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RESUMO

A toxoplasmose, causada pelo parasito Toxoplasma gondii,
€ uma zoonose de distribui¢do global que pode levar a sérias
complicagdes, incluindo doengas congénitas e aborto em
varias espécies. Este estudo investiga a dinimica da
resposta imune em camundongos infectados e reinfectados
com cepas de 7. gondii de gendtipos iguais e diferentes.
Camundongos BALB/c foram infectados inicialmente com
a cepa ME49 (tipo II), ap6s 49 dias da primo infecio foram
reinfectados com a mesma cepa ou com a cepa RH (tipo I).
A analise sorolégica revelou a producéo de anticorpos IgM
e IgG, indicando infeccdo aguda e cronica,
respectivamente. A resposta imune observada sugere que a
primo-infeccio ndo conferiu protecio contra reinfecgdes,
independentemente do gendtipo ou da concentracio do
inéculo. Os resultados destacam a relevancia da pesquisa
em grupos de risco, como gestantes e individuos
imunocomprometidos, que podem ser suscetiveis a
reinfec¢oes por diferentes cepas de 7. gondii.

PALAVRAS-CHAVE: Toxoplasmose; Resposta Imune;

Reinfecgdo.

ABSTRACT

Toxoplasmosis, caused by the parasite Toxoplasma
gondii, is a worldwide zoonosis that can lead to serious
complications, including congenital diseases and
abortion in various species. This study investigates the
dynamics of the immune response in mice infected and
reinfected with 7. gondii strains of the same and
different genotypes. BALB/c mice were initially
infected with the ME49 strain (type II) and, after 49
days, reinfected with either the same strain or the RH
strain (type I). Serological analysis revealed the
production of IgM and IgG antibodies, indicating acute
and chronic infection, respectively. The immune
response observed suggests that the primary infection
did not confer protection against reinfections, regardless
of the genotype or inoculum concentration. The results
emphasize the relevance of research in at-risk groups,

such as pregnant women and immunocompromised
individuals, who may be susceptible to reinfection by
different 7. gondii strains.
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1. INTRODUGAO
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A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicio
mundial, causada pelo parasito Toxoplasma gondii,
um coccideo intracelular obrigatério, que infecta a
maioria dos animais vertebrados e invertebrados,
entre estes o homem (SINHORINI et al., 2017
SMITH et al., 2021). Esta zoonose possui uma grande
importancia médica e veterinaria, principalmente por
causar graves danos ao recém-nascido por ser de
transmissdo vertical e/ ou aborto em diversas espécies
(SILVA et al., 2006).

T. gondii possui cepas de diferentes genotipos,
sendo classificadas como virulentas ou avirulentas, e
caracterizadas em trés tipos predominantes: tipo I, II
e I, e além dessas trés linhagens, ha também as cepas
atipicas, que se diferem das demais (DUBEY et al.,
2012; SU et al., 2012; REZENDE et al., 2021).

As cepas do tipo I possuem um perfil agudo de
infecg¢do, sendo consideradas altamente patogénicas
em camundongos, podendo ocorrer o O6bito dos
animais entre o 5° ¢ 10° dia apds a infeccdo, e a cepa
RH ¢é a cepa padrio (GRIGG et al, 2003;
AJZENBERG et al., 2004; DUBEY, 2008). As cepas
do tipo II (ME49) s3o consideradas menos
patogénicas do que a tipo I (RH), e sdo capazes de
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induzir infec¢do cronica, com a produgdo de cistos
teciduais nos animais. Ja as cepas do tipo III (VEG)
sdo ditas de baixa viruléncia, pois a infec¢do causada
¢ mais branda e assim como as cepas do tipo II,
apresentam uma infec¢do cronica devido a resposta
imune (DUBEY, 2008; STUTZ et al., 2012). As
denominadas de cepas atipicas tém ampla
distribui¢do  geografica e a variagdo do
comportamento bioldgico varia muda de acordo com
as caracteristicas genéticas do parasito (DUBEY et
al., 2002; SARAF et al 2017).

A viruléncia da cepa, concentragdo do indculo, via
de infecgdo, capacidade de resposta imune, idade e
caracteristicas genéticas do hospedeiro sdo fatores
que influenciam no prognostico da infeccdo e
consequentemente nas manifestacdes clinicas da
doenca (RORMAN et al, 2006; ROBERT-
GANGNEUX E DARDE, 2012; KOLOREN E
DUBEY, 2020).

Devido a infecgdo induzir a resposta humoral de
forma efetiva, utilizam-se exames imunoldgicos para
diagnostico, atuando na detec¢do de imunoglobulinas
das classes A, M e G especifica (Ig anti- 7. gondii),
confirmando assim a exposicdo ao parasito
(RODRIGUES et al., 2009; SERRANTI et al., 2011),
uma vez que a producdo de anticorpos ¢ relativamente
rapida e intensa com elevados titulos de IgG e IgM
(FILISETTI E CANDOLFI, 2004; LIMA E
LODOEN, 2019).

Um paradigma da imunidade descrita na infecg@o
por T. gondii estd sendo revisto, pois além da
reativagdo, pode ocorrer também a reinfecgdo,
caracterizada como exposi¢do a um grande nimero de
parasitos da mesma cepa ou cepa com genotipo
diferente da primo-infec¢do. Contudo, avaliar o
surgimento e acompanhamento dos anticorpos IgM e
IgG na reinfec¢do experimental ¢ de suma
importancia, a fim de comprovar que a imunidade
desenvolvida na primo-infec¢do ndo protege contra
infeccdes futuras, seja de mesmo ou diferente
gendtipo (JENSEN et al., 2015; REZENEZHAD et
al., 2017). O objetivo do estudo ¢ avaliar a dindmica
da resposta imune, através da dosagem de anticorpos
das classes IgM e IgG, em camundongos infectados e
reinfectados com cepas de 7. gondii de mesmo
gendtipo e diferente gendtipo da primo-infeccao.

2. MATERIAL E METODOS

ANIMAIS: Foram utilizados 32 camundongos
(Mus musculus) da linhagem BALB/c, provenientes
do biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP-
UFG). O projeto foi apreciado e aprovado pela
Comissdo de Etica do Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Goids, sob o protocolo
086/2017.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: Foram
infectados 32 camundongos com a cepa ME49 de T.
gondii, estes animais foram divididos nos seguintes
grupos:  controle, ME+ME, ME+RHI100 e
ME+RHS500, com 8 animais em cada grupo (Figura
l1a).

Apds a infec¢do dos animais, semanalmente
foram realizadas coletas de sangue periférico caudal
em papel filtro (coletados nos dias 07, 14, 21, 28, 35,
42 e 49 apos a infecgdo).

A reinfecgdo foi realizada apds a confirmagdo da
cronicidade da infec¢do, que ocorreu no 49° dia, onde
a sorologia realizada por Imunofluorescéncia indireta
(IFI) para anticorpos da classe IgM estava negativa e
os titulos de anticorpos IgG se estabilizaram. A coleta
de sangue periférico caudal para o grupo ME+ME
prosseguiu semanalmente (dias 56, 63, 70, 77, 84, 91
e 98) por se tratar de uma cepa cronica de baixa
viruléncia e para o grupo ME+RH a coleta passou a
ser diaria (entre os dias 50 & 63), devido a cepa RH
ser altamente virulenta, causando a morte dos animais
em poucos dias.

A IFI realizada nas amostras de sangue coletadas
em papel filtro foram utilizadas para o
acompanhamento do surgimento de anticorpos da
classe IgM e IgG, onde foram considerados positivos
para IgM titulos = 5 ¢ IgG = 20. A dilui¢do ocorreu
na razao de dois, até o titulo final, sendo que o mesmo
¢ determinado pela ultima diluigdo que apresentar
fluorescéncia.

INFECCAO: A primo-infecgdo foi realizada a
partir da inoculagdo de cistos da cepa ME49, tipo II,
por gavagem, obtidos através da maceracdo de
cérebro de camundongos previamente infectados com
essa cepa. Foram inoculados 10 cistos por
camundongo.
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Figura 1: Delineamento experimental a partir de 32 camundongos infectados com a cepa ME49 de Toxoplasma gondii e reinfectados com cepas

de mesmo genotipo e de diferente gendtipo da primo-infecgdo.

A reinfeccao de ambos os grupos foi realizada no
dia 49, onde a infeccdo apresentou caracteristicas de
cronificacdo, confirmado pela estabilizagdo dos
anticorpos IgG e negativagdo de IgM. No grupo
ME+ME, os camundongos foram reinfectados com o
mesmo genétipo da primo-infec¢do, através da
inoculagdo de 10 cistos de ME49 por gavagem, ja nos
grupos ME+RH100 e ME+RHS500, os camundongos
foram reinfectados, com 100 taquizoitos/ml e 500
taquizoitos/ml, respectivamente, da cepa RH, por via
intraperitoneal. Os animais do grupo controle ndo
foram submetidos a reinfecgao.

SOROLOGTIA: A IFI foi realizada de acordo com
Camargo et al. (1964), com modificacdes na
utilizagdo do papel filtro na coleta da amostra. Esta
metodologia ¢ considerada padrio ouro para
diagnostico, apresentando boa especificidade e
sensibilidade na fase aguda (pesquisa de anticorpos
IgM) e fase cronica (pesquisa de anticorpos IgQG)
(MONTOYA E LISENFELD, 2004; SHAAPAN et
al., 2008).

3. RESULTADOS

A partir dos resultados obtidos pela sorologia anti-7
gondii 1gM e IgG, foi possivel analisar o perfil da

resposta imune frente aos desafios da infeccdo e

reinfec¢do com cepa de mesmo e diferente genétipo da
primo-infecgao.

A dinamica da resposta imune da infecgdo aguda da
toxoplasmose, por meio da dosagem de IgM, demostrou
que os anticorpos dessa classe comegaram a ser
detectados em ambos os grupos a partir do 7° dia de
infeccdo, permanecendo nos grupos controle e ME+ME
até o 42° dia de infec¢do e nos grupos ME+RH100 e
ME+RH500, os anticorpos IgM permaneceram até o 35°
dia, com titulos variando entre 5 e 10. Apos a reinfec¢ao
com o mesmo gendtipo (ME+ME), os anticorpos IgM
foram detectados no dia 56 e permaneceram até o dia 70.
Ja para o grupo reinfectado por diferente gendtipo
(ME+RH100 ¢ ME+RH500), os anticorpos IgM foram
detectados no dia 52 e permaneceram até o dia 57 de
reinfecgdo (Figura 2).

Na analise da resposta imune da infecgdo cronica da
toxoplasmose, realizada pela dosagem de anticorpos da
classe IgG, foi possivel constatar que os anticorpos
dessa classe comecaram a surgir em ambos 0s grupos a
partir do 21° dia de infecgdo e persistiram nos grupos
Controle e ME+ME até o fim do experimento (dia 98),
no grupo ME+RH100 at¢ o dia 63 e no grupo
ME+RHS500 até o dia 60, sendo que os titulos
apresentados nestes grupos durante a reinfec¢do com
cepa RH foram elevados (titulos de 80 a 640), devido a
sua alta viruléncia, tendo assim a capacidade de levar os

animais a 6bito em poucos dias (Figura 3).
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Figura 2: Perfil da resposta imune da infeccdo por Toxoplasma gondii, através da dosagem de anticorpos da classe IgG detectados por
Imunofluorescéncia Indireta, realizado experimentalmente em 32 camundongos BALB/c, divididos nos grupos Controle, ME+ME, ME+RH100
foram a 6bito, no dia 63 os camundongos do grupo ME+RH100 foram a 6bito. Os animais do grupo controle e ME+ME se mantiveram vivos até
o fim do experimento. As linhas mostradas na figura representam as médias de cada grupo.

com os resultados encontrados neste estudo, onde os
anticorpos IgM na primo-infec¢do foram detectados
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A resposta imune humoral desencadeada por T.
gondii induz resposta humoral levando a produgéo de
anticorpos especificos contra o parasito, sendo que
esses marcadores sdo utilizados no diagnostico
sorologico da infecgdo (SERRANTI et al., 2011;
LIMA E LODOEN; 2019). De acordo com Villard e
colaboradores em 2016, os anticorpos IgM sdo
produzidos apds sete dias de infeccdo, alcancando
altos picos em poucas semanas e decaindo
gradualmente até o fim da fase aguda, corroborando

detectada, a partir do 3° dia de reinfec¢do no grupo
ME+RH500, 4° dia para o grupo ME+RH100 e 7° dia
de reinfec¢do no grupo ME+ME.

Os anticorpos da classe IgG sdo produzidos de uma a
duas semanas ap6s a primo infeccdo, atingindo os
titulos maximos em seis semanas, assim decaem até
se estabilizarem e permanecerem positivos ao longo
da vida, indicando a exposicdo ao parasito
(RODRIGUES et al., 2009; TALABANI et al., 2010;
VILLARD et al., 2016). No presente estudo, os
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resultados encontrados na deteccdo de anticorpos IgG
sd0 coerentes com os autores acima citados, apenas
variando na semana de deteccdo, que foi a partir da
terceira semana de infecgdo, estabilizando-se na
quinta semana de infeccao até o periodo da reinfec¢do
e permanecendo positivos até o fim do experimento,
como descrito pelos mesmos.

Apesar de Dunay e Sibley (2010) afirmarem que a
resposta imune induzida na infec¢do por 7. gondii é
consistente e duradoura no controle da infecgéo e esta
¢ capaz de imunizar contra a infecgdes futuras, varios
autores tém demonstrado o contrario (JENSEN et al.,
2015; SANTOS, 2018), assim como os resultados
deste estudo, que comprovou que a primo-infecgdo
ndo foi capaz de proteger contra infec¢des futuras,
sendo elas de mesmo gendtipo ou genotipo diferente
da primo-infeccao.

Devido & grande variabilidade genética de T
gondii, existem estudos que tentam compreender o
quanto a infec¢@o por uma cepa ¢ capaz de proteger
contra outra, a fim de derrubar o paradigma de que a
imunidade desenvolvida pela infeccdo inicial protege
contra infecgdes futuras (JENSEN et al., 2015).
Jensen e colaboradores (2015) estudaram
camundongos C57BL/6 cronicamente infectados com
uma cepa tipo III, submetidos ao desafio com
diferentes cepas atipicas 30 dias apods a infecgdo, onde
observaram que infec¢do primdria ndo protegeu
contra a maioria dos desafios. No cérebro dos animais
desafiados, foi verificada a presenga simultanea da
cepa da primo-infeccdo e da cepa do desafio, dessa
forma sendo capaz de ampliar a diversidade genética
da espécie.

Neste sentido, os resultados obtidos através do
ensaio experimental no presente estudo, corroboram
com dados descritos por Remington e colaboradores
(1995), Jensen e colaboradores (2015) e Santos
(2018) que relataram que a imunidade prévia para 7.
gondii em camundongos, causada pela primo
infeccdo ndo sdo capazes de proteger o suficiente a
fim de evitar uma infecgdo futura.

A cepa MEA49 (tipo II) ¢ considerada de baixa
viruléncia para camundongos, pois ¢ capaz de causar
infeccdo cronica, com isso os animais infectados com
cistos dessa cepa apresentaram baixa mortalidade
observado nos grupos controle ¢ ME+ME onde os
camundongos permaneceram vivos até o fim do

experimento. Os resultados sugerem que a resposta
imune conferida na infec¢do primaria com cepa
ME49 ndo foi capaz de proteger os camundongos
quando desafiados com cepa de mesmo gendtipo.

A cepa RH (tipo I) ¢ considerada virulenta para
camundongos, ¢ apresenta maior letalidade levando
camundongos a 6bito entre o 5° a 15° dia, onde os
camundongos desafiados com essa cepa foram a 6bito
14 dias apo6s a reinfecg@o. Os resultados obtidos sdo
coerentes com o de Dzitko e colaboradores (2006)
que afirmaram que camundongos infectados com
cepas de tipo II e desafiados com cepa virulenta tipo
I ndo apresentaram imunidade protetora quando
desafiados com cepa de diferente genotipo da primo-
infecgdo.

Neste estudo, os animais quando desafiados com
cepa RH, gendétipo diferente da primo-infeccao,
apresentaram novamente anticorpos da classe IgM,
um indicativo de infec¢do aguda e houve a detecgdo
de anticorpos IgG com titulos elevados, variando
entre 80 e 640, indicando uma infec¢do cronica. Esses
dados sdo coerentes com os descritos por Santos em
2018, onde afirmou que a infec¢do primaria ndo
imuniza o hospedeiro contra diferentes genotipos,
assegurando que apenas cepas do tipo III sdo capazes
de induzir imunidade protetora a fim de prevenir a
progressdo de infeccdo secundaria por cepas tipo [ e
1L

Estudos comprovaram a reinfec¢do por 7. gondii
em mulheres gestantes imunocompetentes, que se
encontravam na fase cronica da infeccdo, podendo
ocorrer a transmissdo congénita e possiveis sequelas
graves para o feto (SILVEIRA et al., 2003; VALDES
et al., 2011), além de mostrar que a presenca de IgG
anti-7. gondii ndo ¢é sindnimo de protecdo, uma vez
que o individuo pode adquirir novamente a infecgdo
por cepas de T. gondii, diferentes da primo-infeccdo.
(ELBEZ —RUBINSTEIN et al., 2009).

Logo, os camundongos cronicamente infectados
com a cepa ME49 de T gondii quando desafiados
com as cepas ME49 e RH desenvolveram novamente
a infeccdo aguda, com a detecgdo de IgM, e o
aumento dos niveis de anticorpos IgG, demonstrando
que a primo-infec¢do ndo foi capaz de imunizar
contra infec¢des futuras, sendo elas de mesmo ou
diferentes gendtipos, independente do inodculo
utilizado.
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4. CONCLUSAO

Por meio do ensaio experimental, foi possivel avaliar
a reinfeccdo de camundongos (Mus musculus) da
linhagem BALB/c com mesmo e diferente gendtipo de
T. gondii. A resposta imune desencadeada pela primo-
infeccdo por 7. gondii ndo foi capaz de induzir
imunidade protetora a infec¢des futuras, tanto por cepas
de mesmo genotipo da primo-infecgdo, como de
diferente genotipo e diferentes concentragdes de
indculo, pois foi possivel detectar anticorpos IgM e IgG
presentes na primo-infecgdo e na reinfec¢ao em todos os
grupos desafiados. Isto reafirma que a infecgdo por 7.
gondii ndo é capaz de imunizar contra infecc¢des futuras,
derrubando o paradigma de que este parasito induz
imunidade protetora, ressaltando a importancia nos
grupos de risco como gestantes e imunocomprometidos,
pois mesmo apds a primo-infecgcdo, os individuos
podem se reinfectar em contato com cepas de mesmo ou
diferente genétipo da primo-infecgao.
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