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RESUMO
Bezerra ECM.  Caracterizacdo comportamental e alteracbes fisiologicas de
camundongos BALB/c (Mus musculus) infectados com cepas geneticamente distintas
de Toxoplasma gondii [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2023.

A manipulacdo comportamental é a principal teoria utilizada pela neurociéncia para
elucidar as alteragbes comportamentais de roedores infectados pelo Toxoplasma
gondii. Estudos sugerem que a infeccdo pelo protozoario provoca mudancas
metabdlicas, imunolégicas e neuroldgicas que possibilitam o desenvolvimento de
alteracbes no fendtipo do hospedeiro parasitado, tornando-o mais exposto a
predacdo, porém esses estudos utilizam cepas arquetipicas, ou geneticamente
modificadas do parasita, sem descricdes do efeito comportamental de cepas néo
arquetipicas, que sao altamente prevalentes na América do Sul, sobretudo, no Brasil.
Em nosso estudo, comparamos o efeito comportamental e neurofisiolégico de
infeccdes cronicas por cepas arquetipicas (ME49 e VEG) e ndo arquetipicas (#175 e
#318) em camundongos Balb/c, que foram avaliados em dois periodos distintos da
infeccdo por meio de diferentes parametros, como peso corporal; resposta imune
humoral por ELISA; carga parasitaria cerebral por gPCR; aprendizagem e meméria
pelo teste de Esquiva Inibitéria; locomocao pelo teste de Campo Aberto; preferéncia
olfativa (medo inato) pelo teste de Labirinto em Y e metabolismo da glicose cerebral
pelo exame de imagem PET 8F-FDG em trés regides cerebrais (Forebrain, Midbrain
e Hindbrain). Nossos dados demonstraram que a infec¢ao pela cepa arquetipica VEG
induziu maior resposta imune humoral e maior carga parasitaria cerebral. Com relacéo
aos parametros comportamentais, ndo observamos alteracdes cognitivas entre os
grupos, porém os grupos infectados pelas cepas VEG e #175 apresentaram déficits
de locomocdo. Com relacdo a preferéncia olfativa pelo odor do predador que € o
evento crucial da manipulacdo comportamental, observamos que somente os animais
infectados pelas cepas ndo arquetipicas #175 e #318 apresentaram atracdo ao odor
do felino. O exame de imagem PET ¥F-FDG n&o apresentou diferencas significativas
entre oS grupos para as trés areas cerebrais avaliadas. Nossos dados foram inéditos
e demonstraram um efeito cepa - dependente nas alteragdes comportamentais de

roedores infectados por cepas geneticamente distintas de T.gondii.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Controle comportamental. Infec¢cdo experimental

animal. Comportamento animal. Metabolismo da glicose. PET F-FDG.



ABSTRACT

Bezerra ECM. Behavioral characterization and physiological changes of BALB / ¢ mice
(Mus musculus) infected with genetically distinct strains of Toxoplasma gondii [thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2023.

Behavioral manipulation is the main theory used by neuroscience to elucidate
behavioral changes in rodents infected with Toxoplasma gondii. Studies suggest that
infection by the protozoan causes metabolic, immunological and neurological changes
that allow the development of alterations in the phenotype of the parasitized host,
making it more exposed to predation, however these studies use archetypal or
genetically modified strains of the parasite, without description of the behavioral effect
of non-archetypal strains, which are highly prevalent in South America, especially in
Brazil. In our study, we compared the behavioral and neurophysiological effect of
archetypal strains (ME49 and VEG) and non-archetypal strains (#175 and #318) in
Balb/c mice, which were evaluated in two distinct periods of infection using different
parameters, as body weight; humoral immune response by ELISA, brain parasitic load
by gPCR; learning and memory by the Inhibitory Avoidance test; locomotion by the
Open Field test; olfactory preference (innate fear) by the Y-maze test and brain glucose
metabolism by 18F-FDG PET imaging exam in three cerebral regions (Forebrain,
Midbrain and Hindbrain). Our data showed that infection with the archetypal VEG strain
induced a greater humoral immune response and a greater cerebral parasite load.
Regarding the behavioral parameters, we did not observe cognitive alterations
between the groups, however the groups infected by the VEG and #175 strains
presented locomotion deficits. Regarding the olfactory preference for the predator's
odor, which is the crucial event of behavioral manipulation we observed that only
animals infected with non-archetypal strains #175 and #318 showed attraction to the
feline's odor. The PET 18F-FDG imaging exam showed no differences between the
groups for the three evaluated areas. Our data were inedited and demonstrated a
strain-dependent effect on behavioral changes of rodents infected by genetically

distinct strains of T. gondii.

Descriptors: Toxoplasmosis. Toxoplasma gondii. Behavior control. Animal

experimental infection. Animal behavior. Glucose metabolism. PET 18F-FDG.
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Figura41l- Resultados da comparacdo da captagdo do radiofarmaco *8F- 97
FDG entre as trés regioes encefalicas (Forebrain, Midbrain e
Hindbrain) para os diferentes grupos experimentais.
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1. INTRODUCAO

Toxoplasma gondii (T. gondii) € um parasita eurixeno, capaz de infectar uma
ampla variedade de animais de sangue quente, incluindo o homem (Dubey, 2010). Os
felinos sdo os hospedeiros definitivos do protozoario, pois é no epitélio intestinal
destes animais que ocorre a fase sexuada do agente. A principal via de infeccéo dos
felinos € o carnivorismo pela ingestdo de presas infectadas com o protozoario
(Webster, 2007; Webster e McConkey, 2010).

Estudos em modelos experimentais tém demonstrado que a relagédo parasita -
hospedeiro € uma associacdo complexa, que pode resultar em manipulacéo
comportamentall. Tal mecanismo, visa 0 aumento do sucesso do fithess ecoldgico?
da populacdo parasitaria, aumentando sua chance de reproducdo e sobrevivéncia

(Bhattarai et al., 2021).

Nas ultimas décadas, varios estudos demonstraram que roedores infectados
por T. gondii apresentam alteracbes comportamentais que ocasionam maior risco
predatério (Lamberton; Donnelly; Webster, 2008), como hiperatividade locomotora
(Hodkova et al., 2007; Afonso; Paixao; Costa, 2012), reducao da ansiedade (Afonso;
Paixdo; Costa, 2012; Gonzales et al., 2007), mudangas de memoria e aprendizagem
(Wang et al., 2011; Goodwin et al., 2012; Bezerra et al., 2019). Além disso, algumas
pesquisas, ainda, observaram hipoatividade locomotora em animais infectados por T.
gondii (Gonzalez et al., 2007, Bezerra et al., 2019), demonstrando que a infec¢ao pelo

protozoario pode alterar varios aspectos comportamentais de forma diferenciada.

Dentre as alteragbes comportamentais induzidas por T. gondii no hospedeiro,
certamente, a reducdo do medo inato dos roedores ao odor dos felinos é a mais
relevante (Vyas et al.,2007a). Este efeito da manipulacdo do parasita leva a um

comportamento alterado do hospedeiro, que se sente atraido pelo odor da urina de

1 Manipulagdo comportamental; trata-se das alteragdes comportamentais observadas nos hospedeiros
parasitados por alguns tipos de organismos, no qual, ha o desenvolvimento de adapta¢ces que visam
0 aumento da transmisséo do parasita para outros hospedeiros (Chieffi, 2015).

2 Fitness € um conceito chave para a teoria da Evolugéo e de modo simplista é caracterizado como a
capacidade de sobrevivéncia e de reproducdo de um organismo. Atualmente esse conceito ganhou
conotacdes matematicas, ajudando a prever a consequéncia de uma mudanca em uma caracteristica
individual, ou em um conjunto de individuos e seu efeito em relacdo ao processo evolutivo da espécie
em questdo (Hansen, 2018).
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seu predador natural, configurando o fendmeno conhecido como “atragcdo fatal’
(Berdoy; Webster; Macdonal, 2000). Estudos demonstram que essa reducdo da
aversao é especifica, ja que a aversao natural ao odor de outros predadores como
cao (Kannan et al., 2010), fuinha (Lamberton; Donnelly; Webster, 2008) e coelho
(Vyas et al., 2007a) foram mantidas preservadas (Vyas et al., 2007b). Essa
preferéncia pelo odor do felino, também, foi descrita em humanos, uma vez que
individuos soropositivos para T. gondii demonstraram uma predilecéo olfativa a urina
de gato doméstico em comparacado com a urina de outros animais. Esse achado foi
associado ao aminoacido L-felinina (Flegr et al., 2011) que é encontrado na urina de
felinos da subfamilia Felinae e esta relacionado a demarcacao territorial, prevalecendo

em maiores concentracfes em individuos machos (Hendriks et al., 1995).

Estudo prévio do nosso grupo demonstrou que camundongos infectados por T.
gondii apresentaram diminuicdo da aversao ao odor da urina de gato macho e,
também, ao aminoé&cido L - felinina (Bezerra et al., 2019). Em relacdo ao processo
neurofisiolégico responsavel pela reducédo da aversao ao odor do felino em animais
parasitados por T.gondii, Berdoy, Webster e Macdonal (2000) atribuiram esse
fenbmeno a mudancas na sinalizacdo e decodificacdo do sinal olfativo em areas

especificas do SNC, como amigdala medial e giro denteado do hipocampo.

Contudo, vale ressaltar que o0 desenvolvimento das alteracfes
comportamentais em roedores parasitados por T. gondii € um fenbmeno complexo
gue depende de varios mecanismos neurofisiolégicos. Inicialmente, foi postulado que
tais alteracdes seriam resultado do aumento dos niveis de dopamina induzido pelo
parasita nas células neurais tanto em modelos de infeccéo “in vitro” como “in vivo”
(Prandovszky et al., 2011). Entretanto, com o avanco das pesquisas na area, foi
possivel verificar o papel de outros mecanismos, tais como: (i) efeito da leséo tecidual
no SNC nos locais onde os cistos estdo presentes (Kogak et al., 2012); (i) infiltrado
inflamatério cerebral e aumento dos niveis de citocinas que influenciam o metabolismo
de neurotransmissores (Na; Jung; Kim, 2014); (iii) ativacdo da microglia e dos
astrocitos que alteram o microambiente neural (Dellacasa-Lindberg et al., 2011) e (iv)
resposta autoimune que induz a producdo de anticorpos anti-NMDAR com potencial

de atacar células neurais do préprio hospedeiro (Li et al., 2018).
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Cabe enfatizar, ainda, que as alteragcbes comportamentais em roedores podem
ser influenciadas por outros fatores, entre eles, o sexo do hospedeiro, tempo de
infeccdo, carga parasitaria e a cepa infectante (Xido et al., 2012; Harron et al., 2011;
Kannan et al., 2010; Gonzalez et al., 2007; Ingram et al., 2013; Bezerra et al., 2019).
Em relacdo ao ultimo aspecto, acredita-se que as alteracfes comportamentais sejam
influenciadas pelo gendtipo da cepa de T. gondii que o hospedeiro alberga. O estudo
pioneiro, nesta area, foi realizado por Kannan e colaboradores (2010), que
observaram diferengcas comportamentais entre animais infectados por duas cepas do
tipo Il distintas (ME49 e PRU). Da mesma forma, um estudo, comparando animais
infectados por uma cepa RH geneticamente atenuada (RHArop5) com animais
infectados pela cepa CEP do tipo Ill, demonstrou que ambos 0s grupos apresentaram
alteragcbes comportamentais que resultaram na atracdo pelo odor do felino. Em
estudos prévios do nosso grupo, também, observamos o efeito do genétipo da cepa
infectante no comportamento dos animais (Bezerra et al., 2019), demonstrando que a
infeccdo pela cepa arquetipica VEG (tipo Ill) resultou em maior carga parasitaria
cerebral e maior titulo de anticorpos em camundongos BALB/c, além de induzir
alteragbes comportamentais mais proeminentes quando comparada com a infecgéo
pela cepa arquetipica ME49 (tipo Il), porém, até o presente momento, ndo ha
descricado de estudos, desta natureza, utilizando cepas nao arquétipicas de T. gondii,
gue sao altamente prevalentes em nosso meio tanto em infecgdes animais como em

casos humanos.

Para compreendermos a complexa acdo de T. gondii no SNC é necessario o
emprego de diferentes abordagens diagnosticas, incluindo métodos histologicos,
moleculares e imunoldgicos, além da aplicacdo de novas tecnologias como 0s exames
de imagem. A técnica de PET scan (tomografia computadorizada por emisséo de
positrons) com o radiofarmaco '8F-FDG (fluorodesoxiglicose) vem se destacando nos
ultimos anos, sendo amplamente utilizada para o estudo de doencas
neurodegenerativas, ja que avalia o metabolismo da glicose cerebral em repouso,
permitindo a identificacdo de areas do SNC com hipometabolismo, o que auxilia na
prevencdo de atrofia cerebral em diferentes formas de deméncia (Herholz, 2003;
Gonzalez-Redondo et al., 2014; Liguori et al., 2019). Contudo, estudos utilizando essa
metodologia para avaliagcdo dos efeitos causados pela infeccéo por T. gondii no SNC

de modelos experimentais sdo extremamente escassos. O Unico estudo descrito com
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essa finalidade foi realizado por Xu et al., (2014) que demonstraram que animais
infectados por T. gondii apresentaram um aumento da captacdo do radiofarmaco na
fase aguda de infeccéo, indicando que, possivelmente, a ativacdo da micrdglia e o
processo neuroinflamatério que ocorrem, neste periodo da infeccdo, sejam os

mecanismos responsaveis pelo aumento da capitagéao.

Levando em consideracdo os achados da literatura referentes as alteracdes
comportamentais em animais infectados e a influéncia da infeccéo por T. gondii em
varios transtornos psiquiatricos humanos, como esquizofrenia (Torrey e Yolken, 2003;
Torrey e Yolken, 2007; Horacek et al., 2012), transtorno bipolar (Tedla et al., 2011),
depresséao e tentativa de suicidio (Hsu; Groer; Beckie, 2014), doenca de Alzheimer,
transtorno obsessivo compulsivo, Parkinson (Kusbeci et al, 2011; Miman et al., 2010;
Celik et al., 2010;) e certas epilepsias de origem desconhecida (Carter, 2013),
buscamos avaliar o efeito do genétipo da cepa infectante de T. gondii nas alteracfes
comportamentais, utilizando modelos de infeccdo experimental em camundongos
Balb/c com cepas arquetipicas do tipo Il (ME 49) e tipo lll (VEG), bem como cepas
nao arquetipicas (#175 e #318), isoladas de casos de toxoplasmose congénita, a fim
de avaliar possiveis altera¢cées no comportamento locomotor, meméria, aprendizagem
e aversao ao odor felino, bem como analisar o metabolismo cerebral em diferentes
regides encefélicas pelo exame de imagem PET ¥F-FDG durante a fase cronica de

infeccao.

Os dados do presente estudo séo pioneiros e fornecem um panorama inédito
do efeito comportamental de cepas nao arquetipicas, comparadas com cepas
arquetipicas de T.gondii, além de estabelecer uma abordagem promissora para
futuras pesquisas que possam utilizar técnicas de imagem, visando maior
compreensdao do estado fisiolégico neuronal e sua possivel influéncia no

comportamento de roedores, possibilitando uma visao translacional para humanos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Caracteristicas Gerais do Toxoplasma gondii

T. gondii € um protozoario intracelular obrigatério, pertencente ao reino Protista,
filo Apicomplexa, subclasse Coccidia, familia Sarcocystidae e género Toxoplasma
(Montoya e Liesenfeld, 2004, Karthikeyan et al., 2021).

O parasita apresenta trés formas evolutivas durante seu ciclo devida, incluindo
oocistos, taquizoitos e bradizoitos: existem trés formas evolutivas do parasita
(Montoya e Liesenfeld, 2004).

Os oocistos sé@o formados nas células intestinais de felinos infectados, sendo
liberados nas fezes desses animais na forma nao esporulada (ndo infectante). Essas
estruturas apresentam grande potencial de contaminar agua e superficie de vegetais,
gue podem ser consumidos por outros animais e pelo homem. Os oocistos
esporulados de T. gondii sdo formados por 2 esporocistos, cada qual contendo 4

esperozoitos no seu interior (Montoya e Liesenfeld, 2004).

Os taquizoitos sédo formas de multiplicacéo rapida, presentes na fase aguda da
infeccdo, sendo responsaveis pela invasdo de diferentes 6rgdos e tecidos do
hospedeiro (Hill e Dubey, 2014; Montoya e Liesenfeld, 2004). Ap6s a ingestdo de
esporozoitos presentes em oocistos, ou bradizoitos contidos nos cistos teciduais,
estas estruturas se diferenciam em taquizoitos, cuja principal caracteristica é a
capacidade de multiplicacédo rapida, ocasionando rompimento da célula parasitada e
concomitante liberacdo de novos taquizoitos que invadirdo células vizinhas,

caracterizando a fase aguda de infeccdo (Montoya e Liesenfeld, 2004).

Os bradizoitos apresentam menor taxa de multiplicacdo e sdo capazes de
formar cistos teciduais, sobretudo, no tecido nervoso, olhos, tecido muscular e
cardiaco do hospedeiro (Ahmad-Saleh et al., 2016). O desenvolvimento da resposta
imune frente aos taquizoitos € um fator determinante para transformacédo destas
estruturas em bradizoitos. O bradizoito representa a forma evolutiva mais resistente a
acao enzimatica. Além disso, apresenta pequenas diferencas na expressao génica

em comparacao com os taquizoitos (Hill e Dubey, 2014; Montoya et al., 2004).
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De acordo com Dubey (2010), cerca de um terco da populacdo mundial ja teve
contato com T. gondii, porém em individuos imunocompetentes a doenca apresenta
carater benigno e autolimitado com cerca de 90% dos individuos assintomaticos. Por
outro lado, em individuos imunossuprimidos, e em fetos infectados congenitamente, a
doenca apresenta curso grave e potencialmente fatal. A toxoplasmose é uma das
doencas oportunistas que mais causa encefalite em individuos HIV positivos
(Remington et a., 2011; Montoya e Lisenfeld, 2004, Vidal, 2019).

2.2. Ciclo devida e formas de transmissao

Os felinos sdo os hospedeiros definitivos do parasita e, quando infectados,
excretam oocistos imaturos (ndo infectantes) nas fezes, os quais se tornaram
infectantes cerca de 1 a 5 dias apds sua liberagdo no ambiente (CDC, 2020),
contaminando a superficie de alimentos e a 4gua que podem ser ingeridos por outros
animais. T. gondii tem a capacidade de infectar todas as espécies de animais de
sangue quente, incluindo o homem (Hodkova et al., 2007; Murray et al., 2004; Montoya
e Liesenfeld, 2004; Hill e Dubey, 2014).

A principal fonte de infecgdo dos felinos é a ingestdo de presas (roedores e
passaros) infectadas, contendo cistos teciduais do parasita (Fig. 1) (Webster, 2007;
Webster e McConkey, 2010). No Brasil, estudos demonstram que as taxas de
soropositividade de roedores urbanos para o T. gondii variam de 0,46% a 5% em
cidades como S&o Paulo e Londrina (Muradian et al., 2012; Ruffolo et al., 2008).
Mundialmente, Galeh et al., (2020) revisando estudos de soroprevaléncia em roedores
selvagens de diferentes paises, verificaram uma taxa global de 6% (IC95% = 6 - 7%),
sendo os maiores niveis encontrados na Africa (24%) e na América do Sul (18%), que,
curiosamente, sao regides subdesenvolvidas e com maior biodiversidade. Segundo
Mercier et al., (2013), as taxas de soroprevaléncia em pequenos roedores é variavel
e depende de diversos fatores, incluindo caracteristicas ambientais, parasitarias e do
préprio hospedeiro e determinar a importancia de cada um deles na transmisséo do
parasita para os felinos, por meio do carnivorismo, ndo é uma tarefa facil, demandando
o desenvolvimento de varias pesquisas de campo. Galeh et al., (2020) ressaltam que
mesmo a taxa de soropositividade sendo baixa, os roedores sdo extremamente

importantes, pois servem como bioreservatorios do parasita para os felinos.
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Figura 1. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii com enfoque na transmissao parasitaria via
carnivorismo.

A infeccdo por T. gondii no homem ocorre, principalmente, pela ingestao de
carne crua ou malcozida, contendo cistos teciduais, ou pelo consumo de agua e
alimentos contaminados com oocistos do parasita ou, ainda, pela via transplacentaria.
Outras formas menos frequentes de transmissdo sdo transfusdo sanguinea,

transplante de 6rgédos e acidente laboratorial (Hill e Dubey, 2014; CDC.org, 2010).
2.3.

Diversidade genética e viruléncia de T. gondii
Um fator extremamente relevante para o desfecho da infeccdo em animais e
humanos é a viruléncia da cepa infectante do parasita e esta questao esta diretamente

relacionada com a variabilidade génica da populagédo de T. gondii. Estudo pioneiro,
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conduzido por Howe e Sibley (1995), com isolados provenientes da Europa e América
do Norte, demonstraram que 0s genétipos circulantes, nestas regides, eram clonais,
sendo classificados em trés linhagens arquetipicas (tipo 1, 1l e Ill), com diferencas em
suas sequéncias genbmicas em torno de 2% (Dardé, 2008). Embora essa
classificagcao, ainda, seja mencionada, sabe-se que a estrutrura populacional atual de
T. gondii é muito mais complexa, com pelo menos 16 haplogrupos em todo o mundo
(Su et al., 2012).

Um estudo de genotipagem, realizado com 1457 isolados de T.gondii,
provenientes de varias regiées do mundo, revelou, por PCR-RFLP, utilizando-se 10
marcadores moleculares, a existéncia de 189 gendétipos diferentes do parasita
circulando mundialmente (Shwab et al., 2014). Estes genoétipos foram inseridos em
uma plataforma de dados especifica para T. gondii, denominada ToxoDb
(https://toxodb.org/toxo/app) que, atualmente, contém o registro de 231 genoétipos

diferentes do parasita (ToxoDb.org, 2023).

Contudo, vale ressaltar que a distribuicdo mundial dos isolados de T. gondii ndo
€ um evento uniforme. Estudos demonstram que, no hemisfério norte, ha uma
variedade pequena de genotipos circulantes, com predominio de alguns genétipos
especificos, caracterizando uma estrutura populacional clonal de T. gondii. Por outro
lado, no hemisfério sul, ocorre a presenca de varios genétipos, porém sem dominancia
entre eles, representando um modelo de estrutura populacional epidémica (Fig. 2)
(Shwab et al., 2014). De acordo com o estudo sobre a diversidade genética de
isolados de T. gondii provenientes de diferentes paises, Shwab et al., (2014)
demonstraram que os genotipos # 1 (Clonal de Tipo Il), # 2 (Tipo 1), # 3 (Variante de
Tipo 1) e # 10 (Tipo ) sdo identificados globalmente, porém alguns gendtipos séo
predominantes em determinadas areas geograficas como, por exemplo, 0os genotipos
# 2 e # 3 dominam na Africa, os genotipos # 9 (chinés 1) e # 10 sdo mais prevalentes
na Asia, 0s genoétipos # 1, # 2 e # 3 sdo dominantes na Europea e 0s genoétipos # 1, #
2,#3,4e#5 (#4e#5sado conhecidos como Tipo 12) dominam na América do Norte.
Ja nas Ameéricas Central e do Sul, ndo ha dominéancia de um genotipo especifico
(Shwab et al., 2014; Dardé et al., 2014).
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Figura 2. Diversidade génica da populacdo de T. gondii em diferentes areas geogréficas.

Algumas hipéteses para elucidar as diferencas genéticas presentes na
populacdo parasitaria, presumem que T. gondii tenha surgido na regido sul-
americana, devido a maior diversidade genética de isolados observados nessa area.
Com o decorrer do tempo, teria ocorrido a disseminacao desses isolados para outras
areas geogréficas, onde se tornaram dominantes (Shwab et al., 2014). Outra hipotese
provavel, consiste no fato de que a ampliacdo da agricultura, principalmente, na
América do Norte, Europa e Asia, tenha provocado a reducéo da biodiversidade local,
causando, assim, a diminuicdo da variedade genética do parasita nessas areas
(Shwab et al., 2014).

Em relacdo a manifestacdo clinica da toxoplasmose, acredita-se que a
gravidade da doenca tenha relacdo com a viruléncia da cepa infectante de T. gondii
(Boothroyd e Grigg, 2002). Isto é plausivel, uma vez que a viruléncia do agente esta

diretamente associada a fatores do parasitismo, incluindo: (i) capacidade de
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disseminagdo do agente no organismo do hospedeiro. Este processo esta
correlacionado com a habilidade do protozoario em atravessar barreiras epiteliais,
disseminando-se via corrente sanguinea; (ii) tempo de multiplicacdo parasitaria no
interior da célula hospedeira, o que poderia influenciar na evolugéo e prognéstico da
doenca (Barragan e Sibley, 2002, 2003). Assim, levando-se em consideracdo o
camundongo como hospedeiro, tem-se observado altas taxas de mortalidade quando
esses animais sao infectados por cepas arquetipicas do tipo | e maior sobrevida
guando sao infectados por cepas arquetipicas do tipo Il e lll, que, frequentemente,
ocasionam infec¢ao crénica com formacgao de cistos teciduais (Boothroyd e Grigg,
2002). Contudo, vale ressaltar que a gravidade da doenca ndo depende apenas da
viruléncia das cepas de T. gondii, mas também, de caracteristicas genéticas dos
hospedeiros, que podem ser mais ou menos susceptiveis a infeccdo parasitaria
(Dardé, 2008; Maubon et al., 2008; Hill e Dubey, 2014).

Com relacdo as cepas nao arquetipicas de T. gondii, apesar de ndo serem
suficientemente avaliadas em ensaios experimentais, acredita-se que sejam mais
virulentas (Dardé, 2008). Observacdes empiricas de casos humanos tém
demonstrado que cepas sul-americanas apresentam alta viruléncia, ja que estédo
associadas a casos fatais de toxoplasmose em individuos imunocompetentes em
paises tropicais como Suriname (Demar et al., 2007) e Guiana Francesa (Carme et
al., 2009). Estudos mais recentes, realizados em modelos animais, demonstraram que
diferentes linhagens de camundongos (M. m. musculus, M. m. castaneus e M. m.
domesticus) séo resistentes a infec¢ao por cepas arquetipicas de T. gondii, entretanto,
estes animais foram susceptiveis a infeccao por cepas ndo arquetipicas provenientes
de diferentes areas geograficas, indicando que a viruléncia de T. gondii depende de
uma complexa relacdo entre o repertério genético do hospedeiro e a diversidade
génica do parasita (Hassan et al., 2019). Da mesma forma, um estudo realizado em
camundongos Swiss, utilizando 10 cepas ndo arquetipicas de T. gondii, isoladas de
casos humanos e de animais domeésticos e selvagens da Guiana Francesa,
juntamente com trés cepas arquetipicas classicas, RH (tipo 1), PRU (tipo Il) e VEG
(tipo 1ll), demonstrou que as cepas nao arquetipicas foram mais virulentas do que as
cepas arquetipicas do Tipo Il e lll, com excecdo da cepa RH (tipo I), que é
sabidamente virulenta para camundongos, indicando que as cepas ndo arquetipicas

induzem infec¢cbes mais severas no hospedeiro (Simon et al., 2019).
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2.4. Toxoplasma gondii e Alteracdes Comportamentais em Roedores
2.4.1. Manipulacdo Comportamental

Nas ultimas décadas, varios estudos demonstraram que alguns parasitas sao
capazes de provocar alteracfes comportamentais estratégicas em seus hospedeiros
para garantir a manutencdo de seus ciclos de vida na natureza. A hipGtese da
manipulacdo comportamental € o modelo atual mais utilizado para definir o
procedimento estratégico de sobrevivéncia desenvolvido por estes parasitas, pois
pressupde a necessidade de mecanismos adaptativos entre parasita e hospedeiro,
uma vez que 0 comportamento alterado do hospedeiro poderia favorecer a
disseminacdo do parasita, sobretudo, no padrdo de transmissdo presa - predador
(Vyas e Sapolsky, 2010; Flegr et al., 2011; Chieffi, 2015). Segundo Kankova et al.
(2007), a selecdo natural, ao longo da histéria evolutiva do parasita e do seu
hospedeiro, seria responsével por favorecer as caracteristicas comportamentais que

fossem vantajosas para as duas espécies.

Alguns exemplos de manipulacdo comportamental incluem o fungo
Dicrocoelium dendriticum, que em seu ciclo biolégico possui trés tipos distintos de
hospedeiros, porém evidéncias indicam que este fungo tem o potencial de alterar o
comportamento de formigas (Formica fusca). Ao alcancar os subesofagicos das
formigas, via hemolinfa, o fungo libera uma substancia quimica, ainda, desconhecida
gue faz com que as formigas parasitadas permanecam nas porcdes superiores das
plantas ao anoitecer. Esse comportamento anormal aumenta a chance de animais
herbivoros ingerirem, acidentalmente, a formiga infectada com o fungo durante o
forrageio®. A infeccdo dos herbivoros proporciona a continuidade do ciclo biolégico do
fungo, que além de formigas e herbivoros, também pode infectar moluscos, como o

caracol (Libersat; Kaiser; Emanuel, 2018).

Outro exemplo, € o trematddeo Euhaphorchis californiensis que manipula o
comportamento do peixe da Califérnia (Fundulus parvipinnis). Peixes parasitados
apresentam comportamentos alterados, como movimentos repentinos na superficie

da agua e tor¢cOes corporais, responsaveis pela exposicdo do ventre prateado do

3 Forrageio, segundo Owen-Smith; Fryxell e Merrill (2010) esse comportamento é formado por ciclos
de alimentacao, interrompidos pela movimentag¢édo do animal visando achar novas fontes de recurso
alimentar. No caso dos herbivoros, os animais encontram alimento na vegetacéo das pastagens.
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animal que é refletido pela luz do sol. Tais modificacdes comportamentais aumentam
0 risco predatorio do peixe infectado por aves piscivoras, que sdo hospedeiras
definitivas do trematdédeo. Evidéncias indicam tropismo deste parasita por areas do
SNC dos peixes relacionadas ao comportamento, como rombencéfalo, mesencéfalo
e diencéfalo (Helland-Riise et al., 2020).

Da mesma forma, varios estudos tém demonstrado que T. gondii, também, é
capaz de induzir alteracbes comportamentais, tornando seu hospedeiro intermediario
(roedor) mais susceptivel a predacéo pelo seu hospedeiro definitivo (felino), o que é
extremamente importante, uma vez que a fase sexuada do seu ciclo biolégico ocorre
exclusivamente no epitélio intestinal dos felinos. Assim, ao alterar, estrategicamente,
o comportamento do roedor, T. gondii estaria proporcionando sua transmissao para o
felino por meio da interacdo presa - predador, permitindo a realizagdo completa do
seu ciclo de vida e da sua perpetuacao (Yolken e Torrey, 2008; Webster, 2007,
Webster e McConkey, 2010).

2.4.2. Estudos Comportamentais em Animais Infectados com T. gondii

A infecgéo por T. gondii pode provocar diversas mudangas no comportamento
do hospedeiro infectado, incluindo, desde alteracbes nas atividades de locomocgéo e
exploracdo, danos a aprendizagem e a memoéria condicionada, até o desenvolvimento

do fendbmeno de “atracéo fatal” (Webster, 2010).
2.4.2.1. Atividade Locomotora e Exploratoria

Previamente a apresentacdo das principais alteracbes locomotoras e
exploratorias causadas por T. gondii no hospedeiro, sera realizada a descricdo do
teste de Campo Aberto (Open Field), que € um dos métodos de maior aplicabilidade
em estudos comportamentais desta natureza. De acordo com Wilson et al. (1976), o
teste de Campo Aberto permite a quantificacdo uniformizada da atividade locomotora
e exploratéria do animal durante sua exposicdo e permanéncia em ambiente
desconhecido por um periodo de tempo determinado (Guizzo, 2009). Acredita-se que
este teste tenha sido proposto, inicialmente, por Hall (1934) com o intuito de avaliar
caracteristicas emocionais dos roedores (Prutt e Belzung, 2003). Segundo Hall (1934),
a defecacdo e a miccao sao parametros que possibilitam a mensuracdo do estado

emocional dos animais, ja que esses processos fisiologicos podem ser influenciados
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por estimulos emocionais que ativam o segmento Simpético do Sistema Nervoso

Autbnomo.

Atualmente, o teste de Campo Aberto tem sido amplamente utilizado em
estudos pré-clinicos de diversas naturezas, ja que permite a avaliacdo de mdultiplas
variaveis, como locomocédo, atividade vertical, distancia percorrida, tempo de
exploracdo da area central e periférica do aparato (Crawley e Paylor, 1997). Outro
aspecto emocional que pode ser avaliado por esta metodologia, € o comportamento
de grooming ou autolimpeza, que ocorre como resposta fisioldégica a uma situacdo de

estresse do animal (Spruijt; Hoof; Gispen, 1992).

Apesar da popularidade do teste de Campo Aberto, nem sempre, os resultados
dos estudos realizados em diferentes centros de pesquisa sdo concordantes (Carola
et al. 2002). Isto ocorre porque o teste pode ser influenciado por alguns fatores, entre
eles, o formato e tamanho da arena, iluminacéo local, presenca de objetos no campo,
familiaridade do animal com o aparato, periodo de duracao e horério da realizacéo do
teste (Choleris et al., 2001; Prutt e Belzung, 2003).

Com relacéo a infeccao por T. gondii, alguns estudos observaram um aumento
da atividade locomotora em animais experimentalmente infectados pelo parasita.
Acredita-se que o aumento da locomoc¢édo seja um comportamento de risco, pois
permite melhor percepcéo do roedor pelo predador (felino), sendo considerada uma
alteracdo comportamental que eleva o risco predatorio (Afonso; Paixdo; Costa, 2012;

Farnworth; Innes; Waas, 2016).

Por outro lado, h& estudos que demonstraram diminuigcdo da locomog¢ao em
modelos experimentais de infeccdo por T. gondii (Gulinello et al., 2010; Gonzalez et
al., 2007, Bezerra et al., 2019). Além disso, a diminuicdo da atividade locomotora e
exploratdria, ja foi descrita em modelos experimentais de depressao, sendo que, nos
ultimos anos, ocorreram varios relatos de comportamento depressivo em animais
infectados por T. gondii (Mahmoud et al., 2017; Rehan et al., 2020; Toyoda, 2022 -

dados néo publicados).

Contudo, cabe ressaltar que a locomocéo é uma atividade que, também, pode
ser influenciada por alteragdes motoras. Gulinello et al. (2010) realizaram avaliagdes

biomecanicas e observaram deambulagdo alterada em animais infectados por T.
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gondii quando comparados com animais livres da infeccéo. Alteracbes biomotoras
podem resultar na reducdo da locomocéo, sendo um fator preditivo para o aumento
do risco predatério do animal, uma vez que o sucesso predatério depende tanto do

desempenho locomotor do predador, como da presa (Moore e Biewener, 2015).
2.4.2.2. Aprendizagem e Memoria condicionadas

Aprendizagem e memoria podem apresentar implicacbes importantes na
sobrevida dos animais, principalmente, em relacédo a capacidade de reconhecimento
de estimulos e ambientes que podem representar tanto risco, como fontes essenciais
de suprimentos a sua sobrevivéncia. Abaixo estd uma das possiveis definicbes de

memdaria e seu envolvimento com o processo de aprendizagem.

A memoria é definida pelo dicionario Webster (1996) como ‘a
capacidade ou faculdade mental de reter e reviver impressdes, ou
recordar e reconhecer experiéncias anteriores”. A memoria é adquirida
pelo processo de aprendizagem, durante o qual, as experiéncias
causam mudancas duradouras no SNC (Goshen e Yirmiya, 2007 —

versao traduzida).

Outro conceito relevante, € a memdéria condicionada, que consiste no medo
inato. Ter a capacidade de defesa frente a uma situacao perigosa € extremamente
importante para todas as espécies animais e, neste sentido, o medo inato representa
o tipo de medo que ja nasce com o0 animal, sem a necessidade de um processo de

aprendizagem por parte do animal (Canteras et al., 2003).

Contudo, quando o animal € exposto a uma situacéo que induz seu medo inato,
essa experiéncia ruim € memorizada, levando a mudancas permanentes no SNC. Por
exemplo, quando um animal é colocado em um ambiente escuro de um aparato e
recebe uma descarga elétrica nas patas, seu medo inato € estimulado,
desencadeando um processo de aprendizado e memdéria, que associa 0s dois
eventos, isto €, 0 medo inato com o ambiente, no qual ele ocorreu. Assim, a simples
visualizacdo do ambiente escuro é capaz de desencadear resposta de medo no
animal. Esse tipo de medo é denominado “medo condicionado ou apreendido” (Silva

et al., 2016). Um modo de avaliar a capacidade de aprendizagem e memorizagao do
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medo condicionado em modelos experimentais, consiste no emprego do teste de

Esquiva Inibitoria.

O intuito principal do teste de Esquiva Inibitoria € avaliar o comportamento do
animal frente a exposi¢cdo a uma situacdo aversiva, como uma descarga elétrica na
pata, que ir4 induzir seu medo inato. Assim, quando o animal é ressubmetido ao
mesmo ambiente e estimulo aversivo, acredita-se que a auséncia de deambulacéo no
compartimento aversivo do aparato, seja um indicativo de aprendizado e formacéao de

memoria condicionada (Berté, 2009; Wang et al., 2009, Wang et al., 2011).

Silva e colaboradores (2016) postulam que, durante o processo de aprendizado
e memorizacdo do estimulo aversivo, a informacdo condicionada, decorrente da
passagem do animal pela area escura do aparato contendo o estimulo aversivo,
seguida da informacao nociceptiva de dor, provocada pela descarga elétrica nas
patas, sejam eventos decodificados por diferentes areas do SNC. Enquanto a primeira
informacédo é transmitida por estimulos que chegam nas regifes cértico-talamicas e
sdo encaminhados para o complexo amigdala basolateral (BLA) e hipocampo ventral
(HIPv), a segunda informacé&o chega ao SNC pelo sistema de memorizacao cortico -
amigdalo - hipocampal de forma, ainda, ndo elucidada, embora, acredita-se que a
porcdo ventrolateral da substancia cinzenta periaquedutal (PAGvVI) tenha participagéo

neste evento (Fig. 3).

Foot shock fear memory encoding

s —_ Conditioned
YW
TR q //)'- - a
Contextugl o y ~ gues
§ - X 'ﬁ' ‘:‘
cues T e'QHMDV 3\
: \ G ,\“' _.PAGv 2 \\.
3 \)‘\ “:‘ S 4‘,‘
.\_\_ - S N \‘,:\ > “l
< PB ‘)‘\ Ty
) Nociceptive

cues (US)

Fonte: Silva et al. (2016)

Figura 3. Circuito cerebral do medo condicionado. Desenho hipotético dos circuitos cerebrais
de memorizagéo (linhas pretas) e sua integracdo com a percepg¢ao do estimulo aversivo
(chogue nas patas - linhas azuis).
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Estudos em camundongos com infec¢do congénita por T. gondii demonstraram
gue animais, provenientes de fémeas infectadas na fase inicial e intermediaria da
gestacdo, apresentaram dificuldade de aprendizagem e de memoria ao serem
avaliados pelo teste de Esquiva Inibitoria (Wang et al., 2011). Mahmoudvand et al.
(2015), também, observaram dificuldade de aprendizagem e memoria em
camundongos BALB/c infectados com o parasita, sendo que esses animais
apresentaram menor laténcia de entrada no ambiente aversivo, receberam maior
ndamero de descargas elétricas e permaneceram por maior tempo na area aversiva
(escura) do aparato utilizado no teste de Esquiva Inibitéria. Da mesma forma, um
estudo do nosso grupo demonstrou que animais infectados com as cepas arquetipicas
MEA49 (tipo 1) e VEG (tipo 1ll) de T. gondii apresentaram dificuldade de recuperacéo

de memodéria de longo prazo no teste de Esquiva Inibitéria (Bezerra et al.,2019).

Vale ressaltar que os danos, gerados pela infeccdo parasitaria nos processos
neurais de aprendizagem e mem¢éria, podem comprometer a sobrevida dos animais,

ja que aumentam suas chances de exposi¢ao a situacdes de risco e a predacao.
2.4.2.3. Fendmeno da “Atracédo Fatal”

A averséo ao odor de um predador evoca o0 medo inato do animal, ou seja, um
padrdo comportamental defensivo que néo precisa ser previamente aprendido e esta
presente no genoma da espécie, servindo como um traco filogenético (Bedoya-Pérez
et al., 2019, Silva et al., 2016).

Silva e colaboradores (2016) demonstraram diferencas no circuito neural
referente ao processamento e memorizacdo do odor do predador em relacdo a
memorizagao condicionada. De acordo com os autores, as informacdes olfativas séo
transmitidas ao hipotdlamo por meio da amigdala, ou pelo nucleo parabraquial (PB).
O sistema defensivo hipotalamico medial (MHDS) integra essas informacdes e
desencadeia fortes respostas defensivas por meio de suas projecdes para a porgcéao
dorsal da substancia cinzenta periaquedutal (PAGd) (Fig. 4). Como pode-se constatar,
ha o envolvimento de varias estruturas localizadas na amigdala e hipotalamo,
indicando uma participacdo mais expressiva do sistema limbico na decodificacédo e

memorizacao de informacdes referentes ao odor do predador em roedores.
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Figura 4. Circuito cerebral do medo inato (odor felino). Desenho esqueméatico da memorizagao
do medo do predador (linhas laranjas), juntamente com a unidade basal de formacdo de
memoria (linhas pretas).

Desta forma, uma das alteracbes comportamentais mais intrigantes observada
em roedores infectados por T. gondii é a reducdo da aversdo ao odor do felino.
AlteracBes da locomocédo e ansiedade podem acarretar maior risco predatorio geral,
porém, a reducdo da aversdo ao odor do felino demonstra uma mudanga
comportamental especifica da presa (roedor), em relacdo ao predador felino,
hospedeiro definitivo do T. gondii. Varios estudos demonstraram uma reducdo da
aversao de roedores ao odor do felino (Vyas et al., 2007a; Vyas et al., 2007b; Kannan
et al al., 2010). Estes estudos compararam, ainda, a aversao do roedor ao odor de
outros animais como coelhos e fuinhas que, também, sdo seus potenciais predadores,
mas a reducdo da aversdo ao odor em roedores mostrou-se especifica para o felino
(Vyas et al., 2007a; Lamberton; Donnelly; Webster, 2008).

N&o se sabe ao certo como a infeccdo pelo T. gondii modifica esse
comportamento, porém algumas hipoteses foram formuladas. Um estudo, utilizando
ratos machos expostos ao odor de felino e ao odor de ratas em fase reprodutiva,
demonstrou que os animais infectados tiveram uma atracao ao odor do felino. Exames
de imagem evidenciaram que a atividade cerebral, desses animais, foi semelhante ao
de ratos sem infeccdo, mas expostos ao odor de fémeas, indicando que o protozoario
pode alterar a percepcédo e processamento do odor, causando, possivelmente,
alteracdes no circuito do medo e da reproducéo dos animais infectados (House et al.,
2011).
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Flegr e colaboradores (2011) observaram que homens soropositivos para T.
gondii apresentaram uma preferéncia olfativa pelo odor da urina de gato domeéstico
em comparac¢do com o odor da urina de outros animais, sugerindo que o aminoacido
L-felinina, secretado apenas na urina do gato doméstico, seja um dos fatores
envolvidos nesse mecanismo. Postula-se que o0 aminoacido L-felinina seja
responsavel pelo odor de demarcacao territorial dos felinos (Hendrinks et al., 1995).
Da mesma forma, Papes, Logan e Stowers (2010) demonstraram que algumas
proteinas secretadas na urina de animais predadores funcionam como moléculas
estimulantes do medo nas presas, propondo que o0 processamento olfativo dessas
moléculas possa ser alterado em decorréncia da infeccdo pelo T. gondii. Assim,
avaliar essa questdo é extremamente relevante para descobrir quais moléculas sao
importantes na relacdo presa - predador e como, eventualmente, a infeccao
parasitéria pode alterar a atividade do SNC e o processamento da informacao olfativa

de tais moléculas.

Nos ultimos anos, alguns estudos evidenciaram que outras espécies de
mamiferos, também, podem apresentar redu¢cdo do medo ao odor do felino quando
estdo infectadas por T. gondii. Um estudo observacional de campo demonstrou que
hienas infectadas pelo parasita permanecem a menores distancias dos ledes, quando
comparadas com hienas soronegativas para T. gondii (Gering et al., 2021).
Recentemente, um estudo com primatas verificou que chimpanzés parasitados por T.
gondii apresentaram uma preferéncia olfativa pela urina de leopardos que sao seus
predadores naturais (Poirotte et al., 2020). A pesquisa etolégica de campo com
animais selvagens, embora limitada, fornece fortes indicios de que as mudangas
comportamentais em mamiferos sao antigas, considerando o tempo evolutivo desses

animais.

Contudo, ha muitas questdes referentes as alteracdes comportamentais de
animais infectados pelo T. gondii que permanecem sem resposta. Neste sentido, 0s
desafios parecem imensos, ja que outros fatores, também, podem influenciar o
comportamento dos animais parasitados, entre eles, a carga parasitaria (Gonzalez et
al., 2007), o tempo de infec¢ao (Haroon et al., 2012 e Kannan et al., 2010), o sexo do
hospedeiro (Xido et al., 2012), os estimulos ambientais (Vyas et al., 2007b), além do
genotipo da cepa infectante de T. gondii (Kanann et al., 2010; Ingram et al., 2013;
Bezerra et al., 2019).
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2.4.3. Alteragdes Neurofisioldgicas da Infeccdo por Toxoplasma gondii

Para elucidar os possiveis eventos neurofisioloégicos relacionados a infeccao
pelo T. gondii, &€ importante compreender os mecanismos de invasédo do protozoario
no SNC (Fig. 5). T. gondii invade o SNC do hospedeiro por meio da barreira
hematoencefélica, utilizando trés possibilidades distintas, a saber: (i) os parasitas
atravessam mecanicamente as fissuras das juncdes entre as células da barreira
hematoencefélica; (ii) parasitas livres na corrente sanguinea infectam as células
endoteliais da barreira hematoencefalica, ocasionando o rompimento dessa estrutura
e acesso ao parénquima cerebral; (iii) mecanismo conhecido como “Cavalo de Tréia”,
responsavel pela invasdo do SNC por células do sistema imune que carregam 0S
parasitas para o interior do parénquima cerebral (Mendez e Koshy, 2017; Ortiz-
Guerrero et al., 2020).
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Figura 5. Mecanismos de invasdo de T.gondii no parénquima cerebral. A) Esquema da
barreira hematoencefélica e do parénquima cerebral saudaveis. B) Demonstracdo dos trés
mecanismos de entrada de T. gondii no parénguima cerebral conhecidos atualmente.

Atualmente, sabe-se do potencial do parasita em infectar células como
astrocitos, micréglia e neurbnios, entretanto, essa Ultima populacéo celular é a mais
afetada devido a sua reduzida capacidade de estabelecer uma resposta imune
eficiente contra o parasita, diferentemente, dos outros tipos celulares citados, que
podem rapidamente controlar a infecgéo, secretando diversas citocinas (Fig. 6) (Ortiz-
Guerrero et al., 2020).
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Figura 6. Diferengas entre neur6nios, astrocitos e microglia no combate ao T. gondii. Os
neurdnios sdo mais susceptiveis a colonizacéo parasitaria.

Assim, com a invasao do SNC e colonizagao neuronal pelo parasita, diversas
alteracdes neurofisiolégicas sdo observadas, uma vez que a infec¢do altera os niveis
de diferentes neurotransmissores como demonstrado na figura 6 (Ortiz-Guerrero et
al., 2020). Inicialmente, acreditava-se que a alteragdo comportamental observada em
roedores infectados ocorria devido ao aumento dos niveis de dopamina, observados
tanto “in vitro” como “in vivo”, atribuindo-se esse aumento a presenca de dois genes
no genoma de T. gondii, que codificam a enzima tirosina hidroxilase, homéloga a dos
mamiferos, e responsavel pela velocidade de sintese desse neurotransmissor
(Prandovszky et al., 2011). Entretanto, tal premissa é questionavel, jA que mesmo com
a delecdo de um desses genes (AAh2), os niveis de dopamina mantiveram-se
elevados e o0s animais experimentais continuaram apresentando alteracoes
comportamentais. Desta forma, estudos mais recentes tém proposto que fatores
inerentes a resposta imune do hospedeiro poderiam estar relacionados a elevacao

dos niveis de dopamina (McFarland et al., 2018). Esse fenémeno foi confirmado pelos
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resultados obtidos por Wang e colaboradores (2019) que demonstraram ativagcéo da
microglia e astrocitos do SNC de camundongos infectados por T. gondii. A ativacao
dessas células resulta na liberacdo de citocinas e quimiocinas que estimulam a via
NF-kB* da resposta inflamatéria, acarretando aumento da expressdo de dopamina

bem como da apoptose neuronal (Fig.7).
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Figura 7. Possivel mecanismo neuroimunoldgico para alteragdo da dopamina no SNC de
roedores infectados por T. gondii.

Contudo, outros mecanismos, também, podem estar relacionados ao aumento
da dopamina no SNC. Estudos relataram reducéo da expressao de norepinefrina em
animais infectados por T. gondii (Wang et al., 2019; Laing; Blanchard; McConkey,
2020), demonstrando que a infeccao pelo parasita pode provocar uma diminuicdo da
enzima responsavel pela sintese desse neurotransmissor a partir da dopamina,
levando a diminuicdo do metabolismo da dopamina e, consequentemente, seu

acumulo no cérebro (Laing; Blanchard; McConkey, 2020). Tong et al. (2021)

4 NF-kB: Potenciador de cadeia leve de fator nuclear kappa de células B ativadas. E extremamente
importante para a resposta imune, pois expressa genes pré-inflamatérios que codificam citocinas e
quimiocinas, além de outras fungdes de regulagéo da resposta imune (Liu et al., 2017).
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demonstraram que a elevagédo dos niveis de dopamina, juntamente, com 0s niveis
aumentados de arginina vasopressina na amigdala cerebral provocam reducédo do

medo dos animais, tornando-0s mais expostos ao predador.

A infeccdo por T. gondii pode comprometer a atividade de outros
neurotransmissores. Wang e colaboradores (2019) relataram reducdo dos niveis de
serotonina e aumento de epinefrina no SNC de animais infectados pelo parasita. Da
mesma forma, alteragbes glutamatérgicas® foram evidenciadas pela presenca de
anticorpos anti-NMDAR que afetam a disponibilidade e capacidade de internalizacéo
dos receptores NMDAR®, comprometendo a sinaptica nervosa (Li et al., 2018). Além
disso, alteracGes no sistema GABAérgico’, com diminuicdo do controle inibitério
neural, também, ja foram descritas (Bhandage; Kanatani; Barragan, 2019). Acredita-
se que 0 GABA esteja relacionado a motilidade celular. Na vigéncia da infecgéo por
T. gondii, as células microgliais apresentam maior motilidade e migracéo, indicando
gue esse evento poderia facilitar a disseminacéo do parasita pelo parénquima cerebral

(Bhandage; Kanatani; Barragan, 2019).

Além do efeito no metabolismo e atividade cerebral de neurotransmissores, T.
gondii pode modular as alteragbes comportamentais de acordo com sua carga de
cistos no cérebro do hospedeiro infectado. Estudos tém demonstrando que quanto
maior a carga parasitaria cerebral, mais proeminentes sdo as mudancas
comportamentais provocadas pela infeccéo (Boillat et al.,2020; Bezerra et al., 2019).
Contudo, a questéo primordial dos cistos cerebrais de T. gondii leva em consideracao
o fato de haver, ou ndo, um tropismo desses cistos por regides especificas do SNC.
Estudos recentes relataram maior quantidade de cistos na regido do cortex cerebral,
embora esse fenbmeno néo seja um dogma (Li et al., 2019; Wang et al., 2019; Boillat
et al.,2020; Castafio-Barrios et al., 2021). Por outro lado, a observacéao da atracdo ao
odor do felino por animais infectados com a cepa RHArop5, geneticamente atenuada

e nao cistogénica, é um achado importante, pois evidencia que a presenc¢a do cisto

> Glutamato: é um neurotransmissor abundante no SNC com fungéo excitatéria das células neurais
(Zhou e Danbolt, 2014).

6 NMDAR: Receptor N-metil-d-aspartato, altamente expresso no cérebro, € um canal indénico que possui
duas subunidades: GLUN1 e GLUNZ2 (e seus subtipos), que se liga ao Glutamato (Li et al.,2018).

" GABA: além de ser um neurotransmissor inibitdrio, 0 GABA também estéa relacionado a funcées de
motilidade e migragdo celular dentro do SNC (Azuma et al., 2003 e Wheeler et al., 2011).
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no SNC ndo deve ser considerada a Unica razdo responsavel pela manipulagéo
comportamental em animais infectados por T. gondii (Ingram et al., 2013). Este
achado sugere que outros fatores, entre eles, a resposta imune do hospedeiro, podem
ter implicagbes neurofisiologicas importantes no desenvolvimento das alteracdes

comportamentais (Flegr, 2007).

Apos a instalacéo do parasita no SNC, ocorre ativacao de células da microglia
e astrocitos, além do recrutamento de linfécitos T e células mononucleares periféricas
(Parlog; Schluter; Dunay, 2015). A ativacéo das células imunoldgicas leva a liberacao
de diversas citocinas que podem alterar a sintese de neurotransmissores (Tonin et al.,
2014).

Com relacédo a neuroplasticidade, estudos realizados por Parlog et al. (2014)
demonstraram uma reducdo dendritica em células do cortex e hipocampo de
camundongos C57/BL6 infectados com a cepa ME49. Da mesma forma, Mitra,
Sapolsky e Vyas (2013) observaram retracdo dendritica na amigdala basolateral de
ratos infectados pela cepa do tipo Il (PRU). A alteracdo na amigdala basolateral tem
relacdo direta com os niveis de corticosterona®, uma vez que essa estrutura apresenta
conexdo com o0s nucleos hipotalamicos, responsaveis pela secrecdo do
glicocorticéide. A reducdo da matriz da amigdala basolateral ocasiona diminuigdo dos
niveis de corticosterona. Na literatura, a reducdo da corticosterona esta associada a
diminuicdo da ansiedade, corroborando com diversos estudos que demonstraram
reducdo da ansiedade em animais infectados pelo T. gondii (Afonso; Paixao;
Costa,2012; Gonzalez et al., 2007).

2.4.4. Toxoplasmose e Aspectos Comportamentais e Neurofisiolégicos:

comparacao entre diferentes cepas

Todos 0s mecanismos descritos anteriormente s&o importantes para
elucidacdo das alteragcdes neurofisiolégicas provocadas por T. gondii em seus
hospedeiros intermediarios, porém, € provavel que ndo sejam 0s Unicos meios
responsaveis pelas mudancas comportamentais do hospedeiro. Varios estudos tém

demonstrado que o genadtipo da cepa infectante apresenta um efeito significativo no

8 Corticosterona: é um glicocorticéide, que em humanos é denominada cortisol. Essas moléculas
participam da ativacdo do eixo HPA (Hipotalamo-pituitaria-adrenais) e participam da regulagdo da
resposta fisioldgica ao stress (Morgado et al., 2017).
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desenvolvimento das alteragbes comportamentais e fisiologicas em modelos
experimentais (Tonin et al., 2012; Ingram et al.,2013; Bezerra et al., 2019). O marco
inicial das pesquisas envolvendo o papel da diversidade genética de T. gondii no
comportamento de roedores foi atribuido ao estudo conduzido por Kannan e
colaboradores (2010) que compararam o efeito da infeccdo em camundongos por
duas cepas do tipo Il (PRU e ME49). Embora infectados com cepas do mesmo
genotipo, os animais manifestaram alteracdes de comportamento distintas. As
mudangas comportamentais foram mais proeminentes nos roedores infectados pela
cepa PRU, jA& que esses animais apresentaram maior atividade locomotora e
exploratdria, além de reducado persistente da aversédo ao odor do felino. Do mesmo
modo, o estudo conduzido por Bezerra et al., (2019) demonstrou que animais
infectados com diferentes cepas arquetipicas ME49 (tipo II) e VEG (tipo llI)
manifestaram disparidades de comportamento, com efeito mais acentuado no grupo
infectado com a cepa VEG. A infeccdo por esta cepa induziu maior resposta imune
humoral e maior carga parasitaria cerebral em comparacédo com a infeccao pela cepa
ME49. Além disso, os animais infectados pela cepa VEG apresentaram diminuicao da
memoria de longo prazo e reducdo da aversao ao odor do felino (Bezerra et al., 2019).
Ingram e colaboradores (2013), também, observaram reducéo da aversédo ao odor do
felino em animais infectados pelas cepas CEP (tipo Ill) e RHArop5 (atenuada
geneticamente). Estes achados sugerem que a reducdo da aversdo ao odor do
predador é um efeito marcante da infec¢éo por T. gondii.

Embora escassos, 0s estudos comportamentais voltados para a diversidade
genética das cepas de T. gondii em modelo murino tém fornecido dados importantes
sobre os aspectos imunoldgicos, neurofisiolégicos e de colonizagdo cerebral por
diferentes cepas do parasita. Tonin et al. (2012) avaliaram a carga parasitaria e fatores
relacionados a resposta imunoldgica, como infiltragcdo de células imunes periféricas,
no cérebro de animais infectados pelas cepas RH (tipo I), ME49 (tipo Il) e VEG (tipo
[ll) e constataram que a infeccdo pela cepa VEG resultou em maior infiltrado
inflamatdrio e maior nimero de cistos cerebrais em comparacdo com a infec¢do pela
cepa MEA49, corroborando com os dados de Bezerra et al. (2019) e Ingram et al. (2013)
qgue, também, verificaram que a infeccao por cepas do tipo Il induzem maior carga
parasitaria cerebral e maior quantidade de infiltrado inflamatério no SNC. Estes

achados indicam que as infec¢cdes por cepas do tipo Il sGo mais eficientes na
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colonizagéo cerebral, provocando um processo inflamatorio mais intenso, que resulta
em alteracdes comportamentais mais acentuadas (Tonin et al., 2012; Ingram et al.,
2013).

A diferenca no padrdo da resposta imunolégica do hospedeiro frente a
diversidade de gendtipos de T. gondii € um fator importante que poderia elucidar o
comportamento diferenciado dos animais. Segundo Mukhopadhyay; Arrang-Solis e
Saeji (2020), a diferenca na expressao de proteinas da roptria pelas cepas do tipo Il e
[l explicaria o fato de isolados do tipo Il serem mais imunogénicos. Cepas do tipo Il
ndo produzem ROP 18, que auxilia na sinalizacéo de fatores imunoldgicos de controle
da resposta imune, incluindo citocinas anti-inflamatorias. Assim, a infeccao pela cepa
CEP (tipo Ill) induz niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias e menor quantidade
de macréfagos M2 e células T reguladoras em comparacdo com a infec¢cao pela cepa
PRU (tipo II) (Mukhopadhyay; Arrang-Solis e Saeji 2020). Além disso, estudos
recentes tém demonstrado que o0 processo neuroinflamatdrio é extremamente
importante para o0 desenvolvimento das alteragbes comportamentais e
neurofisioldgicas observadas em animais infectados por T. gondii (Laing; Blanchard;
McConkey, 2020; Tong et al., 2021).

Nos ultimos anos, a busca pelo conhecimento cientifico acerca dos
mecanismos relacionados as alteracbes comportamentais e neurofisiolégicas
provocadas pela infeccdo por T. gondii gerou achados importantes para compreensao
da manipulacdo comportamental, sobretudo, em modelos experimentais infectados
por cepas arquetipicas, ou geneticamente modificadas do parasita. Contudo,
permanecem, ainda, a luz da ciéncia, lacunas sobre o conhecimento do efeito das
infeccdes causadas por cepas ndo arquetipicas de T. gondii, que sédo frequentemente

relatadas na América do Sul, em especial, no Brasil.

2.5. Exame de Imagem PET - '8F - FDG e sua Contribuicdo no Estudo da

Toxoplasmose

Atualmente, os exames de imagem tém fornecido uma contribuicdo notoria para

a neurociéncia. Neste contexto, o exame de imagem PET (Tomografia por emisséo
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de Poésitrons) tem sido utilizado com diferentes radiofarmacos®, com finalidade
diagnéstica ou terapéutica. O exame PET 8F - FDG (fluorodesoxiglicose) utiliza uma
molécula semelhante a glicose. Ao ser injetada no organismo, a molécula 8F - FDG
se liga ao mesmo receptor da glicose (Glutl), permitindo sua internalizagédo na célula,
onde serd metabolizada pela hexoquinase, formando o composto *¥F-FDG-G -P que,
diferentemente da Glucose-6-fosfatase, resultante da metabolizacédo da glicose pela
hexoquinase, ndo entra na mitocéndria, permanecendo acumulado no citosol celular
(Fig.8). Esse acumulo permite a captacdo e mensuracdo do radiofarmaco pelo
aparelho de imagem em diferentes érgaos e sistemas (Komal et al., 2019).
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Fonte: Komal et al. (2019).
Figura 8. Mecanismo do metabolismo das moléculas de glicose e ®F-FDG celular.

A formacdo da imagem do PET ¥F-FDG advém da reacéo de aniquilagédo que
ocorre quando o pésitron que € emitido pelo Flior-18 colide com elétrons presentes
no organismo, resultando na formagé&o de dois fétons que sé@o captados por detectores

® Radiofarmaco: composto radioativo formado por um radionucleotideo (isétopo radioativo),
responsavel pela emissédo de radiacdo, ligado quimicamente a uma molécula ndo radioativa que
apresenta afinidade por um determinado 6rgéo ou sistema, sendo utilizado com finalidade diagndstica
ou terapéutica (Vital et al., 2019).
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do aparelho e convertidos em sinais elétricos. Esses sinais elétricos sdo decodificados
e reconstruidos em imagens 3D que mostram o local exato da aniquilacdo do

radiofarmaco (Dias et al., 2020).

Nos casos de infeccédo por T. gondii, o0 exame de imagem PET ¥F-FDG tem
sido descrito, principalmente, em individuos portadores do virus HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana) (Kim et al., 2010; Menendez et al., 2000), ja que para este
grupo de pacientes, a toxoplasmose € considerada uma doenca oportunista grave e
potencialmente fatal. O virus HIV compromete o sistema imunol6gico do hospedeiro,
permitindo a reativacdo de cistos latentes do parasita e a reagudizacdo da doenca
gue, nestes casos, € caracterizada por manifestacdes graves como a encefalite. Além
disso, ja foram descritas alteracdes de comportamento em individuos coinfectados

pelo virus HIV e T. gondii (Marcus et al., 2021).

O exame de imagem PET ®F-FDG tem sido empregado, também, no
diagnéstico diferencial entre linfoma e toxoplasmose cerebral. Como o linfoma
apresenta uma atividade metabdlica alta, € esperado que a captacéo do radiofarmaco,
neste caso, seja maior que a captacado encontrada em infeccbes do SNC. Nestes
casos, o exame de imagem PETF- FDG é extremamente valioso, pois auxilia a
elucidacéo do quadro, evitando procedimentos diagnésticos invasivos (Marcus et al.,
2021).

Até o presente momento, apenas um estudo utilizou o exame de imagem PET
BE-FDG em modelos experimentais de toxoplasmose (Xu et al., 2014). Esse estudo
demonstrou um aumento generalizado da captacéo do radiofarmaco no SNC de ratas
prenhes com infeccdo aguda por T. gondii. A ativacdo da micréglia e astrocitos,
decorrente da infeccdo do SNC pelo parasita, poderia elucidar o aumento do
metabolismo da glicose cerebral observado nos animais. Este achado é resultado do
processo neuroinflamatério desencadeado por T. gondii (Xu et al., 2014). Contudo,
ndo ha descricdo de estudos voltados para avaliagdo do metabolismo cerebral da

glicose em modelos de infeccdo crénica por T. gondii.

Neste sentido, estudos envolvendo técnicas de imagem sao extremamente

promissores para compreensdo dos eventos neurofisiologicos provocados pelo
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parasita e sua possivel correlacdo com alteracdes comportamentais de roedores,

abrindo novas perspectivas de atuacao cientifica.



JUSTIFICATIVA
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3. JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, a infec¢ao por T. gondii tem sido proposta como modelo
para estudos de alteracbes comportamentais em roedores (Yolken e Torrey, 2008;
Webster, 2007; Webster e McConkey, 2010). Esta proposicao leva em considera¢éo
o carater heteroxeno do parasita, que depende da infeccdo de hospedeiros
intermediarios (roedores) e do hospedeiro definitivo (felino) para manutencao do seu

ciclo vital.

A hipétese da manipulacdo comportamental € a teoria mais factivel, na
atualidade, para elucidar as mudancas comportamentais induzidas por T. gondii em
seus hospedeiros intermediarios (Webster, 2007; Webster e McConkey, 2010; Flegr
et al., 2011). Segundo Holmes e Bethel (1972), essa teoria pode ser aplicada aos
parasitas que apresentam o modelo, presa - predador, como via de transmissao
natural. Assim, ao manipular o fen6tipo do seu hospedeiro intermediario (HI), T. gondii
facilita sua transmissdo para o hospedeiro definitivo (HD), garantindo sua

permanéncia em uma determinada regido geografica ou ecossistema.

Para manipular o comportamento dos roedores (HI), tornando-os mais
suscetiveis a predacédo pelo felino (HD), T. gondii pode modificar varias caracteristicas
do padrdao de comportamento das presas, como locomocéo (Afonso; Paixao; Costa,
2012; Gulinello et al., 2010; Gonzalez et al., 2007, Bezerra et al., 2019), memodria e
aprendizado (Goodwin et al., 2012; Bezerra et al., 2019), além da perda do medo inato

ao odor de felinos (Vyas et al., 2007a; Vyas et al., 2007b; Kannan et al al., 2010).

Em humanos, a infeccdo por T. gondii é considerada um fator preditivo para o
desenvolvimento de varios transtornos mentais e comportamentais que variam desde
alteracOes sutis de personalidade até transtornos graves como esquizofrenia (Torrey
e Yolken, 2003; Torrey e Yolken, 2008; Horacek et al., 2012); transtorno bipolar (Tedla
et al., 2011); depresséo e suicidio (Torrey e Yolken, 2003; Hsu; Groer; Beckie, 2014);
transtorno obsessivo compulsivo (Brynska et al., 2001; Miman et al.,, 2010);
comportamento de risco como acidentes de transito (Flegr et al., 2002; Yereli et al.,
2006; Flegr et al., 2009) e doencas neurodegenerativas como doenca de Parkinson
(Miman et al., 2010) e doenga de Alzheimer (Kusbeci et al., 2011). Esses transtornos

afetam, consideravelmente, a qualidade de vida dos pacientes, representando um
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sério problema de Saude Publica, pois sobrecarregam o0s sistemas de Saude,
acarretando prejuizos econémicos em decorréncia dos custos elevados com

tratamento e cuidados paliativos (Nasrallah, 2021).

A gravidade da infeccdo por T. gondii tem sido associada a processos
imunoldgicos desencadeados no SNC, ja que o parasita consegue transpor a barreira
hematoencefélica colonizando o tecido cerebral do hospedeiro (Mendez e Koshy,
2017; Ortiz-Guerreo et al., 2020). A presenca de T. gondii no SNC induz a liberacao
de fatores pré-inflamatérios (Na; Jung; Kim, 2014), além da ativacdo de células
especificas, como micréglia e astrocitos, desencadeando altera¢des neurofisioldgicas
importantes (Dellacasa-Lindberg et al., 2011). Da mesma forma, o parasita pode
alterar o metabolismo e a funcionalidade de neurotransmissores, comprometendo a
neuroplasticidade da sinapse nervosa, o que poderia resultar em transtornos mentais

e comportamentais em humanos (Prandovsky et al., 2011; Na; Jung; Kim, 2014).

Como os estudos de comportamento humano sao laboriosos e, na maioria das
vezes, limitados por questdes éticas, o modelo experimental animal, sobretudo, o
murino, tem sido amplamente utilizado para avaliacdo das alteracdes
comportamentais causadas por T. gondii, sendo imprescindiveis para determinar o0s
fatores da interacdo parasita -hospedeiro, responsaveis pelas alteracdes
comportamentais do hospedeiro parasitado. Dentre 0s aspectos inerentes ao
hospedeiro, é importante ressaltar que as alteracbes comportamentais podem ser
influenciadas pelo sexo (Xido et al., 2012) e repertério genético do animal (Hassan et
al., 2018). Emrelac&o ao parasita, os principais fatores que interferem na manipulacao
comportamental sdo a carga parasitaria (Gonzalez et al., 2018; Boillat et al., 2020) e
0 genadtipo da cepa infectante (Kannan et al., 2010; Ingram et al., 2013; Bezerra et
al.,2019).

Vérios estudos tém demonstrado que a estrutura populacional de T. gondii
apresenta alta diversidade genética, com implicagbes diretas na viruléncia dos
genotipos do parasita e desfecho clinico da doenca (Su et al., 2010; Shwab et al.,
2014; Shwab et al., 2018). O genotipo da cepa infectante de T. gondii, por sua vez,
pode interferir nas alteracbes comportamentais do hospedeiro. Estudo conduzido por
Bezerra et al. (2019) demonstrou que a infec¢do pela cepa arquetipica VEG (tipo I11)

foi capaz de provocar alteragbes comportamentais mais proeminentes em
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camundongos Balb/c do que a infeccdo pela cepa arquetipica ME49 (tipo Il). Além
disso, a infeccéo pela cepa VEG induziu maior resposta imune humoral e maior carga
parasitaria cerebral. Estes achados foram corroborados por estudos recentes que
verificaram que cepas arquetipicas do tipo Il e Ill induzem um padrédo de resposta
imune distinto, afetando de forma diferenciada o SNC do hospedeiro (Laing;
Blanchard; McConkey, 2020; Tong et al., 2021). Contudo, ndo ha descricdo de
estudos voltados para avaliacao do efeito de cepas ndo arquetipicas de T. gondii no

comportamento do hospedeiro.

Atualmente, com o advento dos exames de imagem, os efeitos
neurofisiolégicos causados pela infeccdo por cepas geneticamente distintas de T.
gondii em modelo experimental murino podem ser avaliados pelo PET 8F - FDG, ja
gue esse exame possibilita a deteccao do metabolismo celular em diferentes tecidos.
Estudo conduzido por Xu et al. (2014), utilizando PET *¥F - FDG, demonstrou um
aumento generalizado da captacdo do radiofarmaco no SNC de camundongos com
infeccdo aguda por T. gondii, porém ndo ha dados na literatura sobre o padréo
metabolico cerebral de animais em fase crénica da infeccéo. Neste estudo, buscamos
avaliar o efeito do genétipo da cepa infectante de T. gondii nas alteracdes
comportamentais e neurofisiolégicas de camundongos Balb/c infectados com cepas
arquetipicas do tipo Il (ME 49) e tipo Il (VEG) e cepas néo arquetipicas (#175 e #318),
a fim de verificar possiveis alteracbes no comportamento locomotor, memoria,
aprendizagem e aversédo ao odor felino, além de analisar o metabolismo cerebral em
diferentes regides encefalicas pelo exame de imagem PET 8F-FDG durante a fase

cronica de infeccéo.

Compreender o impacto das alteracbes comportamentais e neurofisiologicas
induzidas por cepas néo arquetipicas em roedores, seria extremamente relevante, ja
gue essas cepas sao altamente prevalentes na América do Sul, sobretudo, no Brasil.
Assim, esse estudo poderia prover dados inéditos, possibilitando uma visdo

translacional para casos humanos da doenca.
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4. OBJETIVOS
4.2. Geral

Avaliar o efeito da infeccéo cronica por cepas geneticamente distintas de T.

gondii no comportamento e neurofisiologia de camundongos BALBI/c.
4.3. Especificos

a) Desenvolver modelos de infeccdo experimental em camundongos BALB/c com
cepas arquetipicas (ME49 - tipo Il e VEG - tipo Ill) e cepas nao arquetipicas (#175 e
#318) de T. gondii;

b) Avaliar a evolucéo das infec¢des através da deteccdo de anticorpos IgG anti -
T. gondii por ELISA;

C) Avaliar o peso corporal dos animais ao longo do periodo experimental por meio

de pesagens programadas;

d) Quantificar por gPCR a carga parasitéria cerebral das diferentes cepas de T.

gondii em dois periodos distintos da infeccdo (seis e dezesseis semanas);

e) Avaliar o efeito de cada infeccdo na atividade locomotora e exploratéria dos
animais pelo teste de Campo Aberto em dois periodos distintos da infec¢éo (seis e

dezesseis semanas);

f) Avaliar o efeito de cada infeccdo na capacidade de aprendizagem e memoaria
do medo condicionado pelo teste de Esquiva Inibitéria em dois periodos distintos da

infeccao (seis e dezesseis semanas);

0) Avaliar o efeito de cada infeccdo no medo inato ao odor do predador felino pelo
teste de Labirinto em Y em dois periodos distintos da infeccdo (seis e dezesseis

semanas);

h) Avaliar o metabolismo da glicose cerebral em diferentes regiées do SNC pelo

exame de imagem PET 8F -FDG com dezessete semanas de infeccao.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Animais

A escolha do modelo animal levou em considerac&o os principais fatores que
podem interferir no comportamento animal, como sexo e idade, além da
suscetibilidade da linhagem do roedor a infec¢do pelo T. gondii. De acordo com o
estudo conduzido por Sakuma (2009), as alteracdes hormonais do ciclo estral podem
modificar o comportamento das fémeas, sendo um fator de confundimento em estudos
comportamentais. Da mesma forma, as mudancas fisiolégicas relacionadas a idade
do animal podem ter um grande impacto nas variaveis experimentais. Segundo
Jackson et al. (2014), o desenvolvimento do sistema imunolégico, foi demonstrado
gue as células B tém um fendtipo imaturo até a 4% semana de vida, ja as células T
amadurecem por volta da 82 semana. Além disso, a selecéo correta da linhagem do
modelo experimental € fundamental para o sucesso da infeccdo e sobrevida dos
animais. Subauste (2012) demonstrou que camundongos isogénicos BALB/c sdo mais
adequados para estudos de infec¢éao crénica por T. gondii, pois sdo mais resistentes
a infeccdo pelo parasita se comparados aos animais isogénicos da linhagem
C57BI/6J. Por estas razdes, optamos, em nosso estudo, pela utilizagdo de
camundongos isogénicos machos da linhagem BALB/c com oito semanas de idade
(adultos).

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina
da USP e permaneceram alojados no Biotério de Experimentacdo da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo (FCMSC-SP), onde foram mantidos
em gaiolas plasticas (5 animais / gaiola), contendo maravalha de pinho autoclavada e
enriguecimento ambiental com rolo de papeldo autoclavado (Fig.9 A, B). Todos os
grupos experimentais receberam racdo e agua ad libitum. O protocolo experimental
foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Medicina
Tropical da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (protocolo CPE-
IMT 000382A) (anexos 1 e 2) e todos os experimentos foram conduzidos de acordo
com as diretrizes preconizadas pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal - CONCEA.
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Fonte: Fotografia Autoral.

Figura 9. Instalagdes do biotério de experimentagdo da FCMSC-SP. (A). Animais alojados em
caixas plasticas mantidas em estante aberta. (B). Enriquecimento ambiental com rolos de
papelao.

5.2 Parasitas

As suspensodes de taquizoitos das cepas arquetipicas (ME 49 - tipo Il e VEG -
tipo Ill) e das cepas ndo arquetipicas (#175 e #318) foram obtidas de amostras
criopreservadas em nitrogénio liquido (-196°C) do Biorrepositério do Laboratério de
Protozoologia do IMT/FMUSP.

As amostras criopreservadas das cepas ME49 e VEG foram obtidas por meio
de sucessivas passagens em camundongos C57BI/6] knockout para IFN-Y. Essas
cepas sao mantidas, rotineiramente, pelo Lab. de Protozoologia do IMT/FMUSP e as
suspensdes parasitarias do lavado peritoneal dos animais infectados séo estocadas

em nitrogénio liquido.

As amostras criopreservadas das cepas #175 e #318 foram isoladas pelo Lab.
de Protozoologia de casos graves de toxoplasmose congénita, atendidos no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP — HCFMUSP, em colaboracdo com o
Departamento de Ginecologia e Obstretricia do HCFMUSP. A cepa #175 foi isolada
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de uma amostra de liguido amnidtico e a cepa #318 foi obtida de um fragmento de
placenta. Estudos de caracterizacdo genética e biologica identificaram um perfil de
alta viruléncia para essas duas cepas, demonstrando quadros graves e fatais em
camundongos experimentalmente infectados (Meireles et al., 2022). Apos isolamento,
as cepas #175 e #318 foram mantidas por meio de 5 passagens sucessivas em
camundongos Swiss ndo isogénicos e a suspensdo parasitaria do ultimo lavado
peritoneal foi estocada em nitrogénio liquido no Biorrepositério do Lab. de
Protozoologia do IMT/FMUSP.

5.2.Preparacédo e quantificacdo de in6culos

Os modelos experimentais foram infectados com indculos contendo 1000
taquizoitos de cada cepa de T. gondii, seguindo o protocolo preconizado por Gonzélez
et al. (2007). Para preparacdo dos indculos, as amostras de taquizoitos mantidas em
nitrogénio liquido foram descongeladas a temperatura ambiente e, em seguida, uma
aliquota (10 pL) de cada cepa foi examinada por microscopia Optica convencional
(aumento de 40X) para quantificacdo do numero de taquizoitos em camara de
Neubauer (Fig. 10). A suspenséo final foi ajustada para um volume contendo 103

taquizoitos por inéculo.

Fonte: Fotografia Autoral.

Figura 10. Taquizoitos de Toxoplasma gondii em camara Neubauer, aumento de 40x.
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5.3. Delineamento experimental

Foram utilizados 90 camundongos BALB/c machos com 8 semanas de idade.
Esses animais foram divididos em seis grupos experimentais, a saber: (i) Grupo
controle, inoculado por via intraperitoneal com 0,1 mL de solug&o salina; (ii)) Grupo
Controle tratado, inoculado por via intraperitoneal com 0,1 mL de solucdo salina e
tratado com Sulfadiazina (100 mg/kg) e Pirimetamina (20 mg/Kg), por via oral, durante
um periodo de 15 dias; (iii) Grupo ME 49, inoculado por via intraperitoneal com 103
taquizoitos da cepa ME 49 (tipo Il); (iv) Grupo VEG, inoculado por via intraperitoneal
com 102 taquizoitos da cepa VEG (tipo IIl); (v) Grupo #175, inoculado por via
intraperitoneal com 102 taquizoitos da cepa #175 e (vi) Grupo #318 inoculado por via
intraperitoneal com 103 taquizoitos da cepa #318.

Devido a alta viruléncia das cepas #175 e #318, previamente, demonstrada por
nosso grupo (Meireles et al., 2022), os animais dos grupos experimentais, infectados
por estas cepas, foram tratados, apds 24 horas da administracdo do inéculo, com
Sulfadiazina (100 mg/kg) e Pirimetamina (20 mg/Kg), por via oral, durante um periodo
de 15 dias de acordo com o protocolo descrito por Silva et al. (2019). Esse tratamento
foi instituido para permitir a sobrevida dos animais durante a fase aguda da infeccao,
possibilitando a avaliagdo das alteragcdes comportamentais e neurofisioldgicas na fase
crbnica da infeccdo. O grupo controle tratado foi submetido aos mesmos
procedimentos empregados aos demais grupos, visando avaliar uma possivel
interferéncia do tratamento medicamentoso no comportamento e no metabolismo da
glicose cerebral. Para os animais dos grupos infectados pelas cepas VEG e ME49,
este tratamento ndo foi necessario, ja que essas cepas apresentam baixa viruléncia,
permitindo a cronificacdo da infeccdo (Howe and Sibley, 1995).

O periodo experimental teve uma duracdo de 17 semanas (Fig. 11), sendo que
as avaliacbes dos parametros comportamentais foram realizadas em dois periodos
distintos da infeccdo cronica (62 e 162 semanas). Na 172 semana de infeccdo, seis
animais, de cada grupo experimental, foram submetidos ao exame de imagem PET
BE-FDG para avaliacdo do metabolismo da glicose cerebral. A quantificacdo dos
parametros comportamentais foi determinada pela observacdo das filmagens
individuais dos animais realizadas durante a execucdo dos testes. Apos a realizacao
da primeira bateria de testes, cinco animais, de cada grupo, foram eutanasiados para

avaliacao da resposta imune humoral e quantificacdo da carga parasitaria cerebral e
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0s remanescentes foram eutanasiados ao término da segunda bateria de testes
comportamentais, apés o exame de imagem PET 8F-FDG (Fig. 12). A eutanasia dos
animais foi realizada pela administracdo intraperitoneal de tiopental (200 mg/Kg)

associado com 10 mg/mL de lidocaina.

24 15 06 16 17
D S S S
Tempo
Infeccao 24 h Fim do Testes Testes Exame de
Animais Inicio Tratamento comportamentais comportamentais  Imagem
Trat. ito  Medic > ELISA ELISA PET 18F-FDG
Medicamentoso Rt-qPCR Rt-qPCR

#318
#175
Controle
Tratado

Fonte: Desenho autoral.

Figura 11. Linha do tempo do delineamento experimental. 24 H (24 horas apos a inoculacéo
dos grupos experimentais); 15 D (15 dias) de tratamento mendicamentoso dos grupos #175,
#318 e controle tratado; 06 S (seis semanas apos inoculacdo); 16 S (seis semanas apoés
inoculacdo); 17 S (dezessete semanas apds inoculacao).

Controle

Controle Trat

ME-49

VEG #318

‘ ’ ‘ & 175
.-’\‘ 3 Controle Trat

6 semanas Pl

Fonte: Desenho autoral realizado com imagens da plataforma Mind the Graph.

Figura 12. llustracdo do delineamento experimental. (A) Infecgcdo dos grupos experimentais
com 10%taquizoitos e inoculacdo de solucéo fisiolégica nos grupos controles. (B) Tratamento
dos grupos infectados pelas cepas #175 e #318 e do grupo controle tratado. (C).
Representagédo dos eventos realizados na 62 semana de infecgdo, incluindo sorologia para
deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii; quantificagdo da carga parasitaria cerebral; teste
de Campo Aberto; teste de Esquiva Inibitoria e teste de preferéncia olfativa ao odor do felino.
(D) Representacéo dos eventos realizados na 162 semana de infec¢do (idénticos aos descritos
na 62 semana) e o exame de imagem PET-'8F-FDG realizado na 172 semana de infecgéo.



64

5.4. Testes comportamentais

Para facilitar o manejo e a identificagdo dos animais dentro de um mesmo grupo
experimental, cada camundongo recebeu uma marcacao com acido picrico diferente.
Os parametros comportamentais foram avaliados em duas fases distintas (62 e 162
semanas de infeccdo), sendo utilizados os seguintes testes comportamentais: (i)
Campo Aberto para avaliacdo da locomocéo e atividade exploratéria; (i) Esquiva
Inibitoria para avaliagcdo do medo condicionado e (iv) Labirinto em Y para avaliacdo
do medo inato. Todos os testes foram realizados no Biotério da FCMSCSP, em salas
especificas, devidamente equipadas para realizagdo de ensaios comportamentais.
Esses locais foram projetados com ante-sala para ambientacdo dos animais, e
sistemas de isolamento acustico e controle de luminosidade. Todos os testes foram
realizados no periodo matutino, apés uma hora de ambientacdo dos animais na ante-
sala (Fig.13).

Fonte: Fotografia Autoral.

Figura 13. Ambientacdo dos animais na ante-sala do biotério da FCMSCSP.
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5.4.1. Teste de Esquiva Inibitéria

O teste de Esquiva Inibitéria foi empregado para avaliacdo do medo
condicionado, utilizando como parametros a aprendizagem e a memoria associadas
a um estimulo ambiental aversivo (choque), que o animal aprende a evitar. Alguns
estudos preconizam que tais parametros devem ser avaliados, levando-se em
consideracao, o periodo de laténcia, isto €, o tempo que o animal demora para entrar

no ambiente aversivo (Berté, 2009; Albugquerque e Silva, 2009).

Os testes de Esquiva Inibitoria foram realizados no equipamento Ugo Basile
7551 (Fig.14). Esse aparelho apresenta dois compartimentos, onde um é pouco
iluminado e preferido pelo roedor, e o outro é bem iluminado (iluminacao artificial).
Esses compartimentos sdo separados por uma porta automatizada com abertura
programada. A metodologia empregada para realizacdo dos testes foi semelhante as
descritas nos trabalhos de Wang et al. (2009) e Wang et al. (2011), com algumas
modificacdes. O experimento foi dividido em trés partes, a saber: (i) treinamento; (ii)
teste realizado apdés 90 minutos do término do treino e (iii) teste realizado apds 24

horas do treinamento. Cada uma das etapas teve um tempo de duracdo de 300s.

Tanto na fase de treinamento, como de execucédo dos testes, 0s animais foram
colocados no compartimento iluminado do aparelho, com a cabeca voltada para a
porta de acesso ao compartimento escuro e o equipamento foi programado para abrir
a porta apos 2s. Apos a entrada do animal no compartimento escuro, 0 mesmo
recebeu uma descarga elétrica de 2,5 mA por 2s nas patas (estimulo aversivo).
Imediatamente apds levar o choque, o animal foi retirado do aparato e levado para
uma gaiola de descanso. Os animais que nao entraram no compartimento escuro no
decorrer do teste foram devolvidos para caixa de descanso. Antes de realizar o teste
com um novo animal, o equipamento foi higienizado com etanol (5%) para evitar

interferéncia do odor do animal anteriormente testado.
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Fonte: Fotografia Autoral.

Fig. 14 Esquiva Inibitéria. (A). Vista superior do equipamento, mostrando os compartimentos
claro e escuro. (B) Imagem da tela de comando com os dados da programacéao do teste.

5.4.2. Teste de Campo Aberto

O Teste de Campo Aberto ou “Open Field” tem como objetivo avaliar a atividade
locomotora e exploratéria dos animais ao serem inseridos em um ambiente
desconhecido (Guizzo, 2009). As variaveis analisadas foram locomocé&o (numero de
vezes em que o animal cruzou um quadrante demarcado no piso do aparato),
movimento vertical (nUmero de vezes que 0 animal se manteve na posi¢ao vertical,
apoiando-se nas patas traseiras), tempo de permanéncia na regido central em relacao
a regido periféerica do equipamento, tempo de imobilidade e tempo gasto no
comportamento de grooming (auto-limpeza). Além disso, ao final do teste, foram

contabilizados os pellets fecais de cada animal.

O aparato utilizado era de acrilico com 51 x 49 x 49 cm de dimensao (Fig. 15).
Os animais foram colocados individualmente no centro da arena e tiveram 300s para
explorar o ambiente. Os testes foram filmados e ao término de cada testagem, o

equipamento foi higienizado com etanol 5%.
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Fonte: Fotografia Autoral.

Figura 15. Vista superior do Campo Aberto, mostrando os quadrantes demarcados no piso do
equipamento.

5.4.3. Teste de Labirintoem Y

Para avaliagdo do medo inato a exposi¢cao ao odor de felinos, foi utilizado o
teste de Labirinto em Y, que consiste em uma plataforma de madeira com trés bragos
dispostos em Y. Os bracos do equipamento foram projetados com 35 cm de largura,
5 cm de espessura e altura das paredes de 10 cm, além de uma elevacdo de 31 cm
do solo. Visando o conforto dos animais, optou-se por forrar o labirinto com uma
camada de maravalha de pinho autoclavada que era trocada a cada testagem para

realizacdo da higienizacao do aparato com etanol (5%).

O teste foi dividido em duas fases, a primeira de treinamento, na qual o animal
foi colocado em uma &rea de contengdo do aparato, permanecendo por 120s (Fig. 16)
e apos esse periodo liberado para exploracdo do equipamento por 300s, conforme
metodologia preconizada por Kavaliers et al. (1994). A aversdao dos animais ao odor
do predador foi avaliada em dois testes independentes, sendo que no primeiro teste,
foi utilizada urina pura de gato doméstico macho adulto, e no segundo, uma solucéo
do aminoéacido L-felinina, que é uma molécula presente na urina de felinos. Os

experimentos seguiram a mesma metodologia do treinamento e para a adicao dos
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odores foram feitos saches de maravalha (1g) contendo 1mL de urina pura de gato,
ou 1mL de solucédo contendo 0,05% de L-felinina (Toronto Research Chemicals ®)
como preconizado por Voznessenskaya (2014). Os testes foram realizados 24 horas
apos o treino, sendo que em um dos bragos foi introduzido um sache com o odor do
predador (urina ou L-felinina) e no braco oposto do aparelho foi colocado um sache
contendo 1mL de solucéo salina (Fig.16). O tempo de permanéncia em cada regido e
0 numero de entradas em cada braco foram contabilizados. Além disso, foi registrado
0 primeiro braco de escolha de cada animal (Bramley e Waas, 2001; Kavaliers et al.,
1994). Apés a realizacdo de cada teste, o aparato foi higienizado com alcool 5%.

Todos os ensaios foram filmados com a utilizagdo da camera digital.

Area Odor

Area de contencido

Fonte: Fotografia Autoral.

Figura 16. Vista superior do teste de Labirinto em Y, mostrando os saches com odor do
predador (brago com marcacao vermelha) e com odor neutro (brago com marcagéo branca) e
a area de contencao do aparato.

Através da avaliagdo dessas variaveis foi realizado o calculo de razdo de
preferéncia olfativa “preference ratio”, baseado no modelo proposto por Kaushik e
colaboradores (2014), no qual o tempo de permanéncia em (s) do animal no brago
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com o odor do predador (Urina de gato ou L-felinina) foi dividido pelo tempo total do
teste (Fig.17).

Tempo de Permanénciaem (s):

Brago com odor Felino (Urina ou L-Felinina) = “Preference Ratio”

z ]

300s

Fonte: Autoral.

Figura 17. Férmula matemética para o calculo de preferéncia olfativa dos animais durante o
teste de Labirinto em Y.

5.5.Avaliacdo da Resposta Imune Humoral

Para confirmacdo da infeccdo parasitaria e avaliagdo da resposta imune
humoral dos animais, foi realizada a detecg&o de anticorpos IgG contra T. gondii por
ELISA. Brevemente, microplacas de poliestireno 96 pocos (Sigma®) foram revestidas
com 100uL/pogo de solugdo contendo 10ug/ml de extrato antigénico de T. gondii,
diluido em tampéo carbonato de sddio 0,1 M, pH 9,5. As placas foram incubadas a
4°C overnight, sendo lavadas, em seguida, com solucéo salina tamponada de fosfato
(PBS) contendo 0,05 % de Tween 20 (PBST) e blogueadas durante 1 hora a 37° C
com PBST contendo 3 % de leite desnatado (PBSTL). Apds essa etapa, foram
realizadas 3 lavadas com PBSTL, e a seguir, foram adicionadas as amostras de soro
na diluicdo 1:50 (100uL/poco) e as placas foram incubada durante 1 hora a 37 °C. Em
seguida, as placas foram novamente lavadas com PBST e foram adicionados
100uL/poco de conjugado anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase
(Sigma®) na diluicdo de 1:5000 e as placas foram mantidas por mais 1 hora a 37°C.
Apoés lavagem, a revelacéo da reacao foi feita pela adicao de solucéo citrato de sodio
0,05M pH 5,8, contendo OPD 0,4mg/ml e H202 0,03%, por 30 minutos, em camara
escura, seguida de bloqueio pela adicdo de HCI 4N. A leitura da absorbancia de cada
poco foi determinada a 492 nm em leitor automatico de microplacas (Labsystems

Multiskan MS®). Em todas as reacdes foram utilizadas amostras de soro controle
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positivo, obtidas de animais previamente infectados por T. gondii e amostras de soro

controle negativo, provenientes de animais sem infeccéo pelo parasita.
5.6. Quantificacdo de parasitas cerebrais
5.6.1. Extracéao e purificacdo do DNA para qPCR

A quantificacdo da carga parasitaria cerebral foi feita por gPCR apés extragédo
do DNA de amostras de tecido cerebral dos animais experimentais. A extracao de
DNA foi realizada com o kit comercial de extracdo QlAamp DNA, Qiagen® de acordo
com o protocolo descrito pelo fabricante, sendo extraidos 180uL de cada amostra. O
DNA de cada amostra foi suspenso em 100 ul de TE e armazenado a - 20°C até a

utilizacdo na PCR em tempo real.

5.6.2. Quantificacdo de parasitas cerebrais de camundongos BALB/c por RT-
gPCR

A quantificacdo dos parasitas cerebrais de camundongos BALB/c ap6s infec¢éo
com diferentes linhagens de T.gondii foi realizada por PCR em tempo real (QPCR),
utilizando-se o aparelho Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System®. As
reacdes foram realizadas com um volume final de 25uL, contendo 12,5 pL de SYBR
Green Mix (Invitrogen®), 1uL de cada primer (sense:
GCACCTTTCGGACCTCAACAACCG) e (antisense:
TTCTCGCCTCATTTCTGGGTCTAC)a 10uM; 5 uL de DNA e 6,5 L de agua ultrapura
estéril. As amplificac6es foram realizadas com 2 controles negativos (agua ultrapura
e DNA de tecido cerebral de camundongos negativos para T.gondii) e um controle
positivo (DNA extraido da cepa RH de T.gondii). As amplificacdes foram realizadas
com uma temperatura inicial de 50°C por 2 min, 10 min a 95°C e quarenta ciclos de
15s a 95°C e 60°C por 1 minuto. Todas as amostras foram testadas em triplicatas. O
sistema Applied Biosystems 7500 Real Time PCR verificou o sinal fluorescente a cada
segundo da reacdo e calculou automaticamente o mean baseline (ou baseline
fluorescence), isto €, o “sinal de fundo” da fluorescéncia gerada durante os ciclos
iniciais da gPCR. Com base nesta “fluorescéncia de fundo”, pode-se detectar a
fluorescéncia gerada pelo acimulo de DNA amplificado, denominado CT (threshold

cycle). O CT foi definido como o ciclo em que a fluorescéncia excede estatisticamente
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0 mean baseline, sendo proporcional ao acumulo de DNA alvos presentes na amostra,

representando a mesma quantidade de produtos amplificados presentes no tubo.
5.6.3. Determinacéao do limite de deteccéo

Para determinar o limite de deteccao da reacdo de gPCR foi realizada uma
curva padrao com diluicbes seriadas de DNA extraido de taquizoitos da cepa RH de
T.gondii, provenientes do lavado peritoneal de camundongos Swiss, previamente
infectados com 10° parasitas/mL. Os pontos da curva foram determinados por
concentracGes de 107 a 10! taquizoitos. Os CTs obtidos foram plotados em relacéo as
diferentes concentracdes de parasitas. O numero de parasitas foi calculado pelo valor
do CT, pela equacéao de regressao linear, y=ax+h, onde: y=CT; a=inclinacdo da curva
(slope); x=numero de parasitas; b=intercepcéo do eixo y, obtendo-se assim a curva
padréo que foi utilizada para quantificacdo de DNA de T.gondii presente nos cistos

cerebrais dos animais experimentais.
5.7. Exame de Imagem PET 8F-FDG

A tomografia por emissdo de poésitrons (PET) com o radiofarmaco 8F-FDG é,
atualmente, o método in vivo mais empregado para a investigacdo do metabolismo da
glicose em diferentes regides do cérebro humano, ja que € um método de deteccdo
nao invasivo altamente sensivel e quantitativo (Mosconi, 2013; Liguori et al., 2019). O
desenvolvimento de um scanner PET em meados dos anos 2000, permitiu a aplicacao
do exame PET com alta resolucdo para pequenos animais, sobretudo, ratos e
camundongos (Kornblum et al., 2000; Moore et al., 2000), fornecendo informacdes

moleculares tridimensionais do cérebro de animais (Hosoi et al., 2005).

Em nosso estudo, as imagens PET utilizando *¥F-FDG foram adquiridas em um
equipamento especifico para pequenos animais (Triumph™ - Gamma Medica-ldeas,
Northridge, CA, USA). Durante todos os procedimentos os animais (6 animais / grupo)
permaneceram anestesiados por via inalatoria (isoflurano 2 - 3% em oxigénio 100%)
(Fig 18 A, B) e a glicemia destes animais foi verificada antes da administracédo do 8F-
FDG. O radiofarmaco foi administrado por via endovenosa (veia peniana) na dose de
1 mCi (37 MBQ). A aquisicao das imagens foi iniciada 45 minutos ap6s a administracao
do ®F-FDG e cada aquisicdo teve duracdo de 30 minutos. As imagens foram

reconstruidas com algoritmo OSEM, 20 itera¢des e 4 subsets.
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As imagens PET foram analisadas no software PMOD™ (Swtizerland) apés
corregistro com um template de ressonancia magnética de camundongo (T2),
disponivel no software. Atlas de camundongo contendo regides do encéfalo (volumes
de interesse - VOIs), também disponivel no software, foi utilizado para andalise. Para
andlise dos resultados as regides encefélicas foram agrupadas em trés grandes areas:
(i) Forebrain, constituido pelo telencéfalo e diencéfalo; (i) Midbrain constituido pelo
mesencéfalo e (iii) Hindbrain constituido pelo robencéfalo (Ozumi- Yamashita et al.,
1994). Os dados foram normalizados tendo como padrdo o grupo controle e
reportados como porcentagem de SUV (Standardized Uptake Value), que é a
guantificacdo da concentracéo radioativa em determinado volume, corrigido pela dose

injetada e massa corporal do animal.

Os dados do PET foram analisados de acordo com os seguintes critérios: (a)
houve diferenca na captacdo do radiofdrmaco entre os grupos experimentais? (b)
houve diferenca na captagdo do radiofarmaco entre as trés areas avaliadas de um

grupo experimental?

Fonte: Fotografia Autoral.

Figura 18. Imagem do exame PET 18F-FG. (A) Vista da frente do equipamento, mostrando os
animais aquecidos por lampada incandescente. (B) Vista dos animais durante o exame.
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5.8. Andlise Estatistica

A comparacéo dos valores individuais entre os grupos foi realizada por ANOVA
com pos - teste de Bonferroni’'s. Na auséncia de homogeneidade de variancias foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis com pds - teste de Dunn’s. O teste
qui-quadrado foi utilizado para comparacao entre frequéncias de eventos. Diferencas
significativas foram consideradas quando a probabilidade de igualdade foi menor que
0,05 (p <0,05). Em ensaios com medidas de resultados temporais foi utilizado o teste
de Kaplan-Meier. Para avaliagdo de dois ou mais fatores simultaneamente foi
realizado o teste de Two-way- ANOVA. Todas as analises foram realizadas no

programa estatistico GraphPad Prism 9.0.



RESULTADOS



75

6. RESULTADOS

6.1 Curva de sobrevivéncia
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Figura 19. Curva de Sobrevivéncia dos grupos experimentais. Dados expressos com df: 5,
p=0.6680 e Chi-quadrado=3.208 (Kaplan Meier).

Os dados da Fig.19 mostram que ndo houve diferenca na porcentagem de
sobrevivéncia dos animais para os diferentes grupos ao longo do periodo experimental
(p= 0. 6680).



6.2

Pesagem dos Animais
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Figura 20. Peso em gramas (g) dos animais ao longo do periodo experimental. Dados
expressos com média £ SEM. A: Controle F=10.75; df= 69; ***p<0.0001. B: Controle Tratado,
F=4.38; df=42; **p<0.0001. C: ME49, F=21.16; df=66; ***p<0.0001. D: VEG, F=3.362; df=68;
*p<0.05. E: #318, F=5.596; df= 65; *p<0.05. F: #175, F=8.078; df=69; p<0.0001. ANOVA, pds

teste de Bonferroni.



77

A avaliacdo da evolucao do peso corporal dos animais demonstrou que o grupo
controle apresentou aumento do peso ao final de 90 dias de experimentacdo quando
comparado ao periodo inicial da infeccédo (p<0,001) (Fig. 20 A), acompanhado pelo
grupo controle tratado (p<0,001) (Fig. 20 B) e pelos grupos infectados com a cepa
arquetipica ME49 (p<0,001) (Fig. 20 C) e a cepa nao arquetipica #175 (p<0.0001)
(Fig. 20 F). Os grupos infectados com a cepa arquetipica VEG (p<0.05) (Fig. 20 D) e
a cepa nédo arquetipica #318 (p<0.05) (Fig. 20 E) demonstraram um ganho de peso
menos significativo em comparagdo com os demais grupos (p<0.05). Estes dados
mostraram que todos 0S grupos experimentais apresentaram aumento do peso

corporal ao longo do periodo de experimentacao.

6.3 Avaliacdo darespostaimune humoral por ELISA, detec¢cao de anticorpos
totais.
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Figura 21. Resultados da deteccdo de anticorpos IgG anti - T. gondii por ELISA nos dois
periodos experimentais. Dados expressos com média + SEM. A). Resposta imune humoral
com seis semanas P.l, F= 668.8; df=23; ***p<0.0001, (ME-49 N = 4; VEG N= 5; #318 N=5;
#175 N-5) B). Resposta Imune Humoral com 16 semanas P.I, F= 494.5; df= 41; ***p<0.0001,
(ME-49 N=7; VEG N=7; #318 N= 8; 175 N=10). ANOVA, p0s teste de Bonferroni.

Para avaliacdo da resposta imune humoral induzida pela infeccédo por
diferentes cepas de T. gondii foi realizado o teste de ELISA com extrato proteico
soluvel de T. gondii para a deteccdo de anticorpos IgG contra o parasita em dois
periodos distintos de infeccéo (seis e dezesseis semanas). A Fig. 21A e a Fig. 21B

mostram que a infeccdo pela cepa arquetipica VEG induziu maior resposta imune
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humoral (p<0.0001) quando comparada com as demais cepas nos dois periodos
avaliados. Os resultados do ELISA demontraram que as cepas arquetipicas (ME49 e
VEG) foram capazes de induzir maior resposta imune humoral no hospedeiro do que
as cepas nao arquetipicas (#175 e #318).

6.4 Quantificacdo da carga parasitaria cerebral por gPCR em Tempo Real
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Figura 22. Resultados da detec¢éo da carga parasitaria de T. gondii no SNC nos dois periodos
experimentais. Dados expressos com média + SEM. A) Carga parasitaria cerebral com seis
semanas P.I, F= 9.274; df=10; *p<0.05, (ME-49 N=3; VEG N=3; #318 N= 3; #175 N=3). B)
Carga parasitaria cerebral com 16 semanas P.l, F= 49.24; df=11; ***p<0.0001, (ME-49 N=3;
VEG N=3; #318 N= 3; #175 N=3). ANOVA, p6s teste de Bonferroni.

A carga parasitaria cerebral de cada cepa foi avaliada por g°PCR em dois
periodos distintos de infeccéo (seis e dezesseis semanas). Como podemos observar
na Fig. 22A e na Fig. 22B, a infec¢cdo pela cepa arquetipica VEG apresentou maior
carga parasitéria cerebral quando comparada com as infec¢bes causadas pelas
demais cepas nos dois periodos avaliados. Além disso, foi possivel notar que as
infeccbes pelas cepas arquetipicas (ME49 e VEG) apresentaram maior carga
parasitaria cerebral quando comparadas com as infeccbes pelas cepas nao
arquetipicas (#175 e #318).
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6.5 Avaliacdo da atividade locomotora e exploratéria pelo teste de Campo
Aberto.

6.5.1 Resultados do teste de Campo Aberto com seis semanas de infeccao

O primeiro parametro avaliado no teste de Campo Aberto foi o tempo de
imobilidade dos animais no aparato. Como podemos observar na Fig. 23, os animais
infectados pela cepa arquetipica VEG apresentaram maior tempo de imobilidade em
comparacao com o grupos controle e ME49 (p<0.001) e o grupo controle tratado
(p<0.05). Da mesma forma, os animais infectados com a cepa néo arquetipica (#175)
apresentaram maior imobilidade em comparacdo com os grupos controle e ME49

(p<0.001) e o grupo controle tratado (p<0.05).
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Figura 23. Tempo de imobilidade no teste de Campo Aberto com seis semanas de infeccao.
Dados expressos com média + SD; F = 8.989, df = 69, *p< 0.05, **p <0.001, (Controle N=14;
Controle Tratado N= 8; ME-49 N=13; VEG N=10; #318 N=12; #175 N=13). ANOVA. Kruskal-
Wallis, pos teste de Dunn.

O segundo parametro avaliado foi o tempo de permanéncia dos animais na
area central do aparato. A Fig. 24 mostra que o grupo infectado pela cepa néo
arquetipica (#175) permaneceu por menos tempo na area central do equipamento em

comparagado com 0s grupos controle e controle tratado (p<0.05), indicando que os



80

animais infectados por essa cepa exploraram mais a regido periférica do aparato

durante o teste.

Area Central

50 *

Figura 24. Tempo de permanéncia na area central do Campo Aberto com seis semanas poés-
infec¢do. Dados expressos com média + SD; F = 4.061, df = 76, * p< 0.05. (Controle N=15;
Controle Tratado N= 8; ME-49 N=13; VEG N=14; #318 N= 13; #175 N=14). ANOVA com pos-
teste de Bonferroni.

O terceiro parametro avaliado pelo teste de Campo aberto foi a locomogéo,
gue consiste no numero de movimentos horizontais e verticais realizados pelos
animais no aparato. Os movimentos horizontais eram registrados sempre que o animal
cruzava um quadrante demarcado no piso do aparato. Ja, 0s movimentos horizontais
eram computados sempre que 0 animal permanecia na posi¢cao vertical, isto €,

apoiado somente pelas patas traseiras.

Como podemos observar na Fig. 25A, a quantidade de movimentos
horizontais registrada no grupo infectado pela cepa arquetipica VEG foi menor que a
computada no grupo controle (p<0.05). Da mesma forma, o nimero de movimentos
verticais registrado no grupo infectado pela cepa arquetipica VEG foi inferior aos
registrados nos grupos controle (p< 0.05), controle tratado (p<0.05) e ME49 (p< 0.001)
(Fig.25 B).
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Figura 25. Dados de locomocéao e exploracdo vertical dos grupos experimentais no teste de
Campo Aberto com seis semanas pos-infeccao. A) Movimentos horizontais, dados expressos
com média + SD; F = 2.800, df = 78, *p<0.05. ANOVA, pés teste de Bonferroni, (Controle
N=14; Controle Tratado N= 9; ME-49 N=14; VEG N=15; #318 N= 12; #175 N=15). B)
Movimentos verticais, dados expressos com média + SD; F = 4.168, df = 77, *p< 0.05, **
p<0.001, (Controle N=14; Controle Tratado N= 8; ME-49 N=14; VEG N=14; #318 N= 12; #175
N=15). ANOVA. Kruskal-Wallis, pés teste de Dunn.

Os Ultimos parametros avaliados pelo teste de Campo Aberto foram a
guantidade de pellets fecais eliminada por cada animal durante o teste e o tempo
empregado para a realizagdo do grooming (autolimpeza). Como podemos observar
na Fig. 25 ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos experimentais

para esses dois parametros (Fig. 26 A e B).
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Figura 26. Avaliagdo da quantidade de pellets fecais e tempo de grooming no teste de Campo
Aberto com seis semanas pés-infeccdo. A) Quantidade de pellets fecais por grupo
experimental, dados expressos com meédia + SD; F = 0.3158, df = 82, p< 0.90., (Controle
N=15; Controle Tratado N= 8; ME-49 N=15; VEG N=15; #318 N= 15; #175 N=15). ANOVA,
pos test Bonferroni. B) Tempo empregado por cada grupo experimental para realizacdo do
grooming, dados expressos com média + SD; F = 5.64, df = 69, p< 0.92, (Controle N=13;
Controle Tratado N=9; ME-49 N=12; VEG N=13; #318 N=11; #175 N=12). ANOVA, p0s teste
de Bonferroni.

6.5.2. Resultados do teste de Campo Aberto com dezesseis semanas de

infeccao

Na Fig. 27 estdo apresentados os resultados do teste de Campo Aberto
realizado na 162 semana de infeccdo. Como podemos observar, o grupo infectado
pela cepa arquetipica VEG apresentou maior tempo de imobilidade em relagdo aos
grupos controle e controle tratado (p<0.0001) e, também, em relacdo aos grupos
infectados com a cepa arquetipica ME49 (p<0.001) e a cepa ndo arquetipica #318
(p<0.05). Nao houve diferenca estatistica significativa entre o grupo infectado pela

cepa VEG e o grupo infectado pela cepa #175.
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Figura 27. Tempo de imobilidade observado no teste de Campo aberto com dezesseis
semanas pos-infeccdo. Dados expressos com média + SD; F = 6.919, df = 48, *p<0.05,
**p<0.001 e ***p<0.0001, (Controle N=8; Controle Tratado N=6; ME-49 N=8; VEG N=9; #318
N= 8 #175 N=10). ANOVA, poés teste de Bonferroni.

Com relacéo ao tempo de permanéncia na area central do aparato, € possivel
notar que os animais infectados pela cepa arquetipica VEG permaneceram um tempo
maior nessa area do aparato quando comparados com os animais do grupo controle
(p<0.05) e dos grupos controle tratado, ME49, #318 e #175 (p<0.001) (Fig.28).
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Figura 28. Tempo de permanéncia na area central do Campo Aberto com dezesseis semanas
pos-infeccdo. Dados expressos com média + SD; F = 5.363, df = 48, *p< 0.05, **p<0.001,
(Controle N=9; Controle Tratado N= 6; ME-49 N=8; VEG N=8; #318 N= 8; #175 N=10).

ANOVA, pés teste de Bonferroni.

A avaliacdo da locomocao dos animais no teste de Campo Aberto realizado

na 162 semana pos-infeccdo, demonstrou uma reducado dos movimentos horizontais

dos animais infectados pela cepa arquetipica VEG em comparacdo com os demais

grupos (p<0.05), sobretudo, com o grupo controle tratado (p<0.001) (Fig. 29 A). Em

relacdo aos movimentos verticais, ndo houve diferenca estatistica significativa entre

0s grupos experimentais (Fig. 29 B).
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Figura 29. Dados de locomoc¢éo dos grupos experimentais no teste de Campo Aberto com
dezesseis semanas pos-infec¢do. A) Movimentos horizontais, dados expressos com meédia +
SD; F = 4.451, df = 47, *p<0.05 e **p<0.001, (Controle N=9; Controle Tratado N= 6; ME-49
N=8; VEG N=7; #318 N= 8; #175 N=10). B) Movimentos verticais, dados expressos com média
+ SD; F = 1.694, df = 45, p=0.15, (Controle N=9; Controle Tratado N= 6; ME-49 N=8; VEG
N=7; #318 N=7; #175 N=10). ANOVA, pés teste de Bonferroni.

Como podemos observar na Fig.30 ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos experimentais em relacédo a quantidade de pellets fecais

e 0 tempo empregado para o comportamento de grooming no teste realizado na 162

semana. (Fig. 29).
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Figura 30. Avaliagdo da quantidade de pellets fecais e tempo de grooming no teste de Campo
Aberto com dezesseis semanas pés-infeccdo. A). Quantidade de pellets fecais por grupo
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experimental. Dados expressos com média = SD; F = 0.41, df = 50, p= 0.83, (Controle N=10;
Controle Tratado N=7; ME-49 N=8; VEG N=9; #318 N= 8; #175 N=9). B). Tempo empregado
por cada grupo experimental para realizacdo do comportamento de grooming, dados
expressos com média + SD; F = 3.497, df = 43, p=0.01, (Controle N=8; Controle Tratado N=
6; ME-49 N=7; VEG N=6; #318 N= 8; #175 N=9). ANOVA, pos teste de Bonferroni.

6.6. Avaliacdo da aprendizagem e memoéria condicionada pelo teste de
Esquiva Inibitéria

Os parametros cognitivos relacionados a aprendizagem e memodria
condicionada foram avaliados com base na laténcia de entrada dos animais no
ambiente aversivo do aparato. A Fig. 31 apresenta os dados referentes as laténcias
de cada grupo experimental nas diversas etapas do teste de Esquiva Inibitoria (treino,
teste realizado ap6s 90 minutos do treino e teste realizado apds 24 horas do treino).
Como podemos observar na Fig.31, ndo houve diferenca estatistica significativa entre
0S grupos, indicando que o0s animais ndo apresentaram alteracdes cognitivas
referentes a capacidade de aprendizagem e consolidacdo das memorias de curto e

longo prazo durante o periodo experimental.
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Figura. 31. Resultados do teste de Esquiva Inibitéria, referente a laténcia de entrada dos
animais no ambiente aversivo/escuro. Dados do treino, teste realizado apds noventa minutos,
teste realizado apés vinte e quatro horas, (Controle N=8; Controle Tratado N= 3; ME-49 N=8;
VEG N=8; #318 N= 8; #175 N=8). ANOVA, pos-teste de Bonferroni.



87

6.7 Avaliacdo da averséo ao odor felino pelo teste de Labirinto em Y

6.7.1 Resultado do teste de Labirinto em Y realizado com 6 semanas de infeccao

utilizando urina de gato
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Figura 32. Resultados do célculo da razao da preferéncia olfativa pela urina de gato, obtidos
no teste de Labirinto em Y realizado com seis semanas p0s-infec¢éo, (Controle N=9; Controle
Tratado N= 8; ME-49 N=9; VEG N=9; #318 N=9; #175 N=9). Dados expressos com média +
SD; F = 1.304, df = 81, p >0.05. ANOVA, p0s teste de Bonferroni.

O teste de Labirinto em Y foi realizado na 62 e 162 semanas de infecéo,
utilizando urina de gato macho adulto, para avaliagcdo da preferéncia olfativa dos
animais pelo odor do predador. A Fig.32 apresenta os resultados do calculo da razéo
da preferéncia olfativa pela urina de gato no teste realizado na 62 semana de infeccéo,
mostrando que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos. Estes
achados foram corroborados pelos resultados da porcentagem do tempo de
permanéncia dos animais nas diferentes areas do Labirinto em Y (bragco sem odor,
braco contendo 0,1 ml de urina de gato e area neutra), ja que nao foram encontradas

diferencas estatisticas significativas entre os grupos (Fig. 33).
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Figura 33. Porcentagem do tempo de permanéncia de cada grupo experimental nas trés
regides do Labirinto em Y realizado com seis semanas de infeccdo, utilizando urina de gato.
Dados expressos em porcentagem (%). Two-way ANOVA.
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6.7.2 Resultado do teste de Labirinto em Y realizado com 16 semanas de

infeccdo utilizando urina de gato

No segundo teste de Labirinto em Y, realizado na 162 semana de infec¢cao, os
animais foram, novamente, expostos a urina de gato macho adulto. Nessa fase da
infeccao, foi observada uma preferéncia olfativa pelo odor do felino no grupo infectado
pela cepa ndo arquetipica #318 quando comparado aos grupos controle e controle
tratado (p<0.05) (Fig. 34).

16 semanas
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preference ratio
Urina Gato

Figura 34. Resultados do calculo da razédo de preferéncia olfativa referente a urina de gato,
obtidos no teste de Labirinto em Y realizado com dezesseis semanas de infecgéo, (Controle
N=10; Controle Tratado N= 6; ME-49 N=8; VEG N=9; #318 N= 8; #175 N=8). Dados expressos
com média £ SD; F = 3.915, df = 50, *p<0.05. ANOVA, pds teste de Bonferroni.

Os animais infectados pela cepa nédo arquetipica #318 permaneceram por
maior tempo na area contendo a urina de gato em comparacgéo com o braco sem odor

(p<0.05) e com a area neutra (p<0.001) (Fig.35).
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Figura 35. Porcentagem do tempo de permanéncia de cada grupo experimental nas trés
regides do Labirinto em Y realizado com dezesseis semanas de infec¢éo, utilizando urina de
gato. Dados expressos em porcentagem (%), *p<0.05 e **p<0.001. Two-way ANOVA.
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6.7.3 Resultado do teste de Labirinto em Y realizado com 6 semanas de

infeccao utilizando L-Felinina

Em relacéo a preferéncia olfativa pelo odor do aminoéacido L-Felinina, o teste
de Labirinto em Y, realizado com seis semanas de infec¢do, mostrou que 0 grupo
infectado pela cepa ndo arquetipica (#175) apresentou uma preferéncia maior pelo
odor desse aminoacido quando comparado com o grupo controle tratado (p<0.05)
(Fig.36). Esse dado foi confirmado pela maior porcentagem de tempo de permanéncia
desse grupo no brago contendo L-Felinina em comparagdo com o brago sem odor
(p<0.05) e a area neutra (p<0.05) do aparato (Fig.37).

6 semanas
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Figura 36. Resultados do calculo da razdo de preferéncia olfativa referente ao amino acido L-
Felinina, obtidos no teste de Labirinto em Y realizado com seis semanas de infec¢ao, (Controle
N=11; Controle Tratado N= 8; ME-49 N=10; VEG N=9; #318 N= 10; #175 N=14) Dados
expressos com média £ SD; F = 2.374, df = 81, *p<0.05. ANOVA, pés teste de Bonferroni.
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Figura 37. Porcentagem do tempo de permanéncia nas trés regides do Labirinto em Y em
relacdo a avaliagdo da L-Felinina. Resultados obtidos do teste realizado com seis semanas
de infeccdo. Dados expressos em porcentagem (%), *p<0.05. Two-way ANOVA.
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6.7.4 Resultado do teste de Labirinto em Y realizado com 16 semanas de

infeccao utilizando L-Felinina

O teste de Labirinto em Y, realizado com 16 semanas de infeccdo, demonstrou
gue ndo houve diferenga estatistica significativa entre os grupos experimentais em
relacdo a preferéncia olfativa pela L-Felinina (Fig.38). Da mesma forma, nao foi
encontrada diferenca estatistica significativa entre os grupos em relacdo a
porcentagem do tempo de permanéncia dos animais nas diferentes areas do aparato
(Fig.39).

16 semanas
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Figura 38. Resultados do célculo da raz&o de preferéncia olfativa referente ao amino acido L-
Felinina, obtidos no teste de Labirinto em Y realizado com dezesseis semanas de infecgéo,
(Controle N=9; Controle Tratado N= 7; ME-49 N=7; VEG N=9; #318 N= 6; #175 N=8). Dados
expressos com média £ SD; F = 0.5679, df = 50, p= 0.72. ANOVA, pés teste de Bonferroni.
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Figura 39. Porcentagem do tempo de permanéncia nas trés regides do Labirinto em Y em
relacdo a avaliagdo da L-Felinina. Resultados obtidos do teste realizado com dezesseis
semanas pos-infeccdo. Dados expressos em porcentagem (%). Two-way ANOVA.
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6.8 Resultados imagem PET 8F-FDG

Com o objetivo de compreender os efeitos da infeccdo no SNC, utilizamos
o exame de imagem de PET 18 F-FDG para avaliar o possivel efeito da parasitose no
metabolismo da glicose cerebral dos animais infectados por diferentes cepas de T.
gondii. O exame de imagem foi realizado em seis animais de cada grupo, logo apds a
segunda etapa dos testes comportamentais na 172 semana de infeccdo. A Fig.40
apresenta os resultados de captacdo do radiofarmaco obtidos pelo exame PET 18 F-
FDG, mostrando imagens adquiridas nos planos coronal, sagital e axial para os

diferentes grupos experimentais.

Para efeito de comparacéo da captacdo do radiofarmaco nas trés principais
areas encefélicas (Forebrain, Midbrain e Hindbrain), os dados foram normalizados em
relacdo ao grupo controle. Como podemos observar na Fig. 41, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas significativas entre os grupos quanto a captacao
do radiofarmaco nas trés areas avaliadas, porém os grupos infectados por T. gondii,
independentemente da cepa, apresentaram maior coeficiente de variacéo de captacao
em relacdo ao grupo controle tanto na regiao do forebrain (Fig. 41A),como do midbrain
(Fig. 41B) e do hindbrain (Fig. 41 C), sendo possivel observar animais com alta e com
baixa capta¢do do radiofarmaco dentro de um mesmo grupo experimental (Fig. 41 A,
B e C).
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Figura 40. Resultados de captacédo do radiofarmaco pelo exame PET 8 F-FDG. Imagens
adquiridas nos planos coronal, sagital e axial para os diferentes grupos experimentais.
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Figura 41. Resultados da comparacéo da captacdo do radiofarmaco *¥F-FDG entre as trés

regides encefalicas (Forebrain,

Midbrain e Hindbrain) para os diferentes grupos

experimentais. (Controle N=6; Controle Tratado N= 6; ME-49 N=6; VEG N=6; #318 N=6; #175

N=6) ANOVA, poOs-teste de Bonferroni.
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7. DISCUSSAO

Nos ultimos 20 anos, varios estudos tém demonstrado que a infec¢ao por T.
gondii pode provocar alteragcdes comportamentais em modelos experimentais (Vyas
et al., 2007; Webster e McConkey, 2010; Afonso; Paixao; Costa, 2012; Bezerra et al.,
2019), além de apresentar uma associacdo com diversos transtornos mentais e
comportamentais em humanos (Flegr 2007; Fekadu, Shibre, Clare, 2010; Fond et al.,
2013; Flegr 2013), porém a maioria dos estudos experimentais utiliza cepas
arquetipicas, ou geneticamente modificadas do parasita, sem descricdes do efeito
comportamental de cepas ndo arquetipicas, que sao altamente prevalentes na
América do Sul, principalmente, no Brasil (Pena et al., 2008; Shwab et al., 2014; Dardé
e Ajzenberg, 2014). Em nosso estudo, buscamos avaliar o efeito comportamental e
neurofisiolégico de cepas néo arquetipicas (#175 e #318) e arquetipicas (ME49 e
VEG) em modelo murino.

Para avaliacdo da evolucdo e gravidade da infeccdo em modelos
experimentais, a analise de fatores como taxa de sobrevivéncia e peso corporal sdo
parametros importantes, pois refletem o estado clinico do hospedeiro e desfecho da
doenca (Linkenhoker e Linton, 2013). Em nosso estudo, ndo observamos diferencas
em relacdo a taxa de sobrevivéncia entre os grupos durante todo o periodo
experimental. Estes achados corroboram os dados descritos por Bezerra et al. (2019)
gue, também, ndo observaram alteracfes na taxa de sobrevivéncia de animais
infectados pelas cepas arquetipicas VEG e ME49. Com relacdo a massa corporal dos
animais, verificamos um aumento significativo do peso de todos os grupos ao longo
do experimento, indicando que as infec¢cdes causadas pelas cepas de T. gondii
utilizadas néo interferiram no estado fisico dos animais. Nossos dados, entretanto,
foram discordantes dos achados relatados por Bezerra et al. (2019) que néo
observaram ganho de peso em animais infectados pelas cepas ME49 e VEG. Tal
diferenca pode ser atribuida ao tipo de in6culo utilizado na infeccdo dos animais. Em
nosso estudo atual, utilizamos um in6culo de 103 taquizoitos, ja Bezerra et al. (2019)
utilizaram 10 cistos de T. gondii. Cabe ressaltar que é dificil quantificar com preciséao
a carga parasitaria presente em inodculos contendo cistos do parasita, pois 0 numero
de bradizoitos, presentes em cada cisto tecidual, pode variar na dependéncia do
tamanho do cisto. Por outro lado, in6culos contendo taquizoitos livres permitem uma

guantificacdo exata da carga parasitaria.
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Em relacdo a resposta imune humoral, avaliada pela técnica imunoenzimatica
de ELISA, verificamos que os animais infectados pela cepa arquetipica VEG
apresentaram maiores titulos de anticorpos IgG anti - T. gondii em comparacdo com
0s demais grupos, seguido pelos animais infectados pela cepa arquetipica ME49 e
pelas cepas ndo arquetipicas #175 e #318. Esses achados corroboram com o estudo
realizado por Bezerra et al. (2019) que, também, observaram maiores titulos de
anticorpos em animais infectados pela cepa VEG. Segundo Mukhopadhyay; Arrang-
Solis e Saeji (2020), as diferencas entre a resposta imune induzida pelas cepas
arquetipicas do tipo Il e lll estdo associadas as proteinas presentes nas roptrias do
parasita. Cepas do tipo Ill ndo expressam ROP 18 e apresentam uma estrutura de
ROP 16 diferente da encontrada em cepas do tipo Il. Assim, o perfil proteico das
roptrias das cepas do tipo Il interfere no equilibrio de fatores pré e anti-inflamatérios
de maneira distinta do padrdo desencadeado pelas cepas do tipo Il no decorrer da
infeccao. Isto poderia esclarecer o fato de cepas do tipo Ill serem mais imunogénicas
gue cepas do tipo II. Como apresentam maior imunogenicidade, as cepas do tipo Il
provocam intensa resposta inflamatoria no hospedeiro, gerando eventos
neurofisiolégicos mais proeminentes que as infeccdes por cepas do tipo |l
(Mukhopadhyay; Arrang-Solis; Saeji, 2020;). Da mesma forma, Sanchez e Besteiro
(2021) demonstraram que o polimorfismo genético das cepas de T. gondii pode

influenciar a expresséao de células efetoras da resposta imune.

Por outro lado, os baixos titulos de anticorpos, observados nas infec¢des pelas
cepas néo arquetipicas #318 e #175, podem ter sido influenciados pelo tratamento
com Sulfadiazina e Pirimetamina, instituido no inicio da infeccdo para evitar a
mortalidade dos animais e garantir a cronicidade da infeccdo, pois de acordo com o
estudo conduzido por Meireles et al. (2022), essas cepas sédo altamente virulentas
para camundongos. Alvarado-Esquivel et al. (2011), também, observaram uma
reducdo da concentracdo de anticorpos em animais tratados com a mesma
associacdo medicamentosa durante a fase aguda da infeccao por T. gondii. Vale
ressaltar que a presenca de alteracdes comportamentais em animais infectados por
T. gondii, mesmo apoés tratamento medicamentoso, é um fato que merece atengdo
guando nos reportamos a doenca humana, pois 0s sistemas de vigilancia e saude
estdo focados na prevencéo e tratamento da toxoplasmose congénita e casos agudos

sintomaticos da doenca, sem levar em consideracéo o efeito da infeccéo cronica por
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T. gondii nas fung¢des psiquica, mental e cognitiva do individuo (Milne; Webster;
Walker, 2020).

Nosso estudo, também, observou diferencas significativas entre os grupos em
relacdo a carga parasitéria cerebral. De acordo com nossos dados, o grupo infectado
pela cepa VEG apresentou maior colonizagdo do SNC, seguido pelo grupo ME49.
Estes resultados foram semelhantes aos relatados por estudos anteriores que
verificaram maior carga parasitaria cerebral em modelos infectados por cepas do tipo
Il (Bezerra et al., 2019; Tonin et al.,2014). Em relacéo as cepas ndo arquetipicas #318
e #175, observamos uma menor colonizagdo do SNC em comparagdo com as cepas
arquetipicas. Da mesma forma que a resposta imune, a colonizacdo do SNC pelas
cepas nao arguetipicas pode ter sido influenciada pelo tratamento medicamentoso
empregado. Alvarado-Esquivel et al (2011) relataram diminui¢cdo da carga parasitaria
cerebral em animais tratados com a mesma combinacdo medicamentosa usada em
nosso estudo. Uma pesquisa pioneira utilizando cepas de T. gondii, isoladas de aves
silvestres do Brasil, observou diferengas no curso da infecgao tanto em “vitro”, como
em “vivo”, com o emprego de Sulfadiazina e Pirimetamina, porém a combinacéo
desses dois medicamentos foi altamente eficaz para a sobrevida dos animais
infectados. Além disso, o estudo demonstrou que a reducdo da carga parasitaria
cerebral foi inversamente proporcional a dose utilizada de cada substancia (De Lima
Bessa et al., 2023).

Em relacdo a analise comportamental, ndo foram observadas diferencas entre
0S grupos quanto a capacidade de aprendizagem e aquisicao / retencdo de memoria
(medo condicionado) avaliadas pelo teste de Esquiva Inibitdria, divergindo de achados
descritos na literatura que observaram alteracdes desses parametros em animais
infectados por T. gondii (Godwin et al., 2012; Wang et al., 2011; Mahmoudvand et al.,
2015; Bezerra et al., 2019). Entretanto, € importante ressaltar que, nestes estudos, a
infeccdo experimental foi realizada com cistos do parasita, ao invés de taquizoitos,
sugerindo que animais inoculados com cistos possam receber uma carga parasitaria
maior em relacdo aqueles infectados com taquizoitos, como ja mencionado,
anteriormente, na avaliagcdo do peso corporal. Isto poderia explicar o fato das
alteracfes de aprendizagem e memoria terem sido observadas apenas em infec¢des

com cistos do parasita.
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Nossos dados demonstraram que a capacidade de aprendizagem e aquisi¢cao
de memodria condicionada foram preservados nos animais infectados por taquizoitos,
independentemente, da cepa utilizada. E interessante notar que, em condicbes
naturais, a infecgdo dos roedores pode ocorrer pela ingestdo de oocistos presentes
na agua e alimentos, ou pela ingestdo de presas contendo cistos teciduais do parasita.
Além disso, devido ao habito onivoro, os roedores podem se infectar por meio do
canibalismo (Lane-Petter, 1968). Assim, fun¢cbes cognitivas, como aprendizagem e
memoria, poderiam ser influenciadas pela forma infectante de T. gondii. Isto é
extremamente importante, pois a cognicdo do hospedeiro esta diretamente
relacionada a sua capacidade de adaptacédo e sobrevivéncia no ambiente, uma vez

gue interfere na sua percepc¢ao de risco (Rochais et al., 2022).

7

Outra questdo importante, € a influéncia da infeccdo por T. gondii no
comportamento locomotor e exploratério do hospedeiro. Alguns estudos
demonstraram que animais infectados pelo parasita apresentaram aumento das
atividades locomotora e exploratéria nos testes de Campo Aberto e Labirinto em Cruz
Elevado (Hodkova et al., 2007; Afonso; Paixao; Costa, 2012). Esses achados estéo
associados a relacdo presa x predador, uma vez que o aumento da atividade
locomotora da presa pode resultar em maior exposi¢cédo ao predador (Afonso; Paixao;
Costa, 2012; Farnworth; Innes; Waas, 2016). Contudo, em nosso estudo, observamos
um efeito contrario, jA que animais infectados pela cepa n&o arquetipica #175
apresentaram maior tempo de imobilidade no teste de Campo Aberto realizado na
sexta semana de infeccdo. Para o grupo infectado pela cepa VEG, este efeito foi,
ainda, mais proeminente, pois 0s animais apresentaram reducdo da locomocéo
(movimentos horizontais) nos dois periodos avaliados (62 e 162 semanas de infec¢do),
indicando que a infec¢ao, por essa cepa, pode ocasionar uma alteracdo permanente
da capacidade locomotora dos animais. Estes dados corroboram estudos anteriores
gue, também, relataram reducédo da locomo¢do em animais infectados por T. gondii
(Gonzélez et al., 2007; Gulinello et al., 2010), sobretudo, pela cepa VEG (Bezerra et
al., 2019; Dos Santos et al., 2022). Nossos dados demonstraram que o grupo infectado
pela cepa VEG, além de apresentar diminuicdo da capacidade locomotora, também,
apresentou redugcdo do comportamento exploratdrio, conhecido como Rearing, que
consiste no ato do animal se erguer para explorar e analisar o ambiente ao seu redor,

0 que é extremamente importante para sua percepc¢ao de risco (Lever et al., 2006).
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Alteracdo semelhante ja foi descrita por Gulinello et al. (2010), que observaram
reducdo de Rearing e Sniffing'® em animais infectados por T. gondii, demonstrando
gue a infeccdo pelo parasita pode resultar em prejuizo da avaliacdo e percepcéao

ambiental do risco predatorio.

Contudo, ndo pudemos determinar a causa das alteragbes locomotoras
presentes nos grupos infectados pelas cepas VEG e #175. Mudancas na capacidade
sensorio - motora de roedores, ja, foram descritas em animais infectados por T. gondii,
pelo emprego do teste de marcha (footprint), que demonstrou alteragbes tanto na
amplitude dos passos como na mobilidade do animal, sendo que este Ultimo
parametro foi comprovado pelo arraste das patas traseiras do animal (Gulinello et al.,
2010). A habilidade sensorio - motora € um fator crucial na relacdo presa x predador,
pois o0 comprometimento da performance locomotora pode prejudicar o
comportamento de fuga do animal, elevando seu risco de predacdo (Moore e
Biewener, 2015).

Estudos voltados para avaliacdo do comportamento depressivo em animais e
humanos, verificaram que a depressdao pode causar uma diminuicdo da atividade
locomotora dos individuos (Kim et al., 2013; Song e Kim, 2021). Este dado é
extremamente relevante, ja que estudos experimentais em modelo murino, relataram
um efeito tipo-depressivo, incluindo anedoniall, em animais infectados por T. gondii
(Mahmoud et al.,2016; Rehab et al., 2020; Castano-Barrios et al., 2021). Dados nao
publicados de Toyoda et al., (2022) demonstraram que animais infectados pela cepa
VEG apresentaram comportamento depressivo no teste de Suspenséo pela Cauda,
além de reducédo da atividade locomotora no teste de Campo Aberto. Assim, uma
hipotese plausivel para explicar a reducéo da atividade locomotora e exploratoria nos

grupos infectados pelas cepas VEG e #175, seria o0 fato destas cepas causarem um

10 sniffing — farejar — o sniffing exploratério € um dos principais comportamentos exploratérios, no qual roedores
conseguem adquirir informagdes ambientais, ja que sdo animais noturnos. Em conjunto com o tato, o olfato é um
sentido primordial para esses animais (Fonio et al., 2015).

11 Anedonia — Segundo o0 DSM V, a anedonia € um sintoma presente em quadros depressivos e na esquizofrenia,
caracterizada por déficit na capacidade de sentir prazer, em modelo experimental, o teste de Preferéncia pela
Sacarose é um importante paradigma metodolégico para avaliacdo da anedonia em roedores. No qual, acredita-
se gue a reducao do consumo da sacarose (substancia doce, apreciada por esses animais), seja um indicativo de
alteracdes neurofisiologicas relacionadas ao prazer (Hoffman, 2016).
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efeito depressivo nos animais, entretanto, testes adicionais especificos séo

necessarios para confirmacao desta hipotese.

Outro fator crucial na avaliagdo comportamental de roedores infectados pelo T.
gondii, é avers@o do animal ao odor do seu predador. Nossos dados demonstraram
gue apenas 0s grupos infectados pelas cepas nado arquetipicas #175 e #318
apresentaram reducdo da aversdo ao odor do felino no teste de Labirinto em Y. A
chamada “atracao fatal” € o comportamento chave da manipulagédo comportamental
induzida por T. gondii (Kannan et al., 2010, Vyas et al., 2007). Nao se sabe ao certo
guais sdo as bases neurolbgicas responsaveis por este fenbmeno, mas acredita-se
gue a testosterona tenha um papel importante, pois ja foi descrito um aumento nos
niveis deste horménio em ratos machos adultos infectados por T. gondii que perderam
0 medo inato ao odor do felino (Flegr e Markos, 2014). Outra hip6tese seria a
ocorréncia de mudancas na sinalizagdo cerebral olfativa, uma vez que a ativacéo
cerebral de ratos machos infectados por T. gondii foi semelhante a de ratos livres da
infeccdo, mas expostos ao odor de fémeas no estro (House et al., 2011). Dass e Vyas
(2014) observaram que a regido medial pos-dorsal (MePD) da amigdala de ratos
infectados com T. gondii é ativada quando os animais sdo expostos ao odor de urina
de gato, ja que esta regido esta associada ao comportamento reprodutivo e social.
Adamec et al. (1999) sugeriram que a infeccdo por T. gondii ocasiona alteracdes na
amigdala basolateral, que juntamente com outras regides cerebrais, € primordial para
a resposta ao medo condicionado e inato (Silva et al.,2016). Vale ressaltar que os
animais infectados pela cepa #318 ndo apresentaram alteracdes locomotoras /
exploratorias, nem alteracdes cognitivas de aprendizagem e memoria, indicando que,
possivelmente, a infeccdo por essa cepa tenha um efeito em regides especificas do
SNC, j& que apenas o medo inato foi alterado. Silva et al. (2016) observaram
diferencas de sinalizagdo cerebral entre o0 medo condicionado e o medo inato,
demonstrando a participacdo de areas especificas como hipotalamo e amigdala (Silva
et al.2016; Canteras, 2003). Outra questdo importante em relacdo a infeccdo pelas
cepas nao arquetipicas (#175 e #318) é que o efeito comportamental que elas
provocaram no hospedeiro ndo foram decorrentes do tratamento medicamentoso
instituido, pois o padrdo comportamental dos animais do grupo controle tratado foi
semelhante ao padr&o do grupo controle sem tratamento. Isto demonstra que apesar

da reducao da colonizacéo cerebral e menor inducéo da resposta imune humoral, a
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infeccdo por estas cepas foi capaz de causar mudangas comportamentais relevantes

no hospedeiro.

Levando em consideracdo as diferencas comportamentais entre 0S grupos
infectados pelas cepas VEG, #175 e #318 de T. gondii, foi realizado o exame de
imagem PET 8F-FDG para avaliar o metabolismo da glicose cerebral em trés areas
distintas do SNC (Forebrain, Midbrain e Hindbrain) e sua possivel correlagdo com as
alteracbes comportamentais observadas nesses grupos, porém nao detectamos
diferencas na captacdo do radiofarmaco nas trés areas avaliadas. Nossos dados
foram divergentes daqueles descritos por Xu et al. (2014) que demonstraram um
aumento generalizado da captacdo do radiofarmaco no cérebro de animais infectados
por T. gondii, entretanto, cabe ressaltar que esse estudo, diferentemente do nosso,
realizou o exame de imagem na fase aguda da infec¢do, sugerindo que o aumento da
captacdo foi decorrente do intenso processo inflamatério vigente nesta fase da

infeccao.

Embora nosso estudo ndo tenha observado diferencas significativas entre os
grupos em relagdo ao metabolismo da glicose cerebral nas trés areas avaliadas,
nossos dados indicam que o perfil metabdlico cerebral presente na infeccdo cronica é
diferente daquele observado na fase aguda da infec¢&o. Isto poderia estar associado
as variacdes no padrdo da resposta imune do hospedeiro ao longo da infeccéo e,
também, a gravidade das lesGes cerebrais decorrentes dos processos
neurodegenerativos que podem ocorrer durante a cronificagéo da infecgéo (Dincel e
Atmaca, 2015; Liu et al., 2018; Atmaca et al., 2014). O exame de imagem PET 18F-
FDG, tem sido utilizado como uma importante ferramenta de diagnostico e
caracterizacdo de inumeras doencas e alteracdes neurolégicas. Como avalia o
metabolismo da glicose cerebral em repouso, este exame permite a identificacdo de
areas do SNC com hipometabolismo da glicose cerebral, prevendo atrofia cerebral em
diferentes formas de deméncia (Herholz, 2003; Gonzalez-Redondo et al., 2014;
Liguori et al., 2019), porém em modelos de infeccdo experimental por T. gondii, 0
emprego de exames de neuroimagem € extremamente escasso, mesmo ja tendo sido
relatada a ocorréncia de lesdes neurodegenerativas em roedores infectados pelo
parasita (Ortiz-Guerreiro et al., 2020; Li et al., 2019). Assim, o emprego de exames de
imagem, como PET ®F-FDG, poderia auxiliar na compreensdo de processos

neurodegenerativos e neuroinflamatorios em animais infectados por T. gondii.



106

Os dados do presente estudo sdo pioneiros e fornecem um panorama inédito
do efeito comportamental de cepas nado arquetipicas, comparadas com cepas
arquetipicas de T. gondii, mostrando que as alteracbes comportamentais apresentam
um efeito cepa - dependente. Além disso, oferece uma abordagem promissora para
futuras pesquisas que possam utilizar técnicas de imagem, visando maior
compreensdo do estado fisiolégico neuronal e sua possivel influéncia no
comportamento de roedores, possibilitando uma visdo translacional para casos

humanos da doenca.
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8. CONCLUSAO

Nesse estudo foi possivel avaliar o efeito da infeccdo crénica por cepas
geneticamente distintas de T. gondii em camundongos Balb/c, demonstrando um

efeito comportamental cepa-dependente.

Nossos dados sao inéditos em relagédo as cepas nao arquetipicas de T. gondii
isoladas de casos humanos de toxoplasmose gestacional, demonstrando que a
infeccdo por essas cepas causa efeito comportamental diferenciado em
camundongos, ja que os animais infectados pelas cepas # 318 e # 175 apresentaram
reducao da aversao ao odor do felino, que representa o efeito comportamental mais
marcante da toxoplasmose. Esses achados ressaltam a importancia da infeccéo por
cepas nao arquetipicas no fithess ecoldgico do protozoario. Isto é particularmente
interessante, dado que o perfil genético da populagéo parasitaria da América do Sul,
em especial, do Brasil é distinto do perfil de outras regides geograficas. Assim, avaliar
as alteracdes comportamentais em cepas nao argetipicas € algo novo e importante
para a compreensao do papel da diversidade genética de T.gondii na manifestacéo

clinica da toxoplasmose.

7

Outro dado extremamente importante deste estudo € a observacédo de
alteragbes comportamentais em animais que foram submetidos ao tratamento
medicamentoso para toxoplasmose, com aparente controle da infec¢ao (reducéo da
resposta imune humoral e reducdo da colonizacdo parasitaria cerebral em
comparacao com as cepas arquetipicas). Esse achado traz o questionamento se, em
casos humanos de toxoplasmose, poderia ocorrer o desenvolvimento de alteracdes
comportamentais, ou de sintomas relacionados a transtornos psquiatricos com o
passar do tempo? Da mesma forma, serd que o tratamento convencional seria
suficiente para prevenir alteracbes neurofisiologicas que possam ter efeito
comportamental? Nosso estudo, também, demonstrou que o tratamento
medicamentoso nao interfere no comportamento de camundongos, uma vez que 0S
resultados do grupo controle tratado foram muito semelhantes ao grupo controle

convencional.

Apesar de varios estudos correlacionarem a infeccdo por T.gondii com

transtornos psiquiatricos em humanos, compreender o efeito comportamental da
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infec¢cdo pelo parasita em camundongos € um passo importante para entender como
a infeccdo pode aumentar o sucesso ecolégico de T. gondii e quais mecanismos

neurofisioldgicos estariam envolvidos nesse processo.
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Anexos

Anexo 1

) UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAO PAULO
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470
CEP 05403-000 - Sao Paulo - Brasil - e-mail: cpg-imt@usp.br
Telefones: (55) 11-3061-8650, FAX (55) 11-3064-5132

Séo Paulo, 11 de Junho de 2018

limo(a)
Dr(a). Prof®. Dra. Luciana Regina Meireles J. Ekman
(aos cuidados de Elizama Carneiro Machado Bezerra)

Certificamos que a proposta intitulada "Caracterizagao comportamental e alteragdes fisiolégicas de camundongos
BALB/c (Mus musculus) infectados com cepas geneticamente distintas de Toxoplasma gondii", registrada com o
n° 000382A, sob a responsabilidade de Prof®. Dra. Luciana Regina Meireles J. Ekman - que envolve a producgio,
manutengéo e/ou utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagéo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-IMT)
do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, em reunido na presente data.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar 8 CEUA-IMT, o relatério final sobre a pesquisa.

Vigéncia da Autorizagdo: 01/07/2018 a 01/12/2022

Finalidade Pesquisa

Espécie Linhagem Idade Peso Material Quantidade
M F M+F

Camundongo isogénico Balb/c 8 semanas 20 - 25¢g a ser Coletado 75 |0 75

Origem: Biotério USP - Biotério da Faculdade de Medicina da USP TOTAL 75

Atenciosamente,

‘ /\‘{)MWQ'/Q‘“% @4“3—
Prof. Dr. Jorge Sim&o do Rosério Cdsseb
Presidente da Comissao de Pesquisa e Etica do IMT-USP
7// YA, L,%é/éw Ce / L
Dra. Luciana Regina Meireles Jaguaribe Ekman
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais em Pesquisa do IMT-USP
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Anexo 2

, UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE SAQ PAULO
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470
CEP 05403-000 - S&o Paulo - Brasil - e-mail: cpg-imt@usp.br
Telefones: (55) 11-3061-8650, FAX (55) 11-3064-5132

Séao Paulo, 26 de Julho de 2019

limo(a)
Dr(a). Prof®. Dra. Luciana Regina Meireles J. Ekman
(aos cuidados de Elizama Carneiro Machado Bezerra)

Certificamos que o adendo da proposta intitulada "Caracterizagdo comportamental e alteragdes fisiolégicas de
camundongos BALB/c (Mus musculus) infectados com cepas geneticamente distintas de Toxoplasma gondii”,
registrada com o n° 000382A, sob a responsabilidade de Prof. Dra. Luciana Regina Meireles J. Ekman - que envolve
a produgéo, manutencéo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da lei n. 11794, de 8 de outubro de
2008, do decreto n. 6899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentag&o Animal (CONCEA), sendo APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-IMT)
do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, em reuni&o na presente data.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CEUA-IMT, o relatério final sobre a pesquisa.

Novo Método / Procedimento: MicroPet 18 FDG

Atenciosamente,
L@. . I W™
Dr. Jorge Simé&o c% Rosario Casseb
Presidente da Comissao \de

/ésguisa e Etica do IMT-USP
e v( ‘ R 7 O A

Dra. Luciana Reging/Meireles Jaguaribe Ekman
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais em Pesquisa do IMT-USP



