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1) INTRODUCAO
1.1) HISTORICO

Toxoplasma gondii, um parasita protazoario obrigatério, foi descrito por Nicole e
Manceaux em 1908, que o encontraram no cérehro de um roedor da norte da Afiica, o
Ctenodactylus gondi (Pfefferkorn, 1990). Foi ao mesmo tempo descrito no Brasil por
Splendore, que o isolou de um coelho, significando que o organismo ji estava presente em ao
menos duas espévies de mamiferos em dois continentes amplamente separados (Feldman,
1982).

Na espécie humana o parasita foi primeiro descritc por Janku em 1923 na
Tchecoslovaquia, em uma crianga que aparentemente morreu de toxoplasmose disseminada
(Feldman, 1982).

O nome do génerp ¢ derivado da palayra grega "toxon” (arco), em referéncia ao
formato em crescente do organismo ¢ o da espécie vem do roedor em que ele- foi descrito, o

Ctenodactylus gondi (Pfeﬂ‘erkom, 1990).
1.2) TAXONOMIA E CICLO BIOLOGICO

O parasita pertence ao reino Protista, sub-reino Protozoa, filo Apicomplexa, classe
Sporozoa, ordem Eucoccicida, subordem Eimeriina, familia Sarcocystidae (Rey, 1991).

O parasita estd amplamente distribuido pelo mundo e € o agente causal da zoonose

toxoplasmose.

O ciclo biologico completo do parasita acontece em duas fases, uma assexuada que

ocorre tanto nos hospedeiros intermedidrios como nos definitivos e uma fase sexuada ou ciclo



enteroepitelial que ocorre apenas nos hospedeiros definitivos, os felideos domésticos e
selvagens (Feldman, 1982).

A fase assexuada ocorre em aves e mamiferos e o parasita se divide por endodiogenia,
um processo semelhante a divisfo binaria (Kasper & Boothroyd, 1993), onde uma célula mae
dé origem a duas células filhas e logo a seguir se degenera.

Quando cistos teciduais contendo os bradizoitas, forma de multiplica¢do lenta, sdo
ingeridos por hospedeiros ndo felinos, a membrana dos cistos se rompe na presenca do pH
acido do suco gastrico, os bradizoitas sdo liberados e penetram no epitélio do intestino delgado
se transformando em taquizoitas que se dividem rapidamente, provocando uma infecgiio aguda
sistémica. A maioria dos taquizoitas sdo eliminados pela resposta imune mediada por células e
humoral e sete a dez dias apos a infecgdo sistémica por taquizoitas, cistos teciduais contendo
bradizoitas se desenvolvem. Estes ocorrem em uma variedade de 6rgdos do hospedeiro mas
principalmente dentro do sistema nervoso central e musculos, onde podem permanecer por
toda a vida do hospedeiro (Kasper & Boothroyd, 1993).

O ciclo de vida sexual do parasita € definido pela formagdo de oocisto/esporozoita no
hospedeiro felino. Este ciclo comega com a ingestdo de cistos teciduais contendo bradizoitas e
culmina apos varios estagios intermediarios na produgdo de micro e macrogametas. O
microgameta ¢ flagelado, permitindo ao parasita procurar pelo macrogameta. A fusdo dos
gametas produz um zigoto que secreta uma membrana cistica rigida e este é eliminado com as
fezes como oocisto ndo esporulado. Durante a infec¢iio aguda, um gato pode eliminar 100
milhdes de parasitas 1;or dia (Kasper & Boothroyd, 1993). Segundo Dubey apud Jackson &
Hutchison (1989) os oocistos eliminados nfo sdo imediatamente infectivos e apos 1 a 5 dias de
exposicdio ao ar e temperatura ambiente, ocorre esporulagdo, produzindo dois esporocistos,
cada um contendo quatro esporozoitos. Estes oocistos estaveis, sdo altamente infecciosos e

podem permanecer vidveis por muitos anos no solo. Quando ingeridos, os esporozoitas



liberados dos oocistos infectam o epitélio intestinal, produzindo taquizoitas que se multiplicam
rapidamente produzindo uma infec¢do aguda, depois crénica, com bradizoitas encistados

completando o ciclo de vida natural (Kasper & Boothroyd, 1993).

1.3) MORFOLOGIA DO PARASITA

Segundo Pfefferkorn (1990), taquizoitas de 7. gondii sdo células em formato de arco
ou crescente, medem ao redor de 6um de comprimento por 2um de largura. Eles
compartilham muitas caracteristicas citologicas com outras células eucaridticas, incluindo um
nucleo, mitocondria, aparelho de Golgi e reticulo endoplasmético. Como membros do filo
Apicomplexa e da subclasse Coccidia, apresentam um numero de estruturas caracteristicas. Os
taquizoitas sdo cobertos com trés unidades de membrana que juntas formam uma pelicula. A
membrana externa é continua e as duas membranas mais internas sio descontinuas, terminando
em estruturas chamadas anéis polares, que sido localizados nas extremidades anterior e
posterior do parasita. As membranas mais internas também tém duas aberturas chamadas
microporos que podem estar envolvidas na passagem de nutrientes. O citoesqueleto
subpelicular é composto por 22 microtubulos que se estendem do anel polar anterior até mais
que a metade do comprimento do parasita. A extremidade anterior do 7. gondii ¢ marcada pela
presenga do aparelho apical, composto pelo condide, um cone oco de fibras provavelmente
microtibulos que se cruzam obliquamente e trés anéis polares. Apresentam ainda as roptrias,
que sdo estruturas em formato de clava, densamente osmofilicas, cujas extremidades estreitas
terminam no condide e possuem provavelmente fungdo secretdria durante a penetragdo do
parasita na célula hospedeira. Entre as roptrias estd um grande nimero de vesiculas osmofilicas

menores chamadas micronemas que podem também ter um papel na penetragdo do parasita.



1.4) METABOLISMO DO PARASITA

No metabolismo do parasita a glicose € a principal fonte de energia. Ela é oxidada
segundo o esquema de Embden-Meyerhof da glicolise fosforilativa. O agicar é desdobrado em
acido latico, acético e outros produtos. O 7. gondii consome oxigénio e produz CO,, tendo
um sistema citocromo que oxida o NADH. Possuem também uma catalase que lhes permite
suportar concentragdes de H»>O, letais para outros protozoarios. Os parasitas apresentam
pequenos granulos que parecem conter reservas de glicogénio, mais volumosos nos bradizoitas
dentro dos cistos, 0 que os torna positivos & reagdo com éacido periodico-Schiff (Rey, 1991). O
parasita apresenta uma diidrofolato redutase (DHFR) propria pois ndo pode utilizar folatos
pré-formados como o fazem células mamiferas (McLeod et al, 1991). A energia (ATP)
requerida para suportar o crescimento intracelular do 7. gondii é produzida pelo proprio
parasita; talvez, a dependéncia pela célula hospedeira seja devido 4 incapacidade da sintese “de

novo” de purinas pelo parasita (Pfefferkorn, 1990).

1.5) ANTIGENOS ESTAGIO ESPECIFICOS DO PARASITA

Em termos ultra-estruturais existem fortes similaridades entre taquizoitas e bradizoitas
de 7. gondii. Entretanto, os dois estagios produzem um feno6tipo muito diferente; taquizoitas
se dividlem rapidamente formando rosetas e lisando a célula hospedeira, enquanto os
bradizoitas dividem-se lentamente e tornam-se enclausurados dentro de uma parede cistica rica
em carboidratos. Estas varia¢des morfologicas devem refletir diferengas no metabolismo dos
dois estagios e expressdo de antigenos estagio especificos (Zhang & Smith, 1995). Segundo
Dubey & Frenkel (1976), existem diferencas entre taquizoitas e bradizoitas de 7. gondii; os

bradizoitas apresentam granulos grandes que se coram pelo acido periodico de Schiff (PAS),



nucleo subterminal, sio menores e mais delgados que os taquizoitas e segundo Jacobs et al.
apud Lunde & Jacobs (1983), os taquizoitas sdo imediatamente destruidos pelo suco gastrico
artificial (pepsina-HCl) enquanto os bradizoitas sobrevivem a digestdo péptica por até 3 horas,
sugerindo que existam diferengas antigénicas entre as duas formas do parasita.

Lunde & Jacobs (1983), demonstraram pela primeira vez, utilizando o método de
imunofluorescéncia, que existem diferencas antigénicas entre dois estagios do ciclo de vida do

T" gondii, endozoitas e cistozoitas.

1.5.1) ANTIGENOS ESPECIFICOS DE TAQUIZOITAS

Varios estudos tém sido realizados para elucidar diferengas ou similaridades
antigénicas entre os diferentes estagios do parasita. Existem antigenos especificos dos estagios
de taquizoitas, bradizoitas e oocisto/esporozoita; estes antigenos podem ser identificados por
varias técnicas imunoldgicas usando anticorpos policlonais e monoclonais, confirmando
especificidade tanto morfologica quanto imunologica destes estagios (Kasper, 1989). P30
(SAG-1) ¢ o principal antigeno de taquizoita e é reconhecido por soro de individuos infectados
tanto da fase aguda quanto cronica; € a principal proteina de membrana radioiodinavel (Kasper
et al., 1983). O antigeno P30 que constitui cerca de 5% da proteina total de taquizoita, €
conservado entre a maioria das cepas de 7. gondii testadas, é hidrofobico com um ponto
isoelétrico levemente acidico. Ele esta homogeneamente distribuido na superficie, dentro de
taquizoitas e na rede tubular do vacuolo parasitéforo (McLeod e al., 1991). De acordo com
estudos de localizagdo ultra-estrutural, o antigeno P30 esta localizado na superficie celular e
também dentro das roptrias do estagio de taquizoitas apenas (Boulanger ef al, 1991). O
antigeno P22 ¢ um dos quatro antigenos principais de taquizoitas (Parmley ef al., 1992).

Antigenos de superficie de taquizoitas, tais como P30 e P22 estdo ausentes em bradizoitas

(Parmley et al., 1994).



Couvreur ef al. (1988), caracterizaram por métodos de imunofluorescéncia,
“Western-blotting” e imunoprecipitagio de antigenos de superficie de taquizoitas
radioiodinados, cinco antigenos de superficie especificos deste estagio de 7. gondii - P43, P35,

P30, P23 e P22 - sendo P23 até entdio ndo descrito na literatura.

1.5.2) ANTIGENOS ESPECIFICOS DE BRADIZOITAS

Com o auxilio de anticorpos monoclonais, Omata et al. (1989) identificaram um
antigeno de 20 kDa aparentemente localizado no citoplasma, especificamente sintetizado por
parasitas cisticos (cistozoitas) e que ndo sdo expressos em taquizoitas. Trés proteinas de
bradizoitas que se comportam como antigenos de superficie P36, P34, P21 e a proteina P18
que provavelmente se localiza mais profundamente na pelicula do bradizoita, foram
identificadas através do método de imunofluorescéncia e “Western-blotting” por Tomavo ef al.
(1991). Estes antigenos ndo sdo expressos em taquizoitas e ndo sdo sensiveis a pepsina, mas
apresentam alguma sensibilidade & tripsina (Tomavo et al., 1991). Weiss et al. (1992),
produziram anticorpos monoclonais que reconhecem antigenos especificos de bradizoitas,
como o antigeno de 28 kDa; este, por técnica de imunofluorescéncia, parece estar presente no
material granular dentro do citoplasma e entre os parasitas no cisto intacto. Estes anticorpos
monoclonais reconhecem também o antigeno de 116 kDa que, por reagdo fraca de
imunofluorescéncia, esta presente na periferia do parasita e parede do cisto; provavelmente,
apresenta um epitopo carboidrato pois ele é reconhecido por anticorpo da classe IgG3, que
freqilentemente esta associado a epitopos carboidratos. Bohne et al. (1993a) produziram
também anticorpos monoclonais contra antigenos especificos de bradizoitas, o anticorpo 7E3

especifico para o antigeno de 30 kDa, que ndo reage contra o antigeno de 30 kDa de

taquizoita.
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1.5.3) ANTIGENOS ESPECIFICOS DO ESTAGIO OOCISTO/
ESPOROZOITO

Através do estudo soroepidemiologico de pacientes de um surto de toxoplasmose
comprovadamente transmitido por adgua contaminada por oocistos, Kasper & Ware (1985)
mostraram através da técnica de “Western-blotting” que existem antigenos especificos do
estagio oocisto/esporozoita e estes sdo de aproximadamente 67 kDa e 190 kDa. Mostraram
também, pelo teste ELISA, que estes antisoros reagiam com antigenos de taquizoitas tanto
quanto com os de oocisto/esporozoito. Esporozoitas de 7. gondii apresentam duas proteinas
de peso molecular aproximado de 25 kDa e 67 kDa que ndo estdo presentes no estagio de
taquizoitas; e esporozoitas de 7. gondii parecem ser deficientes na principal proteina de

taquizoita P30 (Kasper et al., 1984).

1.6) ANTIGENOS COMPARTILHADOS ENTRE OS ESTAGIOS DE

TAQUIZOITAS, BRADIZOITAS E OOCISTO/ESPOROZOITA

Alguns antigenos sdo também compartilhados entre os trés estagios do parasita
(Kasper, 1989). Angel et al. (1991) observaram pelo método de imunofluorescéncia que
taquizoitas, esporozoitas e bradizoitas compartitham determinantes antigénicos comuns que se
encontram distribuidos pela membrana parasitaria. Os antigenos P43 e P23 de taquizoitas sdo
também expressos em bradizoitas (Tomavo et al, 1991). Através de técnicas de
imunoprecipitagdo, foi determinado que quatro antigenos de taquizoitas, de 63, 43, 39 e 28,5
kDa, sdo também compartilhados por bradizoitas, sendo o antigeno de 63 kDa de membrana e
os demais excretados e secretados (Darcy et al., 1990). Makioka ef al. (1991), utilizando

cepas de baixa viruléncia, ME-49 e Fukaia, demonstraram pela técnica de “Western-blotting”



que ambos os estagios taquizoitas e bradizoitas de ambas as cepas compartilham antigenos

comuns.

1.7) ANTIGENICIDADE DE DIFERENTES CEPAS DE T. GonDII

Quanto a antigenicidade, diferentes cepas de 7. gondii tém sido isoladas e estas sio
geralmente classificadas como virulentas ou avirulentas com base na sua patogenicidade para o
modelo experimental camundongo (Bohne ef al., 1993c). Existem 3 linhagens clonais de 7
gondii, e a viruléncia aguda para camundongos em cepas do tipo I, é regulada por uma regido
ligada ao locus SAG-1 no cromossomo VIII do parasita (Howe ef al., 1996). Gross et al.
(1991) descreveram um antigeno de 23 kDa, distribuido difusamente na superficie do parasita,
que parece ser cepa especifico e associado com viruléncia.

Um estudo detalhado de antigenos cepa especificos do parasita foi realizado in vitro
por Ware & Kasper (1987). Eles produziram antisoros de coelho contra taquizoitas de trés
cepas diferentes. A cepa virulenta RH (Sabin, 1941) que é a mais comumente estudada, foi
originalmente obtida de tecido humano infectado (isolada em 1939 de um menino de 6 anos de
idade que morreu devido a parasitose) e vem sendo mantida em laboratério desde 1941, por
passagem em cavidade peritoneal de camundongo ou por cultivo em fibroblasto humano; ela
ndo produz cistos teciduais contendo bradizoitas nem oocisto/esporozoito. A cepa PTg ou
PLK, um clone da cepa ME-49 que foi originalmente isolada de masculo de carneiro em 1965
(Suzuki et al., 1989a), tem relativamente baixa viruléncia e produz muitos cistos em infec¢do
cronica, ¢ mantida em laboratério por infectar cronicamente camundongos através de
inoculagio intraperitoneal de cistos. A cepa CEP foi obtida de um gato naturalmente infectado.
Através de técnicas de imunoprecipitagio e “Western-blotting” foram observados antigenos

que sdo cepa especificos e antigenos que sdo comumente compartilhados.
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1.8) INFECCAO DE CELULAS HOSPEDEIRAS

O parasita pode infectar todas as células nucleadas de mamiferos, eritrocitos aviarios,
eritrocitos imaturos mamiferos ¢ também culturas primarias de células de peixes e insetos.
Como ele pode infectar uma variedade de tipos histologicos de todos os mamiferos e aves, isto
exclui a probabilidade de uma proteina especifica como receptor ¢ supde um receptor que ¢
comum a membrana plasmatica da maioria das células (Kasper & Mineo, 1994).

T. gondii pode infectar uma variedade de hospedeiros, incluindo humanos, animais
domésticos e selvagens e aves. O processo de infecgio da célula hospedeira envolve dois
passos: aderéncia e penetragdo ou invasdo. Primeiramente ocorre o reconhecimento e adesdo a
c€lula alvo, o parasita no encontro com a célula alvo, avalia a membrana até encontrar um
ponto de adesdo, que € reconhecido pelo seu polo apical (Kasper & Mineo, 1994). A adesdo é
mediada via interagdo receptor da célula hospedeira e molécula ligante do parasita. As
moléculas envolvidas sdo: laminina do parasita e receptor de laminina da célula alvo, proteina
principal de superficie de taquizoita SAG-1 (P30) e receptor glicosilado na célula alvo e
moléculas como lectina (Sharma ef al., 1983; Werk, 1989), estas na superficie do 7. gondii
(Joiner & Dubremetz, 1993; Kasper & Mineo, 1994).

Grimwood & Smith (1992), observaram que um anticorpo monoclonal CI1E3
reconhecendo a proteina de superficie P30 reduz em 37% a invasdo de células de rim de
bovino adulto. Em estudos utilizando anticorpo monoclonal (6A8) anti-SAG-1 (P30),
observou-se que estes foram aptos a bloquear 65% da aderéncia do parasita as células
hospedeiras, mostrando o importante papel de P30 na infec¢do (Mineo & Kasper, 1994). O
receptor para esta proteina ¢ glicosilado, como demonstrado em experimentos de inibi¢do da
infeccio pela neoglicoproteina BSA-glucosamida, que competitivamente bloqueia a infecgio

de fibroblastos humanos por taquizoitas com P30 de superficie, mais que aqueles deficientes
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em P30 (Mineo ef al., 1993). Parasitas mutantes deficientes em P30, cepa PTgB (Mineo et al.,
1993) e parasitas com mutag¢do na proteina P30, PTgA e PTgC apresentam uma aderéncia
reduzida a célula hospedeira, mas ndo total, mostrando que existem outros componentes
envolvidos; entdo, 1. gondii apresenta um sistema redundante para aderéncia a célula
hospedeira (Mineo & Kasper, 1994).

O estagio taquizoita adere a integrinas 1 em fibroblastos (Joiner, 1991). Furtado ef
al. (1992a e b) observaram que taquizoitas de 7. gondii coletados de cultivo celular ou de
camundongos sdo cobertos com a proteina de matriz extracelular, laminina e que esta participa
na aderéncia a integrina o681 de fibroblastos humanos, células do ovario de Hamster chinés
(CHO) e também a macrofagos. A distribui¢do disseminada de B1 integrinas e laminina facilita
a invasdo de taquizoitas em uma ampla variedade de células alvo (Joiner, 1991; Kasper &
Mineo, 1994).

Parece que receptores de moléculas ligantes do parasita na célula hospedeira podem
ser expressos em tempos especificos durante o ciclo celular (Mineo & Kasper, 1994); é o que
se observa pela falta de homogeneidade na ligacdo a célula hospedeira; algumas células ligam
varios parasitas enquanto outras, nenhum. A habilidade de parasitas para infectar células
mamiferas parece aumentar quando a célula hospedeira progride da fase G, a fase S e diminui
quando a célula entra na fase G, - M (Dvorak & Crane, 1981; Grimwood et al., 1996).

A invasio ocorre como uma cascata de eventos individuais: aderéncia a célula
hospedeira, protusdo do condide, formagdo de movimentos “junction” e “gliding” do parasita
(movimentos de rotagdo), exocitose de micronemas e exocitose de roptrias, liberando o fator
“Penetration Enhancing Factor” ou ROP1 (Pfefferkorn, 1990; Joiner & Dubremetz, 1993;
Kasper & Mineo, 1994).

A motilidade do parasita através de movimentos de “twisting” e "gliding” esta

provavelmente relacionada ao fendmeno de “capping”, onde proteinas peliculares aderidas ao

. -
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substrato sdo transportadas para o posterior do parasita, resultando em movimento para frente.
A diregdo é determinada por microtibulos subpeliculares atuando através de uma série linear

de proteinas intramembranosas (Pfefferkorn, 1990).

1.9) FORMACAO DO VACUOLO PARASITOFORO

O parasita penetra na célula hospedeira ao mesmo tempo que gera a membrana do
vacuolo parasitoforo com a participagio da membrana plasmatica da célula hospedeira (Kimata
& Tanabe, 1987, Pfefferkorn, 1990). A membrana especializada do vacuolo parasitoforo nio
apresenta marcadores da membrana plasmética da célula hospedeira, tornando-o incompetente
para se fundir a outros compartimentos celulares como lisossomos e ainda, por analises de
criofratura, foi verificado que a membrana do vaclolo representa essencialmente uma
bicamada fosfolipidica (Joiner & Dubremetz, 1993). A invasio do 7. gondii é ativamente
dirigida pelo parasita, o que é observado com o uso de citocalasina D (desestabiliza
microfilamentos), que bloqueia a entrada do parasita em células resistentes a droga (Sibley,
1995). Observagdes ultra-estruturais por técnica imunoeletronica demonstram que a proteina
de superficie de taquizoita P30 esta presente na rede de membrana e na membrana do vacuolo
parasitoforo logo apds a invasdo do parasita, sugerindo que produtos de Toxoplasma migram
da superficie do parasita para a membrana do vactiolo, tornando-a uma membrana hibrida
(Kimata & Tanabe, 1987). Localizagdo por imunoperoxidase de antigeno do taquizoita SAG-1
(P30), ao nivel de microscopia eletronica, confirma que proteinas de superficie do parasita sdo
liberadas durante o processo de invasdo. Esta proteina estd presente nos taquizoitas filhos e ¢
encontrada por toda célula infectada em vactiolos distintos, sendo estes extensdes diretas do
vactiolo parasitforo ou representam um verdadeiro vaciolo de exportagio de SAG-1 da

célula hospedeira para o meio externo (Grimwood & Smith, 1995). Por observagdes feitas por
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até 48 horas ap6s a invasio do parasita, esta proteina ainda continua a ser expressa. A proteina
SAG- 2 (P22) apresenta uma distribui¢io semelhante a SAG-1 e ambas sdo pouco abundantes
na rede tubular do vactolo parasitoforo (Grimwood & Smith, 1995).

A proteina ROP1 ou proteina de roptria 1 ou “Penetration Enhancing Factor”, que é
secretada pelo parasita ao tempo de invasdo da célula hospedeira, mostra uma assimetria
incomum de carga e aminoacidos. E possivel que ROP1 tenha a fungdo de se ligar a
componentes da célula hospedeira e facilitar a penetragdo do 7. gondii (Ossorio et al., 1992).
Uma outra molécula recentemente descrita que auxilia no processo de invasio, é uma
fosfolipase do 7. gondii, que possivelmente altera a fluidez da membrana da célula alvo (Joiner
& Dubremetz, 1993; Kasper & Mineo, 1994).

Proteinas GRA 1 (27 kDa), GRA 2 (28,5 kDa) e GRA 5 (21 kDa), sdo antigenos
localizados nos granulos densos de taquizoitas (Charif ez al., 1990) e bradizoitas, sendo que
GRA 2 e GRA 5 estdo também localizados em grianulos eletron-lucentes, podendo estes serem
precursores de granulos densos (Torpier ef al.,, 1993). GRA 1, GRA 2 e GRA 5 sio liberadas
ativamente no vacuolo parasitoforo quando da invasdo do parasita e GRA 2 ¢ GRA 5 estdo
intimamente associadas com a parede cistica, sugerindo que 7. gondii encistado pode secretar
as proteinas ativamente, apesar de seu estado quiescente (Torpier ef al, 1993). Ainda
conforme estes autores, GRA 5 apresenta uma forte associagéio com a parede cistica, podendo
estar envolvida com a resposta inflamatéria e imune. E provavel que algumas destas proteinas
dentro do vacuolo parasitoéforo sejam importantes para nutricio como também para o
transporte de moléculas criticas para a sobrevivéncia do parasita (Mineo et al., 1994). Uma
outra proteina que possivelmente esta presente nos granulos densos ¢ uma proteina de 97 kDa
e esta parece ser importante para o crescimento do parasita, uma vez que anticorpos

monoclonais contra esta proteina inibem seu crescimento em mais que 90% (Mineo ef al.,

1994).
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Quando entra na célula hospedeira, 7. gondii bloqueia a acidificagdo do fagossomo.
Em contraste, caso os parasitas sejam opsonizados por anticorpo eles induzem rapida
acidificagdo do fagossomo, quando penetram em fagdcitos normais. Os parasitas extracelulares
sdo altamente sensiveis ao pH e a habilidade em bloquear a acidificagio do fagossomo pode ser
importante para sobrevivéncia do patogeno (Kasper & Boothroyd, 1993).

Seguro dentro do vactiolo parasitéforo, o taquizoita comega a se multiplicar por
endodiogenia, sendo que o tempo de divisdo ¢ geralmente de 6 a 8 horas, segundo Kasper &
Boothroyd (1993). Como a multiplicagdo dos taquizoitas progride, o vactolo parasitoforo
expande e preenche mais e mais o citoplasma da célula hospedeira, podendo rompé-la em dois
dias e liberar 64 a 256 taquizoitas (Kasper & Boothroyd, 1993).

Em imunocompetentes os cistos teciduais sdo formados sete a dez dias apds a
infecgio sistémica com taquizoitas (Kasper & Boothroyd, 1993). A multiplicagio de
taquizoitas € progressivamente inibida pela resposta imune em desenvolvimento e resulta no

“switch” para o desenvolvimento de bradizoitas (Tomavo ef al., 1991).

1.10) INTERCONVERSAO DE TAQUIZOITA EM BRADIZOITA

A transformag¢do de taquizoitas em bradizoitas ndo ¢ bem entendida. Durante um
curto periodo de tempo no processo de conversdo, 0s parasitas expressam antigenos
especificos de taquizoitas e bradizoitas simultaneamente (Bohne ef al., 1993a e b). Taquizoitas
da cepa Prugniaud infectando cultivo de células Vero, transformam-se em bradizoitas in vitro
(Soéte et al., 1993). As 48 horas apods a infecgiio estes parasitas sio duplamente marcados,
embora marcagio para taquizoita (SAG-1) seja maior e as 72 horas os parasitas perdem
completamente os determinantes especificos de taquizoita. Foi também observado que durante

a conversio os varios vacuolos sdo heterogéneos, alguns completamente positivos para



marcadores de taquizoitas, outros para bradizoitas, sugerindo que o processo de
interconversao in vitro ndo é sincronico.

IFN-y parece ser o principal mediador de resisténcia contra infecgdo por 7. gondii
(Suzuki et al., 1988), provavelmente promovendo o encistamento do parasita. Macrofagos
peritoneais de camundongo quando infectados com taquizoitas da cepa NTE e tratados com
IFN-y, mostram um aumento de 32% na expressdo de antigenos especificos de bradizoitas 6
dias apos a infecgdo, efeito este ndo observado em linhagens de macrofagos P388D1 e
fibroblastos L.929 (Bohne ef al., 1993a). Ao contrario, a citocina IFN-y ndo foi necessaria para
formagdo de cistos em astrocitos cultivados in vitro, quando infectados com 7 gondii, mas
controlou a divisdo de taquizoitas e permitiu aos cistos permanecerem por longo tempo sem
rompimento (Jones et al., 1986). Em experimento seguinte, Bohne et al. (1993b) demostraram
que quando se infecta macrofagos derivados da medula 6ssea com taquizoitas de 7. gondii
(NTE) e os trata com IFN-y, os parasitas ndo apresentam expressio de antigenos de
bradizoitas e a replicagdo destes é completamente inibida. Porém, quando se diminui o efeito
do IFN-y, através da diminuigio da produgio do oxido nitrico pelo uso de N°MMA, os
parasitas voltam a se replicar e apresentam antigenos de bradizoitas, embora alguns vaciiolos
apresentem populagdo heterogénea de parasitas, sugerindo novamente que a conversao ndo €
um processo sincronico. O oOxido nitrico pode ter uma atuagdo importante na conversio de
estagio. A produgio deste a niveis intermediarios, reduz a muitiplicagdo de taquizoitas por
inibigdo da cadeia respiratéria € promove maior expressdo de antigenos de bradizoitas em
macrofagos derivados da medula 6ssea, infectados in vitro (Bohne et al, 1994). Outros
inibidores da cadeia respiratoria, como a oligomicina, sdo igualmente efetivos em macrofagos
murinos e fibroblastos humanos em promover interconversdo (Gross & Bohne, 1994). A

inibiio da cadeia respiratoria parece ser o principal mecanismo efetor da conversdo para o

estagio de bradizoita (Gross et al., 19962).
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Segundo Soéte et al. (1994), a conversdo de taquizoitas da cepa RH em bradizoitas in
vitro, ocorre devido a condigdes adversas do microambiente da célula hospedeira e parasita, o
que € observado com a formagdo de cistos quando se aumenta o pH do meio para 8,0 ou a
temperatura de 37° para 43°C, mostrando que o “Switch” taquizoita-bradizoita ndo depende de
um imunomodulador (também Jones ef al., 1986). Observaram ainda que IFN-y foi pouco

eficiente em acionar a interconversdo neste modelo experimental.

1.11) CISTOS TECIDUAIS

O tamanho dos cistos teciduais pode variar de 12 - 14 pm (Jackson & Hutchison,
1989), até 100 pm no cérebro de vertebrados de sangue quente (Garnham ef al., 1962). Esta
variagdo esta relacionada com o nimero de parasitas que varia de 2 - 6 a 3000 cistozoitas.
Segundo Dubey et al. (1992), cistos teciduais de 7. gondii, geralmente sio menores ou iguais
a 60 pm de didmetro no cérebro de animais e homem e 100 um em musculos.

O tamanho médio dos maiores cistos, 30 a 60 micrometros de didmetro, vistos em
cobaias infectadas durante 5 anos, ndo foi maior que aqueles vistos em camundongos
infectados por 4 meses. Existe um crescimento limitado no tamanho dos cistos de Toxoplasma,
ao menos no sistema nervoso central e este tamanho maximo € alcangado dos 3 a 4 meses de
inoculag¢do do parasita (Lainson, 1958). O tamanho dos cistos pode variar com a idade dos
mesmos. Os cistos formados in vitro apresentam caracteristicas estruturais consistentes com as
de sua diferenciagio durante infecgdo natural (McHugh ef al., 1993). A microscopia eletrdnica
apresentam uma Gnica membrana trilaminar que segundo Zhang & Smith (1995) é rica em
carboidrato e contém material eletron-denso na sua matriz (Jones ef al., 1986).

Os fatores que influenciam a formagio de cistos in vivo, resposta imune ou outros

fatores da célula hospedeira, ainda ndo sdo claros. A formagdo de cistos ¢ iniciada enquanto
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ainda esta ocorrendo proliferagio ativa de taquizoitas, antes do aparecimento da resposta
imune efetiva, sugerindo que a célula hospedeira mais que a resposta imune possa estar
influenciando a formagdo destes (Ferguson & Hutchison, 1987a). Estes cistos podem estar
distribuidos por todo o corpo, mas sio freqiientes especialmente no sistema nervoso central,
onde parecem persistir em forma latente por toda a vida do hospedeiro, provocando pouca ou
nenhuma resposta inflamatoria (Ferguson & Hutchison, 1987b). Enquanto a forma
proliferativa infecta de forma indiscriminada varios tipos celulares, a formagdo de cistos no
cérebro ocorre predominantemente dentro dos neurdnios. Embora a resposta imune possa nio
ser necessaria para iniciagdo da formag@o de cistos, ela é vital para controle de endozoitas em

proliferagdo (Ferguson & Hutchison, 1987a).

1.12) RELACAO ANTIGENOS CiSTICOS E SISTEMA IMUNE

Existem antigenos Gnicos de cistos, que segundo alguns autores estimulam a resposta
imune em infecgdo cronica. Parmley ef al. (1994), identificaram in vivo por microscopia
eletrdnica, um antigeno de 65 kDa na matriz e parede de cistos da cepa ME-49, sendo que este
antigeno seria produzido e rapidamente secretado por bradizoitas. Uma outra molécula de 29
kDa foi identificada in vitro através de imunofluorescéncia na matriz de cistos da cepa RRA
(Beverley) (Zhang & Smith, 1995).

A imunidade adquirida ¢ mantida através da estimulagdo repetida do sistema imune
por antigenos liberados pelos bradizoitas encistados (Cesbron-Delauw et al., 1989). Estes
antigenos induziriam uma resposta imune contra taquizoitas em novas infecgdes, sendo esta
resposta contra epitopos de antigenos secretados/excretados de reatividade cruzada, entre
ambos os estagios do parasita. Estes autores conseguiram identificar um antigeno de 23 kDa

(GRA 1), que estad presente nos granulos densos de taquizoitas e bradizoitas. Proteinas



armazenadas nos granulos densos, que sdo secretadas por ambos parasitas intra €
extracelulares, podem fornecer uma das principais fontes de antigenos circulantes; um destes
antigenos, GRA 2, tem sido mostrado proteger camundongos contra desafio letal (Cesbron-
Delauw & Capron, 1993). Todavia, experimentos com microscopia eletrdnica detectaram
pouca quantidade de antigenos associados a bradizoitas, sendo estes abundantemente
distribuidos na matriz cistica, mas com pequena expressio na célula hospedeira exterior &
membrana do vacuolo parasitoforo e pequena expressdo também fora da célula infectada (Sims
et al, 1990). Woodison et al. (1993), examinando individuos infectados com o parasita,
observaram que a resposta humoral a antigenos de cistos é quantitativamente menor do que a
taquizoitas, sendo sugerido por eles que antigenos de cistos podem ser menos imunogénicos,
podem ser expressos em menor quantidade, ou o processamento e apresentagio destes ser
ineficiente, pois ocorrem predominantemente no cérebro ou misculos, ou podem ainda induzir
tolerancia.

Ferguson et al. (1994), ndo observaram reagdo de células inflamatorias a cistos
teciduais, em experimentos de toxoplasmose cerebral cronica, possivelmente porque estes
estdo mascarados dentro de células hospedeiras intactas. Provavelmente ndo exista nenhuma
resposta imune a estes cistos € a resposta imune continua observada em individuos
cronicamente infectados seria devido a parasitas extracisticos, resultantes da ruptura de cistos
ou “turnover” cistico, tal como € visto com a cepa ME 49,

Por causa da natureza imuneprivilegiada do cérebro, parece provavel que 7. gondii
evade das conseqiiéncias da resposta imune antiparasitaria do hospedeiro e entdo permite a
persisténcia de uma grande carga parasitaria cistica no cérebro (Hunter & Remington, 1994).
Segundo Hunter & Remington (1994), esta natureza imuneprivilegiada do sistema nervoso
central é evidenciada pela presencga da barreira hematoencefalica, pela falta de sistema linfatico

(o que é contestado por Hart & Fabry [1995], pela identificagdo de um sistema como linfatico
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em ratos, coelhos e gatos) e também pelos baixos niveis ou ndo expressio de moléculas MHC
classe I em neurdnios (Rall ez al., 1995). Em contraste, os achados de Schluter ef al. (1995),
suportam a idéia que o sistema nervoso central é um compartimento imunologicamente
controlado, integrado no circuito normal de vigilancia imune. No cérebro, a vasta maioria dos
cistos sdo encontrados dentro dos neurdnios; isto leva a hipotese que a falta de resposta do
hospedeiro é devido ao mascaramento dos cistos (antigenos) dentro das células (Ferguson &
Hutchison, 1987a). A ruptura de cistos ocorre intermitentemente em camundongos
imunocompetentes; entretanto, € um evento extremamente raro, que ndo parece ser afetado
pela idade do hospedeiro ou periodo pos-infecgdo e esta ruptura ocasional pode estimular o
sistema imune do hospedeiro levando a persisténcia de titulos de anticorpo e manutengio da
imunidade em pessoas cronicamente infectadas (Ferguson ef al., 1989). Em experimentos com
macacos, Frenkel & Escajadillo (1987) observaram que o desenvolvimento de encefalite

toxoplasmica em animais infectados, ocorre apenas em imunocomprometidos.

1.13) EPIDEMIOLOGIA

Com o desenvolvimento de testes diagnosticos confiaveis, nas Gltimas duas décadas
observa-se que a toxoplasmose esta disseminada entre muitas populagdes humanas e animais.
Toxoplasma é transmitido por ingestdo de oocistos, consumo de carne crua ou mal cozida,
transmissdo transplacentaria, raramente por transplante de Orgdo, transfusdo ou acidente
laboratorial (Sharma, 1990).

Em humanos, analises soroldgicas em varios grupos populacionais indicam que a
prevaléncia da infecgdo varia de menos de 5% a 70%, e mesmo de 80% em alguns grupos
etarios. A infecgdo € mais freqiiente no Caribe e paises contiguos, menos prevalecente em

areas frias tais como Artico e talvez ausente na Antartica (Feldman, 1982). Poucos casos sdo
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reconhecidos clinicamente e é estabelecido que a infec¢do com 7oxoplasma geralmente é
assintomatica (Feldman, 1982). Aproximadamente metade da populagdo dos Estados Unidos
exibe anticorpos para Toxoplasma, indicando infec¢fo subclinica (Krick & Remington apud
Pavesio et al., 1992).

Em anos recentes, o parasita tem emergido como um importante patdgeno
oportunista em humanos e animais. Em humanos ele é freqiientemente o agente causal de
infec¢io entre dois grupos de individuos de alto risco: mulheres gestantes, onde Toxoplasma é
associado com mal formag¢des congénitas, quando a infec¢do primaria é adquirida no primeiro
trimestre de gestacdo e em pessoas imunossuprimidas que desenvolvem meningoencefalite,
geralmente fatal (Kasper & Boothroyd, 1993).

Infeccdo congénita pode ocorrer quando uma mulher gestante torna-se infectada,
ocorre parasitemia e o parasita atravessa a placenta e invade os tecidos do feto em
desenvolvimento. Ao redor de 40% de criancas de mies infectadas tornar-se-do infectadas,
sendo que somente uma pequena propor¢do exibird sintomas clinicos diretamente apds o
nascimento (Rothova, 1993). Entretanto, de acordo com um estudo realizado por Wilson ef al.
(1980), mais que 80% das criangas infectadas congénitamente desenvolvem sintomas clinicos
neurologicos, tais como hidrocefalia, microcefalia, déficit intelectual, auditivo e visual como
corioretinite e outros. Toxoplasmose ocular ¢ a doenga infecciosa mais comum envolvendo a
retina (Handerly er al, 1987, Tabbara, 1990); pode promover a liberagio de antigeno
uveitogénico e exacerbar a rea¢do inflamatoria na retina por autoimunidade (Nussenblatt ef al.,
1989). Ela compreende cerca de 50% de todas as uveites no Brasil, sendo esta observada
freqiientemente na regido sul do pais, onde a ingestdo de carne de suino crua contaminada €é
constante (Silveira et al., 1988). De acordo com Perkins apud Rothova (1993), toxoplasmose
ocular representa uma manifestagdo de doenga congénita. No entanto, observagdes de Glasner

et al. (1992), sobre um surto de toxoplasmose ocular em Erechim, no sul do Brasil, sugerem
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que a infecgdo pode ser adquirida na vida pos-natal devido a baixa prevaléncia encontrada em
criangas jovens.

A diminuigdo da imunidade pode levar a reativagdo de infecgdo crdnica, como
acontece em malignidades, transplante e Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
(Jones et al., 1986). A toxoplasmose € a causa mais comum de lesdes cerebrais focais em
pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida e se desenvolve em
aproximadamente um ter¢o daqueles que sdo soropositivos para 7. gondii (Falangola & Petito,
1993). A encefalite por 7oxoplasma tem sido relatada nos EUA em 1 a 5% dos pacientes com

AIDS. No Brasil, este percentual varia de 9 a 13% (Lima, 1995).

1.14) RESPOSTA IMUNE AO T. GONDII

Em imunocomprometidos, 7. gondii produz uma infec¢do aguda que pode levar a
morbidade severa e elevada mortalidade. Em pacientes com AIDS, toxoplasmose aguda
origina-se primariamente de reativagdo de infecgdo cronica com ruptura de cistos e
subsequente liberagdo e multiplicagdo de taquizoitas. A reativagdo freqiientemente se apresenta
clinicamente como encefalite ou lesGes em massa do sistema nervoso central (Gazzinelli ef al.,
1992).

O desenvolvimento de encefalite toxoplasmica em somente 30 a 40% de pacientes
com AIDS e infecgdo latente, sugere uma base genética, o que tem sido observado em
modelos experimentais murinos da doenga (Hunter & Remington, 1994).

Em estudos desenvolvidos por Jones & Erb (1985), utilizando linhagens diferentes de
camundongos, foi determinado que a resisténcia a infec¢do estava ligada a gens do complexo
principal de histocompatibilidade H-2. Os camundongos com o haplotipo d ou s apresentavam

menor nimero de cistos cerebrais. Camundongos infectados por via oral, que apresentam o
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haplotipo H-2a apresentam menor numero de cistos que aqueles com o haplotipo H2b6, o
locus Bcg no cromossomo 1 do camundongo também influencia o nimero de cistos embora de
forma secundaria (McLeod et al., 1989). Conforme Abbas ef al. (1994), os genes de classe I
no camundongo estdo nas regides K, D e L. Gens localizados na regido H-2 L, codificadores
de moléculas de classe I, regulam o numero de cistos cerebrais em camundongos infectados
por via oral com 7. gondii, sendo que os que apresentam o haplotipo L* sdo resistentes e L
susceptiveis (Brown & McLeod, 1990), os que apresentam o gen L’ tém menor carga cistica e
menor encefalite que aqueles sem o gen L! (Brown et al, 1995). Camundongos com os alelos b
ou k& da regido H-2D, quando cronicamente infectados desenvolvem encefalite severa, com
produgdo de maior nimero de cistos, enquanto aqueles com o alelo d, nfo, e o controle
genético parece ser 0 mesmo tanto para infec¢dio parenteral quanto para oral (Suzuki et al.,
1991). A susceptibilidade ao 7. gondii regulada geneticamente, pode estar correlacionada com
a quantidade de mRNA de IFN-y, TNF-a e IL-6, produzida intracerebralmente. Comparando-
se camundongos BALB e B10 congénicos na regiio do MHC, observa-se que animais que
expressam maior quantidade destas citocinas, sdo melhor protegidos (Deckert-Schiuter ef al.,
1995). Como sdo as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe I que
apresentam antigenos para os linfocitos T CD8", diferengas no desenvolvimento de encefalite
toxoplasmica reguladas pela regido H-2D, podem resultar de modos diferentes de ativagdo dos
linfocitos T CD8* (Brown & Mcleod, 1990; Suzuki ef al., 1991).

Como para a maioria das infecgdes por protozoario, a toxoplasmose é acompanhada

por desenvolvimento de ambas, resposta imune mediada por células e humoral (Sharma, 1990).

1.14.1) RESPOSTA IMUNE HUMORAL
Em humanos infectados, anticorpos IgM podem ser detectados por diferentes

métodos, como imunofluorescéncia indireta e ELISA, téo cedo quanto 7 dias apos a infecgdo,
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alcangar um titulo maximo em poucas semanas e gradualmente declinar em alguns meses.
Anticorpos IgG aparecem geralmente em 1 a 2 semanas apds a infecgdo alcangando titulos
maximos em 6 semanas. Os titulos de IgG declinam gradualmente em alguns meses a anos e
titulos baixos persistem comumente por toda a vida (Sharma, 1990). Apesar de anticorpos
prevenirem reinfec¢do e disseminagdo do parasita durante infec¢do cronica, eles ndo sio

importantes em estabelecer imunidade (Goyal ef al., 1989).

1.14.2) RESPOSTA IMUNE MEDIADA POR CELULAS

A resposta imune mediada por células ao 7. gondii representa o principal componente
da imunidade do hospedeiro a este organismo. A indugdo de uma resposta proliferativa a
antigenos de Toxoplasma é bem estabelecida. Linfocitos pré-sensibilizados de coelhos
infectados com o parasita, sofrem transformagfo blastica na presenga de antigeno parasitario.
Em humanos, a resposta linfoproliferativa de individuos soropositivos € rotineiramente
observada em muitos laboratérios (Kasper & Boothroyd, 1993).

Individuos saudaveis se protegem contra microbios por meio de mecanismos da
imunidade inata e especifica. Atualmente tem se estabelecido uma importante inter-relagéo
entre imunidade inata e especifica, sendo que o desenvolvimento de diferentes subpopulagdes
de linfocitos da imunidade especifica € controlado pela imunidade inata no inicio da infecg@o.
As principais células envolvidas na imunidade inata sdo células fagociticas como macrofagos e

neutrofilos e células “Natural Killer” (Kaufmann, 1995).

A) Imunidade inata

As células “Natural Killer” (NK) tém sido identificadas como um possivel mecanismo
de atividade citotoxica contra Toxoplasma. Esta atividade € associada com uma elevagdo

concomitante de titulos de IFN-y no soro (Kasper & Boothroyd, 1993). Células NK
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representam uma populagdo distinta de linfocitos, sdo os chamados linfocitos grandes
granulares, se originam da medula 6ssea e sdo ativados por IL-2, IL-12 e IFN-y (Tizard,
1995). Administragdo de diferentes antigenos de 7. gondii a camundongos imunocompetentes
resultam em uma atividade de célula NK aumentada (Hauser et al., 1983). Estas células podem
matar diretamente o parasita in vitro (Hauser & Tsai, 1986). Uma pronta resposta de células
NK, antes que outros efetores do sistema imune sejam ativados, pode resultar no aparecimento
precoce de altos niveis de IFN-y, que ativam mecanismos de defesa ndo especificos tais como
macrofagos, células que s3o a primeira linha de defesa contra 7. gondii (Hunter ef al., 1994).
Hunter et al. (1994), estudando camundongos com a sindrome da deficiéncia imune combinada
severa (segundo Tizard [1995] camundongos SCID ndo possuem células B ou T funcionais),
infectados com 7. gondii, observaram niveis elevados de IFN-y no soro e atividade de células
NK aumentada, mas ndo atividade citotoxica para células alvo infectadas com o parasita in
vitro. Desde que ndo foi possivel detectar atividade citotoxica aumentada para células alvo
infectadas, parece provavel que a principal atividade protetora de células NK neste modelo, é
através da produgio de IFN-y (Denkers ef al., 1993a; Hunter ef al., 1994). As citocinas TNF-
o e IL-12 produzidas por macrofagos e IL-2 produzida por células Thl estimulam fortemente
a produgdo de IFN-y por células NK, sendo esta produgdo diminuida por IL-10 proveniente de
macrofagos (Trip er al, 1993; Hunter ef al, 1994; Oppenheim & Neta, 1994). IL-10
provavelmente atue diminuindo a produgdo de TNF-a e IL-12, sendo esta inibigdo acentuada
na auséncia de IL-2. Durante infeccdo aguda por 7. gondii, o parasita é um potente

estimulador da liberagdo de IL-12 por macrofagos (Gazzinelli ef al., 1994a) (Figura 1).
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Figura 1 - Imunidade mediada por células NK ao 7. gondii

(Adaptado de Kaufmann, 1995).

B) Imunidade especifica

Ambas as células T helper CD4' e T citotoxicas CD8' sdo amplamente estudadas em
toxoplasmose. Vollmer ef al. (1987) observaram que camundongos infectados com 7. gondii e
que haviam sofrido deplegdo de linfocitos T CD4" produziam uma infecgdio severa que
culminava com a morte em ambas, infec¢do aguda e cronica. A mortalidade em camundongos
cronicamente infectados, foi associada a reativagdo da infec¢do, apesar dos altos titulos de
anticorpo, e dano severo do sistema nervoso central.

Estudos em camundongos e subseqiientemente em humanos identificaram duas
subpopulagdes de linfocitos T “helper” CD4', Thl e Th2, que mostram perfil diferente de
secregdo de citocinas (Mosmann ef al., 1986). Células Thl que sdao geradas principalmente sob
estimulagdo com patogenos intracelulares, produzem grandes quantias de IL-2 e IFN-y,
enquanto Th2, estimuladas com alérgenos ou antigenos helminticos, produzem IL-4 e IL-5

(Street et al., 1990). Células ThO mostram um perfil irrestrito de produgdo de citocinas e
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podem ser precursoras de Thl e Th2. A subpopulagdo Thl diferencia-se a partir de ThO, sob
estimulos de citocinas e IL-12 produzida prematuramente por macrofago em uma infecgio é
um potente indutor de Thl (McKnight er al., 1994). Os efeitos de IL-12 sdo pleiotropicos,
além de estimular células NK| ela estimula também a proliferagdo e producgio de citocinas por
células T CD4", T CD8" e T y5 (Scharton-Kersten ef al., 1995). Durante infecgio aguda por
Toxoplasma, 1L-12 produzida por macrofagos infectados estimula células NK e induz a
diferencia¢o de células T CD4" na subpopulagdo Thl produtora de IL-2 e IFN-y, sendo estes
efeitos importantes na sobrevivéncia do hospedeiro; entretanto, em animais cronicamente
infectados, a produgdo de IFN-y por células T CD4" e T CD8' ¢ independente de IL-12
(Gazzinelli ef al., 1994a; Scharton-Kersten ef al., 1995).

Prigione ef al. (1995) observaram que clones de células T humanas, derivadas do
sangue periférico de dois individuos cronicamente infectados com 7. gondii, apresentavam
fenotipo CD4" e produziam simultaneamente IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-5 quando estimulados
com mitégeno ou antigeno e foram classificados como T helper do tipo 0. A maioria destes
clones quando estimulados in vitro com IL-4 ou IFN-y, produziam IL-10, sugerindo que esta
resposta ThO pode limitar a magnitude da resposta imune ao parasita. Embora este perfil
estavel ThO possa também ser devido a uma falta de estimulo do microambiente in vivo, que a
faca se diferenciar em Th1 ou Th2.

IFN-y é um importante mediador de resisténcia ao parasita (Suzuki ef al., 1988). Em
experimentos realizados com camundongos BALB/c vacinados com uma cepa mutante de 7.
gondii sensivel a temperatura (TS-4), observou-se resisténcia ao desafio letal com a cepa RH
altamente virulenta e esta resisténcia foi dependente de IFN-y (Gazzinelli ef al., 1991). Quando
linfécitos destes animais foram estimulados in vifro com extrato antigénico total de

Toxoplasma, as células T CD4" produziram altos niveis de citocinas Thl (IFN-y e IL-2), mas
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ndo Th2, isto esta em desacordo com o trabalho de Prigione ef al. (1995), que observaram um
perfil ThO. Talvez esta diferenga seja devido a espécies diferentes estudadas, provavelmente
cepas diferentes do patdégeno ou estimulos antigénicos in vitro diferentes. Gazzinelli et al.
(1991) observaram também que células T CD8" destes animais produziam i# vitro menos IFN-
Y ¢ nenhuma IL-2 detectavel. Contrariando Vollmer ef al. (1987), quando estes animais
sofreram deplegdo de células T CD4", ndo apresentaram redugdo da imunidade. A deplegdo de
células T CD8" provocou uma diminuigfio na resisténcia, mas a deple¢io de T CD4* ¢ T CD8"
ou IFN-y provocou uma total perda da resisténcia; resultados semelhantes foram observados
por Johnson et al. (1995), utilizando camundongos irradiados. Estes resultados sugerem que
embora células T CD4" produzindo IFN-y e IL-2 sejam induzidas pela vacinagio, produgio de
IFN-y pelas células T CD8" sdo os principais efetores in vivo. Desta maneira, linfocitos T
CD4" provavelmente tenham um papel sinergistico através do aumento da sintese de IFN-y por
células T CD8". Em novos experimentos, Gazzinelli et al. (1992) obtiveram resultados
similares utilizando camundongos C57BL/6 cronicamente infectados com a cepa de baixa
viruléncia ME-49, linfécitos T CD4" ¢ T CD8" atuam aditivamente ou sinergisticamente para
prevenir reativagdo de infec¢do cronica, provavelmente através da producdo de IFN-y.
Camundongos imunizados com homogenato da cepa RH desenvolvem imunidade quando
desafiados com bradizoitas da cepa Beverly, sendo esta dependente de células T CD4" e T
CD8" (Nagasawa et al., 1991). Estes animais quando infectados com taquizoitas da cepa RH,
dependem de células T CD8" como efetoras finais e parece ser necesséria a interagdo entre

células T CD4* e T CD8’, para o desenvolvimento das Gltimas.
Células de bago de camundongos BALB/c imunizados com cepa mutante sensivel a
temperatura s3o citotoxicas para células infectadas por 7. gondii, sendo as células efetoras T

CD8’, porque a citotoxicidade ¢ significantemente diminuida quando se deleta estas células,
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mas ndo quando se deleta células T CD4™ (Subauste ef al., 1991). Khan et al. (1991)
obtiveram resultados semelhantes vacinando animais ndo singeneicos com o antigeno P30 e
saponina Quil A como adjuvante. Os animais foram protegidos quando desafiados com cistos
da cepa PLK, mas a imunidade protetora foi perdida quando estes sofreram deplegio de célula
T CD8', mas ndo de célula T CD4". Observaram também que as células T CD8" foram
diretamente parasiticidas contra 7. gondii extracelulares. Esplendcitos de camundongos
imunizados com antigeno P30 e Quil A apresentam atividade citotoxica para macrofagos de
animais singeneicos infectados com as cepas RH, PLK, mas ndo para cepa PTgB (mutante
deficiente em P30), e esta citotoxicicidade é perdida quando se depleta o animal de células T
CD8" (Kasper et al., 1992).

Linfocitos T CD8" contribuem para controlar infecgfio aguda e cronica por 7. gondii,
sendo a atividade destas células muito relacionada a produgdo de IFN-y (Denkers ef al.,
1993b; Shirahata ef al., 1994). Entretanto ndo esta claro se o linfocito T CD8" induz protegio
somente pela producdo de IFN-y, ou se a citocina sinergiza com a atividade citotoxica da
célula. A hipotese mais favoravel de atuagio da célula T CD8", é que ela provocaria a lise da
célula infectada, liberaria taquizoitas de seu microambiente sequestrado e os parasitas livres
seriam destruidos pelos macréfagos ativados por IFN-y (Denkers et al., 1993b). O esquema

representativo da resposta imune acima citada esta ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 - Resposta imune ao 7. gondii (Adaptado de Sharma, 1990)

Embora seja dificil extrapolar de modelo murino para o homem, estas evidéncias
sugerem que a reativagdo de toxoplasmose em pacientes infectados por HIV pode ndo ser
somente em fungio de uma diminuigdo de células T CD4' e ¢ interessante notar que a maioria
dos casos de toxoplasmose em pacientes HIV-positivos ocorre em estagios tardios da doenga,
quando uma deficiéncia na fun¢do de células T CD8' é também evidente (Gazzinelli ef al.,
1992). Camundongos C57BL/6 cronicamente infectados com a cepa Fukaia e desafiados com
o virus da leucemia murina (MuLV) LP-BM5 morrem de 9 a 14 semanas apoOs a infec¢do,
enquanto camundongos infectados somente com 7oxoplasma ou com o virus sdo resistentes. A
imunodeficiéncia de células T CD4" e T CD8" induzida pelo virus da AIDS murina (MAIDS) é
similar aquela que ocorre em infecgdo humana com o virus HIV, sendo este, um bom modelo

para se estudar encefalite toxoplasmica (Watanabe e al., 1993).
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1.14.3) MECANISMOS EFETORES MEDIADOS POR IFN-y e TNF-o

Se IFN-y ¢ uma importante citocina mediando prote¢io, por quais mecanismos IFN-y
induziria esta prote¢do? O mecanismo principal parece ser por ativagio de macréfago. Nathan
et al. apud Beaman ef al. (1992) citam o “burst” oxidativo como um importante mecanismo
exercido pelos macrofagos ativados contra o parasita, mas a observagdo que macrofagos de
pacientes com doenga granulomatosa cronica sdo capazes de inibir o crescimento do parasita
contesta esta hipotese. Um outro mecanismo vem de uma observagio de Pfefferkorn ef al.
(1986), que IFN-y inibe o crescimento de 7. gondii em fibroblastos humanos por induzir
degradagio do triptofano da célula hospedeira (Beaman et al., 1992). Provavelmente a geracdo
de reativos intermedidrios do nitrogénio derivados de L-arginina seja o mais importante
mecanismo de morte de 7. gondii por macréfago murino ativado (Adams et al., 1990).
Experimentos in vitro tém mostrado a importante agdo de IFN-y e TNF-o. na inducgdo de
sintase do Oxido nitrico por macréfagos para controle do parasita (Sibley ef al., 1991;
Langermans et al., 1992). O 6xido nitrico (NO) promove a inativa¢io de enzimas criticas para
replicagio do DNA, enzimas que participam do ciclo do acido citrico e da respiragio
mitocondrial, sendo este efeito resultante da nitrosilagdo de grupos prostéticos Fe-S dentro de

sitios ativos de enzimas alvo (Sher ef al., 1992).

O o6xido nitrico é também importante em toxoplasmose ocular. A inibi¢do de oxido

nitrico em camundongos infectados por 7. gondii resulta em um aumento de sintomas de

inflamag@o ocular (Hayashi et al., 1996a).

1.14.4) ENCEFALITE TOXOPLASMICA
O ntimero de cistos no cérebro parece ser um dos fatores importantes que determinan

o desenvolvimento de encefalite toxoplasmica (Suzuki et al., 1993). A encefalite toxoplasmica
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induzida ou ocorrendo naturalmente em camundongos susceptiveis C57BL/6 é associada com
a fungdio diminuida de macrofagos no sistema nervoso central (Gazzinelli et al., 1993). Além
de IFN-y, TNF-a produzida endogenamente é importante para controle da infecgdo por T.
gondii, através da indug¢do da produgdo de oxido nitrico. Camundongos C57BL/6 infectados
com a cepa ME-49, desenvolvem uma meningoencefalite progressiva, que ¢ inicialmente
caracterizada pela presenga ocasional de cistos e focos necroticos neuronais com infiltrado
linfocitico (caracterizado principalmente de linfocitos T CDS8’, segundo Gazzinelli et al.
[1994b]) e microglial (Gazzinelli et al., 1992). A progressdo da doenga culmina em grandes
areas necréticas, marcado infiltrado inflamatério, aparecimento de taquizoitas livres e elevada
mortalidade, geralmente apds 12 semanas de infecgdo. A neutralizagio de IFN-y ou TNF-o
destes animais quando cronicamente infectados (4 semanas), leva ao aparecimento de
encefalite toxoplasmica associada a necrose aumentada, infiltrado neutrofilico e taquizoitas
livres, uma expressdo reduzida de sintase do 6xido nitrico e mortalidade de todos os animais
aos 9 a 12 dias de tratamento (Gazzinelli ef al., 1993).

Células da linhagem mondcito/macrofago sio morfologica, fenotipica e
funcionalmente relacionadas as células microgliais. A micrdglia manifesta um nimero de
fungGes imunes que podem estar relacionadas a defesa do hospedeiro, incluindo expressdo de
moléculas MHC classe II, fagocitose de microorganismos, expressdo de moléculas de adesdo
ICAM-1 (molécula de adesdo intercelular), produgdo de citocinas e em roedores produgéo de
grandes quantidades de oxido nitrico sob estimulagdo (Gehrmann et al., 1995). A produgio de
Oxido nitrico pela microglia ndo ¢ observada em humanos (Chao er al., 1994). Células
microgliais produzem citocinas tais como IL-1, IL-6, TNF-a. ¢ TGF-1 (Gehrmann et al.,
1995). Desde que a entrada no cérebro de células imunes é normalmente limitada pela barreira
hematoencefalica, mecanismos especificos como a expressdo de moléculas de adesdo ICAM-1,

antigenos do complexo principal de histocompatibilidade classe II no endotélio cerebral,
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microglia, ependima e epitélio do plexo cordide sdo responsaveis pela entrada destas células
em encefalite toxoplasmica (Deckert-Schluter ef al., 1994). A microglia tem uma importante
fungdo na defesa do sistema nervoso central contra Toxoplasma gondii e citocinas produzidas
por estas células podem participar desta atividade (Chao et al., 1994). Estes autores estudaram
células microgliais fetais humanas e as infectaram com a cepa RH de 7. gondii, observaram
que sob estimulagdo com IFN-y/LPS elas reduzem o crescimento do parasita por impedir a
penetragdo do mesmo nas células. Observaram que a agio conjunta das citocinas IFN-y, TNF-
o e IL-6 ativam a micréglia, sendo a fonte destas desconhecida, talvez células T infiltrantes.
Segundo Hunter ez al. (1992), em modelos experimentais, o efeito do tratamento com
citocinas recombinantes ou anticorpos neutralizantes para influenciar o curso da toxoplasmose
¢ indireto no cérebro, pois estes ndo sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica, o
que ¢é contestado por Saija et al. (1995), que além da passagem de IL-1o. € B observaram
também a passagem de IL-2 e IL-6, sendo as duas ultimas promotoras do aumento da
permeabilidade. Camundongos C57BL/10 altamente susceptiveis, infectados com a cepa RRA
(Beverly), expressam mRNA no cérebro para citocinas associadas a mondcitos, células
microgliais e astrocitos, IL-6 aos 10 dias de infecgdo, TNF-ot aos 15 dias (Hunter ef al., 1992).
Citocinas associadas a células T, tais como GM-CSF s3o detectadas aos 15 dias, IL-4 (Th2)
aos 10 dias, sendo esta provavelmente responsavel pelo aparecimento do elevado nimero de
cistos observados e, de acordo com Roberts ef al. (1996), uma mortalidade reduzida no inicio
da fase aguda da infecgfo, devido a sua regulagdo negativa de citocinas pro-inflamatorias.
Ainda segundo Hunter ef al. (1992) transcritos para IFN-y sdo detectados aos 15 dias pos-
infecgdio e provavelmente sdo produzidos por célula T CD8’, pois IL-2 (Thl) ¢ detectada

somente aos 30 dias ap6s a infecgdo.
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1.15) REGULACAO DA RESPOSTA IMUNE AO T.GONDII

Toda esta resposta imune acima citada € regulada negativamente pelo proprio sistema
imune, pois ao contrario, haveria mais dano ao hospedeiro que beneficio.

Na fase aguda da infecgdo ocorre uma supressdo da resposta imune celular do
hospedeiro pelo 7. gondii, tanto em humanos quanto em modelos experimentais murinos
(Khan et al., 1995). A supressdo é transitoria e mediada por fatores soltveis. Aos 3 dias de
infec¢do, observa-se a expressdo de oxido nitrico e IFN-y em esplendcitos de animais
infectados e cultivados in vitro. Aos 7 dias, a expressdo de Oxido nitrico persiste e IFN-y
diminui, sendo detectado também niveis aumentados de IL-10 (Khan et al., 1995). O 6xido
nitrico seria importante no equilibrio da relagdo 7. gondii-hospedeiro, pois a0 mesmo tempo
em que promove a morte do parasita, limita a proliferacdo de linfocitos (Candolfi ez al., 1995)
e diminui a resposta inflamatéria (Hayashi et al., 1996b).

Na auséncia de IL-10 enddogena na fase aguda da infecgdo por Toxoplasma,
camundongos apresentam patologia hepatica aumentada e mortalidade acelerada. Estes efeitos
sdo conseqiiéncia de uma producdo de IL-12 e IFN-y bastante aumentadas, levando a uma
imunopatologia, demonstrando que a regula¢do negativa induzida por IL-10 é importante para
a sobrevivéncia do hospedeiro (Gazzinelli ez al., 1996).

A resposta linfoproliferativa associada a mitdgeno ou antigeno parasitario é reduzida
aos 7 dias de infecgdo ao mesmo tempo em que se observa uma redugdo na produgéo de IL-2
(Haque ef al., 1994; Kasper et al., 1995). A imunossupressdo observada aos 7 dias volta ao
normal por volta de 21 dias em camundongos e esta regulagdo negativa ¢ importante para

reduzir lesdes teciduais mediadas pelo sistema imune (Channon & Kasper, 1996).
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1.16) RESPOSTA IMUNE POR CELULAS T v

Atualmente uma outra subpopulagdo de linfocitos € considerada ter um papel
importante na prote¢do em toxoplasmose, sdo os linfocitos T com receptor de antigeno tipo
0. Estas células podem ser de origem intratimica e extratimica e dependendo da sua origem e
tempo de origem no desenvolvimento, vdo povoar tecidos diferentes (Allison, 1993). Estas
células sdo citotoxicas e produtoras de IL-2 quando ativadas (Tizard, 1995). Sdo capazes de
reconhecer antigenos ndo processados independentemente da apresentagdo por moléculas do
MHC e sdo capazes de reconhecer proteinas de “stress” (Allison, 1993; Davis & Chien, 1995);
esta representarta a primeira linha de defesa contra certas infecges. Esta subpopulagdo celular
pode reconhecer e ser estimulada por proteinas de choque térmico de Mycobacterium
tuberculosis e sob condigdes de estresse celular, proteina de "stress” da propria célula, entdo
elas podem montar um mecanismo de defesa especifico contra patégenos e por outro lado,
podem iniciar ou amplificar reagdes imunes em sitios de agressdo devido a sua reatividade a
proteina de estresse autdloga (Rajasekar ez al., 1990).

Células T yd participam no mecanismo de defesa contra alguns patogenos,
especialmente os intracelulares (Hisaeda et al., 1996) e estas células estdo aumentadas no
sangue periférico de pacientes com toxoplasmose aguda (De Paoli et al., 1992). O fato que a
rota natural de infec¢do com 7. gondii é através da ingestdo oral, sugere que células T yd
podem ser as primeiras células a interagirem com o parasita, pois estas estio presentes na
mucosa intestinal (Subauste et al., 1995). Células T yd funcionam como células citotoxicas
ativadas por linfocinas quando ativadas por IL-2, podendo proteger contra morte em
toxoplasmose aguda (De Paoli ef al., 1992). Segundo Nagasawa et al. (1994) e Hisaeda ef al.

(1995), células T yd tém um importante papel na expressdo de proteina de “stress” (“heat
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shock”) Hsp65 em macrofagos infectados com 7. gondii e sua expressio ¢ essencial para
imunidade protetora a fase aguda da infec¢do (Nagasawa er al. 1992). Essa expressio
aconteceria em animais infectados com a cepa Beverly, mas ndo em animais infectados com a
cepa RH. Esta observacdo ¢ contestada por Lyons & Johnson (1995), que observaram a
expressdo da proteina em macréfagos de animais infectados com a cepa RH, quando utilizaram
métodos de quimiluminescéncia, que sdo mais sensiveis que os utilizados pelos autores acima
citados. Os mecanismos envolvidos seriam: primeiro, os macrofagos seriam ativados pelas
células T vd, provavelmente através de certas citocinas, ndo apenas IFN-y, mas esta em
associagdo com outras (IL-2, segundo Polla & Kantengwa, 1991); o macrofago ativado
exibiria um “burst” respiratorio aumentado, gerando os metabodlitos do oxigénio e mais
recentemente, 0xido nitrico, segundo Hisaeda ef al. (1996). O macrofago ativado sintetizaria
Hsp65 para protecdo contra estas moléculas toxicas, para reparar fungdes celulares
prejudicadas (Polla, 1991) e para apresentagio efetiva de antigenos (Hisaeda ef al., 1995).

Células T 0 extratimicas estimulam a expressdo de Hsp65 em macréfagos peritoneais
murinos infectados com a cepa Beverly, tornando-os relativamente resistentes a infecgéo,
sendo que células T yd intratimicas ndo tém o mesmo efeito (Hisaeda et al., 1996). Estes
autores observaram também que camundongos BALB/c tornam-se extremamente susceptiveis
a infec¢do quando sofrem deplegio de células T v, apesar do aumento em niimeros absolutos
de células T aff. Esta Hsp65, expressa em macrofagos prematuramente durante infecg@o,
induzida por células T yd extratimicas, estimularia células T Y8 intratimicas. Células T v
produzem IL-2, TNF-o, mas ndo IL-4 quando incubadas com células infectadas com 7. gondii
e sdo citotoxicas para células infectadas com o parasita (Subauste ef al., 1995).

Estudos tém demonstrado a existéncia de células T o} reativas a Hsp65, indicando

que esta proteina derivada do macréfago hospedeiro ou parasita fornece uma ligagdo entre esta
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subpopulagio celular e a subpopulagio y6 (Koga e al., 1989). Foi verificado que macrofagos
ativados por IFN-y ou infecgdo viral expressam Hsp que é reconhecida por células T CDS8',

entdao apresentadas por moléculas do MHC classe I (Figura 3).
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Figura 3- Imunidade mediada por células Tyd ao 7. gondii (Adaptado
de Kaufmann, 1995).

Exposi¢do de macrofagos peritoneais de camundongos in vitro a Hsp65
micobacteriana induz a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6 e oxido

nitrico que inibem a proliferacdo celular de 7. gondii independente de células T of3 ou v

(Peetermans et al., 1995).

1.17) PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (Hsps)

Hsps estdo entre as proteinas mais evolucionariamente conservadas. Elas sio

classificadas de acordo com sua massa molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida
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(SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Exposi¢do de qualquer célula viva ou organismo a estresse
ambiental, incluindo temperatura elevada, estresse quimico, deficiéncia nutricional ou injtria
oxidativa resulta na transcricio de um grupo de genes altamente conservados e a sintese das
proteinas de “stress”. Hsp70 é importante na interagdo proteina-proteina; ela se liga a proteina
anormal, desenovelada, desnaturada, levando-a para o compartimento celular definitivo
(funcionam como “chaperones”) onde estas sofrem o processamento normal (Polla, 1991).
Estas proteinas anormais podem ocorrer apds aquecimento ou exposi¢do a radicais livres.
Quando intracelularmente expressas, elas participam na eliminagio do patdgeno atuando no
mecanismo de discriminagdo do préprio e ndo préoprio (Forsdyke, 1985); sdo importantes
também no processamento e apresentagdo de antigeno através do auxilio na associagiio
peptideo e antigeno Ia (MHC II) (Vanbuskirk ez al., 1989).

Hsps parasitarias parecem ter um importante papel em adaptagdo ao hospedeiro
mamifero durante infec¢@o e diferenciagdo do parasita, enquanto, por outro lado, funcionam
como proeminentes proteinas antigénicas (Polla, 1991). Durante seu ciclo de vida, alguns
parasitas sdo expostos a grandes diferengas de temperatura, na passagem de vetores
invertebrados para hospedeiros mamiferos homeotérmicos. A diferenga de temperatura entre
os hospedeiros (25° e 37°C) podem induzir resposta de choque térmico em parasitas (Maresca
& Carrata, 1992). Formas sanguineas de Trypanosoma brucei expressam 25 a 100 vezes mais
transcritos de genes de proteina de “stress” que os estagios dos insetos, em Leishmania major
a mudanca de temperatura induz diferenciagdo de promastigotas para amastigotas (Van Der
Ploeg et al., 1985). Proteinas de “stress” podem ser importantes na diferenciagdo de muitos

parasitas incluindo Schistosoma mansoni (Newport et al., 1988). Hsps70 de Plasmodium

falciparum, sdo detectadas em estagio intra-eritrocitico do parasita, mas ndo em merozoitas

livres (Polla, 1991). Hsps parasitarias parecem ser potentes imunogenos, sugerindo haver uma
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falta de homologia suficiente entre as Hsps do parasita ¢ hospedeiro para permitir resposta
imune especifica do hospedeiro as Hsps do parasita (Selkirk ez al., 1989).

Existem diferengas na expressio de Hsps entre taquizoitas de cepas virulentas e
avirulentas de 7. gondii, as cepas virulentas obtidas de cultivo in vivo expressam as proteinas
de 65 e 70 kDa, enquanto que as cepas avirulentas somente a de 65 kDa (Lyons & Johnson,
1995). Estes autores observaram que a expressdo de Hsp70 é induzida por estresse
imunoldgico associado com o hospedeiro murino e que ela ndo ¢ expressa nos parasitas que
infectam hospedeiros imunocomprometidos, estas conclusdes vém do fato de que quando se
imunossuprime o animal infectado com a cepa RH, com acetato de cortisona nio se observa a
expressdo da proteina de 70 kDa. Em cultivo in vitro de cepas virulentas e avirulentas foi
observada a expressdo da proteina de 65, mas ndo a de 70 kDa, sugerindo que a proteina de 65

kDa ¢é expressa constitutivamente no estagio de taquizoita (Lyons & Johnson, 1995).
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2) OBJETIVOS

Uma questdo importante no controle da toxoplasmose é o desenvolvimento de uma
vacina ou medicamentos que confiram prote¢do ao hospedeiro; para isto, é necessario que se
investigue os varios aspectos da biologia celular e molecular do parasita. A identificacdo de
diferencas e similaridades entre diferentes cepas isoladas de humanos e animais se constitue em
elemento de grande relevancia. Diferengas entre cepas sdo caracterizadas predominantemente
pela capacidade destas em provocar doenga mais ou menos grave em camundongos. Ja é bem
documentado que cepas diferentes de 7. gondii compartilham antigenos comuns, mas
experimentos para tais conclusdes foram realizados in vitro.

Conhecer-se as causas e momento da interconversdo de estagio do parasita seria
também de fundamental importdncia para tratamento e prevengdo da doenga em
imunocomprometidos.

Outro ponto importante € entender melhor a resposta imune ao parasita e a
subpopulacdo de células T yd atualmente estd emergindo como um componente de grande
importincia na resposta imune frente ao 7. gondii. Estas células sio habitantes naturais da
mucosa intestinal, principal porta de entrada de Toxoplasma e sdo capazes de reconhecer
proteinas de choque térmico.

No presente estudo utilizou-se camundongos C57BL/6, infectados com a cepa ME-49
de T. gondii e que sofreram deplegdo ou ndo de células T CD4" e/ou T CD8’, ou foram

neutralizados de IFN-y ou TNF-a, com 0s seguintes objetivos:

A) Padronizagdo da reagdo de imunocitoquimica para detec¢do de antigenos de 7.

gondii.
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B) Verificar a presenga a partir de um modelo de infecgdo experimental in vivo, de

antigenos compartilhados entre a cepa ME-49 e as cepas PLK, PTgB, PJA, RH e CEP.

! C) Verificar a ocorréncia ou ndo de interconversdo de estagio, através da pesquisa de

antigenos dos estagios de bradizoita e taquizoita (P30 e P22) de 7. gondii nos cistos cerebrais

de camundongos e o padrdo de marcagdo a medida que o animal se torna imunocomprometido.

;
;
i
§

D) Observar o efeito do déficit do sistema imune sobre o tamanho e nimero de cistos

cerebrais.

E) Verificar a presenca de antigenos de oocisto/esporozoito nos cistos cerebrais.

F) Verificar a expressdo de proteina de choque térmico de 70 kDa nos parasitas

encistados.
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3) MATERIAL E METODOS

Foram empregados cérebros de camundongos cronicamente infectados com a cepa
ME-49 de 7. gondii incluidos em blocos de parafina, gentilmente cedidos pelo Dr. Ricardo T.

Gazzinelli.

3.1) INFECCAO EXPERIMENTAL E TRATAMENTO COM ANTICORPOS

MONOCLONAIS

GRUPO 1:

Camundongos fémeas, C57BL/6 de 4 a 5 semanas de idade, foram infectados
intraperitonealmente com 10 a 20 cistos da cepa de baixa viruléncia ME-49 de 7. gondii. Um
més apds a infecgdo, foram tratados por via intraperitoneal com 0,5 mg de anticorpo
monoclonal 2,43 (IgG2a) de rato anti-CD8" de camundongo e/ou 0,5 mg de anticorpo
monoclonal GK 1,5 (IgG2a) de rato anti-CD4" de camundongo por 3 dias consecutivos, com
doses adicionais a cada 3 dias durante todo o experimento. Camundongos infectados controle,
foram inoculados por via intraperitoneal com a mesma dose anterior com anticorpo
monoclonal GL113 (IgG1) de rato anti-3-galactosidase.

Para comprovar a eficacia da deplegdo, células de bago dos animais tratados foram

analisadas por citometria de fluxo, utilizando-se anticorpo monoclonal anti-CD4" e anticorpo

monoclonal anti-CD8".

GRUPO 2:

Camundongos fémeas, C57BL/6 de 4 a 5 semanas de idade, infectados da mesma

forma que os animais do grupo 1, sofreram neutralizagio para IFN-y ou TNF-o.. Um més apos
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a infecgdo foram tratados por via intraperitoneal com 3mg de anticorpo monoclonal XMG6
(IgG1) de rato anti-IFN-y de camundongo ou 3mg de anticorpo monoclonal HT-11-22 (IgG1)
de rato anti-TNF-a. de camundongo, semanalmente durante todo experimento. Camundongos
infectados controle foram inoculados por via intraperitoneal com a mesma dose anterior com

anticorpo monoclonal GL 113 (IgG1) de rato anti-f3-galactosidase.

Em cada condig¢@io de imunossupressdo, foram utilizados sempre trés animais.

3.2) FIXACAO E PROCESSAMENTO DO MATERIAL PARA MICROSCOPIA

DE LUZ

Os animais tratados com anticorpo monnclonal controle ou que sofreram deplegdo de
célula T CD4" ou T CD8" foram mortos por deslocamento cervical aos 20 dias apos o inicio
do tratamento imunossupressivo, enquanto que o0s animais que sofreram depleciio de célula T
CD4" e T CD8" foram mortos 10 dias apés o inicio do tratamento. Os cérebros foram
coletados, fixados em formol tamponado a 10% e posteriormente incluidos em parafina.

Os animais do grupo 2 neutralizados de IFN-y foram mortos em cdmara de CO; e
decapitados, sendo o cérebro coletado aos 1, 3, 5, 7, 9, 10 e 12 dias apds o inicio do
tratamento imunossupressivo. Os animais neutralizados de TNF-o foram sacrificados aos 12
dias, da mesma forma que os neutralizados de IFN-y. Apos a coleta, os cérebros foram fixados
em Bouin-Hollande por 24 horas, transferidos para etanol a 70% e posteriormente incluidos
em parafina.

Foram feitos cortes de 4pm de espessura em micrétomo Spencer 820, sendo estes

fixados em laminas contendo substancia aderente de PVC.
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3.3) ANTISOROS UTILIZADOS NA REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA

Para detec¢do de antigenos de taquizoita e oocisto de Zoxoplasma foram utilizados
antisoros policlonais produzidos em coelhos. Também para detec¢do de antigenos da cepa
altamente virulenta RH (Sabin, 1941), PLK (cepa PTg, atualmente P Lloyd Kasper) um clone
derivativo da ME-49 (Ware & Kasper, 1987), PTgB cepa mutante deficiente em P30 (Kasper
el al., 1992) e cepa CEP originaria de um filhote de gato naturalmente infectado (Ware &
Kasper, 1987), foram utilizados antisoros policlonais produzidos em coelhos imunizados com
taquizoitas de cada cepa.

O antisoro anti-Hsp70 foi produzido em coelho e gentilmente fornecido pelo Dr.
Antdnio Gomes de Amorim Filho da Universidade Federal de Sdo Paulo. Para produgio deste
anticorpo, o clone 133P foi selecionado a partir de um banco de cDNA da forma promastigota
de L. (V.) braziliensis, este codifica os trés quartos C-terminais de uma proteina pertencente a
familia das Hsps70. Esta regido ¢ a mais polimorfica desta proteina, na qual presumivelmente,
estdo localizados os epitopos imunodominantes e espécie especificos. A proteina codificada

por este clone foi utilizada para imunizar coelhos.

3.3.1) OBTENCAO DE ANTISORO ANTI-CEPA PJA
Camundongos BALB/c foram infectados intraperitonealmente com cistos da cepa
PJA (Kaneto ef al., in press) isolada de um cdo. Esta cepa ¢ mantida em laboratorio por

infecciio cronica de camundongos e o indculo é obtido a partir de macerado cerebral de

‘ camundongo cronicamente infectado. Apds um periodo de 40 a 60 dias de infecgéo, o soro dos

animais infectados foi coletado, por pungdo retro-orbital.
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3.4) REACAO DE ELISA PARA DEFINIR A DILUICAO DOS ANTISOROS

PRIMARIOS A SEREM UTILIZADOS NA REACAO DE

IMUNOCITOQUIMICA

3.4.1) REACAO DE ELISA PARA DEFINICAO DA DILUICAO DOS
ANTISOROS PRODUZIDOS EM COELHO

A reagdo foi realizada conforme Mineo et al. (1980) com modificagdes. Microplacas

de polivinil cloreto com fundo em U, foram sensibilizadas com 2,5ug/ml de extrato solivel de

taquizoita da cepa RH de 7. gondii, diluido em tamp@o carbonato-bicarbonato 0,06 M pH 9,6
(50ul/pogo), a 4°C durante uma noite.

As placas sofreram 3 lavagens em salina tamponada com fosfato (PBS) 0,15 M pH

7,2 adicionado de Tween 20 (Polyoxiethylene Sorbitan, Sigma Chemical Co., USA) 0,1%

durante 5 minutos cada. Dilui¢des de 1:50 até 1:6400 de cada antisoro, foram adicionadas em

cada pogo sequencialmente, juntamente com amostras-padrdo negativas constituidas de soro

de coelho normal e as placas foram incubadas a 37°C durante 45 minutos. Apds esta

incubagdo, as placas foram novamente lavadas em PBS Tween 0,1% durante 5 minutos, por 3

vezes.

A seguir as placas foram incubadas a 37°C durante 45 minutos com o conjugado
imunoenzimatico, constituido de antisoro de cabra anti-coelho marcado com peroxidase
(Sigma Co. St Louis - MO, USA), na diluigdo de 1:20000. Apos incubagdo e lavagens nas
mesmas condi¢des acima citadas, adicionou-se o substrato enzimatico constituido por Smg de
OPD (1,2 - Phenylendiamin - Merck - Schuchardt, Alemanha) diluido em 12,5ml de tampao
citrato-fosfato 0,1M pH 5,0 e 5ul de H;0, 30% adicionada no momento do uso. A reagdo

enzimatica foi interrompida ap6s 10 minutos pela adigdo de acido sulfiirico 2N e a reatividade
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foi avaliada pela determinagiio dos valores em absorbancia a 492nm em leitor de microplacas

(Titertek Multiskan Plus MK 1I - type 314).

3.4.2) REACAO DE ELISA PARA DEFINICAO DA DILUICAO DO
ANTISORO PRODUZIDO EM CAMUNDONGO

Microplacas de poliestireno sensibilizadas como previamente citado, sofreram 3
lavagens em salina tamponada com fosfato (PBS) 0,15M pH 7,2 adicionado de Tween 20
(Polyoxiethylene Sorbitan, Sigma Chemical Co., USA) 0,1% durante 5 minutos cada.
Antisoros de camundongo anti-cepa PJA na dilui¢do de 1:64 a 1:8000 foram adicionados em
cada pogo sequencialmente, juntamente com os padrSes negativos constituidos de soro de
camundongo normal, as placas foram entdo incubadas a 37°C durante 45 minutos. Apos a
incubagdo, as placas foram novamente lavadas em PBS Tween 0,1% durante 5 minutos, por 3
vezes, sendo a seguir incubadas a 37°C durante 45 minutos com o conjugado
imunoenzimatico, IgG de coelho anti-y de camundongo marcada com peroxidase, na diluigdo
de 1:1000. Apds incubagio e lavagens nas mesmas condi¢des acima citadas, adicionou-se o
substrato enzimatico constituido por 5mg de OPD (1,2 - Phenylendiamin - Merck -
Schuchardt, Alemanha) diluido em 12,5ml de tamp@o citrato-fosfato 0,1M pH 5,0 e Sul de
H,0, 30% adicionada no momento do uso. A reag@o enzimatica foi interrompida apos 10
minutos pela adigdo de H,SO4 2N e a reatividade foi avaliada pela determinagdo dos valores

em absorbancia a 492nm em leitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus MK II - type 314).
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3.5) PREPARO DO ANTISORO SECUNDARIO ANTI-COELHO PARA SER

UTILIZADO NAS REACOES DE IMUNOCITOQUIMICA

3.5.1) DOSAGEM PROTEICA DE y-GLOBULINA DE CARNEIRO ANTI-
IgG DE COELHO
A dosagem protéica da fragio y-globulina de carneiro anti-IgG de coelho foi realizada
pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando-se como padrio de referéncia a albumina

bovina fragdo V (Sigma Co., USA).

3.5.2) BIOTINILACAO DE y-GLOBULINA DE CARNEIRO ANTI-IgG DE
COELHO

A conjugagdo foi realizada conforme Coligan ef al. (1994). N-hidroxisuccinimida

biotina éster foi dissolvida em dimetilsulfoxido (10mg/ml). A fragio y-globulina de carneiro foi

diluida em tampdo borato de sédio 0,1M pH 8,8, na concentragdo de 3mg/ml. Apods as

dilui¢Ges a biotina éster foi adicionada ao anticorpo na proporgio de 250ug por miligrama de

anticorpo. Esta solugdo foi incubada a temperatura ambiente, durante 4 horas sob agitagdo

lenta.

Apés este tempo foi adicionada solugdo de Cloreto de Amodnio (NH4Cl), na

propor¢do de 20ul/250ug de biotina éster, seguindo nova incubagio de 10 minutos a

temperatura ambiente.

Esta solugdo foi entdo dialisada contra salina tamponada com fosfato (PBS) 0,15M

pH 7,2 por 48 horas a 4°C, para remogdo da biotina ndo conjugada ao anticorpo.
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3.5.3) ELISA PARA DEFINICAO DO TITULO DO ANTISORO
SECUNDARIO

Microplacas de poliestireno sensibilizadas como previamente mencionado, sofreram 3
lavagens em salina tamponada com fosfato (PBS) 0,15M pH 7,2 adicionado de Tween 20
(Polyoxiethylene Sorbitan, Sigma Chemical Co., USA) 0,1% durante 5 minutos cada. Antisoro
de coelho anti-cepa RH (titulagdo conhecida) nas dilui¢Ses de 1:200 a 1:600 foi adicionado em
cada pogo sequencialmente, juntamente com os padrdes negativos constituidos de soro de
coetho normal; as placas foram entfo incubadas a 37°C durante 45 minutos. Apos a incubag@o,
as placas foram lavadas conforme descrito acima e novamente incubadas a 37°C durante 45
minutos com o conjugado imunoenzimatico, y-globulina de carneiro anti-IgG de coelho
biotinilada, nas dilui¢des de 1:100 a 1:3200. Apos incubagio e lavagens nas mesmas condi¢cdes
acima citadas, a reacdo foi amplificada durante 30 minutos a 37°C, com o sistema avidina -
biotina - peroxidase (Vectastain ABC kit - PK-4000, Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
USA), diluido na propor¢do de 1:100 em PBS. Foram feitas outras 3 lavagens em PBS
adicionado de Tween 20 0,1% durante 5 minutos cada e adicionou-se o substrato enzimatico
constituido por 5mg de OPD (1,2 - Phenylendiamin - Merck - Schuchardt, Alemanha) diluido
em 12,5ml de tampdo citrato-fosfato pH 5,0 e Sul de H0, 30% adicionada no momento do
uso. A reagdo enzimatica foi interrompida ap6s 10 minutos pela adi¢do de H,SO4 2N e a
reatividade foi avaliada pela determinag@o dos valores em absorbancia a 492nm em leitor de

microplacas (Titertek Multiskan Plus MK II - type 314).
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3.6) PADRONIZACAO DA REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA

3.6.1) REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA UTILIZANDO O ANTISORO
SECUNDARIO DE CABRA ANTI-COELHO MARCADO COM
PEROXIDASE

A reago de imunocitoquimica foi realizada conforme Gosselin et al. (1986) com
modificag¢des.

Os cortes teciduais foram desparafinados em xilol durante 30 minutos a 40 - 50°C e a
seguir em xilol durante 15 minutos a temperatura ambiente; foram rehidratados em élcoois de
concentragdes decrescentes (100, 90, 80% durante 3 minutos cada e 70% durante 10 minutos)
e agua corrente durante 3 minutos.

O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito, em trés incubagdes de 3 minutos cada e
uma incubagdo de 5 minutos com perdxido de hidrogénio a 3%. Procedeu-se uma lavagem em
agua corrente durante 10 minutos, tempo em que se circundou os cortes com esmalte para
contengdo e economia de reagentes e, a seguir, as IAminas foram imersas em salina tamponada
com fosfato (PBS), durante 5 minutos.

Para bloqueio de sitios inespecificos de ligag@o, as 1dminas foram incubadas com soro
normal da mesma espécie que o antisoro secundario, soro de cabra normal a 2%, durante 20
minutos a 37°C, diluido em PBS.

ApOs este tempo as laminas foram incubadas durante toda a noite, a 4°C com antisoro
primario, coelho anti-cepa RH, diluido em PBS na dilui¢do 1:1000 definida pelo teste de

ELISA descrito anteriormente.

Como controle da reagdo utilizou-se soro de coelho ndo imune na mesma diluigdo do

antisoro primario.
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Apos incubagio com o antisoro primario, as laminas foram aclimatadas, durante 30
minutos a temperatura ambiente e foram a seguir imersas em PBS durante 5 minutos, por 2
vezes.

O antisoro secundario utilizado, foi soro de cabra anti-coelho marcado com
peroxidase (Sigma), nas dilui¢bes de 1:2000, 1:4000 e 1:8000 em PBS. As liminas foram
incubadas com este antisoro durante 30 minutos a 37°C; logo apds, estas foram imersas em
PBS durante 5 minutos, por 2 vezes.

A reagdo foi revelada com uma solugdo cromoégena, filtrada, que consistiu de 2,5mg
de DAB-Sigma (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride - Sigma), 5ml de PBS e 6,0ul de
peroxido de hidrogénio 100 vol. (30%) adicionado no momento do uso.

As laminas, cujo fixador utilizado foi formol, foram incubadas por 5 minutos, mas as
que foram fixadas com Bouin-Hollande foram incubadas com a solugdo reveladora por 3
minutos e 45 segundos. Completado o tempo de permanéncia nesta solugdo, as 1dminas foram
imediatamente imersas em agua corrente e 14 permaneceram por 5 minutos.

A contracoloragdo foi feita em hematoxilina de Meyer’s, durante 10 minutos a
temperatura ambiente; a seguir, desprezou-se o excesso do corante e fez-se a diferenciagio em
hidréxido de amoénio por mais 10 minutos. Finalizada a reagfo, retirou-se o esmalte e
procedeu-se a desidratagdo em alcoois de concentragdes crescentes (70, 80, 90, 100%),
durante 3 minutos cada e depois 1 banho de xilol/alcool (v/v) por 1 minuto e xilol por 1

minuto. As laminas foram montadas em laminula e Entelam.
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3.6.2) REACOES DE IMUNOCITOQUIMICA UTILIZANDO O
ANTISORO SECUNDARIO DE CARNEIRO ANTI-COELHO

BIOTINILADO E AMPLIFICACAO COM KIT ABC
Para padroniza¢do da rea¢do, utilizou-se antisoro primario de coetho anti-cepa RH.
Ap6s defini¢do da reagdo ideal, os diversos soros de coelho foram utilizados conforme titulo
definido pelo teste ELISA e rea¢des piloto de imunocitoquimica. Sempre como controle da

reacgdo utilizou-se antisoro de coelho ndo imune, na dilui¢do do antisoro primario.

3.6.2.1) REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA

A reagdo de imunocitoquimica foi realizada conforme Gosselin ef al. (1986) com
modificagGes.

O processo de desparafinizagdo dos cortes e bloqueio da peroxidase endogena foram
realizados conforme descrito para o item 3.6.1.

Para bloqueio de sitios inespecificos de ligagdo as ldminas foram incubadas com soro
normal da mesma espécie que o antisoro secundario, soro de carneiro normal a 2%, durante 20
minutos a 37°C, diluido em PBS.

Ap6s este tempo as laminas foram incubadas durante toda a noite, a 4°C com antisoro
primario, soro de coelho anti-cepa RH diluido em PBS na dilui¢do 1:1000 definida pelo teste

de ELISA descrito anteriormente.

Como controle da reagfo utilizou-se soro de coelho ndo imune na mesma diluigdo do

antisoro primario.

Apbs incubagio com o antisoro primario, as ldminas foram aclimatadas, durante 30

minutos a temperatura ambiente e foram a seguir imersas em PBS durante 5 minutos, por 2

VEZeES.



O antisoro secundario utilizado foi dependente do antisoro primario; quando se
utilizou antisoro primario produzido em coelho, o antisoro secundario foi y-globulina de
carneiro anti-IgG de coelho biotinilada, nas diluigdes de 1:2000 e 1:4000 em PBS. As laminas
foram incubadas com este antisoro, durante 30 minutos a 37°C; logo ap6s, estas foram imersas
em PBS durante 5 minutos, por 2 vezes.

A reagdo foi amplificada com o complexo avidina - biotina - peroxidase (Vectastain
ABC Kit - PK-4000, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA). Este kit consiste de
avidina ligada a peroxidase biotinilada. Este reagente retém um sitio de ligagdo para biotina
proveniente do anticorpo secundario (Figura 4). O complexo ABC foi diluido 1:100, e as
laminas foram incubadas nesta solugdo durante 30 minutos a 37°C. Apos este periodo foram

imersas em PBS por 2 vezes como anteriormente citado.

=

|
Peroxidase.. D:‘—uli[l B mBiotina
- #
&
Anticorpo secundario D%I,:l

DED:DAvidina

Anticorpo primario

Antigeno

Figura 4 - Complexo avidina - biotina - peroxidase (Adaptado

de Gosselin et al., 1986)
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A reagdo foi revelada com uma solugdo cromogena, filtrada, que consistiu de 2,5mg
de DAB-Sigma (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride), Smi de PBS e 6,0ul de peroxido
de hidrogénio 100 vol. (30%) adicionado no momento do uso.

As laminas cujo fixador utilizado foi formol, foram incubadas por 5 minutos, mas as
que foram fixadas com Bouin-Hollande foram incubadas com a solugdo reveladora por 3
minutos e 45 segundos. Completado o tempo de permanéncia nesta solucdo, as ldminas foram
imediatamente imersas em 4gua corrente e 14 permaneceram por 5 minutos.

A contracoloragdo foi feita em hematoxilina de Meyer’s, durante 10 minutos a
temperatura ambiente, a seguir desprezou-se o excesso do corante e fez-se a diferenciagdo em
hidréxido de amonio por mais 10 minutos. Finalizada a reacfio, retirou-se o esmalte e
procedeu-se a desidratacdo em alcoois de concentrages crescentes (70, 80, 90, 100%),
durante 3 minutos cada e depois 1 banho de xilol/alcool (v/v) por 1 minuto e xilol por 1

minuto. As laminas foram montadas em laminula e Entelam.

3.6.2.2) REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA COM RESGATE
ANTIGENICO COM TRIPSINA

O processo de desparafinizag@o dos cortes e bloqueio da peroxidase endogena foram
realizados conforme descrito para o item 3.6.1.

As laminas foram incubadas com solu¢do de tripsina (Sigma) 0,1% pH 7,6
previamente aquecida a 37°C, durante 15 minutos a 37°C para resgate de sitios antigénicos
(Battifora & Kopinski, 1986). Apos o resgate, as laminas foram lavadas em agua corrente
durante 10 minutos e foram imersas em PBS durante 5 minutos por 2 vezes.

Para bloqueio de sitios inespecificos de ligagdo, as 1dminas foram incubadas com soro
normal da mesma espécie que o antisoro secundario; neste caso, as ldminas foram incubadas

com soro de carneiro normal a 2%, durante 20 minutos a 37°C, diluido em PBS.



Apobs este tempo as ldminas foram incubadas, durante toda a noite, a 4°C com
antisoro primario, antisoro de coelho anti-cepa RH diluido em PBS na dilui¢do 1:1000 definida
no teste de ELISA descrito anteriormente.

Como controle da reagio utilizou-se soro de coelho ndo imune na mesma diluigdo do
antisoro primario.

Apos incubagdo com o antisoro primario, as laminas foram aclimatadas, durante 30
minutos a temperatura ambiente e foram a seguir imersas em PBS durante 5 minutos, por 2
vezes,

O antisoro secundario utilizado foi y-globulina de carneiro anti-IgG de coelho
biotinilada, na diluigio de 1:2000 em PBS. As liminas foram incubadas com o antisoro
secundario, durante 30 minutos a 37°C; logo apés, estas foram imersas em PBS durante 5
minutos, por 2 vezes.

A reagdo foi amplificada com o complexo ABC na diluigdo 1:100. As laminas foram
incubadas nesta solu¢do durante 30 minutos a 37°C. Ap0s este periodo foram imersas em PBS
por 2 vezes como anteriormente citado.

A reacdo foi revelada com uma solugdo cromogena, filtrada, que consistiu de 2,5mg
de DAB-Sigma (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride), Sml de PBS e 6,0ul de peroxido
de hidrogénio 100 vol. (30%) adicionado no momento do uso.

As laminas cujo fixador utilizado foi formol, foram incubadas por 5 minutos, mas as
que foram fixadas com Bouin-Hollande foram incubadas com a solugdo reveladora por 3
minutos e 45 segundos. Completado o tempo de permanéncia nesta solugdo, as laminas foram
imediatamente imersas em agua corrente e 14 permaneceram por 5 minutos.

A contracoloragido foi feita em hematoxilina de Meyer’s, durante 10 minutos a
temperatura ambiente, a seguir desprezou-se o excesso do corante e fez-se a diferenciagio em

hidroxido de amdnio por mais 10 minutos. Finalizada a reagdo, retirou-se o esmalte e
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procedeu-se a desidrata¢gdo em alcoois de concentra¢les crescentes (70, 80, 90, 100%),
durante 3 minutos cada e depois 1 banho de xilol/alcool (v/v) por 1 minuto e xilol por 1

minuto. As lAminas foram montadas em laminula e Entelam.

3.6.2.3) REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA UTILIZANDO
RESGATE ANTIGENICO EM FORNO MICROONDAS E
ABSORCAO DO ANTISORO PRIMARIO COM SORO DE
CAMUNDONGO NORMAL

O processo de desparafinizagéio dos cortes e bloqueio da peroxidase endégena foram
realizados conforme descrito para o item 3.6.1.

A seguir, o resgate de sitios antigénicos foi feito em forno microondas Sharp (Sharma
et al., 1990; Shi et al., 1991), poténcia maxima (700 watts). As laminas foram imersas em
tampdo citrato constituido de 2,1g de acido citrico anidro (CAAL), 1 litro de agua destilada e
NaOH 2M até atingir o pH 6,0 e foram realizados 2 ciclos de 5 minutos e 2 ciclos de 4
minutos, com intervalo de 1 minuto entre cada ciclo. As 1dminas foram aclimatadas durante 20
minutos a temperatura ambiente, lavadas em agua corrente durante 10 minutos, tempo em que
os cortes foram circundados com esmalte e foram imersas em PBS como acima citado.

Para bloqueio de sitios inespecificos de ligag@o, as 1aminas foram incubadas com soro
normal da mesma espécie que o antisoro secundario, soro de carneiro normal a 2% durante 20
minutos a 37°C, diluido em PBS.

Apbs este tempo, as laminas foram incubadas com antisoro primario, durante toda a
noite a 4°C. O antisoro primario consistiu de antisoro de coelho anti-cepa RH diluido em PBS
previamente absorvido com soro de camundongo normal a 2%, para minimizar reagGes

inespecificas. A diluigdo do antisoro primario dependeu do titulo obtido no teste de ELISA

descrito anteriormente.
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Como controle da reagdo, utilizou-se soro de coelho n3o imune na diluigdo do
antisoro primario e também absorvido em soro de camundongo normal a 2%.

ApoOs incubagdo com o antisoro primario, as laminas foram aclimatadas, durante 30
minutos a temperatura ambiente e foram a seguir imersas em PBS durante 5 minutos, por 2
vezes.

O antisoro secundario utilizado foi y-globulina de carneiro anti-IgG de coelho
biotinilada, na diluicdo de 1:2000 em PBS. As liminas foram incubadas com o antisoro
secundario, durante 30 minutos a 37°C; logo apos, estas foram imersas em PBS durante 5
minutos, por 2 vezes.

A reagdo foi amplificada com o complexo ABC na diluigdo 1:100. As ldminas foram
incubadas nesta solu¢do durante 30 minutos a 37°C. Apés este periodo foram imersas em PBS
por 2 vezes como anteriormente citado.

A reagdo foi revelada com uma solugdo cromogena, filtrada, que consistiu de 2,5mg
de DAB-Sigma (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride), 5ml de PBS e 6,0ul de peroxido
de hidrogénio 100 vol. (30%) adicionada no momento do uso.

As laminas cujo fixador utilizado foi formol, foram incubadas por 5 minutos, mas as
que foram fixadas com Bouin-Hollande foram incubadas com a solugio reveladora por 3
minutos e 45 segundos. Completado o tempo de permanéncia nesta solugdo, as laminas foram
imediatamente imersas em agua corrente e 14 permaneceram por 5 minutos.

A contracolora¢do foi feita em hematoxilina de Meyer’s, durante 10 minutos a
temperatura ambiente, a seguir desprezou-se o excesso do corante e fez-se a diferenciagdo em
hidroxido de amdnio por mais 10 minutos. Finalizada a reagdo, retirou-se o esmalte e
procedeu-se a desidratagdo em alcoois de concentragdes crescentes (70, 80, 90, 100%),
durante 3 minutos cada e depois 1 banho de xilol/alcool (v/v) por 1 minuto e xilol por 1

minuto. As laminas foram montadas em laminula e Entelam.
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3.6.3) REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA UTILIZANDO ANTISORO
DE CAMUNDONGO ANTI-CEPA PJA E RESGATE ANTIGENICO
EM FORNO MICROONDAS
O processo de desparafinizagdo dos cortes e bloqueio da peroxidase endogena foram
realizados conforme descrito para o item 3.6.1.
O resgate de sitios antigénicos foi feito em forno microondas Sharp (Sharma et al.,
1990; Shi et al., 1991) poténcia maxima (700 watts). As ldminas foram imersas em tampéo
citrato constituido de 2,1g de 4cido citrico anidro (CAAL), 1 litro de 4gua destilada ¢ NaOH
2M até atingir o pH 6,0 e foram realizados 2 ciclos de 5 e 2 ciclos de 4 minutos cada, com
intervalo de 1 minuto entre cada ciclo. As laminas foram aclimatadas durante 20 minutos &
temperatura ambiente, lavadas em agua corrente durante 10 minutos, tempo em que os cortes
foram circundados com esmalte e foram imersas em PBS como acima citado.
Para bloqueio de sitios inespecificos de ligagZo, as laminas foram incubadas com soro
normal da mesma espécie que o antisoro secundario, soro de cabra a 2% durante 20 minutos a
37°C, diluido em PBS.
Apds este tempo as laminas foram incubadas com antisoro primario, durante toda a
noite, a 4°C. O antisoro primario foi soro de camundongo anti-cepa PJA diluido em PBS. A
dilui¢do do antisoro primario dependeu do titulo obtido no teste de ELISA descrito

anteriormente.

Como controle da reagdo utilizou-se soro de camundongo nio imune na mesma

dilui¢dio do antisoro primario.

Ap6s incubagiio com o antisoro primario, as ldminas foram aclimatadas, durante 30

minutos & temperatura ambiente e foram a seguir imersas em PBS durante 5 minutos, por 2

VEZES.
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O antisoro secundario utilizado foi soro de cabra anti-IgG de camundongo biotinilada
(Sigma), na diluicdo de 1:2000 em PBS. As ldminas foram incubadas com o antisoro
secundario, durante 30 minutos a 37°C; logo apos, estas foram imersas em PBS durante 5
minutos, por 2 vezes.

A reagdo foi amplificada com o complexo ABC na diluigdo 1:100. As ladminas foram
incubadas nesta solugio durante 30 minutos a 37°C. ApoOs este periodo foram imersas em PBS
por 2 vezes como anteriormente citado.

A reacdo foi revelada com uma solu¢do cromogena, filtrada, que consistiu de 2,5mg
de DAB-Sigma (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride), Sml de PBS e 6,0ul de peréxido
de hidrogénio 100 vol. (30%) adicionada no momento do uso.

As laminas cujo fixador utilizado foi formol, foram incubadas por 5 minutos, mas as
que foram fixadas com Bouin-Hollande foram incubadas com a solugdo reveladora por 3
minutos e 45 segundos. Completado o tempo de permanéncia nesta solu¢io, as liminas foram
imediatamente imersas em Agua corrente e 14 permaneceram por 5 minutos.

A contracoloragdo foi feita em hematoxilina de Meyer’s, durante 10 minutos a
temperatura ambiente, a seguir desprezou-se o excesso do corante e fez-se a diferenciagdo em
hidroxido de amodnio por mais 10 minutos. Finalizada a reagdo, retirou-se o esmalte €
procedeu-se a desidratagdo em alcoois de concentragGes crescentes (70, 80, 90, 100%),
durante 3 minutos cada e depois 1 banho de xilol/alcool (v/v) por 1 minuto e xilol por 1

minuto. As laminas foram montadas em laminula e Entelam.
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3.7) ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA E “WESTERN
BLOTTING” UTILIZANDO ANTISORO ANTI-Hsp70 PARA DETECCAO

DE BANDAS RECONHECIDAS EM T. GoNDIT

Antigenos de taquizoitas da cepa RH (antigeno solubilizado em detergente anidnico
NP-40) e da cepa ME-49 (liofilizado), foram diluidos em tampdo de amostra (v/v), constituido
de 0,1M Tris pH 6,8, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2% e glicerol 20% e fervidos durante 3
minutos a 100°C. Foram logo apés submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) a 14% como descrito por Laemmli (1970), paralelamente com a proteina Hsp70 133P-
C, como controle positivo. Para realizagdo do “Western blotting” (Towbin e/ al., 1979), o gel
foi transferido para membrana de nitrocelulose 0,45um (Sigma Co. St Louis - MO, USA) em
cuba de transferéncia (NOVABLOT - Eletrophofetic Tranfer Kit - Multiphor II - Pharmacia-
LKB) na presenga de tampéo de transferéncia apropriado, durante 2 horas a uma corrente de
0,8mA por cm’. Apos a transferéncia, realizou-se a coloragdo da membrana de nitrocelulose
em solugdo de Ponceau a 0,5% por 2 minutos e descorou-se pela agua destilada.

A nitrocelulose, apos a transferéncia, foi cortada em tiras, correspondentes a cada
antigeno e foram colocadas em bandejas de acrilico contendo varios compartimentos. Sofreram
uma lavagem em agua destilada e a seguir bloqueio de sitios inespecificos de ligagdo com PBS
adicionado de Tween 20 0,05% e leite desnatado Molico 5%, durante 2 horas a temperatura
ambiente, sob agitacdo lenta. Procedeu-se entdo a uma lavagem em PBS-T-0,05% + leite
desnatado 1% (PBS-TM). O antisoro anti-Hsp70 em analise “Western blot” utilizando 1251
proteina A como conjugado ¢ 500 (Amorim Filho, 1994). Nesta reagdo o titulo que apresentou
melhores resultados foi 250. O antisoro foi diluido em PBS-T-0,05% com leite desnatado 1%

e a seguir adicionado 4s membranas de nitrocelulose que foram incubadas durante uma noite a
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4°C. Como controle, utilizou-se soro de coelho ndo imune em uma membrana contendo a
proteina de “stress” 133P-C.

Apos este periodo de incubagdo, foram feitas 6 lavagens durante 5 minutos cada, em
PBS-T-0,05% com leite desnatado 1%, em agitagdo & temperatura ambiente e fez-se nova
incubagdo, agora com anticorpo secundario. Este consistiu de antisoro de carneiro anti-coelho
marcado com peroxidase, na diluigdo de 1:300 em PBS-T-0,05% e leite desnatdo 1% (PBS-
TM), com incubagio por 2 horas a temperatura ambiente, sob agitacio lenta.

As membranas foram lavadas em PBS, por 6 vezes de 5 minutos cada e adicionou-se o
substrato, 2,5mg de DAB (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride) em 15ml de PBS e 225pul
de H,0, 30%. O bloqueio da reagio foi realizado apés 10 minutos com agua destilada. O
resultado da reagdo foi analisado pela visualizagdo das bandas antigénicas reconhecidas pelo
antisoro de coelho e sua comparagio com os padrdes de peso molecular da Pharmacia, “High
Molecular Weight” (Thyroglobulin - 669 kDa, Ferritin - 440 kDa, Catalase - 232 kDa, Lactate
Dehydrogenase - 140 kDa, Albumin - 67 kDa) e “Low Molecular Weight” (Phosphorylase b -

94 kDa, Albumin - 67 kDa, Ovalbumin - 43 kDa, Carbonic Anhydrase - 30kDa, Trypsin

Inhibitor - 20,1 kDa, a-Lactalbummin - 14,4 kDa).

3.8) MICROSCOPIA DE LUZ

Apo6s o término de todas as rea¢des de imunocitoquimica, as 1dminas foram analisadas
quanto a presen¢a de taquizoitas e cistos. Quando presentes, os cistos foram contados e
comparados quanto ao niimero em cada condi¢@o de deplegdo de célula T ou neutralizagio de
citocinas. Para determina¢do do nimero de cistos cerebrais, estes foram contados em ao

menos 9 secdes teciduais, por condi¢do de tratamento, sendo estas obtidas a partir de cortes

semiseriados.
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3.9) ANALISE DE IMAGENS

Foi realizada uma analise computadorizada das imagens dos cistos, quanto a
fotometria e morfometria, onde foi possivel avaliar comparativamente o tamanho dos cistos e
intensidade de colora¢io destes em diversas condigdes de imunossupressio do animal.

Esta analise computadorizada foi realizada no Laboratorio de Morfologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de SZo Paulo, Ribeirdo Preto, sob a
orientagdo do Dr. Jodo Kazuyuki Kajiwara. Neste sistema que consiste de um microscopio

Optico acoplado a um computador; os cortes teciduais foram focalizados ao microscopio em

um aumento de 160 vezes, na presenga de um filtro de comprimento de onda de 470 - 480nm
para leitura da coloragdo fornecida pelo substrato DAB. As imagens foram entfo
automaticamente capturadas e convertidas em cores da escala cinza pelo programa (Figura 5).
O programa utilizado para captura e andlise de imagens foi o UTHSCSA Image Tool,

desenvolvido na Universidade do Centro de Ciéncias da Saide do Texas, San Ant6nio, Texas.
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Figura 5 - Imagem capturada pelo programa UTHSCSA Image Tool e convertida em
cores da escala cinza. Tecido cerebral de camundongo C57BL/6 cronicamente
infectado com a cepa ME-49 de T. gondii.
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As imagens capturadas sdo formadas por pixels, que sdo representados por uma
escala de cores cinza, que vai de 0 a 255, sendo o zero representante da cor preta e 255
representante dq cor branca. Na Figura 5 observa-se uma amostra representativa das amostras
capturadas. Estes valores foram convertidos pela escala ua 255, em nimeros absolutos. Nas
andlises fotométricas utilizou-se a moda, obtida dos pixels que formam a imagem. Foi analisada
a area do cisto escolhida em comparagdo com uma area tecidual bem préxima ao cisto. Para
comparagdes entre animais que sofreram deple¢do de células T CD4" e/ou T CD8’, cujos
tecidos foram fixados em formol, com animais que sofreram neutralizagio de IFN-y ou TNF-o.
(tecidos fixados em Bouin-Hollande); todos os resultados a fotometria foram subtraidos dos
respectivos resultados de reagdes desenvolvidas com soro nido imune, pois como foram
utilizados fixadores diferentes em tais animais, os resultados dos controles das reagdes foram
diferentes. O programa fornece também a 4rea em micrdmetros do cisto e a partir desta, o
didmetro foi calculado com o auxilio da férmula:

Area=mx 1’

3.10) ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados pelo programa Microsoft Excel. Os resultados das
analises das reagdes com cada antisoro, foram comparados entre as diversas condigdes de
imunossupressio pelo teste de ANOVA: Fator tnico. Se observada significancia, o teste t:

duas amostras presumindo variancias equivalentes, foi utilizado. A hipodtese nula foi rejeitada

quando p > 0,05.
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4) RESULTADOS

4.1) RESULTADOS DO TESTE ELISA PARA DEFINICAO DOS TiTULOS DOS

ANTISOROS PRIMARIOS, PRODUZIDOS EM COELHO E

CAMUNDONGO

4.1.1) RESULTADOS DO TESTE ELISA PARA DEFINICAO DOS
TITULOS DOS ANTISOROS PRIMARIOS PRODUZIDOS EM
COELHO
Nestas reagdes utilizou-se antisoro secundario de cabra anti-coelho marcado com
peroxidase, que apresentava o titulo de 20000 em testes prévios de ELISA.
Os titulos obtidos pelo teste ELISA para cada antisoro, estdo representados na Tabela
1. O titulo obtido pelo antisoro anti-bradizoita, foi muito baixo, dificultando o seu uso nas
reagdes de imunocitoquimica.
A partir desta reacfio ficou definido que o antisoro primario a ser utilizado na
padroniza¢do das reagdes de imunocitoquimica, seria o antisoro de coelho anti-cepa RH,

devido a seu alto titulo.
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Tabela 1 - Resultados do teste ELISA para a defini¢ao dos titulos de anticorpos anti-P30, anti-

P22, anti-bradizoita, anti-oocisto, anti-cepas PLK, PTgB, CEP e RH de 7. gondii,

produzidos em coelho.

Antisoros Titulos ELISA Valor de absorbéncia
na diluiciio limite*
Anti-P30 800 0,471
Anti-P22 400 0,476
Anti-bradizoita 50 0,405
Anti-oocisto 800 0,383
Anti-cepa PLK 3.200 0,528
Anti-cepa PTgB 800 0,363
Anti-cepa CEP 800 0,411
Anti-cepa RH 6.400 0,437

* “Cut-off” = média do soro nfo imune mais 2 desvios-padrao (0,358).
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4.1.2) RESULTADOS DO TESTE ELISA PARA DEFINICAO DO TITULO

DO ANTISORO PRIMARIO ANTI-CEPA PJA PRODUZIDO EM

CAMUNDONGO

Os titulos obtidos pelo teste ELISA para os antisoros de camundongo anti-cepa PJA,

estdo representados na Tabela 2.

O antisoro do camundongo n® 4 foi escolhido para ser utilizado nas reagSes de

imunocitoquimica por apresentar o maior titulo.
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Tabela 2- Resultados do teste ELISA para a defini¢do do titulo de anticorpos anti-cepa PJA de

1. gondii, produzidos em camundongos.

Camundongo Titulos ELISA Valor de absorbancia

na diluic¢iio limite*

1 >8.192 0,283
2 >8.192 0,331
3 >8.192 0,303
4 >8.192 0,378

* “Cut-oft”’= média do soro ndo imune mais 2 desvios-padrio (0,196).
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4.2) DEFINICAO DOS TITULOS DOS ANTISOROS PRIMARIOS A SEREM

UTILIZADOS NAS REACOES DE IMUNOCITOQUIMICA

A reagdo de imunocitoquimica apresenta um limiar de detec¢do bem menor que o
teste ELISA. Dependendo dos antisoros primarios a serem utilizados em tais reagdes, estes
foram concentrados 4 a 16 vezes, a partir do titulo definido pelo teste ELISA. Reagdes piloto
de imunocitoquimica foram também realizadas, para auxiliar a defini¢do do melhor titulo e este
foi definido quando os cistos cerebrais apresentavam-se bem corados e o tecido cerebral nio
apresentava colorag¢@o. Os titulos que foram utilizados nas reagdes de imunocitoquimica estdo

ilustrados na Tabela 3.

O titulo do antisoro anti-Hsp70 em analise “Western blot” utilizando soro de carneiro
anti-imunoglobulina de coelho-peroxidase como conjugado foi 250. Nas reagdes de

imunocitoquimica, o titulo empregado foi 25.
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Tabela 3- Definicdo dos titulos para os anticorpos anti-P30, anti-P22, anti-bradizofta, anti-

oocisto, anti-cepas PLK, PTgB, CEP, RH, produzidos em coelhos, e anti-cepa

PJA, produzido em camundongos, utilizados como antisoros primérios nas

reagdes de imunocitoquimica, a partir do teste ELISA.

Antisoros Titulos ELISA Titulos para a imunocitoquimica
Anti-P30 800 100
Anti-P22 400 50
Anti-bradizoita 50 25
Anti-oocisto 800 50
Anti-PLK 3200 250
Anti-PTgB 800 200
Anti-CEP 800 200
Anti-RH 6.400 1.000
Anti-PJA >8.192 1.000
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4.3) RESULTADO DO TESTE ELISA PARA DEFINICAO DO TITULO DO

ANTISORO SECUNDARIO y-GLOBULINA DE CARNEIRO ANTI-IgG

DE COELHO BIOTINILADA

Os resultados em absorbédncia foram satisfatorios, até a dilui¢do > 1:3200. Houve a
necessidade de concentragio deste antisoro para uso nas reagdes de imunocitoquimica, devido
a menor sensibilidade desta rea¢do. Reag¢des piloto de imunocitoquimica também auxiliaram a

definir o titulo deste antisoro. O titulo que forneceu melhores resultados foi 2000.

4.4) PADRONIZACAO DA REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA

4.4.1) RESULTADO DA REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA
UTILIZANDO ANTISORO SECUNDARIO DE CABRA ANTI-

COELHO MARCADO COM PEROXIDASE
Os cistos teciduais ao nivel de microscopia de luz ndo apresentaram qualquer
coloragdo castanha fornecida pelo DAB. Concentrando-se o antisoro secundario até 1:2000,
também ndo foi observada marcagdo dos cistos e o tecido apresentou forte reagdo de fundo

(“background”). Este sistema foi abandonado por apresentar resultados desfavoraveis.

4.4.2) RESULTADO DA REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA
UTILIZANDO ANTISORO SECUNDARIO y-GLOBULINA DE
CARNEIRO ANTI-IgG DE COELHO BIOTINILADA

Na auséncia de resgate antigénico e utilizando-se antisoro secundario na dilui¢do de

1:4000, ndo houve coloragdo positiva dos cistos teciduais. Concentrando-se a diluigdo do
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antisoro secundario para 1:2000 os cistos apresentaram-se fracamente positivos, mas o tecido

também apresentou-se corado.

4.4.2.1) RESULTADO DA REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA
COM RESGATE ANTIGENICO COM TRIPSINA

Os cistos teciduais apresentaram-se positivamente corados, mas ainda prevalecia uma

pequena reagdo de fundo no tecido (Figura 6).
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Figura 6 - Expressdo de antigeno da cepa RH, em cistos cerebrais de camundongos C57BL/6,
cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram depleg¢do
de células T CD8'. Reagdo de imunocitoquimica com resgate antigénico por
tripsina, 290x.
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4.4.2.2) RESULTADO DA REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA

COM RESGATE ANTIGENICO COM FORNO
MICROONDAS

Os cistos teciduais apresentaram forte marcag¢do ou coloragdo castanha, com minima
reagdo de fundo no tecido, quando presente. Houve a possibilidade de discriminagdo dos
parasitas dentro dos cistos, o que ndo foi observado com a reag¢@o anterior. Esta reagdo foi
adotada no presente estudo.

Em todas as reagSes em que o antisoro primario utilizado foi produzido em coelho, o
antisoro secundario foi y-globulina de carneiro anti-IgG de coelho biotinilada, na diluigdo de
1:2000.

Reagbes de imunocitoquimica utilizando o antisoro primdrio anti-bradizoita foram

desenvolvidas, sem resultado satisfatorio. Este antisoro foi abandonado.

4.4.3) RESULTADO DA REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA
UTILIZANDO ANTISORO DE CAMUNDONGO ANTI-CEPA PJA E
RESGATE ANTIGENICO COM FORNO MICROONDAS

Padronizou-se esta reagdo conforme a anterior, utilizando-se antisoro secundario de

cabra anti-IgG de camundongo biotinilada na diluigdo de 1:2000, com resultados bastante

satisfatorios.
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4.5) ANALISE A NIVEL DE MICROSCOPIA DE LUZ

4.5.1) PRESENCA DE TAQUIZOITAS LIVRES NO TECIDO CEREBRAL
E CORRELACAO COM O DEFICIT IMUNOLOGICO DO
ANIMAL

Raros taquizoitas livres foram observados no tecido cerebral, de animais que sofreram
deplegdo de células T CD4" isoladamente ou T CD4" ¢ T CD8" simultaneamente. Resultados
semelhantes foram observados em animais tratados com anticorpo monoclonal controle (anti-
B-galactosidase). Por outro lado, ndo se observou a presenga de taquizoitas livres em cérebro
de animais que sofreram deplegdo de células T CDS8".

Animais neutralizados de IFN-y a partir do 5° dia, comegaram a apresentar taquizoitas
livres no tecido cerebral e a partir do 7° dia o niimero de taquizoitas livres aumentou bastante.
Aos 7°, 9° e 10° dias de neutralizagdo, todas as laminas observadas apresentaram focos de
taquizoitas livres. A presenga destes foi extremamente elevada no tecido cerebral de animais
neutralizados de IFN-y durante 12 dias, com varios grandes focos, condi¢do em que a
mortalidade dos animais foi de 100%. Os animais neutralizados de TNF-o. aos 12 dias, também

apresentaram taquizoitas livres no tecido cerebral, mas em quantidade menor que os animais

neutralizados de IFN-y aos 7°, 9°, 10° e 12° dias (Figura 7).
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Figura 7 - Presenca de taquizoitas livres no tecido cerebral de camundongos C57BL/6

cronicamente infectados com a cepa ME-49 e submetidos a diversas condigdes de

imunossupressao.

,,,“.,-fynm



e

78

4.5.2) NUMERO DE CISTOS POR SECAO DE TECIDO CEREBRAL E
CORRELACAO COM O DEFICIT IMUNOLOGICO DO ANIMAL
Animais tratados com anticorpo monoclonal anti-CD4", apresentaram maior niimero
de cistos cerebrais que os animais tratados com anticorpo monoclonal anti-CD8" e anticorpo
monoclonal controle. Esta diferenca foi estatisticamente significante (p < 0,0018). Nio houve
diferenga estatistica no niimero de cistos cerebrais entre os animais tratados com anticorpo
monoclonal anti-CD4" e os tratados com anticorpo monoclonal anti-CD4" e anti-CD8" (p =
0,2500). Os animais tratados com anticorpo monoclonal anti-CD8" apresentaram maior
namero de cistos que os animais do grupo controle (p = 0,0075).
Os animais neutralizados de IFN-y apresentaram maior nimero de cistos que 0s
animais do dia zero de neutralizagio e o nimero aumentou a medida em que se aumentou o
tempo de neutralizagdo desta citocina, culminando com um nimero extremamente elevado ao
12° dia de neutralizagdo. Observou-se diferenga estatistica entre animais que sofreram
neutraliza¢io de IFN-y durante 12 dias em relagdo as outras condigdes de neutralizagdo de
IFN-y (p < 0,0290). Os animais neutralizados de TNF-o por 12 dias também apresentaram um
nimero bastante elevado de cistos no cérebro, mas o nimero de cistos nos animais
neutralizados de IFN-y por 12 dias foi estatisticamente maior (p < 0,0001). Camundongos
neutralizados de IFN-y a partir do 7° dia ou neutralizados de TNF-o apresentaram o numero

de cistos cerebrais maior que os camundongos que sofreram deplegdo de células T CD4" e/ou

T CD8" (p < 0,0349) (Tabela 4 e Figura 8).




Tabela 4- Numero de cistos por secdo de tecido cerebral de camundongos C57BL/6,
cronicamente infectados com a cepa ME-49 de T. gondii e correlagio com o déficit

imunologico do animal.

GRUPO MEDIA DESVIO PADRAO
Anti-B-galactosidase (Controle) 3,5 2,1
Anti-CD4" 11,2° 9,2
Anti-CD8* 5,4 2,8
Anti-CD4" + CD8" 9,6 4,5
? Anti-3-galactosidase (5 dias - controle) 4,7 1,7
Anti-IFN-=y 0 dia 6,8 3,8
Anti-IFN-y 1 dia 10,1 1,3
Anti-IFN-y 2 dias 8,1 4,9
Anti-IFN-y 3 dias 8,6 4,4
? Anti-IFN-y 5 dias 11,8 5,8
Anti-IFN-y 7 dias 30,0 20,5
| Anti-IFN-y 9 dias 49,54 0,7
Anti-IFN-y 10 dias 21,6° 7.4
Anti-IFN-y 12 dias 128,5% 49.4
Anti-TNF-a, 31,6% 28,3

* Diferenga significante em relagdo aos animais que sofreram deplegdo de células T CD8"

ou tratados com anticorpo monoclonal anti-B-galactosidase (p < 0,018).

® Diferenga significante em relagiio aos animais tratados com anticorpo monoclonal anti-B-
galactosidase (p = 0,0075).

¢ Diferenga significante em rclagdo a todas as outras condigdes de imunossupressido do

animal ( p < 0,0290).
¢ Diferenca significante em relagio aos animais que sofreram deplegdo de células T CD4'

c/ou T CD8" (p < 0,0349).
® Diferenga significante em rclagio aos animais ncutralizados de IFN-y por 12 dias (p <

0,0001).
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* Diferenca significante em relagdo aos animais que sofreram deplegdo de células T CD8" ou

tratados com anticorpo monoclonal anti-B-galactosidase (p < 0,018).
® Diferenca significante em relagdo aos animais tratados com anticorpo monoclonal anti-f3-

galactosidase (p = 0,0075).
¢ Diferenga significante em relagdo a todas as outras condigdes de imunossupressdo do animal

(p < 0,0290)
4 Diferenca significante em relagio aos animais neutralizados de IFN-y por 12 dias (p <

0,0001).

Figura 8- Numero de cistos por segdo de tecido cerebral de camundongos C57BL/6,

cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 1. gondii e correlagdo com o déficit

imunologico do animal.
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4.6) ANALISE DE IMAGENS - MORFOMETRIA E FOTOMETRIA

4.6.1) AREA DE CISTOS POR SECAO DE TECIDO CEREBRAL DE
CAMUNDONGOS C57BL/6 CRONICAMENTE INFECTADOS
COM A CEPA ME-49 DE T. Gonpir E CORRELACAO COM O

DEFICIT IMUNOLOGICO DO ANIMAL
Animais que sofreram deplecio de células T CD4" ou T CD8" e animais tratados com
anticorpo monoclonal controle ndo apresentaram diferenga estatistica na area dos cistos
examinados (p > 0,0603). No entanto, animais que sofreram deple¢do de células T CD4" ¢ T
CD8" apresentaram cistos cerebrais estatisticamente menores que cistos de animais que
sofreram deplecdo de células T CD4" (p = 0,0453), esta diferenga ndo foi observada entre

animais que sofreram deplecio de células T CD8" e animais tratados com anticorpo

monoclonal controle (p > 0,2042) (Tabela 5).




82

Tabela 5 - Area de cistos por secdo de tecido cerebral de camundongos C57BL/6,
cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e correlagdio com o

déficit imunologico do animal.

LIMITE DE
VARIACAO

MEDIA (pm?) +
DESVIO PADRAO

GRUPO

316,5 - 3502,7
703,8 - 5718,5
558,1-4127,5

1767,6 + 1022,7°
2554,2 + 1479,5"
2066,1 + 869,4°
1750,3 + 1086,2*°
2121,9 +1825,3

Anti-B-galactosidase (Controle)
Anti-CD4"
Anti-CD8"

Anti-CD4" + CDS8" 408,2 - 4119,1

Anti-f3-galactosidase (5 dias - Controle) 226,8 - 5075,6

Anti-IFN-y 0 dia
Anti-IFN-y 1 dia
Anti-IFN-y 2 dias
Anti-IFN-y 3 dias
Anti-IFN-y 5 dias

1368,1 + 1001,7
2105,3 +2082,8
1966,3 + 1240,3
1629,1 + 801,7
2013,8 + 1537,5

591,4 - 2832,2
510,4 - 6086,9
690,0 - 4640,8
391,5 - 2886,3
108,7 - 5311,9

108,3 - 3136,2
104,0 - 2103,0
137,1 - 1517,0
104,1 - 5343,6
129,1 - 3127,9

885,2 + 959.0
648,7 + 720,0

Anti-IFN-y 7 dias
Anti-IFN-y 9 dias
863,4+ 575,0
663,6 + 924,1°
550,7 + 734,4°

Anti-IFN-y 10 dias
Anti-IFN-y 12 dias
Anti-TNF-o

? Diferenga significante em relagdo aos animais ncutralizados de IFN-y por 7 dias ou mais
ou neutralizados de TNF-a (p < 0,0075).

® Diferenga significante em relagio aos animais que sofreram deplegdo de cétulas T CD4*
(p = 0,0402).

¢ Diferenga significante em relagdo aos animais neutralizados de IFN-y do dia 1 ao dia 5 (p
< 0,0009)

4 Diferenga significante em relagdo aos animais ncutralizados de IFN-y do dia 0 ao dia 5 (p
<0,0225).
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Animais neutralizados de IFN-y por 12 dias, ndo apresentaram diferenga estatistica na
area dos cistos, quando comparados com animais neutralizados no dia zero (p > 0,0776),
entretanto, animais neutralizados de IFN-y do dia 1 ao dia 5 apresentaram a area dos cistos
estatisticamente maior que a area dos cistos de animais neutralizados por 12 dias (p < 0,0009).
Animais neutralizados de TNF-o apresentaram a area dos cistos estatisticamente menor que a
area dos cistos de animais que sofreram neutralizagdo de IFN-y por até 5 dias (p < 0,0225).
Quando os animais foram neutralizados de IFN-y durante 7 dias ou mais ou foram
neutralizados de TNF-a., os cistos apresentaram uma 4rea estatisticamente menor que a area
dos cistos dos animais que sofreram deplegdo de células T CD4" e/ou T CD8" (p < 0,0075).
Nao houve diferenga estatistica na area dos cistos, entre os animais neutralizados de IFN-y ou

TNF-o durante os 12 dias de observagéo (p = 0,2710) (Tabela 5).

4.6.2) DIAMETRO DE CISTOS POR SECAO DE TECIDO CEREBRAL
DE CAMUNDONGOS C57BL/6 CRONICAMENTE INFECTADOS
COM A CEPA ME-49 DE T. Gonpii E CORRELACAO COM O

DEFICIT IMUNOLOGICO DO ANIMAL
O tamanho dos cistos fornecido pelo didmetro dos mesmos, variou de 11,5 a 88 um.
Animais que sofreram deplegio de células T CD4" ou T CD8’ e animais tratados com
anticorpo monoclonal controle ndo apresentaram diferenga estatistica no didmetro dos cistos
examinados (p = 0,0573). No entanto animais que sofreram deplegdo de células T CD4" e T
CD8" apresentaram cistos cerebrais estatisticamente menores que cistos de animais que
sofreram deplegdo de células T CD4" (p = 0,0402), esta diferenga ndo foi observada entre
animais que sofreram deplecdo de células T CD8" e animais tratados com anticorpo

monoclonal controle (p = 0,1798) como pode ser observado na Tabela 6.
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Tabela 6- Didmetro de cistos por se¢do de tecido cerebral de camundongos C57BL/6,

cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 1. gondii e correlagio com o

déficit imunologico do animal.

GRUPO MEDIA (um) + LIMITE DE

DESVIO PADRAO  VARIACAO
Anti-f3-galactosidase (Controle) 454 + 14,4 20,1 - 66,8
Anti-CD4" 54,8 + 16,2 29,9 - 853
Anti-CD8’ 50,1+ 11,1° 26,7 - 72,5
Anti-CD4" + CD8§" 44,8 £ 15,3 22,8 - 72,4
Anti--galactosidade (5 dias - Controle) 47,7 £23,1 17,0 - 80,4
Anti-IFN-y 0 dia 39,8 + 14,2 27,4 - 60,1
Anti-IFN-y 1 dia 46,7 23,5 25,5 - 88,0
Anti-IFN-y 2 dias 47,8 +154 29,6 - 76,9
Anti-IFN-y 3 dias 43,6 + 12,0 22,3 - 60,6
Anti-IFN-y 5 dias 46,8 +£ 19,7 11,8 - 82,2
Anti-IFN-y 7 dias 29,1 +17,1 11,7-63,2
Anti-IFN-y 9 dias 25,6+ 14,2 11,5-51,8
Anti-IFN-y 10 dias 31,1 £12,5 13,2 - 44,0
Anti-IFN-y 12 dias 25,6 +14,0° 11,5-825
Anti-TNF-a, 233 +12,7° 12,8 - 63,1

* Diferenga significante em relagdo aos animais neutralizados de IFN-y por 7 dias ou mais

ou neutralizados de TNF-a (p < 0,0255).

® Diferenca significante em relagio aos animais que sofreram deplegio de células T CD4

(p = 0,0402).

+

¢ Diferenga significante em relagio aos animais neutralizados de IFN-y do dia zero ao dia 5

(p < 0,0289).

4 Diferenca significante em relagio aos animais neutralizados de IFN-y do dia zero ao dia 5

(p <0,0088).
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Animais neutralizados de IFN-y até o 10° dia, ndo apresentaram diferenca estatistica
no didmetro dos cistos, quando comparados com animais neutralizados no dia zero (p =
0,0711), entretanto, animais neutralizados de IFN-y por 12 dias apresentaram cistos menores
que os cistos de animais neutralizados de IFN-y do dia zero ao dia 5 (p < 0,0289). Quando os
animais foram neutralizados de IFN-y durante 7 dias ou mais, ou foram neutralizados de TNF-
a, os cistos apresentaram um didmetro estatisticamente menor que o didmetro dos cistos dos
animais que sofreram deplegdo de células T CD4" e/ou T CD8" (p < 0,0255). Ndo houve
diferenga estatistica no didmetro dos cistos, entre os animais neutralizados de IFN-y ou TNF-o.

durante 12 dias (p = 0,2226).

4.6.3) RESULTADOS DA ANALISE DE INTENSIDADE DE MARCACAO
PARA ANTIGENO DE TAQUIZOITA P30 NA AREA DOS CISTOS
CEREBRALIS, UTILIZANDO ANTISORO POLICLONAL ANTI-P30
E CORRELACAO COM O DEFICIT IMUNOLOGICO DO

ANIMAL
Ao microscopio de luz, foram observados alguns parasitas com coloragdo castanha
dentro dos cistos cerebrais de animais que sofreram deplegio de células T CD4"e/ou T CD8"
(Figuras 9, 10 e 11). Em animais que sofreram deplegdo de células T CD4", alguns poucos
cistos ndo foram corados. A presenga de antigeno de taquizoita, P30, foi também observada
em alguns parasitas nos cistos de animais tratados com anticorpo monoclonal controle (Figura
12), apesar de alguns cistos ndo se apresentarem corados. Entretanto, de acordo com a anélise
fotométrica, nio houve marcagio significante para antigeno P30 em cistos cerebrais de animais
que sofreram depleg¢do de células T CD4" ou tratados com anticorpo monoclonal controle

(anti-B-galactosidase). Ndo houve diferenca estatistica entre a reagdo desenvolvida com
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antisoro de coelho anti-P30, nos cistos cerebrais de animais que sofreram deplegéo de células
T CD4" ou tratados com anticorpo monoclonal controle e a reagdo desenvolvida com o
antisoro de coelho ndo imune (p = 0,1764 e p = 0,3866, respectivamente), como pode ser
observado na Figura 13. Pela analise fotométrica foi possivel observar que houve diferenga
estatistica na intensidade de marcagdo dos cistos de animais que sofreram deplegio de células
T CD8" somente (p = 0,0081) ou T CD4" e T CD8" (p = 0,0074) na reagéio desenvolvida com
antisoro anti-P30, quando comparadas com aquelas desenvolvidas com soro de coelho ndo
imune (Figura 13), mostrando a presenga significante de antigeno P30 nos cistos cerebrais de

animais que sofreram deplecdo de células T CD8" ou T CD4" e T CD8".
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Figura 9 - Expressdo do antigeno de taquizoita P30, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram
deplegdo de células T CD4", 290x.

-
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Figura 10 - Expressdo do antigeno de taquizoita P30, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que
sofreram deplegdo de células T CD8", 290x.
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Figura 11 - Expressdo do antigeno de taquizoita P30, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram
deplegdo de células T CD4" e T CDS8’, 290x.
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Figura 12 - Expressdo do antigeno de taquizoita P30, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que foram
tratados com anticorpo monoclonal controle anti-f3-galactosidase, 290x.
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Figura 13- Detecgdo do antigeno P30, por analise fotométrica em cistos cerebrais de

camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de I.

gondii e correlagdo com o grau de imunossupressdo do animal por deplegdo de

células T CD4" e/ou T CDS".
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Ao nivel de microscopia de luz observou-se que, quando os animais foram
neutralizados de IFN-y ou TNF-q, a expressdo do antigeno nos cistos cerebrais tornou-se mais
homogénea na maioria dos cistos (Figuras 14 e 15), embora este padrio ndo tenha sido
observado em todos os cistos. Os taquizoitas livres também apresentaram coloragdo castanha
(Figura 16). Esta maior expressio do antigeno P30 foi confirmada pela anilise fotométrica,
como ¢ demonstrado na Figura 17. Pela andlise fotométrica, os cistos dos animais que
sofreram deplegio de células T CD4" e T CD8' ndo foram estatisticamente diferentes quanto a
marcagdo dos parasitas para o antigeno P30, quando comparados com os animais
neutralizados de IFN-y por 12 dias (p = 0,0511), como pode ser observado na Figural8.
Entretanto, animais neutralizados de IFN-y durante 7 ou 9 dias, ou neutralizados de TNF-o,
apresentaram uma marcagio para antigeno P30 maior que animais que sofreram deplecdo de
células T CD4" e T CD8" (p < 0,0459). Aos 7° e 9° dias de neutralizagdo da citocina IFN-y, os
parasitas apresentaram a maior intensidade de marcag@o para o antigeno (p < 0,0028), quando
comparados com animais neutralizados de IFN-y por 12 dias. Ndo houve diferenga estatistica,
entre a intensidade de marcagdo de animais neutralizados de IFN-y por 7, 9 ou 12 dias e
neutralizados de TNF-o (p > 0,0786). A expressdo de P30 ndo aumentou linearmente com 0

grau de imunossupressdo do animal, provocado pelo maior tempo de neutralizagio de IFN-y

(Figura 18).
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Figura 14 - Expressdo do antigeno de taquizoita P30, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 1. gondii e que sofreram
neutralizagdo de IFN-y durante 3 dias, 290x.

5

Figura 15 - Expressdo do antigeno de taquizoita P30, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram
neutralizagdo de TNF-o durante 12 dias, 290x.
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Figura 16 - Expressdo do antigeno de taquizoita P30, em taquizoitas livres e cistos cerebrais de
camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii
e que sofreram neutralizagdo de IFN-y durante 7 dias, 290x.
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Figura 17- Detecgdo do antigeno P30, por andlise fotométrica em cistos cerebrais de
camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii

e correlagdo com o grau de imunossupressdo do animal por neutralizagdo de IFN-y

ou TNF-o.
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Figura 18- Detecgdo do antigeno P30, por analise fotométrica em cistos cerebrais de
camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondlii
e correlagdo com o déficit imunoldgico do animal. Os valores obtidos a fotometria
de animais que sofreram deplegdo de células T CD4" e/ou T CD8" foram
subtraidos dos respectivos valores obtidos com soro ndo imune. Os valores obtidos

a fotometria de animais neutralizados de IFN-y ou TNF-a foram subtraidos dos

respectivos valores obtidos com soro ndo imune.
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4.6.4) RESULTADOS DA ANALISE DE INTENSIDADE DE MARCACAO
PARA ANTIGENO P22 NA AREA DOS CISTOS CEREBRAIS,
UTILIZANDO  ANTISORO POLICLONAL ANTI-P22 E

CORRELACAO COM O DEFICIT IMUNOLOGICO DO ANIMAL
Ao nivel de microscopia de luz, alguns parasitas dentro dos cistos cerebrais
apresentaram colora¢do castanha quando se utilizou antisoro anti-P22. Como pode ser
observado nas Figuras 19, 20 e 21, animais que sofreram deplegdo de células T CD4" e/fou T
CD8" apresentaram coloragfio nos cistos cerebrais para antigeno de taquizoita P22. Animais

tratados com anticorpo monoclonal controle também apresentaram o mesmo padrio de

coloragdo (Figura 22).
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Figura 19 - Expressdo do antigeno de taquizoita P22, em cistos cerebrais de camundongos

C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que
sofreram deplegdo de células T CD4', 290x.
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Figura 20 - Expressdo do antigeno de taquizoita P22, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 1. gondii e que

sofreram deplecdo de células T CD8', 290x.
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Figura 21 - Expressio do antigeno de taquizoita P22, em cistos cerebrais de camundongos

C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que
sofreram deplegdo de células T CD4" e T CDS8', 290x.

k

N

Figura 22 - Expressdo do antigeno de taquizoita P22, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que foram
tratados com anticorpo monoclonal controle, anti-B-galactosidase, 290x.
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Ao nivel de analise fotométrica, ndo houve diferenga estatistica entre as reagdes
desenvolvidas com antisoro anti-P22 nos cistos cerebrais de animais tratados com anticorpo
monoclonal controle e as reagdes desenvolvidas com soro de coelho ndo imune com p =
0,1277 (Figura 23). Entretanto, por estas analises, foram observadas diferengas na intensidade
de marcacdo dos cistos cerebrais de animais que sofreram deplegdo de células T CD4” e/ou T
CD8" nas reagdes desenvolvidas com antisoro anti-P22, com cistos em reagdes desenvolvidas
com soro de coelho ndo imune (p < 0,0159) (Figura 23), confirmando o padrdo da marcagdo.
Nio foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre as rea¢des desenvolvidas
com antisoro anti-P22 em animais que sofreram depleg3o de células T CD4" (p =0,1519) ou T
CD8" (p = 0,0715) com as reagdes desenvolvidas em animais tratados com antisoro

monoclonal controle, embora em animais que sofreram deplegio de T CD4" e T CD8" esta

diferenca foi siginificativa (p = 0,0067).
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Figura 23- Deteccdo do antigeno P22, por analise fotométrica em cistos cerebrais de
camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7.

gondii e correlagdo com o grau de imunossupressdo do animal por deple¢do de

células T CD4" e/ou T CD8".
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Quando os animais foram neutralizados de IFN-y ou TNF-a, observou-se ao

microscopio de luz que a grande maioria dos parasitas dentro dos cistos apresentaram-se

corados, como também os taquizoitas livres. (Figuras 24 e 25)
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Figura 24 - Expressio do antigeno de taquizoita P22, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram

neutraliza¢do de IFN-y durante 9 dias, 290x.
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Figura 25 - Expressdo do antigeno de taquizoita P22, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondiii e que sofreram

neutralizagdo de TNF-o. durante 12 dias, 290x.
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A analise fotométrica reagdes desenvolvidas com antisoro anti-P22, foram marcadas

positivamente, desde animais ndo neutralizados de IFN-y até animais neutralizados por 12 dias

e neutralizados de TNF-a., confirmando a presenca de antigeno de taquizoita (P22) nos cistos

(Figura 26). A quantificagio da intensidade de coloragdo demonstrou que ndo houve diferenca

estatistica entre os animais que ndo sofreram neutralizagio de IFN-y e os animais que sofreram

neutralizagdo durante 12 dias (p = 0,4196).
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Figura 26- Detecgdo do antigeno P22, por analise fotométrica em cistos cerebrais de
camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de T.

gondii e correlagdo com 0 grau de imunossupressdo do animal por neutraliza¢do

de IFN-y ou TNF-o.
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Animais que foram neutralizados de TNF-o., apresentaram marcagéo dos cistos para a

proteina P22 maior que 0s neutralizados de JFN-y durante 12 dias, e esta foi estatisticamente

significante (p = 0,0052).

Nizo foi observada diferenga estatistica significante de marcagdo nos cistos cerebrais

de animais tratados com anticorpo monoclonal anti-CD4" e CD8" com aqueles neutralizados

p= 0,4782), mas esta diferenga foi significante quando os

de IFN-y por 7, 9 ou 12 dias (

animais foram neutralizados de TNF-o (p = 0,0219) (Figura 27).
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Figura 27. Detec¢io do antigeno P22, por analise fotométrica em cistos cerebrais de
camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii
e correlagdo com o déficit imunologico do animal. Os valores obtidos a fotometria
ue sofreram deplegio de células T CD4" e/ou TCD8' foram subtraidos

de animais (

dos respectivos valores obtidos com soro ndo imune. Os valores obtidos a

fotometria de animais neutralizados de IFN-y ou TNF-o foram subtraidos dos

respectivos valores obtidos com soro néo imune.
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4.6.5) RESULTADOS DA ANALISE DE INTENSIDADE DE MARCACAO

PARA A PROTEINA DE “STRESS” DE 70 kDa NA AREA DOS

CISTOS CEREBRAIS, UTILIZANDO ANTISORO POLICLONAL

DE COELHO ANTI-Hsp70 E CORRELACAO COM O DEFICIT
IMUNOLOGICO DO ANIMAL

Ao microscoépio de luz, animais que sofreram deple¢do de células T CD4" e/ou T

CD8" apresentaram cistos cerebrais com coloragio castanha de alguns parasitas (Figuras 28 e

29). Em animais tratados com anticorpo monoclonal controle, também observou-se coloragio

de alguns parasitas presentes nos cistos (Figura 30), sendo que em alguns cistos a marcagio foi

mais fraca e outros ndo apresentaram coloragdo. A fotometria observou-se que os valores de

intensidade de marcagdo nas reagdes desenvolvidas com antisoro anti-Hsp, em cistos de

animais que sofreram deplegio de células T CD4" e/ou T CD8" e animais tratados com

anticorpo monoclonal controle foram maiores que os de reagdes desenvolvidas com soro de

coelho ndo imune (Figura 31). Esta diferenca, no entanto, no foi estatisticamente significante

em animais tratados com anticorpo monoclonal controle (p = 0,1785). Em animais que

sofreram deplegdo de células T CD4" efou T CD8’", a marcagdo dos parasitas por analises

fotométricas, foi especifica, quando se comparam estas reagdes com aquelas desenvolvidas

com soro de coelho ndo imune (p < 0,0265).




107

» :

Figura 28 - Expressdo da proteina de “stress” de 70 kDa, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram

deplegdo de células T CD4", 290x.
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Figura 29 - Expressdo da proteina de “stress” de 70 kDa, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram

deplecdo de células T CD4" e T CDS8’, 290x.
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Figura 30 Expressdo da proteina de “stress” de 70 kDa, em cistos cerebrais de camundongos
CS7BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que foram
tratados com anticorpo monoclonal controle, anti-f-galactosidase, 290x. Canto

inferior direito, reagdo desenvolvida com soro de coelho ndo imune, detalhe, 120x.
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Figura 31- Detecgdo da proteina Hsp70, por analise fotométrica em cistos cerebrais de

camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7.

gondii e correlagdo com 0 grau de imunossupressao do animal por deple¢do de

células T CD4" e/ou T CDS8".
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Quando os animais foram neutralizados de IFN-y ou TNF-o, observou-se uma

coloragio castanha mais homogénea dos parasitas nos cistos, embora alguns cistos ndo

apresentaram coloragio (Figuras 32 € 3 3). A coloragdo com este antisoro apresentou-se tenue.

Animais no dia zero, neutralizados de IFN-y durante 7, 10 ¢ 12 dias neutralizados de TNF-,

apresentaram marcagdo especifica para proteina Hsp70, como pode ser observado na Figura

34, Reagdes desenvolvidas com antisoro anti-Hsp70, foram estatisticamente diferentes

daquelas desenvolvidas com soro de coelho nfio imune (p < 0,0016). A marcagdo para a

proteina Hsp70 foi maior aos 7, 10 ¢ 12 dias de neutralizagio de IFN-y ou aos 12 dias de

neutralizagiio de TNF-o que no dia zero (p < 0,0227)



&N
de “stress”
e infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram
durante 7 dias, 290x. Canto inferior direito, reagdo

lho ndo imune, detalhe, 120x.

Figura 32 - Expressdo da proteina
C57BL/6, cronicament
neutralizagdo de IFN-y
desenvolvida com soro de coe

-
-

Figura 33 - Expressdo da proteina de «stress” de 70 kDa, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram

neutralizagdo de TNF-o durante 12 dias, 290x.
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Figura 34- Detecgdo da proteina Hsp70, por analise fotométrica em cistos cerebrais de

camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7 gondii

e correlagdo com o déficit imunoldgico do animal.
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Quando se compara animais neutralizados de IFN-y ¢ TNF-o com animais que

sofreram deplegio de células T CD4" efou T CD8" (Figura 35), observa-se que ndo ha

diferenga na intensidade de marcagdo dos cistos entre animais que sofreram deplegdo de células

T CD4" e/ou T CD8’, com aqueles neutralizados de IFN-y ou TNF-o por 12 dias (p = 0,3320).
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Figura 35- Detecgdo da proteina Hsp70, por analise fotométrica em cistos cerebrais de
camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii

imunologico do animal. Os Valores obtidos a fotometria

e correlagdo com o déficit
de animais que sofreram deplegdo de células T CD4" e/ou T CD8" foram
s obtidos com soro ndo imune. Os valores obtidos

subtraidos dos respectivos valore
de IFN-y ou TNF-o foram subtraidos dos

a fotometria de animais neutralizados

respectivos valores obtidos com soro nao immune.
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4.6.6) RESULTADOS DA ANALISE DE INTENSIDADE DE MARCACAO
PARA ANTIGENO DA CEPA PJA NA AREA DOS CISTOS
CEREBRAIS, UTILIZANDO ANTISORO POLICLONAL DE
CAMUNDONGO ANTI-CEPA PJA E CORRELACAO COM O

DEFICIT IMUNOLOGICO DO ANIMAL
Ao nivel de microscopia de luz, cistos de animais que sofreram deplegio de células T
CD4"e/ou T CD8" apresentaram coloragdo castanha intensa de alguns parasitas, sendo que em
animais que sofreram deplegio de células T CD4" e T CDS’, alguns cistos apresentaram
coloragdo de quase todos os parasitas (Figuras 36 e 37). Observou-se também coloragdo da
parede de alguns cistos. Animais tratados com anticorpo monoclonal controle também
apresentaram cistos com parasitas intensamente corados (Figura 38), sendo esta marcagio em
alguns cistos menos intensa. Pela analise fotométrica, foi observado que os cistos cerebrais de
animais que sofreram deplegdo de células T CD4" e/ou T CD8’, apresentaram marcagfio
positiva para antigeno da cepa PJA. E o que se observa quando se compara reacdes
desenvolvidas com antisoro anti-cepa PJA no tecido de tais animais com rea¢des desenvolvidas
com soro de camundongo ndo imune (p < 0,0383). As reacdes desenvolvidas com antisoro
dirigido para a cepa PJA em cistos de animais tratados nas diferentes condicbes de

imunossupressﬁo ndo foram estatisticamente diferentes entre si (p > 0,0616), como pode ser
2

observado na Figura 39.
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Figura 36 - Expressdo de antigeno da cepa PJA, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram
deplegdo de células T CD4", 290x.

o - -

\' ] d q
Figura 37 - Expressdo de antigeno da cepa PJA, em cistos cerebrais de camundongos

C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram
deplegdo de células T CD4" e T CD8", 290x.
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Figura 38 . Expressdo de antigeno da cepa PJA, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii ¢ que foram
tratados com anticorpo monoclonal controle, anti-f-galactosidase, 290x.
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CD4' e/ou T CD8".



i

QR A i T e R S A A B Dt

119

Animais que sofreram neutralizagdo de IFN-~y, no dia zero e aos 7 e 12 dias e animais
neutralizados de TNF-ot mostraram a microscopia de luz, uma coloragdo homogénea e intensa
dos parasitas nos cistos (Figuras 40 e 41). A fotometria observou-se que no houve diferenca
estatistica na intensidade de marcagdo entre os animais, neutralizados no dia zero e os
neutralizados por 12 dias (p = 0,0858), mas a intensidade de marcagdo foi maior em animais
neutralizados durante 7 dias quando comparados com animais neutralizados no dia zero (p =
0,0344). Cistos cerebrais de animais neutralizados de IFN-y durante 12 dias apresentaram

maior intensidade de marcagdo que animais neutralizados de TNF-a por 12 dias (p < 0,0001),

como pode ser observado na Figura 42.
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' C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que r%;)j

sofreram neutraliza¢do de IFN-y (dia zero), 290x.
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neutralizagao de TNF-o
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Figura 4. Detecgdo de antigeno da cepa PJA, por anélise fotométrica em cistos cerebrais de

camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii

e correlagdo com o déficit imunolégico do animal.
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e reagdes em tecidos cujo fixador utilizado foi Bouin-

A Figura 43 demonstra qu

Hollande (tecidos de animais neutralizados de IFN-y € TNF-a.), apresentaram uma intensidade

de marcagdio maior dos cistos cerebrais com antigeno da cepa PJA quando comparados com 0s

animais, cujo tecido foi fixado em formol a 10%. E o que se observa quando se compara

animais tratados com antisoro anti-B-galactosidase (tecidos fixados em formol a 10%) e

animais no dia zero de neutralizagdo (tecidos fixados em Bouin-Hollande) (p = 0,0233).
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Figura 43. Detecgdo de antigeno da cepa PJA, por analise fotométrica em cistos cerebrais de

camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii

e correlagdo com o déficit imunologico do animal. Os valores obtidos 4 fotometria

de animais que sofreram deplecdo de células T CD4+ e/ou T CD8+ foram

subtraidos dos respectivos valores obtidos com soro ndo imune. Os valores obtidos

a fotometria de animais neutralizados de IFN-y ou TNF-a foram subtraidos dos

respectivos valores obtidos com Soro nao 1imune.
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4.6.7) RESULTADOS DA ANALISE DE INTENSIDADE DE MARCACAO

PARA ANTIGENO DA CEPA RH NA AREA DOS CISTOS

CEREBRAIS, UTILIZANDO ANTISORO POLICLONAL DE

COELHO ANTI-CEPA RH E CORRELACAO COM O DEFICIT

IMUNOLOGICO DO ANIMAL

Ao microscépio de luz, os cistos cerebrais de animais que sofreram deplecio de

células T CD4* efou T CD8" apresentaram parasitas heterogeneamente corados (Figuras 44 e

4 . ~ .
5). Quando o grau de imunossupressdo se agravou, COmo em animais que sofreram deplegdo

de células T CD4" e T CDS* (Figura 46), alguns cistos apresentaram a maioria dos parasitas
Corados. Animais tratados com anticorpo monoclonal controle também apresentaram alguns

Parasitas corados nos cistos. A analise computadorizada dos cistos confirma a presenca de

stas estruturas. Em reagdes desenvolvidas com

antigenos da cepa RH nos parasitas contidos ne
se positivamente marcados, quando comparados

antisoro anti-cepa RH, os cistos mostraram-
com cistos de reagdes desenvolvidas com SOTO de coelho ndo imune (Figura 47). Esta diferenca

foi estatisticamente significante (p < 0,0100).
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Figura 44 - Expressdo de antigeno da cepa RH, em cistos cerebrais de camundongos C57BL/6
cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram deplegi(;

de células T CD4", 290x.

i

Figura 45 - Expressdo de antigeno da cep
cronicamente infectados com

de células T CD8’, 290x.

Y % 1

: &

el

a RH, em cistos cerebrais de camundongos C57BL/6
a cepa ME-49 de 7. gondii ¢ que sofreram deplegdo
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Figura 46 - Expressdo de antigeno da cepa RH, em cistos cerebrais de camundongos C57BL/6,
cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram deplegao
de células T CD4" e T CD8', 290x.
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Animais neutralizados de IFN-y ou TNF-a,, apresentaram a maioria dos parasitas nos

cistos corados. Animais neutralizados de IFN-y no dia zero e durante 1, 7 e 12 dias ou
heutralizados de TNF-c durante 12 dias, apresentaram coloragdo castanha intensa dos cistos
Cerebrais 3 microscopia de luz (Figura 48). Animais no dia zero de neutralizagdo apresentaram
Coloragio mais fraca nos cistos maiores e mais forte nos menores. A medida que a
Reutralizagio se prolongou, a coloragdo apresentou-se mais homogénea. A fotometria
confirmou a marcagio positiva para antigenos da cepa RH em animais neutralizados de IFN-y
%u TNF-o. Como pode ser demonstrado na Figura 49, reagbes desenvolvidas com antisoro

anti-cepa RH apresentaram valores para intensidade de marcagdo significantemente maiores

que reacdes desenvolvidas com soro de coelho ndo imune (p < 0,0001). Néo houve diferenca

estatistica na intensidade de marcagdo para antigeno da cepa RH entre animais no dia zero de

Neutralizagiio, neutralizados durante 1, 7 € 12 dias e neutralizados de TNF-a durante 12 dias

(b >0,0703).
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Figura 48 Expressdo de antigeno da cepa RH, em cistos cerebrais de camundongos C57BL/6,
cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram

neutralizagdo de IFN-y por 1 dia, 290x.
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RH, por andlise fotométrica em cistos cerebrais de

ente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii
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A maioria da reagdes desenvolvidas em animais neutralizados de IFN-y ou TNF-o

apresentaram intensidade de marcacdo para antigeno da cepa RH maior que reagdes

o células T CD4" e/fou T CD8” (Figura 50).

desenvolvidas em animais que sofreram deplegdo d

Animais que sofreram neutralizagdo de TNF-o., apresentaram cistos cerebrais marcados com

animais que sofreram deplegio de células T CD4" e/ou T

maior intensidade que 0s Cistos de

monstrado na Figura 50. Entretanto, cistos de animais

CD8" (p < 0,0202), como pode ser de
presentaram intensidade de marcagdo maior que

neutralizados de IFN-y durante 12 dias ndo @

animais que sofreram deplegao de células TCD4' e T cDS8' (p = 0,4341).
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Figura 50- Detecgio de antigeno da cepa-RH, por analise fotométrica em cistos cerebrais de

camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii
e correlagdo com o déficit imunoldgico do animal. Os valores obtidos & fotometria
de animais que sofreram deplecdo de células T CD4+ e/ou T CD8+ foram
subtraidos dos respectivos valores obtidos com soro ndo imune. Os valores obtidos

a fotometria de animais neutralizados de IFN-y ou TNF-o foram subtraidos dos

: do imune.
respectivos valores obtidos com soro nao
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4.6.8.) RESULTADOS DA ANALISE DE INTENSIDADE DE MARCACAQO
PARA ANTIGENO DA CEPA PLK NA AREA DOS CISTOS
CEREBRAIS, UTILIZANDO ANTISORO POLICLONAL DE

COELHO ANTI-CEPA PLK E CORRELACAO COM O DEFICIT

IMUNOLOGICO DO ANIMAL

Alguns parasitas dentro dos cistos apresentaram coloragdo castanha a microscopia de

luz. Animais que sofreram deplegio de células T CD4" e/ou T CD8’, apresentaram um padrio
de coloragdo semelhante (Figuras 51 e 52). Animais tratados com anticorpo monoclonal
Controle, também apresentaram alguns parasitas corados, embora alguns cistos ndo foram
corados. A fotometria, reagdes desenvolvidas com antisoro anti-cepa PLK, em cistos cerebrais
de animais que sofreram deplegdo de células T CD4” e/ou T CD8’, ou tratados com anticorpo

Monoclonal controle, apresentaram intensidade de marcagdo estatisticamente maior que
b

reacdes desenvolvidas com soro de coelho nao imune (p < 0,0120). Como pode ser observado
plegdo de células T CD4” ou T CD4" e T CD§",

na Figura 53, animais que sofferam de
apresentaram intensidade de marcagdo para antigeno da cepa PLK maior que animais que

Sofreram deplegio de células T CD8” (p < 0,0275).
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Figura 51 - Expressio de antigeno da cepa PLK, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofreram

deplegdo de células T CD4', 290x.
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Animais neutralizados de IFN-y ou TNF-o apresentaram a maioria dos parasitas nos
Cistos cerebrais corados. Animais no dia zero de neutralizagdo, neutralizados de IFN-y durante
7 ou 12 dias ou neutralizados de TNF-a., apresentaram coloragdo semelhante dos parasitas a
microscopia de luz (Figura 54). A analise fotométrica, reacdes desenvolvidas com antisoro
anti-cepa PLK em animais que foram neutralizados de IFN-y no dia zero, por 7 e 12 dias e

neutralizados de TNF-o. apresentaram uma intensidade de marcagdo estatisticamente maior que
reacdes desenvolvidas com SOro de coelho ndo imune (p < 0,0033) (Figura 55). Animais
s ou neutralizados de TNF-o, apresentaram uma

neutralizados de IFN-y durante 7 dia
PLK, maior que animais neutralizados de IFN-y

intensidade de marcagdo para antigeno da cepa

durante 12 dias (p < 0,03 13).



Figura 54 - Expressdo de antigeno da cepa PLK, em cistos cerebrais de camundon o
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii e que sofrerinf

neutraliza¢do de TNF-o., 290x.
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Figura 5. Detecgdio de antigeno da cepa PLK, por analise fotométrica em cistos cerebrais de

camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7 gondii

e correlagio com o déficit imunolégico do animal.
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N-y durante 7 ou 12 dias ou neutralizados de TNF-o. ndo

Animais neutralizados de IF

apresentaram diferenga na intensidade de marcagao de cistos cerebrais para antigeno da cepa

PLK (p = 0,0741) em relagdo a marcagio de cistos de animais que sofreram deplegdo de

células T CD4* e T CD8" (Figura 56).
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Figura 56- Detecgdo de antigeno da cepa PLK, por analise fotométrica em cistos cerebrais de

L/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondiii
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4.6.9) RESULTADOS DA ANALISE DE INTENSIDADE DE MARCACAO
PARA ANTIGENO DA CEPA PTgB NA AREA DOS CISTOS
CEREBRAIS, UTILIZANDO ANTISORO POLICLONAL DE

COELHO ANTI-CEPA PTgB E CORRELACAO COM O DEFICIT

IMUNOLOGICO DO ANIMAL

Ao nivel de microscopia de luz, animais que sofreram deplegdo de células T CD4"
e/ou T CD8" e animais tratados com anticorpo monoclonal controle, apresentaram poucos

parasitas dentro dos cistos cerebrais com coloragao castanha (Figuras 57 e 58). Alguns se

apresentaram praticamente sem coloragdo castanha. A anélise fotométrica confirma a presenga

de antigeno da cepa PTgB em cistos cerebrais de animais que sofreram deplecdo de células T
CD4" e/ou T CD8" ou que foram tratados com anticorpo monoclonal controle (Figura 59).
Reagdes desenvolvidas com antisoro anti-cepa PTgB em cistos cerebrais de animais que

sofreram deplegdes de células T CD4" efou T CD8" ou tratados com anticorpo monoclonal

controle, apresentaram intensidade de marcagio estatisticamente maior, que reagGes
p < 0,0451). Nao houve diferenca estatistica na

desenvolvidas com soro de coelho ndo imune (
cepa PTgB, entre animais que sofreram deplegio de

intensidade de marcagdo para antigeno da
ou animais tratados com anticorpo

celulas T CD8"* isoladamente ou T CD4" e T CD8"

Monoclonal controle (p > 0,1513).
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Figura 57 - Expressdo d
C57BL/6, cronicamente infecta

deplecdo de células T CD8’, 290x.
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e antigeno da cepa PTgB, em cistos cerebrais de camundongos
dos com a cepa ME-49 de 7. gondli e que sofreram
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Figura 58 - Expressdo de antigeno da cepa
’ C57BpL/6 cronicamente infectados com a cepa

deplegdo de células T CD4" e T CD8’, 290x.
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& .-
PTgB, em cistos cerebrais de camundongos
ME-49 de 1. gondii e que sofreram
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A microscopia de luz, reagdes desenvolvidas com antisoro de coelho anti-cepa PTgB
M animais neutralizados de IFN-y ou TNF-o., apresentaram a maioria dos parasitas nos cistos
Corados (Figura 60). A anilise fotométrica, como pode ser observado na Figura 61, animais no
dia zero de neutralizagdo, neutralizados de IFN-y durante 7 ou 12 dias ou neutralizados de
TNF-q, apresentaram coloragio semelhante dos parasitas. Reagdes desenvolvidas com
antisoro anti-cepa PTgB em animais que foram neutralizados de IFN-y no dia zero, por 7 ou
12 dias ou neutralizados de TNF-o apresentaram uma intensidade de marcacgdo
estatisticamente maior que reagdes desenvolvidas com soro de coelho ndo imune (p < 0,0191).
Nio foram observadas diferencas na intensidade de marcagdo para antigeno da cepa PTgB

entre animais neutralizados de IFN-y no dia zero, durante 7 ou 12 dias ou neutralizados de

TNF-a. (p > 0,0905).
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Figura 60 - Expressdo de antigeno da cepa PTgB, em cistos cerePrais de camundongos
C57BL/6 cronicamente infectados com & cepa ME-49 de T. gondii e que sofreram
neutralizagdo de TNF-o., 290%.
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Figura 61- Detecgio de antigeno da cepa PTgB, POT analise fotométrica em cistos cerebrais de
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Como demonstrado na figura 62, animais neutralizados de IFN-y no dia zero, aos 7 ou
12 dias ou neutralizados de TNF-o. apresentaram uma intensidade de marcagdo para antigeno

da cepa PTgB, maior que animais que sofreram deplecdo de células T CD4” e/ou T CD8" ou

que foram tratados com anticorpo monoclonal controle (p < 0,0021).
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4.6.10) RESULTADOS DA ANALISE DE INTENSIDADE DE MARCACAO
PARA ANTIGENO DA CEPA CEP NA AREA DOS CISTOS
CEREBRAIS, UTILIZANDO ANTISORO POLICLONAL DE

COELHO ANTI-CEPA CEP E CORRELACAO COM O DEFICIT

IMUNOLOGICO DO ANIMAL

A - . . ~ +
A microscopia de luz, cistos cerebrais de animais que sofreram deplecdo de T CD4
e/ou T CD8* oy tratados com anticorpo monoclonal controle, apresentaram a grande maioria

dos parasitas com coloragdo castanha, inclusive a parede dos cistos (Figura 63 e 64). Animais

Que sofreram depleciio de células T CD4" isoladamente ou T CD4" e T CD8’, apresentaram

Uma coloragio castanha da maioria dos parasitas dos cistos, mais intensa que animais que
sofreram deplegio de células T CDS". A fotometria confirmou a presenca de antigeno da cepa
CD4" e/ou T CD8"

CEP nos cistos cerebrais dos animais que sofreram deplegdo de células T
Reacgdes desenvolvidas com antisoro anti-

Ou tratados com anticorpo monoclonal controle.
marcagio maior que reagoes desenvolvidas com soro

Cepa CEP, apresentaram intensidade de
0282) (Figura 65). Cistos cerebrais de animais que sofreram

de coelho nio imune (e
marcagdo mais intensa para antigeno

deplecﬁo de células TCD4" e T CDS8", apresentaram uma
¢do de células T CD4" ou T CD8" ou tratados

da cepa CEP, que animais que sofreram deple

¢om anticorpo monoclonal controle (p = 0,0363).
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Figura 63 - Expressdo de antigeno
C57BL/6, cronicamente in

da cepa CEP, em cistos cerebrais de camundongos
fectados com a cepa ME-49 de T. gondii e que sofreram

deplegdo de células T CD8’, 290x.
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Figura 64 - Expressio de antigeno da cepa C
te infectados com & cepa

C57BL/6, cronicamente = )
deplegdo de células T CD4 € T CD8’, 290x.
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A microscopia de luz, reagdes desenvolvidas com antisoro de coelho anti-cepa CEP,

em cistos cerebrais de animais neutralizados de IFN-y ou TNF-o apresentaram a maioria dos
parasitas nos cistos corados (Figura 66). Animais no dia zero de neutralizagdo, neutralizados
de IFN-y durante 7 ou 12 dias ou neutralizados de TNF-o, apresentaram coloracdo semelhante
dos parasitas. A analise fotométrica, reagdes desenvolvidas com antisoro anti-cepa CEP em
u neutralizados de

animais que foram neutralizados de IFN-y no dia zero, por 7 ou 12 dias o
sidade de marcagdo estatisticamente maior que reagdes

TNF-a. apresentaram uma inten
mune (p < 0,0023) (Figura 67). Animais neutralizados

desenvolvidas com soro de coelho nao 1
ados mais intensamente para antigeno da cepa

de IFN-y no dia zero, apresentaram cistos marc
0,0151). Entretanto, ndo houve diferenga

CEP, que animais neutralizados durante 12 dias (p =
de neutralizagdo e animais neutralizados

na intensidade de marcagdo entre animais no dia zero

u neutralizados de TNF-o. (p = 0,2178). Cistos de animais

de IFN-y durante 7 dias ©
se mais intensamente marcados que os cistos de animais

neutralizados de TNF-a apresentaram-
Neutralizados de IFN-y durante 12 dias (p = 0,0012).
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C57BL/6, cronicamente infectados com
neutralizagio de TNF-., 290x.
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Figura 67- Detecgdo de antigeno da cepa CEP, por

analise fotométrica em cistos cerebrais de

camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii

e correlagdo com o déficit imunologico do animal.



155

Como pode ser observado na Figura 68, cistos de animais que sofreram deple¢do de
clulas T CD4* ¢ T CD8", apresentaram-se mais intensamente marcados que cistos de animais
neutralizados de IFN-y por 12 dias (p = 0,0001). Entretanto, cistos de animais que sofreram

depleciio de células T CD4* e T CD8" ndo apresentaram diferenga de marcago, com cistos de

animais neutralizados de IFN-y por 7 dias ou neutralizados de TNF-a (p > 0570).
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Figura 68- Detecgio de antigeno da cepa CEP, por analise fotométrica em cistos cerebrais de

camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7 gondiii

e correlagdo com O déficit imunologico do animal. Os valores obtidos a fotometria

de animais que sofreram deplegdo de células T CD4" e/ou T CD8' foram

subtraidos dos respectivos valores obtidos com soro ndo imune. Os valores obtidos

3 fotometria de animais neutralizados de IFN-y ou TNF-o foram subtraidos dos

respectivos valores obtidos com soro ndo imune.
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4.6.11) RESULTADOS DA ANALISE DE INTENSIDADE DE MARCACAO
PARA ANTIGENO DO ESTAGIO DE OOCISTO DE T. GONDII NA
AREA DOS CISTOS CEREBRAIS, UTILIZANDO ANTISORO

POLICLONAL DE COELHO ANTI-OOCISTO E CORRELACAO

COM O DEFICIT IMUNOLOGICO DO ANIMAL

Ao nivel de microscopia de luz, alguns parasitas nos cistos cerebrais de animais que
sofreram deplegiio de células T CD4" e/ou T CD8" ou tratados com anticorpo monoclonal
controle apresentaram coloragdo castanha (Figuras 69 e 70), mas esta ndo foi observada em

alguns cistos. A fotometria ndo houve diferenca estatistica entre reagdes desenvolvidas com

antisoro anti-oocisto e aquelas desenvolvidas com SOro de coelho ndo imune (p = 0,0932)

(Figura 71). Niio foram observadas diferengas entre animais que sofreram diferentes deple¢oes

de células T e animais tratados com anticorpo monoclonal controle (p = 0,0909), como

também entre os grupos de deplegdes de células T (p = 0,0655).
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Figura 69 - Expressdo de antigeno do estagio de oocisto, em cistos cerebrais de camundongos
C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii ¢ que sofreram

deplegdo de células T CD8’, 290x.

Figura 70 - Expressdo de antigeno do estagio de oocisto, em cistos cerebrais Qe camundongos
C57BL/6. cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 1. gondii e que sofreram

deplecio de células T CD4' e T CD8', 290x.
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Figura 71- Detecgdo de antigeno do estagio de oocisto, por analise fotométrica em cistos

cerebrais de camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49

de 7. gondii e correlagdo com O grau de imunossupressdo do animal por deplegao

de células T CD4' e/ou T CD8'.
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Animais neutralizados de IFN-y ou TNF-o,, apresentaram a microscopia de luz, alguns

Parasitas com coloragdo castanha. Também foram observados alguns cistos com auséncia de

Parasitas corados e outros com coloragdo da maioria dos parasitas (Figura 72). A andlise

Computadorizada confirmou a marcagdo para antigeno de oocisto em cistos cerebrais de

animais neutralizados de IFN-y por 12 dias ou neutralizados de TNF-o (Figura 73). ReagGes
desenvolvidas com antisoro anti-oocisto apresentaram uma intensidade de marcac¢do maior que

feagdes desenvolvidas com soro de coelho ndo 1mune (p < 0,0004). Animais que sofreram

Deutralizagio de TNF-o apresentaram intensidade de marcag@o para antigeno de oocisto nos

Cistos cerebrais, maior que animais neutralizados de IFN-y durante 12 dias (p < 0,0001).
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e oocisto, em cistos cerebrais de camundongos

Figura 72 - Expressdo de antigeno do estagio d
om a cepa ME-49 de 1. gondii e que sofreram

C57BL/6, cronicamente infectados ¢
neutralizagdo de TNF-o, 290x.
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Figura 73. Detecgdo de antigeno do estagio de oocisto, por analise fotométrica em cistos

cerebrais de camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49

!
,! de 7. gondii e correlagdo com O déficit imunologico do animal.
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A Figura 74 mostra que ndo houve diferenga na intensidade de marcagdo para
antigeno de oocisto, em cistos cerebrais de animais que sofreram deplegio de células T CD4" e
T CD8*, com animais neutralizados de IFN-y durante 12 dias (p = 0,2982). Entretanto, animais
Neutralizados de TNF-ou apresentaram OS cistos cerebrais marcados mais intensamente que

animais que sofreram deplegdo de células TCD4 e T CD8" (p = 0,0058).
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Figura 74.- Detecgdo de antigeno do estagio de oocisto, por analise fotométrica em cistos

cerebrais de camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49
de 7. gondii e correlagdo com 0 déficit imunologico do animal. Os valores obtidos
3 fotometria de animais que sofreram deplecdo de células T CD4" e/ou T CD8'
foram subtraidos dos respectivos valores obtidos com soro ndo imune. Os valores

obtidos a fotometria de animais neutralizados de IFN-y ou TNF-o foram

subtraidos dos respectivos valores obtidos com soro nao imune.
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4.7) DETECCAO DE PROTEINA DE “STRESS” DE 70 kDa EM T. GONDII

ATRAVES DE ANALISE POR “WESTERN BLOT”

Por analise “Western blot”, utilizando antisoro anti-Hsp70, observou-se uma leve
reatividade com um antigeno de peso molecular de 70 kDa, em antigeno solubilizado em

detergente anidnico NP-40 da cepa RH de 7. gondii (Figura 75, pista 2). Quando se utilizou

soro de coelho ndo imune contra este antigeno, a reatividade nédo foi observada (dados ndo

mostrados). O soro de coelho ndo imune foi utilizado também contra a proteina Hsp70, ndo

sendo observada nenhuma reatividade (Figura 75, pista 3). Um novo experimento foi realizado

utilizando antigeno liofilizado de taquizoita da cepa ME-49 de 1. gondii, o antigeno de peso

molecular de 70 kDa ndo foi observado (dados ndo mostrados).
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Figura 75- Anlise por “Western blot”, SDS-PAGE 14%, para pesquisa de proteina de “stress”
de 70 kDa em antigeno solubilizado em detergente anidnico NP-40 da cepa-RH de
T. gondii, utilizando como anticorpo especifico antisoro de coelho contra a por¢do
carboxi-terminal da proteina Hsp70. Pista 1. proteina Hsp70; Pista 2: antigeno de
T. gondii; Pista 3: proteina Hsp70, utilizando soro de coelho nio imune.
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5) DISCUSSAO

A incidéncia de encefalite toxoplasmica tem aumentado com o crescente numero de

Pacientes com imunodeficiéncias, devido a reativagfo de infecgdo latente. Isto torna evidente o

importante papel da resposta imune na protegdo do hospedeiro (Hunter & Remington, 1994).

A resposta imune mediada por células ao T. gondii, representa o principal

componente da imunidade a este organismo (Beaman et al., 1992). Macrofagos ativados e

M r - . o+ ~ . 3 . r M -
linfocitos T (especialmente, T CD8"), sdo as principais células envolvidas neste mecanismo

(Khan et al., 1991; Nagasawa et al., 1991; Subauste ef al., 1991; Kasper et al., 1992; Denkers

el al., 1993b; Shirahata ef al., 1994). Células T CD4" e T CD8" atuam aditivamente ou

Sinergisticamente para prevenir reativagao de infeccdo cronica, provavelmente atraves da

Produgio de IFN-y e esta, juntamente cOM TNF-a,, atuam em macrofagos ou células

Microgliais, estimulando sua atividade microbicida através da indugdo da sintase do oOxido
>

Ditrico (Gazzinelli et al., 1992).

A reativacio da infec¢do se da pela interconversdo de bradizoitas encistados em

taquizoitas, um mecanismo que recentemente tem sido bastante estudado (Gross & Bohne,

1994) Os fatores envolvidos na interconversao, fatores do parasita ou da célula hospedeira,

D30 30 claros Ap6s a liberagdo de taquizoitas, estes promovem o aparecimento de grandes

dreas necroticas. marcado infiltrado inflamatorio e elevada mortalidade (Gazzinelli ef al.,
2

1993),

O presente estudo foi proposto, com os objetivos de se entender melhor os fatores do
Parasita ¢ do hospedeiro na interconversdo de estagio, como também o efeito da
imlJln0ssupressg~1o 1o nimero de taquizoitas e numero e tamanho de cistos. Teve também como

Objetivo, verificar a presenga de antigenos compartilhados entre cepas diferentes de 1. gondlii.
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A reagio de imunocitoquimica foi a ferramenta utilizada para se alcangar as

proposi¢des. Para maior clareza, dicutiremos separadamente 0s itens propostos.

5.1) REACAO DE IMUNOCITOQUIMICA

Reacdes de imunocitoquimica compreendem um conjunto de técnicas que utilizam

anticorpos especificos para um antigeno, para localiza-lo em uma célula ou tecido (Gosselin ef

al., 1986). Neste estudo, esta reagdo foi utilizada para localizagdo de antigeno de 7. gondii em

tecidos de camundongos C57BL/6, cronicamente infectados com a cepa ME-49. Em tais

reagdes, o método indireto que consiste em usar um anticorpo primario contra o antigeno

especifico e um anticorpo secundario direcionado contra o anticorpo primario (Gosselin et al.,

1986), foi adotado devido a sua maior sensibilidade.
Reagdes ELISA foram desenvolvidas, para definir o melhor titulo do anticorpo

Primario a ser utilizado nas reagdes de imunocitoquimica. Como a maioria dos antisoros

Primérios utilizados foram produzidos em coelhos, definiu-se que a padronizagdo da reagdo de

Imunocitoquimica utilizaria o antisoro de coelho anti-cepa RH, devido ao seu alto titulo.

Reagdes piloto foram realizadas durante a padronizagdo. Reagdes desenvolvidas com

antisoro secundério marcado com peroxidase ndo apresentaram resultados especificos e ainda

Marcaram o tecido inespecificamente, sendo ento abandonada.

Outras reagdes foram desenvolvidas, utilizando-se além do método indireto,

amplificacio com o kit ABC. De acordo com dados da literatura, reagdes utilizando

amplificagio para detecgdo de antigeno de Toxoplasma, fornecem bons resultados, como os

Observado por Gazzinelli et al. ( 1992), que utilizaram "streptoavidin-peroxidase” para
amplificacsio da reacio. O kit ABC é constituido por avidina-biotina-peroxidase. A proteina
avidina contém 4 sitios de ligagdo para a yitamina biotina e, conjugada & biotina, estd a enzima
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peroxidase; a avidina neste complexo conserva um sitio de ligago para a biotina proveniente

do anticorpo secundario. Neste processo, varias moléculas de peroxidase sdo retidas no sitio
antigénico (Rose et al., 1992), aumentando a senstbilidade da reagdo.

Apesar da amplificagio com o complexo avidina-biotina-peroxidase, a reagdo ndo foi
satisfatoria. Embora alguns antigenos sejam permanentemente destruidos por fixagdo de
tecidos com formalina, muitos permanecem preservados. Eles podem, entretanto, estarem
mascarados, provavelmente por causa de ligagdes cruzadas com proteinas ao redor do sitio
antigénico (Fox et al.,1985).

Numerosos antigenos podem ser resgatados por digestdo com proteases, sendo a
tripsina bastante utilizada (Battifora & Kopinski, 1986). Reagdo com resgate antigénico por
tripsina 0,1% foi desenvolvida, observando-se que, apesar do aparecimento de coloragio ]

castanha especifica dos cistos, ainda prevalecia uma pequena reagio tecidual inespecifica. |
|

Diferentes antigenos podem ser recuperados por diferentes métodos. No presente i

trabalho utilizou-se também como método de resgate antigénico, o forno microondas. A
energia do microondas consiste de ondas eletromagnéticas de alta frequéncia e ndo ionizantes.
Moléculas dipolares como a agua oscilam de 2 a 5 bilhdes de ciclos por segundo em campo de
microondas, produzindo um aquecimento uniforme e instantineo. Provavelmente este tipo de
calor atue dissociando as ligagdes formadas entre a formalina e proteinas, revelando sitios
antigénicos (Sharma e al., 1990). Esta técnica para detecgiio de antigeno de Toxoplasma

apresentou resultados satisfatorios neste experimento, como os obtidos anteriormente por

Roberts e al. (1996). Foi possivel a discriminagao dos parasitas dentro dos cistos teciduais.

e
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5.2) PRESENCA DE TAQUIZOITAS LIVRES NO TECIDO CEREBRAL DE

CAMUNDONGOS C57BL/6 CRONICAMENTE INFECTADOS COM A

CEPA ME-49 DE T. GONDII

Em encefalite toxoplasmica, taquizoitas livres sdo abundantes em éreas necréticas ou

proximas a elas. Camundongos C57BL/6 cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7.

gondii, que sofrem deplegdo de células T CD4" e T CD8’, apresentam numerosos taquizoitas

livres no tecido cerebral (Gazzinelli ez al., 1992). Neste estudo, entretanto, utilizando-se o

mesmo modelo experimental, observou-se que animais que sofreram ou ndo deple¢io de
células T CD4" ou T CD4" ¢ T CDS8, apresentaram raros taquizoitas livres no tecido. O
agravamento da imunossupressdo com a deplegdo de células T CD4" e T CD8" nio aumentou
O aparecimento de taquizoitas livres. Taquizoitas livres ndo foram detectados em secdes
cerebrais de animais que sofreram deplegio de células T CD8". Este fato ndo exclui a presenca
de taquizoitas livres, pois nem todo tecido cerebral foi examinado.

Experimentos de neutralizagio de IFN-y e TNF-o (Gazzinelli et al., 1993; Gazzinelli
el al., 1994b) demonstram que camundongos C57BL/6 cronicamente infectados, apresentam
taquizoitas livres no tecido cerebral. Os taquizoitas livres gradualmente aumentam neste

tecido, do 5° ao 9° dia de neutralizagdo de IFN-y.

Como péde ser notado, taquizoitas livres foram encontrados em animais neutralizados
de IFN-y a partir do 5° dia e a presencga destes aumentou a medida que se aumentou o tempo
de neutralizagdo, culminando com varios focos € um nimero extremamente elevado destes
Parasitas em animais neutralizados da citocina durante 12 dias. E provavel que o aparecimento
de elevado nimero de taquizoitas livres em tecido cerebral de animais neutralizados de IFN-y,
®M comparagdo a animais que sofreram deplegdo de células T CD4" e/ou T CD8’, seja devido

A répida auséneia da citocina nos primeiros. O efeito imediato da auséncia de IFN-y atuaria
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- também na diminui¢do da liberagio de TNF-o de macrofago, exacerbando o aparecimento de

1 taquizoitas livres.

A neutralizagio de TNF-o, provavelmente seja algo mais branda, pois outros

- mecanismos da imunidade efetora como linfocito T citotoxico, estariam ainda presentes.

53) NUMERO DE CISTOS NO CEREBRO DE CAMUNDONGOS C57BL/6

CRONICAMENTE INFECTADOS COM A CEPA ME-49 DE T. GONDII

Um "pseudocisto” pode ser definido como uma estrutura envolvendo um organismo

. (ou organismos) que estimula a formagdo de um cisto verdadeiro, mas nunca inclui qualquer

! produto do organismo contido. Seguinte a entrada em um hospedeiro, o Toxoplasma sofre um

periodo temporario de multiplicagdo rapida. A reprodugdo continua, nesta fase, resulta em

massas parasiticas que assumem formato esférico grosseiro, devido a persisténcia da membrana

da célula hospedeira, que pode apresentar um estiramento extremo embora a célula ainda

conserve um nucleo bem evidente. Um “cisto” € considerado como sendo uma estrutura

~ Drotetora, resistente, formada completa ou parcialmente por substincias secretadas do
organismo contido (Lainson, 1958). Neste estudo o termo “cisto” foi adotado, apesar das

estruturas conterem de 4-6 parasitas, pois € evidente, atualmente, que antigenos do parasita

840 liberados logo apos a invasdo da célula hospedeira.

Os cistos sio formados na fase cronica da infec¢do, sdo caracterizados pela formagio

de uma membrana elastica, forte ao redor dos parasitas, que continuam a se multiplicar

- lentamente. O corpos esféricos podem conter de 2-50 1. gondii no 8° dia de infecgdo, a varios

| milhares em alguns meses (Lainson, 1958).

Com a queda da resisténcia pela imunossupressdo do animal, os bradizoitas se

transformam em taquizoitas que s30 liberados dos cistos. Estes invadem novas células
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hospedeiras ¢ comegam a se multiplicar, ocasido em que s3o muito pequenos. Na presente

investigagao, cistos pequenos contendo a partir de 4 parasitas foram contados.

O namero de cistos no tecido cerebral de animais que sofreram deple¢@o de células T

CD4" foi maior que aquele de animais que sofreram deplegio de células T CD8' ou que foram

tratados com anticorpo monoclonal irrelevante (anti-B-galactosidase), o que estd em

concordancia com experimentos realizados por Gazzinelli ef al. (1992). A relagéo entre

deplecio de células T CD4* e maior niimero de cistos ndo sdo claros, desde que animais que

sofrem deplegiio de células T CD8" sdo mais susceptiveis a infec¢do que os primeiros. O

agravamento da imunossupressdo por deplegdo de células T CD4" ¢ T CD8" promoveu um

aumento no namero de cistos, mas este ndo foi significante em relagdio aos animais que

sofreram deplegdo de células T CD4".

A neutralizacio de IFN-y aumentou O ntimero de cistos no cérebro dos animais € o

nimero foi extremamente elevado aos 12 dias de neutralizagdo. Também foi observado um

niimero elevado de cistos cerebrais em animais que sofreram neutralizagdo de TNF-a.. Os

resultados mostram que a imunidade promovida pelas citocinas IFN-y e TNF-a sdo primordiais

para conter o desenvolvimento do parasita € patologia provocada por ele.

E provavel que além do grau de imunossupressdo do animal, o nimero elevado de
Cistos cerebrais esteja também relacionado as caracteristicas genéticas do animal.

CaIrlundongos que apresentam O haplotipo H-2° (C57BL/6, C57BL/10), desenvolvem

encefalite toxoplasmica severa com maior nimero de cistos cerebrais (Suzuki et al., 1991;

Brown ef al, 1995) e este fato pode ter contribuido para o elevado nimero de cistos

€ncontrados nesta investigagao.

O nGmero de cistos pode ser influenciado também pela cepa do parasita. O controle

genético de resisténcia contra infecgdo aguda por I. gondii difere dependendo da cepa do

Parasita (Suzuki ef al., 1995). A cepa ME-49 promove a formagao de um maior nimero de
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1989a). E possivel que em adigdo as caracteristicas genéticas do animal, a cepa do parasita

tenha também influenciado no grande nimero de cistos encontrados.

5.4) AREA E DIAMETRO DOS CISTOS CEREBRAIS DE CAMUNDONGOS

C57BL/6 CRONICAMENTE INFECTADOS COM A CEPA ME-49 DE T.

GONDII

Segundo (Lainson, 1958), o didmetro do cisto pode ser tdo pequeno, de maneira que

contenha 2 a 4 parasitas ou pode ser grande o suficiente para conter milhares de parasitas,

sendo que os cistos podem medir de 12 a 14 micrémetros quando contém de 2 a 6 parasitas

(Hutchison er al., 1968). Neste experimento, cistos contendo 4 parasitas ou mais foram

analisados quanto a area e didmetro.

Camundongos da linhagem STR infectados com a cepa de baixa viruléncia SRRA de 7.

gondii apresentam cistos cerebrais de tamanho variado dependendo do tempo de infec¢do. Aos

11 dias eles medem de 7-12um, 10-20pum aos 28 dias, 15-30pum aos 3 meses e 30-50pm

quando tém mais que um ano (Ferguson & Hutchison, 1987a,b). Entretanto, verificou-se na

Presente investigagdo que os Cistos cerebrais de camundongos C57BL/6 infectados com a cepa

ME-49 de 7. gondii durante 50 dias (animais tratados com anticorpo monoclonal anti-f3-

galactosidase) apresentaram cistos cerebrais com didmetro médio de 45,4um. E provavel que

esta diferenca em tamanho relacionada ao tempo de infecgdo, seja devido a cepa do parasita ou

a linhagem do camundongo estudada. Convém refor¢ar que camundongos C57BL/6 sdo

animais altamente susceptiveis @ infecgdo por Toxoplasma, podendo facilitar o

desenvolvimento de cistos e podendo estes serem matores.
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Neste estudo, observou-se que o tamanho dos cistos variou de 88 pma 11,5 pm.
A diferenga de tamanho, fornecida pela area e didmetro dos cistos cerebrais dos animais
que sofreram deplegdo de células T CD4" efou T CD8" ou tratados com anticorpo monoclonal

anti-B-galactosidase foi pequena. Segundo Suzuki et al. (1989b) camundongos CBA/Ca

infectados com a cepa ME-49 e neutralizados de IFN-y apresentam muitos pequenos cistos no

cérebro quando comparados com animais contole. Em nosso experimento animais

Neutralizados de IFN-y a partir dos 7 dias, ou que foram neutralizados de TNF-q,
apresentaram area e diametro dos cCistos cerebrais menores que dos animais que sofreram

deplegao de células T CD4" e/fou T CD8*. O grau de imunossupressdo promovido pela

Deutralizacio de IFN-y ou TNF-ou apresentou-s€ mais grave que aquele promovido pela

deplegsio de células T CD4" e/ou T CD8". Com a neutralizagdo das citocinas, os efeitos de sua

auséncia sio imediatos, enquanto que a deplegdo de células T leva a uma diminui¢do das
>

citocinag a longo prazo. IFN-y € um importante mediador de resisténcia ao 7. gondii (Suzuki

el al, 1988) e juntamente com TNF-o (Gazzinelli ef al., 1993), participa na imunidade

Protetora ao parasita.

O menor tamanho dos cistos observados com o agravamento da imunossupressdo dos

animais, provavelmente esteja relacionado com a ruptura destes, liberagdo de taquizoitas e

reinfecgio de novas células.
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5.5) EXPRESSAO DE ANTIGENOS ESPECIFICOS DE TAQUIZOITAS NOS

CISTOS CEREBRAIS DE CAMUNDONGOS C57BL/6 CRONICAMENTE

INFECTADOS COM A CEPA ME-49 DE 1. GonpII

A expressdo dos antigenos P30 (SAG-1) e P22 (SAG-2) foi observada em animais

{ tratados com anticorpo monoclonal controle (anti-B-galactosidase). Os antigenos P30 e P22
| sdo especificos do estagio de taquizoita (Couvreur ef al., 1988; Parmley et al., 1994), sendo

1 P30 o principal antigeno de superficie deste estagio (Kasper ef al., 1983). Segundo Woodison

| & Smith (1990), o antigeno principal de superficie de taquizoita (P30) ndo foi detectado em

§ Cistos cerebrais de camundongos cronicamente infectados com as cepas Gleadle, 17025 oy
i 18691 do parasita. Como verificado no presente estudo, os cistos cerebrais apresentaram além

i de bradizoitas, normalmente encontrados em tais estruturas, taquizoitas, que sdo as formas do

1 Darasita geralmente encontradas na fase aguda da infecgédo.

Ferguson et al. (1994), comparando a morfologia de cistos cerebrais de camundongos

- infectados com diferentes cepas de 7. gondii, observaram que cistos da cepa ME-49
|1 apresentam diferentes proporgdes de bradizoitas em divisdo e alguns imaturos, enquanto que
i 0s de outras cepas apresentam somente bradizoitas maduros. Concluiram que a cepa ME-49

1 . . 4 [13 22 4 .
pode provocar uma infecgdo cronica instavel, com um “turnover” continuo dos parasitas.

S St o, e st

Cistos ndo sio estruturas temporarias € servem para preservar a viabilidade de 7.

gondii por longos periodos (Lainson, 1958). Entretanto, bradizoitas da cepa ME-49 contidos

- ©m cistos cerebrais de camundongos, podem ter um ciclo de vida muito mais curto do que se

imaging (Pavesio ef al.,, 1992). A detecgdo de antigenos nos cistos cerebrais, que somente sio

encontrados em taquizoitas, como observado neste trabalho, suplementa dados da literatura

Comprovando que os cistos da cepa ME-49 sio bastante instaveis. Dentro destes cistos podem

Ser encontrados além dos bradizoitas, os taquizoitas. Apesar dos experimentos desenvolvidos
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| por Pavesio ef al. (1992) terem utilizado camundongos “Swiss Webster”, que sdo mais
Tesistentes, novos estudos sdo necessarios para se detectar a presenca de antigeno de
taquizoita em cistos cerebrais de camundongos resistentes infectados com tal cepa.

Em alguns cistos dos animais tratados com anticorpo monoclonal controle, os
antigenos P30 e P22 ndo foram detectados por reagdo de imunocitoquimica, & microscopia de
luz. A anélise fotométrica geral de tais animais, a marcago para os antigenos P30 e P22 niio
foi significativa. Durante a execugdo da analise fotométrica, ndo ¢ possivel discriminar entre
cistos marcados e ndo marcados, como pode ser feito a microscopia de luz, provavelmente
Cistos sem marcagdo, foram também analisados, diminuindo os valores numéricos de
intensidade de marcaggo.

Da mesma forma, animais que sofreram deplegdo de células T CD4" apresentaram
também alguns cistos ndo marcados & microscopia de luz para o antigeno P30, sendo i
fotometria considerados com baixa intensidade de marcagdo, fato este ndo observado em
relagio a0 antigeno P22, provavelmente porque todos os cistos apresentaram alguma
Marcacdo para tal antigeno.

Animais que sofreram deplegdo de células T CD8" ou T CD4’e T CD8", apresentaram
marcagio para antigeno P30 e P22 significativa, mostrando que nestes animais poderia estar
ocorrendo um maior grau de interconversdo de estagio de bradizoita para taquizoita. Estes
fatos sugerem que células T CD8’ ou a aglo conjunta de ambas T CD4’e T CD8’, sdo

Importantes para conter a interconversdo do parasita.

A expressio do antigeno P22 aumentou linearmente, a medida em que se aumentou a

imunossupressao por deplegao de células T CD8" ou T CD4’e T CD8".

A expressdo de antigenos P30 e P22, foi maior em animais que sofreram deplegio de
células T CD8', quando comparados com animais que sofreram deple¢@o de células T CD4',

confirmando dados da literatura que células T CD8" sdo as principais células efetoras na
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imunidade a0 1" gondii (Gazzinelli et al., 1991; Khan et al. 1991; Nagasawa et al., 1991;
Subauste ef al., 1991; Gazzinelli e al., 1992; Kasper e/ al., 1992; Jonhson et al., 1995).
Provavelmente, o principal efeito protetor da célula T CD8" seja através da produgio de IFN-y

(Denkers ¢f al., 1993b; Shirahata ef al., 1994).

Ao nivel de microscopia de luz, observou-se que animais neutralizados de IFN-y ou

TNF.q apresentaram coloracdo homogénea da maioria dos cistos, mostrando que a deficiéncia

dos mecanismos imunoregulatérios induzidos por estas citocinas, propiciou um ambiente

f: . . . . :
avoravel para interconversio de estagio do parasita.

A fotometria, a maior presenga de antigeno P30 em animais neutralizados de IFN-y
Qurange 7 ou 9 dias, que em animais neutralizados durante 12 dias, pode ser reflexo de grande
"Uptura de cistos e liberagdo de taquizoitas em animais neutralizados de IFN-y por 7 ou 9 dias.
Apesar do maior nimero de taquizoitas livres em animais neutralizados de IFN-y aos 12 dias, o
Dlmerq de cistos extremamente elevado em relagdo aos animais neutralizados de IFN-y
durante 7 ou 9 dias, pode ter contribuido para este resultado. Aos 7 a 9 dias de neutralizacio,
Pode ter havido um rompimento de grande ntmero de cistos, liberagdo de taquizoitas (maior
®Xpressio de antigeno P30) e reinfecgdo de novas células, refletindo o niimero extremamente
e!evado de cistos aos 12 dias de neutralizagao. Parasitas encistados expressariam o antigeno

30 em menor intensidade que taquizoitas livres. De maneira semelhante ao antigeno P30, P22

O tambgm, expresso em maior intensidade, nos animais neutralizados de IFN-y durante 9 dias,

Wando comparados com os animais neutralizados durante 12 dias.
stagio de cisto, uma principal

. o€
Na conversdo de taquizoita, fase aguda, para
alteragao requerida é a diminuicdo da multiplicagdo do parasita e talvez at¢ parada do seu ciclo

Mitdtico (Soéte & Dubremetz, 1996). Na conversdo de br adizoita para taquizoita, que ocorre
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n ivacs : . - :
A reativagio de infecgio cromica, o contrdrio provavelmente esteja acontecendo e

Fadag: , o
8radativamente aumenta-se a expressio de antigeno de taquizoita.

Embora durante interconversio de taquizoitas em bradizoitas in vitro, os parasitas
apresentem antigenos especificos de taquizoitas € bradizoitas simultaneamente (Bohne ef al.,
1993b; Sodte ef al,, 1993), é possivel que este padrdo de expressdo também ocorra in vivo,
durante interconversdo de bradizoitas em taquizoitas. Isto poderia justificar a menor expressio

de antigeno de taquizoita aos 12 dias, onde o numero de cistos é maior e em estagio de

terconversgo, do que aos 7 ou 9 dias, quando verifica-se um nimero relativamente maior de

taquiloitas'
Animais neutralizados de IFN-y durante 9 dias, apresentaram a maior marcagdo para

ant -
Mligeno de taquizoita que os animais nas outras condigdes de tratamento.

Pelas analises fotométricas, observou-s€ também que animais neutralizados de IFN-y

presentaram maior marcagdo para antigeno

du
fante 7 ou 9 dias ou neutralizados de TNF-o, a
ot ainda observado

0 que animais que sofreram deplegdo de células T CD4"e/ou T CD8'. F
utralizados de TNF-o, que animais

U N . . .
fuea Presenga do antigeno P22 foi mator em animais ne

e sofreram deplegio de células T CD4'e/ou T CDS8". A auséncia imediata de tais citocinas,

Provavelmente tenha promovido a interconversdo de estagio do parasita.
s et al. (1986), onde IFN-y ndo

Diferentemente do observado 77 vitro por Jone
itas, a auséncia de IFN-y ou TNF-o parece

Pro . . :
Move a interconversdo de taquizoitas em bradizo

oitas in vivo. Estes dados estdo

Oder; izof iz
Poderiam promover a interconversio de taquizoftas em brad
(1993a), que observaram a expressio de

€m
Concordancia com os estudos de Bohne ef al.
os com JFN-y.

ang : izoi ivad
"eenos de bradizoitas em macrofagos infectados com taquizoitas € auv
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Os mecanismos envolvidos neste fendmeno permanecem obscuros (Weiss et al.

1994), sendo sugerido que a falta de [FN-y diminua a ativag¢do de macrofagos e producio de

é L) , . . , . . r . r *
xido nitrico, efeito este também proposto para a citocina TNF-o.. O 6xido nitrico pode inibir

completamente a replicagdo de taquizoitas (Bohne et al., 1994). E possivel que a falta das

citoci 5 5 5xi itri ic icaca
tocinas, promova a nio produgdo de oxido nitrico, propiciando a replicagdo do parasita
2

Tuptura cistica e liberagdo de taquizoitas.

Por observagdes realizadas in vifro, 0 processo de interconversao pode ser estimulado
Por outros fatores que ndo 0s imunologicos, como fatores de estresse do microambiente
(Soéte er al, 1994). Os taquizoitas sob condicdes de estresse ambiental, como aumento do pH

do meijo, iniciam a formagdo de cistos como uma forma de auto preservagdo (Soéte ef al.,

1994: Weiss er al., 1992). A presenga do IFN-y pode induzir a degradagdo de triptofano da

célula hospedeira e inibir o crescimento de T. gondii (Pfefferkorn et al., 1986); esta privagdo
hutricional do parasita poderia dificultar seu ciclo mitético. A auséncia da citocina diminuiria
este fator de “stress” facilitando © dJesenvolvimento do parasita. Se outros fatores do
hospedeiro contribuem para a ihterconversﬁo, ainda ndo se tem conhecimento.

Experimentos anteriores de interconversdo foram realizados in vitro. Este é o
Primeiro estudo de interconversdo pradizoita-taquizoita in Vivo. Experimentos in vitro
utilizando diferentes cepas do parasita mostram que elas diferem entre si na taxa de

_bradizoitas (Gross & Bohne, 19

pronunciada, a medida que o animal sofreu

Interconversgo taquizoitas 94). Neste estudo, a cepa ME-49

fo] vet: . ~
Ol utilizada e apresentou uma interconversao
a imune efetora. Até o momento ndo se conhece o

Supresss .
Pressdo mais grave de sua respost
omportamento de outras cepas do parasita in vivo € S¢ em outras linhagens de camundongo, o

r . .
Processo de interconversdo seria semelhante.
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5.6) EXPRESSAO DE PROTEINA DE CHOQUE TERMICO (HSP70) NOS

CISTOS CEREBRAIS DE CAMUNDONGOS C57BL/6 CRONICAMENTE

INFECTADOS COM A CEPA ME-49 DE T. GONDII

O uso de um anticorpo especifico para a porgdo mais polimorfica da proteina de

“stress” de 70 kDa (Hsp70), nos permitiu detectar a proteina do parasita e ndo a do

hospedeiro, pois segundo Selkirk ez al. (1989), parece haver uma falta de homologia suficiente

entre Hsps do parasita e do hospedeiro. Verificou-se na presente investigagdo que a proteina

Hsp70 apresenta maior homologia entre 0S protozoarios (Leishmania e Toxoplasma), que

entre protozoarios ¢ mamiferos.

Ao contrario do que fol observado por Lyons & Johnson (1995), que cepas de baixa

viruléncia de 7. gondii, ndo expressam Hsp70, este estudo demonstrou a expressio da proteina

em parasitas contidos dentro dos cistos. Embora 0s estudos anteriores tenham sido elaborados

com parasitas obtidos de cultivo in vivo, estes foram realizados em taquizoitas € ndo em

Parasitas cisticos. E possivel que, com relagdo & expressao de Hsps, o comportamento dos

parasitas dentro dos cistos seja diferente quando comparados aos taquizoitas livres.

Em concordincia com OS achados de Lyons & Johnson (1995), a analise por

"Western blot” de taquizoitas da cepa ME-49 obtidos de cultivo in vitro, ndo apresentaram a

expressio da proteina, enquanto que, taquizoitas da cepa RH que foram obtidos de cultivo in

Vivo, sim.
A expressdo da proteina nos cistos cerebrais, coincidiu com a interconversdo de
estagio do parasita e ndo foi observada em taquizoitas livres.

Animais tratados com anticorpo monoclonal controle, apresentaram alguns cistos sem

marcaciio ao nivel de microscopia deluzea fotometria a marca¢do nao foi significativa. Como

anteriormente citado, durante a execucdo da andlise fotométrica, ndo € possivel discriminar
2>
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entre cistos marcados e ndo marcados, como pode ser feito 4 microscopia de luz.

Provavelmente cistos sem marcagio, foram também analisados, diminuindo os valores

numéricos da intensidade de marcagao.

Tanto os animais que sofreram deplegdo de células T CD4" e/ou T CD8" quanto os

animais neutralizados de IFN-y ou TNF-co expressaram a proteina nos cistos cerebrais. A
intensidade de marcagdo foi maior nestes grupos de animais imunossuprimidos que em animais

tratados com anticorpo monoclonal controle. O padrdo de marcagdo foi algo semelhante a

Marcagdo para antigenos especificos de taquizoitas, P30 e P22. A expressdo da proteina foi

maior em animais que sofreram deplegdo de células T CD4* e/ou T CD8’, que animais

tratados com anticorpo monoclonal controle, embora a diferenga ndo seja significante entre
animais que sofreram deplegdo de células T CD8" e aqueles tratados com anticorpo

monoclonal controle. Ao contrario do observado com os antigenos P30 e P22, animais

neutralizados de IFN-y durante 7 dias, ndo apresentaram marcagdo maior para a proteina

Hsp70 quando comparados com animais neutralizados de IFN-y durante 12 dias. Isto pode ser

reflexo do processo de interconversdo estar ocorrendo nos cistos, dos animais neutralizados de

[FN-y durante 12 dias, que estio em maior proporgao, do que em animais neutralizados

durante 7 dias que apresentam maior nUMero de taquizoitas em relagdo ao niimero de cistos.
2

A Neutralizagio de TNF-oo provocou a expressao da proteina Hsp70 de forma semethante.

Provavelmente o efeito de IFN-y ¢ TNF-o. na interconversdo de estagio do parasita seja

Similar., £ possivel que a proteina seja expressa nos parasitas durante o processo de

nterconversgo bradizoita-taquizoita.

A proteina pode ser expressa na diferenciacdo de diferentes parasitas, sob condi¢Ges
adversas do microambiente (Van Der Ploeg ef al., 1985; Polla, 1991; Maresca & Carraty,

1992) oy por outros fatores do parasita durante esta fase (Newport ef al.,1988).
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Bohne e al. (1995) observaram a expressio de uma proteina de 30 kDa

(HSP30/BAG1) especifica de bradizoitas, durante interconversio de estagio taquizoita-

bradizoita in vitro e também em cistos cerebrais durante infecgdo cronica. Esta proteina mostra
similaridade com proteina de ”heat-shock” de plantas e néo é expressa em taquizoitas. A

expressio regular de HSP30/BAG1 durante desenvolvimento de T. gondii, in vivo, pode

consequentemente ser induzida por fatores de estresse no sistema nervoso central, como por

exemplo resposta imune mediada por IFN-y durante infec¢do cronica e aguda. A indugdo da

expressio HSP30/BAG1 em bradizoita implica em um papel desta Hsp na conversio de
estagio de 7. gondii (Gross et al, 1996b). Em cultivo celular de fibroblastos humanos

infectados com taquizoitas e sob condigdes de estresse ambiental, ocorre interconversio de

. ~ . " ” :
taquizoitas em bradizoitas e expressao de uma proteina de "stress de 70 kDa (Weiss et al.,

1996). A proteina Hsp poderia estar protegendo o parasita, quando exposto a um estresse

ambiental para adaptar seu metabolismo e expressdo génica durante a diferenciacio de

taquizojta para bradizoita.

Até a realizagdo deste estudo, a expressdo de proteina de choque térmico, ndo havia

Sido observada na reativagio de uma infecgdo cronica onde ocorre interconversdo bradizoita-

taquizoity.

A relevincia deste estudo se baseia no fato que Hsps parasitarias parecem ser

Potentes imunégenos (Selkirk ef al., 1989), tais proteinas podem ser reconhecidas por
linfocitos T v6 e estimula-los (Rajasekar et al., 1990; Allison, 1993). Proteinas Hsps e células T

Y colocalizam em lesdes cerebrais de pacientes com esclerose miltipla, provocando

AUtoimunidade (Battistini et al., 1995). De tais fatos surgem a possibilidade que células T ¥8,

Poderiam interagir com Hsps do parasita no sistema nervoso central e induzir uma resposta
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imune protetora ou por outro lado, amplificar a resposta, causando lesoes teciduais. Estudos

adicionais so necessarios para verificar estas suposigoes.

5.7) EXPRESSAO DE ANTIGENO DA CEPA PJA NOS CISTOS CEREBRAIS

DE CAMUNDONGOS CS7BL/6 CRONICAMENTE INFECTADOS COM A

CEPA ME-49 DE 7. GONDII

Os cistos da cepa ME-49 apresentaram marcagao intensa dos parasitas para antigenos

da cepa PJA. O antisoro utilizado para detectar antigenos da cepa PJA foi obtido a partir de

om cistos da referida cepa. O antisoro

camundongos BALB/c cronicamente infectados ©

s antigenos do parasita, tanto 0S de fase

produzido é policlonal € direcionado contra vario

cronica (bradizoitas), quanto 0% de fase aguda (taquizoitas). Esta bem descrito na literatura que

os diferentes estagios do parasita compartilham in vitro antigenos comuns (Kasper, 1989;

Darcy et al., 1990; Angel et al., 1991, Makioka ef al., 1991; Tomavo ef al., 1991). Este

P30 e P22, reconhece varios antigenos nos parasitas

antisoro, ao contrario dos antisoros antl

dos cistos, justificando a marcag¢do mais intensa verificada.

cujo tecido fol fixado em Bouin-Hollande (animais

Cistos cerebrais de animais

heutralizados de IFN-y ou TNF-0), apresentaram uma coloragao homogénea e intensa dos

cistos, desde animais ndao neutralizados de IFN-y (dia zero), até animais neutralizados durante

12 dias ou neutralizados de TNF-A.

or formol, acido tricloroacético © acido picrico

O fixador Bouin € constituido P

presenga do formol neste fixador, tornou necessario

(Fernandes, 1949; Behmer ¢/ al., 1976)- A

as. O resgate antigénico realizado em tecidos fixados

0 s .
Tesgate antigénico em forno microond

com este fixador pode ter revelado outroS sitios antigénicos, reconhecidos pelo antisoro anti-

cepa PJA, niio revelados em tecidos que sofreram resgate antigénico e fixagao com formol.
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I o _ . x . .
sto explicaria a maior intensidade de marcagdo pos Cistos destes tecidos. Como @ marcagio

m . . . . . -~ ~ . ¢ . ..
ostrou-se intensa desde animais 1o dia zero de neutralizagdo, nao foi possivel discriminar
com clareza quando a neutralizagao das citocinas [FN-y ou TNF-o. revelou mais sitios

antig€nico
S.
maior intensidade em cistos da cepa

Antigenos da cepa PJA, foram detectados com
os de JFN-y durante 12 dias, que em cistos de animais

ME- o i
49 em animais neutralizad

neutralizados de TNF-o.. O padrao de marcagdo para estes antigenos diferiu do padrdo de
todas as outras cepas, inclusive de antigenos especificos de taquizoitas P30 € p22. O efeito da

ado mais sitios especificamente reconhecidos

auséncia de IFN-y durante 12 dias, pode ter revel

por este antisoro.

Como pode ser verificado, a c€p?d ME-49, isolada de um carneiro, compartilha

anti i ~
tigenos com a cepa PJA, isolada de um cao0-

NTIGENO DAS CEPAS RH, PLK, PTgB, CEP NOS

5.8) EXPRESSAO DE A
DPONGOS C57BL/6 CRONICAMENTE

RAIS DE CAMUN
49DET. GONDII

CISTOS CEREB

INFECTADOS COM A CEPA ME-

) ' uzid i izaca
Os antisoros anti-c CEP foram produzidos por imunizagdo de
Estes antisoros sjo policlonais, €

¢ - .
oelhos individualmente com taquizoitas de cada cepad.

stagio de taquiz

genos queé gjo comuns (Kasper, 1989, Angel et al., 1991;

et al., 1991), estes antisoros foram aptos a

rec 1 , i taquizof izoi
onhecem multiplos antigenos do € oitas. Como taq tas, bradizoitas €

0oci , ,
isto/esporozoito apresentam anti

D v
arcy et al., 1090; Makioka ef @l 1990 Tomavo
os ndo especificos de taquizoitas, embora nao

fee 3
onhecer também antigenos presentes nos cist

stagios diferentes.

tenha o ,
asido posstvel discriminar antigenos de €
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De um modo geral, a fotometria mostrou que reacoes desenvolvidas com estes

antisoros, apresentaram intensidade de marcagio maior que reagdes desenvolvidas com

antisoro anti-P22 e anti-P30, devido a0 maior reconhecimento antigénico. Se 08 cistos

vavelmente estes antisoros reconheceram antigenos

continham bradizoitas ou taquizoitas, pro

compartilhados entre tais estagios. Em taquizoitas, quando presentes, OS antisoros foram

capazes de detectar outros antigenos além de P30, como observado pela marcagio semelhante

em cistos com o uso de antisoro anti-cepa PTgB, que € deficiente em P30.

o de células T CD4" efou T CD8', nem

A imunossupressdo dos animais por depleca

os que foram detectados pelos diferentes antisoros,

sempre aumentou a expressao de antigen

sdo, provavelmente ocorra um aumento da

como seria esperado, pois com a imunossupres

cam deplegdo de células TCD4 eT

expressio de antigeno de taquizoita. Animais que sofre

CD8" apresentaram marcagao estatisticamente major quando s¢ utilizou antisoros anti-cepas
PLK e CEP, quando comparados com animais tratados com anticorpo monoclonal controle
2

fato nao fol observado em animais que sofreram

(anti-B-galactosidase). Entretanto, ©€st®

depleciio de células T cpa'eT cD8’, quando s€ utilizou antisoro anti-cepas RH, PTeB e

PJA. Como foi observado anteriormente, 08 antigenos P30 € p22, especificos de taquizoitas,
foram expressos em maior .ntensidade neste grupo de animais que os do grupo tratado com
anticorpo monoclonal controle € portanto $¢ esperaria uma maior marcagio para antigeno de

taquizoita, com o uso de antisoros anti-RH € pTgB. E possivel que O compartilhamento

ndo seja tao pronunciado no estagio de

antigénico entre a cepa ME-49 e estas cepas

taquizoitas.

Animais que sofreram deplegdo de células T CD8" apresentaram marcagio nos cistos
cerebrais, frente aos diferentes antisoros, menor que aquela obtida de animais que sofreram
depleciio de células T CD4' oU Tcp4 eT cD8". Com 0 uso de alguns antisoros, anti-cepas
g ndo. Este fendmeno permanece incerto,

PLK ¢ CEP esta diferenga fot signiﬁcativa, outro
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desde que células T Cpg* sdo células muito importantes na imunidade efetora contra O

Toxoplasma (Khan ef al., 1991; Subauste éf al., 1991; Kasper et al., 1992, Denkers ef al.,

1993b; Shirahata et al., 1994) € seria de se esperar que houvesse uma detecgao de antigenos

maior quando se utilizasse antisoro policlonal anti-taquizoita. Uma possibilidade a se

considerar ¢ que mesmo aumentando @ expressdo de antigeno de taquizoita, como foi

observado com a detecgdio maiof de antigenos P30 ¢© P22 nestes animais, estes antisoros

quizoitas € que sio compartilhados entre oS

reconhecem antigenos nao especificos de ta

diferentes estagios da cepa ME-49.

nimais que foram neutralizados de IFN-y ou

Reacdes desenvolvidas em cistos de a

TNF-0. apresentaram a majoria dos parasitas corados, ao nivel de microscopia de luz e andlises

xados em Bouin-Hollande, desenvolvidas

fotométricas. Reagdes desenvolvidas €m tecidos fi

am marcagdo homogénea a fotometria € esta foi

com antisoro anti-cepa PTgB apresentar

m tecido fixado em formol a 10%. Este fato

estatisticamente maior que reagoes desenvolvidas ©

des desenvolvidas em tecidos de animais fixados em

foi verificado quando se comparoi reag

cidos de animais fixados em formol a 10% ¢

Bouin-Hollande, e ndo neutralizados (dia zero) e t€

tratados com anticorpo monoclonal controle (ami-[z-galactosidase). Provavelmente o fixador

Bouin-Hollande permitiu maior exposigao de antigenos, qu¢ foram reconhecidos por este

antisoro.

Interessantemente todas as reagOes desenvolvidas  €m animais que foram
2

resentaram wma marcacdo maior para antigenos

Neutralizados de IFN-y durante 7 ou 9 dias, ap

50 especificos como 0S detectados por estes antisoros.

especificos de taquizoitas, P30 € P22 €1
E possivel que neste periodo de neutralizagao ocorra uma mator ruptura de cistos € liberagdo
de taquizoitas e expressao de antigenos deste estagio do parasita, que nas outras condigdes de

1 .
Munossupressio.
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olvidas com antisoro anti-cepa PJA, a detecgdo de

Com excegdo de reagdes desenv

antigenos especificos € 1do especificos do estagio de taquizoita, foi maior em animais

imais neutralizados de IFN-y durante 12 dias.

neutralizados de TNF-o. durante 12 dias, que ant

O efeito da auséncia do TNF- pode ter revelado mais sitios especificamente reconhecidos por

estes antisoros, quando comparado com animais peutralizados de TFN-y durante 12 dias, ou

sei . L. ~ ;o
ja, pode ter havido uma maiot interconversao de estagio.

itas foi maior na cepa ME-49 de T. gondii, em

A detecgio de antigenos de taquizo

¢ animats que sofreram deplegio de células T

animais neutralizados de TINF- do que¢ aquele

CD4" e/ou T CDS§’, quando ¢ utilizou antisoros anti-cepas RH, PLK, ¢ PTgB, com excegio

de anti-cepa CEP.

TNF-o, ¢ uma importante citocina que atua na imunidade 20 7. gondii, provavelmente

através da indugdo da produqﬁo do oxido nitrico (Gazzinelli et al., 1994b). A deficiéncia
ais neutralizados de TFN-v, produz um efeito

ime 3 . . .
diata da citocina, como acontece em anim

elouT cDg’.

de ;. .
letério maior que 0 efeito de deple
Experimentos anteriores mostrando 0 compartilhamento de antigenos entre diferentes

0. Na presente investigagao observou-se

Cepas (Ware & Kasper, 1987), foram realizados i vitr

que, in vivo, cepas diferentes também apresentam antigenos que sio comuns. A cepa ME-49

ns diferentes, como as cepas RH, PTgB, CEP €

CO . .
mpartilha  antigenos com cepas de orige

PJA Esse compartilhamento antigénico, também foi bastante proeminente quando se utilizou o
antisoro anti-cepa PLK, mas ist0 ndo foi surpreendente, desde que a cepa PLK ¢é um clone da
ME-49 ¢ ¢50 geneticamente pastante relacionadas (Guo & Johnsomn, 1995). Esta observagao
g com uma determinada cepa, desenvolvem proteqﬁo

ref
or¢a o fato que individuos infectado

contr )
a cepas diferentes.
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O ESTAGIO DE OOCISTO NOS CISTOS

5.9) EXPRESSAO DE ANTIGENO D
CAMUNDONGOS  C57BL/6 ~ CRONICAMENTE

CEREBRAIS DE
INFECTADOS COM A CEPA ME-49 DE T. GONDII

Os parasitas nos cistos cerebrais, contendo bradizoitas, de animais cronicamente

infectados com a cepa ME-49 de 1. gondii, expressam antigenos do estagio de oocisto, como

anteriormente observado in vitro (Kasper, 1989; Angel et al., 1991).

A fotometria, marcag@o dos cistos cerebrais para antigeno do estagio de oocisto ndo foi
significante em animais que sofreram deplegdo de células T CD4" e/ou T CD8’, ou tratados
com anticorpo monoclonal controle. Como ao nivel de microscopia de luz alguns cistos ndo
eXpressaram este antigeno, € possivel que 2 andlise de tais cistos ndo marcados a fotometria

tenha fornecido este resultado.

A imunossupressio por deple¢do de T CD4" e/ou T CD8" ndo aumentou 2 expressao

do antigeno de oocisto.

A neutralizacio de IFN-y por 12 dias, ndo aumentou a expressdo de antigeno de
00Cisto. Entretant 0, a neutralizagdo de TNF-o. aumentou significantemente a expressdo deste
antigeno. A relacdo entre neutralizagio de TNF-ou e maior expressdo de antigeno de oocisto
N30 é clara E possivel que a neutralizagdo da citocina aumente a expressdo de antigenos que
$30 comuns entre 00cisto/esporozoito € taquizoita. Animais neutralizados de IFN-y por 12 dias
ou TNF-q,, apresentaram uma expressdo consideravel de antigenos de taquizoitas P30 e P22;
entretanto, esta expressdo foi maior em animais neutralizados de TNF-o.. Provavelmente,
00cCistog compartilhem, ir Vivo, mais antigenos com taquizoitas que com bradizoitas, embora
M experimentos, in vitro, 08 antigenos detectados por antisoro anti-oocisto/esporozoito em

bradiZOitas ou taquizoitas sejam semelhantes (Kasper, 1989).
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btidos neste trabalho, concluimos que¢ 2 auséncia de

De acordo com 08 resultados O

IFN-y ou TNF-o. promovem a interconversao de estagio nos parasitas cisticos, transformando-

os de bradizoitas em taquizoitas. Durante este periodo de interconversio, 0s parasitas

expressam a proteina de choque térmico Hsp70 €, provavelmente esta esteja envolvida na

e este evento. Foi também observado que diferentes cepas do

adaptagdio do parasita durant
parasita compartilham antigenos com a cepa ME-49. Analisadas em conjunto estas
a reativagio de infeccdo por T. gondii,

observagdes podem contribuir para 0 entendimento d

ados & terapéutica e profilaxia desta protozoose.

em imunossuprimidos e para estudos relacton
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6) CONCLUSOES

A utilizagdo do método indireto, amplificagdo com 0 kit ABC e resgate antigénico em

forno microondas, foram de importéncia fundamental no desenvolvimento das reagGes de

Imunocitoquimica. Tais reagdes assim padronizadas permitiram a detecgdo de antigenos de

Toxoplasma e proteinas de choque térmico, em tecido cerebral de camundongos C57BL/6,

Cronicamente infectados com a cepa ME-49 de T. gondit.

[FN-y e TNF-a. sdo responsaveis pela manutengao de infecgdio em um estagio latente
Por T' gondii, apresentando bradizoitas encistados. A neutralizacio das citocinas levou ao
rompimento dos cistos e liberagdo de taquizoitas ivres, sendo a presenga destes extremamente

tlevada apos 12 dias de neutralizagdo de IFN-y, ocasido em que 2 mortalidade dos animais foi

de 100%. 0 agravamento da imunossupressao por neutralizagdo de IFN-y ou TNF-a também
levoy a0 aumento gradativo do namero e diminuic¢do do tamanho dos cistos no cérebro dos
animajs infectados. Provavelmente os cistos estavam sendo constantemente rompidos e os

taquizoitag liberados estavam infectando novas células.

cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 1. gondii,

Camundongos C57BL/6
erogénea de parasitas dentro dos cistos,

apresentam normalmente uma populagdo het
ento o responsavel por tal

taquizoitas e bradizoitas. Nao foi possivel definir por este experim
comportamento, se a linhagem do camundongo ou a cepa do parasita.
é o responsavel pela manutengdo dos parasitas

O sistema imune do hospedeiro
T CD8", ou neutralizagdo de IFN-

{ +
®cistados, uma vez que a deplegdo de células T CD4™ e/ou
Y ou TNF-g, promoveram a maior expressdo de antigenos de taquizoitas, significando estar
¢ T CD8’ sio mais importantes em manter a

oc : Y
orrendo interconversio de estagio. Célula
meiras, promove maior expressio

feecdo Jatente que células T CD4’, pois a deplegdo das pri
de antigenos especificos de taquizoitas, significando interconversdo de estaglo. Se células T
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‘ 'Y_VI:CD4+ e/ou T CD8" sdo importante

| 12 atuagdo delas provavelmente € atraves da

talvez estas estejam envo

| _~ ] de tais citocinas promo

i € Toxoplasma, do que entre protozoarios
| 00cisto/esporozoito.

1} derivado da ME-49 e outras cepas diferente

|1 PTeB, CEP ¢ PIA. Antigen

s em manter 0s parasitas na forma latente dentro dos cistos,

produgao de IFN-y e TNF-a, pois a neutralizagdo

vem expressao bastante elevada de antigenos P30 € P22 e maior grau

‘| 1 de interconversdo bradizoita-taquizoita.

Durante interconversdo de estagio, in vivo, 7. gondii expressa proteinas de "stress”,

lvidas na adaptagao do parasita durante este evento.

A proteina Hsp70, apresenta maior homologia entre protozoarios, como Leishmania

e mamiferos.

ntigenos comuns com parasitas do estagio de

Os parasitas encistados compartitham a

a, in vivo, antigenos comuns com a cepa PLK, um clone

A cepa ME-49 compartith
s mas também de baixa viruléncia como as cepas

os também s&0 compartilhados, in vivo, entre as cepas ME-49 ¢ a

| cepa de alta viruléncia RH.
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7) RESUMO

Em imonocomprometidos 1. gondii ocasiona uma doenga grave, possivelmente

devido & reativagio de infecgdo cronica, apresentando-se geralmente cOmo encefalite. O
Presente estudo mostra os resultados de experimentos realizados em cistos cerebrais de

Camundongos C57BL/6 cronicamente infectados com a cepa ME-49 de 7. gondii. Foram

soita P30 e P22, antigenos das cepas PLK,

Pesquisados os antigenos especificos de taqui
o também a proteina de choque

PTg, CEP, PJA e RH, antigeno do estagio de oocisto, com

térmico de 70 kDa (Hsp 70) nos cistos cerebrais, através da reagdo de imunocitoquimica. Os

animais sofreram deplegdo de células T CD4" efou T CD8" ou foram neutralizados IFN-y ou

TNF-o. e a interconversio de estagio de bradizoita para taquizoita fot avaliada através da

também o compartithamento antigénico

eXpressdo dos antigenos P30 e P22. Foram avaliados
ME-49, o compartilhamento

entre as diferentes cepas de 1. gondlii acima citadas, com a ¢€pa
sitas cisticos e a expressao da proteina Hsp 70.

de antigeno do estagio de oocisto com 08 para
Foram utilizados sempre 3 animais por grupo e diversos cistos em cada grupo foram
para cada antigeno e tamanho dos cistos foram

analisados, A intensidade de marcagdo
desenvolvido na Universidade do Centro de

analisados pelo programa UTHSCSA Image Took
Ciéncias da Sande do Texas, San Antonio, Texas. Avaliou-se também o nimero de cistos
Cerebrais em cada condigdo de imunossupressao. Animais tratados com anticorpo monoclonal
aNti-CDA* /oy anti-CD§’ apresentaram ufm niimero maior de cistos cerebrais que animais
ole. Este efeito também foi observado em animais
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| 8) SUMMARY

that is though to

In immunocompromised states, T, gondii produces a severe disease

ly established chronic infection and commonly

1 originate primarilly from reactivation of previous

s. The present study shows the results of

f‘ presents clincally in the form of encephaliti

BL/6 mice infected with ME-49 strain of T

experiments carried out in brain cysts of C57
cific antigens of tachyzoites, oocyst-sporozoite

| gondii, in order to detect P30 and P22 spe

as antigens and heat shock protein (Hsp 70). The

| antigens, PLK, PTgB, CEP, PJA and RH strai
. animals were treated in vivo With control mAb (anti-B—galactosidase) or neutralizing doses of

TNF-a antibodies and the expression of

1| anti-CD4" and/or anti-CD8’, anti-IFN-y or anti-

mmunocytochemistry.

he cerebral tissue by i Aftherwards the cysts

antigens were visualized in t
rphometric analysis which were performed by

images were submitted to photometric and mo

i i

eveloped at the University of Texas Health

' using the UTHSCSA Image Tool program, d

sio, TX, USA. The d everal cysts analyzed

s g o9

ata were obtained from §

Science Center at San Anto
Presented cysts number higher than those treated with control mAb. In addition, IFN-y

o neutralization promoted a highest cysts

teutralization during day 7 and so forth of TNF-

hat anti-IFN-Y of anti-TNF-a antibodies

o g e e

Bumber with the smallest size. It WS also observed t
Promotes bradyzoite—tachyzoite differentiation. The - MMUNOSSUPTESSIVe effect of anti-FN-y or
n one of anti-CD4" and/or anti-CD8’. During this

anti-
ti-TNF-or was more Severe tha

s the heat shock protein, Hsp70. Hsps appear to be

in . . i
terconversion period parasites expres

his event. It also might be shown that different strains

in 1 M . .
: Volved in parasite adaptation during t
s against different T. gondii strains recogniz

ed ME-49

sh . . ) .
are antigens in vivo SINCe antibodie

ocyst—sporozoite antigens.

strain ang: - -
train antigens and the parasites inside brain Cysts express ©
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