ maior no dia 8 de gestacdo e infeccao por 7. gondii do que no dia
19 de gestacdo e 5 de infecg¢do. O tratamento com CoPPIX melhorou o resultado da gestagdo
na toxoplasmose congénita em ambas as linhagens de camundongos e as areas hemorragicas
induzidas pelo tratamento com ZnPPIX na placenta / Utero de ambas as linhagens de
camundongo infectadas foi prejudicial ao resultado da gestagdo, mesmo em camundongos
BALB / ¢ e ndo estava associado a carga parasitaria. Assim, nossos resultados mostraram que
a inducdo da HO-1 ¢ importante para manter uma gestacdo com sucesso na toxoplasmose
congénita em linhagem de camundongos que apresentam alta taxa de reabsorgdo.
Palavras-chave: camundongo C57BL/6 ; CoPPIX, heme-oxigenase 1, Toxoplasma gondii;

ZnPPIX.
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ABSTRACT

During congenital Toxoplasma gondii infection, gestation in the murine model can be
considered responsible for placental / uterine proliferation, thus requiring a regulatory immune
response to prevent resorption or abortion of the embryo. The heme oxygenase-1 (HO-1) is an
enzyme that catalyzes the oxidation of heme to generates products which present anti-
inflammatory, cytoprotective and antiapoptotic effects and, is involved in the success of
gestation. The present work aimed to investigate the effect of HO-1 induction (CoPPIX
treatment) or inhibition (ZnPPIX treatment) on the gestation of two mouse lines, a statement
by the resorption rate, BALB / ¢ and another high presentation. resorption rate, C57BL / 6 mice
under early pregnancy infection. To this end, as they were infected on the day of vaginal volume
detection, no onset of pregnancy, and examined on day 8 of infection, or infected on day 14 of
pregnancy and examined on day 19 of pregnancy, where the expression of HO mRNA -1 was
tested. The period of detection of the vaginal diseases were infected with CoPPIX or ZnPPIX,
thus being evaluated the 8th day of infection. HO-1 expression was higher on day 8 of
pregnancy and 7. gondii infection than on day 19 of pregnancy and 5 of infection. CoPPIX
treatment improved the sense of toxoplasmosis and congenesis as mouse strains and as
hemorrhagic areas induced by ZNPPIX treatment in BALB / mice was not absent from the
parasitic burden. Thus, the result of the results was an induction of HO-1 to develop congenital
toxoplasmosis in a line of mice with a  high resorption rate.

Key Words: C57BL/6 mice; CoPPIX, heme-oxygense-1, Toxoplasma gondii; ZnPPIX.
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1. INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii ¢ considerado um protozodrio intracelular obrigatdrio,
descoberto por Nicolle e Manceaux em 1908, sendo o agente causador da toxoplasmose
(DARD et al., 2016). Pertencente ao filo Apicomplexa, 7. gondii ¢ responsavel por infecgdes
congénitas, podendo levar ao aborto e ¢ uma infeccdo oportunista em individuos

imunocomprometidos (UNNO; KITOH; TAKASHIMA, 2010).

A incidéncia das infec¢des por 7. gondii sao amplamente predominantes em humanos e
animais. As duas principais formas de transmissdo ap0s o nascimento, ¢ ingestao de alimentos
ou agua contaminada com oocistos de 7. gondii eliminados nas fezes de felideos ou a ingestao

de cistos teciduais em carne mal cozida (DUBEY, 1998).

Existem trés estagios infecciosos de 7. gondii: os taquizoitos, presentes no estagio
inicial da infec¢do, os bradizoitos, que sdo encontrados nos cistos teciduais e sdo considerados
as formas de resisténcia do parasita e os esporozoitos (em oocistos) (DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998). Ao infectar um hospedeiro intermediario, 7. gondii diferencia-se em taquizoitos
que se disseminam rapidamente nos tecidos do hospedeiro. Embora a maioria dos taquizoitos
seja eliminada pelo sistema imunologico, alguns se convertem em bradizoitos, que formam

cistos teciduais no cérebro e musculo (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

Os cistos podem persistir durante toda a vida do hospedeiro e sdo infecciosos se
consumidos. A infec¢do por 7. gondii é tipicamente assintomdatica, mas apresenta problemas
em individuos imunocomprometidos e nos fetos em infeccao congénita. Nos seres humanos, a

ingestdo de carne crua ou mau cozida contendo cistos ¢ considerada a principal via de exposi¢ao
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a T. gondii, mas anticorpos foram detectados contra estagios de oocistos, o que sugere a
contaminagdo por oocistos contaminando alimentos e a dgua, sendo também uma fonte
importante de infeccdo. Os felinos, hospedeiros definitivos excretam entre 2 e 20 milhdes de
oocistos por dia em suas fezes cerca de 3 a 10 dias ap6s a infecgdo. A temperatura ambiente e
umidade adequada os oocistos esporulam passando por meiose até produzirem oito

esporozoitos haploides dentro de 2 esporocistos (PITTMAN; KNOLL, 2015).
1.2 Toxoplasmose (epidemiologia e manifestacdes clinicas)

Virios surtos de toxoplasmose em seres humanos foram ligados epidemiologicamente
ao consumo de 4dgua ndo filtrada. A transmissdo durante a amamentagao ou a transmissao direta
de humano para humano, a ndo ser da mae para o feto ndo foi registrada (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004). A contamina¢ao do ambiente e, portanto, dos hospedeiros esta ligada a
deposicao das fezes contendo oocistos por felideos, gatos domésticos proximos de fazendas ou
espécies de felideos selvagens. A evidéncia de infeccdo (principalmente por detecgdo
sorologica e mais raramente por deteccdo de oocisto ou cisto nos tecidos) foi comprovada para
31 das 39 espécies felideas do mundo (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Assim, a
prevaléncia nos hospedeiros intermedidrios depende da presenca desses felideos em seu meio

ambiente.

A toxoplasmose acomete um terco da populacdo mundial, com infec¢des normalmente
assintomaticas (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Duas condi¢des proporcionam
riscos acrescidos para a doenga clinica: 1. Imunossupressdo, que normalmente resulta em
bradizoitos que se convertem para o estdgio de taquizoitos; 2. Uma infec¢do primaria durante a
gravidez que pode resultar em infec¢do congénita do feto, que ndo possui um sistema

imunologico maduro, facilitando assim a replicacao do taquizoito (BLADER et al., 2015).

As manifestagdes clinicas associadas a infeccao por Toxoplasma sdo muito diversas e
variam desde miocardite, toxoplasmose ocular (retino-coroidite, coroidite), encefalite e

hidrocefalia até doengas mentais (MONTOYA; LIESENFELD, 2004) .
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1.3 Toxoplasmose congénita e imunologia da gestacao

A transmissao materno-fetal de parasitas em humanos ocorre principalmente pela via
transplacentaria hematogénica (CARLIER et al., 2012). Durante a gestacdo humana, a
transmissdo vertical de agentes infecciosos de uma mae infectada para o feto pode levar a
consequéncias devastadoras ao desenvolvimento do feto. As infec¢des pré-natais dos fetos sao
as principais causas de morbidade e mortalidade global (ARORA et al., 2017). A infec¢ao por
T. gondii no tutero pode estar associada a perda da gestacdo (aborto ou natimorto) ou doenca
grave no recém-nascido, incluindo cegueira, atraso no desenvolvimento ou manifestacdes
neurologicas como a epilepsia (FAUCHER et al., 2012). A taxa de transmissdo vertical ¢
diretamente proporcional ao periodo em que a gestante adquire a primo-infec¢do (PINARD;
LESLIE; IRVINE, 2003). As estimativas globais da transmissdo materno-fetal sdo
aproximadamente 20 a 33% das maes recém-infectadas. Variagcdes importantes também foram
observadas de acordo com a idade gestacional no momento da infec¢do materna, com taxas de
transmissdo inferiores a 6% quando a infec¢do ¢ adquirida durante o primeiro trimestre da
gestagdo e aumentando para aproximadamente 22-40% no segundo trimestre e 58-72 % no
terceiro trimestre, com as maiores propor¢cdes nas ultimas semanas antes do nascimento

(MONTOYA; REMINGTON, 2008; RABILLOUD; WALLON; PEYRON, 2010).

Em mamiferos a gestacdo € caracterizada por intensas alteragdes hormonais, tanto de
esteroides sexuais (especialmente o estradiol e progesterona) quanto outros hormonios
proteicos (gonadotrofinas, oxitocina e prolactina, dentre outros). Estudos anteriores mostraram
que os hormonios ndo s6 regulam a gestacdo, mas também contribuem para a suscetibilidade
ou resisténcia contra algumas doengas parasitarias (KRISHNAN et al., 1996). O sistema imune
¢ capaz de combater muitos agentes patogé€nicos, mas para uma gestacdo bem-sucedida, essas
células precisam ser controladas para evitar a reacdo contra os antigenos do feto (PICCINNI,
2003). Essa supressdo afeta o sistema imunoldgico adaptativo, caracterizado pela imunidade
mediada por células, e a capacidade de resposta de células T auxiliares (Th) 1
(RAGHUPATHY, 1997; WEGMANN et al., 1993; WEINBERG, 1987). A imunidade celular
¢, portanto, um componente chave da reacao imune do hospedeiro no caso da infecgdo por 7.
gondii (LINDBERG; FRENKEL, 1977; SCHLUTER et al., 1991). Os macrofagos, os
linfocitos T e as células Natural Killer (NK), por um lado, e as citocinas, por outro, sdo 0s

principais elementos envolvidos na resposta imune. Os anticorpos desempenham um papel
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menor, mas continuam sendo o meio essencial para diagnosticar a toxoplasmose em seres

humanos (FILISETTI; CANDOLFI, 2004).

1.4 Heme oxigenase (HO): caracteristicas e funcoes

As enzimas HO podem desempenhar uma funcdo metabdlica crucial, regulando a
biodisponibilidade da heme, o substrato natural da enzima, ¢ a renova¢do em células e tecidos

(MAINES, 1988).

A HO estd presente em varias formas de vida, como bactérias, fungos, plantas e
mamiferos, protegendo as células de um estresse oxidativo induzido pela heme (CICCARELLI
et al., 2007). Sendo ela a enzima encarregada de catalisar o primeiro passo da degradacdo de
Heme em monoxido de carbono (CO), biliverina e ferro (TENHUNEN; MARVER; SCHMID,
1968) . Foi observado que a inibi¢do de HO-1 induz a ativacdo, proliferacdo e maturagdo de
células T "naive" CD4+ e CD8+, sugerindo um papel importante da enzima no controle da
prolifera¢do dessas células (BURT et al., 2010). A realizacdo da oxidacdo da Heme ¢ feita por
duas isoenzimas da heme oxigenase microsomal, HO-1 e HO-2. HO-1 ¢ a heme oxigenase
comumente conhecida, cuja atividade pode ser induzida em até 100 vezes em resposta a uma
grande variedade de estimulos (metais, heme, hormonios, etc.), sendo que a outra isoenzima, a
HO-2, ¢ constitutiva. As duas formas sdo produtos de dois genes diferentes e diferem em sua
expressdo tecidual (MAINES, 1988). A HO-1 desempenha um papel fundamental na
citoprotegdo, ¢ anti-oxidante e anti-inflamatoria. A maioria das fungdes fisioldgicas de HO-1
estdo associadas a sua atividade enzimatica no catabolismo da Heme (HEGAZI et al., 2005;
NAKAHIRA et al., 2006). Nos seres humanos, a deficiéncia de HO-1 esta associada a
susceptibilidade ao estresse oxidativo e ao aumento do estado pro-inflamatdrio, levando a danos

endoteliais graves (YACHIE et al., 1999).

A maioria das doengas inflamatorias estdo associadas a producdo de radicais livres,
levando a algum nivel de estresse oxidativo celular e lesdo tecidual. Se ndo for controlado, o
estresse oxidativo pode levar as células a sofrer necrose, uma forma de morte celular associada

a liberacao de seu conteudo intracelular, incluindo acido trico (SHI; EVANS; ROCK, 2003).
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1.5 HO-1 na interface materno-fetal

Sabe-se que HO-1 desempenha um papel importante na regulagao imune de infecgoes.
HO-1 inibe a produgdo de citocinas pré-inflamatorias, isto ¢, interleucina (IL) -6 e fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) em células imunes ativadas e, portanto, modula a resposta imune

(WIESEL et al., 2000).

A infec¢do por Listeria monocytogenes de células gigantes trofoblasticas de
camundongos diminuiu a expressao de heme oxigenase (HO)-1 e da proteina anti-apoptdtica
"B-cell lymphoma-extra large" (Bcl-XL) e o aumento da expressdo inibiu a morte celular
induzida pela infec¢do. In vivo, em camundongos gestantes infectados pela bactéria os niveis
de HO-1 e Bcl-XL também foram diminuidos na placenta e o tratamento com um indutor da
HO-1 (cobalto protoporfirina) inibiu o aborto infeccioso (TACHIBANA et al., 2011) . Fémeas
de camundongos infectados com Brucella abortus apresentaram expressao diminuida de HO-1
na placenta, o que correlacionou com aborto infeccioso, € 0 aumento da expressao de HO-1 por

CoPP inibiu o aborto devido a infeccdo bacteriana (TACHIBANA et al., 2008).

Na gestacdo, a HO-1 mostrou ser fundamental para resultados bem-sucedidos. A
deficiéncia de HO-1 em camundongos ¢ caracterizada por implantagdo retardada, placentacao
patologica e pds-implantacdo com perda fetal (ZENCLUSSEN et al., 2011). Também foi
demonstrado que a administragdo de HO-1 em camundongos ¢ capaz de melhorar as taxas de
aborto ao aumentar a propor¢ao de IL-4 / I[FN-y em linfocitos de bago, bem como a diminuir a

apoptose na interface materno-fetal (ZENCLUSSEN et al., 2006).

2. Objetivo geral

e Verificar a influéncia Heme oxigenase-1 na infec¢do congénita de camundongos por 7.
gondii.
2.1 Objetivos especificos
e Analisar o indice de aborto/reabsor¢do fetal em fémeas de camundongos BALB/c ou
C57BL/6 tratadas com o inibidor ou o indutor de HO-1, infectadas com 7. gondii no
primeiro dia de gestacdo e eutanasiadas no 8° dia de gestacdo ou infectadas no 13° dia

de gestacao e eutanasiadas aos 19 dias de gestacao;

e Quantificar o parasitismo tecidual no ttero/placenta, bem como no pulmao em fémeas

de camundongos BALB/c ou C57BL/6 tratadas com o inibidor ou o indutor de HO-1,
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infectadas com 7. gondii no primeiro dia de gestagdo e eutanasiadas no 8° dia de

infeccao ou infectadas no 13° dia gestagdo e eutanasiadas aos 19 dias de gestagao;

e (Quantificar as alteragdes inflamatorias no ttero/placenta, em fémeas de camundongos
BALB/c ou C57BL/6 tratadas com o inibidor ou o indutor de HO-1, infectadas com 7.
gondii no primeiro dia de gestacdo e eutanasiadas no 8° dia de infec¢ao, ou infectadas

no 13° dia de gestacdo e eutanasiadas aos 19 dias de gestacao;

e Avaliar a expressdao de HO-1 no utero/placenta, em fémeas de camundongos C57BL/6
tratadas com o inibidor ou o indutor de HO-1, infectadas com 7. gondii no primeiro dia
de gestacdo e eutanasiadas no 8° dia de infec¢do, ou infectadas no 13° dia de gestacdo e

eutanasiadas aos 19 dias de gestacao;

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais de experimentagio

Foram utilizadas fémeas de camundongos de 8 - 12 semanas de idade, das linhagens
BALB/c e C57BL/6, que foram criados na Rede de Biotérios da UFU (REBIR), livres de
patdgenos especificos, em ciclos de 12 horas luz/escuro e livre acesso a ragdo e agua filtrada.
O projeto foi aprovado pelo comité de ética em Experimentagao animal da UFU, sob o

protocolo nimero 103/17.

3.2 Organismos infecciosos

A cepa ME49 de T. gondii foi mantida em camundongos Swiss, os quais foram inoculados
por via oral com 10 cistos de 7. gondii. Um més apds o indculo, foi feito um homogeneizado

cerebral em PBS e os cistos foram contados e utilizados para infectar os animais.

3.3 Acasalamento e detec¢io de gestacao
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Fémeas virgens (minimo de cinco animais para cada grupo experimental) foram acasaladas
com machos na propor¢ao de duas fémeas para cada macho. Todos os dias, pela manha, as
fémeas foram observadas para verificar a presenca da rolha vaginal (mistura de sémen com
secrecdo vaginal). O dia da deteccao desse sinal foi considerado como o primeiro dia de

gestacao.

As fémeas com presenca da rolha vaginal foram separadas e infectadas com 7. gondii
distinguindo dois grupos experimentais: um grupo de fémeas foi infectado por via oral no 1°
dia de gestagdo, sendo que um grupo foi eutanasiado aos oito dias de gestagdo e infecgdo e o
outro infectado aos 14 dias de gestacdo e avaliados aos dezenove dias de gestacdo e 5 dias de

infecgao.

Grupos controle foram avaliados sendo estes compostos por fémeas ndo gestantes e nao

infectadas, bem como gestantes (com 8 e 19 dias de gestacdo) também nao infectadas.

3.4 Infeccao experimental, coleta e processamento do material

No primeiro grupo experimental, apds o acasalamento e detec¢do da rolha vaginal,
considerado como primeiro dia de gestagdo, as fémeas gestantes foram oralmente inoculadas
com 5 cistos diluidos em 200 ul de PBS. No dia 5, 6 ¢ 7 de gestacdo e infecgao foi feita a
administragdo intraperitoneal do inibidor ou indutor da atividade de HO-1, no qual foram
usados, respectivamente, a protoporfirina de Cobalto IX (CoPPIX) (TACHIBANA et al., 2008)
e a protoporfirina de Zinco IX (ZnPPIX). O tratamento com o CoPPIX foi feito a uma
concentragdo de Smg/kg, e ZnPPIX a uma concentragdo de 20mg/kg por via intraperitoneal

(TULLIUS et al., 2002).

As fémeas foram anestesiadas com Cetamine (Syntec Brasil Ltda, SP, Brasil)/Xilazine
(Schering-Plough Coopers, SP, Brasil) intraperitonealmente (SILVA et al., 2009) e o sangue
foi coletado por puncdo do plexo retro orbital. Apds a retragdo do coagulo, o soro foi segregado
por centrifugacdo do sangue durante 5 minutos a 500 x g e preservado a -80 °C até o momento
do uso. As fémeas foram, entdo, eutanasiadas por deslocamento cervical e pulmao e tecidos
materno/embriondrios ou materno/fetais, foram coletados e preservados em diferentes fixadores

de acordo com a finalidade experimental.

Quando o utero dos animais gestantes for removido, os mesmos foram documentados

quanto aos sitios de implantacao. A porcentagem de aborto foi calculada como a razao entre os
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sitios de reabsor¢ao (sitios hemorragicos ou necroticos), pelo total de sitios de implantacao
(sitios de reabsor¢ao mais sitios de implantacdo), como previamente descrito (JOACHIM et al.,

2001; ZENCLUSSEN et al., 2002; SHIONO et al., 2007).

Os tecidos coletados foram avaliados quanto ao parasitismo tecidual por imuno-
histoquimica, e alteragdes histologicas. As lesdes histologicas foram analisadas em secgdes

coradas por Hematoxilina e Eosina.

Para microscopia de luz os tecidos foram coletados, fixados em formol tamponado a 10%

e posteriormente incluidos em parafina. Foram feitos cortes de 4pum de espessura em micrétomo

Leica RM 2125 RTS.

Para a detecgdo da expressdo de HO-1, fragmentos de tecidos materno/embrionarios ou
materno/fetais foram coletados, lavados em solug¢do salina tamponada com fosfatos (PBS),
secos em papel de filtro, acondicionados em tubos eppendorf e foram imediatamente

congelados em nitrogénio liquido, e armazenados a —80°C até o momento do uso.

3.6 Avaliacio da expressio de RNA mensageiro para HO-1 nos tecidos

materno/embrionarios ou materno/fetais dos animais experimentais

A extragdo do RNA total foi realizada com o reagente Trizol, seguindo-se o protocolo
recomendado pelo fabricante (Gibco BRL, USA). Brevemente, para cada amostra, foi
adicionado o reagente Trizol (1 mL para 100 mg de tecido), agitando por 30 segundos e
deixando a temperatura ambiente por 5 minutos. Para cada 1 mL da suspensdo foram
adicionados 0,2 mL de cloroférmio e a amostra foi centrifugada a 12000 x g por 15 minutos a
4°C. A fase aquosa foi adicionado o mesmo volume de isopropanol 100%, que sofreu agitagao
em “vortex” e incubacdao por 20 minutos a -20°C para precipitar o RNA da fase aquosa.
Novamente os tubos foram centrifugados a 12000 x g por 15 minutos a 4°C. Feito isso, foi
acrescentado 1 mL de etanol 70% e incubado durante toda noite a — 20°C. A amostra foi entdo
centrifugada a 12000 x g por 15 minutos a 4°C e o precipitado foi lavado em etanol 100%. As
amostras de RNA foram ressuspensas em 50 ul de 4gua deionizada e livre de RNase, sendo,
entdo, as amostras armazenadas a —80° C. Uma aliquota de 5 pl foi utilizada para a obtengao da
concentragdo de RNA/ul nas amostras determinadas usando o aparelho GeneQuant (Pharmacia,

USA).
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O DNA complementar (¢cDNA) foi sintetizado através de reag@o de transcricdo reversa,
com a utilizacdo de transcriptase reversa (Superscript II) e Spug de RNA, de acordo com as
especificagdes do fabricante. As reagdes foram realizadas utilizando a enzima Taq polimerase
no termociclador PTC-100 (MJ Research, Watertown, MA). Todas as amostras também foram
submetidas a reagdes para a deteccdo de RNA mensageiro para a GAPDH, utilizado como
controle positivo da reagdo de amplificagcdo. Uma amostra negativa (dgua) foi submetida a
reacdo com cada par das seqiliéncias dos primers utilizados. Os resultados foram analisados com
base no valor de TC (threshold cicle) ou linha de corte, definido apos a reagdo, sendo este o
ponto correspondente ao nimero de ciclos onde a amplificagdo atinge um dado limiar, que
permite a andlise quantitativa da expressdo do fator avaliado. Os dados da expressdo génica
foram analisados em relagio ao gene GAPDH usando o método do 224" (LIVAK;

SCHMITTGEN, 2001).
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Tabela 1. Sequencias de primers usados para a amplificacdo dos genes por qPCR.

GENE SEQUENCIA
HMOX1 FW 5" GCTGGTGATGGCTTCCTTGT3’
HMOX1 RV 5" GTGGGGCATAGACTGGGTTCT3’
GAPDH FW 5-GAGAAACCTGCCAAGTA TGATG-3'
GAPDH RV 5'-CAGTGTAGCCCAAGATGCCC-3'

FW: forward; RV: reverse

3.7 Imunohistoquimica para deteccio de parasitos

O parasitismo tecidual foi avaliado nos tecidos por imunohistoquimica como previamente
descrito (SILVA et al., 2010). Resumidamente, os cortes, desparafinizados, foram
primeiramente incubados com perdxido de hidrogénio (H202) 3% para bloquear a peroxidase
endogena. O resgate antigénico foi feito em tampao citrato, pH 6.0, em forno microondas e os
sitios ndo especificos foram bloqueados por incubacdo dos cortes com leite desnatado 3%
(Molico — Nestlé). Feito isso, os cortes foram incubados durante a noite toda, com soro de
camundongo anti-T. gondii diluido em saponina 0,01% (1:100) e, posteriormente, com IgG de
cabra anti camundongo biotinilada (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA). A reacao foi
amplificada usando o sistema ABC (Kit ABC, PK-4000; Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
Calif.) e desenvolvida com diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Co. St Louis, MO,
EUA).

Os cortes foram contra corados com hematoxilina de Harris, montados entre lamina e
laminula para serem examinados em microscopio de luz. O parasitismo tecidual foi avaliado
contando-se o numero de vactolos parasitoforos e estruturas como cisto presentes em nas
segoes teciduais. As andlises foram feitas utilizando-se uma objetiva de 40x de aumento, em
duas seccdes teciduais por animal e no minimo utilizando-se cinco animais por grupo

experimental.

3.8 Analise estatistica
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As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prisma 8.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados sdo expressos como média =+ erro
padrao da média dos grupos experimentais. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes quando P < 0,05.

3.9 Normas de Biosseguranca

Todos os procedimentos, incluindo a coleta do material bioldgico, utilizacdo dos reagentes
e dos equipamentos, bem como manuseio e conduta com os animais foram realizados de acordo

com as normas de biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005).
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4. RESULTADOS

4.1 Camundongos C57BL /6 infectados por 7. gondii apresentaram maior taxa de

reabsorc¢io no 8° dia de gestacio em comparacio com camundongos BALB /¢

Camundongos C57BL/6 apresentaram maior taxa de reabsorcdo em comparagdo com
camundongos BALB/c no dia 8 de gestacdo e infec¢do (Figura 1A). Camundongos BALB/c
apresentaram maior indice de aborto no 19° dia de gestagdo em compara¢do com camundongos
C57BL/6 (Figura 1B), refletindo assim, maior nimero de fetos normalmente observados em
gestacdo de camundongos BALB/c em relacdo aos C57BL / 6. No dia 19 de gestacdo e 5 de
infeccdo com 7. gondii ambas as linhagens de camundongos apresentaram indice de aborto
semelhante (Figura 1B). Ao ser feita a analise do peso das placentas dessas linhagens, observou-
se que a infec¢do ndo interferiu nesse parametro em camundongos BALB/c ou C57BL/6 que
foram infectados no 14° dia de gestacdo e analisados 5 dias depois (figura 1C). Em relagdo ao
peso dos fetos, os fetos de animais BALB/c apresentaram maior peso em comparag¢ao aos fetos
de camundongos C57BL/6 (Figura 1D), e a infeccao diminuiu o peso dos fetos de camundongos

BALB/c, mas nao em fetos de camundongos C57BL/6 (Figura 1D).
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Figura 1. Resultado anormal da gestacio em camundongos BALB / ¢ e C57BL / 6 gestantes apos infec¢cdo
por T. gondii. Os animais foram acasalados e, no dia da detec¢do do tampao vaginal ou no 14° dia de gestacdo, as
fémeas foram infectadas com 5 cistos de 7. gondii, cepa ME-49, por via oral, e analisadas no 8° dia de gestacao e
infecgdo (8dg/8di) ou no dia 19 de gestacdo e 5 de infecgdo (19gd5di), respectivamente. A porcentagem de taxas
de reabsorg¢ao foi calculada como a razio entre os locais de reabsor¢do e o nimero total de locais de implantacao
em gestantes (8dg) e ndo infectadas (8dg/NI), em gestantes (8dg) e infectadas (8gd/8di) (A) e em gestantes (19dg)
ndo infectada (19dg/NI), gestante infectada (19dg/5di) (B). A placenta (C) e o peso fetal (D) de animais infectados
no dia 14 de gestagdo ou nao infectados foram examinados no dia 19 de gestacdo. Os dados representam médias
+ SEM de grupos de cinco camundongos avaliados individualmente. A e B Foi utilizado o teste one-way ANOVA,
com teste de multiplas comparagdes de Sidak. D. Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis test com o teste de

multiplas comparag¢des de Dunn.
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4.2 A infec¢ao por 7. gondii no primeiro terco da gestacio leva a alteracdes histoldgicas
nas placentas, placentacio anormal e alteracées embrionarias em camundongos CS7BL
/6

Ao verificarmos as placentas das linhagens de camundongos C57BL/6 e BALB/c,
foram observadas areas hemorragicas na decidua e, por sua vez, nos sitios de implantagdo
placentdria de camundongos C57BL/6 no 8° dia de infec¢do e gestacdo (Figura 2A). Em
algumas placentas de fémeas C57BL/6 infectadas foram observados embrides com aspectos
degenerativos (Figura 2B) ou placentas necréticas (Figura 2C). Por outro lado, observou-se que
o utero e a decidua de camundongos BALB/c infectados tinham uma aparéncia semelhante a
dos camundongos ndo infectados (Fig. 2D). As placentas de camundongos BALB/c infectados
com 7. gondii no dia 14 de gestacdo e eutanasiados no dia 19, apresentou vasos mais
congestionados em comparacdo com camundongos ndo infectados no dia 19 de gestagdo
(Figura 3A, B). Placentas de fémeas ndo infectadas C57BL/6 no dia 19 de gestacdo
apresentaram zona juncional mais espessa em comparagdo com placentas de camundongos
BALB/c no mesmo periodo gestacional (Figura 3D), e a infec¢do no 14° dia de gestacao induziu
a congestdo dos vasos fémeas infectadas com BALB/c no mesmo periodo de observacio

(Figura 3C).
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Figura 2. A infec¢io por Toxoplasma gondii no primeiro terco da gestaciio leva a alteracdes histologicas nas

placentas e desenvolvimentos embrionirios anormais em camundongos CS57BL/6. Os animais foram
acasalados e, no dia da detecgdo do tampao vaginal, foram infectados com 5 cistos de 7. gondii, cepa ME-49, por
via oral. Cortes de utero/placenta foram corados com H&E e histologicamente examinados. Fotomicrografia de
cortes obtidos de C57BL/6 mostrando areas hemorragicas no local da decidua e implantaggo (8dgdi) (A), embrido
em degeneracdo (B), placenta necrotica (C) e aspectos normais do utero/placenta de camundongos BALB/c

(8dg/8di) (D).
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Figura 3. Os camundongos C57BL / 6 e BALB / ¢ apresentaram aspectos quase normais da placenta no 19°

dia de gestacdo e 5 da infeccdo. Os animais foram acasalados e, no dia 14 de gestagao, as fémeas foram infectadas
com 5 cistos de T. gondii, da cepa ME-49, por via oral. Cortes de utero / placenta foram corados com H&E e
histologicamente examinados. Fotomicrografia de cortes obtidos de camundongos BALB / ¢ mostrando vasos
congestos na placenta (19dg/5di) (A) e placenta normal de camundongos BALB / ¢ néo infectados (19dg/NI) (B).
Camundongos C57BL / 6 exibindo vasos congestos na placenta (19dg/5di) (C) e placenta normal de camundongos

ndo infectados (19dg/NI) (D). Barra de escala = 200 um.

4.3 A infeccdo por 7. gondii aumenta a expressio de HO-1 na placenta / utero,
principalmente no primeiro terco da gestaciao

A expressao de mRNA de HO-1 foi examinada em fémeas C57BL/6 infectadas e gestantes.
Observou-se que a expressao de mRNA de HO-1 apresentou tendéncia de aumento no dia 8 e
diminui¢do no dia 19 de gestacdo em camundongos C57BL/6 (Figura 4A). No entanto, a

infeccdo por 7. gondii aumentou significativamente a expressdo de mRNA de HO-1 no dia 8
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de gestacdo e inoculagdo do parasita (Figura 4A). De maneira interessante, a expressao de
mRNA de HO-1 foi menor na placenta / utero de camundongos C57BL/6 no dia 19 de gestacao
e 5 de infeccdo em comparacdo com o dia 8 de gestacdo e infeccdo, apesar de nao ser
estatisticamente significante. Além disso, a infeccdo aumentou aparentemente a expressao de
HO-1 no dia 19 de gestacdo e 5 de infecgdo em comparagdo com a expressao de animais nao

infectados no dia 19 de gestagdo (Figura 4A).

Em paralelo, a atividade de HO-1 foi examinada mensurando os niveis de bilirrubina
em amostras de soro de camundongos BALB/c e C57BL/6 no dia 8 de infec¢do e gestagao.
Verificou-se que as amostras de soro dos camundongos C57BL/6 no dia 8 de infeccdo e
gestacdo apresentaram os niveis de bilirrubina similares aos de camundongos nao infectados e
ndo gestantes (Fig. 4C). Em camundongos BALB/c verificou-se que os niveis de bilirrubina

aumentaram com a infec¢do, apesar de forma ndo estatisticamente significante (Figura 4B).
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Figura 4. Expressdo do gene HO-1 nos niveis séricos de placenta / ttero e bilirrubina de camundongos
C57BL / 6 infectados com 7. gondii. Os animais foram acasalados e, no dia da detec¢do do tampao vaginal ou
no 14° dia de gestacio, as fémeas foram infectadas com 5 cistos de 7. gondii, cepa ME-49, por via oral, e analisadas
no 8° dia de gestacdo e infecg@o (8dg/8di) ou no dia 19 de gestacdo e 5 de infec¢do (19gd5di), respectivamente.
Os niveis relativos da expressdo do gene HO-1 foram calculados por referéncia ao gene GAPDH em cada amostra,
utilizando o modo do ciclo limiar (Ct) (A). Os niveis de bilirrubina foram medidos em soros de camundongos
infectados com camundongos BALB/c (B) e C57BL/6 (C) por um kit analitico como um indicativo da atividade
de HO-1. Os dados sao representativos de um experimento. A, Foi utilizado o teste one-way ANOVA, com teste

de multiplas comparacdes de Sidak.Dados representam médias = SEM.
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4.4 O bloqueio de HO-1 pelo protoporfirina-zinco (ZnPPIX) prejudicou o resultado da
gestacio em BALB/c, e a protoporfirina-cobalto (CoPPIX) melhorou o resultado da
gestacdo em camundongos CS57BL / 6

Como foi observado, os camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados nos 14 dias de gestagao

e observados 5 dias depois apresentaram taxa de reabsor¢ao semelhante a dos camundongos
gestantes nao infectados; e a expressao de HO-1 ¢ induzida pela infec¢ao por 7. gondii mais
expressivamente no dia 8 de gestacdo e inoculagdo do parasita, decidimos examinar o efeito da
inducdo ou inibicdo da enzima HO-1 somente no 8° dia de gestacdo e infeccdo. As fémeas
CS57BL/6 infectadas com 7. gondii no dia da detec¢do do rolha vaginal e tratadas com ZnPP
apresentaram taxa de reabsor¢ao semelhante aos animais nao tratados e infectados da mesma
linhagem (Figura 5A). De maneira interessante, quando os camundongos C57BL/6 foram
infectados e tratados com CoPP, eles apresentaram taxa de reabsor¢do diminuida (Figura 5A).
Camundongos BALB/c infectados e tratados com CoPP apresentaram menor taxa de reabsor¢ao
( cerca de 4,7%) (Figura 5A) em comparacdo com animais ndo tratados (cerca de 11,8%)
(Figura 1A), porém quando estes animais foram infectados e posteriormente tratados com ZnPP

apresentaram um aumento na taxa de reabsor¢do (cerca de 23,75%) (Figura 5A).

Apesar de camundongos BALB/c infectados com 7. gondii e tratados com CoPP apresentarem
placentas com caracteristicas normais, alguns animais apresentaram hemorragias na placenta
(Figura 5B e 5C). No entanto, a maioria dos animais tratados com ZnPP e infectados
apresentaram grandes dareas hemorragicas na placenta, com embrides de aspectos

desorganizados (Figura 5D).

Quase todas as placentas e embrides de camundongos C57BL/6 tratados com CoPP observados
no 8° dia de gestacao e infeccdo apresentaram aspectos normais (Figura SE e 5F). No entanto,
a maioria das placentas de camundongos C57BL/6 infectados e tratados com ZnPP apresentou-

se hemorragica e / ou necroética (Figura 5G).
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Figura S. A induciio de HO-1 melhora o resultado da gravidez em camundongos C57BL / 6 e sua inibicao é

prejudicial ao resultado da gestacio em camundongos BALB / ¢ no dia 8 de gestaciio e infec¢ciio por 7. gondii.
Camundongos C57BL / 6 e BALB / ¢ foram acasalados e, no dia da detec¢@o do tampao vaginal, foram infectados
com 5 cistos de T. gondii, cepa ME-49, por via oral; foram tratados com ZnPPIX (20mg / kg / dia) ou CoPPIXIX
(5mg / kg / dia) por via subcutanea nos dias 5, 6 ¢ 7 de gestacdo e foram eutanasiados no dia 8 de gestagdo
(8dg/8di). A porcentagem de taxas de reabsorcdo foi calculada como a razdo entre os locais de reabsor¢do e o
numero total de locais de implantagdo (A). Fotomicrografia de cortes obtidos de camundongos BALB / ¢ infectados
e tratados com CoPPIXIX mostrando areas hemorragicas na placenta (8dg8di) (B e C), maiores em camundongos

BALB / ¢ tratados com ZnPPIX (8dg8di) (D). Fotomicrografia de cortes obtidos de camundongos tratados com
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C57BL / 6 CoPPIXIX com aspectos normais (8dg8di) (E e F) e camundongos tratados com C57BL / 6 ZnPPIX

mostrando placenta com hemorragia e aspectos necroticos (8dg8dpi) (G). Barra de escala =200 pm.

4.5 A induc¢ao ou inibicao de HO-1 nao alterou o parasitismo na placenta / utero e

pulmio de BALB/c ou C57BL/6 no dia 8 de gestacio e infecciao

Camundongos C57BL/6 apresentaram uma tendéncia a ter mais parasitas no tecido
pulmonar em comparag¢ao com camundongos BALB/c no dia 8 de gestacao e infeccdo (Figura
6A) e o tratamento com CoPPIX ou ZnPPIX ndo interferiu na carga parasitaria no 6rgdo na

mesma condicdo experimental (Figura 6 B).

Em relacdo as amostras de tecido placentario / uterino, o parasita raramente foi encontrado
nesses tecidos aos 8 dias de gestacdo e infeccdo em animais de ambas as linhagens tratados ou

nao com CoPPIX ou ZnPPIX (Figura 6C e 6D).
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Figura 6. A inducio ou inibicao de HO-1 nao altera o parasitismo no pulmio ou placenta / titero no dia 8 de

gestacdo e infec¢do. Os animais foram acasalados e, no dia da deteccdo do tampao vaginal ou no 14° dia de

gestacdo, as fémeas foram infectadas com 5 cistos de 7. gondii, linhagem ME-49, por via oral, e analisadas no 8°

dia de gestagao e infec¢ao (8dg/8di) ou no dia 19 de gestagdo e 5 de infec¢ao (19dg5di), respectivamente. Em um

novo conjunto de experimentos, camundongos C57BL / 6 e BALB / ¢ foram acasalados e, no dia da detecgao do

tampdo vaginal, foram infectados com 5 cistos de 7. gondii, cepa ME-49, por via oral; foram tratados com ZnPPIX

(20mg / kg / dia) ou CoPPIX (5mg / kg / dia) por via subcutinea nos dias 5, 6 e 7 de gestagdo e foram eutanasiados

no dia 8 de gestagdo (8dg/8di). O parasitismo tecidual foi avaliado por ensaio imunoistoquimico no pulmio (A e

B) e na placenta / ttero (C e D).
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5. DISCUSSAO

Neste estudo e outros encontrados na literatura ¢ mostrado que o resultado adverso durante
a gestacdo e infec¢do por 7. gondii no modelo de camundongo € provocado principalmente pela
resposta imune pro-inflamatdria na interface fetal materna e ndo pela proliferagdo do parasita
in situ (COUTINHO et al, 2012). Segundo (COUTINHO et al, 2012), camundongos BALB/c e
C57BL/6 apresentaram carga parasitaria semelhante e baixa na placenta / itero no 8° dia de
gestacdo e infec¢do. No presente trabalho, novamente mostramos que camundongos BALB/c e
C57BL/6 apresentaram carga parasitaria semelhante e baixa na placenta / titero no 8° dia de
gestagdo e infeccao. 7. gondii foi detectado em apenas uma placenta de 6, mas ndo no utero, de
uma fémea BALB/c infectada com a cepa M7741 no dia 12-15 da gestacdo, e em nenhuma
placenta ou utero de animais infectados com cepa ME-49 (PEZERICO et al., 2009).
Camundongos Swiss-Webster e 129sv apresentaram baixa carga parasitaria no Utero quando
infectados com 10 cistos ME-49 por via oral no 10° dia de infec¢do e gestagdo (SENEGAS et
al., 2009). Pelo menos em camundongos, o aborto causado por 7. gondii no inicio da gestagao
deve-se a uma libera¢do maciga de IFN-y, e ndo por um efeito direto do parasita na interface
fetal materna (SENEGAS et al., 2009). Além disso, camundongos C57BL/6 infectados com a
cepa RH no 8° dia de gestagdo e examinados 6 dias depois apresentaram aumento dos niveis de
IFN-v na interface materno-fetal e a razao de IL-10 / IFN-y e TGF-b / IFN-y foram diminuidos,
em paralelo com niimeros absolutos diminuidos de Tregs CTLA-4 + e Tregs PD-1 + (LIU et
al., 2014).

Animais das duas linhagens também apresentaram baixa carga parasitaria na placenta / itero
no 5° dia de infeccdo e 19 de gestacdo. De acordo com trabalhos anteriores, que mostraram que
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com 20 cistos de Fukaya 7. gondii por via oral
na segunda semana de gestacdo apresentaram baixa carga parasitaria detectada por PCR na
placenta no dia 18 de gestacao (HE et al., 1997). Além disso, os animais de ambas as linhagens

infectadas no dia 14 da gestagdo e examinados no dia 5 da infeccdo (segunda semana)
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apresentaram resultados de gestacao semelhantes aos dos camundongos nao infectados, apesar
dos vasos congestionados observados na placenta. De forma interessante, a infec¢cdo no segundo
ter¢o da gestagao diminuiu o peso dos fetos de BALB/c, mas nao de camundongos C57BL / 6.
Em camundongos, a zona de juncional esta entre o labirinto e a superficie materna, e entre a
zona juncional e superficie materna estd uma zona descontinua de células gigantes
trofoblasticas (GEORGIADES; FERGUSON-SMITH; BURTON, 2002) e a partir do dia
embrionario 12.5, células de glicogénio (CG) na camada juncional migra para decidua
[(REDLINE et al., 1993); (BOUILLOT et al., 2006); (ADAMSON et al., 2002)]. No dia 17.5
da gestagdo, a maioria das ilhotas de CG na decidua entra em uma fase litica e forma grandes
lacunas que s3o preenchidas com glicogénio, que poderia fornecer uma fonte substancial de
energia no final da gestacdo ou durante o parto (ADAMSON et al., 2002).Alteracdes no nimero
de células de glicogénio na placenta, se estas aumentam ou diminuem, tém sido relacionadas
com alteragdes no peso fetal (AKISON et al., 2017). Estes dados sugerem que a zona juncional
mais espessa pode estar contribuindo de alguma forma para o melhor desenvolvimento de fetos
de fémeas C57BL/6 sob infec¢do por 7. gondii no final da gestagdo. Experimentos adicionais

sdo necessarios para esclarecer este ponto.

Com relacdo ao desfecho da gestagdo, verificou-se que camundongos C57BL/6
apresentaram pior resultado gestacional no 8° dia de gestagdo e infec¢do com a cepa ME-49 (5
cistos), indicada pela alta taxa de reabsorc¢do e alteragdes histoldgicas na placenta / ttero
comparadas com os camundongos BALB/c. Foi anteriormente demonstrado que as fémeas de
C57BL/6 apresentam niveis mais altos de TNF sistemicamente no dia 8 de gestacao e infec¢ao
com a cepa ME-49 do que os camundongos BALB/c (COUTINHO et al, 2012). Assim, nos
interessamos em conhecer o efeito da HO-1, cujos produtos de sua atividade apresentam efeito
anti-inflamatdrio, citoprotetor e antiapoptotico (OTTERBEIN et al., 2003). Para este proposito,
a HO-1 foi induzida (tratamento com CoPPIX) ou inibida (tratamento com ZnPPIX) em
camundongos gestantes e infectados com 7. gondii, onde foram observados que nos
camundongos C57BL/6 havia uma alta taxa de reabsor¢do e nos BALB/c uma baixa taxa de

reabsor¢ao, nas quais o resultado gestacional foi examinado.

Inicialmente, analisou-se a expressado do mRNA de HO-1 na placenta / utero de
camundongos C57BL/6 ndo infectados e aos 8 dia de gestacdo e infec¢do, onde observou-se
que a expressao do mRNA de HO-1 aumentou no ter¢o inicial-médio de gestagao (8 dias) e
diminuiu no ter¢o final da gestagao (19 dias de gestacao). Estes resultados estao de acordo com

outros que mostraram que os camundongos C57BL/6 apresentaram pico de expressdo de
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mRNA de HO-1 placentéria, no dia 15.5 e diminuiram posteriormente sendo menores no dia
18.5 (ZHAO et al., 2009). De maneira interessante, a infeccdo por 7. gondii aumentou a
expressao de mRNA de HO-1 na placenta / itero de camundongos C57BL/6 principalmente no
8° dia de gestacao e infeccdo quando se observam os maiores efeitos da infecgdo in situ,
sugerindo um efeito compensatorio do mecanismo da HO-1 na tentativa de combater a intensa
inflamacdo induzida pela infeccdo por 7. gondii. Pelo contrario, os camundongos ICR
infectados com Brucella abortus no dia 4.5 e examinados no dia 18.5 da gestagdo mostraram
uma diminui¢@o na expressdo da proteina HO-1 na placenta (TACHIBANA et al., 2008). Além
disso, a infec¢do por Listeria monocytogenes em células gigantes trofoblasticas de camundongo
in vitro diminuiu os niveis de expressao de HO-1 e Bcl-XL, uma proteina antiapoptdtica. Os
camundongos BALB/c infectados com L. monocytogenes no dia 13.5 e examinados no dia 16.5
da gestacdo apresentaram uma diminuicdo nas expressdes da proteina HO-1 e Bcl-XL na

placenta (TACHIBANA et al., 2011).

No presente estudo, quando a HO-1 foi induzida por CoPP em camundongos BALB/c e
C57BL/6 infectados, observou-se uma melhora no resultado da gestag¢do, que foi mais evidente
em camundongos C57BL / 6. Além disso, a placenta e os fetos apresentaram aspectos quase
normais. Esse efeito pode estar relacionado ao anti-inflamatorio da atividade da HO-1, que
poderia contrabalangar o efeito pro-inflamatério da infeccdo por 7. gondii, que ¢ prejudicial
para o resultado da gestacdo (COUTINHO et al, 2012). Camundongos ICR tratados com
CoPPIX no 4,5 dia da gestacdo e infectados com B. abortus apresentaram um aumento na
expressao de HO-1 na placenta no dia 18,5 da gestagdo que foi associada com alta taxa de
nascimento de camundongos (TACHIBANA et al., 2008) e tratamento de camundongos
BALB/c com CoPP no dia da infecgdo (13,5 gestacdo) melhoraram a taxa de nascimentos em
infec¢do por L. monocytogenes que foram associados com os niveis de expressao de HO-1 e

Bcl-XL restaurados (AUBOUY et al., 2015).

Em relagdo a um parasita Plasmodium, pertencente ao filo Apicomplexa, a expressao de
CD36 e HO-1 por células imunes inatas (monocitos obtidos de células mononucleares do
sangue periférico) de mulheres com malaria associada a gestacao foi correlacionada com menor

parasitemia e aumento do peso ao nascer do bebé (SCHUMACHER et al., 2012).

Em relacdo ao mecanismo envolvido no melhor progndstico da gestagdo na infecgdo
congénita por 7. gondii em camundongos sob indu¢ao com HO-1, isso pode estar relacionado
ao mecanismo anti-inflamatério da HO-1 e ao efeito direto das células T reguladoras. Foi

previamente demonstrado que a exposi¢ao de células dendriticas (CDs) derivadas de medula
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Ossea de doadoras gestantes normais a CDs induzidas por LPS para secretar citocinas IL-10 e
TGF-B ¢ a adi¢ao de CoPPIX a cultura DC, levou a um aumento na os niveis de IL-10 ¢ TGF-
b secretados [37]. O efeito protetor das células T reguladoras no desfecho da gestacdo murina
¢ mediado pela HO-1 e, o bloqueio de HO-1 induz as células dendriticas (CDs) a um estado
maduro que por sua vez promove a acao das células T efetoras (AUBOUY et al., 2015). Além
disso, o bloqueio de HO-1 em células Treg que foram transferidas para uma combinagdo de
modelo murino propensa a aborto CBA / J6DBA /2] anula o efeito protetor de Treg e provoca
aborto (SCHUMACHER et al., 2012). De acordo, a superexpressao de HO-1 pela transferéncia
de genes adenovirais no modelo de camundongos propicia a combinagdo de aborto com CBA /

J x DBA /2] melhora o prognostico da gestagao nesses animais (ZENCLUSSEN et al., 2011).

Em relacdo ao papel das células T reguladoras na toxoplasmose congénita, foi mostrado
anteriormente que a infec¢do com a cepa RH de T. gondii diminuiu as células T CD4 + CD25
+ Foxp3 + reguladoras (Treg) no baco e as células Foxp3 + na interface materno-fetal de
camundongos C57BL/6 gestantes e infectados no dia 14 de gestagdo e 6 de infeccdo (Y. et al.,
2008) e, células CD4" CD25" Foxp3" na placenta de animais infectados da mesma linhagem de
camundongos infectados de forma semelhante em paralelo com um decréscimo de TGF-b e um
aumento de células CD4" IL-17" na placenta (ZHANG etal., 2012). Os camundongos C57BL/6
infectados com 400 taquizoitos da cepa RH no dia 7 de gestagdo mostraram niveis aumentados
de moléculas relacionadas a apoptose Caspase-3 e Caspase-8 clivadas em células Tregs
deciduais no dia 7 da inoculagdo do parasita em paralelo com desfecho desfavoravel da
gestagdo, e o tratamento com IL-10 melhora o resultado da gestacdo. Por outro lado,
camundongos IL-10 - / - mostraram uma regulagdo positiva dessas moléculas e apresentaram
um pior resultado na gestacdo (LAO et al., 2015). Além disso, ndo apenas a infec¢do com o
parasita afeta as células T regs na placenta / utero na gestagdo, os antigenos excretados
secretados (ESA) de T. gondii induzem aborto em camundongos C57BL/6 no inicio (G5) e
terco intermedidrio (G10), o que foi associado com diminuicdo da frequéncia e fungao
supressora das células reguladoras CD4 + CD25 + no sangue periférico, linfonodo inguinal e
bago, associado com niveis elevados de IFN-y sistemicamente (CHEN et al., 2013). E
importante ressaltar que o tratamento in vitro com IFN-y das células gigantes trofoblasticas
(TG) derivadas da linhagem de células-tronco trofoblasticas de camundongos diminuiu a
expressdao da proteina HO-1, uma citocina que aumenta na placenta / Gtero de camundongos

BALB /c e C57BL/6 no dia 8 de gestacdo e infeccdo (manuscrito em preparagao).
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Por outro lado, o tratamento com ZnPP foi capaz de piorar o resultado da gestacdo em
camundongos BALB/c, uma linhagem de camundongos que normalmente apresentam melhor
resultado na gestagao em comparacao com camundongos C57BL/6 em infecgao por 7. gondii.
As fémeas BALB/c e C57BL/6 infectadas com 7. gondii e tratadas com ZnPP apresentaram
areas hemorragicas na placenta / utero e a linhagem C57BL/6 também apresentou placentas
necroticas no 8° dia de gestagdo e infeccdo. De acordo com a nossa observagdo, foi
anteriormente demonstrado que placentas Hmox1 +/— ¢ Hmox1 - / - apresentaram areas de
fibrose e hemorragia (ZENCLUSSEN et al.,, 2011), e o tratamento com ZnPP a uma
concentragdo de 40 mg / kg nos dias 0, 3 e 6 de gestagdo aumentou a taxa média de aborto de

0% para 33,3% em mulheres no dia 14 de gestacio (SCHUMACHER et al., 2012).
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6. CONCLUSAO

Assim, concluimos que nosso estudo indica um melhor resultado da gestagdao observado
com o tratamento CoPPIX em camundongos gestantes infectados com 7. gondii, sendo
observado na presente investigacdo, que este fato poderia estar relacionado a indugdo de HO-1
e, provavelmente, associado com infiltracdo e fun¢do das células Tregs na interface materna

fetal. Essa hipotese precisa ser esclarecida com experimentos adicionais.
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8. ANEXOS

8.1 Protocolo de dosagem de bilirrubina.
DOSAGEM DE BILIRRUBINA (KIT LABTEST)

PREPARO DO PADRAO:
Reagentes:
1. Padrdo de bilirrubina (armazenar bem vedado para evitar evaporacao)
2. Diluente — DMSO (o reagente adquire estado s6lido em temperaturas inferiores a

18°C. Nesse caso aquecer a 37°C e homogeneizar até liquefacdo completa)

Obs 1: Manter o frasco ao abrigo da luz durante a preparagdo e manuseio do padréo
e Adicionar 3 ml do diluente (reagente n°® 2) ao frasco do padrdo (reagente n° 1), que
contem 0,3mg de bilirrubina aderida de forma homogénea a parede;
e Homogeneizar e deixar em repouso — 5’;
e Homogeneizar novamente.
Obs 2: O padrao, protegido da luz, ¢ estavel por 12 horas entre 2 — 8°C e 1 més a -20°C

(deve ser congelado e descongelado uma sé vez)

Obs 3: A concentracdo do padrao ¢ 10mg/dl

PROCEDIMENTO (amostras e padrao)
Reagentes:
1. Acelerador
2. Acido sulfanilico
3. Nitrito de sodio
Preparo do diazo reagente:
0,01 ml de nitrito de sodio (reagente n° 3)

0,3 ml do acido sulfanilico (reagente n° 2)

PADRAO AMOSTRAS
Branco | Padrdo | Branco Direta Total
Agua destilada ou deionizada 200 pl 200 pl
Acelarador (n° 1) 200 pl 200 pl 200 pl
Acido sulfanilico (n° 2) 20 ul 20 ul
Diazo reagente 20 20 ul 20 ul
Amostra 10 10 10 ul
Padrao 10 pl 10 pl

e Misturar e esperar 5 minutos;
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e Determinar as absorbancias em 525 nm ou filtro verde (500 a 540) acertando o

zero com o branco. A cor é estavel por 30 minutos.

CALCULOS:

Absorbancia do teste

1. Bilirrubina (mg/dl) = x 10
Absorbancia do padrao

Concentragao do padrao (mg/dl)
2. Fator de calibragao = x 10
Absorbancia do padrao (média)

Bilirrubina (mg/dl) = Absorbancia do teste x Fator

Linearidade
A medic¢do € linear até 25 mg/dl. Quando for obtido um valor > 25 mg/dl, diluir a amostra
com NaCl 0,85%, realizar nova medi¢ao e multiplicar o resultado pelo fator de diluicao.

Diluir a amostra de tal modo que o valor encontrado se situe entre 1 e 10 mg/dl.
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