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INFLUENCIA DE TOXOPLASMA  GONDII E  ARMADILHAS
EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS EM CELULAS
MONONUCLEADAS DO SANGUE PERIFERICO DE GATOS

RESUMO

Objetivou-se com esse estudo esclarecer os mecanismos de defesa de células
mononucleares do sangue perifericos gatos expostos a taquizoitos de Toxoplasma
gondii, bem como tratadas com armadilhas extracelulares de neutréfilos in vitro. Células
mononucleares do sangue de periférico de gatos foram testadas quanto a sua viabilidade
pelo ensaio de MTT e dosagem de LDH e expressao das citocinas IFNy, IL-1p, IL-12 e
IL-10 pela RT-gPCR. Os resultados demonstraram que (i) a viabilidade de células
mononucleares do sangue de periférico de gatos estimulados com T. gondii diminuiu
significativamente apos 48 horas (p<0,05) e as NETs promovem citotoxidade a partir de
24 horas de interagdo (p<0,01); (i1)) Aumento significativo na producao de IFNy pelas
células mononucleares estimuladas com T. gondii no tempo 24 horas (p=0,0149); (iii)
Elevada expressdo de IL-1p nas células estimuladas com T. gondii (p=0,0163) e tratadas
com NETs (p=0,0494) durante 48 horas; (iv) Regulac¢ao positiva da expressao de IL-10
em células estimuladas com T. gondii a partir de 48 horas (p=0,0376). Esses resultados
sugerem que a viabilidade de células mononucleares do sangue periférico de gatos é
afetada pela infeccdo com T. gondii in vitro, apos 48 horas, além de apresentar uma forte
expressdo de IL-1B e IL-10. Além disso, células mononucleares de gatos tratadas
armadilhas extracelulares de neutrofilos in vitro confere uma diminuicéo da viabilidade

das celulas e uma modulacdo positiva para IL-1p.

Palavras-chave: PBMC. Felinos. Imunidade. Parasito
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TOXOPLASMA GONDII INFLUENCE AND NEUTROPHIL
EXTRACELLULAR TRAPS IN PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR
CELLS OF CATS

ABSTRACT

The aim of this study was to clarify the defense mechanisms of Peripheral Blood
Mononuclear Cells in cats exposed to Toxoplasma gondii tachyzoites, as well as treated
with Neutrophil Extracellular Traps in vitro. Peripheral Blood Mononuclear Cells of
cats were tested for their viability by MTT and LDH assay, and expression of cytokines
IFNy, IL-1pB, IL-12 and IL-10 by RT-gPCR. The results showed that (i) the viability of
peripheral blood mononuclear cells from cats stimulated with T. gondii significantly
decreased after 48 hours (p<0.05) and NETs promote cytotoxicity after 24 hours of
interaction (p< 0.01); (ii) Significant increase in the production of IFNy by mononuclear
cells stimulated with T. gondii over 24 hours (p=0.0149); (iii) Elevated expression of
IL-1pB in cells stimulated with T. gondii (p=0.0163) and treated with NETs (p=0.0494)
for 48 hours; (iv) Up-regulation of IL-10 expression in cells stimulated with T. gondii
from 48 hours onwards (p=0.0376). These results suggest that the viability of peripheral
blood mononuclear cells from cats is affected by infection with T. gondii in vitro, after
48 hours, in addition to presenting a strong expression of IL-1p and IL-10. In addition,
mononuclear cells from cats treated with neutrophil extracellular traps in vitro provides

a decrease in cell viability and a positive modulation for IL-1p.

Keywords: PBMC. Feline. Immunity. Parasite



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Formacéo das armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NET)..........ccce...e. 10

Figura 2. Processo de separacdo de PBMC e PMN em dois gradientes de densidade
FICOI HISTOPAGUE. ....vvieeeiiiice ettt ettt 36

Figura 3. Viabilidade de PBMC de gatos expostos ao T.gondii ou tratados com NETS
avaliadas pelos métodos de MTT € LDH........cccoiiiiiiiiiiccecccee e 41

Figura 4. Expressao relativa das citocinas IFNy, IL-1p, IL-12p40 e IL-10 de PBMC de
gatos expostos ao T.gondii ou tratadas COM NETS.......cccocvveviiiiii v 43


file:///C:/Users/outro/Desktop/Dissertação-Paula-Agosto.docx%23_Toc78797916

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos para os genes alvo no estudo



XV

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

pl Microlitro(s)

Mg Microgramac(s)

pm Micrometro(s)

% Porcentagem

°C Graus celsius

AMAL1 Antigeno-1 da membrana apical
CCL2 Quimiocina CCL2

CO2 Di6xido de Carbono

COX 2 Ciclo oxigenase 2

CXCL2 Quimiocina CXC2

DNA Acido desoxirribonucleico

DPI diphenylene iodonium

ELISA Ensaio Imunoenzimatico

ETs Armadilhas Extracelulares
FeLV Virus da Leucemia Felina

FIV Virus da Imunodeficiencia Felina
GRAs Proteinas de granulos densos
GTP Trifosfato de Guanosina

H3PO4 Acido Fosférico

HAI Hemaglutinagéo Indireta

IFN-y Interferon vy

IL-1 Interleucina 1

IL-1B Interleucina 1P

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

IL-10 Interleucina 10

IL-12 Interleucina 12

IL-12p40 Interleucina 12p40

IL-21 Interleucina 21

IL-37 Interleucina 37

INOS Oxido Nitrico sintetase

LAT Teste de Aglutinagdo em Léatex
LPS Lipopolisacarideo

MAT Teste de Aglutinagédo Modificado
MCP-1 Monocyte Chemotactic Protein 1
mg Miligrama(s)

MIP-2 Macrophage Inflammatory Protein 2

mL Mililitro(s)



MTT

NADPH
NEED
NET
NK

nm

NO

NO2

02
PBMC
PMN
PCR
PMA
RNA
RNS
RIFI
ROS
SDS

STAT3

T.gondii
TNF- o
TNF-p
UESC
v

XV

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide)
Nicotinamida Adenina Dinucle6tido Fosfato
diamina-di-hidroclorido naftaleno
Armadilhas Extracelulares de Netrofilos
Natural Killer

Nanometro

Oxido Nitrico

Dioxido de Nitrogénio

Oxigénio

Células Mononucleares do Sangue Periférico
Células Polimorfonucleares

Reacgdo em Cadeia Polimerase

Phorbol 12-myristate 13-acetate

Acido Ribonucleico

Espécies Reativas de Nitrogénio

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
Espécies Reativas de Oxigenio

Sodium Dodecyl Sulphate
Transdutor de Sinal e Ativador de Transcrigdo
3

Toxoplasma gondii

Fator de Necrose Tumoral o

Fator de Necrose Tumoral 8
Universidade Estadual de Santa Cruz
Volume



XVI

SUMARIO
1 LN EI0] 516 107-Y0 TR 18
2 OBJETIVOS ...ttt bbbt 19
2.1 ODBJELIVO GIAL......viiiieiic e ereas 19
2.2 ODjetivos ESPECITICOS. .....uiiie it 19
3 REVISAO DE LITERATURA ......coovceeeeeeeeeeee s 20
3.1 o) (o] o1 TS 1= W o] o | SRRSO 20
3.1.1 = o] T (=14 o To] (o] | - USRS 20
3.1.2  CicloDIOIOQICO......cciiiiicce e 20
T8 0 R I To (U1 0 | (0 1 F PP P 21
3.1.2.1.1 INVASAO CRIUIAT ... .ot 21
3.1.2.2  BraiZOMOS. ... eeveiitieiieesiie sttt b e n e nneas 22
T 0 T © To o Tox [ (o 1 PP 23
3.1.3 SINAIS CHNICOS....vveuieitieie et 23
3.14 DT o [0 15) oo S 24
3.15 PrevenGdo € CONLIOIE. ........ooiiiiie e 24
3.2 Armadilhas Extracelulares de Neutrofilos (NETS).......coovvveininenenenienieens 24
3.2.1 ESTTULUNE. ...t 25
3.2.2 o £ 10 ToF o RS 25
3.2.3 Interagdo com outros tipos CElUIAresS. ...........coviiiiiiiiiic e, 26
3.2.4 Interacdo COM MICIOOrgaNISMOS......cciuveerieeieeesteeesteeesteeeneeeereeseeeeneeeseee e 28
3.25 NETS € d0ENCas QULOIMUNES........ccueeiueerieesieeesiieesiee e e sree e e snee e e enee e 29
3.2.6 Armadilhas Extracelulares (ETs) em outros tipos celulares.............cccocoeuee. 29
3.3 Imunidade e Toxoplasma goNdil..........cooueieririiiiiie e 30
3.3.1 RESPOSTA IMUNE TNALA........eeiiieeiiieiie e eeeneas 30
3.3.1.1  ReSPOStA CEIUIAN......ccveeiiie e 31
T 200 A 1 | (o Tox | - LSS PSR 32
3.3.2 Resposta imune adaptatiVa............cccveereeiiieiiee e 33
4 MATERIAL E METODOS.........cooiieiieiieeeeee et esees s es s s esss s 35
4.1 Selecéo dos animais, colheita das amostras e hemograma ...........cccoceeeennee. 35
4.2 PUrificagao das CEIUIAS...........coeiiii i 35.



421 PBMC .ot 35
421 NEULTOTIIOS. ... e 36.
4.3 Cultivo de Toxoplasma gONGil ....c.eeceereeiieiie e 37
4.4 Obtencédo do sobrenadante da Interacdo de Neutr6filos com taquizoitos
de Toxoplasma goNdil........c.cccuveiieiieiieii e 37
4.5 Avaliacdo da viabilidade do PBMC..........cccoiiiiiiiiiiceeeeee e 37
45.1 ENSAIO MT T ..ottt sbe b nreas 37
4.5.2 Dosagem de Lactato Desidrogenase (LDH)........cccccvevieiieiieiic i, 38
4.6 Quantificacdo da produca@o de NO.........cccveveeiii e 38
4.7 Avaliacdo da expresséo das citocinas TNF-a, IL-1, IL-10e IL-12 p40 e
IFN-y por PCR em tempo Real (RT-PCR).....cccceovveviiiiieceeee e 39
4.8 ANALISE de dadOS.......ccueivieieiice e 40
5 RESULTADO ...ttt ene s 41
51 Viabilidade de PBMC........ccoiiiiiiiiie et 41
5.2 Expresséo de citocinas por PBMC de gatos estimulados com taquizoitos de
T. gondii ou tratados COM NETS .....oooivieiiieieece e 42
6 DISCUSSAOD ...ttt 46
7 CONCLUSAO.......coiiiieieie ettt 51
REFERENCIAS ..ottt 52
ANEXO L .ottt ettt en e reere e nne e 63
ANEXO 2 ..ottt e reane et areenes 64
ANEXO 3.ttt ettt b et re et re e nes 65
ANEXO 4 .ottt ara et nre e 66
ANEXO 5 .ottt b re e nreenes 67

ANEXO B . 68



18

1 INTRODUCAO

Toxoplasmose € uma doenca zoonotica cosmopolita causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii que acomete humanos, animais domésticos e selvagens
(SUKTHANA, 2006). Os gatos, hospedeiros definitivos desse parasito, podem se
infectar ao se alimentar com carne crua contendo cistos com bradizoitos (TENTER et
al., 2000). A prevaléncia de gatos infectados combinada com a ocorréncia de oocistos
em amostras de solo, torna essa espécie fonte de investigacfes acerca dos riscos a salde
publica (HATAM-NAHAVANDI et al., 2021).

Neutrdfilos e monacitos sdo os dois primeiros tipos celulares recrutados pelo T.
gondii para o local de infeccdo (BARTNECK et al., 2010; ABDALLAH et al., 2012;
GOLDSZMID et al., 2012). Contando com mecanismos oxidativos apés a fagocitose,
os neutrofilos conseguem eliminar microrganismos eficientemente (LEHRER; GANZ,
1999). Outra habilidade dos neutréfilos consiste na eliminacédo de patogenos (incluindo
o T. gondii) no meio extracelular, através da formacdao de rede extracelulares dotadas de
componentes da célula (BRINKMANN et al., 2004; ABDALLAH et al.,, 2012;
LACERDA etal., 2019).

Mondcitos sdo essenciais para o desenvolvimento da imunidade contra o T.
gondii, sendo fonte de IL-12, IL-1 e TNFa (PANDORI et al., 2019; ROBBEN et al.,
2005). Ainda que neutréfilos ndo sejam essenciais na susceptibilidade do hospedeiro ao
T. gondii, séo capazes de produzir IL-12, além de ativar e contribuir com a migracéo de
mondcitos inflamatérios (SOEHNLEIN et al., 2008; DUNAY, et al., 2010). A liberacédo
de IL-12 estimula a producdo de IFNy por células NK e linfocitos T, citocina chave no
controle intracelular contra T. gondii (SUZUKI et al., 2010). O estabelecimento da
cronicidade da toxoplasmose depende do equilibrio das respostas orquestradas por
linfocitos T CD4 e CD8 (KHAN et al., 2019). Linfocitos T CD8, bem como IFNy,
podem promover uma resposta protetiva contra infec¢do por T. gondii (KHAN et al.,
1994), sendo essa protecdo precedida pela acdo de linfocitos T CD4 que contribuem
para manutencdo a longo prazo de CD8 (LAIDLAW et al., 2016). Linfocitos T CD8
também foram apontados como produtores de IFNy em infecc¢des crénicas por T. gondii
(GAZZINELLI et al., 1991).

Ao trabalhar com PBMC in vitro, podemaos verificar as respostas de mondcito e
linfdcitos ((AUTISSIER et al., 2010; SZABO; FINNEY 2017), além de conseguirmos
mimetizar interacdes entre células durante infeccBes, porém essa fracdo celular ndo é
atil para simular condicdes in vivo (DAVILA; RIOS 2019).

Buscando compreender melhor os mecanismos da resposta imunologica de gatos
infectados por Toxoplasma gondii in vitro, assumimos que gatos respondem
similarmente aos humanos e camundongos em relacdo a viabilidade celular e padrédo de
citocinas expressas. Além disso, procuramos avaliar se as NETs podem estimular um
perfil inflamatorio em PBMC de gatos como visto em outras espécies com doencas
autoimunes.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Avaliar in vitro a interacdo de células mononucleadas do sangue periférico

(PBMC) de gatos quando desafiados por taquizoitos de Toxoplasma gondii.

2.2 Objetivos Especificos

a. Avaliar a viabilidade celular de PBMC de gatos co-cultivados com
taquizoitos de T. gondii ou tratadas com o sobrenadante da interacdo dos neutrofilos
com o parasito;

b. Quantificar a producdo de 6xido nitrico de PBMC de gatos co-cultivados
com taquizoitos de T. gondii ou tratadas com o sobrenadante da interacdo dos
neutrofilos com o parasito;

c. Determinara expressdo génica das citocinas IL-1, 1L-12p40, IL-10, TNF-
a e IFN-y de PBMC de gatos co-cultivadas com taquizoitos de T. gondii, ou tratadas

com o sobrenadante da interacdo dos neutréfilos com o parasito.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1  Toxoplasma gondii

3.1.1 Epidemiologia

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério, coccidio
pertencente ao filo Apicomplexa, agente etiologico da Toxoplasmose, zoonose de
distribuicdo mundial com altas taxas de prevaléncia na populagdo humana (TENTER et
al., 2000). Os felideos sdo essenciais para a manutencao do parasito, pois sdo 0s Unicos
hospedeiros definitivos, sendo, portanto, um dos disseminadores dessa enfermidade
(DUBEY etal., 1995).

Um levantamento realizado por Montazeri revela que entre os anos de 1967 a
2017 houve uma soroprevaléncia mundial de 35% em gatos domeésticos e 59% em
felinos selvagens, onde o Brasil ocupa o primeiro lugar no nimero de publicacdes
envolvendo em gatos e felinos selvagens (29 e 5 estudos, respectivamente) com
prevaléncia variando de 29% a 73%, sendo esses resultados mais altos do que 0s
encontrados na sorologia humana (GARCIA et al.,, 1999; SOUZA et al., 2018). A
diversa variacdo apresentada pode ser devido a fatores climéticos, geograficos, habitos
alimentares, tempo entre os estudos, entre outros, mostrando uma variedade na cadeia
de transmisséo da enfermidade (NEVES et al., 2005).

3.1.2 Ciclo biolégico

Gatos excretam cerca de 2 a 20 milhdes de oocistos por dia durante 3 a 5 dias
apos a infeccédo, embora esse periodo possa se estender até 20 dias, sdo eliminados em
maior nimero por animais mais jovens e sofrem variacdes sazonais, com maior
eliminacdo no outono e inverno (DUBEY, 1976; DUBEY et al., 1995; SIMON et al.,
2018). Gatos sdo capazes de se reinfectar com gendtipos diferentes, eliminando menos

oocistos no ambiente na segunda infecgéo, entretanto, com a imunidade diminuindo ao
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longo dos anos, a excrecdo de oocistos aumenta nas infeccdes seguintes, mesmo que
permaneca altas as concentragdes de anticorpos dos animais (ZULPO et al., 2018).
Toxoplasma gondii possui ciclo de vida heteroxeno facultativo com duas fases
distintas: assexuada e sexuada. A fase assexuada ocorre nos tecidos dos hospedeiros
intermediarios, como mamiferos e aves, bem como nos hospedeiros definitivos
(felideos), por meio da endodiogenia. Esses hospedeiros se infectam ap6s o consumo de
oocistos ou cistos contendo bradizoitos em carnes mal cozidas. No ciclo sexuado, o
parasito invade enterdcitos dos felideos, formam trofozoitos, posteriormente ocorre a
esquizogonia com producdo de merozoitos e depois a gamotogonia e por fim, com a
interacdo dos macro e microgametas, origina-se o zigoto, chamado de oocisto
(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Dentro dos ciclos assumem trés estagios

infectivos: Taquizoitos, Bradizoitos e Oocistos.

3.1.2.1 Taquizoitos

Os taquizoitos representam a forma multiplicativa e ativa do parasito, penetrando
ativamente em células nucleadas do hospedeiro e se multiplicando. Apds sua
multiplicacdo os parasitos rompem a célula, infectam outras células podendo alcancar a
circulacdo sanguinea, com disseminacdo para diferentes células do corpo do animal
(TENTER et al., 2000).

3.1.2.1.1 Invasao celular

A invasdo celular é facilitada por organelas presentes no polo apical do parasito
que interagem entre si, como proteinas do micronema, roptrias e proteinas de granulos
densos (GRAs) (SIBLEY, 2004). O micronema € composto por proteinas que
promovem a adesdo, motilidade, invasédo e saida do parasito em células, além de serem
sinalizadoras nesse processo. Mital e colaboradores em 2005 mostraram uma
dependéncia entre roptrias e micronema, onde a deficiéncia do antigeno-1 da membrana

apical (AMAL), uma proteina do micronema, leva a um defeito na secrecdo das roptrias,
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reduzindo assim a invasdo. Roptrias sdo organelas secretoras presentes em 8 a 12
unidades nos taquizoitos, capazes de auxiliar o transporte do parasita para o interior das
células, além de carrear proteinas diretamente para o citoplasma e ajudar na
sobrevivéncia do mesmo (KEMP et al., 2013).

No processo de ingresso, 0s taquizoitos utilizam lipideos da membrana
plasmatica do hospedeiro para a formacgédo de um ambiente seguro para sua multiplicacéo
no meio intracelular, denominado vacuolo parasitéforo, evitando a fusdo com organelas
acidas do lisossomo. Proteinas de granulos densos possibilitam a difusdo de moléculas
externas para o interior do vacuolo, permitindo ao parasito a utilizacdo de material do
hospedeiro para o seu metabolismo (CLOUGH; FRICKEL, 2017).

Filamentos de actina presentes nesse protozoario contribuem para sua motilidade
quando associados a proteina Profilin, auxiliam o processo de invasdo celular e
multiplicacdo do parasito, sendo essenciais para ativacdo do receptor toll-like 11 na
célula hospedeira, que por sua vez sinaliza a liberacdo de IL-12, citocina importante para

estabelecimento da resposta imune contra patogenos (PLATTNER et al., 2008).

3.1.2.2 Bradizoitos

Com a resposta do sistema imune, e o estabelecimento de uma infecgéo cronica,
0s taquizoitos aos poucos vao se diferenciando em bradizoitos, estagio marcado pela
lenta replicacdo dentro de cistos localizados comumente em tecidos musculares ou
nervoso. Nessa fase o T. gondii possui baixo metabolismo, motilidade e diminuicao de
organelas secretoras, mantendo a capacidade de infectar novas células mesmo que em
menor namero (DZIERSZINSKI et al., 2004).

Além da ativacdo de interleucinas e quimiocinas, a inducdo da transformacéo de
taquizoitos para bradizoitos pode surgir em resposta ao estresse celular, mudanca de pH
e temperatura (WEISS et al., 1998). Os cistos caracterizam uma infeccdo crbnica e
podem permanecer latente no hospedeiro por toda a vida. Em pacientes com
comprometimento imune, esses cistos podem se romper e causar uma reinfeccédo
(DENKERS, 1998).
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3.1.2.3 Oocistos

Apos o ciclo sexuado do parasita ha a formacdo do zigoto, 0 oocisto, e este
liberado no lumen intestinal apds ruptura celular. Cada oocisto possui dois esporocistos,
contendo em seu interior 4 esporozoitos (DUBEY et al., 1998). Os oocistos séo liberados
junto as fezes de felideos, uma vez no ambiente os esporocistos tornam-se infectantes
por meio da esporulacéo, que ocorre em temperatura entre 20°C a 30°C e na presenca de
oxigénio e podem permanecer infectantes até 18 meses. Os humanos e outros animais
podem se infectar com o contato direto com os oocistos nas fezes, mas também podem
adquirir a infeccdo com solo, agua e vegetais contaminados (HERNANDEZ-
CORTAZAR etal., 2017; SLANY et al., 2019).

3.1.3 Sinais clinicos

Grande parte dos gatos sdo assintométicos (ELMORE et al., 2010; CALERO-
BERNAL; GENNARI, 2019). Quando ha a presenca de sinais, costumam ser
encontrados felinos anoréxicos, letargicos e com febre, que pode culminar em
hipotermia e morte (DUBEY et al., 1995). A manifestacdo felina mais importante é a
pneumonia (DUBEY;JONES, 2008;CALERO-BERNAL; GENNARI, 2019). Sinais
oculares como uveite pode também ser associado a toxoplasmose felina, bem como
polipneia e dispnéia, e em casos mais graves ictericia, efusdo peritoneal e até sinais
neuroldgicos. A diarreia pode ocorrer em 10% a 20% dos gatos devido ao ciclo intestinal
(BOWMAN et al., 2002; ETTINGER et al., 2004; NORSWORTHY et al., 2009).

Nessa espécie a forma clinica grave é mais observada em animas recém-nascidos
infectados por via transplacentaria ou imediatamente no pos-parto. Assim como 0S
humanos, os felinos podem apresentar sinais clinicos na fase aguda da infeccéo, sendo
0s mais comprometidos aqueles com doencas concomitantes e baixa imunidade, a
exemplo gatos portadores do Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) ou Virus da
Leucemia Felina (FeLV) (DAVIDSON et al., 1993).
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3.1.4 Diagnéstico

Nenhuma das alteracdes clinico-epidemioldgicas séo suficientes para confirmar
0 diagnéstico (ETTINGER et al., 2004; DUBEY, 2006), por isso & necessario a
confirmacdo com as técnicas sorologicas, podendo ser utilizados os metodos de
Hemaglutinagéo Indireta (HAI), Teste de Aglutinagdo Modificado (MAT), Teste de
Aglutinacdo em Latex (LAT), e os mais utilizados: Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimético (ELISA) (DUBEY et al., 1995; DABRITZ;
CONRAD, 2010; DUBEY, 2010).

3.1.5 Prevencéo e controle

Para prevenir e controlar a enfermidade em felinos é necessario conscientizar os
tutores sobre recolha correta das fezes e castracdo para reduzir a superpopulacdo desses
gatos, devendo também ser alimentados exclusivamente de racdo seca ou alimentacao
bem cozida, evitar que o animal realize caga, bem como controlar o ambiente desses
gatos retirando os hospedeiros intermediarios como roedores sinantropicos (TENTER
etal., 2000; DABRITZ; CONRAD, 2010; ELMORE et al., 2010)

Manter a salde desses animais € importante para impedir o ciclo de transmissédo
entre felino e humano (MANI; MAGUIRE, 2009).

3.2 Armadilhas Extracelulares de Neutréfilos (NETS)

Neutrdfilos sdo células de primeira linha de defesa, migrando para o local de
inflamac&o ou tecido infectado, ali eliminando patdgenos e/ou liberando sinalizadores
para 0 recrutamento de outros leucocitos. O combate aos microrganismos pelos
neutrofilos é realizado a partir de mecanismos oxidativos e independentes de oxigénio,
como a expressdo de ROS no primeiro caso e a fagocitose, que resulta em morte do

microrganismo exposto a enzimas, proteases e peptideos (LEHRER; GANZ, 1999).
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As armadilhas extracelulares de neutrofilos foram descritas inicialmente por
Brinkmann (2004), onde neutréfilos humanos apresentaram uma nova habilidade em
eliminar bactérias diferente de necrose ou apoptose quando ativados. Posteriormente
outros pesquisadores buscaram evidencias da producédo das armadilhas extracelulares de
neutrofilos sob estimulos de outros microrganismos, em outros tipos celulares e em
outras espécies, como bovinos, peixes e galinhas (PALIC et al., 2007; CHUAMMITRI
etal., 2009; URBAN et al., 2009; AULIK et al., 2010)

3.2.2 Estrutura

Compostas por filamentos de 15 a 17 nm de DNA e proteinas derivadas de seus
granulos, as armadilhas sdo produzidas por alguns neutréfilos em resposta a integrinas,
induzidas pela presenca de microrganismos como bactérias ou componentes, virus,
protozoarios e fungos, anticorpos, interleucinas, entre outros estimulos.

As proteinas que compdem as armadilhas sdo 70% as histonas, logo apos a
elastase, mieloperoxidase, catepsina G, leucdcito proteinase 3, lactoferrina, gelatinase,
lisozima C, calprotectina, defensinas, azurocidina e catelicinas (URBAN et al., 2006).
As teias extracelulares sdo capazes de aprisionar patdgenos e acredita-se que elas
conseguem elimina-los a partir da atividade tdxica das proteinas e enzimas presentes nas

estruturas.

3.2.3 Estimulacao

As NETSs sdo formadas a partir de estimulos que ativam os neutrofilos. Uma vez
seus receptores estimulados, a célula inicia a ativacdo da NADPH oxidase, formando
ROS, este sinalizando moléculas, induzindo a formacéo de armadilha e morte celular. A
dependéncia de ROS para a liberacdo das NETs foi demonstrada por Fuchs e
colaboradores (2007), onde utilizaram inibidor da NADPH oxidase (diphenylene
iodonium - DPI) e constataram o bloqueio da formacéo de ROS e consequentemente de
NETSs. Ainda nesse trabalho eles demonstraram que pacientes portadores de doenca
granulomatosa cronica, que ndo produzem ROS quando estimulados por PMA devido a

uma mutacdo, também ndo sdo capazes de gerar NETS.
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No inicio do processo, a elastase e a mieloperoxidase sdo liberadas dos granulos,
migrando para o ndcleo, onde a primeira interage com a histonas degradando-as e
descondensando a cromatina, e a segunda aumenta essa atividade
(PAPAYANNOPOULOS, 2018). O nlcleo passa a perder a integridade de sua estrutura,
langando a cromatina no citoplasma em contato com proteinas e enzimas derivadas dos

granulos.

Figura 1. Formagdo das armadilhas extracelulares de neutrofilos (NET). Apds estimulo, os granulos de proteinas
e enzimas migram para o ndcleo (a), desondensam a cromatina, o nlcleo perde a integridade, fazendo com que
a cromatina e o conteldo dos granulos entre em contato entre si (b). Por fim ocorre a ruptura da membrana
plasmaética e as redes sdo lancadas para o0 meio extracelular (c). Fonte: arquivo pessoal.

Apbs a interacdo dos componentes as armadilhas sdo lancadas para o meio
extracelular (FUCHS et al., 2007). A formacéo das NETs pode ou ndo acarretar na morte
celular. Quando permanecem vivos, os neutrofilos fazem uso do DNA mitocondrial para
a formacdo das armadilhas (YOUSEFI et al., 2009).

3.2.4 Interacdo com outros tipos celulares

Macréfagos podem interagir com as NETs fagocitando e degradando-as por meio

de DNases, processo que se intensifica quando realizados por macrofagos pro-
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inflamatorios. Um estudo realizado em ratos com trombose observou que a utilizacéo
de citocalasina C e Imipramina (inibidores da polimerizacdo dos filamentos de actina)
blogueiam a pinocitose feita por macrofagos, logo conseguem diminuir a degradagéo
das NETs e aumentar a presenca dessas armadilhas dentro de trombos, indicando que os
niveis de macrofagos pro-inflamatorios e NETs sdo inversamente proporcionais nesses
casos (HAIDER et al., 2020).

Outra associacdo dos macrofagos com NETs foi apresentada por Chen e
colaboradores (2018), em que as NETs conseguiriam induzir a pirocitose em
macréfagos, um tipo de morte celular dependente de caspase 1 e ativadas por respostas
pré-inflamatdrias a patdégenos, em locais com sepse. A formacgdo de NETSs parece estar
associada ao redirecionamento da resposta dos macréfagos, uma vez que digeridas por
enzimas ou bloqueadas, inibem a resposta inflamatdria exacerbada, podendo reverter o
estado de pacientes com aterosclerose associada a diabetes (JOSEFS et al., 2020),
podem também alterar a expressdo de citocinas e quimiocinas de macrofagos e células
dendriticas na presenca de LPS aumentando a secrecdo de IL-1p ((LAZZARETTO;
FADEEL, 2019). Dunay e colaboradores (2008) corroboraram com esses resultados
quando demonstraram que NETs podem recrutar mondcitos inflamatérios a partir da

quimiocina CCR2 e também melhorar a resposta imune desse tipo celular.

3.2.5 Interagdo com microrganismos

As NETSs estdo relacionadas a varias doencas infecciosas devido sua capacidade
de capturar e eliminar patégenos, sendo m mecanismo benéfico ao hospedeiro. Ja foi
demonstrado a interacdo das NETs com bactérias (Staphylococcos aureus, streptocccus
pnemoniae, Escherichia coli, Clostridium difficile, Salmonella typhimurium,
Mycobacterium tuberculosis), fungos (Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Cryptococcus neoformans), Virus (HIV, Influenza HIN1, SARS-CoV-2) e protozoarios
(Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii, Leishmania amazonensis) (DELGADO-
RI1ZO et al., 2017). As NETs quando interagem com esses patdgens podem modularem

negativamente a resposta imune, diminuindo a expressdo de citocinas inflamatorias,
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proliferacéo e recrutamento de células T CD4 (BARRIENTOS et al., 2014).

Guimaraes-Costa e colaboradores (2017) também relataram modulacgdes
negativas na resposta imune, onde a NET resultante da interacdo entre neutréfilos e
Leishmania amazonensis influenciam na diferenciacdo de mondocitos em células
dendriticas durante a infecao por este protozoario, interrompendo o processo e levando-
os a diferenciar-se em macrofagos anti-inflamatdrios. Ainda, esses mondcitos infectados
por L. amazonensis e tratados com NETs tiveram uma redugdo na capacidade de
eliminar o parasito, visto que houve um aumento na liberacdo de citocinas anti-
inflamatorias (IL-10 e TNF-B) em confronto a citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e 1L-
6).

Atrelado a essas evidéncias, Zuo e colaboradores (2020) buscaram associar niveis
de NETs em pacientes acometidos pelo virus SARS-CoV-2, visto que uma das
consequéncias causadas por esse virus consiste em sindromes respiratorias com
envolvimento de trombos em vasos, onde pacientes infectados exibiam niveis mais
elevados de NETs quando comparados ao grupo controle, com pacientes com sintomas
mais severos e com comorbidades, sugerindo que as NETs podem ser importantes na
patogenia da doenca.

Uma vez infectados por Leishmania, neutrofilos de gatos tambem foram capazes
de produzir NETs. Gatos infectados naturalmente com o virus da Leucemia Felina
(FeLV) apresentaram decréscimo da eficiéncia da imunidade contra Leishmania,
sugerindo que isso ocorra devido a resposta exacerbada dos neutréfilos, e que esses
impecam que outros tipos celulares sejam responsivos a novos estimulos devido a
capacidade imunomodulatoria das NETs (WARDINI et al., 2010). Semelhante aos
achados anteriores, Lacerda et al (2019) e Macedo et al (2020) pesquisaram se as NETs
poderiam alterar o curso da infeccdo por T. gondii em gatos. Em ambas pesquisas 0s
neutrofilos de gatos produziram NETs quando estimulados pelo parasito e que as

armadilhas séo capazes de afetar negativamente a infectividade do T. gondii.
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3.2.6 NET e doencas autoimunes

As NETSs foram correlacionadas a doencas autoimunes e doencas inflamatorias
crbnicas, como psoriase, aterosclerose e aterotrombose, devido a sua capacidade de
estimular resposta inflamatoria no hospedeiro e formacdo de trombos com ativacéo de
plaguetas (FUCHS et al., 2010; PINEGIN et al., 2015; DORING et al., 2017). NETs
possuem proteinas toxicas e citotoxicas, e também podem causar uma disfuncdo no
tecido do endotélio vascular. Doencas inflamatérias pulmonares contam com um
infiltrado de neutrofilos que por sua vez realizam a NETose, causando lesdo local,
coagulacéao e trombose (CHENG; PALANIYAR, 2013).

3.2.7 Armadilhas Extracelulares (ETs) em outros tipos celulares

Eosindfilos sdo células presentes em processos infecciosos, inflamatorios e
principalmente alérgicos. Eosindfilos liberam a cromatina descondensada no meio
extracelular junto com granulos de proteinas livres, intactos e ainda funcionais,
independente da ligacdo com a rede contendo material genético, com efeito de longa
duracdo e mais estaveis quando comparados as armadilhas de neutrofilos. Nos
eosindfilos a liberacdo das ETs pode ou ndo culminar em morte celular (UEKI et al.,
2013, 2016).

Em 1997, Cheng e colabores demonstraram o depdsito anormal dos granulos de
eosinéfilos na pele de pacientes acometidos por dermatite atdpica, uma inflamacéo
autoimune caracterizada pela presenca de lesdes cutaneas, onde as les6es cronicas foram
atribuidas a presenca das proteinas dos granulos, essas que podem causar danos ao
tecido. Anos depois esse deposito foi elucidado como parte das armadilhas

extracelulares produzidas por eosindéfilos.

Mastocito é outro tipo celular presente em inflamacdes e alergias e foi
demonstrado em 2008 por Kockritz-Blickwede e colaboradores dotado de armadilhas

extracelulares como um dos mecanismos antimicrobianos. As redes extracelulares de
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mastocitos sdo constituidas por DNA, histonas, triptase e catelicidina IL-37 e liberadas
apos a morte da célula quando infectadas ou estimuladas.

Linfocitos T, tanto CD4 quanto CD8, mostram-se capazes de produzirem
armadilhas extracelulares de forma similar aos do neutrofilos, entretanto a producao das
redes independe de estimulo. Quando estimuladas a presenca das armadilhas duplicam
em quantidade comparadas aos linfdcitos ndo estimulados (KOH, 2015).

Macréfagos, mondcitos e baséfilos também sédo capazes de produzir ETs em um
processo semelhante aos outros tipos celulares, porém os basofilos ndo mostraram
dependéncia da NADPH oxidase para a producédo de ROS e armadilhas, e sua producao
n&o culmina necessariamente em morte celular (BARTNECK et al., 2010; MORSHED
etal., 2014).

3.3 Imunidade e Toxoplasma gondii

3.3.2 Resposta imune inata

A resposta imunolégica adaptativa do hospedeiro a uma infeccdo por T.gondii é
dependente da interacdo entre o parasito e o hospedeiro, e principalmente do
estabelecimento da resposta imune inata. Quando ocorre a infecgédo oral por oocistos em
camundongos e humanos, o parasito infecta fibroblastos e células epiteliais no intestino,
estimulando a liberacdo da MCP-1(Monocyte Chemotactic Protein-1) e MIP-2
(Macrophage Inflammatory Protein 2), respectivamente, e da quimiocina IL-8 em
ambas as células quando lisadas, ocasionando um infiltrado inflamatorio de neutrofilos,
contribuindo também no recrutamento de linfocitos e mondcitos (DENNEY etal., 1999;
BRENIER-PINCHART et al., 2000; OHTSUKA et al., 2001). Além dessas proteinas,
quimiocinas como CCL2 e CXCL2 fazem parte dos sinalizadores que induzem a
migracéo de células de defesa para o local de infeccdo (ZLOTNIK; YOSHIE, 2000).
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3.3.2.1  Resposta celular

Em humanos e em camundongos, 0s mondcitos sdo capazes de produzir IL-1,
NO, IL-12 e TNF e controlar a replicagdo de parasitas, iniciando a resposta celular em
infeccOes orais. Essas células possuem atividade fagocitica, e quando migrados para um
tecido se diferenciam em macr6fagos ou células dendriticas apresentadoras de
antigenos, que podem estimular e interagir com células T, criticas para a imunidade inata
e adquirida ( MULLER; RANDOLPH, 1999; GEISSMANN et al., 2003; SERBINA et
al., 2008).

A carga parasitaria pode influenciar a resposta celular do hospedeiro, quando em
alta quantidade os taquizoitos infectam mais neutréfilos entre as células hematopoiéticas
e nelas possuem um tempo de replicacdo maior, o contrario é observado em monaocitos
e células dendriticas. Nessas situacdes, ocorre um influxo de neutréfilos na lamina
prépria do intestino delgado, e, assim como monacitos, esse tipo celular também € capaz
de produzir IL-12 e TNF, mas ndo conseguem evitar a disseminacdo do parasito
isoladamente, causando danos teciduais no intestino (BLISS et al., 1999; DUNAY etal.,
2008). Ao ganhar a circulacdo sanguinea, o parasito dissemina-se para outros 6rgaos
sendo carreados por células nucleadas, como neutrofilos, células dendriticas e
monacitos.

Neutréfilos (bem como mondcitos) sdo capazes de lisar taquizoitos no meio
extracelular, partes desses parasitos lisados ou danificados podem servir como antigenos
a serem apresentados por células dendriticas, que sdao em seguida recrutados no local de
infeccdo, ao complexo principal de histocompatibilidade (CHANNON et al., 2000).
Neutrofilos e mondcitos, sdo capazes de liberar IL-12, citocina que exerce um feedback

positivo, estimulando ainda mais sua sintese.
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3.3.2.2 Citocinas

A IL-12 é essencial para o desenvolvimento da imunidade do tipo thi,
estimulando a producdo de células T CD4+, CD8+ citotoxicas, e NK, e quando
associada a TNF-a desencadeia a producdo de IFN-y por essas células. A presenca dessa
citocina ja foi demonstrada como importante para diminui¢cdo da morbidade e aumento
da sobrevida em ratos na fase aguda da infeccao por T. gondii (KHA et al., 1994), sua
deficiéncia acarreta diminuicdo dos niveis de IFN-y, aumentando a susceptibilidade a
infeccdo(YAP et al., 2000).

O IFN-y pode estimular diversos genes necessarios para o controle do parasito,
estes genes podem expressar diversas respostas no hospedeiro, como inani¢do de
nutrientes mediada por células, destruicdo de celulas infectadas, além de regular a
expressdo de genes da GTPases, que localizam o vacuolo parasitéforo e conseguem
liberar os parasitos no citoplasma com a modificacdo na integridade da membrana,
tornando-o exposto a mecanismos oxidativos celulares (MARTENS et al., 2005;
DEGRANDI et al., 2013).

O IFN-y pode ser produzido por células NK quando ainda nao ha producéo desse
pelas células T, pelas células TCD8+ e células T auxiliares Thl CD4+. Alguns
pesquisadores ja demonstraram a utilizacdo da deteccdo de IFN-y para infeccdo agudas
ou cronicas, frente a exposicdo ao parasito ou antigenos dele, em humanos,
camundongos e gatos (CHAPEY et al., 2010; YIN et al., 2015a, 2015b).

Macrofagos ativados pelo IFN-y em conjunto com TNF-a inibem a replicagédo
do parasito por meios de mecanismos oxidativos intracelulares, como espécies reativas
de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS). Por meio da acdo da enzima Oxido nitrico
sintetase (INOS) que converte L-arginina em L-citrulina, ha liberacdo do 6xido nitrico
(NO), que além de ser uma molécula mensageira, pode interagir com um superéxido
(O2), formando composto citotéxico que impede o ciclo respiratério celular pela
inibicdo do citocromo ¢ oxidase (BROWN, 2001). Entretanto camundongos deficientes
da enzima iNOS mostram susceptibilidade intermediaria ao T.gondii, uma vez que 0s

animais sobrevivem a infeccdo aguda e restringem o seu crescimento, demonstrando que
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0 Oxido nitrico ndo é essencial na limitacdo da proliferacdo do parasito em estagio agudo,
porém, em 3 a 4 semanas pos-infeccdo, foi detectado um comprometimento da
integridade do sistema nervoso central, resultado da interferéncia no controle da
replicacdo do parasita no local, indincando a importancia desse 6xido em infecgdes
cronicas. Como resposta dessa deficiéncia hd um aumento compensatério de IFN-y, que
utiliza de outros mecanismos citotoxicos para eliminacdo do parasito (SCHARTON-
KERSTEN et al., 1997).

A interleucina-1 3 (IL-1p) produzida por mondcitos e macrofagos, € uma citocina
pré-inflamatdria que também pode participar do ciclo oxidativo intracelular, induzindo
a expressao de iINOS, além de aumentar a expressao de TNF-o em macréfagos e células
dendriticas, que por sua vez induz outras proteinas inflamatérias (DINARELLO, 2005),
entretanto ela é responsavel também pela inducdo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), uma
enzima presente em processos inflamatorios que foi apontada em estudo recente como
mediador envolvido na susceptibilidade de roedores e humanos ao T.gondii (PEREIRA
etal., 2019).

3.3.3 Resposta imune adaptativa

A resposta adquirida tem inicio com as acOes sinérgicas entre linfocitos T CD4+
e CD8+, onde o primeiro esta presente na fase aguda tardia da doenca, auxilia na
imunidade a longo prazo e possui dois subgrupos (thl e th2) e o segundo desempenha
papel efetor primério, tem atividade citotoxica e tem papel importante no estagio crénico
da doenca (SUZUKI et al., 2010). Enquanto a resposta thl envolve a expressao de
citocinas pro-infamatorias contra patogenos e auxilia a efetividade de linfocitos TCD8+,
aresposta th2 é representada por citocinas de regulacao, inibindo e modulando a resposta
thl.

A auséncia das células T CD4 leva a diminuicdo de IFN-y no organismo,
consequentemente aumenta a carga parasitaria nos tecidos, aléem de suprimir a
funcionalidade de células T CD8 de memoria em infec¢des cronicas a partir da supressao
delL-2elL-21 (KHAN etal., 2019). A existéncia de um comprometimento da atividade
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de células T CD4 e CD8 pode resultar em uma reativacdo por T. gondii em estagio
latente (HWANG et al., 2016).

Além dos mondcitos e linfécitos B, células T CD4 produzem IL-10, uma citocina
reguladora com efeitos anti-inflamatorios que faz parte da resposta th2. A producéo de
IL-10 limita a acdo inflamatdria exacerbada que pode prejudicar o hospedeiro,
impedindo respostas autoimunes, inibe apoptose de células infectadas por meio de um
transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3), prevenindo entdo a producdo
de citocinas pro-inflamatdrias em gatos (CAl et al, 2014; LEVY et al., 2004; SUZUKI
et al., 2000). O envolvimento de IL-10 produzido por linfécitos B foi demonstrado por
Jeong e colaboradores (2016) como contribuinte para a supressdo da imunidade celular
contra T. gondii, estabelecimento da infeccdo cronica e formacdo de cistos cerebrais em
camudongos.

Quando deficiente de producéo de IL-10, o hospedeiro apresenta um aumento da
resposta inflamatdria no cérebro e baco durante a fase crénica, com expressédo de IL-12
e IFN-y e infiltrado neutrofilico nesses orgdos (O’BRIEN et al., 2019). Uma vez
bloqueando a resposta inflamatoria, a IL-10 mostra-se importante ndo somente para a

limitagdo da inflamacéo, mas também na manutengéo da fase crénica da infecgéo.
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4  MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos animais, colheita das amostras e realizacdo do hemograma

Foram selecionados oito gatos higidos (5 machos e 3 fémeas), castrados e adultos.
Amostras sanguineas (5mL) foram coletadas utilizando agulhas descartaveis (25 x 8
mm) em seringas contendo heparina (5ulL) através da venopuncdo da jugular dos
animais, e submetidas a purificacdo celular em no maximo 1 hora. Em ma aliquota da
amostra foi realizado hemograma por meio do contador hematoldgico (ABX VET-
Horiba®) e confeccdo de esfregaco sanguineo em laminas utilizando o corante Giemsa
em células fixadas. O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Santa Cruz (CEUA-UESC) com o protocolo 024/15.

4.2  Purificacdo de células

Neutrofilos e células mononucleares periféricas (Peripheral Blood Mononuclear
Cells — PBMC) do sangue colhido foram isolados por meio da centrifugacdo por
gradiente de densidade utilizando meio Ficoll Histopaque® 1,077 e 1,119
respectivamente, na proporcdo de 1, 25:1 (sangue:Ficoll) (Figra 2). As células foram

centrifugadas a 400 xg durante 30 minutos, com temperatura entre 18 e 21 °C.

4.2.1 PBMC

Ap0s a centrifugacéo foi coletado halo correspondente ao PBMC (fragao superior
ao Ficoll 1,077) e o material ressuspenso em 14 mL de solucdo salina refrigerada, sendo
lavadas duas vezes a 400xg por 10 minutos a 18°C. Apos as centrifugacdes, PBMC foi
ressuspenso em 1mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino
e 1% de antibiotico e antimicotico (10.000 unidades/mL de penicilina, 10.000 ug/mL de
streptomicina e 25 ug/mL de anfotericina B), quantificados em camara de Neubauer e a
viabilidade avaliada pela exclusdo do azul de Trypan (Sigma-Aldrich) com 90% de

células integras. As células foram ajustadas para 2 x 10%/poco e cultivadas em placas de
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96 pocos, em duplicata durante 24 horas, antes dos estimulos.

4.2.2 Neutrofilos

O halo de netrofilos (células polimorfonucleares - PMN) foi coletado na fragédo
entre o Ficoll 1,077 e 1,119, ressuspendidos em 14 mL de solucéo salina e lavado 3
vezes a 400 xg por 10 minutos a 23°C. Para as hemacias remanescentes no anel, foi
adicionado solucao de lise ACK (8,29g NH4CI 0,15M, 2g KHCO3 1 mM, 0,074g Na2
EDTA 0,1mM, pH 7,2-7,4) por 3 min em homogeneizacéo, e lavadas por mais duas
vezes, posteriormente ressuspendendo-as em 1mL de meio RPMI1640, quantificadas e
viabilidade analisada pela exclusdo do azul de Trypan (Sigma-Aldrich) em cdmara de
Neubauer. As células foram ajustadas para 5 x 10%/poco e cultivadas em placas de 96
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Figura 2.Processo de separacdo de PBMC e PMN em dois gradientes de

densidade Ficoll Histopaque. Fonte: arquivo pessoal.
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4.3  Cultivo de Toxoplasma gondii

Taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma gondii foram mantidos em monocamadas
de célula Vero em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de antibidtico e antimicético (10.000 unidades/mL de penicilina, 10.000 pg/mL de
streptomicina e 25 pg/mL de anfotericina B) em garrafas de cultivo celular, renovadas
a cada 48 horas em estufa a 37°C em 5% de CO.. A purificacdo dos taquizoitos foi feita
coletando todo conteudo da garrafa de cultivo celular em agulha de 22G, seguido pela
filtracdo em filtros de seringa com poro de 5um e lavagem em solucéo fisioldgica. Os
taquizoitos foram ressuspensos em meio RPMI 1640, quantificados em camara de
Neubauer e viabilidade analisada pela exclusé@o do azul de Trypan (Sigma-Aldrich) com
90% de integridade.

4.4  Obtencdo do sobrenadante da Interacdo de Neutréfilos com taquizoitos de

Toxoplasma gondii

Neutréfilos (5 x 10°/pogo) foram estimulados com taquizoitos de T. gondii na
proporcao de 1:5 (célula:parasito) durante 3 horas (5% CO2/37°C). Ap0s, a incubacéo a
placa foi centrifugada a 400xg por 5 minutos e sobrenadante coletado (Lacerda et al.,
2019). O DNA presente no sobrenadante das co-culturas foi quantificado em
espectrofotdmetro (Thermo Scientific™ NanoDrop 2000) (Anexo 4), 50ug adicionado
nos poco com PBMC e incubados durante 24 e 48 horas (5% CO./37°C).

4.5 Avaliacdo da Viabilidade do PBMC

4.5.1 Ensaio MTT
Para avaliacdo da viabilidade do PBMC foram constituidos 4 grupos. O primeiro
grupo foi constituido apenas por PBMC (2 x 10°/poco), o segundo grupo PBMC +
Lipopolissacarideo (LPS -100ng/pogo), o terceiro grupo PBMC + taquizoitos de T.
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gondii (1 célula:3parasitos) e o quarto grupo PBMC + LPS (100ng/poco) + taquizoitos
de T. gondii (1 célula:2 parasitos) durante 24 e 48 horas. ApoOs esses periodos foi
adicionado 20 pL de solucdo de MTT 5mg/mL (Brometo de 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolium) nos pocos e as células incubadas durante 4 horas a 37°C/5%Co2.
Em seguida o sobrenadante foi descartado e células lisadas com dimetilformamida (150
pL) em dgua com SDS 10% (1:1 v/v) (Mosmann, 1983).

A viabilidade celular foi determinada pela leitura da absorbancia realizada a 570
nm em leitor de microplaca. Os testes foram realizados em duplicata e em seguida
normalizados conforme a férmula: % Viabilidade Celular = (Absorbancia das células
das amostras — Absorbancia do branco/ Absorbancia de células controle positivo —

Absorbancia do branco) x 100.

4.5.2 Dosagem de lactato desidrogenase (LDH)

Para a avaliacdo foram constituidos 5 grupos. O primeiro grupo foi constituido
apenas por PBMC (2 x 10%/poco), o segundo grupo PBMC + Lipopolissacarideo (LPS -
100ng/po¢o), o terceiro grupo PBMC + taquizoitos de T. gondii (1 célula:2 parasitos), o
quarto grupo PBMC + LPS (100ng/pogo) + taquizoitos de T. gondii (1 célula:2
parasitos), e o quinto grupo PBMC + NET (100 ng/poco) em placas de 96 pocos durante
24 e 48 horas (5% CO2/37°C). Ap6s o periodo, o sobrenadante foi coletado e
armazenado em eppendorf de 0,5mL em freezer — 80°C. Para o processamento, as
amostras foram descongeladas lentamente a temperatura ambiente e em seguida
avaliadas quanto a liberacédo de LDH. Para determinar o percentual da atividade da LDH,
foi seguido as instrugdes do fabricante (LDH UV — Bioclin - Quibasa Quimica Basica,

Belo Horizonte, Brasil).
4.6  Quantificacdo da producéo de NO
A determinacdo da produgdo de NO foi realizada indiretamente pela

quantificagdo do nitrito (NO>) resultante de sua oxidagdo no sobrenadante pela reagdo

colorimétrica de Griess (HIBBS, 1989) nos 5 grupos em cultivo durante 24 e 48 horas:
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PBMC (2 x 10%pogo), PBMC + Lipopolissacarideo (LPS -100ng/poco), PBMC +
taquizoitos de T. gondii (1 célula:3 parasitos), PBMC + LPS (100ng/pocgo) + taquizoitos
de T. gondii (1 célula:3 parasitos) e PBMC + NET (50 ng/po¢o). Para tanto, apds o
periodo incubatdrio, as placas foram centrifugadas, sobrenadante coletado e armazenado
em eppendorf de 0,5mL em freezer -80°C até o processamento. As amostras foram
lentamente descongeladas, combinadas em placas de 96 pocos, 70 uL da amostra com
70 uL do reagente de Griess na proporcdo de 1:1 de 1% de sulfanilamida em 2,5% de
H3PO4 e 0,1% de diamina-di-hidroclorido naftaleno (NEED) em 2,5% de H3POa4. Ap0Os
10 minutos foi comparada a absorbancia a 540 nm das diferentes amostras, com 0s
valores da curva padrédo obtida pela dosagem de nitrito de sédio diluido em meio RPMI

em concentracdes que variam de 0,195313 a 200uM.

4.7  Avaliacdo da expressao das citocinas TNF-a, IL-1, 1L-10 e IL-12 p40 e IFN-
vy por PCR em tempo Real (RT-PCR)

A quantificacdo da expressdo de citocinas foi realizada nos 5 grupos sob
tratamento e estimulo durante 24 e 48 horas: PBMC (2 x 10°%pogo), PBMC +
Lipopolissacarideo (LPS -100ng/poco), PBMC + taquizoitos de T. gondii (1 célula:3
parasitos), PBMC + LPS (100ng/poco) + taquizoitos de T. gondii (1 célula:3 parasitos)
e PBMC + NET (50 ng/poco). Para tanto, ap6s o tempo de interacéo, as placas foram
centrifugadas (400xg por 5 minutos a 23°C), e as células presentes no fundo da placa
foram ressuspensas em 200ul de TRIzol (Invitrogen ™), homogeneizadas
vigorosamente, transferidas para tubos tipo eppendorfes livres de DNase e RNase, e
armazenadas em freezer -80°C. As amostras conservadas em TRIzol tiveram o0 RNA
extraido pelo método do Trizol, conforme descrito no Anexo 1. Apds a extracdo, 0 RNA
das amostras foi quantificado em aparelho nanodrop e estas submetidas a construcao de
cDNA pelo protocolo de transcriptase reversa usando o kit SuperScript™ IV VILO™
Master Mix (Invitrogen™) conforme recomendacgdes do fabricante no Anexo 2. O
cDNA foi utilizado para avaliar a expressdo g de Interleucina-1 beta (IL-1B),

Interleucina-12 (subunidade p40), Interlecina-10 (IL-10) e Interferon gama (INF-y)
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(Tabela 1) em gPCR utilizando 0 PowerUp™ SYBR® Green Master Mix, na plataforma
AB 7500 fast (Life Technologies, Carlsbad, Califérnia, EUA) (Anexo 3). A formula a
seguir foi utilizada para comparacdo dos niveis de expressdo dos genes de interesse

(G.1.) entre os grupos controle e experimental:

AACt = [(Ct G.I. Controle — Ct GAPDH Controle) — (Ct G.1. Experimental — Ct
GAPDH Experimental)]

Os resultados foram expressos em termos de variagdo usando a féormula 2 AACT.
Os oligonucleoideos alvos estdo descritos na Tabela 1 e foram selecionados usando o

sistema BLAST.

Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos para 0s genes alvo no estudo

Gene alvo Foward Reverse
IL-1p GCAGCCATACAGTCACAGGA CGAAGCTCGTATGAGCCAGA
IL-10 TGGGGAACGAAACATCCAG AGGTATGACCGGGTTCTCCA
IL-12p40 GTGGCTGACGGCAATCAGTA TTCTCTGCTGAGAGTGTCGC
IFN-y TGGGTCGCTTTTCGTAGACA ATGCTCCTTTGAATGCGCTG
GAPDH TGGCCTCCAAAGAGTAAGAGC CTCAAGTGTGTTGGGTGACGA

4.8 Analise de dados

Os resultados foram analisados por estatistica ndo-parametricas utilizando o teste
estatistico ndo-paramétrico de Kruskal Wallis. Para os demais foi realizada uma anélise

descritiva. A andlise de dados foi realizada pelo GraphPad Prism 5.03 software.



5 RESULTADOS

5.1 Viabilidade celular de PBMC
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No ensaio de MTT foi observado que o PBMC de gatos estimulados com o0s

taquizoitos durante 48 horas, com ou sem associacdo com o LPS, apresentaram uma

diminuicao significativa da sua viabilidade quando comparado ao controle (p < 0,01)

(Figura 3). A viabilidade em culturas de PBMC puro ou estimulados com LPS néo

apresentaram diminuicdo significativa.

Na anélise da viabilidade a partir da dosagem do LDH de forma similar ao MTT,

PBMC estimulados com taquizoitos, durante 48 horas, associados ou ndo ao LPS,

apresentaram aumento na atividade de LDH quando comparados ao controle (p < 0,05).

Além disso, o grupo com PBMC estimulado com sobrenadantes ricos em NET por 24 e

48 horas, apresentaram uma elevacao significativa da concentracdo de LDH (p < 0,05 e

p <0,01, respectivamente) quando comparados com ao grupo controle 24 horas.
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Figura 3. Viabilidade de PBMC de gatos expostos ao T.gondii ou tratados com NETS avaliadas pelos métodos
de MTT e LDH. (A) PBMC (2 x 10%/poco) foram incubados sem estimulo (controle), com LPS (100ng/poco),
com taquizoitos de T. gondii (propor¢éo de 1:3), LPS associado ao T.gondii e com NETSs (50ng/poco) durante
24 e 48 horas (37°C/5%CO0,). A absorbéncia foi lida em comprimento de onda de 570nm. Dados expressos
como media + SEM. Diferengas significativas foram observadas em culturas de PBMC cultivadas com
taquizoitos de T. gondii isolados ou associados ao LPS nos tempos 24 e 48 horas. (B) PBMC (2 x 10%/poco)
foram incubados sem estimulo (controle), com LPS (100ng/pogo), com taquizoitos de T. gondii (proporcao de
1:3), LPS associado ao T. gondii ou com NETs (50 pg) durante 24 e 48 horas (37°C/5%CO,). Os resultados
foram expressos em U/L. Dados expressos como média £ SEM. * p<0,05 ** p<0,01

5.2 Expressao de citocinas por PBMC de gatos estimulados com taquizoitos de T.

gondii ou tratados com NETs

Avaliando a expressdo de IFN-y, foi observado um aumento significativo nos
grupos de PBMC de gatos estimulados com taquizoitos de T.gondii durante 24 horas

quando comparados ao grupo controle 24 horas (p=0,0149) (Figura 4).

O grupo de PBMC estimulado com LPS e PBMC tratados com NET, ambos
durante 48 horas, apresentaram niveis mais altos de IL-1p em relagdo ao grupo controle

24 horas. Para IL-12, apenas o grupo de PBMC estimulados como LPS durante 48 horas
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expressaram significativamente aumento (p=0,0151) comparados ao grupo controle
com 48 horas. Para o perfil anti-inflamatdrio, a dosagem de IL-10 foi significativa no
grupo de PBMC estimulados com taquizoitos durante 48 horas comparados ao grupo
controle 24 horas (p=0,0376).

Como ja esperado, houve apenas uma leve e ndo significativa expressao de IL-
10 em todos os grupos no tempo 24 horas. O grupo de PBMC estimulado com T.gondii
por 48 horas apresentou aumento significativo dessa citocina quando comparados ao

grupo controle 24 horas (p = 0,0376).
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Figura 4. Expressao relativa das citocinas IFNy, IL-1p, IL-12p40 e IL-10 de PBMC de gatos
expostos ao T.gondii ou tratadas com NETs. PBMC (2 x 10%/pogo) foram plagueados em
placas de 96 pocos e estimulados com LPS (100ng/pogo), com taquizoitos de T. gondii
(proporgéo de 1:3) ou LPS associado ao T.gondii ou tratados com NETs (50ug/pogo)
durante 24 e 48 horas (37°C/5%COz2). O RNA total foi extraido utilizando TRI1zol e 0 cDNA
sintetizado com o kit SuperScript™ IV VILO™ Master Mix. As reacdes de PCR em tempo
real foram realizadas na plataforma Applied Biosystems 7500 Fast Real Time PCR System,
com utilizacdo doPowerUpTM SYBRTM Green master mix (Applied Biosystems). Dados
expressos como média £ SEM. Diferencgas significativas foram observadas em: (A) IFNy:
culturas de PBMC cultivadas com taquizoitos de T. gondii isolados durante 24horas. (B) IL-
1B: PBMC estimulados com T. gondii ou tratados com NETSs durante 48 horas. (C) IL-
12p40: PBMC estimulado com LPS (100ng/pogo) durante 24 e 48 horas (D) PBMC
estimulados com T. gondii durante 48 horas. Os resultados foram expressos em U/L. Dados
expressos como média + SEM. * p<0,05

45
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6 DISCUSSAO

O ensaio do MTT e dosagem de LDH foi utilizado nesse estudo para avaliar a
viabilidade do PBMC de gatos sob variados estimulos. O ensaio MTT consiste em um
ensaio colorimétrico que, indiretamente, determina a viabilidade celular a partir da
reducdo do sal de tetrazdlio pelas mitocondrias de células metabolicamente ativas
(MORGAN, 1998), enquanto o lactato desidrgenase (LDH) é uma enzima encontrada
no citosol de varios tipos de células nucleadas ou ndo, sendo liberada pela célula quando
ha algum dano ou morte celular (HENDERSON et al., 1985).

Bishop e colaboradores (1993) demonstraram que PBMC de gatos saudaveis
cultivados isoladamente sofrem pouca alteracdo de viabilidade durante 24 e 48 horas
incubados a 37 °C e 5% de CO., enquanto estimulados com Concavalina A no tempo
48 horas, eles sofrem um aumento da porcentagem de células mortas. Estudos realizados
com PBMC humano mostra comportamento semelhante, onde essas células puras ou
estimuladas cultivadas por 24 e 48 horas (5% CO»/37°C) nédo apresentaram diminuigéo
significativa de sua viabilidade (DI GIAMPAOLDO et al., 2021; KAYA et al., 2020;
PATPAN et al., 2019).

O mesmo foi verificado no grupo de PBMC estimulado com LPS, que nao
apresentou uma reducdo significativa da viabilidade. Véarios estudos mostraram que a
viabilidade de células expostas ao LPS varia de acordo com o tipo celular e espécie,
além da concentracdo do estimulo e o tempo de interacdo, onde quanto maior a
concentracédo e tempo de exposi¢do ao LPS, maior implicacdo na viabilidade (AN; CHO,
2021; CHOl etal., 2010; LIN et al., 2020; MENG et al., 2017; PINHO et al., 2011; ZOU
etal., 2014).

As reducdes significativas observadas nos grupos expostos a taquizoitos de T.
gondii durante 48 horas podem estar associadas a infec¢do, multiplicacédo e destruicao

da célula parasitada. O tempo de multiplicacdo varia com o tipo celular infectado. Em
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linfécitos o tempo de multiplicacdo é mais lento do que o observado em mondcitos e
células dendriticas, podendo levar mais de 24 horas para multiplicar-se e em seguida
lisar a célula (CHANNON et al., 2000). A contagem diferencial de leucdcitos (Anexo
5) pode explicar a diminuicéo significativa da viabilidade do PBMC exposto ao T. gondii
apenas no tempo 48 horas, uma vez que uma maior propor¢do de linfécitos (70%) foi
encontrada.

Os taquizoitos ndo promoveram perdas significativas em PBMC no tempo 24
horas, apontando que o fator tempo influencia nesses resultados. Como observado, o
LPS isoladamente ndo configura um fator de perda de integridade em ambos 0s tempos,

sugerindo que apenas o T.gondii exerca influencia na viabilidade dessas celulas.

Adicionalmente, um grupo com PBMC de gatos foi tratado com o sobrenadante
da interacdo entre neutréfilos e T. gondiii (NET) e sua viabilidade analisada pela
dosagem de LDH. Resultados semelhantes foram encontrados em outros tipos celulares
em outras espécies quando tratados com NET, tratamento este que conferiu apoptose e
necrose celular as células tratadas (FATEMI et al., 2021; NAKAZAWA et al., 2017,
WEI et al., 2019). O grupo de PBMC tratados com NETS teve sua viabilidade analisada
pelo ensaio de MTT, entretanto os valores da absorbancia sofreram uma grande
elevacdo, o que pode sugerir que 0 método ndo seja adequado para medicdo de
viabilidade em células tratadas com NETS.

Tomados em conjunto, PBMC de gatos estimulados T. gondii in vitro durante 24
horas ndo configura uma perda na viabilidade dessas células, enquanto a estimulacédo
durante 48 horas promove uma perda de da integridade em relagdo ao grupo controle 24

horas.

Os ensaios de producdo de 6xido nitrico foram realizados nas culturas, porém
nossos resultados ndo mostraram producdo de NO em nenhum grupo, sugerindo que a
técnica adotada ndo seja sensivel para dosagem em baixas concentracfes de NO (Anexo
6). Mais estudos devem ser realizados para confirmar se ha ou ndo a producdo de 6xido

nitrico em PBMC de gatos estimulados com LPS, T. gondii ou tratados com NETS.
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A expressao de citocinas revelou um perfil inflamatério em PBMC em cocultura
com T. gondii durante 24 horas, com uma fase de transi¢do para anti-inflamatdria as 48

horas.

IFNy é uma citocina produzida em alta escala por células Natural Killer e
linfocitos T frente a infeccdo por Toxoplasma gondii e compreende a principal citocina
reguladora da replicacdo do parasito intracelular. A deficiéncia de IFNy implica em uma
maior susceptibilidade do hospedeiro ao T. gondii, sendo essa citocina essencial para o
estabelecimento e manutencdo da infeccdo crénica (SUZUKI et al., 1988). Estudo
realizado em PBMC de porcos, a infec¢do com o parasito induziu uma forte expressao
de IFNy apos 72 horas de interacao (JENNES et al., 2017). IFNy foi detectado em PBMC
de gatos infectados in vivo com T. gondii (LEVY et al., 2004; YIN et al., 2015a). Em
PBMC humanos Vvarios estudos ja demonstraram a expressdo de IFNy in vitro (CONG
etal., 2011; MEIRA et al., 2014). Nesse estudo demonstramos que PBMC de gatos sdo

capazes de produzir IFNy quando desafiados in vitro durante 24 horas.

IL-12 sdo produzidos abundantemente em células dendriticas estimuladas com T.
gondii e sua producdo ¢ essencial para a liberagdo de IFNy. A deficiéncia dessa citocina
pode prejudicar a resposta imune contra esse protozoario (GAZZINELLI et al., 1993).
Em ensaios in vivo com gatos, a expressdo alta de IL-12 foi encontradas em células do
baco, células dos linfonodos mesentéricos e linfocitos T derivado de linfondos
(KOYAMA et al., 1999; LEVY et al., 2004). Nossos resultados revelam que PBMC de
gatos infectados com taquizoitos de T. gondii ndo produzem quantidades significativas
de IL-12. Esse evento pode ser explicado pela baixa proporcdo de células dendriticas na
populacdo do PBMC ou a alta expressao de IL-10 por esse grupo, que excerce feedback
negativo para IL-12. Um leve aumento de IL-12 foi visto nos grupos desafiados com
T.gondii por 48 horas, sugerindo que a expresséo de IL-12 em PBMC de gatos dependam

do tempo de estimulo na espécie.

Analisando em conjunto a expressdo de IL-12 e IFNy por grupos de células
infectados com taquizoitos de T.gondii por 24 e 48 horas, uma relacdo pode ser
estabelecida quando notamos uma diminui¢ao de IFNy no tempo 48 horas. Células NK

produzem IFNy quando ativadas por IL-12. Quando o hospedeiro sofre uma infeccédo
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secundaria por T. gondii, os linfocitos T de memoria podem contribuir para a producéo

de IFNy pelas células NK, porém em m nimero bem reduzido comparados a producgéo

na presenca de IL-12 (GAZZINELLI et al., 1993; IVANOVA et al., 2019)

As células modularam uma resposta pro-inflamatoria apés o estimulo com LPS.
A elevada producéo de I1L-12p40 e a baixa producdo de I1L-10 por esse grupo em ambos

0s tempos sustenta a resposta pré-inflamataria.

Stich e Declue (2011) identificaram a producéo de IL-1 em sangue total de gatos
estimulado com varias concentracbes de LPS durante 24 horas. Nos encontramos
producéo de IL-1p em PBMC de gatos cocutivados com LPS a 100ng durante 24 ¢ 48
horas, porém ndo significativas. Il-1B é uma citocina pro-inflamatdria produzido por
monadcitos, macrofagos e células dendriticas em resposta a microrganismos. Os
diferentes sorotipos do T. gondii sdo reconhecidos de acordo com as proteinas presentes
em sua membrana e sua identificacdo por células apresentadoras de antigenos. 1sso
influéncia na expresséo de citocinas sinalizadoras. Expressdes mais altas de IL-1p foram
encontradas em PBMC de humanos infectados com o sorotipo | da T. gondii
(MANTILLA-MURIEL et al., 2020). Ainda em humanos, ja foi demonstrado a
producéo de IL-1p por mondcitos ¢ também como inibidora da replicagdo de T. gondii
in vitro (DIMIER; BOUT, 1993; GOV et al., 2017; WITOLA et al., 2011). Nossos
resultados sdo semelhantes aos encontrados em humanos, onde os grupos de PBMC
estimulados com taquizoitos de T. gondii expressaram nivel significativo de IL-1p apods
48 horas de incubacdo quando comparados ao grupo controle, contribuindo assim para

a resposta pré-inflamatdria causada pela infeccéo in vitro em gatos.

IL-10 € uma citocina que integra as respostas anti-inflamatérias do sistema
imune, atua durante a infeccdo por Toxoplasma gondii inibindo a resposta inflamatéria
exacerbada que pode ser maléfica ao hospedeiro. A expressdo de IL-10 pelo grupo
PBMC estimulado com T. gondii condiz com os baixos niveis de IFNy desse mesmo
grupo no tempo 48 horas, visto que essas citocinas sdo inversamente proporcionais
(MALEFYT et al., 1991). Gazzinelli e colaboradores (1996) demonstraram em modelo
murino, a resposta exacerbada de IFNy, TNFa e IL-12 pode levar a necrose do figado e

intestino delgado levando o animal a morte, sendo a IL-10 a citocina limitante dessa
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superproducéo. A IL-10 é capaz de inibir a producdo de IFNy, diminuir a atividade de
células T efetoras e de células apresentadoras de antigenos, além de ser pelo
estabelecimento da infeccéo cronica (MALEFYT et al., 1991; TAGA;TOSATO, 1992;
O’BRIEN et al., 2019).

A expressdo de IL-1pB pelo grupo de PBMC tratados com o sobrenadante ricos
em NETs durante 48 horas chama a atencdo, quando comparamos esse grupo com
PBMC estimulados com T. gondii 24 horas e LPS 48 horas. Trabalho recente realizado
por Vanderbeke e colaboradores (2021) sugeriram neutrofilos ativados produzindo
NETSs, contribuem para uma maior expressdo de IL-1p em mondcitos de paciente
criticos com COVID-19. Resultado similar foi demonstrado por Soehnlein e
colaboradores (2008) com neutrofilos impulsionando a atividade de mondcitos. Uma
resposta pro-inflamatéria foi observada também por Carrillo-Vazquez e colaboradores
(2020) quando houve a interacdo das NETs com linfécitos de pacientes com Lupus
eritematoso sistémico, contribuindo com a doenca autoimune. Linfocitos em cultura de
PBMC foram ativados e expressaram IFNy. cocultivado com NET em trabalho realizado
em 2012 por Tillack e colaboradores. Nossos resultados sugerem em PBMC de gatos
tratados com NET podem estimular uma resposta pré-inflamatéria, com elevada

expressdo de IL-1pB, supondo que pode ser advinda de mondcitos ativados.
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7. CONCLUSAO

Células do sangue periférico de gatos (PBMC) infectadas por Toxoplasma gondii
in vitro difere dos resultados encontrados em outros tipos celulares da mesma espécie in
vivo quando avaliamos a expresséo de IL-12 ¢ IFNy, onde houve baixa producdo da
primeira e curta producdo no tempo da segunda, o que pode ser sugerida pelo
envolvimento de outras células em ensaio in vivo e a presenca expressiva de IL-10 ap6s
48 horas.

Além disso, a alta producdo de IL-1f em grupos infectados, supdem que
monacitos foram regulados positivamentes a responder a infec¢do na auséncia do IFNy

no tempo 48 horas.

Ao tratar PBMC de gatos com NETSs, observamos um padrdo inflamatorio
liderado pela produgdo de IL-1B nesse grupo, sugerindo que as NETs podem
potencializar a liberacdo dessa citocina nas celulas produtoras da mesma, como

monaocitos e macréfagos de gatos.
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ANEXO 1

Protocolo de extracdo de RNA total pelo método do TRIzol

* Amostras conservadas em 100uL de Trizol Reagent, mantidas em tubos tipo eppendorf
livre de DNase e RNase, armazenadas a -80°C
EXTRACAO

1.

Descongelar a amostra, mantendo o tubo em contato direto com gelo;

Adicionar 400 uL de TRIzol ao tubo e incubar em temperatura ambiente durante
5 minutos;

Adicionar 200 pL de cloroférmio, agitar vigorosamente e incubar em gelo
durante 3 minutos;

SEPARACAO DAS FASES

Centrifugar para separacéo das fases (4°C, 15 minutos, 12000xg);
Transferir a fase aquosa para um novo tubo eppendorf (livre de DNAse e
RNAse) com capacidade para 1,5mL previamente identificado;
Adicionar 500 pL de isopropanol ao tubo contendo a fase aquosa;
Incubar durante 30 minutos em freezer a -80°C;
Descongelar os tubos, mantendo-os em gelo até a fase seguinte;

PRECIPITACAO DO RNA — em duplicata

Centrifugar durante 10 minutos, 12000xg, 4°C;

Verter 0 sobrenadante em novo tubo tipo eppendorf (obtencdo da amostra em
duplicata) centrifugar novamente (10 minutos, 12000xg, 4°C), descartando o
sobrenadante ao fim da centrifugacéo;

Adicionar 1mL de etanol 75% ao precipitado e centrifugar (10 minutos, 10500xg,
4°C);

Descartar o etanol por inversao do tubo, mantendo-os invertidos sob papel toalha
durante 5 minutos, em temperatura ambiente;

Ressuspender o precipitado em agua ultra pura livre de DNAse e RNAse;

SOLUBILIZACAO E QUANTIFICACAO DO RNA TOTAL

Manter os tubos em banho-Maria seco a 56°C durante 10 minutos;

Quantificar o0 RNA em espectrofotrometro (Thermo Scientific™ NanoDrop
2000);

Congelar o RNA total extraido em freezer a -80°C.
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ANEXO 2
Protocolo para sintese do cDNA

=  Kit utilizado: SuperScript™ IV VILO™ Master Mix
= Catélogo 11756050

Antes de iniciar, calcular o volume correspondente a de 1ug de RNA total para cada
cDNA sintetizado.
1. Preparar o Master Mix para uma reacdo com volume final de 20pL:

= 4uL de SuperScript™ IV VILO™ Master Mix

= 1pg de RNA total

= Ajustar o volume final com &gua ultrapura para 20uL de reacéo.

2. Homogenizar brevemente as amostras e coloca-las no termociclador com a seguinte
programacao:
= 25°C por 10 minutos — Anelamento dos primers

= 50°C por 10 minutos — Transcri¢ao reversa do RNA

= 85°C por 5 minutos — Inativacdo da enzima

3. Congelar o cDNA a -80°C.
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ANEXO 3
Protocolo da RT-PCR em Tempo Real

KIT: PowerUpTM SYBRTM Green master mix (Applied Biosystems)

Reac0es realizadas no aparelho Applied Biosystems 7500 Fast Real Time PCR System,
em placas de 96 pocos para gPCR da Applied Biosystems, mantidas em gelo durante
todo preparo das reacoes.

1. Preparar o MIX para o volume final de 20uL por reacéo:
= 10 pLde PowerUpTMSYBRTM Green master mix (2x)

= 1pL primer foward (10uM)

1L primer reverse(10uM)
1 uL de cDNA (0,05ug)

6,5 uL Agua ultrapura livre de Nucleases.

2. Selar e centrifugar brevemente a placa e iniciar as reagbes com a seguinte
programacéo:

Estdgio Temperatura Repeticoes Tempo
Ativacdo da enzima 1 95 °C 1 10 minutos
Fechamento da fita 1 95 °C 1 2 minutos
Desnaturacio 2 95°C 40 15 segundos
Anelamento 55-60 °C
Extensdo 72 °C 1 minuto
Condicdes da curva de dissociagdo(Melt curve)
Estagio Temperatura Tempo
1 95 °C 15 segundos
2 60 °C 1 minuto

3 95 °C 15 segundos
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ANEXO 4
Quantificacdo de DNA em sobrenadantes da interacao entre neutrofilos e Toxoplasma
gondii em espectofotometro Nanodrop
*Para alguns animais foi realizado pool de amostras de outros animais.

260/280
Animal Amostra/repeticdo ~ Concentragdo DNA (ug/uL) nm
Animal 1 a 4,2 2,52
Animal 1 b 4,9 2,77
Animal 1 c 6,0 1,95
Animal 1 d 4,6 3,56
Animal 1 e 41 3,86
Animal 1 f 0,8 -1,02
Animal 2 a 45 1,79
Animal 2 b 4,5 1,68
Animal 2 c 45 1,81
Animal 2 d 2,4 1,69
Animal 2 e 18 1,45
Animal 2 f 17 1,64
Animal 3 a 54 1,89
Animal 4 a 18 -1,3
Animal 4 b 0,8 -0,36
Animal 4 c 1,6 -0,86
Animal 4 d 3,9 -0,07
Animal 4 e 1,1 -0,25
Animal 5 a 3,7 2,08
Animal 5 b 2,7 3,28
Animal 5 c 4,0 2,34
Animal 5 d 3,1 5,03
Animal 5 e 51 2,08
Animal 5 f 3,1 2,78
Animal 5 g 3,4 2,74
Animal 5 h 3,4 2,73
Animal 6 a 11,0 2,15
Animal 6 b 7,4 2,53
Animal 6 c 8,6 2,3
Animal 6 d 8,0 2,47
Animal 6 e 9,2 2,19
Animal 7 a 17,9 0,98
Animal 7 b 14,5 0,94
Animal 7 c 15,2 0,98
Animal 7 d 14,8 1,02
Animal 7 e 14,1 0,97
Animal 7 f 52 1,1
Animal 7 g 4,5 1,09
Animal 8 a 12,7 0,99
Animal 8 b 13,4 0,99
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ANEXO 5

Contagem diferencial de leucocitos - Resultados absolutos

Animal 1 ‘ Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5 ‘ Animal 6 ‘ Animal 7 ‘Animal 8

Leucometria Total
Segmentados
Linfocitos
Mondcitos
Eosinofilos
Basofilos

13.500 15,500  17.100 6.300 13.800 8.300 4.200 8.400
5.940 8.990 9.576 3.400 8.542 4.233 5.796 4.300
6.745 3.720 5.472 2.400 3.836 1.577 1.196 3.475

270 155 NE 110 190 83 NE 165
945 2.480 2.052 590 1.232 2.407 2.208 460
NE 155 NE NE NE NE NE NE

Legenda: NE - Nao encontrado




Resultados producao de Oxido Nitrico

ANEXO 6

ABSORBANCIAS

24 HORAS
Animal 1 ‘ Animal 2 ‘ Animal 3 ‘ Animal 4 ‘ Animal 5 ‘ Animal 6 ‘ Animal 7 ‘ Animal 8 ‘
PBMC
0,049 0,049 0,095 0,109 0,094 0,092 0,104 0,052
PBMC + LPS
0,059 0,049 0,095 0,098 0,092 0,094 0,101 0,053
PBMC + RH
0,092 0,094 0,095 0,097 0,088 0,089 0,108 0,105
PBMC + LPS + RH
0,098 0,094 0,098 0,097 0,095 0,097 0,108 0,097
PBMC + NET
0,098 0,092 0,09 0,104 0,087 0,09 0,101 0,094
PBMC + NET + LPS
0,102 0,11 0,104 0,105 0,088 0,099 0,109 0,102
PBMC + NET + RH
0,094 0,1 0,093 0,088 0,085 0,09 0,1 0,097
PBMC + NET+LPS+RH
0,1 0,102 0,107 0,104 0,102 0,103 0,092 0,096
PBMC + NET 100ng
0,094 0,105 0,09 0,088 0,102 0,09 0,113 0,113
48 HORAS
Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5 | Animal 6 | Animal 7 | Animal 8
PBMC
0,054 0,049 0,098 0,098 0,096 0,096 0,109 0,052
PBMC + LPS
0,058 0,05 0,107 0,108 0,106 0,106 0,103 0,05
PBMC + RH
0,11 0,119 0,101 0,104 0,101 0,093 0,114 0,124
PBMC + LPS + RH
0,113 0,106 0,099 0,108 0,102 0,108 0,094 0,1
PBMC + NET
0,106 0,111 0,105 0,102 0,095 0,092 0,109 0,131
PBMC + NET + LPS
0,12 0,105 0,113 0,114 0,098
PBMC + NET + RH
0,111 0,107 0,103 0,1 0,103
PBMC + NET+LPS+RH
0,116 0,117 0,107 0,111 0,105
PBMC + NET 100ug
0,125 0,119 0,099 0,101 0,105




CONCENTRACAO
24 HORAS
Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 ‘ Animal 5 ‘ Animal 6 | Animal 7 | Animal 8
PBMC
-1,075 -1,075 -3,264 0,1821  -3,50972 -4,00196  -1,075 -0,556
PBMC + LPS
0,6059 -1,7951 -3,264 -2,525  -4,00196 -3,50972 -0,8347 -4,74
PBMC + RH
-4,002 -3,51 -3,264 -2,771  -4,98644 -4,74032  -0,064 -0,802
PBMC + LPS + RH
-2,525 -3,51 -2,525 -2,771 -3,2636  -2,77136  -0,064 -2,771
PBMC + NET
-2,525 -4,002 -4,494 -1,049  -5,23256  -4,4942 -1,787 -3,51
PBMC + NET + LPS
-1,541 0,4282 -1,049 -0,802  -4,98644 -2,27912  0,1821 -1,541
PBMC + NET + RH
-3,51 -2,033 -3,756 -4,986 -5,7248  -4,4942 -2,033 -2,771
PBMC + NET+LPS+RH
-2,033 -1,541 -0,31 -1,049  -154076 -1,29464  -4,002 -3,017
PBMC + NET 100ug
-3,51 -0,802 -4,494 -4,986  -1,54076  -4,4942 1,1666 1,1666
48 HORAS
Animal 1 | Animal 2 | Animal 3 | Animal 4 | Animal 5 | Animal 6 | Animal 7 | Animal 8
PBMC
-0,5946  -1,7951 -6,974 -6,974 -7,4808  -7,4808  -1,0748 -2,67
PBMC + LPS
0,3658 -1,555 -4,6956  -4,4424  -49488  -4,9488 -1,555 1,3812
PBMC + RH
-3,936 -1,6572  -6,2148  -54552  -6,2148  -8,2404  -2,9232  -0,3912
PBMC + LPS + RH
-3,1764  -4,9488  -6,7212  -4,4424  -59616  -4,4424  -7,9872 -6,468
PBMC + NET
-4,9488  -3,6828 -5,202 -5,9616 7,734 -8,4936  -4,1892 1,3812
PBMC + NET + LPS
-1,404 -5,202 -3,1764  -2,9232  -6,9744
PBMC + NET + RH
-3,6828  -4,6956  -5,7084 -6,468 -5,7084
PBMC + NET+LPS+RH
-2,4168  -2,1636  -4,6956  -3,6828 -5,202
PBMC + NET 100pg
-0,138 -1,6572  -6,7212  -6,2148 -5,202
Curva controle de 6xido nitrico
24 horas 48 horas
Concentragao Absorbéancias Concentragdo Absorbéancias
200 0,928 0,94 200 0,834 0,93
100 0,54 0,411 100 0,556 0,603
50 0,317 0,327 50 0,324 0,308
25 0,221 0,214 25 0,218 0,229
12,5 0,185 0,142 12,5 0,177 0,172
6,25 0,153 0,127 6,25 0,145 0,153
3,125 0,124 0,115 3,125 0,143 0,117
1,562 0,114 0,112 1,562 0,125 0,122

*Curvas de controle do nitrito 24 horas e 48 horas foram realizadas em placas distintas.
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