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RESUMO

Camundongos C57BL/6 ao serem infectados oralmente por Toxoplasma gondii desenvolvem
uma inflamacdo intestinal acentuada semelhante a Doenca de Crohn, constituindo um bom
modelo de estudo para esta doenca. Atualmente, faltam medicamentos que tratem com
eficiéncia e sejam acessiveis para os pacientes portadores da Doenga de Crohn. Apesar disso,
a saliva de insetos hematdfagos tem se mostrado um bom imunomodulador reduzindo a
inflamacédo exacerbada. O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos imunomoduladores da
saliva do artrépode Rhodnius prolixus, no tratamento de uma inflamacéo intestinal causada
por infeccdo oral por Toxoplasma gondii. Para este propésito, foram criados 3 grupos de
animais, contendo 10 camundongos C57BL/6 em cada grupo. O grupo controle recebeu
100uL de tampéo fosfato-salino (PBS) e os outros foram tratados com extrato de glandula
salivar (EGS), na quantidade de 10ug ou 30ug, ambos diluidos em 100uL de PBS. Todos os
grupos receberam seus respectivos tratamentos via intraperitoneal. Os animais foram tratados
com EGS ou solugédo tampéo fosfato-salino durante 23 dias e a infecc¢do por T. gondii ocorreu
por gavagem, dois ap0s o inicio do tratamento. Durante o tratamento, os animais foram
pesados diariamente, sendo anotados 0s escores clinicos de cada animal. Ao final deste
periodo, os animais foram eutanasiados. Para contagem do nUmero cistos, foi coletado o
encéfalo, ademais foi medido o comprimento do intestino delgado. Foi coletado também,
fragmentos do intestino e sangue para realizar dosagem de citocinas por citometria de fluxo.
Os resultados demonstram que a saliva agiu como um bom imunomodulador da inflamacao
exacerbada causada por T. gondii no intestino delgado. O tratamento diminuiu 0s escores
clinicos do grupo tratado com a maior concentracdo de EGS. Observou-se também, que 0s
animais tratados com a maior concentracdo de EGS perderam menos peso em relacdo aos
demais grupos. O tratamento com a maior concentracdo de EGS promoveu maiores taxas de
sobrevivéncia e comprimento intestinal, embora sem diferenca estatistica entre os grupos. A
maior quantidade de cistos no céerebro foi observada em animais néo tratados. No intestino o
tratamento promoveu aumento significativa na producéo de IL-10. Portanto, concluimos que a
saliva agiu como um bom imunomodulador, reduzindo varios efeitos colaterais deletérios do

processo inflamatorio acentuado causado pela infecgdo por T. gondii.

Palavras chaves: Fatores imunoldgicos, imunidade nas mucosas, proteinas e peptideos

Salivares, doengas inflamatorias intestinais, Doenca de Crohn,



ABSTRACT

C57BL/6 mice when orally infected by T. gondii develop a massive inflammatory process that
assembly to Crohn Disease. It constitutes a remarkable model to study inflammatory bowel
diseases in animal models. At the moment, patients with Crohn disease deal with no
accessible and effective treatment. However, the salivary constituents of hematophagous
insects have been demonstrated to be a good immunomodulatory component, capable to
reduce the exacerbated inflammatory process. At this study, we purpose to analyze the
immunomodulatory effects of R. prolixus saliva, in an inflammatory bowel disease promoted
by T. gondii. For this purpose, 3 experimental groups, containing 10 animals, were designed.
The treatment was performed intraperitoneally. Control group was treated by 100uL of
phosphate-buffered saline (PBS), and other ones were treated with 10ug or 30ug of salivary
glandular extract (SGE), diluted in 100puL PBS. The treatment last 23 days and T. gondii
infection was done by oral gavage on the second treatment day. The clinical scores and the
weight were measured daily. The euthanasia was performed on the 23rd day of treatment and
brain was collected for further cysts counts and the bowel was also collected for measuring
the length. Blood and intestine fragments were collected for cytokines measurement by
cytometric bead array. Our results show that SGE acted as a good immunomodulatory factor,
bringing down the accentuated inflammatory process caused by T.gondii infection. Treatment
with SGE in higher concentration decreased clinical scores of T. gondii infection. In addition,
animals treated with the highest concentration of SGE lost less weight than the other two
groups. The treatment provided to the grouped treated with 30ug, greater survive rates and
less bowel shrinkage, although without statistical difference between the groups. The group
treated with the highest SGE concentration showed significant increase of intestinal secretion
of I1L-10 in comparison with the group control. The cysts count indicated that no treated
animals got more cysts than SGE treated ones. Thus, we conclude that the SGE acted as a
good immunomodulatory factor, reducing many complications of the exacerbated immune

process caused by T.gondii infection.

Keywords: Immunologic factor, immunity mucosal, salivary proteins and peptides,
inflammatory bowel diseases, Crohn disease
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1 INTRODUCAO

1.1 BARREIRA INTESTINAL

O epitélio intestinal é constituido por uma Unica camada de células epiteliais, dando
origem a maior barreira protetora e seletiva do nosso corpo. Apesar de figurar-se como a
principal entrada de nutrientes advindos do processo de digestdo, este 6rgdo nos protege
impedindo a entrada de microrganismos e antigenos potencialmente danosos (CHELAKKOT;
GHIM; RYU, 2018; VANCAMELBEKE; VERMEIRE, 2017).

Esta barreira localiza-se externamente a regido apical do epitélio intestinal e é
constituida por 4 camadas, enumeradas a partir do lumen intestinal (Figura 01). A primeira
camada é a fosfatase alcalina intestinal luminal (IAP) que desfosforila os lipopolissacarideos
(LPS) das bactérias presentes no Iumen, promovendo desintoxicacdo do meio intestinal. A
segunda é definida pela camada de muco que constitui uma barreira fisica, que previne
interacdes entre patdgenos e as células epiteliais intestinais. A terceira € consolidada pelas
juncdes de ocluséo entre as células epiteliais, que limitam o transporte paracelular de bactérias
e /ou produtos bacterianos até a circulacdo sistémica. A quarta é formada pelas proteinas
antibacterianas, as quais sdo secretadas pelas células epiteliais intestinais especializadas, ou
pelas células Paneth. Além disso, anticorpos IgA secretados pelos plasmdcitos/linfocitos
presentes na lamina prépria também contribuem para defesa desta camada (GHOSH et al.,
2020).
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Figura 1: As "camadas" da barreira intestinal. A barreira intestinal funcional consiste em quatro “"camadas"
(mostradas pelos nimeros 1 a 4). A camada 1, ou fosfatase alcalina intestinal (IAP), desfosforila o LPS luminal
ativo, produzindo LPS desfosforilado. A camada de mucina (camada 2), consiste em uma camada interna
firmemente conectada e uma camada externa frouxa, fornece a primeira barreira fisica que restringe a interagao
entre bactérias luminais e células epiteliais. Uma (nica camada de células epiteliais (camada 3) separa o limen
da circulagdo sistémica. Células secretoras especializadas da camada epitelial, nomeadamente células
caliciformes e células de Paneth, contribuem para a formagdo da camada de mucina e a producédo de proteinas
antibacterianas, respectivamente. As proteinas / peptideos antibacterianos derivados de células de Panneth,
juntamente com IgA secretada (slgA), restringem o crescimento bacteriano e representam a quarta camada
(camada 4) da barreira intestinal.
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Fonte: adaptado de (GHOSH et al., 2020)

A camada de células epiteliais é altamente dindmica e possui uma marcante taxa de
renovacdo, tendo suas células rapidamente renovadas em poucos dias (OKAMOTO,;
WATANABE, 2004). Desta forma, estas células possuem o processo de renovagao altamente
controlado, evitando a perda da homeostase e sobretudo mantendo a fungbes da barreira
(WILLIAMS et al., 2015).

Abaixo das células epiteliais ha uma fina camada de tecido conjuntivo, definido como
lamina prépria, uma estrutura que nutre uma comunicagdo saudavel entre a microbiota e o

sistema imune. O tecido conjuntivo abriga inimeras células imunes, incluindo linfocitos T,
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linfocitos B e macrdfagos que atuam no estabelecimento da homeostase intestinal (ERI;
CHIEPPA, 2013; SAENZ; TAYLOR; ARTIS, 2008).

As células epiteliais constituem o principal grupo que compde a barreira intestinal e
coletivamente formam uma camada polarizada, contribuindo para estabelecer uma barreira
semipermeavel e apertada, constituida de juncdes de oclusdo, juncbes aderentes e
desmossomos (CHELAKKOT; GHIM; RYU, 2018). Vérios tipos celulares compfem o
epitélio intestinal, sendo eles: as células de Paneth, as células caliciformes, os enterdcitos e as

células M, cada uma com uma fungéo distinta.

As células mais abundantes sdo os enterdcitos que promovem o0s papéis de absorcao de
ions, agua, nutrientes, vitaminas e sais da bile ndo conjugados. Estas células sdo importantes
também para manutencdo e renovacdo da barreira (MIRON; CRISTEA, 2012). Foi
evidenciado também, que o0s enterdcitos podem participar da inducdo da toleréncia
imunologica as proteinas ingeridas. (GROSCHWITZ; HOGAN, 2009; KAGNOFF, 2014). As
células de Paneth residem na base das criptas intestinais e secretam peptideos antimicrobianos
como o-defensina, prevenindo a entrada de microrganismos do lumen intestinal para a
corrente sanguinea. As celulas caliciformes secretam muco, peptideos da familia trefoil e
moléculas semelhantes a resistina B, sendo importantes para a defesa e reparo do epitélio,
contribuindo para a homeostase (BIRCHENOUGH et al., 2015; SPECIAN; OLIVER, 2017).
As células M secretam IgA e ajudam a apresentar antigenos bacterianos para as células

dendriticas.

Uma funcdo crucial da barreira epitelial € a manutencao da integridade do 6rgdo, o que
permite a passagem essencial de ions, nutrientes e agua, mas restringe a passagem de
antigenos e microrganismo ofensivos (RESCIGNO, 2011). O transporte através da barreira
ocorre por trés vias principais: via transcelular (por transporte passivo através dos lipideos de
membranas das células), via paracelular (por transporte passivo entre 0s espacos celulares) e
via mediada por carreamento (transporte carreado por proteinas de membrana).(SUZUKI,
2013).

As juncdes de oclusdo s@o importantes para o contexto de troca com 0 meio externo e
sdo constituidas por vérias proteinas transmembranas como, ocludinas, claudinas, zdnula
oclusivas, tricelulina, cingulina e moléculas de adesao juncional (JAM), que interagem entre
si e com o citoesqueleto, formando uma estrutura forte e complexa (Figura 02) (GUNZEL;
YU, 2013).
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A maioria das proteinas (ocludinas, claudinas, JAM) sdo proteinas integrais de
membrana que se estendem para o espaco intercelular. Cingulinas e zénulas oclusivas séo
proteinas ligantes do citoesqueleto que interagem com proteinas periféricas de membranas
assim como com ocludinas, claudinas e JAM para formar uma ligacéo forte e interagir com a
citoesqueleto de actina (Figura 02). Juntamente as proteinas de sinalizacdo intracelular,
proteinas de juncBes de oclusdo ativam uma infinidade de processos celulares para manter a
integridade da barreira (CERENIDO et al., 2007).

Figura 2: Representacdo das estruturas moleculares das juncbes de oclusdo (TJ). Essas
moléculas podem ser proteinas integrais de membrana, por exemplo, claudinas, ocludinas e
JAM.
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Fonte: adaptado de (CERENIDO et al., 2007)
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1.2 MICROBIOTA INTESTINAL

E estimado que um humano adulto albergue 500-1000 espécies de bactérias em seu
corpo (TURNBAUGH et al., 2007), sendo que trilhGes de bactérias residem na luz intestinal e
possuem papeis importantes nos processos de digestdo e no desenvolvimento da imunidade.
Apesar disso, a variedade de genotipos presentes pode variar de pessoa para pessoa,
apresentando diferentes niveis de diversidade e riqueza de espécies em cada individuo
(LOCEY; LENNON, 2016).

Estes microrganismos s&o importantes no metabolismo do hospedeiro e figuram
atualmente como importantes fontes de novas terapias. Com o desenvolvimento de técnicas de
metagendmicas e de analises dos genes da subunidade 16S do RNA ribossomal (16 rRNA),
foi permitida uma analise mais aprimorada da microbiota intestinal, enaltecendo suas
caracteristicas e funcbes. Esta complexa comunidade de organismo é composta por Varios

taxa, incluindo fungos, protistas e virus (CANI, 2018).

Recentemente, foi descrito que as bactérias da microbiota intestinal podem comunicar-
se com as células dos hospedeiros e promover interacdes imunes. A partir disso, varios
estudos conseguiram correlacionar a presenca de algumas doengas com um desbalan¢o na
microbiota  intestinal, incluindo  doengas inflamatdrias  intestinais,  desordens
cardiometabdlicas, transtornos neuropsiquiatricas e cancer (CLEMENTE et al., 2012; LOUIS;
HOLD; FLINT, 2014).

Diferentes sistemas reconhecem e monitoram a presenca de microrganismos no corpo.
No trato gastrointestinal, esta funcdo é delegada as células epiteliais que sdo responsaveis por
informar as células imunes que estdo abaixo, na lamina propria. O reconhecimento dos
microrganismos é promovido por receptores de reconhecimento padrdo (PRR), receptores do
tipo toll (TLR) e receptores do tipo NOD (NLR). Juntos estes receptores reconhecem padrdes
moleculares  associados ao patégeno (PAMPs), incluindo lipopolissacarideos,
peptideoglicanos, flagelina, dentre outros (O’NEILL; GOLENBOCK; BOWIE, 2013).

Sabe-se que os sistemas imunes inato e adaptativo precisam entrar em contato com a
microbiota para se desenvolverem com eficiéncia. Camundongos livres de germes possuem
reduzida a quantidade de imunoglobulina A (IgA) secretada, além de possuirem defeitos no

desenvolvimento de tecidos linfoides e nas placas de Peyer. A IgA promove importante papel
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na imunidade da barreira intestinal, sendo induzida em resposta a colonizagdo por bactérias
comensais especificas, protegendo as superficies mucosas e contribuindo para o mutualismo
da microbiota hospedeira (BOUSKRA et al., 2008; MACPHERSON; GEUKING; MCCOQY,
2011; PETERSON et al., 2007).

A microbiota possui um papel importante na imunidade, foi observado que, as
populacbes de células T ndo sdo somente selecionadas pelo sistema reconhecimento de
antigenos proprios, mas também, por interferéncia do microbioma e seus antigenos. Bactérias
intestinais também sdo capazes de promover mudangas na resposta imune intestinal
protegendo-as de uma resposta imune danosa, que culminariam no desenvolvimento de
doengas (KUHN; STAPPENBECK, 2013; LEE; MAZMANIAN, 2010).

1.3 DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

As doencas inflamatorias intestinais (DII) sdo enfermidades idiopéticas classificadas
em dois tipos de desordens intestinais cronicas: a Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite
Ulcerativa (RCU). Estudos epidemioldgicos evidenciam maior prevaléncia destas doengas em
paises desenvolvidos e desde o século passado a incidéncia vem aumentando drasticamente
(KAPLAN, 2015; MOLODECKY et al., 2012).

As evidéncias acumuladas nos altimos trabalhos sugerem que o surgimento da doenca
é causada em hospedeiros geneticamente suscetiveis e desencadeada por uma resposta imune
inadequada e exacerbada contra a microbiota intestinal (SARTOR, 2006). A doenca €
caracterizada também por periodos de atividade e remissdo podendo apresentar diferencas na
gravidade clinica (BASSO et al., 2014).

A DC é caracterizada por intensa inflamacgdo granulomatosa transmural e pode afetar
qualquer parte do trato gastrointestinal, mas comumente ileo, c6lon ou ambos (THIA et al.,
2010). J4 a RCU é definida por inflamacdo ndo infecciosa descontrolada da mucosa colorretal,
atingindo desde o inicio do reto até os segmentos proximais do colon (GHOSH, 2000).

A etiologia das DIl ndo esta bem elucidada, no entanto estudos apontam que uma serie
de fatores imunoldgicos, genéticos e ambientais sdo cruciais para o desencadeamento da
doenca. A principal hipotese que explica a patogénese das doencas inflamatdrias intestinais é
construida no fato que ha uma resposta imune desregulada contra os antigenos da microbiota
intestinal (KO; AUYEUNG, 2014; SARTOR, 2008).
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Embora a patogénese da DIl ainda seja complexa de ser elucidada, vérios estudos
demonstraram que a producdo da interleucina 1L-17 est4 envolvida na progressdo das DII.
Recentemente, a pesquisa sobre a patogénese da DIl se concentrou em T células auxiliares
Th17, que secretam IL-17. Esta bem documentado que a inibicdo de Th17 pode diminuir o
desenvolvimento de colite aguda pela reducdo do processo inflamatorio. Além disso, células
linfoides inatas (ILCs) foram descobertas como novos linfécitos efetores patogénicos em DIl
(LEE et al., 2015).

1.3.1 Doenga de Crohn

Até metade do século XX a incidéncia de DC era muito baixa, sendo que apos a
segunda guerra mundial paises industrializados experimentaram aumento exponencial no
ndmero de casos, apesar de 0s nimeros de casos serem reduzidos em nagBes mais pobres.
Cerca de 15% dos portadores de DC reportaram ter outros casos na familia, enaltecendo o
fundo genético que pode ser um dos fatores para o desencadeamento da doenca
(GAJENDRAN et al., 2018).

O fumo é um fator de risco para DC, incluindo fumantes passivos. Os fatores atras
dessa causa apontam que a nicotina tem a capacidade de alterar a integridade da mucosa e
influenciar mudancas na microbiota intestinal (BIEDERMANN et al., 2014; MCGILLIGAN
etal., 2007).

A dieta se consolida como um forte fator de risco para o desenvolvimento de DC.
Estudos observacionais apresentaram que quanto maior a ingestdo de fibras menor é o risco
de desenvolvimento da doenca. A reducdo do risco € promovida por meio da ingestdo de
fibras de frutos e ndo foi observado vantagens benéficas por meio da digestdo de cereais e
legumes. O mecanismo que sustenta esta hipdtese estd na capacidade das bactérias da
microbiota de transformar as fibras em pequenas cadeias de acido graxos que inibem a
transcricdo mediadores pro-inflamatorios (ANANTHAKRISHNAN et al., 2013% GALVEZ;
RODRIGUEZ-CABEZAS; ZARZUELO, 2005).

Fibras também ajudam a manter a integridade da barreira epitelial e reduzir a
translocacéo de E. coli atraves das placas de Peyer, conforme demonstrado em estudo in vitro
utilizando monocamadas de células M, geradas pela co-cultura de células Caco2-cll e Raji B

e placas de Peyer humanas montadas nas Camaras de Ussing (ROBERTS et al., 2010).
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Estudos com animais mostraram que uma dieta com gorduras saturadas esta associada com
intensa resposta inflamatoria mediada por linfocitos em camundongos nocautes para 1L-10
(DEVKOTA et al., 2012). No entanto, estudos prospectivos ndo conseguiram confirmar esse
fator em humanos (CHAPMAN-KIDDELL et al., 2010).

O estilo de vida pode impactar fortemente no desenvolvimento da DC. Estresse,
distarbios de sono e a falta de exercicios sdo os principais fatores que impactam os pacientes.
Disturbios de sono foram mais relatados em pacientes com a forma ativa de DC
(ANANTHAKRISHNAN et al., 2013b). Estudos de coorte também mostraram que ansiedade,
depressdo e estresse estdo relacionados com o desenvolvimento de DC
(ANANTHAKRISHNAN et al., 2013c). O exercicio fisico esta relacionado com reducdo da
incidéncia de DC, desta forma entende-se que as ocupacdes de trabalho mais sedentérias estéo
relacionadas com maior incidéncia de casos de doenca de Crohn (SONNENBERG, 1990).

A apendicectomia esta relacionada também com a incidéncia de DC. Em um grande
estudo de coorte, pacientes submetidos a apendicectomia por apendicite aguda e linfadenite
mesentérica tiveram maior incidéncia de DC. Para a incidéncia da doenca, 0 motivo da
apendicectomia parece ser um fator importante na determinacdo do desfecho. A
apendicectomia realizada para apendicite perfurante estd associada a maior risco de
desenvolvimento de DC, enquanto a apendicectomia por outras causas esta associada a um
menor risco de DC (ANDERSSON et al., 2003).

Pacientes com DIl possuem reduzida diversidade da microbiota intestinal quando
comparados a individuos saudaveis, mudanca que € mais pronunciada em individuos com DC
qgue em RUC. Fatores que alteram a microbiota intestinal sdo diversos, desde a exposi¢do
prematura a animais, amamentacéo, estresse e dieta (MATSUOKA; KANAI, 2015).

Estudos mostram que pacientes com DIl possuem altas quantidades de E. coli
invasivas. Estas bactérias possuem a capacidade de invadir o epitélio intestinal, e se replicar
nos macréfagos. Apesar disso, algumas bactérias da microbiota promovem protecdo contra as
doencas inflamatorias intestinais (PALMELA et al., 2018).

Ainda ndo ha cura para a doenca de Crohn, os medicamentos atualmente disponiveis
para o tratamento da doenca focam em reduzir o processo inflamatdrio exacerbado,
permitindo minimizar os sintomas, a progressao e complicacfes da doenca. As drogas mais
utilizadas s&o: aminossalicilatos, corticosteroides, imunomoduladores e biologicos. O
tratamento Top-down € iniciado com medicamento mais potentes como imunomoduladores e
ao longo do tratamento é reduzido a poténcia dos medicamentos proporcionalmente a

melhora. Ja o tratamento step-up € iniciado com medicamentos menos potentes € com menos
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efeitos colaterais, intensificando o tratamento de acordo com o aumento da gravidade ou a
auséncia de remissdo da inflamacéo. A escolha do tipo de drogas e estratégia de tratamento
leva indmeros fatores pessoais como, efetividade do tratamento, gravidade, idade,
morbidades, gravidez, dentre outros. Além disso, a toxicidade e os efeitos colaterais dos
medicamentos usados no tratamento devem ser considerados. Nos paises de terceiro mundo, o
alto custo do tratamento pode impactar os sistemas de salde ou dificultar o acesso as
drogas(SAIRENJI; COLLINS; EVANS, 2017).

O desencadeamento da patologia da doenca de Crohn ainda nao foi esclarecida por
completo. Apesar disso, ja se sabe que a liberacdo de citocinas como IL-12, IFN-y, IL-6, IL-
17 e TNF-a sdo responsaveis pela inflamacdo. Além disso, as bactérias que translocam a
bareira intestinal alimentam esta resposta imune exacerbada e contribuem para a patologia da
doenca(DE MATTOS et al., 2015).

Embora a etiologia das DIIs ndo esteja totalmente elucidada, diversos estudos mostram
que alguns parasitos com fases de infeccao intestinais podem estar relacionados a alteracdo da
resposta imunoldgica e a instabilidade da microbiota intestinal. Consequentemente, infec¢oes
parasitarias, tais como infeccdo por Toxoplasma gondii, podem ter relagdo com o
desenvolvimento das doengas intestinais (MOHAMMADI et al., 2015). Compreender a
correlacdo entre infecgbes parasitarias e distarbios autoimunes pode ser Util na previsao,
identificacdo precoce e, possivelmente, na prevencdo dessas doencas (MOHAMMADI et al.,
2015).

1.4 Toxoplasma gondii E TOXOPLASMOSE

A toxoplasmose é uma das zoonoses mais prevalentes no mundo, atingindo cerca de
1/3 da populagdo mundial (SAADATNIA; GOLKAR, 2012). A transmissdo é desencadeada
principalmente por meio do consumo de carne crua ou malcozida contendo cistos e/ou pela
ingestdo de alimentos contaminados com oocistos. Pode ocorrer também a transmissao
congénita, na qual a mée, que ndo possui anticorpos protetores se infecta e transmite via
transplacentaria para o feto, podendo levar a malformacdes e ao aborto (JONES et al., 2001).

T. gondii é capaz de infectar e se replicar em praticamente qualquer célula nucleada de

animais endotérmicos. Seu ciclo de vida é dividido entre uma fase sexuada (Felideos) e uma
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fase assexuada (todos animais endotérmicos) (KOCHANOWSKY; KOSHY, 2018).

Quando os felideos ingerem os cistos contendo os bradizoitos ou esporozoitos
maduros, que sdo as formas infectantes, ocorre a penetragdo nas células epiteliais do intestino
delgado pelos bradizoitos provenientes dos cistos ou pelos esporozitos provenientes do
oocisto. Os bradizoitos multiplicam-se assexuadamente por um processo denominado
merogonia, originando merozoitos que por sua vez, dardo origem aos gametas masculinos e
femininos. O gameta feminino € entdo fecundado pelo masculino e apoés a fertilizagdo, forma-
se a parede do oocisto em volta do zigoto, ocorrendo entdo, a liberagdo dos mesmos no limen
intestinal por meio da ruptura das células epiteliais intestinais e eliminacdo nas fezes dos
felideos. Os oocistos esporulados em condicdes ideais de temperatura e umidade no ambiente
contém oito esporozoitos (HUTCHISON et al., 1969).

A fase assexuada consiste em dois estagios distintos de crescimento, dependendo se a
infeccdo estd na fase aguda ou cronica. O estdgio de taquizoitos define a forma de
crescimento rapido do parasita que é encontrado durante a fase aguda da toxoplasmose. Os
taquizoitos tém aproximadamente Sum de comprimento ¢ 2um de largura (DUBEY, 1998).
Eles se replicam dentro de uma célula com um tempo de geracdo de novos parasitas de 6-8 h
(in vitro) até que eles saiam da célula para infectar as células vizinhas, geralmente apds 64 a
128 parasitas terem se acumulado por célula (RADKE; WHITE, 1998).

No animal infectado, os taquizoitos se diferenciam em bradizoitos e formam cistos
teciduais que aparecem pela primeira vez 7 a 10 dias ap0s a infeccdo. Esses cistos sdo
encontrados predominantemente no sistema nervoso central e tecido muscular, onde podem
permanecer durante a vida do hospedeiro (BOGITSH; CARTER; OELTMANN, 2013).

O desenvolvimento de cistos teciduais por todo o corpo define o estagio crénico do
ciclo de vida do parasita. Quando a infeccdo é mediada por cistos por meio da ingestdo de
tecido infectado, estes sdo rompidos a medida que passam pelo trato digestivo, causando
liberacdo de bradizoitos. Estes bradizoitos podem entéo infectar o epitélio do limen intestinal,
onde se diferenciam de volta ao estagio de taquizoitos de divisdo rapida para disseminacéo
por todo o corpo, completando assim a fase assexual do ciclo de vida (HILL;
CHIRUKANDOTH,; DUBEY, 2005; KOCHANOWSKY; KOSHY, 2018;
MCCONNAUGHEY, 2014).

A infeccdo oral por T. gondii induz necrose no intestino delgado e morte de
hospedeiros suscetiveis. Em muitos aspectos a patologia intestinal causada por T. gondii

assemelha-se as DII. Citocinas consideradas importantes no combate a infeccdes por T.
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gondii, tais como o fator de inibicdo de migracdo de macrofagos (MIF), podem contribuir
para o agravamento da inflamacéo intestinal em infecgdes orais por T. gondii (TERRAZAS et
al., 2010, CAVALCANTI et al., 2011).

1.5 INFECCAO POR T. gondii COMO MODELO PARA AS DOENCAS
INFLAMATORIAS INTESTINAIS

Os modelos murinos para ileite sdo escassos, no entanto camundongos C57BL/6 apds
a infeccdo oral por T. gondii, desenvolvem um processo inflamatério exacerbado no ileo com
resposta Thl, com producdo de IFN-y semelhante a pacientes com doenca de Crohn ativa. A
inflamacdo durante a infeccdo € dependente da IL-23, condicdo que foi confirmada
anteriormente como um fator de risco na DC em estudos utilizando animais knockout. O
desenvolvimento da condicdo clinica favorece o surgimento de E. coli que exibem adesdo
aumentada ao epitélio intestinal e translocacédo subepitelial (ADEN et al., 2016; EGAN et al.
2009).

O inicio da resposta imune a T. gondii é desencadeado pela imunidade inata na
mucosa do intestino delgado. Neste local, os parasitos precisam enfrentar uma barreira
imunoldgica caracterizada especialmente pela presenca da IgA e muco. O hospedeiro possui
uma camada de células epiteliais que separam a luz intestinal dos demais 6rgdos e tecidos.
Além dessa funcéo, as células epiteliais sdo fonte de citocinas e coordenam o recrutamento de
células de defesa. As células de Paneth atuam na producdo de defensinas e outros peptideos
antimicrobianos (COHEN; DENKERS, 2015; SHAO; SERRANO; MAYER, 2001).

No epitélio intestinal existe uma populacdo de células denominadas linfécitos T
intraepiteliais (IEL), cuja origem e funcdo sdo pouco compreendidas. Essas células podem
expressar o receptor da célula T aff ou yo (TCR). Alguns expressam um homodimero CD8aa
ou um heterodimero CD8af} convencional, enquanto outros podem expressar CD4 e CD8
juntos, e outros ainda podem nédo expressar nenhum deles. A populacdo de IEL tem sido
implicada na homeostase tecidual, mas também pode contribuir para o surgimento de
patologia pro-inflamatoria durante a doenca (CHEROUTRE; LAMBOLEZ; MUCIDA, 2011;
KUNISAWA; TAKAHASHI; KIYONO, 2007).

Os enterocitos sdo as primeiras células que o parasita infectard e que, como forma de
defesa, produzirdo citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a. Para vencer a barreira fisica e imunoldgica

0s parasitos desenvolveram varias estratégias de aderéncia, evasao do sistema imune, invasdo
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dos enterdcitos e disseminacgdo além do epitélio (BARRAGAN; SIBLEY, 2003; BOUT et al.,
1999).

Abaixo do epitélio ha a lamina propria que abriga inimeros perfis celulares, muitas
dessas sdo essenciais para a tolerancia imunogénica. Nesse compartimento podemos encontrar
células TCD4+ e CDB8+, linfocitos B que produzem anticorpos IgA e mais recentemente
foram encontradas células inatas linfoides. Trés popula¢fes sdo atualmente reconhecidas
(ILC1, ILC2 e ILC3) que séo responsaveis em parte na producéo de citocinas incluindo IFN-
v, IL-4, IL-5, 1L-13, IL-17 e IL-22 (BEKIARIS; PERSSON; AGACE, 2014; SANOS;
DIEFENBACH, 2013).

Na mucosa intestinal é possivel encontrar tecidos linfoides chamados Placas de Peyer
que contém linfocitos B e T e células dendriticas. As células M, sdo células epiteliais
especializadas que coletam o conteudo da luz intestinal através da transcistose. Apos este
procedimento 0s antigenos sdo levados para as células imunitarias que estdo abaixo. A
mucosa intestinal é drenada por vasos linfaticos, por esta via os linfonodos mesentéricos
também podem adquirir antigenos (COHEN; DENKERS, 2015; CORR; GAHAN; HILL,
2008).

Apobs 24 a 48h de infecgdo os parasitas atravessam a barreira intestinal, utilizando o
sistema de proteinas apical. Inicia-se a infeccdo em células dendriticas e macréfagos e ocorre
0 reconhecimento dos parasitas pelas células dendriticas e o recrutamento de linfocitos
intraepiteliais por meio do receptor de quimiocina C-C tipo 2 (CCR2). Os linfécitos
intraepiteliais recrutam da lamina prépria as células TCD4+ (Figura 3) (BENEVIDES et al.,
2008; EGAN et al., 2009).

Durante a infecgéo por T. gondii em camundongos C57BL/6 ocorre massiva necrose
da mucosa intestinal no ileo. Estas lesdes necrosadas assemelham-se patologicamente as
doencas inflamatorias intestinais em humanos. O processo de necrose € dependente de
linfocitos CD4+, IFN-y e éxido nitrico. Este intenso processo inflamatério leva a destruicdo
da barreira, permitindo a translocagédo bacteriana (KHAN et al., 1997; LIESENFELD et al.,
1996).

Em quadros de DC o0s pacientes podem ser tratados com corticoides,
imunossupressores e imunobioldgicos. Apesar destas opgdes de tratamento, alguns pacientes
ainda sofrem, pois para alguns portadores da doenca o tratamento ndo se mostra efetivo, os
medicamentos s&o de alto custo e a presenca de efeitos colaterais € recorrente (BAUMGART;
SANDBORN, 2012). Desta forma, é importante realizar a busca de novas op¢des de

tratamento para a DC, visando trazer drogas de maior efetividade e acessibilidade aos
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pacientes. Diversos estudo retratam a habilidade imunomoduladora da saliva de artropodes,
constituindo uma importante fonte de imunobiol6gicos (LEITNER; DENIS; WAL, 2011).

Figura 3: Exemplificacdo da patologia intestinal durante infeccdo oral por T. gondii. (a) Entre 24 e 48 horas
apos a ingestdo do cisto, os parasitas atravessam o epitélio do intestino delgado, iniciando a infeccdo em
macrofagos e células dendriticas. (b) As células dendriticas reconhecem e iniciam a imunidade a T. gondii. Ao
mesmo tempo, ha resposta imunoldgica as bactérias intestinais, possivelmente como resultado da translocacéo,
que ocorre quando os parasitas atravessam e degradam a barreira intestinal. (c) A inflamac&o no inicio, resulta no
recrutamento de células T CD8+ para o compartimento linfocitario intraepitelial, detectavel 4-5 dias apds a
infeccdo. (d) Por sua vez, o IEL (Linfécito Intraepitelial), esta envolvido no recrutamento de células T CD4 + da
lamina propria para o compartimento intraepitelial. (¢) Todo este processo, resulta em danos ao intestino e a
translocacéo bacteriana. Culminando, com a imunopatologia inflamatéria do tipo Thl, que atinge seu pico em
torno de 7 a 9 dias apds a infeccdo. Concomitantemente ao surgimento da doenga, a microbiota intestinal
aumenta em nimero e muda de uma populag¢do predominantemente gram-positiva (f) para uma populagdo gram-
negativa com caracteristicas de adesdo aumentadas ().
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1.6 SALIVA DE TRIATOMINEO COMO FORMA DE TRATAMENTO

Os triatomineos sdo insetos pertencentes a ordem Hemiptera, familia Reduvideae e
subfamilia Triatomineae. Este tdxon possui grande importancia na ecologia, pois sdo um dos
poucos insetos da subordem Heteroptera que se alimentam de sangue de animais. Alem disso,
estes invertebrados possuem importancia na salde puablica, pois alguns triatomineos séo
transmissores de Trypanossoma cruzi, o agente causador da doenca de chagas (SCHAEFER;
PANIZZI, 2000).

O tamanho relativo dos insetos adultos varia de 12 a 36mm e possuem 5 estadios

imaturos, morfologicamente similar aos adultos, exceto a auséncia de asas. Ambos sexos se
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alimentam de sangue de vertebrados em todas as fases da vida, comegando com a primeira
refeicdo 2 a 3 dias apos a eclosdo dos ovos. O inseto é capaz de transmitir o parasita em todas
as suas fases de vida, no entanto nos primeiros repastos sanguineos o triatomineo comumente
se infecta com T. cruzi (STEVENS et al., 2011).

Para que estes insetos hematofagos possam se alimentar com sucesso eles necessitam
modular a resposta imune, a inflamacéo e hemostasia do hospedeiro. Devido a isso, durante o
processo evolutivo a saliva destas espéecies passou a ser dotada de inimeras moléculas com
propriedades farmacoldgicas, permitindo o aprimoramento do repasto sanguineo (WIKEL,
1999). A saliva destes insetos nfo possui somente atividades anti-hemostaticas. E notavel que
a resposta imune do hospedeiro pode alterar as atividades de hematofagia do inseto e
consequentemente provocar danos ao seu ciclo de vida. Devido a isso é esperado que 0s
triatomineos possuam também na sua saliva propriedades anti-inflamatérias e
imunomoduladoras (SUTHERLAND; EWEN, 1974).

A saliva do triatomineo tem se mostrado eficiente na modulacdo da resposta imune e
alguns estudos ja comprovam sua eficacia no tratamento de doencas inflamatdrias intestinais,
reduzindo o quadro de inflamacdo exacerbado e sobretudo diminuindo os danos causado pelo
processo imunopatoldgico (SALES-CAMPOS et al., 2018?).

A infeccdo por T. gondii causa robusta resposta imune mediada por células, possuindo
o IFN-y como uma importante citocina no controle da infeccdo (SHER et al., 1993). No
modelo murino de doencas inflamatdrias intestinais, receptores do Tipo Toll exercem um
papel essencial, permitindo o reconhecimento e inicio da resposta inflamatéria. A auséncia de
receptores do tipo Toll, como TLR 11 e possivelmente TLR2, resulta na diminuigdo da
secrecdo de IFN-y (BENSON et al., 2009; YAROVINSKY, 2008). Apesar disso, as bactérias
comensais do intestino tém papel importante na intensidade de resposta imune que sera
promovida contra o0 parasita, cenario que é bastante semelhante nas doencas inflamatorias
intestinais (HEIMESAAT et al., 2006).

Durante o tratamento das doencas inflamatdrias intestinais, o objetivo principal é a
reducdo do processo inflamatorio. Para isso, na maiorias das vezes utilizam-se
imunobioldgicos que possuem alto custo para 0 paciente e para os sistemas de saude. Para
alguns grupos de pacientes, o tratamento da doenga possui importantes efeitos colaterais e
resultados insatisfatorios (BAUMGART; SANDBORN, 2007). Desta forma, é importante
analisar novas modalidades de tratamento, visto que as atuais apresentam diversos problemas

de custo, efetividade e bastantes efeitos colaterais.
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2 JUSTIFICATIVA

O intestino apresenta-se como um microambiente constantemente desafiado a manter
tolerancia imunologica a bactérias comensais e antigenos alimentares. Por outro lado, quando
0 organismo se depara com agentes infecciosos, tais como T. gondii, 0 combate a infecgdo
requer secrecdo de mediadores inflamatorios, associada a ativacdo da imunidade inata e
adaptativa. A resposta a infec¢do envolve quebra de toleréncia e desenvolvimento de resposta

Th1 que podem alterar a microbiota e a estrutura integra da barreira intestinal.

Em alguns modelos de estudo, tais como camundongos C57BL/6, a infeccdo por T.
gondii é capaz de induzir uma inflamacdo intestinal cujas caracteristicas sdo compartilhadas

com a patogénese das doencas inflamatdrias intestinais, em particular a doenca de Crohn.

A saliva de triatomineos apresenta um arsenal de moléculas capazes de suprimir a
resposta imunoldgica de vertebrados. Estudos mostram que esta saliva apresenta potencial
terapéutico capaz de suprimir a inflamacdo em doencas mediadas pelo sistema imunolégico.
Neste contexto, a infeccdo por T. gondii em camundongos C57BL/6 pode trazer novas
descobertas sobre as doencas inflamatorias. Muitas questdes sobre os determinantes da
imunidade funcional versus disfuncional permanecem inexplicaveis, particularmente no

contexto do sistema imune da mucosa.

Assim, sdo importantes os estudos capazes de fornecer informacgdes de como a terapia,
baseada no uso de saliva de triatomineos como fonte de moléculas imunomoduladoras, pode
alterar o resultado da resposta imunopatologica desencadeada pela infec¢do por T. gondii.
Além disso, avaliar a consequéncia desta imunomodulacéo no indice de infec¢do por T. gondii
pode contribuir para uma melhor compreensdo da interacdo parasito hospedeiro no
microambiente intestinal. Por fim, estudar os efeitos da administracdo da saliva de R. prolixus,
em um modelo de estudo que compartilha caracteristicas semelhante com a ileite da doenga
de Crohn, traz novas informacGes sobre o entendimento da doenca, que afeta milhares de
pessoas em todo o mundo e € capaz de causar danos irreversiveis a funcdo e estrutura do

sistema gastrointestinal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL.:
Avaliar os efeitos imunomodulatoérios da saliva R. prolixus na infecgdo intestinal por

T. gondii

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar o escore de morbidade de animais infectados com T. gondii e tratados ou ndo
com saliva de triatomineos;

e Mensurar variacdo de pesos de animais infectados com T. gondii e tratados ou néao
com saliva de triatomineos;

e Avaliar alteracbes de comprimento do intestino delgado dos animais nos diferentes
grupos experimentais;

e Quantificar cistos em macerados de cérebro;

e Avaliar os indices de sobrevivéncia nos diferentes grupos experimentais.

e Avaliar e comparar os niveis de citocinas séricas e intestinais produzidos em cada

grupo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Foram utilizados 10 camundongos machos C57BL/6 para cada condi¢do experimental,
sendo 30 animais no total, com 8 a 10 semanas de idade. Além disso, foram utilizados
roedores da espécie Calomys callosus que forneceu cistos para infectar os animais
experimentais. Estes animais foram mantidos na Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da
UFU (Universidade Federal de Uberlandia). Todos os animais tiveram acesso ad libitum a
racdo e agua filtrada, como também foram mantidos em ciclos 12 horas escuro/luz e
temperatura controlada. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFU sob protocolo n® 023/19 (Anexo 1).

4.2 COLETA, ARMAZENAMENTO E DETERMINAGCAO PROTEICA DO EXTRATO DE
GLANDULA SALIVAR (EGS) DE R. prolixus

Os triatomineos para extracdo das glandulas salivares foram obtidos da col6nia do
Insetario da UFTM (Universidade Federal do Triangulo Mineiro). Para realiza¢do do projeto
foram solicitados 210 insetos da espécie R. prolixus. Para a disseccao das glandulas salivares,
os triatomineos foram limpos em &gua destilada e etanol 70%. Depois, foi separado o
segmento cabeca do segmento torax e feita a dissecdo das glandulas do tubo digestorio. Em
fluxo laminar, foi feita a perfuracdo das glandulas salivares utilizando agulhas e
posteriormente, realizada centrifugagdo a 11.000 x g por 15 min a 6°C. Entdo, coletou-se o
sobrenadante contendo o EGS. Apés a coleta, o extrato foi mantido a —80 °C até 0 momento
do uso. A dosagem da concentragdo proteica do EGS foi feita usando Nanodrop 2000
(Thermofisher, EUA) e para atingir a concentragdo 10 ou 30ug/100uL de solucédo foi feita a
diluicdo em PBS estéril.
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4.3 OBTENCAO DOS CISTOS DE T. gondii

A cepa ME-49 de T. gondii foi mantida em encéfalos de C. callosus machos de acordo
com BARBOSA e colaboradores (2007). Para isso, C. callosus machos previamente
infectados com a cepa ME-49 de T. gondii foram anestesiados com solucdo de xilazina
(10mg/kg) (Syntec, Hortolandia, SP, Brasil) e cetamina (100mg/kg) (Syntec) e eutanasiados
por deslocamento cervical. Os encéfalos dos animais foram removidos assepticamente,
lavados, macerados e homogeneizados em 2 mL de PBS estéril (pH 7.2) por aspiracdo usando
seringa de 5mL e agulha de 25x7mm. Aliquotas de 20uL da solugédo obtida foram observadas
em microscopio de luz (objetiva 10x) para contagem de cistos teciduais. Apos contagem dos
cistos, estes foram ressuspendidos em tampdo PBS estéril para obter uma concentracao final
de 20 cistos por de 100uL de PBS. Esta suspensdo foi utilizada para infeccdo dos animais
C57BL/6 (20 cistos em 100uL de PBS) por gavagem utilizando canula rigida com
extremidade arredondada, com a qual a solugéo foi administrada pela boca, diretamente no

estdmago do animal.

4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em 03 grupos experimentais:
- Camundongos infectados e ndo tratados (injecao diaria de salina)
- Camundongos infectados e tratados com saliva de R. prolixus (10pg)
- Camundongos infectados e tratados com saliva de R. prolixus (30ug)

Os animais foram tratados intraperitonealmente (IP) com saliva de R. prolixus (10 ou
30pg em 100ul de PBS). O grupo controle recebeu salina nas mesmas condi¢des do grupo
tratado. Dois dias ap6s inicio do tratamento, os animais foram infectados via oral, por
gavagem com 20 cistos da cepa ME49 de T. gondii em 100ul de PBS, obtidos de macerados

de cérebros de C. callosus previamente infectados, conforme descrito acima.

Apos infeccdo os animais foram tratados com solucdo de saliva por inoculagdo
intraperitoneal (IP) com 100ul de solug¢ao de saliva de R. prolixus contendo 10 ou 30ug de
proteinas da saliva, por mais 21 dias consecutivos apés infeccdo, totalizando 23 dias de
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tratamento e 21 dias de infecgéo (fase cronica da infec¢do). O grupo controle foi tratado com

injecdo de PBS pelo mesmo periodo.

Os animais foram avaliados diariamente, aproximadamente no mesmo horério
(durante 23 dias), quanto a variacbes no score de morbidade, conforme descrito por
BARTLEY et al. (2006), com modificacdes. Para isso foram avaliados os seguintes
parametros: fezes (normal, curtas e ausentes), atividade (ativo, hipoativo, hipoativo
prostrado), pelagem (brilhante, pouco arrepiada, arrepiada e muito arrepiada), postura
(normal, pouco arqueado, arqueado e muito arqueado), hidratacdo (normal, pouco
desidratado, desidratado e muito desidratado) (TABELA 1). Por meio da soma total dos
valores obtidos em cada parametro foi obtido o escore diario atribuido para cada animal.
Além disso, aferiu-se o peso corporal dos animais e a variacdo de peso foi calculada pela
diferenca entre a medida de peso obtida diariamente pelo peso inicial de cada camundongo

(anterior ao tratamento).

Avaliou-se ainda o indice de sobrevivéncia dos animais durante o0 mesmo periodo.
Apbs o periodo de 23 dias de tratamento e 21 dias de infec¢cdo, os animais sobreviventes
foram eutanasiados. A seguir, coletou-se o intestino dos animais para avaliacdo da medida
total do intestino delgado de cada animal. Coletou-se ainda o cérebro dos animais para

avaliacdo de parasitismo tecidual.

Tabela 1 — Parametros de escores avaliados e valores atribuidos em cada situagao.

Fezes Atividade Pelagem Postura Hidratacdo
Normal Ativo Brilhante Normal Normal
0 pontos 0 pontos 0 pontos 0 pontos 0 pontos
Curtas Hipoativo Pouco arrepiada Pouco Arqueado Pouco Desidratado
2 pontos 1 ponto 1 ponto 1 ponto 1 ponto
Arrepiada Arqueado Desidratado
Hipoativo
Ausente 2 pontos 2 pontos 2 pontos
Prostrado
4 pontos Muito arrepiada Muito arqueado Muito desidratado
2 pontos

4 pontos

4 pontos

4 pontos

Fonte: Arquivo do autor
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4.5 QUANTIFICACAO PARASITARIA EM MACERADO DE CEREBRO

Apls a eutandsia, 0 cérebro de cada animal foi coletado e um fragmento
correspondente a ¥ do 6rgdo foi utilizado para contagem de cistos. O fragmento foi pesado,
homogeneizado em formaldeido 10% tamponado com PBS. O volume da solucgéo foi ajustado
ao peso do fragmento de modo a se obter uma concentracdo de 1mg/uL. A homogeneizagéo
foi realizada por aspiracdo usando seringa de 1mL e agulha de 25x7mm. Apoés este
procedimento, foram pipetados 20pL de amostra em lamina de microscopia. Foi colocado
laminula sobre a amostra a qual foi analisada em microscopio de luz, com objetiva de 10x.
Foram contados todos os cistos em todos os campos microscopicos. Apds isso, foi feito um

calculo de estimativa de cistos em 1mL de amostra.

4.6 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS POR CITOMETRIA DE FLUXO (CYTOMETRIC
BEAD ARRAY — CBA)

As citocinas nos soros e no intestino dos camundongos foram quantificadas por
citometria de fluxo, conforme as instrucdes do kit Cytometric Bead Array™ (BD
BIOSCIENSE, SAN JOSE, CA). Foi feito a deteccdo de citocinas murinas de perfil
Th1/Th2/Th17, sendo elas: IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17.

Os soros dos animais foram adicionados a tubos indicados para citometria de fluxo,
denominados tubos FACS. Para a detec¢éo no intestino, fragmentos de intestino previamente
congelados foram macerados em tampédo de radioimunoensaio (RIPA) e adicionados em
coquetel de inibidor de protease. A seguir, 0 homogenato foi centrifugado a 15000g durante
30min a 4°C, o sobrenadante foi coletado, diluido 5x com o diluente do kit e colocado nos
tubos para citometria.

Ap0s, acrescentou-se aos tubos de amostras uma mistura de beads de captura de
citocinas e os anticorpos de deteccao conjugados com fluorocromo. Os tubos foram incubados
por 3 horas a temperatura ambiente e na auséncia de luz. A seguir, as amostras foram

centrifugadas (400xg durante 10 minutos) e os sobrenadantes foram descartados.

A seguir, as beads foram ressuspendidas em tampéo e as amostras foram submetidas
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ao citdmetro de fluxo (FACSCalibur, BD Company) do laboratério de Imunologia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Os dados foram analisados utilizando o software
BD FACSDivaTM. As concentracGes de citocinas foram obtidas em referéncia a uma curva
padrdo, construida através de concentragdes ja conhecidas e determinadas. A concentracdo de

citocinas foi expressa em pg/mL.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios foram conduzidos com um n amostral que variou entre 7 e 10
animais/grupo (alterando o n amostral de acordo com o indice de mortalidade em cada grupo).
As diferencas entre as condi¢Bes experimentais foram analisadas pelo programa Graph Pad
Prisma. Dados paramétricos foram analisados pelo teste One-way ANOVA, com pos-teste de
Sidak para comparagdes multiplas. Dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de
Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis (para comparacdes simples ou multiplas, respectivamente).
Dados de sobrevivéncia foram apresentados como teste de Kaplan-Meier e analisados com
teste de log-rank. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 VARIACAO MEDIA DIARIA DE ESCORES CLINICOS DE MORBIDADE

No decorrer dos 23 dias, 0s animais infectados e tratados foram acompanhados e foi
atribuido uma soma diéria de escore clinico para cada animal. Dessa forma, foi possivel saber
se 0 tratamento com extrato de glandula salivar, modificaria os escores clinicos promovidos

pela infecgéo oral por T. gondii.

O tratamento foi iniciado no dia 1 e a infeccdo no dia 3. Até o oitavo dia de
tratamento, os animais ndo apresentam valores de escores maiores que 0 (FIGURA 4). No
nono dia de tratamento, os animais comegaram a apresentar 0s sintomas da infecgéo oral pelo
parasita, porém, sem diferenca entre os grupos. No 12° dia os animais de todos 0s grupos
atingiram o maior valor de média diaria de escores, sem diferenca significativa entre os
grupos. No 14° dia os grupos tratados com concentragdes de 10 e 30pg de EGS (Extrato de

Glandula Salivar) tiveram diferencas significativas em relacdo ao controle (FIGURA 4).

Nos dias 16, 17, 20 e 22 de tratamento, o grupo tratado com 30ug de EGS obteve
menores médias didrias de escores, em comparacao aos grupos tratado com 10ug de EGS e
controle, sendo a diferenca estatisticamente significativa (FIGURA 4). No decurso do 21° dia
de tratamento, o grupo tratado com 30ug de EGS obteve a menor média diaria de escores, no
entanto apresentou diferenca significativa apenas com o grupo tratado com 10ug. J& no altimo
dia de tratamento, o grupo tratado com 30ug de EGS apresentou média diaria de escores

significativamente menor que o grupo controle (FIGURA 4).

A partir do dia 18 de tratamento, os grupos apresentam reducdo da média diéria de

escores marcada pela reducdo dos sintomas da infeccéo oral de T. gondii (FIGURA 4).
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Analisando todo decorrer do tratamento, podemos observar que todos 0s animais
apresentaram sintomas da infeccdo, apresentando aumento e reducdo da média diaria de
escores ao longo do periodo. Apesar disso, a partir do dia 15, o grupo tratado com 30pug de

saliva obteve a menor média diaria de escores (FIGURA 4).

Figura 4: Variagdo de média diaria de escores (fezes, atividade, pelagem, postura e hidratagdo) de morbidade
em animais C57BL/6 infectados oralmente com 20 cistos de T. gondii (cepa ME-49) Dados foram analisados
pelo one-way ANOVA, com teste de comparacbes multiplas de Sidak, (*) diferencas significativas entre
tratamento com diferentes concentragbes de EGS (10 e 30ug); *p < 0,05, **p<0,01; (&) diferenca entre controle
e tratamento com 10pg de EGS, && p <0.01); (#) diferenca entre controle e tratamento com 30ug de EGS (#p
<0.05, ## p <0,01) .

-o- Controle
= 10pg
—— 30ug
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\l
1
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Dias de tratamento

Fonte: Arquivo do Autor

5.2 SOMA TOTAL DOS ESCORES DE MORBIDADE NOS 23 DIAS DE TRATAMENTO
COM SALIVA

Para verificar se o tratamento com EGS alterou os escores totais de morbidade
causados pela infeccdo oral por T. gondii somaram-se os valores de escores obtidos
diariamente durante os 23 dias de tratamento. As somas dos valores de escores obtidos foram:
78,25; 71,75 e 54,8 para 0s grupos controle, tratados com 10ug e 30ug de EGS,
respectivamente (FIGURA 5). O grupo tratado com saliva na concentracdo de 30ug de EGS
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apresentou media da soma total de escores significativamente menor que aos animais tratados

com 10pg e do grupo controle (FIGURA 5).

Figura 5: Média da soma total de escores apds 23 dias de tratamento com EGS em animais C57BL/6 infectados
oralmente com 20 cistos de T. gondii (cepa ME-49). Os valores foram calculados por meio da soma total dos
escores durante 23 dias. Cada grupo continha em 5 animais. Dados foram apresentados como média e desvio
padrdo e analisados pelo one-way ANOVA, com teste de comparagdes multiplas de Sidak. (*) diferencas
significativas entre as médias dos grupos. **p=0,01 e ***p=0,001

* %k %k

1004 * %k

Controle 10ug 30ug

Soma total dos escores apds 23 dias de tratamento

Fonte: Arquivo do autor

5.3 EFICACIA DO TRATAMENTO COM EGS NA REDUCAO DE PERDA DE PESO
DURANTE A INFECCAO

Durante os 23 dias de experimento foi medido o peso diario dos animais para verificar
se 0 tratamento com EGS seria capaz de reduzir a perda de peso causada pela infeccéo por T.
gondii. Todos os grupos tiveram perdas de peso devido a infeccdo por T. gondii, no entanto o
grupo tratado com concentracdo de 30ug de EGS obteve menor redugéo de peso na maior

parte dos periodos analisados (FIGURA 6).

Do segundo dia de experimento até o 11° dia de tratamento com EGS, o grupo tratado
com 10ug de EGS foi o que mais perdeu peso. No 3° dia, esta diferenca foi significativa em

relacdo ao controle. No decorrer dos dias 5, 6, 7 e 14 houve diferencas significativas de perda
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de peso entre os grupos tratados com 10ug e 30ug de EGS. Dos dias 12 ao 21 o grupo tratado

com 30ug de EGS obteve menor reducdo de peso em relagdo ao grupo controle (FIGURA 6).

Figura 6: Variacdo de perda de peso em animais C57BL/6 infectados oralmente com 20 cistos de T. gondii (cepa ME-
49). O monitoramento foi realizado diariamente durante 23 dias e os resultados foram apresentados como média dos
dados obtidos de 10 animais por grupo em dois experimentos independentes. Dados foram analisados pelo one-way
ANOVA, com teste de comparacgGes multiplas de Sidak, (*) diferencas significativas entre tratamento com diferentes
concentracfes de EGS (10 e 30ug); *p < 0,05; (&) diferenga entre controle e tratamento com 10pg de EGS, (& p
<0.05); (#) diferenca entre controle e tratamento com 30ug de EGS (p <0.05, ## p <0,01) .
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Perda de peso (Q)

Dias de tratamento

Fonte: Arquivo do Autor
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5.4 EFEITO DO TRATAMENTO COM EGS NA SOBREVIVENCIA DOS GRUPOS
EXPERIMENTAIS

Com intuito de verificar se o tratamento com EGS diminuiria a taxa de mortalidade
entre 0s grupos, realizou-se uma curva de sobrevivéncia. No decorrer do experimento,
ocorreram Obitos em todos 0s grupos, sendo observadas taxas de sobrevivéncia de: 79% para
0 grupo controle, 68% para o grupo tratado com 10pg de EGS e de 90% para o grupo tratado
com 30ug de EGS (FIGURA 7). Embora ndo houve diferenca estatistica significativa, o grupo

tratado com a maior concentragdo de saliva obteve o maior indice de sobrevivéncia.

Figura 7 Gréafico de curva de sobrevivéncia em animais C57BL/6 infectados oralmente com 20 cistos de T.
gondii (cepa ME-49). O monitoramento foi realizado diariamente durante 23 dias e os resultados foram
apresentados como percentagem de sobrevivéncia, dados obtidos de 10 animais por grupo em dois experimentos
independentes. Dados foram apresentados como porcentagem de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e analisados
com teste de log-rank, p=0,6 (ns = ndo significativo).
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Fonte: Arquivo do Autor
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5.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM EGS NO COMPRIMENTO INTESTINAL

Para verificar se 0s animais infectados com T. gondii tratados e ndo tratados com
extrato de glandula salivar de R. prolixus tiveram alteragGes significativas no comprimento
intestinal, mediu-se in loco, apds a eutanasia, 0 comprimento total do intestino delgado. As
médias de comprimento total do intestino foram: 27cm para o grupo controle, 29,3cm para o
grupo tratado com 10ug de EGS e 30,7cm para o grupo tratado com 30ug. O grupo tratado
com 30ug de EGS apresentou a maior média de comprimento de intestino. Entretanto, ndo
foram encontradas diferengas significativas entre os grupos (FIGURA 8). Ademais,
visualmente os animais que foram tratados com o EGS (30ug) tinham o aspecto

macromorfoldgico do intestino mais preservado que os animais do grupo controle.

Figura 8: Média de comprimento total do intestino delgado, medido in loco, apds eutanasia. Camundongos
C57BL/6 infectados oralmente com 20 cistos de T. gondii (cepa ME-49) foram tratados durante 23 dias com
EGS. Os valores foram obtidos por meio da média e desvio padrdo do comprimento do intestino dos animais. Os
grupos controle, EGS 10pg e EGS 30pug foram constituidos por 8, 7 ¢ 9 animais, respectivamente. Os dados
foram obtidos de dois experimentos realizados de forma independente e analisados pelo one-way ANOVA, com
teste de comparagdes multiplas de Sidak.
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Fonte: Arquivo do Autor
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56 EFEITO DO TRATAMENTO COM EGS NA CONTAGEM DE CISTOS EM
MACERADOS DE CEREBRO

Para avaliar se o tratamento interferiu no processo de formacéo de cistos de T. gondii,
realizou-se a contagem de cistos em macerados de cérebro utilizando microscopio de luz. Os
grupos tratados com 10ug e 30ug de EGS apresentaram contagem de cistos
significativamente menores em relagdo ao grupo controle. O grupo controle apresentou média
de 1100 cistos/mL, o grupo tratado com 10ug de EGS foi observado a quantidade média de
500 cistos/mL e o grupo tratado com 30ug de EGS foi encontrado uma média de 400

cistos/mL (Figura 9).

Figura 9: Média de quantidade de cistos em macerado de cérebro. Contagem realizada em microscépio de luz.
Animais C57BL/6 infectados oralmente com 20 cistos de T. gondii (cepa ME-49) foram tratados durante 23 dias
com EGS. Os valores foram obtidos por meio da média e desvio padrdo da quantidade de cistos obtidos nos
macerados de cérebro dos animais em 20uL de amostra e a seguir, estimou-se a quantidade de cistos em 1mL de
solucdo. Os grupos controle, EGS 10ug e EGS 30ug foram constituidos por 8, 7 e 9 animais, respectivamente.
Os dados foram analisados pelo one-way ANOVA, com teste de comparac¢es maltiplas de Sidak.*p < 0,05
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5.7 PRODUCAO DE CITOCINAS SERICAS

Para estimar se o tratamento promoveu diferencas na secre¢do de citocinas séricas
entre os grupos durante a inflamacao intestinal, realizou-se CBA para quantificar as citocinas
secretadas de perfil Thl (TNF, IFN-y e IL-6), Th2 (IL-4, IL-2 e IL-10) e Th17(IL-17). N&o

foi detectado no soro a citocina IL-17 em nenhum dos animais.

No que tange as citocinas de perfil anti-inflamatorio, observou-se secre¢do média de
13,42; 7,99 e 25,9pg/mL de IL-10, para os grupos controle, tratado com EGS na quantidade
de 10pg e 30ug, respectivamente, ndo foram encontradas diferengas significativas entre 0s
grupos (FIGURA 10A). Observou-se a secrecdo média de IL-4, nas quantidades 0,53; 1,06 e
2,22pg/mL para os grupos controle, tratado com EGS na quantidade de 10ug e 30ug,
respectivamente, entretanto, sem diferenga estatistica entre os grupos (FIGURA 10B). Por
fim, para a citocina IL-2, no grupo controle ndo foram detectados valores de secrecdes séricas,
0 grupo tratado com 10ug de EGS obteve secrecdes médias de 1,28pg/mL e o grupo tratado
com 30pg de EGS obteve concentracdes médias de 0,98pg/mL (FIGURA 10C).

Referente as citocinas de perfil inflamatorio, ndo encontramos nenhuma diferenca
estatistica de secrecdo nos grupos analisados. Observou-se para a citocina TNF a secrecao
média de 40,74; 40,88 e 25,10pg/mL para os grupos controle, tratado com 10ug e 30ug de
EGS, respectivamente (FIGURA 10D). Para a citocina IFN-y observamos secre¢ao média de
47,51pg/mL para grupo controle, 51,09pg/mL para o grupo tratado com 10ug de EGS e
32,71pg/mL para o grupo tratado com 30ug de EGS (FIGURA 10E). Para IL-6 obteve-se 0s
valores médio de secrecdo de 12,16pg/mL para o grupo controle, 9,72pg/mL para 0 grupo
tratado com 10ug de EGS e 2,05pg/mL para o grupo tratado com 30ug de EGS (FIGURA
10F).
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Figura 10: Média da quantidade de citocinas séricas secretas. Valores obtidos por ensaio CBA. Em (A) IL-10,
(B) IL-4, (C) IL-10, (D)TNF, (E) IL-6 e (F)IFN-y Animais C57BL/6 infectados oralmente com 20 cistos de T.
gondii (cepa ME-49) foram tratados durante 23 dias com EGS. Os valores foram obtidos por meio da média e
desvio padrdo da quantidade de citocina sérica secretada. Os grupos controle, EGS 10ug e EGS 30pg foram
constituidos por 8, 7 e 9 animais, respectivamente. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, com
teste de comparagdes multiplas de Dunn.
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Fonte: Arquivo do Autor

5.8 ANIMAIS ALTO PRODUTORES DE CITOCINAS SERICAS

Com o objetivo de analisar as diferencas de secrecdo sérica de citocinas entre 0s
grupos, foi feito uma analise para evidenciar os animais altos produtores de citocinas em cada

situacdo experimental. Para isso, foi feito a mediana global de producdo de cada citocinas
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considerando todos o0s grupos experimentais. Aqueles animais que obtiveram valores de
secrecdo maiores que a mediana global foram considerados altos produtores de citocinas.
Apds, foi feito uma analise de porcentagem, definindo a porcentagem de animais altos
produtores de citocinas em cada grupo experimental e os resultados foram plotados em

graficos do tipo radar.

Tangente a citocina TNF, foram altos produtores de citocinas, 63% dos animais do
grupo controle, 43% dos animais tratados com 10pg de EGS e 44% dos animais tratados com
30ug de EGS. Concernente a citocina IFN-y, os grupos controles ¢ tratados com 10pg e 30pg
de EGS, apresentaram 63%, 57% e 33% de camundongos altos produtores de citocinas
respectivamente. Além disso, 50% dos animais do grupo controle, 57% dos animais do grupo
tratado com 10pug EGS e 44% dos animais do grupo tratado com 30upg de EGS, foram
determinandos como altos produtores de IL-6 (FIGURA 12).

Para a citocina I1L-4, 13% do grupo controle, 43% do grupo tratado com 10ug de EGS
e 44% do grupo tratado com 30ug de EGS foram considerados animais alto produtores de
citocinas. Por fim, referente a citocina IL-10 foram considerados altos produtores de citocinas,
50%, 57% e 44%, dos grupos controle, tratados com 10ug e 30pg de EGS, respectivamente.
Para a citocina IL-2 os grupos controle, tratados com 10ug e 30ug de EGS, apresentaram 0%,

29% e 33% de animais altos produtores de citocinas respectivamente.(FIGURA 12).

Observamos que tangente as citocinas pro-inflamatérias, o grupo tratado com 30ug de
EGS apresentou as menores quantidade de animais altos produtores de IL-6 e IFN-y. O grupo
tratado com EGS na quantidade de 10ug obteve as maiores porcentagens de animais altos
produtores de IL-6 e menores porcentagem de altos produtores de TNF. Ja o grupo controle
foi observado as maiores taxas de animais altos produtores de citocinas IFN-y e TNF
(FIGURA 12).

Referente as citocinas anti-inflamatdrias o grupo tratado com 30ug de EGS registrou a
maior quantidade de animais altos produtores de IL-4 e o grupo tratado com 10ug de EGS foi
observado a maior quantidade de camundongos altos produtores de IL-10. além disso o grupo
registrou as maior quantidade de animais altos produtores de IL-2 O grupo controle teve as
menores porcentagens de animais altos produtores de IL-4 e IL-10. Ademais, o grupo controle

ndo apresentou animais produtores de IL-2 (FIGURA 12).
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Figura 12: Gréficos de assinaturas de citocinas séricas, demonstrando porcentagem de animais altos produtores
de IL-6, TNF, IFN, IL-10, IL-4 e IL-2 nos grupos experimentais. Animais C57BL/6 infectados oralmente com
20 cistos de T. gondii (cepa ME-49) foram tratados durante 23 dias com EGS. Foram considerados animais altos
produtores de citocinas, aqueles animais que registraram valores de secrecdo de citocinas superiores a mediana
global calculada com base em todo o universo de dados de cada citocina. Os grupos controle, EGS 10ug ¢ EGS
30pg foram constituidos por 8, 7 e 9 animais, respectivamente.
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Fonte: Arquivo do Autor

5.9 PRODUCAO DE CITOCINAS NO INTESTINO

Para saber se o tratamento com EGS foi capaz de modular a secre¢do de citocinas no
intestino, foi feito CBA em homogenato de tecido intestinal. Ndo foram detectados no

intestino secrecdo de citocinas IL-2, IL-17 e IL-6. No tocante a citocina IL-10, no grupo
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tratado com 30ug de EGS foi observado uma média de secrecdo de 1,42pg/mL, a Gnica média
superior a zero e com diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (FIGURA 13A).
TNF somente foi registrada secrecdo no grupo controle, com valores médios de secrecdo de
1,38pg/mL, sem diferenca significativa com os outros grupos (FIGURA 13B). Referente a IL-
4, somente o grupo tratado EGS na quantidade de 10ug foi observado secre¢Bes médias,
registrando valores médios de 0,70pg/mL (FIGURA 13C). Para IFN-y foram observados 0s
valores médios de secrecdo de citocina de 1,37; 0,55 e 0,30pg/mL para os grupos controle e
tratados com 10ug e 30pg de EGS, respectivamente (FIGURA 13D).

Figura 13: Média da quantidade de citocinas secretadas no intestino. Valores obtidos por teste de CBA em
10mg de tecido intestinal e amostras diluidas 5x. Em (A) IL-10, (B)TNF, (C) IL-4 e (D) IFN-y. Animais
C57BL/6 infectados oralmente com 20 cistos de T. gondii (cepa ME-49) foram tratados durante 23 dias com
EGS. Os valores foram obtidos por meio da média e desvio padrédo da quantidade de citocina sérica secretada. Os

grupos controle, saliva 10ug e saliva 30pug foram constituidos por 8, 7 ¢ 9 animais, respectivamente. Os dados
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, com teste de comparages multiplas de Dunn.*p<0,05
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6 DISCUSSAO

O intestino participa ativamente dos processos de digestdo e absor¢do dos nutrientes.
Este 6rgdo forma a maior barreira do nosso organismo, dividindo a interface do Iimen e a
interface da circulagdo. A barreira ao longo do periodo evolutivo se tornou complexa,
adquirindo varios mecanismos de defesa que asseguram sua funcéo. InUmeros componentes
trabalham juntos, evitando que patégenos aproveitem os nutrientes do limen, ou invadam a
circulacdo causando doencas e danos ao hospedeiro (TURNER, 2009; YOUNGBLUT et al.,
2019). Entretanto, apesar da especializada habilidade de defesa desta barreira, alguns
microrganismos coevoluiram e aumentaram sua capacidade de invasdo. Um destes
microrganismos é T. gondii, protozoario que possui varios mecanismo de invasdo de barreiras
e de evaséo do sistema imune (EBERT, 2008; JU; CHOCKALINGAM; LEIFER, 2009).

A barreira intestinal possui inimeras vantagens para 0S organismos que a possuem.
N&o obstante, este componente pode ser precursor de doencgas e morbidades caso a regulacéo
da resposta imunoldgica ndo seja eficiente, tolerante e autoregulada. Camundongos C57BL/6
ao serem infectados por T. gondii de forma oral, exibem uma resposta imunolégica
exacerbada, ndo regulada e depletiva. Devido a este evento, a barreira se encontra
comprometida ndo realizando com eficiéncia suas atividades fisioldgicas e imunoldgicas
(GREGG et al., 2013).

A quebra da homeostasia intestinal é observada também na doenca de Chron. A
doenca é exibida através de resposta imune do tipo Thl exarcebada e ndo regulada, assim
como é observado em modelos de infeccdo oral por T. gondii em animais C57BL/6. Uma
forma de tratar este quadro de inflamacgdo exacerbada € através de imunoterapia. Atualmente,
os farmacos disponiveis sdo de alto custo e alguns pacientes sofrem com efeitos colaterais.
Desta forma, é importante a busca por novos principios ativos ou substancias capazes de
combater o quadro inflamatorio sem causar danos ao paciente. Assim, a saliva de insetos
hematdfagos surge como potencial alternativa de tratamento de inflamagGes exacerbadas no
intestino, por sabidamente possuir propriedades anti-inflamatorias. A saliva pode fornecer um
novo imunoregulador para tratar doengas inflamatdrias, fornecendo um componente
regulatério para o0s processos inflamatérios exacerbados(PITHADIA; JAIN, 2011,
SHANAHAN, 2002; TITUS; BISHOP; MEJIA, 2006).
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No nosso estudo utilizamos animais C57BL/6 e os infectamos oralmente com 20 cistos
de T. gondii. Os nossos resultados mostraram que o tratamento com EGS na concentracéo de
30 ug foi eficiente ao reduzir por varios dias a média de escores de morbidade causados pela
infeccdo. Foi observada também, a reducdo da soma total de escores durante os 23 dias de
tratamento nos animais tratados com 30pg de EGS. Ap6s a invasdo do epitélio intestinal por
T. gondii, ocorre o desencadeamento de uma resposta imunoldgica robusta do tipo Thl.
Alguns linfécitos T atuam mediando a necrose, promovendo assim mudancas histopatoldgicas
e alterando a atividade fisioldgica e imunoldgica do o6rgdo. Além disso, ha uma robusta
sinalizacdo para producdo de mediadores inflamatérios como 6xido nitrico, TNF-a e INF-y
(LIESENFELD et al., 1996, 1999). Mediadores que, em excesso, participam da deplecdo
estrutural do 6rgdo e promove alteracdo na homeostasia do organismo (HANAUER, 2006). A
partir destas premissas, observamos que a saliva foi eficiente em reduzir a inflamacéo
exacerbada, diminuindo assim, os sinais clinicos (diminuicdo da defecacdo, alteracGes
etologicas, modificacdo da pelagem, deformacdo da postura e desidratacdo) causados pelo

processo inflamatdrio nos grupos tratados.

Em outros trabalhos, induzindo inflamacdo intestinal em animais C57BL/6 com
dextran sulfato de sddio, foi observado que animais tratados com concentracdo de EGS de
30ug tiveram reducdo significativa no valor diario de escore em relacdo ao grupo controle e
ao grupo tratado com concentracao de 3 pug de EGS. Além disso, a reducdo da inflamacéo foi
obtida por meio da modulacdo local de citocinas, aumentando a producédo de IL-10 que possui
atividades anti-inflamatorias e reduzindo a producdo de IL-6 que possui atividades pro-
inflamatdrias (SALES-CAMPOS et al., 2018). Muitos farmacos que existem hoje para o
tratamento das doencas inflamatdrias intestinais agem por meio de anticorpos que neutralizam
citocinas inflamatdrias como TNF-a. Portanto, a modulacdo da resposta imune se configura

como um bom caminho para o tratamento destas doencas (COLOMBEL et al., 2007).

No presente estudo foi observado que os animais tratados com 30ug de EGS tiveram a
menor perda de peso que animais do grupo controle em varios dias de tratamento. O intestino
delgado participa ativamente do processo de absorcdo de nutrientes. Para exercer sua funcéo
de absor¢cdo com exceléncia, o 6rgdo possui diversas estruturas que sdo essenciais e
contribuem para a realizacdo eficiente da atividade fisiologica. A &rea deste oOrgio é
significativamente aumentada pela presenca de vilosidades e microvilosidades, que aumentam
a area de superficie intestinal em 30 a 600 vezes, respectivamente, contribuindo assim para

maximizacdo da absor¢do (KIELA; GHISHAN, 2016). Apesar disso, quando induzida a
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infeccdo oral por T. gondii, a intensa inflamacdo do tipo Thl leva a reducgdo e encurtamento
das vilosidades, prejudicando assim, a atividade fisiologica do érgdo. A deplecdo das
vilosidades leva a ma absorcdo de nutrientes que levara a perda de peso (EGAN; COHEN;
DENKERS, 2012).

Ademais, muitos outros nutrientes sdo transportados por processos biofisicos que
dependem da membrana da célula, necessitando da homeostasia deste componente celular. No
entanto, durante a inflamacdo intestinal por T. gondii € observado intensa necrose e destruicdo
celular, prejudicando a atividade fisioldgica normal do intestino (LIESENFELD, 2002).

No decurso do processo inflamatorio as bactérias do intestino exercem um papel
fundamental na patologia da inflamacdo intestinal causada por T. gondii, 0 processo
imunoldgico desrugulado causado pela infeccdo pelo parasita, leva a um desbalanco na
microbiota intestinal (XAVIER; PODOLSKY, 2007). Deste modo, durante o processo
inflamatorio é observado uma mudanca da microbiota de um perfil gram-positivo, para um
perfil gram-negativo constituido principalmente por bactérias enteroadesivas (DARFEUILLE-
MICHAUD et al., 2004). Estas bactérias gram-negativas translocam pelas lesGes da barreira
intestinal, que sdo causadas pelo processo inflamatério exacerbado promovido pela infecgdo
por T. gondii. Neste quadro patoldgico, os antigenos bacterianos translocados alimentam uma
massiva resposta Thl, que leva a efeitos colaterais intensos e contribuem para ampliacdo da
degradacéo da barreira (HANS et al., 2000).

Desta forma, é observado que, ao administrar 0 EGS na concentracdo de 30ug
reduziu-se o processo inflamatorio exacerbado, levando a menor degradagcéo dos componentes
do intestino favorecendo o processo de absorcdo de nutrientes. Além disso, a redugdo da
inflamacdo pode levar a um menor desbalanco na microbiota, reduzindo os efeitos patolégicos

do processo inflamatério.

No presente trabalho observou-se que, o grupo tratado com a maior concentracdo de
EGS teve a menor taxa de mortalidade. A resposta imune reguladora tem um papel importante
na resposta da mucosa a T. gondii. Uma citocina importante que participa do processo de
regulacdo da resposta imune perante ao parasita € 1L-10. A importancia desta citocina esta
relacionada a prevencdo do processo imunopatoldgico. Camundongos knockout para IL-10
sd80 mais suscetiveis & infecgdo induzida oralmente por T. gondii, possuindo uma patologia
mais grave e sobrevivéncia reduzida (SUZUKI et al., 2000). Além disso, em animais knockout
para IL-10 ocorre um aumento na producdo enddgena de IL-12, TNF-o e IFN-y
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(SCHARTON-KERSTEN et al., 1996). Trabalhos anteriores demonstram que a saliva dos
triatomineos inibem perfil de resposta Thl, exercendo um papel imunoldgico semelhante a
citocina IL-10 (MENDES et al., 2016). Portanto, ao se modular negativamente a resposta
inflamatdria exacerbada, reduziu-se o processo patolégico intenso que levariam os animais a

morte.

Um dos aspectos da patologia que leva os animais a morte é a translocacgao bacteriana,
pois este processo contribui alimentando massivamente a resposta imune Thl. Estudos
demonstraram que em animais germ-free a doenca se desenvolve de forma mais branda
(HEIMESAAT et al., 2006). A inflamacdo exacerbada causada pela infec¢cdo de T. gondii leva
a deplecdo das bactérias simbioticas do intestino. Desta forma, em semelhanca as DII
humanas, a infecgdo pelo parasita funciona como um gatilho inicial para a quebra da
tolerancia imunoldgica perante a microbiota (COUTURIER-MAILLARD et al., 2018). A
microbiota intestinal tem papéis essenciais para o0 hospedeiro como a producdo de
bacteriocinas e a modulacdo de producéao de citocinas, contribuindo para a defesa da barreira.
Quando as bactérias simbioticas sdo atacadas pelo sistema imune é dado a oportunidade para
colonizagcdo do intestino por bactérias possivelmente patogénicas (ROOKS; GARRETT,
2016). Desta forma, acreditamos que ao tratar os animais com EGS modulamos a resposta
imune exacerbada que causaria danos a microbiota, levaria a exacerbacdo do processo
inflamat6rio e posteriormente a morte dos animais. Estudaremos futuramente melhor a
relacio do EGS com a modulacdo da microbiota, entendendo melhor os papéis dos

componentes salivares.

Em trabalhos realizados na fase aguda da inflamacao causada pelo dextran sulfato de
sodio, foi observada reducdo significativamente maior do intestino do grupo controle em
relacdo aos grupos tratados (CHAPMAN-KIDDELL et al., 2010; SALES-CAMPOS et al.,
2018). No nosso trabalho (fase cronica da infeccdo), apesar da média de comprimento
intestinal ser menor no grupo controle, ndo encontramos diferencas significativas entre os
grupos. Diferentemente da fase aguda, em que o intestino estd em seu maior estado de
inflamacéo, na fase cronica é observada a reducdo do processo inflamatorio. Portanto, esta

situagdo pode ter interferido na diferenga de resultados obtido nos dois estudos.

No nosso trabalho animais do grupo controle infectados oralmente por T. gondii foi
observado um numero maior de cistos no ceérebro em comparagdo aos grupos tratados com

EGS. Durante a infeccdo por T.gondii, as citocinas pré-inflamatorias do tipo Thi,
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principalmente IFN-y e IL-12, exercem um papel importante no combate a infecgdo
promovendo a resisténcia do hospedeiro a infeccdo (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT,
2011; TAIT; HUNTER, 2009).

A citocinas pré-inflamatorias de perfil Thl promovem diversos efeitos danosos nos
animais C57BL/6 infectados oralmente por T. gondii. Apesar disso, trabalhos demonstram
que animais tratados com anticorpos que neutralizam a citocina I1L-12 e animais knockouts
para IL-12, possuem a producgdo de IFN-y reduzida. Desta forma, este animais ficam mais
suscetiveis a infecgdo por T. gondii. Reprimir a resposta do tipo Th1l nem sempre é bom para
0 hospedeiro, tanto que o parasito pode modular negativamente a sintese de IL-12,
deprimindo a resposta imunoldgica do tipo Thl e favorecendo assim sua replicacdo
(COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008). A citocina IFN-y é importante para a geracdo e
manutencdo dos cistos com bradizoitos e sua manutencdo (SUZUKI et al., 2010). Assim, é
provavel que ao tratar os animais com a saliva reduzimos o processo patologico junto aos
sinais clinicos gerados pelo processo inflamatdrio exacerbado, e, modulamos uma resposta
imune que favorece o processo de encistamento do parasito. Portanto, € provavel que os
grupos tratados com EGS exibem menor quantidade de cistos por possuir uma resposta

imunoldgica que incentiva a replicacdo dos taquizoitas e a reducdo da formacéo de cistos.

O nosso modelo de DII utiliza um parasita capaz também de modular as repostas
imunes ao seu favor, diferentemente de outros trabalhos que utilizam indutores quimicos de
ileite. T. gondii pode estimular através da proteina de roptria ROP16 a ativacdo de macrdfagos
na fase inicial, estimulando a producgéo de IL-4 e IL-10, portanto promovendo uma resposta
Th2. Apesar disso, durante a inflamacao intestinal em animais C57BL/6, a translocacdo de
antigenos bacterianos para a circulacdo alimenta uma massiva resposta do tipo Thl
(MAMMARI et al., 2019). Ao adicionarmos o tratamento com a saliva estamos contribuindo
para a imunomodulacdo que pode diminuir os efeitos colaterais, mas por outro lado pode
contribuir para a proliferacdo do parasita e estender a fase aguda do parasita, visto que a

resposta Th1l é necessaria para o inicio da fase cronica.

Ainda é possivel inferir que a reducdo na quantidade de cistos observada no presente
estudo esteja associado com a preservacdo da barreira intestinal devido ao balan¢o do
processo inflamatdrio. A manutencdo da integridade da barreira intestinal pode refletir em

uma menor quantidade de parasitos capazes de atravessar a barreira, difundir sistemicamente
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e alcancar o tecido cerebral, repercutindo na menor quantidade de cistos, conforme observado
no presente estudo. Novos estudos sdo necessarios para confirmagéo desta hipotese.

Apos andlises de citocinas por CBA, vimos que ndo houveram nenhuma diferenca
estatistica significativa entre os grupos do experimento na secre¢do de citocinas séricas.
Apesar disso, o grupo tratado com EGS na quantidade de 30ug apresentou as menores médias
de secregdo de citocinas séricas pro-inflamatorias (Thl) e as maiores médias de secrecéo para
citocinas anti-inflamatorias (Th2). Supomos a auséncia de diferenca significativa na secrecao
de citocinas séricas seja explicada pela fase de infecgdo que os animais se encontram, j& que
0s animais tiveram reducdo consideravel da morbidade e dos efeitos colaterais deletérios no
momento da eutandsia. Pretendemos elucidar melhor futuramente em novos estudos a

secrecdo das citocinas na fase aguda.

O ectoparasitismo promovido pelos insetos hematdfagos expde os hospedeiros
sucessivas vezes aos antigenos da saliva, que sdo essenciais, pois evitam a coagulacao, inibem
a acumulacdo de plaquetas e promovem a vasodilatacdo. Por outro lado, a exposicdo
demasiada aos antigenos da saliva leva ao desenvolvimento de uma resposta imune de
resisténcia, do tipo Thl, com producéo significante de IFN-y e IL-12, semelhante a resposta
imunologica causada pela infec¢do por T. gondii (GILLESPIE et al., 2001). A alimentacéo se
consolida como um pilar essencial para sobrevivéncia do individuo e sobretudo da espécie,
desta forma, os insetos hemat6fagos ao longo do processo evolutivo precisaram se dotar de
um complexo arsenal molecular imunomodulador, para poder modular negativamente a
resposta Thl que prejudicaria o repasto sanguineo (SCHOELER; WIKEL, 2001). As
moléculas agem de variadas formas, promovendo uma resposta do tipo Th2, e agindo
negativamente contra células imunoldgicas e componentes do sistema imune. A saliva de R.
prolixus, por exemplo, pode agir inibindo as vias classica e alternativas do complemento
(MENDES et al., 2016). A partir dessas premissas, a saliva no nosso estudo pode agir como
imunomodulador diminuindo as repostas exacerbadas do tipo Thl e por consequéncia oS

efeitos colaterais deletérios da doenca.

No inicio da infeccdo por T. gondii o parasita induz a producdo de IL-12 que age
juntamente com TNF-a para induzir a produgdo de IFN-y pelas células NK, apos isso, outras
células da imunidade, como os linfdcitos, séo recrutadas (SHER et al., 1993). A saliva pode
modular esta resposta inicial, visto que a fungdo imunomoduladora do EGS age

negativamente contra células imunes e citocinas pertencentes a resposta Thl. Esta condicéo
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pode ser vista pela diminuicdo sem diferenca estatistica, da secrecdo média de citocinas
séricas inflamatdrias no grupo tratado com a maior quantidade de EGS, e o aumento da
secrecdo de IL-4 e IL-10. Presumimos que na fase aguda da doenca estas diferencas de
secrecdo de citocinas séricas estdo mais intensificadas, visto que nessa fase observamos

diferengas estatistica de perda de peso e de escores clinicos.

Quando analisamos os animais alto produtores de IFN-y e TNF, os tratados com EGS
na quantidade de 30ug foram os que menos produziram estas citocinas séricas, jA 0 grupo
controle concentra em maior quantidade os animais altos produtores destas citocinas pro-
inflamatdrias. O grupo tratado com EGS na quantidade de 30ug acumula os animais que mais
produziram IL-4, citocina pertencente a resposta Th2. Podemos presumir que saliva modulou

a resposta imune, apesar da auséncia de diferenca significativa entre 0s grupos.

Os animais tratados com EGS foram os Unicos que apresentaram a secrec¢do de IL-2,
estudos demonstram que esta citocina pode possuir um papel anti-inflamatério. Foi observado
que a citocina IL-2 é responsavel por permitir a geracdo e a sobrevivéncia de populacdo de
células Treg, que sdo populacdo de células T importantes, envolvidas na regulacdo de
processos inflamatorios e essenciais na prevencdo no desenvolvimento de doencas
autoimunes (SHACHAR; KARIN, 2013). IL-2 promove o desenvolvimento de celulas Treg
através da ativacdo por STATS5, que se liga ao locus Foxp3* e promove a expressdo Foxp3™.
Animais que sdo nocautes para IL-2 falham na manutencdo da tolerancia periférica e
desenvolvem doencas autoimunes, desta forma vemos que IL-2 é uma citocina essencial no
combate das doencas autoimunes. Além disso foi observado que IL-2 possui um papel
essencial na diferenciacdo de populacao de linfécitos T e B da resposta Th2 simultaneamente
com IL-4 (COTE-SIERRA et al., 2004). Desta forma, dado a auséncia de secre¢ao no grupo
controle, presumimos que a citocina IL-2 no estudo possa estar trabalhando para a resposta
regulaatoria, reduzindo a resposta imune exacerbada do tipo Th1.

Ao analisarmos a producdo de citocinas local no intestino, observamos diferenca
significativa de producdo de IL-10 no grupo tratado com 30ug de EGS em relagdo ao grupo
controle. A citocina IL-10 é um importante componente anti-inflamatério da imunidade,
prevenindo a resposta imune exacerbada, evitando danos ao hospedeiro e sobretudo
restabelecendo a homeostasia. Deficiéncias na producdo de IL-10 pode exacerbar as resposta
imunoldgicas contra antigenos antimicrobianos e levar ao desenvolvimento de doencas

autoimunes, como as doencas inflamatorias intestinais (SELLON et al., 1998). Na infec¢éo
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intestinal por T. gondii, IL-10 possui um papel importante, estudos demonstram que a
auséncia de producdo de IL-10 enddgena, em animais C57BL/6 promove uma resposta imune
do tipo Th1 letal, dependente de células T CD4" e acompanhada de superproducdo de IFN-y,
IL-12 e TNF-a. Desta forma, a auséncia de IL-10 leva os animais ao desbalanceamento ainda
maior da resposta imune, intensificando a inflamagdo intestinal. No nosso estudo ao
observamos a producéo significativa de IL-10 no intestino, acreditamos que esta citocina foi
induzida pelo tratamento com EGS. Ao aumentar a quantidade de IL-10 local no intestino,
atenuamos a resposta imune exacerbada de tipo Th1, reduzindo os efeitos colaterais da doenca

e aumentando a sobrevivéncia dos animais.

O grupo tratado com a maior quantidade de EGS obteve também, as menores médias
de secre¢des de citocinas pro-inflamatorias no intestino. Em contrapartida, TNF e IFN-y
foram detectadas em maior quantidade no grupo controle. TNF se consolida como um pilar
importante da doenca inflamatdria intestinal, pois esta citocina é altamente pro-inflamatoria e
um importante recrutador da imunidade celular (VANDENABEELE et al., 1995).
Camundongos geneticamente modificados, denominados TNF 44RE sgo desenhados para
superproduzir a citocina TNF-a e desenvolvem uma patologia semelhante a doenca de Crohn
(PIZARRO et al., 2003). Para o tratamento da doenga de Crohn bloqueadores de TNF sé&o
comumente utilizados, visto que esta citocina é um importante componente alimentador da
inflamacdo (MONACO et al., 2015). Apesar de existir drogas anti-TNF, logo de inicio estes
medicamentos ndo respondem de forma eficiente em cerca de 30% dos pacientes. Além disso,
mais da metade dos pacientes ao longo do primeiro ano param de responder de forma eficaz
perante a droga (ADEGBOLA et al., 2018). Desta forma, nosso estudo se mostra promissor,

visto haja necessidade de novas drogas para o tratamento da doenca de Crohn.

Apesar do IFN-y ser uma citocina essencial para o combate da proliferacdo de T.
gondii, esta citocina € uma das principais responsaveis por estimular o processo inflamatério
intestinal exacerbado. Em modelos de colite induzidos por dextran sulfato de sédio e
utilizando camundongos C57B/6, foi observado, robusta producédo de IFN-y, perda de peso e
altas taxas de mortalidade. Ja em animais knockout para IFN-y foi visto que, apos a exposi¢do
ao dextran sulfato de sddio os animais ndo desenvolvem a colite e tampouco ha reducdo de
peso e mortalidade (ITO et al., 2006). Desta forma podemos ver, que o IFN-y se consolida
como um dos principais pilares da inflamag&o, reducéo de peso e mortalidade. Ao submeter
0s animais com o tratamento utilizando EGS, pudemos modular de forma negativa esta

citocina, o que resultou na reducdo de morbidade dos animais tratados.
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Durante a nossa analise de citocinas, observamos baixos indices de detec¢do para a
maioria das citocinas analisadas. A hipdtese por trés disso € 0 momento da infeccao, visto que
0s animais no momento da eutanasia estavam melhores e tinham menos sinais clinicos. Outra
hipdtese por tras dessa situacdo € que ao diluirmos as amostras 5x fizemos que algumas
citocinas ndo puderam ser detectadas pelo ensaio utilizado. Desta forma, novos ensaios serdo

realizados utilizando amostras ndo diluidas.

Portanto, nosso trabalho se mostrou essencial ao mostrar um modelo de estudos para
pesquisa de novos imunobioldgicos. Vimos por meio dos nossos resultados que a saliva
possui um Otimo efeito imunomodulador, reduzindo os sinais clinicos, diminuindo efeitos
deletérios da inflamacédo exacerbada e modulando a producdo de IL-10 intestinal nos animais
tratados com EGS. Visto que as respostas imunes sdo essenciais para a sobrevivéncia dos
organismos, a imunomodulacdo deve ser vista com cuidado, pois ao se diminuir 0 processo
inflamatério podemos interferir no processo de proliferacdo dos parasitas. A vista disso,
novos estudos sdo necessarios para elucidar melhor a repostas imunonologicas e os efeitos do
tratamento com o EGS sobre os parasitas. Dado as inumeras dificuldades para o tratamendo
da doenca de Crohn e de outras doengas autoimunes, é de suma importancia o tratamento e a

pesquisa para buscar novos imunomodulares mais eficientes que os atuais.

Nosso trabalho se consolida importante também por analisar a relacdo a relacédo
parasito-hospedeiro no microambiente intestinal. Vimos que os grupos tratados com EGS
obtiveram menores quantidades de cistos de parasita no cérebro. Desta forma, podemos
observar que a modulagdo da resposta imune se consolida como um fator importante para o
controle da infeccéo, interferindo na biologia do parasita e no desenvolvimeno da doenca. E
observado que animais BALB/C ao serem infectados por T. gondii desenvolvem uma resposta
imune adequada ndo exacerbada, possuindo resisténcia a infec¢do. J& os camundongos
C57BL/6 sdo suscetiveis ao T. gondii, desenvolvendo uma resposta imune exacerbada com
altos indices de infeccdo. Portanto, observamos a importancia da resposta imune balanceada
no controle da doenca. No nosso estudo podemos ver claramente a diferenca de niveis
inflamacéo e parasitismo nos grupos experimentais, enaltecendo ainda mais a importancia do
processo inflamatorio balanceado na relacéo parasito-hospedeiro no microambiente intestinal.
Devido os inimeros danos que a toxoplasmose promove para a salde e para o setor pecuario,
é importante o conhecimento da relacdo parasito-hospedeiro, para futuramente buscar

solucBes praticas, mitigando os danos causados pela parasita.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que a saliva de R. prolixus
apresenta capacidade imunomoduladora capaz de reduzir as complicacdes causadas por um
processo inflamatdrio acentuado. O tratamento com EGS mostrou-se eficiente ao diminuir nos
grupos tratados, os escores de morbidade e a perda de peso e ao aumentar a porcentagem de
sobrevivéncia. Desta forma, o tratamento com EGS se mostrou um imunobioldgico promissor
para o tratamento de uma inflamagdo intestinal exacerbada. Além disso, o tratamento foi
capaz de reduzir o numero de cistos de T. gondii no tecido cerebral. Estes achados podem
estar associados com a diminuicdo da resposta imune capaz de promover o encistamento de T.
gondii ou com a reducéo da inflamacao no intestino e consequente preservacao da integridade

da barreira.

e O tratamento com 30ug de EGS foi capaz de reduzir os escores de morbidade
causados pela infecgdo por T. gondii;

e O tratamento com 30ug de EGS mostrou-se eficiente reduzindo a perda de peso
provocada pela infeccdo por T. gondii;

e O tratamento com EGS na maior concentracdo ndo alterou de forma significativa o
tamanho do intestino delgado dos animais infectados por T. gondii;

e O tratamento com EGS, independente da concentracdo, promoveu reducdo no niumero
de cistos no tecido cerebral de camundongos infectados por T. gondii;

e O tratamento com EGS com a maior concentracdo de EGS promoveu maior percentual
de sobrevivéncia em animais infectados por T. gondii.

e O tratamento com 30ug de EGS foi capaz de aumentar significativamente a producédo

de IL-10 no intestino.
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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 MNacional de Controle da
Emeﬂmegta;in JAnimal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 28 de
Junho de 2019.

[We ceriify that the project entitied “Avallagio do papel Imunomodulador da sallva de Rhodinius
proixus na Infecgdo Intestinal por Toxopiasma gondi”, protocol 023419, under the respons|blity
of Bellisa de Freltas Barbosa - |I1'U[ﬂ'l‘|ﬂg the FI'EI'I]I.IEHM. maintenance andior use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientic research - Is
In accordance with the provisions of Law n® 11.794, of Ociober 5th, 2008, of Decree n® 5.899 of
July 15th, 2009, and the rules lssued by the National Councll for Conbrol of Animal
Experimentation (COMCEA) and It was approved for ETHICS COMMISSION OM ANIMAL USE
[CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, In meeting of June 25th, 2013).

Vigencia do Projelo inicio; 30/07/2019__Temino: 3001272021

Especie / Linhagem / Grupos Taxondmicos | Camundongo sogenico CSTELE!
Roedor Caiomys callosis

RUME oe animals 74

Peco | [dage 2D DB - 10 5emanas — 10 Machos
4Dy 05 — 10 mesas — 04 machos

Sex0 Macho

Origem / Local Rede O DIDIEnos O¢ Roedwes 03 UFU —
REEIR-UFU

Local onde 5ers0 manboos o6 animals: Rede Oe GIDIENDs 02 Roedores 03 UFL —
REEIR-UFU

Uberdandia, 01 de Julho de 2019,
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Prof. Dr. Mt:mm Girio

UMIVERSIDADE FEDERAL DE UBEELAN DA
Comissdo de Etica na UtilizagBo oe Animais JUFY
Coordenador da CELUA
Posrtaria M2 542 OE 10 DE MAID DE 20139
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