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RESUMO

A toxoplasmose cronica ¢ caracterizada pela persisténcia de Toxoplasma gondii no
sistema nervoso central, onde os taquizoitos se convertem em bradizoitos e permanecem nao
detectados. Neste estudo, procuramos identificar marcadores que seriam expressos no cérebro
durante infecc¢do cronica precoce (21 e 28 dias) e tardia (3 e 6 meses), realizando analise de
sequenciamento de RNA de alta performance usando um conjunto de dados de RNAseq
disponiveis publicamente. Mostramos um padrao conservado de expressao génica causado pela
infeccdo, associado principalmente a respostas imunes pro-inflamatorias contra o parasita e a
degeneragdao neuronal, independentemente dos tempos de infecg¢do. Surpreendentemente,
observamos que os genes associados a funcao das células B aumentaram continuamente ao
longo do tempo, enquanto aqueles associados as respostas imunes citotoxicas diminuiram. A
inspe¢do de genes relacionados a imunoglobulinas e a imunomarcagao para IgA confirmaram
que as células B ndo foram encontradas nos cérebros de camundongos nao infectados, mas apods
a infeccdo, concentraram-se nas meninges e nas proximidades dos vasos que penetram no
sistema nervoso central e algumas delas conseguiram entrar no parénquima cerebral. Nossos
resultados mostram uma expansdo anteriormente nao descrita de células B produtoras de IgA
no cérebro na toxoplasmose cronica.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, RNAseq, células B, toxoplasmose cronica,

cérebro, encefalite.



ABSTRACT

Chronic toxoplasmosis is characterized by the persistence of Toxoplasma gondii in the
central nervous system, where the tachyzoites convert to bradyzoites and remain undetected.
Here, we sought to identify markers that would be expressed in the brain in early (21 and 28
days), and late (3 and 6 months) chronic infection by performing High-throughput RNA
sequencing analysis using a publicly available RNAseq dataset. We show a conserved gene
expression pattern caused by the infection, primarily associated with pro-inflammatory
immune responses against the parasite and neuronal degeneration, regardless of the time
points. Surprisingly, we observed that genes associated with B cell function continuously
increased over time, while those associated with cytotoxic responses decreased. Inspection of
immunoglobulin related genes and immunostaining for IgA confirmed that B cells were not
found in the brain of uninfected mice, but after infection, concentrated in the meninges and
vicinity of vessels that penetrate the central nervous system and some of them were able to
enter the brain parenchyma. Our results show a previously undescribed expansion of B cells
producing IgA in the brain in chronic toxoplasmosis.

Keywords: Toxoplasma gondii, RNAseq, B cell, chronic toxoplasmosis, brain,
encephalitis.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Toxoplasmose

Toxoplasma gondii pertence ao supergrupo Alveolata, Filo Apicomplexa, Classe
Conoidasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida, Subordem Eimeriorina e
Familia Sarcocystidae, sendo a unica espécie no género Toxoplasma (Smith et al.,
2021). A descoberta do parasita Toxoplasma gondii, responsavel pela toxoplasmose,
remonta a 1907, quando o cientista Charles Nicolle observou a presenca de um
organismo em forma de meia-lua nos tecidos de roedores norte-africanos gundi. Em
1908, Nicolle e seu colaborador, Louis Manceaux, publicaram a descri¢do inicial dessa
descoberta. (Nicolle; Manceaux, 1908). No ano seguinte, os cientistas forneceram um
relatorio mais completo, atribuindo ao organismo a nomenclatura Toxoplasma gondii,
em decorréncia a forma do protozoario no estagio infeccioso e ao hospedeiro original —
toxon: arco, plasma: vida; gondii: Ctenodactylus gundi. (Nicolle; Manceaux, 1909 ).

No Brasil, simultaneamente as descobertas internacionais, Alfonso Splendore
também identificou o parasita em coelhos (Splendore, 1908). Apesar do interesse
inicialmente académico, tais estudos pioneiros foram fundamentais para o entendimento
inicial da toxoplasmose e abriram caminho para pesquisas posteriores sobre sua
epidemiologia e tratamento.

A décadade 1930 marcou o inicio da investigagdo e compreensao do ciclo de vida
de T. gondii.Em 1937, estudos revelaram a capacidade do protozoario de se multiplicar
dentro de células, definindo-o como um parasita intracelular obrigatério. Essa descoberta
fundamental contribuiu significativamente para o desenvolvimento de métodos de
diagnoéstico e tratamento da toxoplasmose (Sabin; Olitsky, 1937). No mesmo periodo,
registrou-se uma infeccao por Toxoplasma em um bebé de trés dias de idade que estava
sofrendo de encefalomielite (Wolf; Cowen, 1937). Abner Wolf e sua equipe, por meio de
uma autdpsia do tecido cerebral da crianga, detectaram organismos parasitarios no

encéfalo relacionados a lesdes necroticas e granulomatosas.
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Uma notavel técnica sorologica foi desenvolvida por Sabin e Feldman em 1948,
possibilitando identificar individuos infectados pelo parasita Toxoplasma. O teste de
corante Sabin e Feldman se baseou na detec¢do de anticorpos contra Toxoplasma no soro
de pacientes, alterando a coloragdo dos taquizoitos. Por meio da titulagdo, permitiu a
quantificagdo do nivel especifico de anticorpos, estabelecendo-se como padrao pelo
qual outros testes sorologicos seriam avaliados (Sabin; Feldman, 1948). Esse teste
possibilitou estudos em larga escala para identificar a infeccdo por Toxoplasma em
humanos e animais.

Na década de 1950, a questdo de como grandes nimeros de humanos e animais
estavam se infectando com 7. gondii levou a proposta do carnivorismo como um possivel
mecanismo de infeccao (Weiman; Chandler, 1954). No entanto, estudos experimentais
que identificaram uma nova forma evolutiva de Toxoplasma nas fezes de gatos levou a
caracterizagdo do ciclo de vida completo de 7. gondii, definindo-o como um parasita
coccideo, com o gato como hospedeiro definitivo e qualquer animal de sangue quente
como hospedeiro intermediario. Essa descoberta esclareceu como ocorria a ampla
infeccdo em todos os animais de sangue quente, incluindo os humanos (Tenter;
Heckeroth; Weiss, 2000).

Cercade um tergo da populagdo mundial?? estd infectada pelo 7. gondii (Molan et
al., 2019). A contaminagdo por meio da ingestdo alimentos com formas evolutivas do
agente, transfusdes sanguineas e transplantes de orgdos contendo taquizoitas e/ou
bradizoitas tém sido identificados como possiveis vias de transmissao do parasita (Smith
et al., 2021).

A prevaléncia de T. gondii ou da toxoplasmose? varia de acordo com os habitos
alimentares e de higiene de uma populacdo, sugerindo que a via oral ¢ a principal fonte
de infec¢do. Os humanos também podem contrair 7. gondii ao ingerir carne crua ou mal-
cozida, especialmente de suinos, ovinos e bovinos — cujos tecidos musculares estejam
infectados com cistos, ou ao consumir dgua e alimentos contaminados com oocistos
eliminados por fezes de gatos infectados, hospedeiros definitivos do parasita (Montoya;
Liesenfeld, 2004). A transmissao vertical durante a gestacao ¢ uma preocupacao, ja que
o parasita pode ser transmitido da mae para o feto, resultando em infec¢do congénita
(Kochanowsky; Koshy, 2018).

Os sintomas de infeccdo por 7. gondii sdo: dores de cabega, fadiga e dores
musculares, que podem ocorrer em diferentes partes do corpo e sao frequentemente

associadas a inflamac¢do dos ganglios linfaticos (Smith et al., 2021; Anderson, 2019).
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O reconhecimento precoce dos sintomas € crucial para um tratamento efetivo e
para prevenir complicagdes graves. Estudos revelaram que o diagndstico precoce
possibilita o inicio imediato de um tratamento especifico, que envolve a administracao
demedicamentos antiparasitarios direcionados as formas evolutivas presentes no
hospedeiro (Dunay et al., 2018). Além disso, a detec¢ao precoce dos sintomas possibilita
a ado¢do de medidas preventivas para evitar a disseminacdo do parasito para outras
pessoas (Smith et al.,, 2021). Em gestantes, se ndo tratada adequadamente, a
toxoplasmose resulta a complicagdes graves, como morte fetal, parto prematuro, retardo
no crescimento intrauterino, hepatoesplenomegalia, trombocitopenia, coriorretinite,
meningoencefalite, hidrocefalia, microcefalia, calcificagdes de areas previamente
necrosadas e surdez (Aguirre et al., 2019). Porém, a similaridade desses sintomas com
outras patologias pode dificultar o diagndstico precoce da toxoplasmose (Anderson,
2019).

Ao contrario da infec¢do por Toxoplasma em individuos imunocompetentes, a
contaminagcdo pelo agente representa sempre uma ameag¢a a vida em pacientes
imunocomprometidos, independentemente da cepa, sendo o contexto imunoldgico do
hospedeiro de extrema importancia. Varios fatores que resultam em uma imunidade
celular profundamente comprometida, tais como a infec¢ao pelo HIV/AIDS e terapias
imunossupressoras, podem levar ao desenvolvimento de toxoplasmose grave (Robert-
Gangneux; Darde, 2012). A reativagdo de uma infec¢do latente por Toxoplasmaem
pessoas com comprometimento do sistema imunoldgico pode levar ao desenvolvimento
de encefalite, miocardite e pneumonite toxopldsmicas, as quais podem ser fatais (Eza;
Lucas, 2006).

A toxoplasmose esta associada a problemas oculares, sendo a inflamagao na retina
uma das manifestagcdes mais comuns. Essa inflamagdo pode levar a diminui¢do da
acuidade visual e comprometer a visdo de forma permanente se ndo for tratada
adequadamente (Anderson, 2019). Além disso, outras alteragdes oculares como uveite e
coriorretinite podem ocorrer em hospedeiros imunocompetentes. A toxoplasmose ocular
pode ocorrer em casos onde se observa a toxoplasmose congénita, e a manifestagcdo ocular
pode ndo ser aparente até a adolescéncia ou o inicio da idade adulta (Dunay et al.,
2018). Comprometimentos no sistema nervoso central associados a infec¢ao por 7. gondii
podem incluir encefalite, meningite, mielite, neurite Optica, além de sintomas
neuropsiquiatricos como depressao, ansiedade, esquizofrenia e transtorno obsessivo-

compulsivo (Mendez; Koshy, 2017).
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Os exames mais utilizados para diagnéstico, incluem a sorologia para detecgao de
anticorpos especificos, como a IgM e a IgG, e a deteccdo do DNA do parasita por meio
de técnicas moleculares, como a PCR. Além disso, aimportancia darealizacdo de exames
laboratoriais em amostras de liquido amniotico de gestantes, sangue do cordao umbilical

e sangue do recém-nascido ¢ enfatizada para o diagnostico precoce da toxoplasmose
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congénita (Pomares, Montoya, 2016). Os resultados dos testes sorologicos
podem variar dependendo da fase da infeccdo pelo 7. gondii. Na fase aguda da
toxoplasmose, ¢ previsto um aumento nos niveis de anticorpos IgM, sinalizando uma
infec¢cdo recente. A deteccdo de IgM e a avaliacdo de sua avidez desempenham um
papel crucial no diagndstico e manejo da fase aguda da doenga (Liu et al., 2015). Por
outro lado, na fase cronica, os niveis de anticorpos IgG tendem a ser mais elevados,
sugerindo uma infec¢do mais antiga ou latente. A presenga simultanea de ambos os tipos
de anticorpos pode sugerir uma infec¢ao ativa, sendo portanto, importante a avaliagao
da avidez de IgM (Fleck, 1989).

Estudos epidemioldgicos tém mostrado maiores taxas de toxoplasmose em paises
em desenvolvimento. Isso porque essas regides frequentemente enfrentam desafios
significativos em termos de infraestrutura de satide, acesso a cuidados médicos e medidas
de controle de doengas; a latente falta de recursos e a infraestrutura precaria também
contribuem para a prevaléncia mais alta da doenca, bem como para a aumento da
transmissdo de 7. gondii (Smith et al., 2021).

A partir do diagnostico da presenca de 7. gondii no organismo, varios métodos
sdo empregados no tratamento da toxoplasmose, com destaque para o uso de
medicamentos antiparasitarios, uma das abordagens mais comuns ja mencionadas
anteriormente Dentre os farmacos utilizados para controlar o crescimento do parasita,
pode-se citar a pirimetamina (PYR) e a sulfadiazina (SDZ). A pirimetaminaage inibindo
a diidrofolato redutase (DHFR), uma enzima crucial na sintese de folato. Sem folato, 7.
gondii ndo pode sintetizar DNA e proteinas, levando & morte celular do parasita. A
sulfadiazina, por sua vez, inibe a dihidropteroato sintetase (DHPS), outra enzima
essencial na sintese de folato. A sulfadiazina potencializa o efeito da pirimetamina,
aumentando sua eficdcia contra o parasita (Dunay et al., 2018). Outras terapias
combinam a pirimetamina com clindamicina, azitromicina ou atovaquona, ou
trimetoprim com sulfametoxazol. No entanto, todos os tratamentos geralmente estdo
associados a efeitos colaterais adversos e toxicidade, como mostra o estudo de

Konstantinovic et al. (2019).
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1.2 Impacto da Toxoplasmose na Satude Publica

A toxoplasmose, doenga provocada pelo parasita 7. gondii, tem a capacidade de
impactar e comprometer diversos sistemas e 6rgaos no corpo humano. Do ponto de vista
clinico, ainfeccdo por 7. gondii pode passar despercebida ou manifestar sinais e sintomas
que variam conforme o estado imunoldgico do paciente e o contexto clinico (Montoya;
Liesenfeld, 2004). A toxoplasmose em adolescentes ou adultos imunocompetentes
geralmente € leve ou assintomadtica. Infec¢des leves podem resultar em linfadenopatia,
febre, fadiga e mal-estar, todos os quais geralmente se resolvem em semanas a meses sem
tratamento especifico. No entanto, a infec¢do em pessoas imunocomprometidas pode ser
grave, podendo causar encefalopatia difusa, dores de cabeca, confusdo, fraqueza,
dormeéncia, descoordenagdo e convulsdes. Manifestacdes extracerebrais, como problemas
respiratorios e visuais, também podem ocorrer (Lopez et al., 2000. Konstantinovic et al.,
2019. Elsheikha; Marra; Zhu, 2020).

Os atuais padrdes de mudanga ambiental e social provocados pelo homem, tais
como mudangas climéticas, perda de biodiversidade, poluicdo e escassez de recursos
naturais, distribuicdo desigual de beneficios econdmicos e acesso a servigos basicos
facilitam a transmissdo e propagacdo desses patdgenos, bem como contribuem para
atrasos e falta de recursos para diagnostico e tratamento precoce da doenga (Aguirre et
al., 2019. Dunay et al., 2018).

Essas infec¢des, portanto, tém consequéncias significativas que afetam a
mortalidade e a qualidade de vida das pessoas acometidas (Aguirre et al., 2019).
Torgerson e Mastroiacovo (2013) estimaram a incidéncia global e a carga da
toxoplasmose congénita em 190.100 casos por ano, com uma taxa de incidéncia de 1,5
casos por 1.000 nascidos vivos por ano. Com o intuito de minimizar o nimero de casos e
mitigar seus impactos na satide publica, autoridades de satide vém adotando estratégias
de controle e prevengdo da toxoplasmose. Por meio de departamentos de saude e/ou
agricultura, muitos governos tém disponibilizado orientagdes claras e sites educativos

explicando como os individuos podem prevenir a toxoplasmose (Smith et al., 2021).
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1.3 Ciclo de vida do Parasita

O ciclo de vida de T. gondii envolve multiplos estagios e mecanismos de
transmissdo. Existem trés formas principais de infec¢do: transmissdo congénita, infecgao
adquirida por meio da ingestdo de cistos de tecido de hospedeiros intermediarios
cronicamente infectados, e infeccdo por meio da ingestdo de oocistos esporulados
resultantes da contaminagdo de alimentos ou agua com fezes de gatos infectados
(Fergunson, 2009).

Os oocistos sdo originados no intestino do hospedeiro definitivo,
predominantemente gatos, e excretados nas fezes do animal. Inicialmente ndo
esporulados, os oocistos podem passar pelo processo de esporulacdo fora do hospedeiro,
adquirindo assim a capacidade infectante. Os oocistos contém 2 esporocistos e cada um
desses contém 4 esporozoitos. Ao serem eliminados nas fezes, esses oocistos sao
liberados no ambiente, permanecendo viaveis por periodos prolongados e constituindo
uma fonte significativa de infec¢do para outros animais, incluindo humanos. Quando
ingeridos, os oocistos liberam esporozoitos, dando inicio ao ciclo de infec¢do, que pode
evoluir para a forma de replicagdo ativa do parasita, conhecida como taquizoitos (Dubey;
Lindsay; Speer, 1998. Montoya e Liesenfeld 2004).

Os bradizoitos, formas de desenvolvimento do parasita 7. gondii, desempenham
um papel essencial na transmissdo para hospedeiros carnivoros, sendo encontrados em
cistos teciduais e demonstrando resisténcia a digestao acido-pepsina. Essa forma latente
e de baixa taxa de divisdo celular ¢ responsavel pela persisténcia da infeccdo nos
hospedeiros. Sua capacidade de converter-se para a forma ativa do parasita, taquizoito,
em resposta a mudancas no sistema imunologico ¢ crucial na patogénese da
toxoplasmose. Além disso, os bradizoitos apresentam desafios terapéuticos devido a sua
resisténcia, destacando a importancia de compreender a biologia e dinamica dessa fase
para o desenvolvimento de terapias mais eficazes contra a toxoplasmose, conforme
discutido por Ferguson (2019) e Smith et al. (2021).

Os taquizoitos, por sua vez, desempenham um papel crucial no ciclo de vida do
parasita 7. gondii. A presenga de taquizoitos nos tecidos do hospedeiro desencadeia uma
resposta imunoldgica significativa, sendo um ponto focal de pesquisa para compreender

a patogénese e o tratamento da toxoplasmose (Ferguson, 2009; Montoya, Liesenfeld,

2004).

18



T. gondii demonstra uma notével capacidade de infectar qualquer célula nucleada
em animais de sangue quente, embora essa caracteristica esteja restrita a fase assexuada
intermediaria de seu ciclo de vida (Dubet et al., 1998).

Durante a fase sexual, apenas felideos podem servir como hospedeiros definitivos
devido a uma deficiéncia tnica, entre os mamiferos, na atividade da delta-6-saturase
intestinal em gatos (Smith et al., 2021). Portanto, o ciclo de vida de 7. gondii inicia-se
com a ingestao de formas infectivas pelo hospedeiro definitivo, o gato. Dentro do sistema
digestivo, ocorre a liberacao de bradizoitos ou esporozoitos, que invadem as células
intestinais, dando inicio a replicacdo assexuada e¢ formagdo de taquizoitos. Esses
taquizoitos podem disseminar-se pelo corpo do felino, formando cistos teciduais em
orgaos especificos (Dubey; Lindsay; Speer, 1998. Fergunson, 2009).

Algumas formas diferenciam-se em estagios sexuais, resultando na formagao de
oocistos que sdo excretados nas fezes dos gatos. Com o tempo, esses oocistos esporulam,
tornando-se infectivos. A contaminagdo ambiental ocorre quando esses oocistos sdo
eliminados no ambiente, afetando solo, 4gua e alimentos. Hospedeiros intermediarios,
incluindo humanos, podem ser infectados ao ingerir oocistos ou cistos teciduais,
concluindo o ciclo de vida complexo de 7. gondii (Elsheikha; Marra; Zhu, 2020.
Ferguson, 2009).

Para sobreviver dentro das células hospedeiras, 7. gondii emprega varias
estratégias para obter nutrientes; a modificacdo da membrana vacuolar intracelular para
permitir a difusdo livre de pequenas moléculas, como aminoacidos, nucleobases e
cofatores, por exemplo. O parasita secreta uma grande quantidade de proteinas das
roptrias e de organelas secretoras chamadas granulos densos, muitas das quais sdo
direcionadas paraa membrana vacuolar, contribuindo para a permeabilidade observada.
Além disso, Toxoplasma recruta organelas do hospedeiro, como as mitocondrias e o
reticulo endoplasmatico, para obter acesso a nutrientes. O parasita também desenvolve
sistemas elaborados para a aquisi¢ao de lipidios do hospedeiro, incluindo a absorcao de
colesterol através da via de recuperacdo de LDL, contornando as rotas normais de
endossomos tardios e lisossomos. Essas estratégias de aquisi¢ao de nutrientes e lipidios
sao fundamentais para a sobrevivéncia e crescimento do parasita dentro das células

hospedeiras (Sibley, 2003).
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1.4  Infeccao por T. gondii

Em individuos imunocompetentes a infec¢ao frequentemente ¢ assintomética ou
pode causar sintomas leves. Menos de 10% das infec¢des podem resultar em uma
sindrome semelhante a mononucleose, com sintomas como dor de cabeca, mal-estar,
febre, linfadenopatia cervical e fadiga (Elsheikha; Marra; Zhu, 2020). Os taquizoitos
causadores da doenca sdo tipicamente rapidamente suprimidos pela resposta imunolégica,
principalmente pela agdo do interferon-gama (IFN-y) produzido por células T CD4+, com
o apoio de diversas outras células imunoldgicas e citocinas (Smith et al., 2021).

T. gondii pode entrar no sistema nervoso central (SNC) por meio de varios
mecanismos. Estudos sugerem que o parasita pode atravessar a barreira hematoencefélica
por meio de migracdo paracelular, transmigracao transcelular e até mesmo por meio de
um mecanismo de "cavalo de Troia" através de células imunes infectadas. Além disso, o
parasita pode interagir com diferentes tipos de células no cérebro, incluindo astrocitos e
neuronios, e estudos recentes indicam que 7. gondii predominantemente interage com
neurdnios durante a infecgao do SNC. No entanto, ainda existem questdes em aberto sobre
a importanciarelativa de cada modo de entrada e como diferentes mecanismos de entrada
podem afetar quais regides do SNC sdo infectadas ou mesmo quais cé€lulas do SNC
interagem diretamente com 7. gondii (Elsheikha; Marra; Zhu, 2020. Mendez; Koshy,
2017).

Os sintomas da toxoplasmose cerebral podem incluir encefalopatia difusa, dores
de cabeca, confusdo, fraqueza, dorméncia, incoordenagdo, convulsdes, problemas
respiratérios e visuais. Além disso, a infeccdo por 7. gondii tem sido associada a
modificagcdes comportamentais e disturbios neuropsiquiatricos. A doenga pode ter
consequéncias graves, incluindo danos cerebrais em criancas infectadas durante a
gestacdo e recorréncia da infeccdo em pacientes imunossuprimidos, como aqueles com
HIV/AIDS, onde o parasita pode se reativar e causar danos neuroldgicos graves.
(Elsheikha; Marra; Zhu, 2020. Fergunson, 2009; Correia et al., 2013).

O diagnostico diferencial da toxoplasmose cerebral ¢ um desafio clinico
importante. Portanto, a combinag¢do de dados clinicos, imagens de neuroimagem e testes
sorologicos ¢ essencial para estabelecer um diagnodstico preciso. Em resumo, a
toxoplasmose cerebral ¢ uma condigao séria que requer um entendimento aprofundado de

sua patogénese, diagnostico, tratamento e prevencao. A pesquisa continua e a colaboragao
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interdisciplinar sdo essenciais para melhorar o manejo da doenga e melhorar a

qualidade de vida dos pacientes afetados.

1.5 Resposta imune a 7. gondii

A respostaimune a 7. gondii envolve tanto a imunidade inata quanto a adaptativa,
que desempenham papéis cruciais na defesa contra a infecgao.

A resposta imune inata ¢ a primeira linha de defesa do corpo contra 7. gondii ¢ é
ativada imediatamente ap0s a infec¢do. Essa resposta envolve células como macréfagos,
células dendriticas e células NK, que reconhecem e eliminam patdgenos de forma nao
especifica. Durante a fase inicial da infecgdo, essas células ajudam a controlar a
multiplicacdo do parasita e moldam a resposta imune adaptativa subsequente (Braga-
Silva et al., 2016).

Na resposta imune adaptativa, as células T CD4+ sdo essenciais para a resisténcia
ao T. gondii. Pacientes com HIV/AIDS, que apresentam um declinio no nimero de
células T CD4+, por exemplo, frequentemente desenvolvem toxoplasmose grave. Em
modelos de camundongos, a falta dessas células estd associada a uma maior
suscetibilidade durante a fase cronica da infec¢do (Fatoohi et al., 2004). As células T
CD4+ contribuem para aperfeicoamento derespostas de células B e células T CD8+ e
produzem citocinas como interferon-gama (IFN-y), que ativam macrdofagos e outras
células inatas (Braga-Silva et al., 2016).

A relagdo entre a toxoplasmose € o sistema imunoldgico ¢ de suma importancia
para a compreensdo dos mecanismos desencadeados pelo parasita 7. gondii: quando um
individuo ¢ infectado por 7. gondii, o parasitointerage com o sistema imunolégico do
hospedeiro ao adentrar em suas células hospedeiras, resultando na ativacdo de uma
resposta imune inata e adaptativa (Sayles; Gibson e Johnson, 2000. Lee et al. 2019).

Uma resposta imune exacerbada ou desregulada pode causar danos nos tecidos e
inflamacao sistémica. Por outro lado, uma resposta imune inadequada ou enfraquecida
pode resultar em infec¢ao crdnica, reativacao de parasitas latentes e aumento da
suscetibilidade a formas graves de toxoplasmose, como toxoplasmose ocular e encefalite.
Essas respostas incorretas comprometem a saude do hospedeiro, destacando a
importancia de compreender os mecanismos imunoldgicos para desenvolver estratégias

eficazes de modulagdo do sistema imunologico e melhorar os resultados em individuos
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infectados (Chen et al., 2000. Montoya; Liesenfeld, 2004).
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A resposta imunoldgica a toxoplasmose cerebral pode variar entre os individuos.
Essa variacdo ¢ influenciada por polimorfismos genéticos em genes relacionados ao
sistema imunoldgico, tais como os que codificam citocinas, receptores de padrao de
reconhecimento (por exemplo PAMPS) e moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), os quais podem influenciar a resposta imune do
hospedeiro. Além disso, a variagdo genética pode impactar a intensidade e o tipo de
resposta inflamatoria desencadeada durante a infec¢do, bem como a capacidade de
regulacdo imunolodgica, incluindo a produgao de citocinas pro-inflamatorias e anti-

inflamatorias (Amerizadeh et al. 2013).

1.6 Papel das Células B no Sistema Imunoldgico

As células B sdo um tipo de linfocito, um componente essencial do sistema
imunologico adaptativo. Elas desempenham um papel crucial na resposta imune,
produzindo anticorpos que ajudam a combater patdgenos, autoantigenos e tumores € sao
importantes naresposta em esquemas de vacinagdo. Sdo encontradas nos tecidos linfoéides
e tém a capacidade de se diferenciar em células produtoras de anticorpos, chamadas de
plasmocitos, e em células de memoria que fornecem imunidade duradoura contra
patogenos previamente encontrados (Park et al., 2019).

A interacdo entre células B e outros componentes do sistema imune, como células
T e citocinas, ¢ crucial paraa modulagao da resposta imune e controle do parasita durante
a fase aguda da infeccdo , conforme evidenciado pelos estudos de Montorsi; Siu e
Spencer (2022).

Enquanto a imunidade mediada por células ¢ importante para combater a infecg@o
por Toxoplasma, o papel das células B e anticorpos na imunidade humoral contra T.
gondii também ¢ significativo. As células B, portanto, produzem anticorpos que podem
bloquear a infec¢do de células hospedeiras pelo parasita, contribuindo para a protecdo do
hospedeiro(Sayles; Gibson e Johnson, 2000).

A imunoglobulina A (IgA) ¢ um tipo de anticorpo produzido principalmente nas
membranas mucosas do trato respiratorio, gastrointestinal e geniturinario,
desempenhando um papel importante na defesa contra patdgenos que entram em contato

com essas superficies. A detecgdo de IgA especifica para T. gondii, pode ser realizada
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por meio de ensaios laboratoriais, como ELISA (ensaio imunoenzimatico) e
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ISAGA (ensaio de aglutinagdo imunossorvente). A presenca de IgA especifica
pode ser indicativa de uma resposta imune ativa contra o patéogeno, considerando que
esta imunoglobulina pode ser uma referencia importante para o diagndstico e
monitoramento da infeccdo (Pomares; Montoya, 2016). A imunoglobulina is6tipolgA
pode persistir por periodos prolongados no corpo. Testes para a detecgao de IgA
mostraram ser mais sensiveis do que aqueles para a detec¢do de anticorpos IgM em
fetos e recém- nascidos. Além disso, IgA pode ser particularmente util na identificagio
de pacientes em risco de reativacdo, como aqueles com AIDS ou os que passaram por
transplantes de medula 6ssea (Montoya; Liesenfeld, 2004).ImunoglobulinaA especifica
foi detectada no liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com AIDS e encefalite
toxoplasmica (Pinon et al., 1995).

O estudode Lee etal. (2019) mostrou que a vacinagdo com particulas semelhantes
a virus contendo multiplas proteinas antigénicas 7. gondii induziu niveis mais elevados
de resposta de IgA em fezes em comparagdo com o grupo controle nao vacinado. Isso
sugere que a vacinagdo com essas particulas pode desempenhar um papel na indugao de
uma resposta imune eficaz contra o parasita.

A interagdo entre os plasmdcitos produtores de IgA e as células epiteliais das
mucosas ¢ crucial paraa imunidade mucosa. As células epiteliais das mucosas secretam
a IgA, que desempenha um papel fundamental na primeira defesa das superficies mucosas
contra patogenos. Esses plasmocitos produtores de IgA presentes nas mucosas, portanto,
sao estimulados pela presenca de antigenos e produzem IgA especifica para esses
antigenos. Essa, por sua vez, ¢ entdo transportada através das células epiteliais das
mucosas ¢ liberada na superficie mucosa, onde pode neutralizar patégenos e impedir sua
adesdo e invasdo. Essa interacdo ¢é essencial para a defesa eficaz das mucosas contra
infecgoes (Khan; Noordin, 2019).

Diversas estratégias terapéuticas tém sido desenvolvidas visando potencializar a
resposta dos plasmacitos produtores de IgA na toxoplasmose, como a administragdo de
agentes imunomoduladores que estimulem a producao de IgA. Isso pode incluir o uso de
probidticos, que tém sido associados ao aumento da producdo de IgA nas mucosas, bem
como a administragdo de certos tipos de vacinas que visam especificamente aumentar a
resposta de IgA. Além disso, a terapia com imunoglobulina polivalente (IVIG) também
pode ser considerada em casos de deficiéncia de IgA. Estas estratégias terap€uticas visam

fortalecer aimunidade mucosa e proteger contra infec¢cdes em mucosas, como as causadas
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pelo T. gondii (Khan; Noordin, 2019). Além disso, a vacinacdo com essas
particulas também induziu respostas de células T e B de memoria, incluindo citocinas e
células secretoras de anticorpos, contribuindo para a protegdo eficaz contra a infec¢do

por T. gondii.

2 JUSTIFICATIVA

Atualmente varios estudos de meta-andlise tem associado o desenvolvimento de
doencas neuropsiquiatricas e infec¢ao cronica por 7. gondii. Considerando a caréncia de
estudos que comparem os genes expressos no cérebro em diferentes espécies de animais
infectados com Toxoplasma, este trabalho visou investigar a expressdo de genes
diferencialmente expressos em tecido cerebral de camundongos experimentalmente
infectados com 7. gondii. Esta abordagem multidisciplinar visou langar luz sobre os
aspectos genéticos e imunologicos subjacentes a infec¢ao por Toxoplasma, evidenciando
o contexto da infeccdo cerebral por Toxoplasma gondii, oferecendo insights cruciais para

futuras estratégias terapéuticas.

3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo investigar e analisar, por meio da revisao
de producdes cientificas das bases de dados NCBI GEO, Pubmed e EBI, a expressdo de

genes relacionados a resposta imune cerebral a Toxoplasma gondii.
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3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Realizar busca bibliografica em banco de dados aberto como PubMed, NCBI GEO
e EBI ArrayExpress de estudos relacionados a expressao genica cerebral de camundongos
infectados com 7. gondii;

3.2.2 Apos a selecdo do estudo mais apropriado, investigar a expressdo de genes
diferencialmente expressos em tecido cerebral de camundongos cronicamente infectados
com 7. gondii em relagdo aos ndo infectados;

3.2.3 Anadlise criteriosa dos dados obtidos para selecdo dos genes diferencialmente
expressos mais relevantes e nao estudados anteriormente;

3.2.4 Apoés essa etapa de selecdo do gene especifico dentre outros diferencialmente
expressos (gene de switch de classe de cadeia pesada de imunoglobulina) e ndo estudado
anteriormente, infec¢ao de animais com 7. gondii e anélise na fase cronica da infecgao de

resposta imune relacionada (deteccao de células IgA+ no tecido cerebral);

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Conducao da Analise Sistematica: Métodos Adotados

4.1.1 Estratégia de Busca Bibliografica e base de dados

Para realizar a busca de dados, foram empregadas as seguintes palavras-chaves
"cerebral + toxoplasmosis" e "Neural + toxoplasmosis".

Foram utilizadas apenas estudos realizados no periodo de 2019 até 2022. Os bancos
de dados consultados foram o PubMed, NCBI GEO.

4.1.2 Critérios de Inclusao e Exclusao de Estudos

Foram estabelecidos critérios de inclusdo rigorosos para garantir a coeréncia e

relevancia dos estudos selecionados, descritos abaixo:
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a) Linguagem: Somente artigos publicados em lingua inglesa foram considerados
para evitar barreiras linguisticas e facilitar a comparacdo entre os estudos.

b) Tipo de estudo: Foram incluidos estudos clinicos e experimentais que
examinassem a resposta imunologica frente a toxoplasmose cerebral.

c) Populagdo: Foi priorizado a inclusdo de estudos que envolvessem camundongos

infectados por Toxoplasma gondii.

Alguns aspectos foram levados em consideragdo para excluir determinados

estudos:

a) Formas especificas da doenca: Artigos que explorassem apenas formas oculares,
auditivas ou pulmonares da toxoplasmose foram excluidos, pois o foco desta
revisao ¢ a resposta imunolodgica frente a toxoplasmose geral e cerebral.

b) Infeccdo em animais: Estudos que se limitavam a ocorréncia da toxoplasmose em
animais domésticos ou silvestres foram excluidos, ja que esta revisdo teve como
objetivo entender a resposta imunoldgica em seres humanos.

c) Outras condi¢des: Artigos que discutiam situa¢des clinicas diferentes da

toxoplasmose, como infec¢des virais ou bacterianas, foram excluidos.

4.1.4 Extracao de Dados

Foi realizada uma andlise de categorizagdo de toxoplasmose, por meio da
constru¢do de uma tabela que relacionou cada artigo analisado com categorias
especificas, incluindo genes, células, e contexto da doenga (aguda, cronica, congénita).
Essa abordagem permitiu a identificagdo e comparacdo das respostas imunes
consideradas em cada estudo revisado, contribuindo para uma compreensdo mais

abrangente das diferentes abordagens e descobertas na area da toxoplasmose.

4.1.5 Anilise transcriptomica

A andlise de dados foi conduzida usando a linguagem de programacdo R no
ambiente RStudio. Os conjuntos de dados coletados foram normalizados e combinados
em uma Unica matriz para possibilitar a andlise de genes especificos. Dos conjuntos de
dadosobtidos, apenas o estudo de Garfoot et al. 2019, conjunto de dados (GSE117504),

foi ajustado ao nosso objetivo, pois os outros estudos coletados nao se adequavam nos
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seguintes aspectos: havia infec¢do conjunta de outro microrganismo junto ao
Toxoplama gondii, ndo era infec¢do cronica, ndo era infe¢do por animais modelos
desejados (camundongos) ou apo6s a normalizacdo dos dados os conjuntos nado

possuiram um “p value” significativo.

4.1.6 Disponibilidade de Dados e Cédigo

O conjunto de dados de encefalite cronica por 7. gondii estd publicamente
disponivel no GEO sob a referéncia GSE117504. O cédigo usado para gerar a analise
esta disponivel no repositério do Github:

(https://github.com/czarnewski/toxoplasma_kinetics).

4.2 Experimentos In Vivo

4.2.1 Animais

Para conduzir os experimentos in vivo, utilizamos camundongos fémeas da
linhagem BALB/c, com uma idade de oito semanas. Os animais foram alojados nas
instalacdes da Universidade Federal de Uberlandia, especificamente na Rede de Biotérios
de Roedores (REBIR/UFU). Durante todo o periodo experimental, os camundongos
permaneceram em ciclos regulares de 12 horas de luz e 12 escuro, com acesso continuo
a uma dieta balanceada e agua filtrada.

Os procedimentos envolvendo os animais foram conduzidos em conformidade
com os principios éticos estabelecidos pelo governo brasileiro. Todos os protocolos foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Uberlandia, sob o protocolo numero 011/21.
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4.2.2 Cepa de T. gondii

A manutencdo da cepa ME49 de T. gondii foi feita em Calomys callosus
(Rodentia: Cricetidae), os quais foram previamente inoculados por via intraperitoneal
com 10 cistos de 7. gondii. Apds um periodo de aproximadamente um més pos-infeccao,
o cérebro dos animais foi coletado e os cistos da cepa ME49 foram quantificados e
ajustados para uma concentracdo de 10 cistos, os quais foram suspensos em 0,2 mL de

solucdo salina tamponada com fosfato (PBS; concentragdo de 0,1 mol/L, pH 7,2).

Esta solugdo, contendo os cistos foi utilizada para a infeccao de camundongos

experimentais por meio de administragdo intraperitoneal (i.p.).

4.2.3 Procedimento Experimental

Camundongos BALB/c, machos e fémeas, foram infectadosi.p. com 10 cistos de
T. gondii. No 30° dia ap6s a infec¢do, grupos de camundongos foram anestesiados com
Ketamina (Syntec Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil) e Xilazina (Schering-Plough Coopers,
Cotia, SP, Brasil) por via intraperitoneal e foram eutanasiados por deslocamento cervical.
Amostras de sangue foram coletadas para ensaios sorologicos, e cérebros foram
coletados, fixados em formalina tamponada a 10% e processados rotineiramente para

inclusdo em parafina e corte histologico.

4.2.4 Processamento Histologico

As secdes de tecido cerebral com 4 um de espessura foram coradas com
hematoxilina- eosina (H&E) para andlise histologica junto a microscopia de luz. As
células positivas para IgA foram avaliadas no cérebro por meio de imunohistoquimica.
As seg¢oes de tecido desparafinizadas foram colocadas em uma camara umidificada, a
atividade da peroxidase endogena foi bloqueada com 3% de H202 e o resgate
antigénico foi realizado em tampao citrato (pH 6,0) em forno micro-ondas por 7

minutos. Em
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seguida, as marcagdes inespecificas foram reduzida incubando as laminas com 0,3% de leite
desnatado (Molico, Nestlé®, Sao Paulo, SP, Brasil) em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) a temperatura ambiente. Posteriormente, as se¢des foram permeabilizadas usando 0,01%
Triton X-100 e incubadas a 4 °C durante a noite com anticorpo de cabra anti-IgA de
camundongo (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA) diluido em 0,01% saponina. Em
seguida, as se¢des foram incubadas com anticorpo biotinilado de jumento anti -cabra (Jackson
ImmunoResearch Inc., West Groove, PA, EUA), respectivamente. A sensibilidade do ensaio
foi amplificada pela adicdo do complexo avidina-biotina (kit ABC, PK-4000; Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, EUA) diluido 1:100. As reacdes foram desenvolvidas
usando 3,3'-diaminobenzidina tetrahidroclorida (Sigma). Controles positivos e negativos para a
presenga do parasito no tecido foram incluidos para controle de qualidade das reagdes. As
secoes foram contracoradas com hematoxilina de Harris e examinadas sob um microscopio de
luz usando uma objetiva de 40x. As células IgA positivas foram quantificadas por secao

tecidual.

5 RESULTADOS

5.1 Exploracao da infeccao cerebral por 7. gondii por meio de Sequenciamento de RNA

Para caracterizar imparcialmente a dindmica temporal da expressdo génica no
cérebro durante a infecgcdo cronica, buscamos primeiro analisar os dados publicos
GSE117504 (Garfoot et al 2019) (Figura 1A). Esse conjunto abrange uma colegdo de
dados transcriptomicos derivados da toxoplasmose cerebral experimental,
proporcionando um recurso valioso para desvendar os intrincados mecanismos
moleculares que sustentam essa doenga complexa. Ele compreende uma variedade
diversificada de amostras representando varios pontos no tempo durante a infecgdo.
Notavelmente, o conjunto de dados exibiu uma qualidade robusta, evidenciada por mais
de 20 milhdes de leituras por amostra (Figura 1A) e valores de expressao relativa log
(RLE) consistentemente estaveis apos a normalizacdo das contagens (Figura 1B). Esses

resultados indicam que o GSE117504 possui boa qualidade geral das amostras.
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Figura 1 — Analise de dados de sequenciamento de RNA em massa da toxoplasmose cerebral !
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Fonte: Autor,2024.! (A) Ilustragdo esquematica do desenho experimental usado para coletar
amostras de cérebro de camundongos infectados e ndo infectados sob toxoplasmose cronica. Os pontos
temporais sdoindicados com2-3 camundongos por grupo. (B) Analise do componente principal de todas
as amostras, destacando a separacdo das amostras infectadas (quadrados) dos controles (circulos) e a
duragdo da infecgdo (gradiente de cor). (C) Grafico de vulcao para a assinatura conservada sob a infec¢do
em todos os pontos temporais, onde genes significativamente regulados para cima (vermelho) e para
baixo (azul) sdo mostrados. Genes com -logl0(Pvalue) acima de 2 e log2(FC) acima de +1 (linhas
tracejadas) sdo considerados significativos. Alguns genes selecionados estio destacados. (D) Analise
funcional do conjunto de genes para genes regulados para cima e para baixo usando a Gene Ontology.
Termos com -logl O(Pvalue) acima de 2 (linhas tracejadas) sdo considerados significativos.

Em seguida, calculamos a varidncia génica nas contagens normalizadas para
identificar imparcialmente os genes cujas expressoes sao potencialmente alteradas ao
longo do tempo e da infeccdo (Figura 1C). Os 500 genes mais variaveis foram
selecionados para redugdo dimensional ndo supervisionada via andlise de componentes
principais (PCA) para visualiza¢do e explora¢do de dados (Figura 2B). Essa andlise
revelou uma segregacdo distinta das amostras, principalmentee impulsionada pelo status
da infeccao ao longo do primeiro componente principal (PC1), compreendendo mais de

80% de toda a variacao encontrada no conjunto de dados.

Por outro lado, a duragdo da infeccdo foi o principal fator da separagdo das
amostras ao longo do segundo componente principal (PC2), com cerca de 5% da
varianciaretida (Figura 2B). Essa separagdo sugere o papel fundamental desempenhado
pela infeccdo na modelagem do complexo panorama molecular associado a

toxoplasmose cerebral, e também que a infec¢ao cronica nao ¢ homogénea.
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Para entender o efeito da infeccdo a partir da duragdo da infecc¢ao, utilizamos um
modelo linear generalizado (MLG) com EdgeR
{https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btp616}, que € um método estatistico flexivel
para permitir a separagao dos efeitos da infeccao da variavel tempo. Em outras palavras,
0os MLGs consideram a expressdo génica de qualquer gene como uma combinac¢do dos

efeitos das variaveis (neste caso, infec¢cdo e tempo):

EXP ~ infection + time

Com essa abordagem, identificamos mais de 2500 genes diferencialmente
expressos (DEGs) em cérebros infectados versus controles ndo infectados,
independentemente do tempo de infeccao (Figura 2C). Esse numero elevado de DEGs
induzido pela infecgdo estd, portanto, alinhado com os resultados da PCA, onde a
infeccdo contribuiu mais para o PC1. O grupo de genes que aumentaram a expressao
estava notavelmente associado a vias envolvidas na sinaliza¢ao de citocinas (I112b, Tnf,
I118rap), resposta imune do tipo 1 (Nkg7, Oasla, Isgl5, Cd8a/b, Statl, Irf7), resposta a
estimulos microbianos (Reg3g, Cd74, Tnf) e quimiotaxia celular (Cxcl9, Cxcll1, Ccr2,
Ccl12, Cxcr3), chamando a atengdo para a complexa resposta imune do hospedeiro a
toxoplasmose cerebral (Figura 2D). Por outro lado, os genes que diminuiram a
expressdo estavam intrinsecamente ligados a vias que influenciam a estrutura sinaptica
(CbIn3, Cbinl), transmissao sinaptica quimica (Glral, Gabra6, Mpz, Chrna6, Cbinl) e
desenvolvimento neuronal (Foxal, Neurod4, Lhxl, Lhx5), sugerindo possiveis
interrupgoes nas vias de sinalizagdo neuronal induzidas pela infec¢do (Figura 2D). A
lista completa de genes diferencialmente expressos € o enriquecimento das vias sdo
apresentados nas Tabelas 1 e 2.' Esses achados fornecem conhecimentos sobre a
complexa interagdo heterogénea entre a resposta imune do hospedeiro e as alteracdes

neurofisioldgicas no contexto da toxoplasmose cerebral.

t Tabela 1. Lista de genes diferencialmente expressos.
Tabela 2. Analise funcional de conjuntos de genes diferencialmente expressos.
Tabela 3. Lista de genes presentes em cada médulo temporal.

Tabela 4. Analise funcional de conjuntos de genes por modulo temporal.
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Figura 2 - Dinamica das células B no

A day 28 day 90 day 180
Chin3 Malat1 Cbin3 Malat1 Gzma Malati
Gm37376 Igha Marco Igha Gzmb Igha
w_| Cnpyl lgke n_| Cd3g Igke o _| Trav* lgke
- Igkv —7] Cd3e lghgt 7| Trbv-* Ighe
Fabp4 Saa3 Igkv-* 122 Ighg1
Ucep1 Gzmb Fabp4 Kirc2 Ighg2a
= = Gzma Ucept = Kird1 Jehain
= s Ctram Mzb1 & cdsl Ighv-=*
2od 2 o Trav Serpina3c 2 o1 cdaooe Igkv-*
=4 % = Clecde Fut1 S |lyzt Flg;v;
= = ° = abp:
B’ E’ 3 . Uepi
1 [ i } Mzb1
. sl " il Serpmalc
. .
. . > Zxda
C : & =" e R b g Rmrp
" e W Waulat .- s m Eﬂ‘r&ﬁ
o-{ctrl inf o-{ctrl inf o-{ctrl inf
T T T T T T T T T T T T T T T
=10 =5 0 5 10 -10 =5 0 5 10 =10 =5 0 5 10
log2(FC) log2(FC) l0g2(FC)
B control infected C
 — S — Megative Ragulation Of Mitotic Mataphase/Anaphase Transition {(GO:0045841)
Microtubule Cytaskeleton Organization Invalved In Mitosis (GO:1902850) =
- im7 Spindle Assembly Checkpoint Signaling (G0:0071173} S
E m Mitoe Spindle Assembly Checkpoint Sionaling (GO:0007094) 2
i Mitotic Spindle Checkpoint Signaling (G0:0071174) [l £
3 Mitotic Spindle Orgarization {GO:0007052) |RR0 =
= Mitotie Sister Ghromatid Segregation (GO:0000070} o
l - ; m4 Regulation Of G2/M Transition Of Mitotic Cell Gycle (G0:0010389) =
= Regulation Of Mitotic Sister Chromatid Segregation (G0:0033047} s
| == L= Positive Regulation Of Cell Cycle Process (GO:0090088) £
FrT
-t 48
| & —F B Cel Receptor Signaling Pathway (G0:0050853) [
- = m1 Antigen Receptor-Mediated Signaling Pathway (GO:0050851) o -
-5 B-i Regulation Of Endothelial Cell-Matrix Adhesion Via Fibronectin {GO:1904904) S
== . Negative Regulation Of Epidermal Cell Differentiation {G0:0045605) a s ;
= Reguiation Of B Cell Activation (GO:0050864) s - g
= B Cell Proliferation (G0:0042100} = e
|3 Lymphocyte Differentiation {G0:0030098} 2 § s
|4 Antimicrobial Humoral Response (G0:0016730) 2 s R1T|E
= = Response Te Peptide (G0:1901652) 2 - B
= = ! Retina Homeostasis (GO:0001835) L3
I-'ﬁ = :m2 5 15
i D
= = im3 o el [+ 3
3 i 2 Tk o - o
] 1¢ | A 8L o, . I .
- = A i ey S £
e . o TN S B 2
Z-score gr'!b i & R o ’ " LN
4 8 cccccccooee F : i T L s e
LA i A AN = ‘
£ ronrnnonoa RN PR Re o SRDm
g aspaspatsss T e
| I o e, axEg

Fonte: Autor,2024.2(A) Graficosde vulcio para genes que sdo diferencialmente expressos em
cada ponto temporal, emrelacdo aos camundongos no dia21 da infecgdo. Genes selecionados regulados
para cima e para baixo sdo mostrados. (B) Mapa de calor para todos os genes afetados temporariamente
pela infec¢do, que foram agrupados em 7 modulos de genes distintos (ml-m7). A cor representa a
expressdo génica escalonada entre as amostras (Z-score).(C) Tendéncia de expressdo temporal e analise do
conjunto de genes paraos modulos de genes selecionados m3 e m5. Cada ponto representa a expressao
normalizada de um gene, para todos os genes naquele modulo de gene por grupo de amostras. (D)
Coloragao por imunohistoquimica para IgA no cérebro de camundongos no dia 32 da infec¢do como
realizado no estudo base. Aregido delimitada pela linha tracejada cinza representa o plexo coroide. Os
boxplots representam os quantis 5°, 25° 50°, 75° e 95°, respectivamente.

5.2 Genes (que tipo de genes?) relacionados as células B sdo destaque na
toxoplasmose cerebral cronica tardia

Tendo identificado os principais genes diferencialmente expressos (DEGs)
impulsionados pela infec¢do por 7. gondii pelo modelo MLG, buscamos agora investigar
a heterogeneidade da infec¢ao cronica, mostrada no PC2 (Figura 2B). Portanto,
calculamos a expressao diferencial ao longo dos pontos temporais, incluindo amostras de

infecc¢do cronica inicial (dia 21 e 28) e infec¢do cronica tardia (dias 90 e 180). Em

cérebro durante a infec¢@o cronica por 7. gondii ?
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comparacao ao dia 21, quando os primeiros taquizoitos chegam e comecam a
colonizar o cérebro (Zenner et al, 1998), camundongos infectados no dia 28 apresentaram
apenas uns poucos genes diferencialmente expressos (11 regulados positivamente e 3
regulados negativamente) (Figura 3A). Surpreendentemente, amostras dos dias 90 e 180
de infeccdo apresentaram niveis muito mais elevados de DEGs, incluindo tanto
regulados positivamente quanto negativamente (Figura 3A). Também observamos que
muitos dos genes identificados ao longo dos pontos temporais estdo significativamente
desregulados, mas em diferentes niveis, incluindo genes relacionados a reducao do fuso
mitdtico (Cdc20, Cenpf, Nuf2, Bublb, Ttk) e diminuicdo da imunidade das células T
(Trbel, Nkg7, Cd3g, Cd3e, Cd3d) e citotoxicidade de células NK (1121, Nerl, Klrkl,
Klre2, Klrdl, Klrel) (FigS2). Esses resultados destacam que, apds a fase inicial de
cronificagdo (cercade 21 a 28 dias), os niveis de células T e células imunes diminuiram,
0 que estaem linha com a interconversao de taquizoitos para bradizoitos e sua evasao da
resposta imune (Zhao, 2020) e com o controle do periodo mitotico inicial na célula

durante a diferenciacdo dos bradizoitos (Radke JR, 2003).

Figura 3 - Analise de controle de qualidade dos dados de RNA-seq.?
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Fonte: autoria propria.3(A) Boxplot dos tamanhos das bibliotecas para cada grupo de amostras
no conjunto de dados de RNA-seq. (B) Expressdo relativa logaritmica (RLE) para todos os genes
detectados em cada amostra. (C) Grafico de média-variancia dos genes usado para a identificacdo dos
genes altamente variaveisno conjunto de dados. Os 500 genes mais variaveis estdo destacados. Em todos

os graficos, os boxplots representam os quantis de 5%, 25%, 50%, 75% e 95%, respectivamente.

Entre os genes regulados positivamente nos dias 90 e 180 de infecgdo, foram
identificados genes associados a funcdo das células B, incluindo diferenciacao de células
B (Mzbl, Cd79a/b), genes associados a mudanga de classe de anticorpos (Igha, Ighe,
Ighga, Ighg2c,Jchain) e varios receptores de células B (Igkv, Ighv, Igkc, Ighc) (Figura
3A-B). Esses achados sdao particularmente surpreendentes porque, até onde sabemos,

nunca foi descrito que as células B expandem ou migram para o cérebro sob infec¢ao por
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Toxoplasma. Elas foram relatadas em outras patologias, especialmente quando Cxrc3 e
Cxcl9 sao produzidos no cérebro, induzindo a diapedese das células B (Jain RW, 2022).
De fato, ambas essas moléculas estavam entre os principais DEGs encontrados em

cérebros cronicamente infectados (Figura 2C).

5.3 As células B migram para o cérebro na infec¢ao cronica tardia

Decidimos investigar mais a fundo se as descobertas acima poderiam ser
impulsionadas puramente pelo envelhecimento natural dos animais ou pela maturagdo da
resposta imune sob infeccdo por 7. gondii. Para isso, selecionamos todos os genes
diferencialmente expressos em qualquer ponto temporal e os agrupamos em mddulos de
genes temporalmente coerentes (Figura 4). Entre eles, 3 moédulos se destacaram: Um
modulo foi enriquecido para genes na regulacdo negativa da resposta imune citotdxica
(m6), um modulo enriquecido para assinatura de células B (m5) € um modulo
enriquecido para controle da divisdo celular (m3) (Figura 3B). Apenas o mdédulo m2
apresentou um padrdo enriquecido em camundongos de 6 meses de idade
(independentemente da infecgdo), sugerindo uma rede génica associada a
senescéncia/maturacdo. O mddulo de células B m5 ndo apresentou genes detectados em
camundongos ndo infectados, indicando que a expansdo de células B ¢ um fendmeno

desencadeado pela inflamacao (Figura 3B).
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Figura 4. - Analise de conjuntos de genes das diferencas de expressdo temporal.
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Fonte: autoria propria*. O enriquecimento funcional usando Gene Ontology (versdo 2023) para

genes regulados para baixo e para cima € mostrado para os dias28,90¢ 180 de infecgdo. Termos com um

-log10(Pvalue) acima de 2 (linhas tracejadas) sdo considerados significativos.

A partir desses resultados, decidimos verificar a presenca de células IgA+ no
cérebro dos animais infectados. De fato, a imunodeteccdo de IgA+ no cérebro por
imuno- histoquimica mostrou que as células B s3o encontradas principalmente nas
proximidades dos vasos da pia-mater (Figura 3D) e meninges, ¢ uma pequena
quantidade de células no parénquima (Figura 3D). Células IgA+ ndo foram detectadas
no cérebro de animais ndo infectados. Em conclusdo, mostramos pela quantificagcdo de
transcritos de células B no conjunto de dados de RNA-seq disponiveis em banco de
dados e pela deteccao direta de células IgA+ no cérebro que as células B estdo ausentes

no cérebro saudavel e sdo capazes de infiltrar o cerebral cérebro sob infecgao.
6 DISCUSSAO

A infeccdo por 7. gondii induz uma imunidade inata que representa a primeira
linha de defesa contra o patdégeno. No entanto, o parasita desenvolveu estratégias para

evadir dessa resposta e persistir como uma infec¢do cronica, principalmente no sistema
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nervoso central (SNC), sendo a resposta imune adaptativa essencial para a
sobrevivéncia do hospedeiro infectado (Denkers EY, 1998). Para identificar fatores de
imunidade, o conjunto de dados de perfil gendmico do transcriptoma cerebral obtido do
estudo de Garfoot et al. 2019 foi analisado para identificar genes diferencialmente
expressos no cérebro nos dias 28, 90 e 180 de camundongos cronicamente infectados por

T. gondii.

Figura 5 - Padrdes de expressio de modulos de genes e seus respectivos conjuntos de genes

enriquecidos.
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Fonte: autoria propria.’ A tendéncia de expressdo para cada modulo é mostrada para cada gene
individual por réplica (pontos pretos) e para o grupo experimental como um boxplot. Os boxplots
representamos quantis de 5%, 25%, 50%, 75% e 95%, respectivamente. Termos enriquecidos com um -

log10(Pvalue) acima de 2 (linhas tracejadas) sdo considerados significativos.

Amostras dos dias 90 e 180 de infeccao apresentaram niveis muito mais elevados
de DEGs, que estavam relacionados ao fuso mitdtico das células hospedeiras, imunidade
de células T e citotoxicidade de células NK. Como um parasita intracelular, 7. gondii
manipula uma ampla gama de fungdes celulares do hospedeiro, como a divisdo celular.
Os dados publicados relacionados ao ciclo celular sao controversos. Alguns estudos com
fibroblastos de preptcio humano imortalizados indicam a mudanga impulsionada pela
infeccdao de GO/G1 para a fase S, com acumulo de células hospedeiras na fase S (Lavine

MD, 2009; Molestina RE, 2008) e em uma linha celular de trofoblasto humano (BeWo)
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parada na fase G2/M (Brunet J, 2008), refletindo, muito provavelmente, reagdes
especificas de tipo celular. Em células endoteliais primarias da veia umbilical bovina
(BUVEC), T. gondii desregula o ciclo celular do hospedeiro, parando o ciclo celular em
G2/M através de alteragdes funcionais, como erros de segregagdo cromossoOmica,
alteracdo do fuso mitdtico e bloqueio da progressao da citocinese (Velasquez ZD, 2019).
Assim, como nos estudos in vitro, esses dados obtidos da analise transcriptomica sugerem

que 7. gondii é capaz de alterar o ciclo celular no cérebro infectado.

O papel e a ativacao dos linfocitos T na infec¢@o cronica por 7. gondii estdo bem
caracterizados (Gazzinelli R, 1992; Kang HJ, 2019). Em relacao as células NK, foi
demonstrado que hé um papel critico do NKG2D das células NK na interacao NK-DC,
que ¢ importante para a geracao de uma imunidade robusta de células T CD8+ contra a
infec¢do por 7. gondii, protegendo os camundongos contra a alta carga parasitaria no
cérebro (Guan H, 2008). No entanto, as células NK regulam negativamente as células T
CDS8 para promover exaustdo imune e persisténcia do parasita e infec¢do cronica no
cérebro (Ivanova DL, 2020). Assim, as interacdes de longo prazo entre o parasita e o
hospedeiro na infec¢do cronica tardia levam a diminuicao dos transcritos dos linfocitos T

e das células NK no 6rgdo mais afetado na infec¢ao cronica tardia.

Em relagdo as células B, seu papel na infec¢do por 7. gondii ¢ menos
compreendido, principalmente no SNC. Estudos anteriores mostraram que camundongos
deficientes em células B(muMT) infectados com a cepa ME-49 por via oral sobreviveram
a infeccao aguda, no entanto, morreram na infecg¢ao cronica inicial, com replicagdo do
parasita e patologia em seus cérebros (Kang H, 2000). Além disso, mesmo quando
vacinados com a cepa ts-4 RH, os camundongos muMT foram altamente suscetiveis ao
desafio com a cepa RH, em contraste com os camundongos controles (Sayles PC, 2000).
Em ambos os experimentos, a susceptibilidade dos camundongos deficientes em células
B ndo foram relacionados a fungdes deficientes das células T ou capacidade diminuida de
produzir IFN-y. Curiosamente, quando os camundongos C57BL/6 muMT foram
infectados oralmente com a cepa Fukaya e sofreram transferéncia intraperitoneal de
células B-1, mas ndo células B-2, de camundongos C57BL/6 infectados com 7. gondii,
eles sobreviveram mais de 5 meses (Chen M, 2003). No entanto, foi demonstrado que a

imunidade humoral a 7. gondii, que é regulada por Nfkbid, um regulador nuclear de NF-
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kB, € necessaria para a protecdo completa contra o parasita e requer células B-1 ¢
B-2 (Souza SP, 2021). Assim, as células B estdo envolvidas na prote¢do contra a
infec¢do por T. gondii, principalmente no cérebro cronicamente infectado. O conjunto de
dados do transcriptoma cerebral obtidos por Garfoot et al. 2019 analisado neste estudo
mostrou que genes associados a diferenciagdo de células B e troca de classe de cadeias
pesadas de anticorpos estdo regulados positivamente desde o dia 28 de infeccao e
principalmente nos dias 90 e 180. Entre as expressoes dos genes de cadeias de anticorpos
com troca de classe no cérebro de camundongos cronicamente infectados estavam /GHA,

IGHE, IGHGA, IGHG2C e JCHAIN.

Ha evidéncias de que os anticorpos podem funcionar de forma protetora in vivo
contra a infeccdo por 7. gondii. O soro imune ao Toxoplasma melhorou a resisténcia dos
camundongos muMT vacinados com ts-4 (Sayles PC, 2000) ou deficientes em CD4
(Johnson LL, 2002) apds um desafio com taquizoitos da cepa RH. Em ambos os casos, o
soro imune continha isotipos especificos de IgG para 7. gondii. Camundongos deficientes
em células B (suprimidos neonatalmente) foram altamente suscetiveis ao desafio com 7.
gondii, no entanto, a transferéncia de anticorpos anti-7oxoplasma induziu protecao

parcial, principalmente na infec¢do cronica (Frenkel JK, 1982).

Em relacao a IgA, este ¢ um isotipo de anticorpo predominantemente produzido
nas superficies mucosas. Portanto, a expressao do gene da cadeia pesada de anticorpo da
classe IgA, Igha, no SNC em infecgao cronica por 7. gondii foi surpreendente. Assim,
infectamos camundongos com 7. gondii ¢ examinamos o cérebro no dia 30 (32) de
infeccdo para procurar células IgA+ no 6rgdo. Foram observadas células IgA+ no
cérebro de camundongos BALB/c aos 30 dias de infeccdo, e estas estavam localizadas
principalmente nas meninges (pia mater) e nas proximidades de alguns vasos das

meninges.

As meninges sdo compostas por trés camadas celulares: a dura-maéter, que ¢
adjacente ao cranio, a aracnoide e a pia-mater, que ¢ a camada logo acima do parénquima
cerebral e da medula espinhal. Além disso, a superficie do cérebro ¢é atravessada por veias

e artérias ndo fenestradas envoltas pelos pés dos astrocitos (Rua R, 2018). Ao contrario
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das populagdes endoteliais durais, a vasculatura das leptomeninges (aracnoide +
pia- mater) apresenta juncdes oclusivas (Rua R, 2018). Com o protocolo utilizado no
presente estudo, as células IgA+ estavam nas proximidades dos vasos da pia-mater, pois

em nossos protocolos de dissecagdocerebral, a dura + aracnoide permanecem no cranio.

A maioria das células B na dura-méter ¢ célula B2 e uma grande fracdo delas
sdo células B imaturas geradas na medula 6ssea do cranio (Brioschi S, 2021). Algumas
células B na dura-mater sao células IgA+ (Schafflick D, 2021). Em um estado estavel de
imunidade humoral meningea, verificou-se que as meninges ndo desafiadas,
especificamente na dura-mater de camundongos, a maioria plasmocitos peri-sinusais
foram positivas para IgA (Fitzpatrick Z, 2020). Além disso, plasmocitos IgA+ estavam
quase completamente ausentes nas meninges de camundongos germ-free (GF), mas sua
presenca foi restaurada em camundongos GF reconstituidos com um microbioma
intestinal murino ou humano ou infectados com Citrobacter rodentium enteropatogénico,
sugerindo que essas células podem surgir de células B no intestino e se diferenciarem em
plasmdcitos na dura-mater ou que essas células podem se diferenciar no intestino e migrar
para a dura-mater (Fitzpatrick Z,2020). Em camundongos deficientes em IgA infectados
com Candida, observou-se um aumento na disseminagdo fungica para o parénquima
cerebral, confirmando a importancia das células IgA+nas meninges (Fitzpatrick Z, 2020).
Assim, as células [gA+ podem migrar do intestino para a dura-mater e serem protetoras
contra patdégenos no SNC. De acordo com essa afirmacao, Rojas et al. mostraram a
presenca no cérebro e medula espinhal de plasmoécitos IgA+ produtores de 1L.10, durante
inflamacdo em um modelo murino de esclerose multipla (encefalomielite autoimune
experimental-EAE) e essas eram derivadas do intestino, € a remog¢ao de plasmablastos
e/ou plasmocitos resultou em EAE exacerbada, que foi normalizada pela introdugao de
plasmocitos IgA+derivados do intestino (Rojas OL, 2019). No presente estudo, as células
IgA+ detectadas no cérebro de camundongos cronicamente infectados poderiam terem
sido geradas na medula dssea do crinio e terem migrado para as meninges ou poderiam
terem surgido da periferia e terem entrado no cérebro de camundongos cronicamente
infectados com 7. gondii. Experimentos adicionais sdo necessarios para verificar essas

hipoteses e se essas células sdao protetoras.

A detecgdo sorologica de IgA especifica para T. gondii tem sido usada como

biomarcador diagnostico de infec¢ao ocular (de Jesus LN, 2016) e recente em mulheres
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gestantes (Olariu TR, 2019). Varios estudos tém detectado os isotipos de IgG e
subclasses de IgA de forma sistémica e nas fezes em diferentes protocolos de vacinagao
por vias intranasal, intramuscular ou oral, utilizando particulas semelhantes ao virus da
influenza (VLPs) ou virus vaccinia recombinantes (rVVs) expressando diferentes
proteinas antigénicas de 7. gondii ou proteinas recombinantes de 7. gondii (Yin LT,
2023; Kang HJ, 2019; Kang H, 2000; Lee DH, 2016; Yoon KW, 2022). Além disso, n6s
e outros detectamos IgA nas fezes de camundongos infectados oralmente com 7. gondii
(Zorgi NE, 2011; Araujo ECB, 2021; Araujo ECB, 2022). Foi demonstrado que a SIgA
do leite humano foi capaz de inibir a replicagdo de 7. gondii em enterdcitos in vitro
(Mack DG, 1992). No entanto, o papel efetivo da IgA na periferia ou no SNC na infec¢ao

por T.gondii ainda ndo ¢ conhecido.

No parénquima cerebral, apenas um estudo mostrou a detec¢do de IgA especifica
para 7. gondii nos homogeneizados cerebrais de camundongos infectados ou imunizados
e infectados com 7. gondii (Kang HJ, 2019). No entanto, a detec¢ao de células IgA+ no
cérebro de camundongos infectados com 7. gondii nunca foi demonstrada antes. Assim,
experimentos adicionais sdo necessarios para desvendar a origem das células IgA+ e seus

papéis nos cérebros de animais cronicamente infectados.

7 CONCLUSAO

Ao analisar um conjunto de dados publicos sobre encefalite por Toxoplasma,
mostrou-se que 7. gondii promove a expressdo de genes relacionados a uma potente
resposta inflamatéria no cérebro. Surpreendentemente, vias relacionadas ao ciclo
celular, a resposta imune citotoxica e genes relacionados as células B foram alteradas
temporalmente durante a cronificagcdo da infec¢do. Finalmente, validamos que
plasmocitos IgA+ sdo raramente encontradas no cérebro de camundongos saudéaveis, mas

sdo capazes de infiltrar o parénquima em infec¢do por 7. gondii.
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Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacio do estresse oxidativo em doenca
neurodegenerativa desenvolvida na infeccio experimental cronica por Toxoplasma
gondii em modelo murino”, protocolo n® 011/21, sob a responsabilidade de Neide
Maria da Silva — que envolve a producdo, manuten¢do e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela
COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 01 de dezembro de 2023.

(We certify that the project entitled “Avaliagdo do estresse oxidativo em doenca neurodegenerativa
desenvolvida na infecgao experimental cronica por Toxoplasma gondii em modelo murino”, protocol 011/21,
under the responsibility of Neide Maria da Silva - involving the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in accordance with
the provisions of Law n°® 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n°® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS
COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of December

01th, 2023).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/10/2021 Término: 01/08/2026

Camundongo isogénico C57BL/6
Camundongo isogénico BALB/c

Espécie / Linhagem / Grupos Taxondmicos

Numero de animais 288

Peso / Idade 18g a 22g/ 8 — 12
Sexo Fémea

Origem / Local REBIR — UFU
Local onde serdo mantidos os animais: REBIR - UFU
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