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RESUMO

A infeccdo por Toxoplasma gondii em camundongos C57BL/6 induz uma reposta imune
exacerbada com perfil Thl, sendo um bom modelo para estudo de doengas intestinais
inflamatdrias como a doenca de Chron. Na maioria dos casos a infec¢do por T. gondii é
feita por gavagem, ou seja, inoculacdo intra-gastrica ou intraesoféagica, e por injecdes
intraperitoneais. Como a via oral é a rota natural de infec¢do por T. gondii, o objetivo
deste trabalho foi avaliar comparativamente duas formas dessa via: gavagem e bucal,
utilizando diferentes estagios infectantes do parasito como: taquizoitos, bradizoitos e
cistos para verificar a importancia desse sitio de entrada do parasito na toxoplasmose. O
modelo animal escolhido para realizar as andlises foram camundongos C57BL/6. A
infeccdo bucal gera uma menor disseminacdo de parasitos, e uma menor patologia
intestinal, pulmonar e hepatica, além de causar menos alteragdes na homeostase intestinal,
uma vez que apresenta uma maior conservacdo das celulas de Paneth e células
caliciformes. Os resultados sugerem que a infeccdo bucal gera uma maior ativacdo da
resposta imune local pelo aumento do nimero de mastécitos na cavidade bucal. Com os
dados apresentados neste trabalho concluimos que ha diferencas entre a infeccédo
realizada via gavagem e a infeccgéo realizada via bucal, sendo a infeccdo gavagem mais

prejudicial

Palavras-chave: infeccdo via bucal, infeccdo via gavagem, Toxoplasma gondii.
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1.INTRODUCAO
1.1 Toxoplasma gondii.

Toxoplasma gondii € um protozodrio intracelular obrigatério pertencente ao filo
Apicomplexa e, subclasse Coccidia (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Este parasita
possui uma distribuicdo mundial, com alta incidéncia de infeccdo em humanos e animais
domésticos (FERGUSON, 2002). Em 2012, um estudo, relatou uma soroprevaléncia entre
30 e 50% na regido sudeste e central da Europa e uma alta prevaléncia na América Latina
e paises tropicais do continente africano (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). No
Brasil, estudos mostram que na populacdo em geral, a prevaléncia da infeccdo por T.
gondii variam de 20 a 84%, sendo os jovens de 20-29 anos a faixa etaria mais atingida
(DA SILVA WATANABE et al., 2018) (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). Vérios surtos
de toxoplasmose foram relatados no Brasil, sendo o primeiro descrito na década de
1960. Apos este relato, varios outros foram descritos em todas as regides do pais, como
no Centro-Oeste, Sudeste, Norte e Sul, os surtos ocorreram devido a oocistos e cistos
de T. gondii (MEIRELES 2015). Em geral parasitos da subclasse Coccidia podem ter
ciclos de vida complexos, particular de cada hospedeiro, e transmitidos apenas por um
ciclo fecal-oral; contudo T. gondii pode ser transmitido pelo carnivorismo e também
transplacentariamente (JONES; DUBEY, 2010). O sucesso evolutivo do parasito em
diferentes hospedeiros se deve a rapidez de invadir células, utilizando receptores
altamente conservados, consequentemente os animais, em sua grande maioria, Sdo
suscetiveis a infeccdo, na generalidade atuando como hospedeiro intermediarios
(DUBEY, 2004; HILL; DUBEY, 2002; JONES; DUBEY, 2010). H& mais de seis
décadas, T. gondii tem sido um importante organismo modelo para se elucidar como o
sistema imune murino promove resisténcia a patégenos (TAIT; HUNTER, 2009), sendo
que o parasito infecta uma grande variedade de hospedeiros e em certas circunstancias,
como em individuos imunocomprometidos (pacientes com cancer, com a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida e transplantados) e gestantes, pode causar doenca de maior
gravidade (ELMORE et al., 2010).

T. gondii possui trés estagios infectantes: taquizoitos que caracteriza a forma de
replicacdo rapida em qualquer célula do hospedeiro intermediario e em células epiteliais
ndo intestinais do hospedeiro definitivo (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). O
bradizoito representa a forma de multiplicacéo lenta do parasito, alojando-se no interior
de cistos localizados em diferentes 6rgdos e tecidos, como musculos, cérebro e retina
(SULLIVAN; JEFFERS, 2012). Ja o esporozoita estd contido no interior de oocistos,



estruturas esfericas resistentes eliminadas junto as fezes dos felideos, os hospedeiros
definitivos de T. gondii (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Os diferentes estagios
infectantes sdo diferenciados pela expressdo génica de algumas proteinas como: o
antigeno de superficie 1 (SAG1) identifica a forma taquizoita, enquanto em bradizoitas é
mais expressiva a proteina BAG 1 (antigeno da forma bradizoito), e os cistos expressam
glicoproteina CST1 (CASTRO-ELIZALDE et al., 2018).

1.2 Ciclo de Vida

O ciclo de vida de T. gondii é dividido nas fases sexuada, que ocorre nos
hospedeiros definitivos felinos, e assexuada, que se desenvolve nos hospedeiros
intermediarios (Figura 1). Nos felideos, a replicacdo do parasito ocorre no intestino dos
individuos infectados com uma das trés formas de T. gondii (MUNOZ; LIESENFELD;
HEIMESAAT, 2011). No intestino dos felinos infectados observa -se a penetracdo no
epitélio intestinal por uma das formas infectantes, as quais passam por um processo de
multiplicacdo chamado endodiogenia dando origem a esquizontes que possuem cinco
tipos A B, C, D, E. Os esquizontes pelo processo de merogonia ddo origem aos
merozoitos que se diferenciam em gametas femininos e masculinos. Apds uma série de
processos de maturacdo desses gametas, 0 gameta feminino é fecundado pelo masculino
formando um zigoto que dentro do epitélio ira evoluir em uma parede externa dupla dando
origem ao oocisto. As células ap6s 2-3 dias irdo se romper liberando o oocisto imaturo
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; FERGUSON, 2002; NEVES et al., 2010;
PITTMAN; KNOLL, 2015). A esporulacdo do oocisto imaturo ocorre fora do hospedeiro
definitivo e ocorre por influéncia do meio externo como temperatura e oxigenagédo
adequados. Os oocistos esporulados sdo de forma eliptica e contém dois esporocistos,
sendo que cada esporocisto possui quatro esporozoitos (DUBEY; LINDSAY; SPEER,
1998; HILL; DUBEY, 2002).

A fase assexuada ocorre quando em ambos o0s hospedeiros, a partir do momento
gue 0s mesmos ingerem agua ou alimentos contaminados com oocistos maduros contendo
esporozoitos, ou através do consumo de carne contendo cistos com bradizoitos. Ambas
as formas bradizoitos e esporozoitos invadem o epitélio intestinal e se diferenciam em
taquizoitos penetrando em celulas nucleadas, nas quais se dividem causando a lise da
célula hospedeira e penetrando em outras células. Ap6s uma série de multiplicacdes os
taquizoitos se disseminam para outros tecidos do hospedeiro, essa primeira fase de

reproducdo é caracterizada como a fase aguda da doenga (NEVES et al., 2010;



SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010). Apds essa disseminacdo dos taquizoitos
ocorre uma pressdo imunoldgica mediada por interferon (IFN)-y que elimina a maior
parte de taquizoitos presentes no hospedeiro. Entretanto uma parcela de taquizoitos
resistem e se diferenciam em bradizoitos dentro dos cistos e permanecem em um estado
de dorméncia e baixa multiplicacdo nos tecidos, principalmente nas células do Sistema
Nervoso Central, caracterizando assim a fase cronica da doenca (ELMORE et al., 2010;
HILL; DUBEY, 2002; SKARIAH; MCINTYRE; MORDUE, 2010).
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Figura 1: Ciclo bioldgico esquematico de T. gondii representando as fases sexuada e assexuadas. O
felino se infecta por meio da ingestdo de um hospedeiro intermediario contaminado. Uma vez ingerido, T.
gondii penetra o epitélio intestinal e se diferenciam em taquizoitos e esquizontes. Os taquizoitos se
disseminam pelos tecidos por meio de divisdes e lise celular. Os esquizontes possuem cinco formas distintas
(A,B,C,D,e E), a forma E se diferencia em merozoitos, os quais ddo origem aos gametas feminino e
masculino. Ocorre a fecundacdo do gameta feminino pelo gameta masculino formando um zigoto que dara
origem ao oocisto. A esporulacdo dos oocistos ocorre de 1 a 5 dias apds ser excretada nas fezes de gatos.
Uma vez ocorrida a esporulagéo, os oocistos sdo infecciosos por um longo periodo de tempo, dependendo
das condicdes ambientais. Adaptado de (PITTMAN; KNOLL, 2015).



1.3 Vias de Infeccao e Toxoplasmose

A toxoplasmose apresenta uma fisiopatologia complexa em humanos, sendo seus
efeitos sisttmicos e congénitos graves problemas de salde publica (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012). A patologia gerada por T. gondii desencadeia a
toxoplasmose, uma doenca que causa graves complicacbes em individuos
imunocomprometidos e durante o periodo gestacional (HALONEN; WEISS, 2014). Na
espécie humana, a infeccdo pode ser adquirida pelo consumo de agua e alimentos
contaminados por oocistos, pela ingestdo de carne crua, ou malcozida, contendo cistos do
parasito, ou pela aquisicdo direta das formas taquizoitos atraves de transplantes de 6rgéos
ou sangue infectados, bem como por acidentes laboratoriais ou pela via transplacentaria
durante a gestacdo. Neste Ultimo caso, 0s taquizoitos podem atravessar a barreira
placentéaria e infectar os tecidos fetais, levando a forma congénita da doenca (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012; TORREY; YOLKEN, 2013). Em decorréncia de sua
passagem placentaria, o parasito é capaz de invadir e infectar diferentes érgdos e tecidos
fetais, gerando consequéncias graves ao concepto, como hidrocefalia, microencefalia,
calcificac@es intracranianas, trombocitopenia, anemia, além de disturbios neuroldgicos e
lesbes visuais como retinocoroidite e estrabismo (KUMP; ANDROUDI; FOSTER,
2005). Assim, as infeccOes de primeiro trimestre podem ocasionar abortos espontéaneos,
e as transmissbes congénitas de segundo e terceiro trimestres geram consequéncias
clinicas, como as citadas, ou inexistentes ao feto (PITT; ROBOZ, 1967).

Embora cause infeccdo assintomatica em adultos imunocompetentes, T. gondii
pode causar doenga grave em criangas infectadas congenitamente e naquelas com
imunidade diminuida (HILL; DUBEY, 2002). A infeccdo experimental por T. gondii, na
maioria dos estudos, pode ser realizada por duas vias: via oral e via intraperitoneal,
entretanto vale ressaltar que a via natural de infeccdo pelo parasito é a via oral (HILL;
DUBEY, 2002; HILL; CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005; LIESENFELD et al., 1996).
E estudos anteriores mostram que existem diferencas entre a infecgdo intraperitoneal e a
oral, sendo que essas diferencas ocorrem por diferencas de pH, forma do parasito e
sistema  imunolégico (JOHNSON, 1984). Em camundongos C57BL/6
imunocomprometidos da linhagem hu-PBL SCID, infectados com T.gondii da cepa RH,
foi demonstrado que a infeccéo realizada pela via oral causa uma menor infectividade
quando comparada com a infeccdo intraperitoneal, a qual desencadeia uma forma mais
grave da doenca (MEYER; ALLAN; BEAMAN, 2013).



1.4 Resposta Imune ao Parasito

O principal mecanismo protetor contra T. gondii é a imunidade mediada por
células, (GAZZINELLI et al., 1991), sendo macrofagos, linfécitos T, e células natural
killer (NK) e citocinas os elementos chaves na resposta imune (FILISETTI; CANDOLFI,
2004). A resposta imune contra infeccdo por T. gondii é caracterizada por uma forte
resposta Thl mediada por células TCD4" e dominada pela producdo de mediadores
inflamatorios, sendo a interleucina (IL)-12 e (IFN)-y as citocinas pro-inflamatérias mais
atuantes no controle da infeccdo (GAZZINELLI et al., 1994). As células dendriticas e
macrofagos ativados via toll like receptors (TLR) produzem IL-12 que ativa as células
NK e linfécitos T a produzirem IFN-y, os quais ativam a expressdo de mediadores pro-
inflamatorios pelas células da imunidade inata, favorecendo o desenvolvimento dos
linfécitos T, que sdo a base do controle da infeccdo por T. gondii no hospedeiro
(GAZZINELLI et al., 2014). Outro mecanismo de defesa do hospedeiro frente a infeccao
por T. gondii, s&o as moléculas de dxido nitrico (NO), resultantes do metabolismo de L-
arginina em citrulina pela enzima Oxido Nitrico Sintetase (NOS), as quais s&0 produzidas
em resposta a diversos estimulos entre eles as altas concentracoes de IFN-y (MILLER et
al., 2009).

Em relacéo a resposta imune humoral, na infecgéo por T. gondii, a producéo de
anticorpos desencadeada por linfocitos B, € considerada uma ferramenta utilizada para
fins de deteccéo e diagndstico da toxoplasmose (LIU et al., 2015). O papel dos anticorpos
na imunidade ao T. gondii foi demonstrado em experimentos com camundongos
deficientes de células B da linhagem (uMT), os quais apresentam produgdo normal de
IFN- v, mas sucumbem a infeccdo dentro e 3-4 semanas ap6s a infeccdo com altas cargas
parasitarias no sistema nervoso central (KANG; REMINGTON; SUZUKI, 2000).
Estudos indicam que a imunoglobulina mais importante da imunidade das mucosas contra
a infeccdo por T. gondii, é o isotipo de anticorpo IgA, a qual pode ser importante para
evitar reinfeccbes (DENKERS; GAZZINELLI, 1998).

1.4.1 Resposta Imune Intestinal a T. gondii

O epitélio intestinal protege o hospedeiro contra infecgdes ndo s6 por formar uma
barreira fisica, mas também por participacdo ativa na resposta imune inata via producao
de citocinas, quimiocinas e peptideos microbianos (MULLER; AUTENRIETH,;
PESCHEL, 2005). Esta barreia intestinal € composta por uma espessa camada de muco

produzido e secretado por células epiteliais especializadas conhecidas como células



caliciformes (HOOPER; MACPHERSON, 2010), as quais também produzem outras
proteinas microbicidas, e subjacente a esta camada, encontram-se células ndo epiteliais,
principalmente leucécitos com funcgdes efetoras e reguladoras (MCGUCKIN et al., 2009).
Outro tipo celular importante na imunidade intestinal sdo as células de Paneth que se
encontram nas criptas de Lieberkihn no intestino delgado e sdo importantes contra a
invasdo das células epiteliais por bactérias comensais e patogénicas. As células de Paneth
produzem grandes quantidades de a-defensinas e outros peptideos antimicrobianos como
lisozimas e fosfolipase A2 secretéria (SPLA2) (PORTER et al., 2002).

A resposta imune a infeccdo por T. gondii € individual, complexa e
compartimentalizada. Essa variacdo individual pode ser explicada pelo alto grau de
diversidade genética do hospedeiro. Além disso, o parasito é capaz de infectar uma série
de tecidos, e a resposta imune € especifica em cada um dos sitios de infeccdo (FILISETTI;
CANDOLFI, 2004). Uma importante via de entrada de T. gondii é através do trato
gastrointestinal podendo causar inflamacdo na mucosa intestinal (SCHREINER;
LIESENFELD, 2009). Em camundongos C57BL/6, ap6s a infec¢do experimental por T.
gondii por via oral, ocorre intensa resposta inflamatoria, semelhantes a inflamacdo de
pacientes com doencas de Crohn (EGAN et al., 2009), Tal inflamacéao do ileo gera uma
necrose das vilosidades da mucosa causando uma posterior destruicdo tecidual
(LIESENFELD; KOSEKFLLL; REMINGTON, 1996). A ileite é causada por uma
resposta exagerada de células T CD4" do tipo 1 caracterizada por aumento de mediadores
inflamatorios incluindo IFN-y, fator de necrose tumoral (TNF) e Oxido nitrico (NO)
(KHAN et al., 1997).

Pesquisas realizadas com o parasito, Trypanosoma cruzi, demonstraram que a
infeccdo sistémica versus infec¢do na mucosa promove um padrdo de doenca distinto, e
camundongos C57BL/6 infectados pela boca induzem uma taxa infecciosa mais alta
quando comparados com a infeccdo intra-esofagica (BARRETO-DE-ALBUQUERQUE
et al., 2015a). O presente estudo, ainda ndo descrito na literatura, propde avaliar as
diferengas da infecgdo intra-esofagica (gavagem) e a infeccdo bucal, ou seja, realizada na

boca de camundongos C57BL/6, causada pelo parasito T. gondii.

2. JUSTIFICATIVA.
Devido a alta incidéncia de toxoplasmose em humanos e animais, € em destaque
0 aumento de surtos de toxoplasmose no Brasil, decidimos verificar. A infectividade,

disseminacdo do parasito e alteracGes inflamatorias nos érgdos dos animais infectados



pela boca com taquizoitos, bradizoitos e cistos do parasito, e a investigacdo de
mecanismos envolvidos nessa patologia sera importante para sugerir novas abordagens

para tratamento efetivo ou mesmo profilético, dessa importante zoonose.

3. OBJETIVOS.
3.1 Objetivo geral.

Caracterizar a resposta imune e inflamatoria a T. gondii diante duas formas de
infeccdo oral (via gavagem ou via bucal) em camundongos C57BL/6 infectados com

taquizoitos, bradizoitos e cistos da cepa ME-49.

3.2 Objetivos Especificos.

1. Avaliar as alteracdes histologicas, aos 8 dias de infeccdo oral (via
gavagem e via bucal) de camundongos C57BL/6, infectados com taquizoitos,
bradizoitos e cistos da cepa ME-49 de T. gondii.

2. Quantificar o nimero de células de Paneth, células caliciformes e
mastocitos, aos 8 dias de infeccdo oral (via gavagem e via bucal) de camundongos
C57BL/6 infectados com taquizoitos, bradizoitos e cistos da cepa ME-49 de T.
gondii.

3. Avaliar o parasitismo intestinal, bem como em outros 6rgdos
(pulmao e figado) por Imuno-histoquimica, de camundongos C57BL/6 infectados
por via oral (via gavagem e via bucal) com taquizoitos, bradizoitos e cistos da
cepa ME-49 de T. gondii

4. Quantificar a producdo de IgA especifica nas fezes de
camundongos C57BL/6 infectados com taquizoitos, bradizoitos e cistos da cepa
ME-49 de T. gondii.

4. MATERIAL E METODOS.
4.1 Animais experimentais

Para realizagdo deste trabalho, foram utilizadas fémeas de camundongos C57BL/6
com idade entre 8 a 12 semanas, sendo que cada grupo experimental continha no minimo
4 a 5 animais. E também, fémeas de camundongos Swiss de 8-12 semanas de idade que
foram utilizadas para manutencdo da cepa ME-49 de T. gondii. Todos os camundongos

foram adquiridos e mantidos no Biotério Central da Rede de Biotérios e Roedores



(REBIR) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), livres de patdgenos especificos,
em ciclos de 12 horas luz/escuro e livre acesso a ragdo e agua filtrada. O experimento foi
aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da UFU sob o

protocolo de numero 025/17.

4.2 Manutencdo in vivo de cistos da cepa ME-49 T. gondii.

Parasitos da cepa ME-49 de T. gondii foram mantidos em camundongos Swiss, 0s
quais foram inoculados via intraperitoneal com 20 cistos de T. gondii. Um més ap6s o
indculo, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com Cetamina (Syntec
Brasil Ltda, SP, Brasil) /Xilazina (Schering-Plough Coopers, SP, Brasil) e foram
eutanasiados por deslocamento cervical. O cérebro foi removido, lavado em solugdo
salina tamponada com fosfatos (PBS) 0,01 M, estéril, pH 7.2 e homogeneizado com uma
seringa e agulha de calibre 25 x 7. A quantificacdo dos cistos cerebrais foi feita em
microscopio de luz utilizando uma objetiva de 10 x de aumento e os animais

experimentais foram infectados com 10 cistos.

4.3 Manutencéo in vitro de taquizoitos da cepa ME-49 de T. gondii.

Os taquizoitos, da cepa ME-49, de T. gondii, foram mantidos na linhagem de
células epiteliais uterinas humanas (HelLa), obtidas do ATCC, cultivadas em meio RPMI
1640 (Cultilab) suplementado com 2% de soro fetal bovino (SBF) (Cultilab),100 U/mL
penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma). Os parasitos foram mantidos por
passagem seriada em intervalos regulares de 48 horas e incubados em estufa umidificada
a 37°C e 5% de CO2 (PAULO et al., 2019).

4.4 Obtencao dos bradizoitos da cepa ME-49 de T. gondii

A obtencdo dos bradizoitos foi feita de acordo com Freyre (1995), com
modificagcbes. O cérebro de camundongos Swiss infectados cronicamente foi coletado e
homogeneizado em 1mL de PBS. Em seguida os cistos foram diluidos em dextran 30%
em PBS. A solucéo foi centrifugada por 20 min a 4000 x g, a temperatura ambiente. O
sedimento contendo os cistos foi coletado e quantificado. Os cistos foram digeridos em
solucdo de digestdo contendo 1g de NaCl, 1,4 mL de HCI em 100 ml de agua, mais 3 mg

de pepsina (Sigma) do estdbmago suino. A solugéo foi neutralizada com 1 ml de Na>CO3



1%. Os bradizoitos foram quantificados e 0,7 x 10° parasitos foram utilizados para

infectar os camundongos C57BL/6 por via gavagem e via bucal.

4.5 Desenho Experimental

A infeccdo experimental com T.gondii foi realizada por meio de duas vias (bucal
ou intra-esofagica/gavagem) e utilizando trés diferentes formas infectantes (cistos,
bradizoitos e taquizoitos) da cepa ME-49 (Figura 2).

Para a infec¢do por gavagem, 0s animais tiveram a solugcdo contendo uma das
formas infectantes do parasito inoculada de forma intra-esofagica (gavagem)
(DJAKOVIA; MILENKOVIA, 2001), j& na infeccdo bucal os animais receberam o
indculo apenas na boca (BARRETO-DE-ALBUQUERQUE et al., 2015a). Ambas as
infeccdes foram realizadas utilizando a agulha de gavagem.

Para ambas as vias de infec¢do, os animais foram tratados com 19,4mg/km de uma
solucdo de hidroxido de magnésio (Mg (OH.)) (Phillips) a 10% em &gua filtrada
(BARRETO-DE-ALBUQUERQUE et al., 2015a), com a finalidade de neutralizar o pH
estomacal dos animais. Posteriormente, um grupo de camundongos foi infectado com
1x108 taquizoitos, outro grupo com 10 cistos de T.gondii e outro grupo infectado com 0,7
x10° bradizoitos.

Os animais foram acompanhados durante todos os dias de infeccdo para anélise
de morbidade que foi feita de acordo com escores descrito anteriormente por (BARTLEY
et al., 2006): (0) pelo brilhante, animal ativo; (1) pelo ouricado, animal ainda ativo; (2)
pelo arrepiado, animal pouco ativo; (3) pelo muito arrepiado, diminuicdo na frequéncia
de locomocéo do animal; (4) pelo muito arrepiado, pouca movimentagdo do animal. Aos
8 dias de infeccdo, grupos de animais foram anestesiados intraperitonealmente com
Cetamina (Syntec Brasil Ltda, SP, Brasil) /Xilazina (Schering-Plough Coopers, SP,
Brasil) e foram eutanaziados por deslocamento cervical. Os 6rgaos figado, pulméo,
mucosa oral, intestino delgado e fezes foram coletados. O intestino delgado foi coletado
em toda a sua extensao, mensurado e segmentado em quatro porc¢des: duodeno, jejuno
proximal, jejuno distal e ileo, as quais foram enroladas utilizando palitos e formando
cuidadosamente “rolos sui¢o” que foram, juntamente com os outros 6rgdos, fixados em
formol tamponado 10% e incluidos em parafina. As fezes apds coletadas foram

imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -20 graus Celsius.
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Figura 2: Esquema representativo das vias de infeccdo (bucal e gavagem) utilizando diferentes
formas infectantes de Toxoplasma gondii (cistos, taquizoito e bradizoito). Os camundongos C57BL/6
(n=5) foram infectados pela via bucal ou via gavagem com diferentes formas do parasito e ambos os grupos
foram acompanhados diariamente, foi considerado o dia zero, o dia da infecg8o e no oitavo dia foi realizada

a eutanasia.

4.6 Analises Histoldgicas

Os cortes teciduais de intestino, pulmao e figado foram corados com a coloracao
de Hematoxilina e Eosina (H&E), a fim de analisar alteracdes histolégicas, sendo que
todas as anéalises foram realizadas utilizando o ensaio duplo cego. No intestino delgado
foi realizada a analise de inflamacdo por meio do escore inflamatério, o qual segue os
seguintes critérios: 0-2, pouco inflamado; 2-4, inflamacdo moderada; 4-6, inflamacéo
grave e acima de 6, inflamag&o muito grave (BENEVIDES et al., 2013).

Além disso, a quantificacdo das células de Paneth e caliciformes, no intestino
delgado foi realizada em cortes histoldgicos submetidos as coloracGes de H&E e Alcian
Blue, respectivamente. O namero de células de Paneth foi obtido por meio da avaliacdo
de 100 criptas intestinais em cada segmento de intestino delgado, totalizando 400 criptas
quantificadas por animal. Ja para a quantificacdo das células caliciformes, foram
analisados 52 campos teciduais por porcdo intestinal, totalizando 208 campos
histoldgicos por camundongo.

No pulméo, foi mensurada a inflamacao por meio da analise do espessamento dos
septos alveolares. Para esse fim realizamos a captura de imagens de 10 campos
microscopicos de cada ldmina/animal, utilizando o aumento de 10X. As imagens obtidas
foram analisadas utilizando o software ImageJ versédo 1.50i, no qual cada imagem foi
convertida em uma imagem de 8 bit (que equivale a uma escala de cinzas). Em seguida,

o threshold foi configurado a fim de que apenas os septos pulmonares fossem
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preenchidos, e com isso a area do tecido pulmonar em relacéo a area total da imagem foi
mensurada e os resultados expressos em porcentagem.

Em relacdo ao figado, os cortes histoldgicos foram corados com H&E e contados
os focos inflamatorios em 40 campos utilizando a objetiva de 10 X.

Por fim, o nlimero de mastocitos na mucosa oral dos camundongos, foi
quantificado em cortes histologicos submetidos a coloragdo por Azul de tuloidina, pH
3,0. Os cortes foram analisados em toda a sua extensdo, utilizando a objetiva de 10X.

4.7 Imuno-histoquimica para detec¢do de parasitos

Os cortes teciduais desparafinizados, foram primeiramente incubados com
peroxido de hidrogénio (H202) em concentracdo 3% a fim de bloquear peroxidase
enddgena. O resgaste antigénico foi feito com tampdo citrato (pH 6,0), em forno micro-
ondas durante sete minutos e sitios ndo especificos foram bloqueados pela incubagdo com
leite desnatado 0,3% por 30 minutos. Os cortes foram incubados toda a noite, com soro
de camundongos Swiss cronicamente infectados com T. gondii (obtido em nosso
laboratdrio) que foi diluido em saponina 0.01%. Como anticorpo secundario foi utilizada
IgG de cabra biotinilada anti-camundongo (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA, EUA). A reagdo foi amplificada usando o complexo avidina biotina
peroxidase (ABC) (Kit ABC, PK-4000; Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA,
EUA) e desenvolvida com 3,3-diaminobenzidina (DAB; Sigma). Os cortes foram contra-
corados com hematoxilina de Harris, montados entre laminas e laminulas, os quais foram
examinados em microscopio de luz. As andlises foram realizadas com objetiva de 40 x de
aumento, e foram contabilizados em cada “rolo sui¢o” de intestino (52 campos), em uma
lamina foram analisados 208 campos. As analises de figado e pulmdo também foram
realizadas com objetiva de 40 x de aumento, e foram analisados toda a extensdo do tecido

tanto de figado quanto de pulmao.

4.8 Mensuracéo de IgA secretada nas fezes por ELISA

A mensuracdo de IgA secretada nas fezes foi realizada conforme Frehn e
colaboradores (2014), com modificagcbes. As amostras de fezes dos camundongos
C57BL/6 foram coletadas e diluidas 1:5 em tampao de diluicéo fecal [90 ml de PBS 0,01
M, pH 7,2; 10 ml de EDTA 0,5M, pH 8; 10 mg de aprotinina (Sigma) e 666 pul PMSF

(Sigma; 100mM)], obtendo assim uma solucdo fecal. Em seguida, as amostras foram
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centrifugadas a 10.000 x g por 5 minutos e 0 sobrenadante coletado. Para realizacdo da
reacdo de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), placas de alta afinidade foram
sensibilizadas com 10 pg/ml de STAg (antigeno soltvel de taquizoitos; GAZZINELLI et
al., 1991) a 4°C por 16 horas. Em seguida, as placas foram lavadas com PBS-Tween
(PBS-T) e blogueadas com albumina sérica bovina (BSA) 5% em PBS-T por 1 hora,
lavadas e incubadas com a solucéo fecal (1:7) a 4 °C por 16 horas. Ap6s novas lavagens,
as placas foram incubadas com anticorpo conjugado com peroxidase anti-IgA (Santa Cruz
Biotechnology, Dalas, TX, EUA) diluido 1:2000 a 37 °C por 1 hora. A reacdo foi revelada
com o substrato enzimatico constituido de 0,03% de H2O, e 1 pg/mL de
Ortofenilenodiamina (OPD) e avaliada em leitora de ELISA (VersaMax , Molecular
Devices, San Jose, CA, EUA) a 492 nm. Os resultados foram expressos em densidade
Optica (DO).

4.9 Andlises Estatisticas

A analise foi realizada utilizando GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA). Diferencas entre grupos foram analisadas usando teste ANOVA,
Kruskal-Wallisquando ou teste t apropriado com os respectivos pos teste de comparagao
maltipla Bonferroni ou Dunn. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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5.RESULTADOS
5.1 Andlise da variagdo do peso e escore de morbidade.

Estudos anteriores j& demonstraram que camundongos C57BL/6 infectados por
via oral (rota natural da infeccdo) representam um bom modelo experimental para estudo
da toxoplasmose (SZABO; FINNEY, 2017). Nesse sentindo, camundongos C57BL/6
infectados com cistos, taquizoitos ou bradizoitos de T. gondii pela via bucal e via
gavagem (ambas fazem parte da rota oral) foram acompanhados diariamente durante oito
dias de infeccdo em relacéo a variacao do peso (Figura 3A-C) e ao escore de morbidade
(Figura 3D-F).

Com tais andlises, foi observado que em todas as formas infectantes houve um
menor escore de morbidade nos camundongos infectados pela via bucal (Figura 3D-F).
Em relacdo a variacdo do peso, os camundongos infectados por via bucal apresentaram
uma menor perda de peso quando comparados com os camundongos infectados via
gavagem (Figura 3A, B). J& a infeccdo com bradizoitos ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos, sendo que ambos apresentaram uma tendéncia uniforme a

perder 20% do peso anterior a infec¢do (Figura 3C).
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Figura 3: Alterac6es no peso de camundongos infectados com cistos (A), taquizoitos (B), bradizoitos
(C), e escore de morbidade de camundongos infectados com cistos (D), com taquizoitos (E), com
bradizoitos (F). Camundongos C57BL/6 foram infectados por via bucal e via gavagem, com 10 cistos,
1x10° taquizoitos e 0,7 x10° bradizoitos de T. gondii, cepa ME-49. Para analisar o escore de morbidade, os

animais foram observados diariamente em um horério fixo, e afim de mensurar a variagdo corporal, 0s
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camundongos foram pesados todos os dias. A varia¢do do peso e o escore de morbidade foram analisados

utilizando o teste estatistico Two-way ANOVA, seguindo de pos—teste de Bonferroni. *p < 0,0001.

5.2 Parasitismo, patologia intestinal e quantificacdo de células de Paneth e
Caliciformes.

O intestino delgado é um dos 6rgdos mais afetados durante a infecgéo por via oral
com T. gondii (LIESENFELD etal., 1996). Com a finalidade de entender como diferentes
formas de infecdo oral afetam esse importante sitio de infeccdo, foram analisados o
parasitismo e as alteracdes histoldgicas no intestino delgado dos camundongos C57BL/6
infectados via bucal e via gavagem com as trés formas infectantes de T. gondii (Figura
4).

Os camundongos infectados por via bucal, na qual os parasitos foram deixados
apenas na boca dos animais, apresentam um menor parasitismo intestinal quanto
comparado com aqueles infectados por gavagem, independente da forma infectante
utilizada (Figura 4A-C). De forma semelhante, as analises das alteracGes histoldgicas
decorrentes da infec¢do por T. gondii demonstraram uma maior inflamacéo no intestino
dos animais infectados via gavagem por cistos (Figura 4D) ou bradizoitos (Figura 4F).

Além disso, foi observado que em camundongos infectados por taquizoitos e
bradizoitos, independente da via de infeccdo, apresentam uma menor quantidade de
parasitos no intestino delgado quando comparados aos animais infectados com cistos
(Figuras 4A-C). Com relacdo as alteracdes histoldgicas, a infecgdo com cistos também
foi a que apresentou maiores danos histopatolégicos no intestino delgado dos
camundongos (Figuras 4D-F).

Em conjunto, os dados apresentados sugerem que independente da forma
infectante utilizada, camundongos infectados pela via bucal apresentam uma menor
inflamacéo e parasitismo tecidual no intestino delgado quando comparados aos animais

infectados por gavagem.
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Figura 4: Parasitismo intestinal de camundongos infectados com cistos (A), taquizoitos (B),
bradizoitos (C) e patologia intestinal de camundongos infectados com cisto (D), taquizoitos (E), e
bradizoitos (E). Secgdes teciduais do intestino delgado de camundongos C57BL/6 infectados por via bucal
e via gavagem, com 10 cistos, 1x10° taquizoitos e 0,7 x10° bradizoitos de T. gondii, cepa ME-49, foram
submetidas a reacdo de imuno-histoquimica para detec¢do de parasitos, os quais foram quantificados em
microscépio de luz, utilizando a objetiva de 40 X. Para andlise de patologia, foi realizado coloracéo de
Hematoxilina e Eosina (H&E) e analisadas em microscopio de luz com objetiva de 40 X. Os dados
estatisticos foram analisados pelo teste t de Student. * (p< 0.05).

Uma vez que a analise do parasitismo e da patologia no intestino delgado
mostraram diferencas significativas (p< 0.05) entre a infeccdo via bucal e via gavagem,
decidimos avaliar outros parametros intestinais. Com esse intuito, foi realizada a
quantificacdo de células de Paneth e células caliciformes (Figura 5), no intestino delgado
dos camundongos C57BL/6 infectados via bucal e via gavagem com as trés formas de T.
gondii. Foi observado que os animais infectados com T. gondii apresentaram menor
namero de células de Paneth (p < 0.05) quando comparados aos animais ndo infectados,
sendo essa diferenca significativa naqueles infectados por gavagem com cistos (Figura 5

A, B) ou com bradizoitos (Figura 5E, F). Além disso, os camundongos que receberam o
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indculo de parasitos na boca (via bucal) apresentaram uma tendéncia a preservar o nUmero
de células de Paneth (Figura 5A-F), sendo esse fendmeno observado nas trés formas
infectantes utilizada.

Em relacdo a quantificacdo de células caliciformes (Figura 5G-L), observou-se
um resultado similar as células de Paneth. De maneira geral, a infeccdo realizada pela via
bucal, possui uma tendéncia de preservar também as células caliciformes, sendo que esse
comportamento se repetiu nas trés formas infectantes utilizadas. Foi observado de
maneira significativa (p < 0.05) que a infeccdo realizada com cistos (Figura 5G, H)
apresentou uma diferenca estatistica entre o grupo de camundongos ndo infectado, em
relagdo ao grupo infectado pela gavagem, demonstrando que essa forma de infec¢do causa
uma maior deplecéo das células caliciformes. Entretanto, quando a infecgdo foi realizada
com a forma infectante taquizoitos (Figura 51, J), ndo foi observado diferenca
estatisticamente significante, apenas uma tendéncia de que a via bucal preservou mais o
namero de células caliciformes. Contudo, a infec¢do utilizando taquizoitos, de modo
geral, tanto na via bucal quanto na via gavagem ndo apresentou uma deplegéo
significativa das células caliciformes (Figura 5I, J). De maneira analoga ao
comportamento da infec¢do com cistos (Figura 5G, H), a infeccdo bucal realizada com
bradizoitos (Figura 5K, L) apresentou uma maior conservacao das células de caliciformes
em relacdo a infeccdo realizada por gavagem (p < 0,05). Entretanto, quando comparada
com as formas infectantes cistos (Figura 5G, H), taquizoitos (Figura 51, J), e bradizoitos
(Figura 5K, L) é notavel que a infeccdo com bradizoitos (Figura 5K, L) foi a que mais

gerou uma deplecdo das células caliciformes.
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Figura 5: Quantificacdo das células de Paneth de camundongos infectados com cistos (A) taquizoitos
(C), bradizoitos (E), e quantificacdo de células caliciformes de camundongos infectados com cistos
(D) com taquizoitos (E), e com bradizoitos (F), e micrografias representativas de células de Paneth
(B), (D), (F) e caliciformes (H), (J), (L) das infec¢des bucal e gavagem com as trés formas infectantes
citadas acima. Secg¢des teciduais do intestino delgado de camundongos C57BL/6 infectados por via bucal
e via gavagem, com trés formas infectantes de T. gondii, cepa ME-49, foram submetidas a coloracdo por
Hematoxilina e eosina (H&E) e também a coloragdo por Alcian Blue, para a quantificacdo de células de
Paneth e Caliciforme respectivamente, as quantificaces foram realizadas em microscépio éptico utilizando
objetiva de 40X de aumento. Barras representam 200 pum. Para analises estaticas dos dados foi utilizado o
teste One-way ANOVA, com pés—teste de Dunnett. * (p < 0.05)

5.3 Parasitismo no pulmao e figado.

Ap0s observar o parasitismo e patologia no intestino (Figura 4) e também outros
pardmetros intestinais, como células de Paneth e calicifomes (Figura 5), decidimos
investigar os efeitos da infeccdo via bucal em compara¢do com a gavagem em outros
sitios de infeccdo. Com essa finalidade foi realizada a analise do parasitismo no pulméo
e no figado (Tabela 1) dos camundongos C57BL/6 infectados por via bucal e via
gavagem, com trés formas infectantes da cepa ME-49 de T. gondii.

De maneira interessante, quando a infeccdo foi realizada com cistos tanto no
pulmédo quanto no figado o parasitismo tende a ser menor nos camundongos infectados
pela via bucal. Porém, curiosamente, quando foi utilizada a forma infectante taquizoitos,
ndo detectamos parasito no pulmao e no figado. J& com a forma infectante bradizoito,
camundongos infectados por gavagem apresentaram maior nimero de parasitos no
pulmé&o quando comparados com aqueles infectados pela via bucal. Entretanto, ndo foram

observados parasitos no figado desses camundongos.

Parasitos/seccao tecidual

Via Forma Infectante
Pulmao Figado
Bucal Taquizoito _ _
Bradizoito 6* _
Cistos 5 5
Gavagem Taquizoito _ _
Bradizoito 18

Cistos 25 7
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Tabela 1: Parasitismo no pulméao e no figado de camundongos infectados com cistos, taquizoitos ou
bradizoitos pela via bucal e por gavagem. Para mensurar o parasitismo realizou-se a reacdo de
imunohistoquimica e os parasitos foram quantificados utilizando a objetiva de 40 X de aumento. Os dados
estatisticos foram analisados pelo teste t de Student. * (p< 0.05). (*) Diferenca estaticamente significante

em relacéo a infec¢lo por gavagem com a mesma forma infectante. (-). Parasitos ndo detectados.

5.4 Avaliacéo histoldgica do pulméo e do figado

Com relagdo aos parametros de mensuracdo da histopatologia decorrentes da
infecgdo por T. gondii, a infecgdo resultou no aumento da &rea dos septos alveolares,
sendo um indicativo de inflamacéo pulmonar (Figura 6).

Independente da forma infectante que foi utilizada e de maneira significativa (p<
0.05), a infeccdo via bucal gera menos inflamag&o quando comparada com a infecgéo via
gavagem, ou seja, camundongos infectados por gavagem apresentam um maior aumento
da &rea dos septos alveolares. Animais infectados com cistos (Figura 6A) e com
bradizoitos (Figura 6C) apresentam uma maior patologia quando comparados com

animais infectados com a forma infectante taquizoito (Figura 6B).
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Figura 6: Escore de alterac@es histologicas de pulmédo de camundongos infectados com cistos (A),
taquizoitos (C), bradizoitos (E), e micrografias representativas das infeccbes bucal e gavagem feitas
com cistos (B), taquizoitos (D) e bradizoitos (F). Barras representam 200 um. As seccGes teciduais foram
coradas com H&E e submetidas ao software ImageJ para quantificacdo do espessamento dos septos
pulmonares. Para analise estatisticas dos dados foi utilizado o teste One-way ANOVA, com pos-teste de
Dunnett. * (p < 0.05).

Ainda com o intuito de verificar como a infecg¢do via bucal iria afetar outros
orgaos, foi realizada a analise da patologia do figado (Figura 7), por meio da quantificacdo
dos focos inflamatorios no tecido hepatico. Observou-se que camundongos C57BL/6
infectados com cistos por via bucal, apresentaram menor inflamagdo (Figura 7 A).
Entretanto, a via de infec¢do ndo alterou o nimero de focos inflamatorios no figado de
camundongos infectados com taquizoitos (Figura 7B) ou bradizoitos (Figura 7C). Ainda,
camundongos infectados com taquizoitos (Figura 7B), apresentam menor numero de
focos inflamatdrios quando comparados aos camundongos infectados com cistos (Figura
7A) ou bradizoitos (Figura 7C).
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Figura 7: Quantificacdo de focos inflamatorios no figado de camundongos infectados com cistos (A),
taquizoitos (C) ou bradizoitos (E) da cepa ME49 de T. gondii e fotomicrografias representativas das
infeccbes via bucal e gavagem feitas com cistos (C) com taquizoitos (D) com bradizoitos (F). As seccbes
teciduais foram coradas com H&E e os focos inflamatérios foram quantificados microscopio 6ptico na

objetiva de 10X. Barras representam 200 um. Os dados estatisticos foram analisados pelo teste t de Student.

* (p< 0.05).
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5.5 Quantificacdo de mastdcitos na cavidade bucal

A infeccdo bucal se caracteriza pelo in6culo de parasitos diretamente na boca dos
camundongos. Assim, tornou-se importante avaliar a mucosa da boca desses
camundongos C57BL/6 infectados pela via bucal e gavagem com as trés formas do
parasito. Os resultados demonstraram que 0s camundongos infectados com T. gondii
apresentaram um ndmero de mastocitos aumentado quando comparado com 0S
camundongos ndo infectados, em ambas as vias de infec¢do. De forma interessante,
quando a infecgdo é realizada pela boca, independente da forma do parasito utilizada, ha
uma tendéncia de aumentar ainda mais o nimero de mastdcitos na mucosa quando

comparada a infecgéo via gavagem (Figura 8 A-C).
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Figura 8: Secc¢des teciduais da cavidade bucal de camundongos infectados com cistos (A), taquizoitos
(C), bradizoitos (E) e micrografias representativas da infeccéo bucal e por gavagem com cistos (B),
taquizoitos (D) e bradizoitos (F). Mastécitos corados em purpura devido a metacromasia. As secgoes
teciduais foram coradas com azul de tuloidina e os mastdcitos foram quantificados utilizando microscopio
optico e objetiva de 10 X de aumento. Barras representam 200 um. Para analise estatisticas dos dados foi

utilizado o teste One-way ANOVA, com pds—teste de Dunnett. * (p < 0.05).
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5.6 Quantificacio de IgA nas fezes

A presenca de IgA especifica para patdgenos tem sido associada a protecdo contra a
infeccdo (MACK; MCLEOD, 1992). Dessa forma, avaliamos e quantificamos os niveis de IgA
anti-T. gondii (Figura 9) nas fezes dos camundongos. Foi observado que camundongos
infectados pela via bucal apresentam niveis de IgA menores quando comparado com a via
gavagem. Essa diminuicdo ocorreu para duas formas infectantes taquizoitos (Figura 9B) e
bradizoitos (Figura 9C) e cistos (Figura 9A). Entretanto, quando a infeccdo é realizada com
cistos (Figura 9A), aqueles camundongos infectados pela via bucal apresentaram uma tendéncia
de niveis de IgA mais elevados (Figura 9A). Quando comparamos de maneira geral, 0s niveis
de IgA das trés formas infectantes, observamos que a forma bradizoito induziu maiores niveis

em relacdo as outras (Figura 9A).
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Figura 9: Quantificacdo de IgA nas fezes dos camundongos infectados via bucal e gavagem com cistos (A),
taquizoitos (B) e bradizoitos (C). A quantificacdo foi realizada por ELISA utilizando fezes dos animais aos 8
dias de infeccdo. Para analise estatisticas dos dados foi utilizado o teste One-way ANOVA, com poés-teste de

Dunnett. * (p < 0.05)



6. DISCUSSAO

A toxoplasmose ¢ adquirida, principalmente na espécie humana, pelo consumo de gua
e alimentos contaminados com oocistos, cistos e taquizoitos. (LIESENFELD et al., 1996;
ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). A contaminacio com oocistos em fontes de agua
potavel pode estar ligada a surtos de toxoplasmose (DUBEY, 2004). Em 1995 o Centro de
Controle de Doengas da Columbia Britanica, relatou um grande surto de toxoplasmose na cidade
de Victoria (Canadd), o surto ocorreu devido a contaminacdo da agua por oocistos (BOWIE et
al., 1997). O Brasil possui uma taxa expressiva de infeccdo por T. gondii em humanos, 50% das
criancas e 50-80% das mulheres em idade fértil tém anticorpos para T. gondii (DUBEY et al.,
2012). Um dos maiores surtos relatados no Brasil, ocorreu em Santa Isabel do Ivai (Parand), entre
2001 e 2002, causando por contaminacgéo por oocistos no reservatério de agua, estudos realizados
por Sanders e colaboradores, em 2015, demonstrou que ainda existem grades consequéncias
desse surto como toxoplasmose ocular e congénita na populacdo de Santa Isabel do Ivai
(SANDERS et al, 2017). Em 2016, em uma fazenda no sul do Brasil, foi feito um relato de um
surto de toxoplasmose em galinhas, as quais haviam sido contaminadas por oocisto no solo da
fazenda (VIELMO et al., 2019).

Sabendo que a rota natural de infeccdo é a via oral como foi descrito acima, este presente
estudo propde que existem duas ramificacdes da via oral, sendo estas, a via de infecc¢do bucal, na
qual o in6culo dos parasitos é realizado apenas na cavidade bucal (BARRETO-DE-
ALBUQUERQUE et al., 2015), e a via de infeccdo realizada por gavagem na qual, o indculo de
parasitos é dado ao camundongo de maneira intra-esofagica (DJAKOVIAE; MILENKOVIZ,
2001).

Essa hipotese foi reforgada por meio do estudo realizado com Trypanosoma cruzi, no qual
eles demonstraram diferencas entre a infec¢do realizada por gavagem e a infeccdo realizada pela
cavidade bucal (BARRETO-DE-ALBUQUERQUE et al., 2015a). Com base nesse estudo
realizado com T. cruzi, fizemos a anélise das diferencas da via bucal e via gavagem utilizando
trés formas infectantes de T.gondii: cistos, taquizoitos e bradizoitos, essas formas foram
utilizadas para infectar pelas duas vias camundongos C57BL/6. Além disso, um trabalho
realizado com Neospora caninum, um protozoario do mesmo filo que o T.gondii, evidencia a
diferenca das vias de infeccdo subcutanea e intravenosa, alterando parametros como mortalidade
e aumento da resposta imune (SANCHEZ et al., 2018).

No presente estudo, os camundongos que foram infectados pela via bucal
apresentaram um menor escore de morbidade, e uma certa tendéncia a perderem menos peso,

quando comparado com o grupo de camundongos que foram infectados por gavagem,
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independente da forma infectante utilizada (cisto, taquizoito ou bradizoito). Estudos realizados
com T. cruzi mostraram também diferencas na morbidade de camundongos que foram infectados
pela via bucal e gavagem, entretanto com esse parasito a via bucal de infec¢do apresentava uma
maior morbidade (BARRETO-DE-ALBUQUERQUE et al., 2015a), 0 que aconteceu de maneira
inversa ao nosso trabalho.

Quando T. gondii infecta 0 hospedeiro pela via natural de infecgéo, ocorre a disseminagéo
e multiplicacdo dos parasitos no intestino, principalmente na lamina propria. Em decorréncia
disso, observa-se o desenvolvimento de desordens inflamatdrias intestinais, o que pode ser
observado em algumas linhagens de camundongos (LIESENFELD; KOSEKFLLL;
REMINGTON, 1996). Com isso o proximo passo foi investigar a patologia e o parasitismo no
intestino, e de maneira interessante foi observado que independente da forma infectante utilizada
quando a infeccao foi realizada por via bucal, uma quantidade menor de parasitos e uma patologia
mais leve foram detectadas quando comparado com o grupo que recebeu o indculo gavagem.

Células de Paneth e células caliciformes sdo importantes e responsavel pela homeostase
intestinal (GOTO; KIYONO, 2012), e a infeccdo por T. gondii causa uma deplecdo nas células
de Paneth (RAETZ et al., 2013), e também foi relatado que a infec¢cdo por T. gondii causa um
desequilibrio na barreira intestinal devido a reducéo de células caliciformes ( SANT’ANA et al.,
2012). De forma semelhante, ambas as vias de infec¢do causaram deplecdo nas células de Paneth
e caliciformes quando os animais foram infectados com cistos ou bradizoitos, entretanto, a
infeccdo pela via oral com taquizoitos apresentou uma capacidade de preservacao de ambas as
células. A infeccdo com cistos ou bradizoitos pela via bucal preservou ao menos parcialmente o
namero dessas células no intestino. Os resultados sugerem que quando a infeccao é realizada por
via bucal, ha uma diferenca na proliferacdo, patologia e no desequilibrio homeostatico no
intestino desses camundongos, e que a infeccdo por via bucal induz padrdes diferenciados de
reposta imune no intestino daqueles observados quando a infec¢éo € feita por gavagem.

Tem sido descrito na literatura que a rota de entrada do parasita no hospedeiro é um fator
importante, estudos com T.cruzi demonstraram que a infeccdo sistémica versus a infeccdo da
mucosa promove um padrdo de doenga distinto (MEIS et al., 2013). Ja realizada a andlise no
intestino o qual € um dos 6rgdos mais comprometidos pela toxoplasmose, partimos para uma
analise de patologia e parasitismo no pulméo e no figado. A patologia no pulmé&o e no figado foi
menor na infeccdo bucal, independente da forma infectante. Em relacdo ao parasitismo foi
detectado parasitos na infecgdo realizada com cistos no figado e pulméo; e no pulméo dos

camundongos infectados com bradizoitos, e de maneira similar os dados mostraram uma
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tendéncia de apresentar uma menor carga parasitaria nos animais que receberam o indculo apenas
na cavidade bucal.

A rota da inoculacdo também pode levar ao tropismo preferencial, como distintas
respostas imunes locais e sistémicas (BARRETO DE ALBUQUERQUE et al., 2018), isso
corrobora com resultado no qual foi feita a quantificacdo de mastdcitos, o nimero de mastécitos
aumenta quando a infec¢do é realizada na boca dos camundongos, demonstrando dessa forma
que a infeccdo via bucal feita com T. gondii, gera uma reagdo local, a qual ocorre na boca,
diferente da reacdo sistémicas, nos outros 6rgaos.

Um mecanismo importante de protecdo do sistema imune, é a producdo de IgA nas
superficies das mucosas, essa producdo impede que microrganismos ultrapassem essas
superficies (LAMM, 1997). Além disso estudos anteriores demonstraram que camundongos
infectados com T.gondii pela via oral ( rota natural da infeccdo) apresentam anticorpos IgA
especificos contra o parasito que sdo secretados no intestino (MACK; MCLEOD, 1992) (MINEO
et al., 1993). Dessa forma os resultados sugerem que a infeccao bucal realizada com taquizoitos,
bradizoitos e cistos apresentam uma menor ativacdo do sistema imune e uma menor secre¢do de
IgA especifica, entretanto.

Com os resultados apresentados e discutidos nesse trabalho se torna evidente que existem
diferencas significativas entre a via de infecgdo bucal e gavagem, ainda sdo necessarios mais
estudos para entender sitios de entrada do parasito e disseminagdo proveniente da infec¢do bucal.
Porém o foco deste estudo foi entender que o local onde é realizado o indculo do parasito altera

parametros como: morbidade, peso, parasitismo, patologia e resposta imune.
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7. CONCLUSOES

1.

A infeccdo bucal gera menor variacdo de peso, e menor escore de morbidade em
camundongos C56BL/6;

A infeccdo bucal gera uma menor patologia intestinal, pulmonar e hepatica quando
comparada com a via gavagem;

A infeccdo bucal provoca uma menor proliferacdo de parasitos no intestino pulméo e
figado;

A infeccdo bucal gera menores alteracfes homeostaticas no intestino, uma vez que
preserva células de Paneth e caliciforme;

A infeccdo via bucal gera uma maior ativacao local (na cavidade bucal), pelo aumento do

ndmero de mastocitos;
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