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RESUMO

As vesiculas extracelulares (EVs) sdo nanoparticulas produzidas e
liberadas por células eucaridticas e procariéticas com propriedades biolégicas.
EVs desempenham um papel importante no sistema imunoldgico, transporte de
moléculas e comunicagao celular. A fim de compreender a participagcao das
EVs na resposta imune durante a infecgao por Toxoplasma gondii, este estudo
teve com objetivo, investigar as respostas humoral e celular, em camundongos
imunizados com EVs liberadas por taquizoitos e desafiados com T. gondii. As
EVs de T. gondii (EVs-toxo) foram purificadas a partir de taquizoitos mantidos
em culturas celulares. A seguir, um grupo de camundongos foi imunizado com
as EVs-toxo e Alum como adjuvante (EV-IM). Como controles, o grupo negativo
(N) recebeu somente Alum e os camundongos do grupo positivo (CHR) foram
infectados com a cepa ME-49. O grupo EV-IM apresentou altos niveis de IgG1
do que IgM ou IgG2a. IgGs purificadas de soros destes camundongos foram
capazes de opsonizar taquizoitos (cepa RH) e, quando os camundongos foram
desafiados com a cepa RH tiveram a mortalidade atrasada em 48h. Células do
cérebro e do bago deste grupo expressaram mais IFN-y, IL-10 e TNF-a. As EVs
dos soros destes camundongos foram purificadas por ultracentrifugagéo. As
anadlises das EVs de camundongo (EVs-mouse) mostraram que as
concentragdes de EVs liberadas de soros do grupo N foram menores que as do
grupo EV-IM e a presenca de exossomos foi confirmada pelo immunoblot das
EVs. Esplendcitos de camundongos foram estimulados com EVs-toxo.
Esplendcitos dos camundongos do grupo EV-IM expressaram mais |IFN-y;
TNF-a e IL-17, que os do grupo N. Curiosamente, a IL-10 foi altamente
expressa apenas em esplendcitos do grupo EV-IM. Os resultados da expressao
génica de microRNAs (miRNAs) mostraram que os camundongos do grupo
EV-IM expressaram mais miR-155-5p, miR-29¢c-3p e miR-125b-5p do que os do
grupo N. Todos esses dados sugerem a participagéo das EVs na interagéo T.
gondii-hospedeiro. Além disso, os miRNAs liberados pelas EVs interagem com
a modulagao da resposta imune celular anti 7. gondii. A imunizagédo com EVs
foi capaz de induzir protegdo imunoldgica. Esses dados fornecem subsidios
para propor a diferenciagcao entre hospedeiros infectados e nao infectados pela

concentracao de EVs.



Palavras Chave: toxoplasmose, Toxoplasma gondii, vesiculas extracelulares,

citocinas, miRNA.



ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) are nanoparticles produced and released by
eukaryotic and prokaryotic cells with biological properties. EVs play an
important role in the immune system, transport of molecules and cellular
communication. In order to understand the participation of EVs in the immune
response during Toxoplasma gondii infection, this study aimed to investigate the
humoral and cellular responses in mice immunized with EVs released by
tachyzoites and challenged with T. gondii. T. gondii EVs (toxo-EVs) were
purified from tachyzoites maintained in cell cultures. Then, a group of mice was
immunized with EVs-toxo and Alum as an adjuvant (EV-IM). As controls, the
negative group (N) received only Alum and the mice in the positive group (CHR)
were infected with strain ME-49. The EV-IM group had higher levels of 1gG1
than IgM or IgG2a. IgGs purified from the sera of these mice were able to
opsonize tachyzoites (RH strain) and, when mice were challenged with the RH
strain, mortality was delayed by 48h. Brain and spleen cells from this group
expressed more IFN-y, IL-10 and TNF-a. The EVs from the sera of these mice
were purified by ultracentrifugation. Analysis of mouse EVs (mouse EVs)
showed that the concentrations of EVs released from sera from the N group
were lower than those from the EV-IM group and the presence of exosomes
was confirmed by the immunoblot of EVs. Mouse splenocytes were stimulated
with EVs-toxo. Splenocytes from EV-IM group mice expressed more IFN-y;
TNF-a and IL-17 than those of the N group. Interestingly, IL-10 was highly
expressed only in splenocytes of the EV-IM group. The results of gene
expression of microRNAs (miRNAs) showed that mice in the EV-IM group
expressed more miR-155-5p, miR-29¢-3p and miR-125b-5p than those in the N
group. participation of EVs in T. gondii host interaction. Furthermore, miRNAs
released by EVs interact with the modulation of the cellular immune response
against T. gondii. Immunization with EVs was able to induce immune protection.
These data provide subsidies to propose the differentiation between infected

and uninfected hosts by the concentration of EVs.

Key Words: toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, extracellular vesicles,

cytokines, miRNA.
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in vitro - do latim, em vidro (referéncia utilizada para processos biolégicos que

sdo realizadas em lugares fora dos sistemas vivos)

IP - intraperitoneal

kDa - Kilodalton
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PCR - “Polimerase chain reaction” - Reagdo em cadeia da polimerase
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gPCR - PCR em tempo real

RFRR - “Rheumatoid Factor Removal Reagent” - Reagente de Remogao de

Fator Reumatoide

RIFI - Reagéo de imunofluorescéncia indireta
RNA - Acido Ribonucleico

SFB - Soro fetal bovino

SNC - Sistema nervoso central

Taq - Thermophilus aquaticus

TGF-B - “Transforming growth factor-beta” - Fator beta transformador de
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Th1 - Resposta celular do tipo 1

Th2 - Resposta celular do tipo 2

TNF-a - “Tumor necrosis factor-alpha” - Fator de necrose tumoral alfa
TR - Transcriptase reversa
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ML - Microlitro

Mm - Micrbmetros
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1. INTRODUGAO

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo mundial, causada por
Toxoplasma gondii, um protozoario intracelular obrigatério que pertence ao filo
Apicomplexa. T. gondii infecta varios hospedeiros, incluindo o homem, sendo
um dos parasitas mais bem estudados devido a sua importdncia médica e

veterinaria (Dubey et al., 1970).

1.1. Histoérico

Foi descrito no Brasil por Afonso Splendore, em 1908, parasitando
coelhos da Faculdade de Medicina de S&o Paulo e simultaneamente por
Nicolle e Manceaux no Instituto Pasteur da Tunisia, que trabalhando com
Leishmania observaram um microrganismo dentro de células mononucleares
do baco e figado de Ctenodactylus gundi, um roedor norte-africano (Rey,
2001). Houve discussbes sobre quem deveria ter o mérito da primeira
descrigao e, atualmente, ha um consenso de que ambos 0s grupos merecem
reconhecimento pela descoberta. Esta decisdo foi tomada durante o Simpdsio
Internacional realizado no Rio de Janeiro, em setembro de 2008 (Martins-
Duarte e Adesse, 2021).

A historia da descoberta de T. gondii e da toxoplasmose pode ser
organizada em quatro etapas: descoberta do agente etioldgico, descoberta do
parasita em humanos, diagndstico e identificagdo do hospedeiro definitivo
(Martins- Duarte e Adesse, 2021). O primeiro caso de toxoplasmose humana
foi descrito por Janku, em 1923, em uma crianga de 11 anos de idade que
apresentava hidrocefalia e lesées oculares. Em 1937, Wolf e Cowen relataram
casos em que a transmissdo congénita havia ocorrido e, em seguida, os
primeiros casos clinicos de toxoplasmose foram detalhados pelo mundo
(Coutinho e Vergara, 2005).

No Brasil importantes contribuicbes foram feitas, principalmente por

Torres, em 1927, quando fez as primeiras descrigcdes anatomopatolégicas da
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doenca e por Delasio, em 1956, com detalhadas informacdes sobre a forma
congénita. Sabin e Feldman, em 1948, desenvolveram o teste soroldgico do
corante, permitindo o estudo de aspectos clinicos e epidemiologicos da doencga
(Coutinho e Vergara, 2005). Somente na década de 1970 o ciclo biologico do
parasita foi elucidado ao demonstrar os estagios infecciosos de T. gondii nas

fezes de gatos (Dubey et al., 1970).

1.2. Toxoplasma gondii

Pertence ao Reino Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Apicomplexa,
Classe Sporozoa, Subclasse Coccidia, Ordem Coccidia, Familia Sarcocystidae,
Género Toxoplasma e Espécie Toxoplasma gondii (Levine et al., 1980). E um
protozoario intracelular obrigatério, que se multiplica em células nucleadas de
animais de sangue quente (Montoya et al, 2004; Dubey, 2008) e parasita,
preferencialmente macrofagos teciduais. Os parasitas sdo encontrados,
também, em secrecgbes, células endoteliais, células nervosas e musculares.
Constitui uma unica espécie, T. gondii, com algumas cepas e com uma
estrutura celular caracteristica do filo Apicomplexa. Os parasitas apresentam
um complexo de organelas citoplasmaticas secretoras, os micronemas, as
roptrias, granulos densos e o apicoplasto; cuja propriedade desse grupo € a
organela envolta por quatro membranas e localizada na regidao anterior ao
nucleo, como mostra a Figura 1 (Dubey et al., 1998). T. gondii apresenta uma
morfologia multipla, dependendo do habitat e do estado evolutivo em que se
encontra, exibindo trés formas evolutivas, os taquizoitos, bradizoitos e oocistos

contendo esporozoitos (Dubey et al., 1998).



1.3. Taquizoitos

O termo taquizoito vem do grego, onde taqi significa rapido devido a
rapida multiplicacdo dos parasitas em diversos tipos celulares. Exibem formato
de meia lua e medem cerca de 2 um de largura e 6 ym de comprimento, como
mostra a Figura 1. Ultra estruturalmente os taquizoitos apresentam diversos
granulos densos, micronemas, anéis apicais e polares e cinco a oito roptrias. O

nucleo localiza-se na regido central do corpo do parasita (Dubey et al., 1998).

Anéis Apicais
Condide

Microtabulos subpeliculares

Anéis polares

Micronema Complexo interne de
me

mbrana

Réptria
Apicoplasto

Complexo de i =2 — Microporo
Golgi f ; : \\

corpo lipidico 8

mitocéndria

A

Figura 1. Esquema representativo da ultraestrutura de um taquizoito de Toxoplasma gondii (A);
Micrografia eletrénica de um taquizoito, evidenciando as estruturas (B): Conodide (C), Roptrias
(R), Granulo denso (g), Apicoplasto (A), Complexo de Golgi (CG) e Nucleo (N). Fonte: Souza
et al., 2010.

Sao intracelulares obrigatorios de células nucleadas e sao encontrados
no interior de vacuolos parasitéforos (Hill et al., 2002). Entram em células
hospedeiras por penetracdo ativa e, apdés a entrada, se tornam ovdides e
envoltos pelo vacuolo parasitéforo. Assim, os taquizoitos ficam protegidos dos
mecanismos de defesa do hospedeiro e multiplicam-se assexuadamente por
repetidas endodiogenias, onde dois taquizoitos originam-se dentro da
célula-mée, que se degenera ao final do processo de divisdo celular (Blader et

al., 2015). Depois de varias replicagdes, os parasitas rompem a membrana da



célula hospedeira e se disseminam pela corrente sanguinea para varios tecidos
e esse processo continua até o desenvolvimento da imunidade do hospedeiro
ao parasita, estabelecendo-se a infecgdo apds algumas divisdes (Dubey et al,
1998).

Taquizoitos sdo responsaveis pela fase aguda da infecgdo, causando
intensa inflamacao, destruicao tecidual e manifestagdes clinicas que podem ser
graves, devido a sua eficiente capacidade reprodutiva, podendo causar
infeccao generalizada, que se nao forem controlados pelo sistema imunoldgico
do hospedeiro, pode ser fatal (Frenkel, 1974; Blader et al., 2009).

1.4. Bradizoitos

Apods algumas divisdes os parasitas formam os cistos teciduais que se
alojam no interior dos tecidos por longos periodos ou pela vida toda do

hospedeiro, sem que cause resposta inflamatoria ou dano tecidual (Figura 2).

Figura 2. Cisto retirado do cérebro de um camundongo por homogeneizagdo em solugao
salina. Observe a parede fina do cisto (seta) envolvendo muitos bradizoitos. Microscopia éptica
comum, aumento de 40x com preparacao a fresco. Fonte: Hill e Dubey, 2016.

Os cistos teciduais possuem varios bradizoitos em seu interior que sao
as formas de replicagdo mais lentas, “brad” no grego significa lento.
Reproduzem-se lentamente no interior do vacuolo parasitoéforo na célula
hospedeira por endodiogenia e modificam a membrana do vacuolo para a
formagdo da parede cistica dando origem ao cisto tecidual, que s&o

encontrados, mais frequentemente, na fase crénica da infeccao (Tenter et al.,



2000). Os nucleos dos bradizoitos situam-se na extremidade posterior,
enquanto nos taquizoitos os nucleos estdo na posi¢céao central. Embora possam
se desenvolver no pulmao, figado e rim, sdo mais prevalentes em tecidos
musculares, no cérebro e na retina (Hill et al., 2005). Cistos teciduais variam de
tamanho, os jovens podem medir cerca de 5 ym de didmetro e os mais velhos
podem conter centenas de estruturas, alcangando cerca de 60 um,
dependendo da idade, do tipo da célula hospedeira e da cepa de T. gondii
(Dubey et al., 1993). A parede cistica e a matriz protegem os bradizoitos do
sistema imune do hospedeiro promovendo uma barreira fisica (Weiss, 2000).
Cistos teciduais podem se romper e com a transformacédo de bradizoitos em
taquizoitos (interconversao), invadem outras células hospedeiras e novamente
se transformam em bradizoitos formando um novo cisto tecidual, como mostra
a Figura 3 (Tenter et al., 2000).

Alto pH Oxido nitrico
Baixo pll TNFa
Choque térmico IFNy
Taquizoito B T Bradizofto
Y. o
~___ Reativagdo
Falta de IL-12 Falta de Oxido nitrico
Falta de TNFa Falta de IFNy

Figura 3. Esquema do processo de diferenciacdo dos taquizoitos nos vacuolos das células
hospedeiras em bradizoitos encontrados em cistos teciduais. Microscopia dptica comum,
aumento de 40x com preparacgéao a fresco. Fonte: Lyons et al., 2002.

1.5. Oocistos

Os oocistos (Figura 4) sdo as formas infectantes resultantes do ciclo
sexuado e ocorrem somente no trato gastrointestinal dos felideos jovens. Séo
liberados para o meio ambiente pelas fezes durante a infecgdo aguda por cerca

de 7 a 10 dias, podendo esporular em até 6 meses. Os oocistos esporulados



podem permanecer viaveis no meio ambiente por um periodo de até 18 meses.
Cada oocisto forma em seu interior dois esporocistos, cada um com quatro
esporozoitos (Dubey, 1998; Hill et al., 2002; Montoya et al., 2004).

Figura 4. Oocisto esporulado com uma parede fina (seta grande) e dois esporocistos (pontas
da seta). Cada esporocisto tem quatro esporozoitos (setas pequenas). Fonte: Hill e Dubey,
2016.

1.6. Ciclo de vida

T. gondii apresenta um complexo ciclo de vida, que foi descrito somente
em 1970 por Dubey et al., demonstrado na Figura 5. O ciclo é heteroxénico
tendo os felideos, incluindo o gato doméstico, como hospedeiros definitivos e
mamiferos e aves como hospedeiros intermediarios (Dubey et al., 1970). Nos
hospedeiros intermediarios ocorre apenas a reprodugao assexuada, enquanto
nos hospedeiros definitivos ocorrem as reprodugdes sexuada e assexuada. Os
hospedeiros definitivos sdo considerados a principal fonte de contaminagao da
doenca, uma vez que a formacao e liberacdo de oocistos nas fezes acontecem

com grande facilidade.

A fase sexuada ocorre no felideo ndo imune que adquire a infeccéo pela
ingestao de oocistos, cistos teciduais ou taquizoitos. O ciclo sexual ocorre nas
células intestinais com formacao e fertilizagdo dos gametdcitos e concepgao do
zigoto. Este origina o oocisto imaturo que posteriormente € liberado apos o
rompimento celular, sendo eliminado nas fezes apds uma ou duas semanas de
infeccdo. Os oocistos imaturos, nao infectantes, sob condicbes ideais de
temperatura, umidade e oxigénio, como as que ocorrem em regides tropicais,

esporulam e podem sobreviver de 12 a 18 meses no solo desde que mantidas



tais condigbes, sem a luz solar direta (Rey, 2001). A transmisséo é assegurada
pela enorme quantidade de oocistos eliminados nas fezes de felideos para o
meio ambiente (Hill et al., 2002).

Os hospedeiros intermediarios se infectam pela ingestdo de oocistos
maduros encontrados no solo, verduras, agua contaminada ou ingerindo cistos
com bradizoitos em carnes cruas ou mal cozidas (Hill et al., 2002; Montoya et
al.,, 2004). Os parasitas penetram no intestino do hospedeiro, invadem as
células epiteliais e inicia-se um processo de multiplicagcdo assexuada por
endodiogenia dentro do vacuolo parasitéforo. Estes se multiplicam rapidamente
até a ruptura da célula hospedeira liberando os taquizoitos que se disseminam
pela corrente sanguinea invadindo novas células nucleadas e em seguida, os
taquizoitos se diferenciam em bradizoitos (Dubey et al., 1972; Kim e Weiss,
2008).
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Figura 5. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. A fase sexual do ciclo de vida ocorre
exclusivamente no intestino dos felinos (o hospedeiro definitivo). Os cistos teciduais ingeridos,
no intestino, liberam bradizoitos que infectam os enterécitos. Ciclos de esquizogonia ocorrem
dentro das células intestinais antes da transigdo para gametdcitos. A fusdo dos gametdcitos
masculinos e femininos da origem aos oocistos. Oocistos ndo esporulados séo eliminados nas
fezes e tornam-se infectantes quando esporulados apds alguns dias no ambiente. A infec¢do



em humanos pode comecar apds a ingestdo de carne crua contendo cistos teciduais ou
alimentos e bebidas contaminadas com oocistos esporulados do meio ambiente. Dentro dos
humanos, bradizoitos (de cistos) ou esporozoitos (de oocistos) infectam enterdcitos no intestino
delgado, onde se diferenciam em taquizoitos. Os taquizoitos atingem o sistema vascular e
infectam outras células (1) — caracterizando a fase aguda da doenga. Os taquizoitos se
diferenciam em bradizoitos, que formam cistos teciduais e persistem por anos no hospedeiro
sem causar qualquer manifestacao clinica (fase crénica da doenga). Os desfechos clinicos
mais comuns correspondem a lesdes oculares (3), efeitos neurolégicos (4) ou malformacdes
congénitas (5). A toxoplasmose congénita ocorre quando os taquizoitos atravessam a placenta
e infectam o feto. A gravidade dos danos ao feto depende do periodo de gravidez. Fonte:
Martins- Duarte e Adesse, 2021.

1.7. Transmissao

A transmissdo do parasita ocorre pela ingestdo de agua ou alimentos
infectados com oocistos, ou pela ingestdo de carne crua ou mal cozida
contendo cistos (Hill e Dubey, 2002; Hill et al., 2005, Kim e Weiss, 2008). A
transmissao pode ocorrer também por via transplacentaria, pela amamentacao
durante a fase aguda da infecgdo, por transplante de 6rgaos e por transfuséo

sanguinea, como mostra a Figura 6.

Figura 6. Ciclo de transmissédo de Toxoplasma gondii. Descri¢gdo do ciclo de vida: 1 - Oocistos
nao esporulados s&o eliminados nas fezes do gato, demoram em média cinco dias para
esporular no ambiente tornando-se infeccioso. Os hospedeiros intermediarios, incluindo aves e
mamiferos, se infectam depois de ingerir solo, agua ou alimentos contaminados com oocistos.
2 - Os oocistos se transformam em taquizoitos logo ap6és a ingestéo, vao para o tecido neural e
muscular e desenvolvem-se em cistos contendo bradizoitos. 3 - Os gatos sao infectados apos
consumir hospedeiros intermediarios que abrigam cistos contendo bradizoitos no tecido. 4 - Os
gatos também podem se infectar diretamente pela ingestdo de oocistos esporulados. 5 -
Animais criados para consumo humano também podem ser infectados com cistos teciduais
apos a ingestdo de oocistos esporulados no ambiente. Os seres humanos podem ser



infectados por qualquer uma das vias. 6 - Comendo carne crua ou mal cozida de animais que
abrigam cistos teciduais. 7 - Consumindo alimentos ou agua contaminada com fezes de gato
ou por amostras ambientais contaminadas (como terra contaminada). 8 - Transfusdo sanguinea
ou transplante de 6rgdos. 9 - Congénita passando da méae ao feto. 10 - No hospedeiro humano,
os parasitas formam cistos teciduais, mais comumente no musculo esquelético, miocardio,
cérebro e olhos. Estes cistos podem permanecer durante toda a vida do hospedeiro. Fonte:
http://www.cdc.com.

1.8. Epidemiologia

A toxoplasmose € uma doenga cosmopolita e a soroprevaléncia pode
variar de regiao para regido. Na forma aguda é assintomatica em 80 a 90% dos
individuos imunocompetentes apresentando evolugéao benigna (Montoya et al.,
2004). Afeta um terco da populagdo mundial, acometendo aproximadamente

dois bilhdes de pessoas no mundo (Borges et al., 2017).

Na América Central, América do Sul e Europa estima-se que entre 30 e
90% da populacéo esteja infectada. Enquanto nos Estados Unidos este
percentual varia entre 8 e 22% (Hill e Dubey, 2016). A maioria dos estudos
envolvendo paises da América Latina revelam altas taxas de soropositividade.
No Brasil, a prevaléncia sorolégica de infec¢ao por T. gondii é alta, variando em
torno de 60 a 80% na populacédo adulta como mostra a Figura 7 (Dubey, 2004)
e na grande Sao Paulo a prevaléncia é de aproximadamente 69% (Amendoeira
et al.,, 1999). Os felideos sdo considerados os animais mais importantes na
epidemiologia da toxoplasmose e sdo o0s responsaveis pela contaminagao do
meio ambiente através da eliminagdo de oocistos. A alta prevaléncia de
infeccao por T. gondii na América Central e do Sul é provavelmente devida a
altos niveis de contaminacdo do meio ambiente com oocistos (Neto et al.,
2000). O potencial de contaminagéo de produtos alimenticios € elevado devido
aos niveis de contaminagdo nas aguas superficiais, especialmente as usadas

na irrigacao (Hill e Dubey, 2016).

As condigdes gerais do clima tropical permitem a sobrevivéncia
prolongada dos oocistos do parasita no ambiente. Os oocistos esporulados sao
as formas infectantes mais importantes na transmissao devido a facilidade de

contaminacdo do solo e pela capacidade de resisténcia a processos de



congelamento e ambientes néo favoraveis, permanecendo viaveis por até
dezoito meses, facilitando sua disseminagdo com a capacidade de infectar

animais de consumo (Dubey, 2004).

Figura 7. Situagdo Global da soroprevaléncia de Toxoplasma gondii. Em vermelho escuro a
prevaléncia é igual ou acima de 60%, vermelha é de 40-60%, amarelo de 20-40%, azul de
10-20% e verde prevaléncia menor que 10%. Branco é igual a auséncia de dados. Fonte:
Pappas et al., 2009.

A agua € considerada uma importante via de disseminagdo da
toxoplasmose. Varios surtos foram relatados tendo essa via de transmisséo. Na
cidade de Sao Carlos, estado de S&o Paulo, 113 individuos apresentaram
sintomas da doenga com possivel transmissao pela agua, visto que 200 gatos
habitavam o local no qual ocorreu a infecgdo humana (Gattas et al., 2000). No
norte do estado do Rio de Janeiro, aguas de pocgos, de lagos e de riachos
foram consumidas pela populacdo e incriminadas como fonte de infec¢ao
(Bahia-Oliveira et al., 2003). Em Santa Isabel do Ivai, estado do Parana, de um
total de 2884 individuos foi detectado anticorpos IgG anti-T. gondii e em 1255,
anticorpos IgM e 1gG. Este surto foi relacionado a ingestdo de agua em

reservatorios da cidade (De Moura et al., 2006).

Em 2018, na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul, 931 casos de

toxoplasmose foram confirmados, incluindo 146 gestantes, 3 obitos fetais, 10
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abortos e 29 casos de toxoplasmose congénita. Foi considerado o maior surto
ja descrito no mundo. A agua também foi associada a origem desta infec¢ao
(Secretaria da Saude do Estado do Rio Grande do Sul, 2018; Dubey, 2021).

Surtos relacionados a ingestdo de carne mal cozida também foram
relatados no pais (Coutinho et al., 2005). Na regido de Erechim no Rio Grande
do Sul, o manuseio de carne crua para confecgédo de linguica e similares foi
responsavel pela elevada prevaléncia da doencga, incluindo casos de
retinocoroidite (Glasner et al., 1992). A presenca de gatos e roedores em cerca
de 90% das propriedades de criagdo de suinos em Erechim foi um fator
importante para se relacionar com os elevados indices da toxoplasmose nesse
local (Araujo et al., 2000). Nos seres humanos, a ingestao de carne mal cozida
contendo cistos com bradizoitos é considerada a principal via de exposi¢ao ao
T. gondii (Cook et al., 2000; Munoz-Zanzi et al., 2010).

1.9. Toxoplasmose humana

T. gondii no hospedeiro humano comporta-se como agente dotado de
alta infectividade e de baixa patogenicidade. A fonte de infeccao (cistos,
oocistos ou taquizoitos), assim como o tamanho do indculo, o estado
imunoldgico do hospedeiro e a linhagem da cepa séo fatores que influenciam
na determinagdo do quadro mais ou menos severo da doenga (Dubey et al.,
2012). Tradicionalmente a toxoplasmose adquirida é considerada uma doenca
autolimitada em individuos saudaveis, sendo o tratamento considerado
desnecessario, uma vez que muitos pacientes ndo desenvolvem complicacoes
mais severas. Trabalhos mostram que individuos com toxoplasmose adquirida
apresentam o risco de desenvolver tardiamente lesbes oculares que
comprometem de forma irreversivel a visdo (Silva, 2008). Sendo assim, a
toxoplasmose, enquanto doenca pode ser dividida em quatro formas clinicas: a
adquirida em pacientes imunocompetentes; a reativada em individuos
imunocomprometidos, a forma congénita e a doenga ocular (Amato et al.,1995;

Remington et al.,1995).
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1.9.1. Toxoplasmose em imunocompetentes

Em imunocompetentes, formas assintomaticas da infecgao constituem a
maioria dos casos com acometimentos benignos, geralmente de cura
esponténea (Mele et al., 2002). Contudo, cerca de 10-20% dos individuos
infectados apresentam algum tipo de sintomatologia. A manifestacao clinica
mais tipica consiste em linfadenopatia isolada, com linfonodos rigidos, nao
supurados e discretos, podendo ocorrer febre. A doenga é geralmente
autolimitada, observando-se em poucas semanas o desaparecimento dos
sintomas (Montoya et al., 2004). A maioria das pessoas imunocompetentes
quando infectadas pelo T. gondii ndo apresentam sintomas, mas os cistos
teciduais podem persistir no hospedeiro e reativar a doengca em estados de

imunossupressao (Martins- Duarte e Adesse, 2021).

1.9.2. Toxoplasmose ocular

A toxoplasmose ocular pode ser de origem congénita ou adquirida, como
resultado da infecgdo aguda ou reativagédo, e em ambas o acometimento ocular
pode ser precoce ou tardio (Montoya e Liesenfeld, 2004). A infec¢cao ocular
acomete primariamente a retina e leva a um quadro de uveite posterior
(retinocoroidite) acompanhada frequentemente de uveite anterior, sendo que
no Brasil, tais sintomas sao responsaveis por 70% dos casos (de Amorim et al.,
2004).

O grave impacto social da toxoplasmose ocular deve-se ao fato de levar
a perda acentuada da visao. A lesdo mais frequente é a retinocoroidite focal,
granulomatosa, necrosante, de coloragdo branco-amarelada e de bordas mal
definidas. Frequentemente encontra-se lesédo satélite e outras cicatrizes antigas
hiperpigmentadas e atréficas, sendo este achado caracteristico da
toxoplasmose ocular. Os sintomas primordiais incluem diminuicao da visao pelo

edema, inflamacdo ou necrose retiniana e opacidades (nuvens) no campo

12



visual, hiperemia conjuntival e ciliar, dor e fotofobia. As recidivas frequentes
decorrem, provavelmente, da ruptura do cisto e liberagao dos parasitas (Amato
et al.,1995; Remington et al.,1995). Em pacientes imunocompetentes é
responsavel por 30 a 50% dos casos (Villard et al., 2003; Copeland et al.,
2006). Algumas complicagdes da toxoplasmose ocular incluem catarata,
glaucoma, edema macular cistéideo, desprendimento de retina, atrofia do nervo
Optico e nova vasculatura coroidal em estadios avancados (Garweg e Candolfi,
2009).

Os fatores que controlam a ocorréncia, a gravidade e a recorréncia da
doenga ocular ndo sao bem compreendidos, embora uma variedade de
componentes, incluindo a susceptibilidade genética do hospedeiro, o estado do
sistema imune, a carga parasitaria e 0 gendétipo do parasita tém sido sugeridos
como possivelmente envolvidos na infecgdo. Os parametros imunolégicos e
genéticos podem desempenhar papéis significativos na patogénese da doencga
ou na eliminagéo de T. gondii dos tecidos infectados (Holland, 2008; Cordeiro et
al.,, 2008). Um dos fatores importantes para a resisténcia dos pacientes a
toxoplasmose ocular esta associado a capacidade de produzir IFN-y contra
antigenos parasitarios, pois essa citocina € responsavel pela distribuicdo de T.
gondii nos olhos. Pacientes com toxoplasmose ocular apresentaram niveis de
IFN-y menores quando comparados a assintomaticas (Meira et al., 2014; Maia
et al., 2017).

1.9.3. Toxoplasmose cerebral

Devido ao carater oportunista do parasita, outro grupo seriamente
afetado pela doenga € o de individuos em uso de drogas imunossupressoras
como os transplantados, pacientes com doencas linfoproliferativas e com

deficiéncia na imunidade celular como os portadores do virus da
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imunodeficiéncia humana (HIV) (Liesenfeld et al., 1999; Ferreira, 2000, Dunay
et al., 2018).

A toxoplasmose cerebral ocorre principalmente com a reativacdo da
infeccao latente, produzindo ruptura dos cistos e proliferagao dos taquizoitos,
devido a imunidade baixa (Yenilmez e Cetinkaya, 2019). Essa reativacao da
infeccdo se ressalta em pessoas com deficiéncia imunoldgica, o que acontece
em pacientes soropositivos para HIV, que foram parasitados previamente com
T. gondii. Isso ocorre quando a imunodepressao celular € intensa, cuja
contagem de linfocitos T CD4 é inferior a 100/mm?® podendo ocorrer a
toxoplasmose cerebral como primeira manifestacdo da Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida (aids) (Hernandez- Gonzalez et al, 2002).

Em pacientes com aids, a toxoplasmose costuma ser a infecgao
oportunista mais comum do sistema nervoso central (SNC) e as lesbes
neurolégicas sao evidenciadas em até 90% dos casos de aids submetidos a
necropsia, sendo a toxoplasmose cerebral a causa de ébito frequente (Camara
et al, 2003; Pereira-Chioccola et al., 2009).

O SNC ¢é o local mais afetado pela infeccdo, no qual a encefalite
toxoplasmica é a mais importante manifestacdo da doenca, causando severos
danos ao paciente (Pereira-Chioccola et al., 2009; Connolly et al., 2017). A
apresentacao clinica da encefalite por toxoplasma classicamente apresenta-se
como um processo subagudo, porém cerca de 10% dos casos podem se
manifestar agudamente. Manifestagdes clinicas incluem mudancgas no estado
mental, apreensdes, déficits motores focais, disturbios de nervos cranianos,
anomalias sensoriais, desordens de movimento e achados neuropsiquiatricos.
O achado focal mais tipico € hemiparesia e alteragbes de fala (Bowen et al.,
2016; Ruiz, 2016). As manifestagdes clinicas dependem principalmente da
topografia e numero de lesdes e na auséncia de tratamento, a progressao de
anormalidades neuroldgicas pode ser fatal (Vidal, 2019). No estado de S&o
Paulo, 25,4% de 71 pacientes soropositivos morreram devido a toxoplasmose,
durante os anos de 1998 a 2002 (Nogueira, 2005).
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1.9.4. Toxoplasmose congénita

A infecgao congénita se caracteriza pela transmissao do parasita ao feto
via placenta. Esta forma de infec¢do ocorre geralmente quando a mulher
desenvolve infecgdo primaria durante a gestacédo, que apesar da parasitemia
temporaria, raramente tem sintomas (Hill et al., 2005). Entretanto, quando este
contato se efetua num periodo anterior ao acontecimento da concepgao,
anticorpos s&do formados e dificimente o feto sera infectado (Kravetz e
Federman, 2005).

A gravidade da toxoplasmose congénita esta relacionada com o periodo
de infeccdo. A infecgao adquirida durante o primeiro trimestre € mais severa do
que aquela adquirida no segundo e terceiro trimestre (Remington et al., 1995).
Um amplo espectro clinico ocorre na infeccdo congénita, levando a um
conjunto de manifestagdes, variando entre coriorretinite branda, que pode se
apresentar muitos anos apds o nascimento, a quadros mais severos com 0O
aparecimento da tétrade de Sabin. A classica tétrade de Sabin, composta por
alteragdes do volume craniano (hidrocefalia ou microcefalia), coriorretinite
(geralmente bilateral, macular ou perimacular, simétrica), calcificagdes
intracranianas e retardamento mental. A toxoplasmose congénita pode
permanecer latente por varios anos e mais adiante reativar. Destas, a doencga
ocular é a sequela mais comum e a hidrocefalia a mais rara, porém, mais

significante (Carruthers, 2002; Kravetz e Federman, 2005; Petersen, 2007).

1.9.5. Toxoplasmose disseminada

Uma das formas mais graves € a toxoplasmose disseminada, que é
definida quando a infeccdo acomete mais de dois sistemas de 6rgaos
(Medeiros et al., 2001). Como multiplos sistemas s&do envolvidos, qualquer

orgao pode ser acometido e podem ocorrer quadros semelhantes a sepse ou
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choque séptico (Barbosa et al., 2007). Apesar de infrequente, esta associada a
um pior prognostico (Schmidt, 2013). A disseminagao geralmente ocorre devido
a exposi¢cao aguda ao T. gondii e pode ocorrer em grupos de pacientes com
diferentes causas de imunossupressdo (Medeiros et al., 2001; Botterel et al.,
2002; Weiss e Dubey, 2009). Entretanto, os 6bitos causados pela toxoplasmose
disseminada sao atribuidos ao acometimento SNC (Al-Kassab et al., 1995).
Formas fulminantes sdo descritas e com diagndstico muitas vezes confirmado
apenas por autopsia. Os o6rgdos mais acometidos incluem o cérebro, os
pulmdes, o coragdo e o sistema musculo esquelético (Medeiros et al., 2001;
Schmidt, 2013).

A apresentagao clinica pode incluir sintomas gripais, linfadenomegalias,
febre, artralgia, mialgia, fadiga, hepatoesplenomegalia e rash maculopapular. O
paciente apresenta inicialmente rash maculopapular e 15 dias depois tosse nao
produtiva, com estertores crepitantes bilaterais e sinais de insuficiéncia
respiratéria  aguda. Pode haver ainda mialgia e aumento de
creatinofosfoquinase, aumento do lactato desidrogenase e plaquetopenia
(Bossi et al., 2000).

Pacientes infectados com HIV que apresentem quadros sépticos com
febre de origem indeterminada e com as caracteristicas apresentadas devem
ser investigados quanto a possibilidade de quadro de disseminacéo de T.
gondii (Albrecht et al., 1995). Poucos dados sao disponiveis sobre a magnitude
da toxoplasmose disseminada em pacientes infectados com HIV, nem dos
doentes com toxoplasmose cerebral, que também apresentavam
comprometimento de outros 6rgaos por T. gondii (Gadea et al., 1995; Bastos da
Silva et al., 2016).

Nos pacientes com HIV, a maioria dos casos sao diagnosticados apenas
por autopsias, para o melhor entendimento da evolugao natural da doenga e da
acuracia do diagnéstico clinico estabelecendo-se diagndstico diferencial com
outras infecgdes oportunistas (Albrecht et al., 1995; Arnold et al., 1997;
Barbosa et al., 2007). O diagndstico depende de um conjunto de sintomas

clinicos, radiolégicos e laboratoriais. Todavia, requer um alto indice de
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suspeig¢ao devido a inespecificidade do quadro clinico, laboratorial € a possivel

confusdo com outras doengas oportunistas (Mastroianni et al., 1997).

Estudos de séries de autdpsias demonstraram a relevancia e gravidade
desta patologia nos pacientes com HIV/aids. Estudos mostram que grande
parte dos pacientes com HIV/aids que foram a o&bito por toxoplasmose
possuiam também comprometimento pulmonar (Liu et al., 1995; Gadea et al.,
1995). Estes dados sugerem que pacientes inicialmente diagnosticados como
toxoplasmose cerebral podem ter quadros disseminados da doenga. Muitos
desses casos de acometimento pulmonar n&o tinham sintomas clinicos
respiratorios evidentes (Gadea et al., 1995). Apds o envolvimento do SNC, os
orgaos mais frequentemente danificados sdo os pulmdes e o miocardio
(Rabaud et al., 1994; Liu et al., 1995). Existem ainda casos descritos de
doenca disseminada com acometimento do figado, estémago, célon, pancreas,

rins e testiculos (Rabaud et al., 1994).

1.10. Diagnéstico da toxoplasmose

1.10.1. Clinico

Na toxoplasmose adquirida, a manifestacdo clinica mais comum na
criangca e/ou adulto imunocompetente € um quadro semelhante a
mononucleose infecciosa, com adenopatias acompanhadas de febre baixa e o
quadro € de evolugdo benigna na maioria dos casos, com resolugéo
espontanea (Frenkel, 2010). Os sintomas da toxoplasmose aguda em
gestantes podem ser transitorios, inespecificos e subclinicos. A possibilidade
de transmissao fetal € remota quando a toxoplasmose € adquirida antes da
concepgao. Os disturbios oculares e neurolégicos sdo exemplos comuns
observados neste tipo de reativagdo clinica (Amato et al., 1995). Em
imunodeprimidos, essas manifestagcdes clinicas s&do encontradas com
frequéncia, provavelmente pela reativagcdo das formas latentes dos cistos
contendo bradizoitos. Tal processo revela ser T. gondii um agente de carater

oportunista.
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1.10.2. Laboratorial

O diagndstico laboratorial da toxoplasmose é baseado na pesquisa de

anticorpos contra por testes sorolégicos e pela detec¢gdo do DNA do parasita.

1.10.2.1. Sorolégico

A resposta imune a toxoplasmose pode ser natural ou adquirida. Quando
um hospedeiro se infecta com o parasita, apés a multiplicagao, segue-se a sua
disseminagao por todo o organismo através de vasos sanguineos e linfaticos.
Durante este periodo inicia-se a formacdo de anticorpos especificos e o
desenvolvimento de mecanismos celulares de defesa. Portanto, os exames
soroloégicos sao os mais utilizados no diagnostico da toxoplasmose. Estes se
baseiam principalmente na deteccdo de anticorpos especificos e a presenca
desses anticorpos durante a infecgcdo permite a analise de perfis sorologicos
caracteristicos quer seja na infecgao recente (fase aguda) ou infecgéo tardia

(fase crénica) (Contreras et al., 2000).

As técnicas mais utilizadas no diagndéstico sorolégico da toxoplasmose
atualmente sdo a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Ambos os testes apresentam boa especificidade e
sensibilidade nas fases aguda (pesquisa de anticorpos IgM) e crbnica

(pesquisa de anticorpos IgG) (Montoya et al., 2004).

O ELISA trouxe um grande avango para o diagnostico da doenga. Além
de elevada sensibilidade e especificidade, tem como vantagem a rapidez,
simplicidade da técnica, versatilidade e objetividade de leitura. Detecta
quantidades extremamente pequenas de anticorpos, podendo ter elevada
precisdo se os reagentes e os parametros do ensaio forem bem padronizados
(Sanchez, 2001; Camargo, 2001).
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O diagnéstico da toxoplasmose aguda é baseado na demonstragédo de
um aumento significativo no nivel de anticorpos IgG e/ou na presenca de
anticorpos IgM. Entretanto, a elevada prevaléncia de anticorpos IgG entre
individuos saudaveis na maioria da populagdo e a persisténcia de anticorpos
IgM por longos periodos em algumas pessoas tém complicado a interpretagao
dos testes sorologicos quando ha suspeita de toxoplasmose aguda (Remington
et al.,1995).

Hedman et al. (1989) introduziram o teste ELISA-avidez de IgG com
objetivo de diagnosticar uma infeccdo recentemente adquirida. Para a
avaliagcdo da avidez, a técnica se baseia na maior ou menor facilidade com que
os anticorpos sdo dissociados de complexos antigénicos especificos. Essa
dissociagado resulta da acdo de agentes desnaturantes de proteinas ou
desestabilizantes de ligacbes de pontes de hidrogénio, utilizadas para diluir o
soro teste ou adicionadas apds a formagao do complexo antigeno-anticorpo. O
tratamento com ureia é considerado o mais simples e eficiente na medida da
avidez dos anticorpos IgG. E um método altamente sensivel e especifico na
identificacdo de infeccdo primaria aguda por T. gondii durante a gravidez
(Jenum et al., 1998).

A RIFI é considerada de boa especificidade e sensibilidade. Essa reagao
tem a vantagem de utilizar parasitas preservados, fixados em laminas de
microscopia, tornando-a muito mais pratica e segura para a rotina laboratorial.
Esse teste permite a identificacdo dos anticorpos segundo as classes de
imunoglobulinas. Pode apresentar resultados falsos-positivos de anticorpos IgM
pela interferéncia de fatores reumatdides, eventualmente presentes no soro.
Para minimizar esses resultados falsos, sdo indicados os métodos que usam o
principio de captura de IgM e o RFRR (Rheumatoid Factor Removal Reagent)
na RIFI (Camargo et al.,2001).
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1.10.2.2. Molecular

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) pode ser utilizada para
deteccdo de alteragbes genéticas ou infec¢gdes por diferentes agentes
etiologicos. Estudos sobre o genoma de T. gondii tornou possivel a utilizagéo
da PCR para a detecgdo do parasita (Bastien, 2002). Estudos tém
demonstrado a aplicabilidade da PCR convencional (PCR) ou PCR em tempo
real (QPCR) no diagndstico da toxoplasmose utilizando diferentes alvos de
PCR, como os genes de taquizoitos que codificam proteinas especificas, gene
B1 e P30, genes de DNA ribossémico 529-bp e o REP-529. (Vidal et al., 2004;
Colombo et al., 2005; Mesquita et al., 2010; Murat et al., 2013; Anselmo et al.,
2014; Robert-Gangneux e Belaz, 2016; Camilo et al., 2017). Os métodos
moleculares sdo importantes ferramentas para complementar o diagndstico da
toxoplasmose. A PCR revolucionou o diagndstico pré-natal da toxoplasmose
congénita, uma vez que limita o uso de métodos invasivos no feto (Remington
et al., 2004). Também tem a capacidade de amplificar fragmentos especificos
de DNA a partir de fluidos corporais diferentes, tais como sangue, liquido
amnidtico, liquido cefalorraquidiano, humor aquoso, fluido de lavado
bronco-alveolar, dentre outros (Vidal et al., 2004; Colombo et al., 2005). A PCR
pode ser utilizada em todas as formas de toxoplasmose sintomatica. Tal
diagndstico é rapido e tem proporcionado, também, um tratamento preciso e
especifico, evitando ou reduzindo graves danos causados por T. gondii (Vidal et
al., 2004).

1.11. Tratamento

O tratamento da toxoplasmose normalmente inclui combinacdes de dois
antimicrobianos, mais frequentemente inibidores da diidrofolato reductase
(DHFR) (pirimetamina e trimetoprima) e diidropteroato sintetase (sulfonamidas,
como sulfadiazina, sulfametoxazol e sulfadoxina), que bloqueiam a sintese de
acido fdlico. A pirimetamina, um inibidor chave de DHFR, é a droga mais eficaz

contra T. gondii. O padrao-ouro inclui pirimetamina e sulfadiazina, porém a
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pirimetamina pode ser combinada com clindamicina, atovaquona, claritromicina

ou azitromicina (Dunay et al., 2018).

1.12. Resposta imune na toxoplasmose

A resposta imune a um microrganismo pode ser inata ou adquirida. A
imunidade inata é responsavel pela protecdo inicial contra as infeccoes,
estando preparada para bloquear a entrada de microrganismos e eliminar
rapidamente aqueles que conseguem entrar nos tecidos do hospedeiro. As
células que representam a imunidade inata s&do os macréfagos, células natural
killer (NK) e os polimorfonucleares. A imunidade adquirida se desenvolve mais
lentamente e proporciona uma defesa mais especializada e mais eficaz contra
as infecgdes, pois requer a expansao e a diferenciacdo de linfocitos em
resposta a microrganismos antes que ela possa oferecer uma defesa eficaz,
isto é, ela se adapta a presenca dos invasores microbianos. A imunidade inata
€ filogeneticamente mais antiga, e o sistema imunolégico adaptativo mais

especializado evoluiu posteriormente (Abbas, 2001).

T. gondii induz resposta imune hospedeira consistente e duradoura
buscando o controle da proliferacdo dos taquizoitos. Quando a infeccdo é
adquirida, ela ocorre através da ingestdo de alimentos ou agua contaminados
com T. gondii, onde oocistos esporulados ou cistos contendo bradizoitos séo
liberados seguindo a agao combinada de acidos biliares, tripsinas, pH e outros
componentes presentes no sistema digestorio (Besteiro, 2019). Apds a
dingestdo do oocisto ou da parede do cisto contendo bradizoitos, os parasitas
sdo liberados no lumen do intestino delgado. Esporozoitos ou bradizoitos
invadem os enterécitos do intestino delgado, onde se diferenciam em
taquizoitos e replicam rapidamente. A adesao e invasdo na célula hospedeira
sao eventos cruciais para o estabelecimento da infecg¢ado. Inicialmente, por
meio do polo anterior (condide) o parasita estabelece contato com a superficie
da célula hospedeira desencadeando a invaginacdo da membrana celular, o

processo de invasao se inicia por meio de adeséo sobre a superficie da célula
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hospedeira e a exocitose de proteinas presentes nos micronemas e nas
roptrias (Carruthers et al., 1997; Alexander et al., 2005).

Apds a invasao dos enterdcitos, quimiocinas sao liberadas pelos
enterdcitos infectados, resultando no recrutamento de uma variedade de
leucocitos em resposta a infecgdo parasitaria (Buzoni-Gatel et al., 2001;
Mennechet et al., 2002). Uma vez que T. gondii chega a lamina propria, 0s
parasitas encontram tanto as células imunes residentes como as recrutadas
que auxiliam na producdo de citocinas e apresentacdo de antigenos
(Buzoni-Gatel et al., 2006).

Os mecanismos de defesa ativados nesta fase precoce da infecgao sao
inespecificos, porém importantes para a organizagdo da resposta especifica.
Algumas citocinas tém um papel importante nessa fase. A interleucina-12
(IL-12) tem uma variedade de efeitos nas células imunes, incluindo a produgao
de interferon-gama (IFN-y), citotoxicidade mediada por células NK, proliferacao
e diferenciagao celular (Kobayashi et al., 1989). As células NK estdo envolvidas
na imunidade inata durante a infeccdo aguda por T. gondii (lvanova et al.,
2019). Os neutrdfilos e os mondécitos inflamatoérios s&o as primeiras células que
vao para o lumen do intestino delgado de camundongos infectados (Gregg et
al.,, 2013; Coombes et al.,, 2013). Os neutrofilos sdo reconhecidos como
principais componentes da resposta ao T. gondii por sua contribuicdo na
eliminacao de parasitas por uma série de mecanismos de migragao e liberagao
de citocinas (Debierre-Grockiego et al., 2020). No local da infeccdo os
monacitos inflamatérios podem se diferenciar em macrofagos ou em células
dendriticas (Muller et al., 1999). Estas células ajudam na eliminagdo do
parasita fagocitando, recrutando e estimulando a apresentagdao de antigenos
(Bliss et al.,, 2000; Wang, Jin-Lei et al., 2019). Assim como as células
dendriticas, T. gondii também possui a capacidade de modificar o fendtipo de
mondcitos e  macrofagos  infectados, aumentando sua mobilidade,
marginalizagcdo e extravasamento (Da Gama et al., 2004; Ueno et al., 2014).
IL-12 estimula as NK a produzirem IFN-y, que por sua vez estimulam a

atividade microbicida dos macréfagos (Cordeiro et al., 2008).
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A imunidade celular mediada pelos linfécitos T atua como mecanismo de
defesa contra microrganismos que sobrevivem dentro de células infectadas,
onde estao protegidos de anticorpos. Em resposta a estimulagao antigénica, os
linfocitos TCD4 liberam citocinas que estimulam a proliferagdo e a
diferenciagcdo de linfocitos T, linfécitos B e macrofagos. Os linfocitos T
citotoxicos eliminam células infectadas por microrganismos intracelulares. Os
linfécitos Th s&o divididos em Th1, Th2 e Th17. Linfécitos T CD4 séao
essenciais em ambas as respostas, as quais medeiam tanto a resposta imune
celular, quanto a humoral respectivamente e diferem de acordo com as
citocinas que sintetizam. Células Th1 produzem IL-2, IFN-y e TNF-a. As células
de perfil Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 e s&o responsaveis pela defesa
contra infecgdes por helmintos, artropodes e por reacdes alérgicas (Cordeiro et
al., 2008). A diferenciagao de linfécitos Th17 é estimulada por TGFf3, IL1 e IL6.
Eles exercem um efeito pré-inflamatoério, no entanto, as funcdes dos linfocitos
Th17 nado sao totalmente compreendidas. A IL17 & a principal citocina da
subpopulagao de linfécitos Th17 (Gaffen, 2011). Na toxoplasmose, a citocina
chave para a resisténcia é a IFN-y envolvendo as atividades das células T CD4

e T citotdxicas, caracterizando resposta tipo Th1.

As células dendriticas controlam a magnitude e a qualidade da resposta
Th1 com a produgao de IL-12 (Scott e Hunter, 2002). A IL-27 também induz a
producao de IFN-y, podendo atuar em sinergia com a IL-12, aumentando essa
atividade. Tanto parasitas integros quanto antigenos soluveis sdo capazes de
induzir a produgado de IL-12 e, desta forma estimular células efetoras como
linfécitos T e NK a produzir IFN-y (Buzoni-Gatel et al., 2006).

Os receptores de IL-17 estdo presentes em varias células, incluindo
células imunes. Sua estimulagdo induz a expressdao de varias citocinas e
quimiocinas, levando ao recrutamento e maturagcdo de neutréfilos. A IL-17
também atua em células ndo imunes, como fibroblastos, células epiteliais e
induz a produgcdo de Fator Estimulador de Col6nias de Granuldcitos e
Macréfagos (GM-CSF) e prostaglandinas, aumentando a maturagdo dos
granulécitos e do processo inflamatério (Chen, et al., 2008). Além disso, a IL-17
também desencadeia o recrutamento e ativagcao de neutréfilos, mondcitos e
células NK para o local da infeccédo através da producao de IL-8, IL-6 e de NO
(Ye et al., 2001; Cua et al., 2010).
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A secrecao de IL-6 representa importante fator de resisténcia contra a
infeccao precoce (Jebbari et al., 1998). As células Th2 participam da regulagao
da resposta imune pela secrecdo de IL-4 (Roberts et al.,1996) e IL-10 que
modulam a sintese tanto de IL-12 quanto de IFN-y. Assim, respostas imunes
excessivas que predispdem a sérias inflamacodes e as lesdes teciduais podem
ser evitadas (Neyer et al., 1997). Por outro lado, o fator beta transformador de
crescimento (TGF-B) e IL-10 podem diminuir a atividade de macréfagos e

células NK levando a exacerbacao da infec¢do (Hunter et al., 1995).

Dessa forma, a ativacdo do sistema imune acontece por varios
mecanismos. Além do reconhecimento de antigenos de T. gondii, a lesao
celular e citdlise geram sinais nao especificos que alertam as células
fagocitarias da presenca do agressor (Scott et al., 2002). Como parasita
intracelular obrigatério, a imunidade mediada por células é a principal defesa

do hospedeiro contra a infecgdo por T. gondii.

1.13 Organelas secretoérias e antigenos de T. gondii

Os componentes imunogénicos de T. gondii estdao predominantemente
distribuidos na membrana plasmatica compreendendo os antigenos de
superficie (SAG) e compartimentalizados nas organelas secretérias, sendo
liberadas no momento da invasao celular. A superficie celular externa dos
taquizoitos é recoberta com proteinas de peso molecular variando de 22 a 43
kDa, que ancoradas na membrana por pontes de glicosilfosfatidilinositol
(Tomavo et al.,, 1993). Coletivamente estes antigenos sdo conhecidos como
superfamilia de proteinas SRS (sequéncias relacionadas a SAG1) (Jung et. al.,
2004). Este grupo de antigenos promove a interagdo entre a membrana do
parasita e a célula hospedeira através de moléculas ligantes ou receptores
celulares que auxiliam o parasita na entrada da célula (Grimwood e Smith,
1995). A expressao dessas proteinas é regulada de acordo com a fase do
desenvolvimento biolégico do parasita. As proteinas SAG1, SAG2A e SAG3

(P43) sao exclusivamente produzidas por taquizoitos (Gross et al., 1996).
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De maneira geral, T. gondii excreta/secreta uma grande variedade de
proteinas. Varias ja foram descritas e exercem importantes fungdes na invasao,
replicacdo e manutencdo dos parasitas na célula hospedeira (Carruthers,
1999). A estas proteinas ou antigenos denominam-se de excregéo/secregao ou
ESAs, sua expressao e consequente estimulacao do sistema imune hospedeiro
constituem em um importante elemento de estudo na toxoplasmose
(Costa-Silva et al., 2008; Meira et al., 2008; Pereira-Chioccola et al., 2009).

1.13.1 Micronemas

Os micronemas sao estruturas cilindricas localizadas no tergo anterior
do corpo do parasita (Carruters, 1999). Promovem motilidade, ligacdo e
interagcdo  parasita-hospedeiro  pela  producdo de antigenos de
excregao/secrecdo. A producdo destes antigenos é regulada por estas
interacdes parasita-hospedeiro e por niveis de calcio intracelular do parasita
(Wan et al., 1997; Carruthers e Sibley, 1999). As proteinas dos micronemas
pertencem a familia TRAP (proteina anénima relacionada a trombospondina)
que se caracteriza por exibir um dominio transmembrana que age como uma
ancora molecular para o movimento de gliding do parasita. Esse dominio
corresponde ao tipo EGF (fator de crescimento epidermal) e confere a essas
proteinas fungdes adesivas e de interagbes receptor-ligante (Kappe et al.,
1999).

1.13.2 Roptrias

As roptrias sdo organelas secretorias eletrodensas delimitadas por
membranas (Perkins, 1992). Suas proteinas participam do processo de ataque
e invasao das células hospedeiras por taquizoitos e de processos de
biogéneses de vacuolos parasitéforos (Carruthers, 1999). A secrecao destas
proteinas ocorre no momento da unido apical, antes da penetragdo na célula

hospedeira (Carruthers e Sibley, 1997). Ensaios de imunocitoquimica revelam
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que os conteudos das roptrias ndo sdo homogéneos. Algumas proteinas se
localizam na regido basal da organela e outras na porgao apical (Blackman e
Bannister, 2001).

1.13.3 Granulos densos

Os granulos densos sao organelas esféricas distribuidas pelo citoplasma
do parasita com uma média de diametro de 0.2 uym (Carruthers, 1999). Sua
matriz é eletrodensa devido a alta concentragdo de proteinas (Souza, 2006).
Carruthers e Sibley (1997) mostraram que a secre¢cdo de proteinas dos
granulos densos ocorre apdés a invasdo do parasita. Diferentemente da
Micronemas secregao dos micronemas e roptrias que ocorre na regiao apical, a
secregao de granulos densos ocorre nas regides laterais do protozoario
(Souza, 2006). Pouco € o conhecimento sobre a fungéo precisa das proteinas
dos granulos densos (Adjogble et al., 2004), sabe-se que as proteinas
secretadas associam-se com a membrana do vacuolo parasitéforo e com a
rede membranosa vacuolar derivada do parasita (Souza, 2006). Estas
proteinas (GRA) promovem a replicagao intracelular, possivelmente por meio
do transporte e processamento de nutrientes que sdo retirados da célula

hospedeira (Carruthers, 1999).

1.14 Vesiculas extracelulares

Vesiculas extracelulares (EVs) sao particulas liberadas por células
procaridticas e eucarioticas, delimitadas por uma bicamada lipidica e que nao
sdo capazes de replicar (Théry et al., 2018). Organismos pluricelulares séo
capazes de se comunicar pela transferéncia destas moléculas secretadas.
Essa comunicagdo € mediada por horménios, citocinas e células neurologicas
com o objetivo de sincronizar as atividades metabdlicas. Tais fungbes sao
fundamentais para a sobrevivéncia e estabilidade celular (Raposo e Stoorvogel,

2013). Um dos mecanismos de comunicagdo que n&o implica a aderéncia
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celular e envolve a comunicacao intercelular é a transferéncia das EVs. As
células liberam para o meio extracelular diversos tipos de particulas vesiculares
de origem endossomal ou produzidas na membrana, tanto de forma fisiolégica
quanto por ativagdo celular ou apoptose (Hristov et al., 2004), sendo um
processo que parece ser preservado ao longo da evolugdo (Colombo et al.,
2014). As EVs podem ser classificadas em trés categorias principais de acordo
com o tamanho, conteudo e biogénese: exossomos, microvesiculas e corpos

apoptoticos (Théry et al., 2018).

1.14.1. Classes de Evs

As EVs circulam através de muitos fluidos corporais, incluindo plasma,
sangue e urina (Arraud et al.,, 2014; Panteleev et al., 2017; Merchant et al.,
2017), por isso sao alvos de biomarcadores (Raposo e Stoorvogel, 2013). As
microvesiculas e exossomos sao distintas, tanto em tamanho quanto em
mecanismo de formacdo. A biogénese das microvesiculas envolve o trafico
vertical de carga molecular para a membrana plasmatica, uma redistribuicao de
lipidios da membrana, e o uso do maquinario na superficie para permitir a
compressao das vesiculas (D’Souza-Schorey e Clancy, 2012). Os exossomos
sao derivados de membranas endossomal, sdo semelhantes em tamanho ao
seu endossomo e precursores da vesicula intraluminal, sendo observados por
microscopia eletrénica (Harding et al., 1983; Colombo et al., 2014). As
microvesiculas sdo formadas por brotacéo direta da membrana plasmatica, nao
possuindo um limite de tamanho e podem chegar a microns de diametro

(Colombo et al., 2014) como mostra a Figura 8.
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Figura 8. Liberagcao de microvesiculas e exossomos. As microvesiculas sao EVs liberadas pela
membrana plasmatica e os exossomos sao provenientes de endossomos multivesiculares. As
microvesiculas (MVS) surgem pelo brotamento de vesiculas enquanto os exossomos sio
pequenas vesiculas de diferentes tamanhos formados pelo brotamento de endossomos
precoces. Sao liberados pela fusdo de corpos multivesiculares (MVEs) com a membrana
plasmatica. Outros MVEs também podem se fundir com os lisossomos. Os ligantes e proteinas
associadas as membranas s&o identificados como tridngulos, quadrados e retangulos coloridos
na figura. Fonte: Raposo e Stoorvogel, 2013.

1.14.1.1 Exossomos

Exossomos compdem a classe de vesiculas que deriva do
compartimento endossomal e apresentam entre 30 a 100 nanémetros (nm) e
sao geralmente isolados por ultracentrifugagéo (Stoorvogel et al., 2002; Théry
et al., 2006). Elas se formam dentro de canais intraluminais que sao geradas
dentro de corpos multivesiculares, fazendo parte do complexo endocitico
celular. Os corpos multivesiculares podem se fundir com os lisossomos para
degradacao ou viajar para a membrana plasmatica, onde as moléculas podem
ser liberadas para o espago extracelular (Adell et al.,, 2014). Apresenta
proteinas como integrinas, tetraspaninas (proteinas transmembranas), com o
envolvimento de CD9, CD63, CD81 e CD82 (cluster of differentiation), que
desempenham um papel na classificagao proteica para os exossomos (Cocucci
et al., 2009). A presenca de integrinas, grupamento de diferenciagéo e outros

receptores e moléculas de adesao permitem a interagao dessas vesiculas com
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as células (Théry et al., 2009). A universalidade dos exossomos e suas
numerosas aplicagbes possiveis na medicina (diagndésticos ou tratamento) lhes
renderam uma visibilidade especial. Evidéncias indicam que eles
desempenham papéis funcionais em varios tipos de cancer, doencas
metabdlicas, doencas autoimunes, disturbios neurolégicos, doengas
Molecularcardiovasculares, dentre outros (Van der Pol et al., 2012; Bellingham
et al., 2012; Raposo e Stoorvogel, 2013).

Tanto os exossomos, quanto as microvesiculas participam de diferentes
funcbes como transferéncia de macromoléculas, biomarcadores que podem
interagir com moléculas especificas do sistema imunolégico e outras (Schwab
et al., 2015; Xu et al., 2016).

1.14.1.2 Microvesiculas

Microvesiculas sdao capazes de encapsular e transferir multiplas formas
de carga, incluindo proteinas, RNA, microRNAs (miRNAs) e podem transferir
ou reportar fungdes para células receptoras na forma de DNA plasmidial
(Kanada et al., 2015). O derramamento, ou “shedding” das microvesiculas € um
fendbmeno fisioldgico que acompanha a ativacdo e o crescimento celular,
estimulada por eventos que levam a injuria da célula como estresse fisico ou
quimico (Ratajczak et al., 2006). A membrana plasmatica sofre varios
rearranjos moleculares nos locais de origem das microvesiculas, que resultam
no brotamento da membrana, incluindo mudangas na composi¢ao lipidica,
protéica e nos niveis de calcio (Piccin et al., 2007; Pan et al., 2009). Sao
maiores que os exossomos, geralmente entre 100 nm e 1000 nm de diametro.
Um marcador eficiente na indicacdo de microvesiculas é a fosfatidilserina
(Therry et al., 2009).

1.15 Vesiculas extracelulares em parasitas
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A producédo de EVs foi descrita em diversos parasitas. Comparando a
descricao das EVs liberadas por células humanas, ha um numero menor de
publicagcdes sobre EVs de parasitas. As EVs de alguns protozoarios foram
descritas, como Leishmania spp (Schnitzer et al., 2010; Cronemberger-Andrade
et al., 2013), Trypanosoma cruzi (Trocolli Torrecilhas et al., 2009), Plasmodium
spp (Campos et al., 2015), Trichomonas vaginalis (Twu et al., 2013) e T. gondii
(Silva et al., 2018). Nas Figuras 9 e 10, é possivel visualizar as EVs liberadas
por T. gondii por microscopia eletrbnica de varredura e de transmissao,
respectivamente. Os exossomos produzidos por parasitas auxiliam na sua
entrada na célula hospedeira interferindo nos aspectos imunoldgicos
(Bhatnagar et al., 2007; Mantel et al., 2013; Coakley et al., 2015).

Figura 9. Liberacdo de EVs de Toxoplasma gondii pela membrana. Os quadros de A a D
mostram imagens capturadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) de taquizoitos da
cepa RH liberando EVs apos incubagéo em meio de cultura durante 2 h (A e B) e 24 h (C e D).
Ampliagéo: (A) 54.619; (B) 104.767; (C) 76.191 e (D) 108.169. Fonte: Silva et al., 2018.
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Figura 10. Imagens capturadas por microscopia eletrbnica de transmissdo de EVs de
Toxoplasma gondii. Ampliagéo 25.000 (E) e 60.000 (F). Fonte: Silva et al., 2018.

1.16 microRNA (miRNA)

MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs nao codificantes de proteinas
que apresentam em média 22 nucleotideos (Bartel, 2004). O primeiro miRNA
descrito foi o Ilin-4, um gene conhecido por controlar o tempo de
desenvolvimento larval de Caenorhabditis elegans que nao codificava uma
proteina, mas um par de pequenos RNAs. Assim, o lin-4 foi reconhecido como
o fundador de uma classe abundante de pequenos RNAs reguladores
chamados miRNAs, exercendo um papel importante na expressao génica em
células de eucariontes (Bartel, 2004). Sdo altamente conservados entre as
espécies e modulam a expressdo génica através da inibigdo traducional ou
degradacdo de RNAs mensageiros (mMRNA) (Bartel, 2009). O bloqueio
traducional do mRNA ocorre pelo incompleto pareamento de bases e a
degradagdo por exonucleases acontece quando a complementaridade é
completa ou quase completa. O mecanismo de clivagem do mRNA pode ser
irreversivel, diferentemente do bloqueio traducional (Wu et al., 2006, Cowland
et al.,, 2007). Um unico miRNA pode atingir centenas de mRNAs, regulando
assim redes inteiras de proteinas (Sobolewski et al., 2015; Gjorgjieva et al.,
2019). Os papéis reguladores dos miRNAs foram identificados ndo apenas no
tempo de desenvolvimento, diferenciagao celular, proliferagdo e apoptose, mas
também na tumorigénese e nas interagdes patdgeno-hospedeiro (Cai et al.,
2009). Eles também s&o liberados das células em vesiculas extracelulares,

como o0s exossomos, permitindo que os miRNAs participem da comunicacao
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intercelular e devido a essa caracteristica o papel dos miRNAs nos exossomos

esta ganhando cada vez mais atencgao (Bayraktar et al., 2017).

1.17 Justificativa

O sucesso do parasitismo esta relacionado a capacidade do parasita
em manter seu ciclo de vida e causar uma infeccao duradoura através de
estratégias de organizacdo e escape dos mecanismos de defesa do
hospedeiro. Por outro lado, a relacdo entre o parasita e hospedeiro possui
natureza complexa, pois ao longo do processo de infec¢ao, ocorre uma intensa
troca de sinais entre T. gondii e a célula hospedeira que regulam
reciprocamente processos celulares/metabdlicos em ambos os organismos. O
parasita, desde o processo de penetracdo celular, modifica as estruturas
celulares, altera a regulagdo da transcricdo génica e do ciclo celular das
células infectadas. As mudancas na célula hospedeira, particularmente as de
expressao génica, auxiliam a sobrevivéncia e viabilidade de T. gondii (Blader e
Saeij, 2009).

Diversos fatores sao importantes na regulagado da expressao génica.
Um deles sao os microRNAs (miRNA), que exercem importante papel na
regulagdo da expressao génica em células de eucariontes (Bartel, 2004). Os
miRNAs sdo carreados de uma célula para outra através das EVs juntamente
com o seu conteudo (miRNA, proteinas, DNA, lipidios e outros), quando se
fundem com a membrana plasmatica e em momentos de estresse celular. E
cada vez mais evidente que as EVs tém funcgdes especializadas e
desempenham um papel chave na coagulagao, sinalizag&o intercelular, a
gestao de residuos e sistema imune (Keller et al., 2006).

Estudos recentes mostram que nos parasitas a liberacdo de EVs
pode estar envolvida na interagdo patogenos hospedeiros, modulando a
expressao génica e na resposta imune do hospedeiro. Provavelmente, as EVs
sdo o0s primeiros componentes dos parasitas a interagir com células
hospedeiras ou microbiota e devem participar ativamente no processo de

infeccdo. Pope e Lasser (2013) demonstraram que fibroblastos humanos
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infectados com T. gondii liberam EVs, contendo miRNA. Portanto, é possivel
que T. gondii possa liberar diferentes moléculas presentes ou expressas nas
EVs para as células e/ou corrente sanguinea de seus hospedeiros. Uma vez
que a importancia das EVs e/ou exossomos no mecanismo da infecgédo por T.
gondii ainda n&o esta totalmente elucidada, justifica-se estudar o papel destas

vesiculas na patogénese da toxoplasmose.
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2. OBJETIVO

Investigar a participagdo das EVs de Toxoplasma gondii na

estimulagao das respostas imune humoral e celular na toxoplasmose murina.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Produzir EVs de taquizoitos adaptados as culturas celulares.

2. Imunizar camundongos A/Sn com EVs-toxo.

3. Detectar a classe de anticorpos IgM e as subclasses de IgG (IgG1 e
IgG2a) envolvidas na imunoprotegao.

4. Investigar a producéo das citocinas inflamatérias e anti-inflamatorias em
camundongos imunizados.

5. Avaliar os indices de parasitemia e de sobrevida ap6s o desafio com T.
gondii.

6. Realizar os testes de expressdo génica para os miRNAs: miR-155-5p,
miR-29¢-3p, miR-125b-5p, mIiR-9-5p, mMiR-21-5p, miR-146a-5p nas

amostras de soro de camundongos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

e '

T | Purificagdo de anticorpos e transferéncia passiva |

| Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) | 4

[ | —— [T ee————

l T / | Parasitemia determinada por PCR em tempo real |

(B — E= — [imunzacoes |
| Mor avaliada |
\ Expressao de citocinas in situ por
imunohistoquimica
Concentracdo de proteinas das

vesiculas fracionadas (BCA) E“Ie“ms

Soros de camundongos infectados com a cepas VEG, ME- 49, RH e | | Estimulo in vitro com EVs |

| Analise do conteido molecular das EVs | | Andlise de citocinas por ELISA |

o Obtencao das vesiculas por .1,
R <« Gel de Policrilamida <«— | Analise do conteiido proteico | ¢

ultracentrifugacao
CD9 CD63 SDS - Page das EVs

l |Mi|.| ia Eletronica de Tr issa (MET)|

35



3.2 Consideragoes éticas

Este trabalho foi aprovado na Plataforma Brasil/CTNBio (CEPIAL) sob
parecer 2.922.263 e foi parte do projeto de Pesquisa Regular/Fluxo Continuo
da (FAPESP: 2018/04709-8) com titulo “Estudo das vesiculas extracelulares de
Toxoplasma gondii e a correlagdo com o sistema imune em hospedeiros

infectados”. (Anexo 1).

3.3 Animais experimentais

Foram utilizados como animais experimentais camundongos isogénicos,
fémeas com idade entre 25 e 30 dias das linhagens A/Sn e Balb/c,
provenientes do Biotério de Experimentacdo do Instituto Adolfo Lutz. Cada
grupo de no maximo 5 camundongos foi acondicionado em uma gaiola durante
todo o periodo de experimentagdo com racéo e agua. Os animais foram usados
para os ensaios de imunizacdo e transferéncia passiva conforme descrito

previamente (Costa-Silva et al., 2008).

3.4 Obtencao e manutencgao de T. gondii

As cepas de T. gondii utilizadas neste trabalho foram RH, ME-49 e VEG,
que foram mantidas por passagens seriadas em camundongos da linhagem
A/Sn.

Também foram utilizados taquizoitos da cepa RH mantidos em culturas
de células no Laboratério de Cultura de Células e Parasitas do Centro de

Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz.

As garrafas de cultura contendo células VERO (células de rim de
macaco verde africano) foram mantidas em meio 199 com 10% de soro fetal

bovino (SFB), infectadas com 1x10° de taquizoitos provenientes de outra
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garrafa de cultura infectada e mantidas a 37°C em estufa de CO, a 5%. A
liberagao dos taquizoitos nos sobrenadantes das culturas foi observada a cada
24 h com auxilio do microscoépio invertido. A seguir, os sobrenadantes foram
recolhidos e o numero de parasitas foi estimado em camara de Neubauer e a
concentragdo acertada para 1x102 de taquizoitos. Os parasitas foram utilizados
para a produgdao de antigeno lisado, purificagcdo das vesiculas/exossomos
(EVs), para infeccao de outras garrafas de células VERO, para o desafio de

camundongos imunizados e para transferéncia passiva.

A cepa ME-49 é cistogénica e dificilmente é encontrada em forma de
taquizoito no modelo animal. Os animais foram infectados por via oral com

cistos provenientes de outros animais infectados.

3.5 Producgao de antigeno lisado de taquizoitos (ALT)

O ALT foi purificado como descrito previamente (Colombo et al., 2005;
Costa- Silva et al., 2008; Meira et al., 2008). Taquizoitos coletados de culturas
de células VERO (1x10” taquizoitos/mL) foram sonicados por 10 ciclos a 1,0
A/min, por 5 min com 2 min de intervalo. A seguir, o lisado foi dissolvido em 0,3
M de NaCl e a concentracdo protéica determinada em espectrofotdmetro
NanoDrop ND100 (Thermo Fisher Scientific).

3.6 Producao e purificagao de EVs de T. gondii para imunizagoes

As EVs foram purificadas a partir de sobrenadantes de culturas de
células Vero contendo taquizoitos. Os parasitas foram lavados com 10 ml de
PBS a 3000 rpm por 10 min por 5 vezes para a retirada do meio de cultura com
10% SFB. A seguir, os parasitas foram contados e concentrados em 1 mL de
meio RPMI sem SFB e incubados por 2 h a 37° C em estufa de CO, a 5%. Ao
final da incubacdo a solugdo foi centrifugada por 10 min a 3000 rpm, o

sobrenadante foi filtrado em uma membrana de 0,22 pym para remover
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quaisquer detritos celulares foi adicionado inibidor de protease a cada amostra

de EVs e estas foram mantidas a -20° C até o momento do uso.

As purificacdes dos sobrenadantes de cultura contendo EVs foram feitas
por cromatografia de exclusdo em gel empregando-se a coluna Sepharose
CL-4B (1 x 30 cm, GE Healthcare, Piscataway, NJ) pré-equilibrada com
acetato de aménio 100 mM, pH 6,5. A seguir, a coluna foi eluida com o mesmo
tampdo a uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. O produto eluido (cerca de 20 mL)

foi coletado em aliquotas de 1 mL.

Aliquotas contendo EVs de T. gondii (EVs-toxo) foram selecionadas por
ELISA usando como anticorpo um “pool” de 5 soros humanos positivos para
toxoplasmose. Para controle negativo, um conjunto de 5 soros humanos
negativos para toxoplasmose foi incluido. As reagdes foram realizadas em
placas de microtitulagdo de poliestireno (Corning), e foram incubadas
"overnight” a 4 °C com 50 uL de cada aliquota. Apés lavagem com 0,05% de
Tween 20-PBS, as placas foram bloqueadas com 5% de PBS - leite. Apds 60
min, 50 pyL de soro humano, diluido 1:50 em tamp&o PBS-leite desnatado a
5%, foram incubados por 60 min a 37°C. Apds cinco lavagens com solugéo
PBS-Tween 20 a 0,05%, as placas foram incubadas por mais 60 min a 37°C
com anticorpo anti-lgG humana produzida em cabra conjugada a peroxidase
(Sigma) diluida 1: 20.000 em tamp&o PBS-leite desnatado a 5% . Em seguida,
um novo ciclo de lavagem com solugdo PBS-Tween 20 a 0,05%, adicionou-se
substrato composto por uma mistura de acido citrico 0,1 M, Na,HPO, 0,2 M,
o-fenilenodiamina 0,05% e H,0O, 0,1%. As placas foram deixadas em repouso
a temperatura ambiente ao abrigo da luz por 30 min. O desenvolvimento da cor
foi interrompido pela adigdo de 100 yL de 4 N H,SO,, e a absorbancia foi
medida com um leitor de ELISA com um filtro de 492 nm. Um antigeno lisado
de T. gondii (ALT), preparado conforme descrito antes, foi utilizado na

concentragédo de 1ug/mL como antigeno de controle.

EVs-toxo foram quantificadas utilizando-se o kit BCA Protein Assay
(Pierce, Thermo Scientific) de acordo com as instrugdes do fabricante, usando
albumina de soro bovino como concentragcdo padrao de proteina. Em seguida,

EVs-toxo foram solubilizadas em tampao de lise (SDS a 2%, glicerol a 10%,

38



2-mercaptoetanol a 5%, Tris-HClI 60 mM, pH 6,8 e azul de bromofenol a
0,002%), fervidas em termobloco e processados em gel de poliacrilamida-SDS
a 10%. A investigacao das proteinas de EVs foi realizada apds coloragao com

prata.

3.7 Identificagcao de tamanho e concentragcao de EVs pela Analise de

Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A concentragdo (particulas /mL) e o tamanho das particulas (nm) de
EVs-toxo foram avaliados pelo NTA usando o instrumento NanoSight NS300
(Malvern - NanoSight NTA 3.0) do Laboratério de Imunologia Clinica e
Experimental da Disciplina de Nefrologia da Escola Paulista de Medicina da
Universidade Federal do Estado de Sao Paulo. O NanoSight calcula o tamanho
e o0 numero de particulas com base no movimento browniano. A producao de
EVs foi descrita anteriormente em 3.6. Os dados foram apresentados como
meédia e desvio padrao de trés gravacgdes de video de 30 a 60 seg por amostra.
Como o NTA é preciso entre as concentragdes de particulas na faixa de 2 x 10’
a 2 x 10°/ mL, as amostras de EV foram diluidas antes da analise em PBS

filtrado e a concentracao relativa calculada de acordo com o fator de diluigao.

3.8 Identificagao por Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As amostras de EVs foram analisadas por MET para caracterizacao
morfolégica. Esse experimento foi realizado em colaboragcdo com as
pesquisadoras do Centro de Virologia do Instituto Adolfo Lutz, Gislene Mitsue

Namiyama e Noemi Nosomi Taniwaki.

Para a microscopia as EVs de T. gondii foram previamente fixadas em
paraformaldeido a 2%/PBS (v:v) por 1 h. Uma gota de suspenséo foi colocada
na grade e foi realizada a técnica de coloracdo negativa com 2% de

fosfotungstato de potassio a pH 6,8, como descrito anteriormente por Silva et
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al. (2018) e Cruz et al. (2020). As grades foram observadas sob um
microscopio eletrbnico de transmissao JEOL (modelo JEM1011) (JEOL/
Massachusetts /EUA) operando a 80 kV. As imagens foram gravadas com uma
camera Gatan 785 ES1000W Erlangshen.

3.9 Ensaios de imunizagao

3.9.1 Grupos de animais imunizados

As imunizacbes foram realizadas como descrito previamente
(Costa-Silva et al., 2008; Costa-Silva et al., 2012). Camundongos A/Sn fémeas
com quatro semanas de idade foram usados para os experimentos de

imunizacao.

Para confirmar a capacidade das EVs-toxo em estimular o sistema
imune, também foram realizados ensaios de imunizagdo em um grupo de
camundongos Balb / ¢, com 5 fémeas de quatro semanas de idade. Os Balb/c
foram testados apenas quanto a produg¢ao de anticorpos anti-EV, parasitemia e

indice de sobrevivéncia.

O grupo imunizado (EV-IM) foi constituido de 5 camundongos A/Sn,
imunizados por via intramuscular com 3 doses quinzenais de 100 pg de
EVs-toxo acoplada ao adjuvante ALUM 10 mg de hidroxido de aluminio por

animal, dissolvidos em 100 uL de PBS estéril pH 7.2.
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3.9.2 Grupos controles

3.9.2.1 Controle negativo

O grupo controle negativo (N) foi constituido de 5 camundongos A/Sn
saudaveis inoculados por via intramuscular, com 3 doses quinzenais de
adjuvante ALUM (10 mg de hidroxido de aluminio por animal) dissolvidos em
100 uL de solugao salina estéril pH 7.2. As doses foram administradas no

mesmo periodo do que no grupo imunizado.

3.9.2.2 Controle Positivo

O grupo controle positivo (CHR) foi constituido de 5 camundongos A/Sn
infectados com a cepa ME-49. Foram inoculados por via intramuscular com 3
doses quinzenais de 100 ug de EVs acoplada ao adjuvante ALUM 10 mg de
hidroxido de aluminio por animal, dissolvidos em 100 pL de solugao salina
estéril pH 7.2.

Quando necessario a comparacao de controle positivo, foram utilizados
grupos de camundongos infectados com as cepas RH, VEG ou ME-49. Os
camundongos foram utilizados para os experimentos de resposta celular e

humoral.

3.9.3 Condicoes de acomodagdao dos camundongos em fase de

experimentagao

Cada grupo de 5 camundongos foi acondicionado em uma gaiola
durante todo o periodo de experimentagdo com ragdo e agua no Laboratorio

de Experimentagao Animal do Instituto Adolfo Lutz.
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3.10 Coletas de sangue para obtencao de soro e DNA

Cada animal foi colocado numa caixa pequena onde somente a cauda
ficava para fora. No primeiro dia, uma pequena incisdo na ponta da cauda foi
realizada com auxilio de uma tesoura cirurgica esterilizada para coleta de
aproximadamente 20-25 yL de sangue com uma pipeta automatica. A seguir, a
ponta da cauda foi levemente pressionada com o auxilio de uma gaze para
que o sangue fosse coagulado. As coletas seguintes, o procedimento foi o
mesmo, exceto que, a cicatriz do corte foi suavemente retirada, também, com
auxilio da tesoura cirurgica esterilizada (n&o foi retirada mais nenhuma parte
da cauda dos animais). Este procedimento durou aproximadamente 5 min para

cada camundongo.

As coletas foram realizadas apés 15 dias de cada imunizacéo. Para as
analises sorologicas, as amostras de sangue coletadas foram colocadas em
tubos de 1.5 mL, centrifugadas a 3000 rpm por 10 min e os soros foram
retirados. Para as analises moleculares, as amostras de sangue coletadas
foram colocadas em tubos de 1.5 mL contendo 20uL de 0,1 mM EDTA pH 7.3
e, posteriormente, utilizadas para extragdo de DNA. Apds o procedimento,
todas as amostras foram estocadas a -20° C até o momento do uso. Os soros
dos camundongos infectados cronicos foram coletados 50 dias apds a infecgao

por T. gondii.

3.11 Analise da resposta imune humoral

3.11.1 Determinacgéao dos niveis de Ig total, IgM e subclasses de IgG: IgG1
e lgG2a por ELISA detalhar mais

Com objetivo de avaliar as classes e subclasses de anticorpos
produzidos pelos camundongos imunizados com as EVs-toxo, os soros foram
avaliados por ELISA utilizando como antigeno o ALT. Como controles foram
incluidos nas reagdes soros de camundongos negativos e de camundongos

infectados com a cepa ME-49. Para cada grupo, os soros foram diluidos 1:50.
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Depois dos ciclos de lavagens as placas receberam 50 uL/orificio de anticorpos
anti- Ig total, IgM e subclasses de IgG: IgG1 e IgG2a de camundongo

conjugadas a peroxidase.

3.12 Desafio dos camundongos com T. gondii

Apos 15 dias depois da ultima imunizagao, os camundongos dos grupos
imunizados e controle negativo foram desafiados com 1x10° taquizoitos da
cepa RH por animal. Apés o primeiro dia de infeccdo, diariamente foi
observada a mortalidade dos grupos de camundongos. A partir do 3° dia
pos-desafio foi coletado sangue pela veia caudal de cada grupo de animais
para extracao de DNA com a finalidade de estimar os niveis de parasitemia nos

camundongos por qPCR.

3.13 Extragao de DNA no sangue de camundongos

Para a extragdo de DNA, as amostras de sangue foram retirado da veia
caudal e centrifugadas a 3000 rpm por 10 min para retirada de plasma. A fim
de realizar a lise de hemacias foi adicionado o tampao ACK (150 mM cloreto de
amoénio; 1 mM bicarbonato de potassio; 0,1 mM EDTA pH 7.3). Os tubos foram
incubados por 10 min sob agitacdo, a temperatura ambiente. Apdés uma nova
centrifugacdo por 10 min a 3000 rpm, os sobrenadantes contendo restos de
hemacias foram desprezados. A seguir os sedimentos das amostras foram
processadas por colunas de afinidade (kit de purificacdo de DNA Qiagen)
conforme instrugdes do fabricante. As concentracdes e qualidade das amostras
de DNA foram avaliadas por espectrofotometria em Nanodrop em comprimento

de onda 260 e 280 nm e utilizadas na concentragéo de até 100 ng/uL.
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3.14 Determinagao dos niveis de parasitemia por qPCR

Apo6s a extragdo de DNA das amostras de sangue, a presenca e a
quantificacdo de parasitas foram realizadas por qQPCR como descrita
previamente (Camilo et al., 2017). As amplificacbes foram realizadas
utilizando-se o conjunto de iniciadores moleculares para gqPCR REP-529, que
amplifica uma sequéncia de 112 pb do genoma de T. gondii. Para confirmar a
auséncia de inibidores da Tag DNA polimerase foi incluido em paralelo, uma
reagcdo contendo um conjunto de iniciadores moleculares que amplifica uma
regiao do gene 18S rRNA de eucariotos. As reagbes foram realizadas no
equipamento AriaMx Real-time PCR System em volume final de 20 uL por
reacao. Os DNAs teste e controles foram adicionados a mistura contendo 10 pL
de 2X TagMan Universal PCR Master Mix e os iniciadores moleculares (1.25 pyL
de um “Assay Mix” contendo 18 uM de cada iniciador molecular e 5 uM da
sonda). Em todas as reagdes foram adicionados um controle negativo e um

controle positivo cepa RH.

3.15 Purificagao de anticorpos e opsonizagao

Soros em “pool’ foram coletados de cada grupo de camundongos
(imunizados, crénicos e negativos) e utilizados para purificagcdo em coluna de
proteina A. Os soros foram diluidos separadamente em 20 mM de fosfato de
sédio e passado em coluna de proteina A (HiTrap- 1 mL, Amersham
Biosciences) previamente equilibrada no mesmo tampao. Apds a lavagem da
coluna com 10 volumes do tamp&o, os anticorpos foram eluidos com 0.1 M de
acido citrico (pH 3.6). Cada fracdo eluida (500 pL) foi imediatamente
neutralizada pela adicéo de 50 pL de TrisHCI (pH 8.8) 1.5M e o material eluido
dialisado contra um litro de PBS. A quantificacdo das proteinas foi estimada
pela absorbancia a 280nm em NanoDrop ND100. Os anticorpos purificados de
cada grupo, na concentragdo de 2.5ug foram incubados com 1x10° taquizoitos
(cepa RH) a 37°C por 90 min. Em seguida, os parasitas foram utilizados para

infectar outros 3 grupos de 5 camundongos A/Sn. O primeiro grupo recebeu
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parasitas incubados com IgG purificada de camundongos imunizados. O
segundo grupo recebeu os parasitas incubados com IgG purificada anti-T.
gondii (camundongos infectados cronicos); e o ultimo de camundongos livres
de infecgdo. Todos os animais receberam o inoculo pela via intraperitoneal
contendo os anticorpos (0.5ug) e taquizoitos (1 x10%). Aliquotas de sangue dos
camundongos foram coletadas nos 4° 5° e 6° dias pos-infecgcdo para
determinacao dos niveis de parasitemia por gPCR, conforme descrito abaixo e
os indices de sobrevida observados diariamente. Os experimentos foram

realizados duas vezes para confirmar os resultados.

3.16 Caracterizagao das EVs de camundongos na infecg¢ao por T. gondii

3.16.1 Concentragao das EVs de camundongos por ultracentrifugacao

Amostras de soros dos camundongos foram diluidas e centrifugadas a
3000 rpm por 15 min, para remoc¢ao dos sedimentos, contendo células mortas
e detritos. Dos sobrenadantes foram coletados 250 pyL de soro os quais foram
filtrados em filtros 0.22 um. Posteriormente, cada filtrado foi transferido para
tubo Ultra-Clear (tubo de 6 mL para rotor SW-55), (Beckman Coulter) e o
volume completado at¢é 6 mL com PBS filtrado. As amostras foram
ultracentrifugadas a 27000 rpm por 60 min a 25 ° C em uma ultracentrifuga
Beckman® Coulter L8-80 M. Em seguida, cada sobrenadante foi descartado e
o sedimento, contendo as vesiculas recebeu 100 uL de PBS. As amostras

foram acondicionadas a -20 °C para posterior analise em NTA e MET.

3.16.2 Analise das concentragoes e diametro das EVs de camundongos
por NTA

As concentracbes e didametros das EVs purificadas de soros de
camundongos (EVs-mouse) foram determinadas por NTA usando o aparelho
NanoSight NS3000 (Malvern®). As analises de cada amostra foram realizadas

apos as purificagbes das particulas por ultracentrifugagcdo. As amostras foram
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diluidas 1:50 em PBS previamente filtrado em membrana de 0.22 pm. Um total
de 500 pyL de cada amostra foi inoculado no aparelho para leitura em triplicata.
O programa de computador do equipamento expressa os resultados por

valores e graficos de tamanho/dispersao e particulas por mL.

3.16.3 MET das EVs provenientes de soro de camundongos

As amostras de EVs provenientes de soro de camundongos
(EVs-mouse) foram analisadas por MET, para caracterizagdo morfologica. Esse
experimento foi realizado em colaboragdo com as pesquisadoras do Centro de
Virologia do Instituto Adolfo Lutz, Gislene Mitsue Namiyama e Noemi Nosomi
Taniwaki. Um volume de 3 uL da suspenséao das EVs foi fixado com 100 uL de
paraformaldeido 2%. A mistura (2 uL) foi transferida a 2 grades revestidas com
Formvar de carbono para microscopia eletrbnica. As membranas foram
cobertas por 20 min. Uma gota de 100 pL de PBS foi colocada em uma folha
de parafilme e as grades transferidas com o lado da membrana contendo a
amostra voltada para baixo. As grades foram mantidas umidas no lado da
membrana durante todas as etapas, mas seco no lado oposto. As grades foram
transferidas para uma gota de 50 pyL de 1% de glutaraldeido durante 5 min
antes de transferir para uma gota de 100 pL de agua destilada durante 2 min.
Essa etapa foi repetida 7 vezes para um total de 8 lavagens de agua. Para
contrastar as amostras, as grades foram transferidas para uma solugcéo de 50
ML de solugédo de uranil-oxalato, pH 7, durante 5 min antes de ser transferido
para uma gota de 50 pL de metilcelulose-A (4% de acetato de uranilo e 2%
metil celulose numa propor¢ao de 100 pL/900 uL, respectivamente) durante 10
min, colocando as grades em um prato de vidro coberto com parafilme em gelo.
As grades foram removidas com ago inoxidavel e o excesso de fluido foi
recolhido suavemente no papel de filtro Whatman no.1. As grades foram secas
e armazenadas em caixas. A seguir, as amostras foram analisadas no
microscopio eletrbnico de transmissdo, modelo JEM 1.011 a 80 kV.
(JEOL/Massachusetts/USA). As imagens foram captadas em uma cémera
(model 785 ES1000W, Gatan, USA) e analisadas no programa de computador

“Gatan versao 1.6”.
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3.16.4 Eletroforese vertical de proteinas (SDS-PAGE)

EVs-mouse derivadas dos soros dos camundongos foram solubilizadas
em um tampé&o de lise (2% SDS, glicerol a 10%, 2-mercaptoetanol a 5%,
Tris-HCI 60 mM, pH 6,8 e azul de bromofenol 0,01%), e incubadas a 100°C por
10 min. A eletroforese vertical foi realizada em gel de acrilamida, contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) como descrito previamente (Laemmli,
1970), no equipamento Mini-Protean Il (Bio-Rad, USA®). Em todos os ensaios,
os geéis foram confeccionados na espessura de 1,5 mm. O gel de separacéo
(Tris-HCI 0,75 M; SDS 0,2%, pH 8,8) e gel de empilhamento (Tris-HCI 0,25 M;
SDS 0,2%, pH 6,8), foram utilizados na concentragdo de 10% de acrilamida.
Foram aplicados 40 pL de amostra por pogo no gel. Em todos os experimentos
foram utilizados 15 pL de peso molecular padréao para proteinas (Thermo
Scientific®). Os eletrodos foram mergulhados em tampao contendo Tris-HCI
0,025 M; glicina 0,192 M; SDS 0,1% e aplicados numa voltagem constante de
200 V.

Para a coloragao, os géis foram mergulhados em solugao de formaldeido
(50% de metanol, 0,15% de formaldeido e 12% de acido acético), aquecidas
por 30 seg em forno micro-ondas e mantidas sob agitacdo por 5 min em
temperatura ambiente, para fixacdo das proteinas. Em seguida, lavados com
etanol 35%, nas mesmas condigdes. Apos a lavagem, os géis foram imersos
em solugao de tiossulfato de sodio (0,02%), também aquecida em micro-ondas,
sob agitagdo por 5 min. Entdo, novamente foram lavados, desta vez com H20
ultrapura (2 vezes) e, finalmente, corado com nitrato de prata (0,2%). Em
ambos 0s processos ocorre aquecimento e agitagdo. Para a revelagao foi
aplicado uma solugao contendo carbonato de sodio, formaldeido e tiossulfato
de sdodio. Para interromper a reacao foi utilizado solugédo com 50% de metanol

e 12% de acido acético.
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3.16.5 Immunoblot

Os géis contendo as EVs-mouse foram transferidos para membranas de
nitrocelulose com poros de 0,45 pm de didmetro (BioRad®) no equipamento
TE70X Semi-Dry Transfer Uni (Hoefer). A transferéncia ocorreu em voltagem
constante de 15 V por 30 min, as membranas, juntamente com os géis foram
embebidos em tampao (Tris-HCI 25 mM; glicina 0,192 M; metanol 20%, pH
8.2). Posteriormente, as membranas foram incubadas com PBS-leite
desnatado (5%) por 1 h, a temperatura ambiente, sob agitagdo, para bloqueio,
seguido de 3 lavagens com PBS (5 min cada). Anticorpos Anti-CD63 e
Anti-CD9 (Invitrogen®) foram diluidos em PBS-leite desnatado 5% (1: 500) e
incubados por 18 h a 4° C. Apdés mais trés lavagens com PBS (15 min), as
membranas foram incubadas por 1 h a temperatura ambiente, sob agitacao
com um anticorpo secundario de IgG de cabra anti-lgG-mouse conjugada a
peroxidase (Sigma®), diluido (1:500) em PBS-leite desnatado 5%. Seguindo,
entdo, um novo ciclo de lavagens. A revelagcdo das bandas foi efetuada
cobrindo-se as membranas com substrato comercial Pierce ECL para
Immunoblotting (Thermo Scientific) e registradas em gel documentador com

filtro para quimiluminescéncia Blot Scanner (C-DiGit®).

3.16.6 Extracao de RNA total e miRNA

Esses ensaios foram conduzidos para identificar se os camundongos
experimentais expressam o mesmo grupo de miRNAs ja descrito na literatura
em infecgdo humana. RNAs totais, incluindo miRNAs, foram purificadas a partir
de 250 yL de amostras de soro de camundongo, usando o kit miRNeasy
Serum/Plasma Kit (Qiagen) segundo as recomendacgdes do fabricante. As
amostras foram centrifugadas por 10 min a 14000 rpm para retirada de detritos
celulares. Em seguida, adicionou-se 1 mL de QIAzol ao sobrenadante de cada
amostra. Apos agitacdo em vortex, as amostras foram incubadas por 5 min a
temperatura ambiente. A seguir, foram acrescentados 5 uyL da molécula
sintética de miRNA de Caenorhabditis elegans (cel-mir-39) na concentragao de

25 fmol (como controle exdgeno), homogeneizou-se e acrescentou-se 200 uL
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de cloroférmio. Os tubos foram agitados em vortex por 15 segundos,
permanecendo em temperatura ambiente por 3 min. As amostras foram, entéo,
centrifugadas a 14000 rpm durante 15 min separando-se em trés fases: a
superior, aquosa e incolor (contendo o miRNA), uma interfase branca, e a fase
inferior vermelha contendo o material orgénico. Entdo foram transferidos 600
ML da fase superior incolor para um novo tubo de 2 mL, evitando a
transferéncia de qualquer material da interface. Seguiu-se uma nova etapa
onde foram acrescentados 900 uL de etanol 100% e apds a homogeneizagéo,
foram acrescentados 700 pL de cada amostra em colunas RNeasy MinElute.
Apoés centrifugagdo por 15 seg a 10000 rpm, o filtrado foi descartado e
repetiu-se a etapa anterior com o restante da amostra. A seguir,
adicionaram-se 700 pL do tampao RWT na coluna RNeasy MinElute e
centrifugou-se a 10000 rpm por 15 seg, sendo descartado o filtrado. Em
seguida, foram adicionados 500 uL do tampao RPE a coluna e centrifugou-se a
10000 rpm por 15 seg. Apds o descarte do filtrado, foram adicionados 500 uL
de etanol 80% e centrifugou-se a 10000 rpm por 2 min. A coluna foi colocada
em um novo tubo coletor e realizou-se uma centrifugagéo a velocidade maxima
durante 5 min para secar a membrana. Em seguida a coluna foi colocada em
um novo tubo de 1,5 mL, adicionando-se 30 yL de agua livre de DNAse
(DEPC) para a eluicao do RNA total contendo os miRNAs apds centrifugagao
de 1 min a velocidade maxima. O filtrado foi passado novamente pela coluna

para obter um melhor rendimento do material.

3.16.7 Determinagao das concentragdes de miRNA

Apos a extracdo, as amostras foram quantificadas pelo
espectrofotometro Nanodrop ND100 (Thermo Fisher Scientific®). A pureza das
moléculas de RNA foi avaliada utilizando-se a razdo de absorbéncia da
amostra entre 260 e 280 nm. A proporcédo de 1.8 foi interpretada como RNA
livre de impurezas. A seguir, as amostras foram armazenadas a -70°C até o

momento do uso.
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3.16.8 Sintese do DNA complementar (cDNA)

As fitas de cDNA foram sintetizadas a partir de 2 yL de RNA total contendo
os miRNAs utilizando o Kit TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis kit (Life
Technologies) conforme instrugbes do fabricante. O protocolo consiste em quatro
etapas mostradas em detalhes na Tabela 1.

A TR foi realizada em termociclador Veriti 96-Well (Applied Biosystems)
de acordo com as instrugdes do fabricante, em quatro etapas e nas seguintes
condigdes térmicas: 45 min a 37 °C, 10 min a 65°C para reacgao de insercao da
cauda poli (A); 60 min a 16 °C para reagao de ligagao; 15 min a 42 °C, 5 min a
85°C para a reacao de transcricao reversa; 5 min a 95 °C, seguido por 14 ciclos
de 95 °C por 3 seg e 60°C por 30 seg; pare a reacao a 99 °C por 10 min para a
reacao miR-Amp. Todas as amostras de cDNA foram armazenadas a -20 °C até

O USoO.

3.16.9 gPCR

A expressdo génica de miRNAs foi realizada usando 6 genes alvo
(Thermo Fisher Scientific) conforme especificagdes descritas na Tabela 2. Os
miRNAs escolhidos foram: miR-155- 5p (ID: 477927 _miR); miR-29¢-3p (ID:
479229 miR); miR-125b- 5p (ID: 477885_miR); miR-9- 5p (ID: 478214 _miR);
miR-21_5p (ID: 477975_miR) e miR-146a_5p (ID: 478399 _miR). O cel-miR39

(ID: 478293_miR) foi usado como controle externo.

Apos a sintese de cDNA, as amostras foram diluidas 1:10, conforme
instrugdes do fabricante e, em seguida foi, realizada a qPCR em ensaio
customizado e produzido pela Applied Biosystems®. O mix de amplificagao de
gPCR continha 5 pL de TagMan Fast Advanced Master Mix, 0,5 uL do ensaio
TagMan Advanced miRNA Assays (ambos Applied Biosystems) para os
miRNAs descritos na Tabela 2, cDNA (2,5 uL) e 2 uL de agua livre de RNAse.
As reagbes foram realizadas em duplicatas num volume final de 10 uL. Para
cada reacgao foi adicionado um controle negativo, compondo-se somente do

mix de amplificacdo. A analise da expressdo dos miRNAs foram realizadas no
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equipamento StepOne™ Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems)
utilizando a seguinte ciclagem: 95 °C por 20 seg; 40 ciclos de 95°C por 1 seg;
60°C durante 20 seg (modo Fast).

3.16.10 Quantificagao de expressao génica

A quantificacdo da expressao génica foi avaliada pelo método do “CT
comparativo” (2-AACT), segundo Livak e Schimittgen (2001). Para a realizagao
desta formula, primeiramente foi feita a correcdo da variacdo entre as
amostras, subtraindo-se o valor obtido de CT de cada amostra em relagao ao
CT do gene endégeno, obtendo-se valor de ACT. Apos a obtencdo desses
valores, foi realizado o calculo de AACT. Para tal, os valores obtidos de ACT
das amostras foram subtraidos do valor de ACT da amostra calibradora. A
utilizacdo de uma amostra calibradora é recomendada para descrever quantas
vezes 0 miRNA de estudo esta sendo mais ou menos expresso em relagao a
este calibrador. Recomendam-se como calibradores da reacdo, amostras do
tempo zero do estudo ou amostras controles (sem nenhum tratamento).

Os miRNAs extraidos dos grupos de camundongos negativos (N) foram
considerados como calibradores para calculos de expressdo de miRNA de
grupos imunizados com EVs (EV-IM), grupo positivo infectados com a cepa
cronica ME-49 (CR) e infectados com a cepa aguda RH (RH). De acordo com o
método comparativo de CT, os valores de expressdo dos calibradores foram

considerados 1,0.

Apds a determinagdo dos valores de AACT, aplicou-se a formula de
quantificacdo relativa dada por: 2-AACT. Os resultados foram descritos em

média de quantificagao relativa (RQ).

RQ= 2-AACT, onde ACT= CT alvo — CT enddgeno, &
AACT= ACT amostra — ACT do calibrador
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Tabela 1. Etapas do protocolo de sintese de cDNA

Componente Volume Condig¢des da Ciclagem
1) Reagédo de Adigao da cauda poli A 10 X Poly (A) Buffer) 0,5uL Poliadenizacédo 37°C- 45 min
ATP 0,5uL Reacdo de Parada 65°C- 10 min
Poly A Enzyme 0,3 L Hold 4°C- =
H-0O RNase free 1,7 pL
2) Reacgdo de Ligagdo dos Adaptadores  5X DNA Ligase Buffer JuL Ligacéo 16°C-60 min
50% PEG 8000 4 5L Hold 4°C- =
25X Ligation Adaptor 0,6 uL
RMNA Ligase 1,5puL
H-O RNase free 0,4 pL
J) Reacgdo de transcricdo reversa 5X RT Buffer 6uL Transcricdo reversa 42°C- 15 min
dNTP mix (25 mM cada) 1,2 pL Reacdo de Parada 85°C- 5 min
20X Universal RT primer 1,5 uL Hold 4°C-
10X RT Enzyme Mix 3L
H-O RNase free 3,3uL
4) Reagao de miR-Amp 2X miR-Amp Master Mix 25 ul Afivacdo da Enzima 95°C- 5 min
20X miR-Amp Primer Mix = 2.5 ul 14 ciclos de Desnaturacéo 95°C- 3 seg
H2O RNase free 17.5ul 14 ciclos de Anelamento/Extensdo 60°C- 30 seg
Reacéo de Parada 99°C- 10 min
Hold 4°C-=
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Tabela 2.Genes alvos utilizados como marcadores para analise de expressao génica de miRNA

hsa-miR-155-5p MI0000681
hsa-miR-146a-5p MIO000477
hsa-miR-29¢-3p MI0000735
hsa-miR-21-5p MIO000077
hsa-miR-125b-5p  MI0000446
2hsa-miR-9-5p MI0000466
cel-miR-39-3p MIMAT0000010

Fonte: http://www.thermofisher.com

477927_miR

478399 miR

479229 _miR

477975_miR

477885_miR

478214_mir

478293 miR

Chr.21: 25573980 - 25574044 [+] on
UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU

Build GRCh38
Chr.5: 160485352 - 160485450 [+] on
UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
Build GRCh38
Chr.1: 207801852 - 207801939 [-] on
UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
Build GRCh38
Chr.17: 59841266 - 59841337 [+] on
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
Build GRCh38
Chr.11: 122099757 - 122099844 [-] on
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
Build GRCh38
Chr.1: 156420341 - 156420429 [-] on
UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
Build GRCh38

- UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG
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3.17 Resposta celular: produgdao das citocinas inflamatérias e

anti-inflamatérias em camundongos imunizados

3.17.1 Obtencao de linféocitos e linfoproliferagcao

Bagos de 9 camundongos pertencentes aos grupos imunizados,
negativo e crénico foram retirados de forma estéril com o auxilio de tesoura e
pinca e adicionados em placas de petri, macerados entre duas laminas para
aquisicdo de esplendcitos. A seguir, foram incubadas com 100 pg de EVs-toxo.
Dois pogos foram estimulados com proliferadores mitéticos (ConA ou LPS).
Apds a coleta dos sobrenadantes foram dosadas as produgdes das citocinas
IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-17. Total de camundongos — 9 (3 imunizados com

EVs, 3 negativos (limpos) e 3 crénicos infectados com ME-49).

Os linfécitos obtidos foram distribuidos em placas de 24 pogos e
incubados com EVs-toxo na concentragdo de 100 pg/ pogo. Para controle dos
experimentos in vitro, em todos os ensaios realizados com esplendcitos dos
trés grupos de camundongos (imunizados, controle positivo e negativo) foram
incluidos, dois pogos controles em duplicata (positivo e negativo). Os pogos
que ficaram sem estimulo, apenas com o meio de cultura foram considerados
como controle negativo. Os outros dois pogos foram estimulados com
proliferadores mitdticos (ConA ou LPS), sendo considerados controles
positivos. ConA - Sigma (2 pug/mL) foi utilizado como controle de produgao das
citocinas: IL-10, IL-17 e IFN-y e LPS de Escherichia coli O11 B4 (2 ug/mL) —

Sigma para TNF-a. ConA e LPS séao indutores da formagao destas citocinas.

3.17.2 Dosagem das citocinas

Os sobrenadantes das culturas de esplendcitos foram coletados apoés
24h e 48h. Foram feitos pelo menos trés experimentos in vitro para cada grupo
de animais (imunizados e controles: positivo e negativo). Apds os experimentos

in vitro as citocinas IFN-y, IL-17, TNF-a e IL-10 foram dosadas nos
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sobrenadantes coletados com o auxilio de kits especificos (Thermo Fisher
Scientific) por ELISA, segundo as instru¢gdes do fabricante. A absorbancia foi
mensurada em um um leitor de ELISA (Multiscan) com o filtro 450 nm. Os
resultados expressos em D.O (densidade optica) foram convertidos em pg/mL
a partir de uma curva de concentracido feita com um anticorpo recombinante
sabidamente conhecido que integrava o kit. O limite de detecgcédo para cada
teste foram os seguintes: IFN-y 62,5 pg/mL, IL-4 7,8 pg/mL, IL-10 foi de 62,5
pg/mL e TNF-a 31,25 pg/mL.

3.18 Expressao de citocinas por imuno-histoquimica

Foram coletados cérebro, coragédo, figado, bago e o musculo de 3
camundongos imunizados, 3 do grupo positivo e 3 do grupo negativo. Esses
orgaos foram fixados em formol e enviados ao centro de Patologia do Instituto
Adolfo Lutz para o processamento das amostras. Os 6rgaos foram emblocados
em parafina. Foram feitos cortes no bloco a 3um em laminas silanizadas (ou
carga positiva), laminas para hematoxilina-eosina e laminas para
imuno-histoquimica. As laminas foram desparafinizadas em xilol, re-hidratadas
e foram lavadas em etanol e em agua destilada. A recuperacgao de epitopos foi
realizada com calor umido em pH neutro (Acido citrico 10mM/ pH6,0). O
bloqueio foi feito com peroxidase enddégena em agua oxigenada 20V (solugao
aquosa de peroxido de hidrogénio a 6%). O bloqueio de sitios inespecificos foi
feito com solugao bloqueadora proteica. As lavagens foram feitas em solugao
PBS-tween 20. Os anticorpos primarios foram diluidos em BSA nas
concentragdes: IFN-y 1:500; TNF-a 1:1000; IL-17 1:500; IL-10 1:1000, T. gondii
1:2000 e incubados a 4°C overnight. Em seguida foram feitas novas lavagens
em PBS-tween 20 e a incubagado com sistema de amplificacdo baseado em
micro polimeros conjugados com anti-imunoglobulinas de coelho e de
camundongo e enzima peroxidase (kit REVEAL Biotin-Free Polyvalentet HRP —
Spring Biosciense, Pleaseton-CA, USA). Uma nova sequéncia de lavagens foi
realizada e a revelacao foi feita com o cromégeno Diaminobendizina (DAB

chromogen — Spring Bioscience, Pleasetin-CA, USA). A contracoloragao foi
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realizada com hematoxilina de Mayer e a montagem com laminula em meio

permanente (Entellan, Merck, Germany).

3.19 Analise dos dados

As comparagdes das parasitemias entre os grupos experimentais (EV-IM
e N); comparagdes de concentragao de EVs e a producgao de citocinas entre os
grupos experimentais; e as comparag¢des de concentragbes e tamanhos de
EVs foram avaliadas estatisticamente pelo GraphPad Prism 6.0 Software Inc.
(San Diego, CA, EUA). O coeficiente de similaridade entre os dois grupos foi
calculado pelo teste de Mann Whitney (teste t de Student néo
pareado-unicaudal) com intervalo de confiangca de 95%. As diferengas entre os
grupos também foram testadas, comparando cada uma delas pela analise
one-way por ANOVA. Diferengcas ou semelhangas em ambas as analises
estatisticas foram consideradas estatisticamente significativas para valor de p
<0,01.
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4. RESULTADOS

4.1 Padronizagoes

4.1.1 Purificacao de EVs liberadas por T. gondii

As EVs-toxo liberadas pelos taquizoitos (1 x 10°) foram purificadas para
uso nos experimentos de imunizacdo. Os taquizoitos liberaram EVs-toxo
durante a incubacdo em meio RPMI a 37 °C, com 5% de CO, por 2 h. Foram
purificadas por cromatografia de exclusdao de tamanho e em seguida foram
feitas aliquotas de 1 mL para a execugao do ELISA. A Figura 11 mostra as
fragbes reativas para soro humano positivo (pool) para toxoplasmose,
correspondendo ao pico da curva, que contém EVs-toxo. No controle negativo,
as aliquotas nao eram reativas para soro humano negativo (pool) para
toxoplasmose. A qualidade das reacdes foi verificada usando ALT (antigeno

usado como controle positivo).

Purificacao EVs
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Figura 11. Isolamento de EVs de taquizoitos (EVs-toxo) da cepa RH de T. gondii (duas
purificagdes). Reatividade das fracdes eluidas por cromatografia em gel-exclusao (Sepharose
CL-4B). A metodologia utilizada foi ELISA utilizando um “pool’ de soros humanos reagentes
para toxoplasmose (circulos) e um “pool” de soros humanos nao reagentes para toxoplasmose
(quadrados). Os resultados representam a absorbancia de cada fragdo na densidade 6ptica
(D.O.) de 492 nm.
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A Figura 12A mostra os dados originais do NTA (em leituras em
triplicata) da distribuicdo grafica produzida pelo equipamento NanoSight. O
grafico inclui o tamanho (nm) e a concentragao (particulas / mL) de EVs-toxo
purificados. O tamanho médio e a concentracdo + EP dos EVs foram: 163,2 +
2,7 nm (populagdo de 163 nm majoritaria) e 2,55 x 10° + 8,96 x 107 particulas /
mL. O perfil eletroforético das EVs-toxo purificadas foi investigado por
SDS-PAGE que apresentava um espectro de 15 a 70 kDa Figura 12B.
Igualmente, as EVs-toxo foram investigadas pela MET, cujas imagens

capturadas de aliquotas mostraram numerosas vesiculas Figura 12C.
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Figura 12. Purificacdo de vesiculas extracelulares (EVs-toxo) liberadas por taquizoitos de T.
gondii. (A) O tamanho de particula (nm) e a concentragéo (particulas / mL) foram avaliadas por
analise de rastreamento de nanoparticulas. O grafico original foi produzido usando
equipamento NanoSight. Os dados representam as trés leituras de uma amostra contendo
EVs-toxo de 1x10° taquizoitos que liberaram as EVs por 2 h. (B) Proteinas de EVs-toxo
liberadas por taquizoitos, separadas por gel a 10% SDS-PAGE e coradas com prata. (C) A
imagem foi adquirida por microscopia eletrbnica com numerosas EVs-toxo apés purificagéo por
cromatografia. Ampliagao: 25.000.
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4.2 Imunizagoées: padronizagoes

4.2.1 Definicao da concentragao do inéculo com taquizoitos

Os primeiros experimentos foram realizados para determinar o menor
numero de parasitas necessarios para causar mortalidade nos animais
infectados com a cepa RH de T. gondii. Grupos de 5 camundongos fémeas da
linhagem A/Sn foram infectados por via intraperitoneal (IP) com 1000, 500, 130,
100 e 50 taquizoitos/grupos provenientes de cultura celular. A seguir, os indices
de sobrevida foram acompanhados diariamente. Como mostra a Figura 13,
com 100 taquizoitos em cerca de 9 dias todos animais foram a obito. Na
infeccdo com 50 taquizoitos, um camundongo (20%) sobreviveu a infecgao.
Assim, optou-se por desafiar os animais infectados com concentragdes de 100

parasitas/animal.

Teste de in6culo de taquizoitos cepa RH T. gondii

1004
1000 Taq
500 Taq
130 Taq
100 Taq
50 Taq

801

601

TEXE:

401

% sobrevida

Dias pds infecgao

Figura 13. indices de sobrevida de grupos de 5 camundongos fémeas da linhagem A/Sn
infectados com diferentes concentragdes de taquizoitos

59



4.2.2 Vias de inoculagao

Quanto as imunizag¢des foram testadas as vias de inoculagdo. Foram
imunizados 4 grupos de 5 camundongos fémeas da linhagem A/Sn. Um grupo
recebeu 20 ug de EVs-toxo com ALUM por via IP em 4 doses quinzenais. O
segundo grupo recebeu nas mesmas datas as mesmas quantidades de EVs
por via intramuscular (IM). O terceiro e quarto grupos receberam nas mesmas
datas, solugédo salina tamponada com fosfatos, pH 7.2 (PBS) e a mesma
quantidade de ALUM, por via IM e IP, respectivamente. Estes dois ultimos
grupos formaram os grupos controle. Como mostra a Figura 14, os indices de
sobrevida foram muitos semelhantes, porém, os animais inoculados por via IM
ficam menos debilitados. Assim optamos pelo uso do indculo das EVs-toxo por

via intramuscular.

Imunizagdo via Intramuscular Imunizago via Intraperitoneal
1004
- EVsIM 100<
80 -e- Controle IM 804 -o- EVsIP
§ ] -o- Controle IP
2 60 2
.§ g 60-
< “ 8 401
20- ®
20
o T r y T > ,
0 2 4 6 8 0 12 0 T T T T > .
0 2 4 6 8 10 12

Dias pos desafio
Dias pos desafio

Figura 14. indices de sobrevida de grupos de 5 camundongos fémeas da linhagem A/Sn
imunizados com 4 doses quinzenais de 20 pg de EVs-toxo e adjuvante ALUM por via
intramuscular (IM) (A), e intraperitoneal (IP) (B). Os grupos controles receberam somente o
ALUM e PBS.

4.3 Imunizagdo com EVs de T. gondii induz uma resposta imune humoral

tipo IgG1 em camundongos

Camundongos fémeas das linhagens A/Sn e Balb/c (EV-IM) foram
imunizados como descrito acima com 100 ug de EVs-toxo purificadas de

taquizoitos da cepa RH. Apds as coletas de sangue para investigacdo dos
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ELISA - D.O. (492 nm)

niveis de anticorpos até a ultima imunizagdo, os animais foram desafiados com

100 taquizoitos provenientes de culturas de células. A seguir a parasitemia

diaria foi avaliada por qPCR e os indices de sobrevida avaliados diariamente.

Em todos os ELISAs foram utilizados o ALT como antigeno. Para analise dos

dados foram incluidos os experimentos dos grupos controles. (Um positivo,

animais infectados cronicamente com a cepa ME-49 (CHR) e outro negativo

(N), animais sem infec¢gao). Como visto na Figura 15, os niveis de anticorpos

foram crescentes com as imunizagbes e as EVs induziram em camundongos

A/Sn na produgdo de anticorpos do tipo IgG1 e fraca produgdo de 1Gg2a.

Niveis baixos de IgM foram detectados em todos os soros analisados.

Na linhagem Balb/c, os resultados foram semelhantes, porém os niveis

de anticorpos detectados foram um pouco mais baixos, por isso a linhagem

A/Sn foi escolhida, Figura 16. Assim, os resultados demonstram que EVs-toxo

desencadeiam preferencialmente a resposta imune de IgG1 em ambas as

linhagens de camundongos. Analises por imunoblot confirmaram que os soros

dos camundongos imunizados EV-IM reconheciam antigenos de taquizoitos.
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Figura 15. Niveis de anticorpos produzidos na imunizacdo com EVs-toxo em camundongos
fémeas da linhagem A/Sn, apés 3 imunizagbes. Os valores foram comparados a um ‘pool” de

soros de camundongos infectados com a cepa ME-49 (CHR).
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Figura 16. Niveis de anticorpos produzidos na imunizacdo com EVs-toxo em camundongos
fémeas da linhagem Balb/c, apds a 12, 2% e 32 imunizagao. Os valores foram comparados a um

“pool” de soros de camundongos infectados com a cepa ME-49 (CHR).

4.4. Analise eletroforética do ALT por SDS-PAGE e Imunoblot

Como mostra a figura 17, a analise eletroforética de ALT foi realizada por

SDS-PAGE 10%. A seguir, as proteinas foram transferidas para tiras de

nitrocelulose (Figura 17-1:EVs) e incubadas com ‘pool” de soros de

camundongos cronicos (Figura 17-2:ME-49); imunizados (Figura 17-3:EV-IM);

e negativos (Figura 17-4:N). A analise por immunoblot confirmou que o “pool’

de soros de camundongos imunizados foi reagente para os antigenos

parasitarios.
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Figura 17. Analise eletroforética do ALT por SDS-PAGE e imunoblot (1:EVs). Apds a
separagao eletroforética, as proteinas foram transferidas para tiras de nitrocelulose e
incubadas com “pools” de soros de camundongos crénicos (2:ME-49); imunizados (3:EV-IM); e
negativos (4:N).

4.5 Imunizagao com EVs de T. gondii causa prote¢gao em camundongos

desafiados com a cepa altamente virulenta (RH)

A seguir, os animais imunizados e os controles (de ambas as linhagens)
foram desfiados com 100 taquizoitos/animal. A Figura 18 mostra os resultados
dos niveis de parasitemia diarios determinados por qPCR e os indices de
sobrevida. Os niveis de parasitemia foram estatisticamente mais altos nos
grupos controle do que nos imunizados, em ambas as linhagens. Da mesma
forma, os indices de sobrevida foram superiores nos animais imunizados
quando comparados ao grupo controle. Os experimentos de imunizagédo e

desafio foram realizados por duas vezes e com resultados similares.
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Figura 18. Niveis de parasitemia determinados por gPCR e porcentagem de sobrevida de camundongos
fémeas das linhagens A/Sn e Balb/c imunizados com EVs e desafiados com 100 taquizoitos/animal.

4.6 Participagdao de anticorpos anti-EVs na parasitemia e sobrevida de

camundongos imunizados

Em seguida, experimentos de opsonizagdo foram realizados em
camundongos A/Sn, para verificar se os anticorpos anti-EVs foram capazes de
neutralizar a infeccdo. Taquizoitos incubados com IgG purificada de
camundongos imunizados com EVs foram utilizados para infectar um grupo de
5 camundongos. Em seguida, os indices de parasitemia e sobrevida foram
monitorados diariamente. O grupo controle negativo recebeu, nos mesmos
dias, taquizoitos incubados com IgG purificada de camundongos negativos. O
grupo controle positivo recebeu taquizoitos opsonizados com IgGs purificadas
de camundongos cronicos (infectados com a cepa ME-49). Os camundongos
desafiados com taquizoitos opsonizados com IgG anti-EVs apresentaram
diminuicdo na parasitemia, estatisticamente significante, quando comparados
aos camundongos do grupo controle negativos (Figura 19A). Da mesma forma,
esses camundongos tiveram um aumento de sobrevida de 48 h, quando

comparados aos desafiados com taquizoitos com IgG normal (Figura 19B).
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Figura 19. Opsonizacdo de taquizoitos de T. gondii com anticorpos anti-EVs reduz a
parasitemia e aumenta o indice de sobrevida de camundongos infectados com uma cepa
altamente virulenta e letal (cepa RH). (A) Niveis de parasitemia de camundongos A/Sn
infectados ip com 100 taquizoitos opsonizados com IgGs purificadas (2,5 mg) de camundongos
imunizados com EVs (10 min a 37°C) (IgG anti-EVs). O grupo controle negativo recebeu
taquizoitos opsonizados com IgGs purificadas de camundongos negativos. O grupo controle
positivo recebeu taquizoitos opsonizados com IgGs purificadas de camundongos crénicos
(infectados com a cepa ME-49) (IgG anti-ME-49). Os niveis de parasitemia foram estimados
diariamente pela gPCR. Os resultados foram obtidos originariamente em CT e transformados
em numeros de taquizoitos apds o calculo de produtos amplificados no gPCR. Diferengas nos
numeros de taquizoitos entre os dois grupos foram estatisticamente diferentes pelo teste de
Mann-Whitney, valor P unicaudal. (B) Taxas de sobrevida dos camundongos infectados com
taquizoitos opsonizados com IgGs purificadas de camundongos imunizados (anti-EVs),
negativos (controle) e cronicos (anti-ME-49).

4.7 Expressao de citocinas in situ

As analises histopatologicas do cérebro, coracdo, figado, baco e
musculo esquelético mostraram que os camundongos do grupo cronico
apresentaram alteragdes histopatoldgicas tipicas na infeccéo crénica causada
por T. gondii, incluindo a presenga de cistos, principalmente no cérebro. Esses
resultados ja foram descritos em diferentes estudos (Ferguson et al.,1991;
Fuentes-Castro et al, 2017). Nao foram identificadas alteragdes
histopatolégicas nos tecidos de camundongos dos grupos sem infecgédo e

imunizados com EVs.

Em relagdo as analises de imuno-histoquimica, a Figura 20 mostra as
imagens microscopicas de células do bago coletadas de camundongos
cronicos (CHR) e imunizados com EVs (EV-IM). As imagens indicam
expressoes in situ de IFN-y (A), IL-10 (B), TNF-a (C) e IL-17 (D) como células

manchadas de marrom.
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CHR EV-IM

TNF-a

Figura 20. A imunizagdo com EVs de T. gondii ativa a resposta celular. Expressao in situ de
IFN-y (A), IL-10 (B), TNF-a (C) e IL-17 (D) de células do bago de camundongos crénicos (CHR)
e camundongos imunizados com EVs (EV- IM) foram corados por analise histopatoldgica e
imunohistoquimica (IHQ). Ampliagdes 400 x.

A Figura 21 mostra todos os resultados em forma de grafico, uma vez
que as avaliagbes microscopicas foram feitas no cérebro, coragao, figado, bago
e musculo esquelético separadamente. Os valores de células imunomarcadas

foram expressos como média + SEM. No grupo crénico (CHR) as citocinas
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estudadas foram superexpressas quando comparadas aos do grupo controle
negativo (N). Esses resultados sdao amplamente conhecidos na literatura
(Zenner et al., 1999; Brandao, et al., 2009; Costa-Silva et al., 2008, 2012). As
células dos camundongos do grupo imunizados com EVs (EV-IM) expressaram
IFN-y e IL-10 em células do cérebro e do bago. TNF-a foi expresso em células

do baco.
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Figura 21. Distribuicdo das citocinas IFN-y, TNF-q, IL-17 e IL-10 no cérebro, coragao, figado,
bago e células do musculo esquelético. Amostras de camundongos negativos (N:colunas
verdes), cronicos (CHR: colunas azuis) e imunizados (EV-IM: colunas vermelhas). Os valores
indicam a média + SEM. de trés camundongos por grupo.

4.8 Investigacao das EVs de camundongos na infec¢ao por T. gondii

As EVs-mouse foram concentradas por ultracentrifugacdo e, em
seguida, o tamanho e a concentracdo de EVs foram determinados no
NanoSight. A Figura 22A mostra as médias e a concentracdo de EVs-mouse
em pool (1 mL) de 5 camundongos por grupo. A concentragdo de EVs- mouse
do grupo N (média: 2,22 x 10" EVs/mL) foi estatisticamente menor do que o
grupo EV-IM (média: 8,40 x 10" EVs/mL), grupo da infecgdo aguda (ACT)
(média: 8,92 x 10" EVs/mL) e grupo CHR (média: 8,93 x 10" EVs/mL), em p =
0,0176, p = 0,0201 e p = 0,0201, respectivamente. Em paralelo, os tamanhos

de particulas também foram investigados pelo NTA.
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A Figura 22B mostra a comparagao entre as médias + SEM do tamanho
das EVs-mouse dos grupos: N (média: 131 = 7,2 nm), EV-IM (média: 153 £ 5,5
nm), ACT (média: 202 + 6,4 nm) e CHR (média: 193 £ 12,2 nm). Os grupos
ACT e CHR tiveram tamanho das EVs estatisticamente maior do que o grupo N
em p = 0,0177 e p = 0,0300, respectivamente. A Figura 22C mostra as analises
realizadas por ANOVA.

As diferencas entre todos os grupos para concentragdo e tamanho de
EVs foram estatisticamente significativas em p = 0,0002 e p = 0,0002,
respectivamente. Embora em todas as amostras, EVs com tamanho
correspondente a exossomos tenham sido mostrados no NTA, a média mostra
que grande parte das EVs derivadas de soro de camundongos infectados eram
microvesiculas. A evolucdo das EVs-mouse no curso da infecgao por T. gondii
também foi investigada. No inicio da infecgdo (T = 0) o valor foi de 2,58 x 10"°
EVs/mL. Durante a infecgdo aguda, por volta do 15° dia, a concentragao
aumentou para 7,6 x 10" EVs/mL e os valores foram semelhantes até o 60°
dia, durante a infecgdo crénica (7,57 x 10"° EVs/mL) (Figura 22D).

Com a intengao de ilustrar a producao de EVs-mouse derivados de soro
apos a imunizagdo com EVs-toxo, a Figura 22E mostra a diferenga entre as

concentragdes de EVs-mouse dos grupos EV-IM e N.
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Figura 22. Tamanho e concentracdo das EVs de soros de camundongos A/Sn (1 mL). As
medigbes foram determinadas por NanoSight. (A) Concentragdo das particulas/mL e (B)
médias dos tamanhos das particulas (nm), nos seguintes grupos: EVs provenientes soros de
camundongos negativos (N); imunizado com EVs-toxo (EV-IM); infectado pela cepa RH (ACT) e
infectado crénico pela cepa ME-49 (CHR). (D) mostra a evolugéo de EVs-mouse apos infecgao
por T. gondii (cepa ME-49). (E) mostra EVs derivadas de soro do grupo N (linha vermelha) e do
grupo EV-IM (linha preta). Os dados dos quatro graficos representam trés leituras por amostra.
Esses experimentos foram realizados 3 vezes para confirmar os resultados. As diferencgas entre
os grupos foram calculadas estatisticamente pelo Teste t de Student ndo pareado (unicaudal) e
ANOVA unidirecional ©.
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4.9 Morfologia das EVs de soro murino analisadas por MET

As EVs-mouse foram analisadas por MET para caracterizagao
morfolégica. Os resultados determinados pelo NTA foram confirmados
microscépicamente, mostrando a presenca das EVs. (Figura 23). Nestas imagens

observam-se vesiculas com tamanhos caracteristicos de exossomos (120 nm).

T ey F

Figura 23. Imagens captadas por MET de preparacbes de EVs de soros ‘“pool” de
camundongos infectados com as cepas ME-49 (A), RH (B) e VEG (C). As imagens D e E
mostram as EVs purificadas de soros de camundongos nao infectados e imunizados com EVs,
respectivamente. Aumento de 150 000 vezes.

4.10 Analise eletroforética e imune das EVs purificadas de soros

O perfil eletroforético das EVs-mouse proveniente de soros de
camundongos foi analisado por SDS-PAGE-10%. A seguir foram avaliados a
presenca das tetraspaninas (proteinas transmembranas, caracteristicas de
exossomos) CD-9 e CD-63. A Figura 24 mostra as marcagdes de ambos 0s
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anticorpos, indicando a presenca de exossomos nos purificados das EVs e a

intensa marcagao nas provenientes de soros dos animais infectados e dos

imunizados.
10% SDS-PAGE/Prata Imunoblot
kba 1 2 3 4 5 a1 2 3
37
704 ' b 3 CD63
55-
25. 28

Figura 24. Eletroforese (SDS-PAGE10%) corada com nitrato de prata, contendo EVs de soros.
Imunoblot indicando as tetraspaninas CD63 e CD9, de 37 kDa e 28 kDa, respectivamente. As
EVs analisadas foram provenientes de “pool” de soros de camundongos negativos (1);
imunizados com EVs (2); infectados com a cepa RH (3); infectados com a cepa ME-49 (4); e
infectados com a cepa VEG (5).

4.11 EVs estimulam esplenécitos de camundongos in vitro a produgao de
citocinas

Esplendcitos de camundongos dos grupos N, EV-IM e CHR foram
reestimulados in vitro com EVs liberadas por T. gondii. Em seguida, a producao
das citocinas de IFN-y, IL-10, TNF-a e IL-17 foram determinadas por ELISA no
sobrenadante dos esplendcitos coletados dos trés grupos de camundongos.
Em paralelo, os controles também foram avaliados nas mesmas condigdes. As
células tratadas com Con A ou LPS tiveram uma excelente proliferacdo. Nao
houve proliferagdo nos controles negativos, que continham culturas de

esplendcitos na auséncia de antigeno (Figura 25).

Esplendcitos dos grupos EV-IM e CHR estimulados com EVs de T.
gondii, por 48 h produziram niveis semelhantes de IFN-y (406,8 pg/mL e 566,6
pg/mL, respectivamente). Os esplendcitos de camundongos do grupo N
produziram baixas quantidades de IFN-y (246,8 pg/mL). As diferengas entre o
grupo N dos grupos EV-IM ou CHR foram estatisticamente significativas em p

=0,0112 e p = 0,0079, respectivamente.
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Os esplendcitos do grupo EV-IM estimulados com EVs de T. gondii, por
48h produziram niveis elevados de IL-10 (1214,55 pg/mL) quando comparados
aos dos grupos CHR e N (867,35 pg/mL e 782,9 pg/mL), respectivamente. A
diferenca entre os grupos N e EV-IM foi estatisticamente significativa (p=
0,0422).

Niveis de TNF-a determinados em esplendcitos murinos, estimulados
com EVs produzidos por T. gondii por 24 h, nos grupos EV-IM e CHR foram
113,6 pg/mL e 96,6 pg/mL, respectivamente. Ambos os valores foram
superiores aos do grupo N (7,5 pg/mL). As diferengas entre o grupo N dos
grupos EV-IM ou CHR foram estatisticamente significantes (p = 0,0042 e p=

0,0022, respectivamente).

Igualmente, os niveis de IL-17 em esplendcitos murinos dos grupos
EV-IM e CHR foram de 1,82 pg/mL e 4,32 pg/mL, respectivamente. Ambos os

valores foram superiores aos do grupo N (0,41 pg/mL).

Tanto no grupo N, quanto no grupo EV-IM ou CHR houve diferengas
estatisticamente significantes (p = 0,035 e p = 0,0073, respectivamente)
(Tabela 3). Comparagdes entre todos os grupos para IFN-y, IL-10, TNF-a e
IL-17 mostraram-se estatisticamente significativas com p = 0,0001, p = 0,003, p

=0,0001 e p = 0,0053, respectivamente.
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Figura 25. Producgao de citocinas em esplendcitos murinos apés estimulagdo com EVs in vitro.
Esplendcitos (1 x 10%/pogo), N (colunas verdes), EV-IM (colunas vermelhas) e CHR (colunas
azuis) foram reestimulados com EVs (100 pg/mL) para IFN-y, IL-10, TNF-a e IL-17. Os
sobrenadantes foram coletados apdés 24 ou 48 horas e os niveis de citocinas foram
determinados por ELISA. Os esplendcitos foram coletados de bagos de trés camundongos (por
experimento). Os valores representam a média + SEM de cada quantidade de citocina (pg/mL).
CN, controle negativo (colunas roxas), culturas de esplendcitos na auséncia de EVs de T.
gondii. CP, controle positivo (colunas rosas), ConA para IFN-y, IL-10 e IL-17 e LPS para TNF-a.

Tabela 3. Diferengas entre os grupos foram calculadas estatisticamente pelo Teste t de
Student ndo pareado (unicaudal) e ANOVA unidirecional.

ANOVA unidirecional IFN-y IL-10 TNF-a IL-17
R quadrado 09947 09768 09936 09235

F 2334 52,67 194.6 15.10
P value #0.0001  *70.003  ***0.0001  **0.0053
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412 Expressao de miRNAs em camundongos imunizados com EVs
liberadas por T. gondii

Os experimentos de expressao génica foram realizados para determinar
se T. gondii poderia afetar a expressdao de miR-155- 5p, miR-29c- 3p,
miR-125b- 5p, miR-9- 5p, MmiR-21-5p e MiR-146a-5p no modelo experimental
murino. A qualidade da extragdo de RNA em todas as amostras foi
comprovada apods resultados positivos para Cel-miR-39 em gPCR, que foi

utilizado como controle externo, apds a inclusdo da molécula sintética.

A Figura 26 mostra os valores de RQ de cada miRNA testado em soros
dos grupos EV-IM, RH e ME-49. Os miRNAs estudados foram mais expressos
nos camundongos imunizados do que nos infectados (grupos RH e ME-49). O
grupo EV-IM expressou miR-155-5p, miR-29¢c-3p e miR-125b-5p, com valores
médios de RQ (ou mais expressos que o grupo N) de 3,78, 2,84 e 1,95,
respectivamente. Os demais (mMiR-9-5p, miR-21-5p e miR-146a-5p) foram
pouco expressos com valores de RQ de 1,11, 1,13 e 0,62, respectivamente. No
grupo ME-49, miR-155-5p, miR-9-5p e miR-21-5p tiveram valores de RQ de
1,08, 1,29 e 1,35, respectivamente. Os demais miRNAs analisados no grupo

ME-49 e todos no grupo RH foram pouco expressos (valores abaixo de 1,0).

miRNAs

5.0 B

155-5p 29¢-3p 125b-5p 9-5p 21-5p 146a-5p

Figura 26. Valores de RQ de cada miRNA testado em soros de camundongos de grupos
EV-IM (colunas rosas), ME-49 (colunas azuis) e RH (colunas laranjas).
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5. DISCUSSAO

As EVs, incluindo exossomos e microvesiculas, estdo envolvidas em
diferentes fungdes, entre elas, destacam-se a transferéncia de macromoléculas
e biomarcadores que podem interagir com moléculas especificas do sistema
imunoldgico (Yu et al., 2006; Delabranch et al., 2012; Yang et al.,2019). Assim,
estudos envolvendo imunizacdo usando EVs como imunégeno foram
realizados em diferentes modelos (Bhatnagar et al., 2007; Martin-jaular et al.,
2011; del Cacho et al., 2012; Schwab et al., 2015; Chaiyadet et al., 2019).

EVs-toxo transportam e liberam ESA, que participam na invasao de
taquizoitos nas células hospedeiras e estimulam o sistema imunoldgico do
hospedeiro (Bhatnagar et al., 2007; Jongert et al., 2008; Weilhammer et al.,
2011; Delabranch et al., 2012; Li et al., 2018). Deste modo, mostramos aqui a
capacidade das EVs-toxo secretadas pelos taquizoitos em estimular a resposta
imune protetora do hospedeiro contra a infecgao por T. gondii.

Inicialmente, as EVs-toxo foram purificadas a partir de taquizoitos
mantidos in vitro para uso nas imunizagdes. Duas linhagens isogénicas de
camundongos foram usadas para entender se tal resposta imune seria capaz
de reduzir os taquizoitos no sangue. Assim, os camundongos nao imunizados
foram desafiados com uma dose letal de T. gondii. Os resultados mostraram
que a imunizacdo com EVs-toxo contribuiu para controlar a infec¢ao, reduzindo
a parasitemia e aumentando o indice de sobrevida nas duas linhagens de
camundongos. A diferenca na parasitemia e sobrevida foi estatisticamente
significativa entre os camundongos imunizados com EVs e negativos (em
ambas as linhagens). Esses dados podem sugerir a capacidade das EVs-toxo
em estimular a resposta imune protetora. Experimentos de ELISA e
imunotransferéncia usando ALT (antigeno bruto de T. gondii) nos levaram a
supor que as EVs-toxo liberadas por taquizoitos transportam antigenos do

parasita para as células hospedeiras.

As imunizagdes que usam antigenos de superficie e ESA, como
granulos densos, proteinas de micronemas e roptrias, desempenham um papel
importante no estimulo da imunidade protetora (Hunter et al., 2012; lvanova et

al., 2016). Igualmente, a imunizagdo com EVs-toxo liberadas por taquizoitos
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desencadeou imunidade protetora, preferencialmente do tipo IgG1. A evolugéo
dos anticorpos durante a imunizagdo mostrou que camundongos imunizados
com EVs-toxo tinham niveis mais baixos de IgM do que os crénicos com 50
dias de infecgdo. Ao mesmo tempo, ambos os grupos produziram altos niveis
de 1gG. As EVs-toxo desencadeiam uma alta concentracdo de IgG1 e baixa
IgG2a. Sabe-se que a infecgao cronica induz altos niveis de anticorpos IgG. Os
cronicos apresentaram altos niveis de IgG2a e baixa producgao de IgG1. Esses
resultados também foram mostrados anteriormente quando os camundongos
foram imunizados com ESA de T. gondii (Costa-silva et al., 2008; Costa-Silva et
al., 2012).

Os experimentos de opsonizacdo confirmaram que os anticorpos
anti-EVs foram capazes de neutralizar parcialmente a infecgdo, ja que os
camundongos infectados com taquizoitos incubados com IgG purificada de
camundongos imunizados com EVs-toxo apresentaram diminuicdo da
parasitemia e aumento do indice de sobrevida. Provavelmente, esses
anticorpos participam da ativagao prévia do sistema complemento, a fim de
facilitar a fagocitose e a eliminagcao da parasitemia e parasitismo nas células do

tecido.

De acordo com a investigagdo em resposta celular, as analises de
imuno-histoquimica indicaram que EVs-toxo produzidas por taquizoitos
provocaram a expressao positiva de IFN-y, TNF, IL-10 e em menor
concentracao de IL-17. Os niveis de IFN-y e TNF-a foram produzidos em todos
0s oOrgaos estudados nos camundongos imunizados com EVs-toxo e nos
cronicos. Esses dados sugerem que, durante a infecgdo ativa, quando os
taquizoitos e as EVs-toxo sdo liberados, o sistema imunoldgico do hospedeiro
produz IFN-y e TNF-a. Ambas as citocinas estdo envolvidas no controle da
infecgdo (Gazzinelli et al., 1996; Denkers e Gazzinelli, 1998). A IFN-y induz a
sintese de TNF-a em células infectadas com a intencao de controlar a infec¢ao
por T. gondii (Rosenberg et al.,, 2009). Como ambas as citocinas agem
sinergicamente durante a infecgdo, € possivel que EVs liberadas pelos
taquizoitos possam ajudar no controle da infecgdo. A TNF-a desempenha
papel importante na geragdo de intermediarios reativos de nitrogénio como

mediadores da resisténcia do hospedeiro a infecgao precoce por T. gondii
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(Jankovic et al., 2007; Dziadek et al., 2009). A correlagédo entre altos niveis de
citocinas do tipo Th1 e a forte resposta imune humoral na imunizagéao pelas
EVs e na infeccao por T. gondii sugere que as citocinas do tipo Th1 provocaram

uma protecdo dos camundongos contra um desafio letal com a cepa RH.

A IL-10 tem fungédo vital no equilibrio das respostas imunes. As Evs-toxo
ativam células de camundongos imunizados para produzir essa citocina,
evitando uma resposta imune excessiva que poderia causar inflamacao
extensa e danificar o tecido do hospedeiro (Gazzinelli et al., 1996; Anderson et
al., 2007, Jankovic et al., 2007). A imunizagdo com EVs-toxo também estimulou
a resposta Th2, que elevou o nivel de IL-10, essencial para equilibrar a
resposta inflamatoria excessiva associada a infeccdo aguda por T. gondii
(Gazzinelli et al., 1996).

Com a finalidade de investigar as EVs-mouse produzidas em soros de
camundongos, as amostras foram ultracentrifugadas. A sequéncia das analises
incluiu a concentracdo de EVs-mouse por ultracentrifugagdo; evidéncia de
proteinas exossomais como tetraspaninas nas EVs-mouse purificadas e;
confirmagdo como tamanho e forma por NTA e microscopia eletrbnica de
estruturas caracteristicas de EVs-mouse. As amostras/grupo analisadas foram
constituidas de soros agrupados, em volume de 1mL de cinco camundongos
por cada grupo. A concentracdo de EVs derivados do soro do grupo de
camundongos negativos foi estatisticamente menor do que os infectados com T
gondii (agudos e cronicos) e os imunizados com EVs-toxo. Os resultados de
NTA também indicaram que grande parte das EVs-mouse provenientes de soro
de camundongos infectados eram microvesiculas, uma vez que os tamanhos
das particulas eram diferentes do grupo de camundongos negativos. O
tamanho das EVs-mouse produzidas pelos grupos de camundongos nas

formas aguda e crbnica foram maiores que as do grupo de negativos.

Esta diferenca nao foi observada em EVs-mouse purificados de
camundongos imunizados. Esses resultados sugerem que EVs-mouse
produzidas por hospedeiros infectados estdo correlacionadas com a
estimulacédo da resposta imune. Camundongos infectados com a cepa ME-49

desenvolvem parasitemia muito baixa. Apos a forma aguda, que ocorre em
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torno de 10 a 15 dias pés-infecgéo, dependendo da linhagem de camundongos
ou da quantidade de parasitas utilizada para a infecgao, instala-se a forma
cronica da infeccdo (Home e Sibley, 1995). Coincidentemente observou-se um
aumento semelhante da quantidade de EVs-mouse a partir deste periodo.
Resultados semelhantes foram mostrados anteriormente em amostras
humanas, uma vez que as concentracbes de EVs derivadas do soro de
pacientes soropositivos para toxoplasmose foram maiores do que aquelas de

individuos nao infectados (Cruz et al., 2020).

Embora a maioria das EVs-mouse fosse semelhante as microvesiculas
em amostras de camundongos infectados, a presenca de exossomos também
foi confirmada pela forma e pelo tamanho na MET. Além disso, nédo foi
observada diferenga na forma ou tamanho das EVs entre os grupos de
camundongos, além da evidéncia das tetraspaninas CD63 e CD9 confirmadas
em immunoblot ap6s SDS-PAGE.

Esses dados indicam que a concentragcdo de EVs é capaz de distinguir
hospedeiros infectados de ndo infectados (Schwab et al., 2015; Cruz et al.,
2020). De acordo com outros estudos, inflamagdes sistémicas causadas por
infeccoes graves aumentam a liberagdo de EVs que contém fatores
pré-inflamatérios incluindo os miRNAs, que causam a ativagao direta da
producdo de citocinas (Karla et al., 2013; Nematian et al., 2018; Cruz et al.,
2020). Consequentemente, a resposta imune celular correlacionada com a
producao de EVs-mouse também foi investigada. Esplendécitos murinos foram
estimulados com EVs-toxo derivadas de T. gondii. Os resultados de ELISA
mostraram que o0s esplendcitos dos grupos imunizados e crénicos
expressavam IFN-y; TNF-a e IL-17 quando comparados com os do grupo
negativo. Esses resultados estao correlacionados com o fato de que durante a
infeccdo ativa, quando os taquizoitos estdo liberando EVs-toxo, o sistema
imunoldgico do hospedeiro produz IFN-y, TNF-a e IL-17 para controlar a

inflamacéo e a infecgcado (Denker e Gazzinelli, 1998; Filisetti e Candolfi, 2004).

Além disso, esses dados também sugerem uma agao sinérgica dessas
citocinas para controlar a agao virulenta de EVs-toxo liberadas por taquizoitos.

Curiosamente, a IL-10 foi expressa apenas em esplendcitos do grupo dos
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camundongos imunizados com EVs-toxo. Certamente, a imunizagdo estimulou
a alta producéao de IL-10 para prevenir a infecgao (Gazzinelli et al., 1996; Maia
et al., 2020).

Estudos anteriores mostraram que miRNAs regulam diferentes fungdes
correlacionadas com respostas imunes celulares (Bartel, 2004; Verma et al.,
2016) e alguns miRNAs podem ser detectados em hospedeiros infectados com
T. gondii (Canella et al., 2014; Kim et al., 2016; Silva et al., 2018; Cruz et al.,
2020; Meira-Strejevitch et al., 2020; Pereira et al., 2020). Consequentemente,
neste estudo, os experimentos foram realizados para determinar se T. gondii
poderia afetar a expressédo de alguns miRNAs em modelos murinos. Um painel
de miRNAs bem conhecido em amostras biolégicas humanas ja foi testado
(Meira-Strejevitch et al, 2020; Pereira et al, 2020).

Curiosamente, os resultados dos miRNAs mostraram a expressao de
miR-155-5p, miR-29¢c-3p e miR-125b-5p nos soros dos trés grupos estudados,
quando comparados com os do grupo de camundongos negativos. No entanto,
0os camundongos imunizados expressaram mais do que os infectados (grupos
de camundongos agudos e crénicos). Embora muitas fungcées dos miRNAs
sejam desconhecidas na toxoplasmose, algumas delas ja foram estabelecidas
em hospedeiros murinos e humanos. Estudos demonstraram que em
camundongos, o miR-155-5p participa da modulagédo da atividade das células
imunes durante a infeccdo por T. gondii. Em adi¢do, ainda participa da
diferenciagcdo da resposta Th1 e é necessario para a expressao de citocinas
pelas células T-reg. Este miRNA, & altamente expresso em subpopulacdes de
células Th17 em humanos e camundongos (Canellla et al., 2014; Escobar et
al., 2014). Pacientes com toxoplasmose ocular apresentaram expressao
exacerbada de miR-155-5p e miR-29c-3p. A produgdo elevada de citocinas
pré-inflamatérias como IL-6, TNF-a e TGF- e IL-1B podem ser causados pelo
excesso de miR-155-5p e miR-29¢c-3p (Maia et al., 2017; Meira-Strejevitch et al,
2020). Da mesma forma, o miR-29c-3p participa como regulador de Th1 e
IFN-y na imunidade inata e adaptativa na infeccao natural. As células imunes
do hospedeiro produzem altos niveis de IFN-y por indu¢cdo de T gondii. Este
processo € ininterrupto para controlar a infeccdo em doengas agudas e

crénicas. Um desequilibrio na producéo de citocinas inflamatérias como TNF-a
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e INOS tem um papel critico na resposta imune em infecgbes intracelulares
(Meira et al., 2014; Maia et al., 2017).

Individuos com toxoplasmose assintomatica expressam miR-125-5p
(Pereira et al., 2020). No entanto, uma elevacdo do TNF-a pode causar alta
regulacdo do miR-125-5p. Este miRNA, ainda, desregula macréfagos
infectados com T. gondii da cepa RH (Wei et al., 2010; Li et al., 2019). Entre os
miRNAs investigados neste estudo, miR-9-5p, miR-21-5p e miR-146a-5p foram
pouco ou nao expressos em todos os grupos de camundongos estudados e

nao foi possivel correlacionar com a infecgdo do hospedeiro.

Os experimentos sugerem que as EVs participam das respostas
humorais e celulares do hospedeiro. Tais afirmacdes devem-se ao fato que as
EVs-toxo carregam proteinas de T. gondii para estimular o sistema imunoldgico
do hospedeiro e complementar o controle da infecgdo. Assim, EVs-toxo podem
provocar um perfil combinado de Th1 e Th2, uma vez que ocorreram
predominantes 1gG1, IFN-y e TNF-a, mas com um equilibrio incluindo a
producdo de IL-10. A interagdo entre o hospedeiro e T. gondii também pode
ocorrer via EVs. Da mesma forma, os miRNAs participam da modulagdo da
resposta imune celular contra T. gondii. Esses dados fornecem subsidios para
propor a discriminacdo entre hospedeiros infectados ou ndo infectados pela

analise da concentracao de EVs no soro.

80



CONCLUSAO

. A padronizagao e a producgédo de EVs de taquizoitos adaptados as culturas
celulares foram estabelecidas com sucesso.

. A imunizagdo de camundongos A/Sn com as EVs liberadas por taquizoitos
desencadeou proteg¢ao imunologica.

. A deteccdo da classe de anticorpos IgM e as subclasses de IgG (IgG1 e
IgG2a) envolvidas na imunoprotegdo, mostrou-se preferencialmente do tipo
Th2.

. A investigacao da producdo das citocinas inflamatoérias e anti-inflamatdrias
em camundongos imunizados mostrou que EVs podem provocar um perfil
combinado de Th1 e Th2, uma vez que foram detectadas

predominantemente IFN-y e TNF-q, incluindo também a produgao de IL-10.

. Foi possivel avaliar os indices de parasitemia e de sobrevida apds o desafio

com T. gondii.

. Os ensaios de expressao génica para miRNAs nas amostras de soro de
camundongos foram realizados com sucesso, com 0 aumento na expressao
de miR-155, miR-29c e miR-125b.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The study aim was to analyze whether microvesicles and exosomes, named extracellular vesicles (EVs),
purified from Toxoplasma gondii are able to stimulate the protective immunity of experimental mice
when administered, as challenge, a highly virulent strain. EVs excreted from T. gondii tachyzoites (RH
strain) were purified by chromatography and used for immunization assays in inbred mouse groups
(EV-IM). Chronic infected (CHR) and naiwve { NI) mice were used as control groups, since the immune
response is well known After immunizations, experimental groups were challenged with 100 tachy-
zoites. Next, parasitemias were determined by real-time PCR (QPCR), and survival levels were evaluated
daily. The humoral response was analyzed by detection of Igh, IgG, IgG1 and IgG2a, and opsonization
experiments. The cellular response was evaluated in situ by immunohistochemistry on [FN-y, IL-10,
TNF-z and IL-17 expression in cells of five organs ( brain, heart, liver, spleen and skeletal muscles). EV
immunization reduced parasitemia and increased the survival index in two mouse lineages (AfSn and
BALB [c) infected with a lethal T. gondii strain. EV-IM mice had higher I2G1 levels than IgM or [gG2a.
IgGs purified from sera of EV-IM mice were able to opsonize tachyzoites (RH strain), and mice that
received these parasites had lower parasitemias, and mortality was delayed 48 h, compared with the
same results from those receivi ng parasites opsonized with IgG puri fied from NI mice. Brain and sp leen
cells from EV-IM mice mare highly expressed IFN-y, IL-10 and TNF-2. In conclusion, EV-immunization
was capable of inducing immume protection, eliciting high production of 1gG1, IFN-7, IL-10 and TNF-o.
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1. Intreduction

Taxoplasma gondiiis a protozoan with significantimplicationsin
public health. Most human T. gondii infections are asymptomatic,
normally acquired by ingestion of tissue cysts from undercooked,
raw meat, water vegetables contaminated with oocysts excreted
by definitive hosts (Montoya and Liesenfeld, 2004; Hill et al,
2005; Dubey, 2008; Pereira-Chioccola et al., 2009). When acute
infection occurs during pregnancy, it causes severe neonatal mal-

* Corresponding author at; Centro de Parasitologia ¢ Micologia, Adolfo Lutz, Av.
Dr Arnaldo 351 8 andar, CEP 01246-902 530 Faulo, 5P, Brazil.
E-rail  addresses: pchiocoola@gmail com, verachioccola@ial spgov. br
(V.L Pereira-Chiocomla).

https: f/doi.org/10. 1016/ jijpara202011.010

formations and ocular complications in the fetus (Elbez-
Rubinstein et al, 2009; Olariu et al, 2011). Economically, infec-
tions during pregnancy, especially in sheep, often result in abor-
tion, representing considerable economic loss (Dubey, 2009).
Mevertheless, approximately 10-20% of oxoplasmosis cases are
symptomatic as ocular or respiratory forms (Montoya and
Liesenfeld, 2004; Pereira-Chioccola et al., 2009). Ocular forms are
characterized by necrotic lesions and can result from infections
acquired congenitally or after birth. These lesions can destroy neu-
ral retina architecture and sometimes choroid is affected (GClasner
et al., 1992; Mattos et al, 2011; Ferreira et al, 2014; Previato
et al., 2015). Reactivation of latent infection in immumnosuppressed
patients such as those undergoing cancer treatment or after trans-

D020-7519)& 2021 Australian Society for Parasitology. Published by Elsevier Ltd. ALl rightts reserved.
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plantation, as well as those with immunodeficdendes, such as peo-
ple Inving wath HIV and without combination antiretrovimal ther-
apy. results in cerebral tovoplasmaosis. In rare cases. disseminated
toxoplasmeosis might ocour due to failure of the Thi immune
res ponse (Bossi and Bricaire, 2004; Vidal et al., 2005; Vidal and
DHiveira, 3013; Hermandez et al. 2001 7).

Tachyznites invade any nucleated cell during acute infection,
and mpidly disseminate throughout the body, inducing a systemic
immune response (Moor et al, 20001 Thus, immunocompetent
hosts induce cellular and bumoral immune responses, resulting
in lifelong immunity against reinfection. This process incudes
the adtive secretion of T. mndil antigens, which is important to
simulate the immune system with antibodies and T-cells
{Carmuthers, 2002; Filisatti and Candolfi, 2004). Most of them are
excretory-secetory antigens (ESA) (Cesbron-Delauw and Capmn
1993 ; Zenner ot al, 1999; Prigione et al, 2000), which represent
the majonty of cimulating antigens in biological fluids from hosts
with active toecoplasmaosis (AMeim et al 2008, 2011 ). Thus, ESA con-
tribute to stimulation of the humoral and cellular immune
responses to contol infecdon (Zenner et al, 1999; Cos@-Silva
et al, 2008, 2012)

In recent years, extracellular vesices (EVs) have been widdy
studied, since they have different biological proprieties. EVs am a
group of nano-particles produced and released by prokaryotic
and eukaryotic cells. EVs play an important rale in cell-cell com-
munication, molecular transport and others (Théery et al, 2009 )
Functions of these nano-panides include delivery, under physio-
logical or patholsgical conditions, of various cargos such as pro-
teins, lipids, DNA, RNA micro-RMA (miRNMA)L and other secretory
companents (Yu et al, 2006; Yang et al. 2019).

Basically, EVs comprise three subclasses, based on their origin
or size. Expsomes are small wesicles (30-100 nm) derived from
intemal budding of vesicles in the lumen of the early endosome
(Yu et al.. 2006). Microvesicles range in size (100-1000 nm) and
are produced by external budding from the plasma membrane.
The apoptotic bodies arethe largest EVs (1000-5000 nm) and they
am- released as blebs from cells undergoing programmed death
{Mathivanan et al, 2010; Delabranch etal, 2012).

Recent studies have shown that EVs have intrinsic properties
that promate immune responses, and present multiple ligands
for inmate immune acdvation Consequently, EVs have been stud-
ied for use as a vacdne (Tan et al, 2018; Drrey et al, 2020;
Kato et al., 2020; Mekonnen et al., 2020), since EVs kbad seweral
antigens encapsulated within their lipid bilayer. Specific antigens
ame protected from degradation in the extracellular space and
might be released in a measured fashion over ime, thereby maxi-
mizing their immunogenicity. (Drurey et al, 2020).

Propriebes and functons of EVs released by T. gondn are not
totally estabilished. Howewer, the proteamic profile is known, and
iscomposed of a wide range of proteins. Most of those are included
inthe ESA group (Wowk et al, 2017 ) In addition, these EVs (exo-
somes and micmwvesices) contain miRNA and they were immuno-
logically recognized by the host immune response, inducing
hurmaral and cellular responses, as [L-10, THF-2, and iNOS (Li
et al. Z01E; Silva et al. 2018). Exosomes eccreted by T. gondi-
irfected cells constituted an effective non-cellular vaccine, with
antigen and adjuvant properties for the immune response (Aline
et al,2004; Beauvillain et al, 2007). In addition, T. gondii infection
alters cell pmlferation mechanisms of T gondi-infected cdls,
neighbering <ells and ecesomes (Aline ot al, 2004; Beauvillain
et al, 2007; Kim et al, 2016} Recently, a study showed that the
imbalance in the immune response of patents with o oplasmeosis
could be correlated with the elevation of EVs produced in human
serum { Cruz et al, 2020)

The knowledge that EV's may carry several components within
their lipid hilayer that protect thase from degradation in the extra-
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cellular space, led us to investigate whether immunization with T
rondil redeased EVs could immumolbgically protect expenmental
mice against T. gondii infection when challenged with a highly vir-
ulent strain

2. Material and m etheds
2 1. Ethical strements

This study was performed accomding to recommendations of
Comissda de Erica no Uso de Animais do Instinotn Adalfo Lute
(CEUA-IAL). Brazil and Conselho Nacional de Contmole de Experni-
mentagdn (OOMCEA), Brazil In addition, both Committees
approved this study (Research Protocol; CTC 67412017,

2.2, Mice, T gondii and culiure cells

Four-week-0ld female #/5n inbred mice were used to maintain
T. gondii strains for immunizaton and challenge assays, A/Sn mice
are susceptible to T, pongil. Susceptbility was previously deter-
mined when they were compared with C57BL/6 and BALE/c mice
for pamsitermia after infection with a highly wirulent strain (RH)
(Costa=Sihva et al, 2008).

Before immunization and challenge assays. the minimal para-
tite concentraton for 1005 mortality was determined using fve
groups of five AfSn micefeach infecved with 50, 100, 200, 500
and 1000 tachyanites. Mext, animals were manitomed daily for maor-
tahity. These expenments were conducted twice to confirm the
results.

To confirm the capacity of EW protechon, immumnzation and
challenge assays were dso performed in a group of 4 week old
female BALBc inbred mice, which wene assayed only for anti-EV
antibody production, parasitemia and survival indezx All mice used
in experiments were abtaned and maintained in the Animal lab-
oratory Center and Experimentation of Instituto Adolfo lutz, Brazil

Vero cell culbures were grown in medium 199 (Giboo-Life Tech-
nologies, USA) supplemented with t-glutamine (292 mg/L}, sodium
pyruvate (110 mgfL), glucose (1.0 gL}, sodium bicarbonate (2.2 g/
L], gentamicin (5 mg'mL) and 10% fetal bovine serum (FBS) Tooes-
plesma gondo RH strain tachyzoites were maintained in mouse
ascites byip. inoculations and Vero cell cultures. Tachyzoites from
both mice and/or cell cultures were collected in RPMI 1640 med-
ium (Gibco-life Technologies, USA)L pooled and centrifuged at
2000y for 10 min Next the parasite suspension was wached twice,
oounted and suspended in PBS (0.1 M, pH 7.4) at different concen-
trations for infection of other cell cultures or groups of mice. Far
chronicinfected contmols, sera from Af3n mice infected with T. gon-
dii ME-49 strain cysts were used. Groups of five fermale mice were
orally inooulated with 10 fresh brain cysts obtained from another
mouse group, chronically infected 30 days prior.

2.3, Puriffication of T. gondil EVs for immunizations

Purified EVs were used in immunizations and for stimulation in
cellular response experiments. The prmocedures for T. ponds EV
purifications were done as descoibed before (Silva et al, 2018)
Tachyzoites (FH strain) from culture supernatants were washed
five times (2500g, 10 min) in fitered PBS (0.1 M, pH 7.4 (1 mL).
Mext, parasites were resuspended in FPM 1640 medium without
FBS (1 mL) and maintained at 37 “C 5% CO; for 2 h to release
E¥s. Then tachyzoites were removed by centrifugation (10 min,
3500g). Supernatants containing EWs were filtered through
O.XF pm sterile @rridges to mmove any cell debris, and stored
at —20 *C undl wse. EW purification was done by gel-excusion
chromatography, ac described previouely (Siwva et al, 2018) in a
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Sepharose CL4B column (1 = 30 cm, GE Healthcare, Fiscataway,
US#A) pre-sguilibrated with 100 mM ammaoninm acetate, pH 6.5
Mext, the column was eluted with the same buffer at a flow rate
af 05 mLimin The eluted product (approxcamately 20 mL) was col-
lected in 1 mL aliquats.

Aliquots containing T. gondil EVs were selected by ELISA, using
as antibody a pool of five human sera positive for toeoplasmosis,
For a negative contraol, a poal of five human sera negative for toe-
oplasmasis was included. Reactions were performed in microtiver
polystyrene plates (flat bottom, medium binding, Corming, USAL
which were incubated overnight at 4°C with 50 pl of each tube ali-
quaot. After washing with 0.05% Tween 20-PES. plates were blocked
with 5% skim milk-PBS for 60 min at 37 “C Afterthat, 50 pl human
sera pools, diluted 1:50 in 5% skim milk-PBS were incubated for
B0 min at 37 “C. After five washes with Tween Z0-PBES, wells were
incubated for 3 further 60 min at 37 °C with a horseradish
peroxidase-conjugated goat anti-human IgG (Sigma-Aldrich Cor-
pomation, USA)] diluted 1: 20000 in 5% skim milk-PBS. MNext, a
rnew wash cyele with Tween 20-PBS, substmte salution (01 M
datrc acid, 0.2 M MaHPO, 005 o-phenylenediamine 0.1%
Hy0y ) was added to each well and the plates were |eft to stand
at Toom temperature in the dark for 5 min. Color development
was stopped by adding 100 pl of 4 N H:580,, and the absorbance
was measurad with an ELEA reader with a 492 nm filter. A T. pondii
lysate antigen (TLA), prepared asdesoibed previously (Meim etal.,
2008; Costa-5ilvaet al, 2012), was used at a concentration of 1 pg/
ml as a contmal antgen.

Toxoplasma gondo EVs were guantihed wsing a BCA Protein
Assay Kit { Fierce, Thermo Sdentific, USA) according to the mann-
facturer's instrudtions, using BSA as a standard protein concentra-
Hon. Next, T. gpondii EVs were solubilized in lysis buffer { 2% SDS,
10% glyceral, 5% 2-mercaptoethancl, 80 mM Tris-HO, pH &8 and
0002%  bromophenol blue), boiled and mn in 10%
polyacrylamide-S05 gels. The inwestipation of EV proteins was
done after silver staining.

24 Nenoparticle Tradking analyss (NTA) and fronsmission electron
mucroscopy ( TEM); identificetion of EV size and concentration

Concentration { particlesimL] and partide size {(nm) of T. gondi
EVs were evaluated by NTA using the ManoSight NS300 instrument
(Malvern-ManoSight NTA 3.0 USAL The methodology was as
described previously (Silva et al., 2018; Cruz e al., 2020). Data
were presented as the average and standard deviaton of three
video recordings of 30-60 s per sample. Since NTA is accurate
between particle concentrations in the range of 2 « 107 m
2 x 10°|mL, E¥ samples were diluted before analysis in filtered
PBS and the relative concentration cakulated according to the dilu-
tion factar.

Far TEM, T. gondu EVs were fixed in 2% paraformaldehyde/ PBS
(viw) for 1 h. One drop of sucpension was puton an EM grid. Mest,
the preparations were stained by a negative technigque with 2%
potassium phosphotungstate at pH 6.8, as previously described
(Silwa et al, 2018; Cruz et al, 2020). Grids were observed under a
JEOL Tramsmission Electron Microscope [JEM1011, JEOL Mas-
sachusetts, USA ) operating at 80 k. images were recorded with
a Garan 785 ES1000WW Erlangshen camera.

2.5 Experimental mowse groups, immunizetons and challenges

Groups of five fermale A5 (or BALB/c) mice were immunized as
previously desaibed (Costa-Silva et al., 2008, 2012} Immuniza-
tons consisted of three im. doses of 100 pg of EVs adsorbed to
05 mg of AIQOH) (alum) given at 0, 2 and 4 weeks. These groups
were designated as EV-immunized mice (EV-IM). For controls,
groups that meeived, in the same immunizaton stage, PES
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(0.2 mL} pluz alum were considerate naive mice or negative con-
trals (NIl Chronic infected mice or positive controls (CHR) were
infected with the ME-49 strain. One week afier each immunization,
blood samples wemr collected from tails of EW-IM and NI mice far
detection of antibodies, as well as, opsanization experiments. Sera
fram the chronically infected mice were collected 50 days after T
gondil infection. Spleens were collected from three mice per group
under aseptic conditions for cytokine assays. In the meantime, for
his topathological and immuno histochemistry experiments. brain,
spleen, liver, heart and skeletal muscle (left inferior member ) were
collected from three mice per group (EW-IM, CHR and NI} and
immediately fixed in buffered formalin. In each challenge experi-
ment, 2 weeks after the last immunization, mice were challenged
viai.p injertion with 100 cell culture tachyzoites of the RH strain

2i6. Poresiternia and survival nder

Pamsitemia and swurvival index were monitored in challenge
and passive transfer experiments. Parasitemia was determined by
real-time PCR (gPCR] in DMA extracted from blood samples
(20 pb) collected daily from the tails poi The survival periodswere
recorded daily untl all mice were dead. Both experiments were
conducted three tmes to confirm the results.

205.1. DMA purificebion and gPCR

Blood samiples wene added to atube containing 200 plaofa lysis
buffer (10 mM Tris-HO, pH £.0; 10 mM EDTA; 0.5%505; Q01% N-
laurilsarcozyl, 100 pgfml of proteinase KL DINA extractions were
daone by Purelink Genomic DNA Kits (Qiagen, Germany |, according
to the manufacturer’s instructions, DNA pellets were dissolved in
ultra-pure water. DMA concentrations and purity were determined
by the ratdo of OD. ar 260 and 280 nm in ManoDrop ND10O
(Thermao Scentfic, LISA).

qPCR was camried out as described before {Camilo et al, 2017)
using the molecular marker REP-529, which amplified 112 bp of
the highly repetitive sequence REP-529, which has 200= 300 copies
in T. pndii genome. Reactions were performed in a final volume of
20 pL DNA samples (2 pl) or controls (3 pl) were added to a Teac-
ton mixture containing 10 pl of 2 « TagMan Universal PCR Master
Mixand 1 pL of the “Assay Mix" that incduded the forward primer,
18 (SFAGAGACACCGGAATGOGATCTS); the rowerse primer,
18 pM (FTTCETOCAAGOCTOCGALT ) and the hybridization probe
labeled with FAM and BHQL 5 oM (STCOGTGOT GAT GLOGGAG
ACAATTGAZ'). Amplification runs contained two negative contmls
(ultrapure: water and a negative DMA for toxoplasmaosis) and one
posidve control [DNA extracted from RH strain) in an Ariabdc
Real-Time PCR System (Agilent. USAL The themmal profile was:
2 min, 50 *C and 95 *C for 10 min Next, 40 cycles were pedformed
at 9550 for 15 s and 60 °C for 1 min. Results are shown asconcen-
trations of tachyzeites maintained in culture, since these DINA
concentratons were previously standardized (Camilo et al, 2017)
cormelating to the cycle threshold value (CT) in known concentra-
tions of tachyzoites maintained in cell cultures,

2.7. Humaral immune respons

27.1. And-T. mondii EV anbbodies

Antibody levels from EV-IM, (HR and NI groups were deter-
mined using TLA, as antigen, prepared as described before (Meira
et al, 2008; Costa-Silva et al, 2012}, in 96-well ELISA plates (flat
hottom, medinm binding, Corning, US4 ). Each plate was incubated
owernight at 4 “C with TLA at a concentration of 1 pgfml dissolved
in 0.1 mL of 01 M NaHCOs, pH 85 Unbound antigens were
remaved by washing the plates with 005% Tween 20-PBS. The free
binding sites were blocked by eating the wells with 5% skim
milk-PBS for 60 min at 37 “C. After that, each serum sample( dilo-
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tion 1:50 in 5% skim milk-PBS) was incubated for 60 min at 37 *C
After five washes with Twieen 20-PES. the wells were incubated for
another 680 min at 37 “C with 3 homeradish peroxidase-conjugated
goat anti-mouse total Ig (Sigma-Aldrich Corparation, USA], diluted
1:4000 in 5% skim milk-FBS. Alternatively, reactions were tested
for mouse anti-lgG (Sigma-Aldrich Corporation, USA), diluted
1:2000; ant-lgM (Sigma-Aldrich Comamation, USA), dinted 1:1000;
ant-lgG1 ((Sgma-Aldrich Corpomtion, USA) diluted 1:2000; and
anti-lgG2a (Sigma-Aldrich Corporation, USA), diluted 1:8000. After
a new wiash cycle with Tween 20-PRS. subsrate solution was added
to each well and the plates were incubated For 30 min at 37 “C
Color development was stopped by adding 50 pL of 4 N HS0,.
and the absorbance was measured with an ELSA reader {Sirus 5,
Seac Radim Company, Germany) with a 492 nm filter. The assays
wemne camied out in duplicate and values were represented by
arithmetic mean+ S E M of ahsorbance of each serum sample from
five mice per group.

Far immunablotting, TLA (20 g per line) were boiled for 5 min
at 100 =C in a leading buffer containing - mercaptonethanal, and
fractionated by a run in S05-10% PAGE The proleins were rans-
fierred to nitrocellulose membmnes, cut into 3-4 mm wide strips.
blocked for 1 h with 5% skim milk-PBES and incubated with EV-
IM, CHE and NI sera diluted 1:30 at room temperature. Afrer 1 b
the strips were washed with PBS and incubated for 1 h at room
temperature with anti-mowse IgG diluted (1:500) (Sigma-Aldrich
Corporation, USA) in 5% skim milk-PBS. Bound antbodies were
wisnalized after incubation with 003% 4-chlars-1-naphthol
(Sigma-Aldrich Corperation, USA) in methancl, PES and 01X H,0,.

2.7.2. Ig; purification gnd opsonizeion experiments

lgls antibody purification was performed from pooled sera (per
group) collected from EW-M and NL Firstly, each pooled serum,
diluted in 20 mM =odium phosphate, was passed twice through a
protein A agarose column (HiTrap-1 mL, Amersham Bioscences,
LSA ) previously equilibrated in the same buffer. After the column
waswashed 10 Hmes with column volumes of the buffer, antibod-
ies were eluted with 0.1 M diric acid (pH 3.6). Each eluted fraction
contained 500 gL and was newtralized with 1.5 M Tris HCL, pH 8.8
(50 pl). Fluted andbodies were dialyzed mwice against PBS. The
amaunt of protein concentration was determined at 280 nm by
ManoDrop NDOO (Themmo Sdentific, USA). Purified 1gGs (2.5 pg)l
from each gmup were ncubated with 100 tachyzoites (RH strain)
at 37 “C for 10 min. Next. the parasites were used o infect two
groups of five A/Sn mice. The first group received parasites incu-
bated with purified IgC from EV-1M mice, and the second, parasites
incubated with purified lgG from NI mice, All mice received, i.p.. a
mixture containing antibody (05 pr) plus 100 tachyzoites. Mext,
parasiternia and survival index were evaluated daily.

2.8. Cellulor immune response; hisopath clogicel end
imm unohstochemisry (IHC) anafysis i _formalin-fied paraffin-
embedded (FFPE) rissues

Mouse organs were fixed in buffered formalin embedded in
paraffin. For histopathological analyses, FFPE tissues were sec-
tHoned in microtome. fixed in slides and stained with H&E. Histo-
logical sections were examined under a light micmoscope to
determine tissue characteristics.

To assess the oytokine distribution in mouse organs (brain
heart, liver, spleen and skeletal musele), THC analysis was per-
formed on deparaffinized FFPE sections (4 pm thick ) using mono-
conal or polycdonal antbodies Positive and negative controls
consisted of a human lymph node tissue sample and the primary
antibody omission, respectively. Immunostaining prooedures were
performed as desaribed previously (Gomes et al., 2017) after
removal of paraffin in xylene and rehydration in baths with
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decreasing concenirations of ethanol and in distilled water, and
then submitted to an antigen retrieval procedure in 10 mM drmate
buffer pH 6.0. Endogenous pemxidase activicy blockage wias
obfained with &% peroxide hydrogen solution treatment. Cytokine
distribution in tssue samples was performed using: rabbit poly-
donal anti-IL-10, diluted 1:1000 {Abcam, USAJ; rabbit polyconal
anti-1l-17, diluted 1:500 (Abcam, USA); mouse monoclonal anti-
TMF-x dilured 1:1000 (Abcam, USA); rabbit polydonal anti-[FM-y,
diluted 1:1000 (Abcam, USAL All antibodies were diluted in 1%
ESA in PBS and tissue sections were incubated overnight at 4 “C
The amplification signal was obtained by permdadase conmjugated
polymer (Spring Biosdences, USA) in a 30 min incubation step at
37 *C. Color development was obtained with diaminobenzidine
(Sigma-Aldrich Corporation, USA), 100 mg in PES Q1% perocide
hydrogen) chmomogenic substrate, followed by light counterstain-
ing with Hamy's hematoxylin and permanent mountng with
Entellan { Mercl, Germany L. For microscopic analyses, quantitative
marphometric absemvations were dane by manually counting the
number of immunostained cels in 10 high-powered fields/bio psy
under a light micmoscope (400« magnificabon) The values per
oy tokine were represented by the arithmetic mean + 5 EM. of three
mice per group.

29_Dara analysis

Comparisons of parasiternias hatween experimental groups
(EV-IM and NI) wem statistically evaluated by GraphPad Frism
6.0 Software Inc. (San Diego, CA, USA). The coefficient of similarity
betwieen both groups was caloulated by a Mann Whitney test {un-
paired Smdent's ~Test — ane-tailed ) with a 95% confidence inter-
val. Differences were considered statistically significant when
P <005,

3. Resulis
3.1. Purificefion of T. gonda-releared EVs

Inthe first step, achyzoite-released EVs were punfied for use in
the immunization experiments. EVs released by 1« 107 tachy-
zoites during incubation in RPMI medium [at 37 5, 5% OOk for
2 h) weere purified by exclusion chromatosg rap iy Toecop laema gondii
Evs weme sdected in 1 mlL aliquots by EUSA. Fig. 1A shows the
reactive aliquats to 3 human positive serom (poal ) for tocsplasmo-
sis, comesponded to the curve peak. which conained EVs. In the
negative contml the aliquots were non-reactive for a negative
human serum (pon] | for voxo plasmaosis. The guality of the reactions
wias Checked using TLA (antigen used as a positive control ).

Fig. 1B shows the NTA original data {in triplicate reads) of the
graphic distribution produced by ManoSight equipment. The Agure
includes the size( nm) and concentration ( particles'ml) of purifed
EVs. The mean size and concentration # standard emor of EVs were:
1632+ 27 nm and 255 x 10° + 896 = 10" partides/mL The elec-
o phoretc profile of purified EVs was investigated by SDS-PACE
that presented a spectrum of 15-70 kDa (Fig. 1C) Equally. the
images obtained by TEM showed numerous vesicdes compatible
with the size and shape of the EVs (Fiz. 1D)

22, Immunizztion with EVs reduced pomsifemiz and moregsed
survival index of mice infected with & lethal and virulent T. pondii
sorain

To evaluate the efficiency of T. gondii EVs as immunogen, chal-
lenge experiments were performed to determine the capacity of
these nanopartides to simulate the prowective immune response
against T. gondii infection.
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EV-IM groups (A/Sn and BALB ¢ mice ) were challenged i.p. with
100 cell culture-derived tachyzoites of the RH stran {a lethal and
highly wirulent T. gondu stran ). Mext, parasiterma and survival per-
centage were evaluated. Results were compared with the NIl mice
that received anly alum plus PBS. Parasitermia levels were esti-
mated daily foreach mouse by gPCR of DNA extracted from blood
obtained from five mice per group at days 3-7 pi. Since the RH
strain is highly virulent, all mice had a positive gPCR. Farasitemia
results are shown in Fig 2& and C© for A/Sn and BALB/c mice,
respectively. A statistically significant reduction ocourred in para-
siternias of EV-IM mice compared with those of M mice (in both
mouse lineages |

Survival rates of these groups were also investigated (Fig. ZB
and [v). As NI groups were challenged with a lethal T gondii dose,
all of them died by the days 7 (BALB/c) and 10 (A{Sn) paost-
challenge. Howewer, the survival rate of EV-IM mice: was increased
at day 4 compared with the NI group. One of them was alive until
day &0, when euthanasia was performed (Fig. 2B

563

33 Immunization with tachyzoite-released EVS mrigrers [pG1-Oke
frumonel tmmune response m mbred A/Sn end BALBc muce

After immunizations, experiments were conducted to imest-
gate whether tachyznite-released EVs were abile to trigger an
immune response capable of moognizing all tachyzoite antigens.
Thus, TLA wias used in as antigen in ELISA As such an immune
response is well known in CHR and Ml mice, consequenty, they
were used as control groups. All sera from NI mice were negative
by ELISA Fig. 3 shows the evaolurion of antibody producton after
three immunizations in A'Sn (Fig. 3A) and BALB ¢ mice (Fiz. 3B
Lowr iz M levels were shown in all analyzed serm. At the same dme,
EV-IM mice and CHR cnes produced high levels of 1gG. Inreased
lgC1 levels were detected only in EV-IM mice CHRE mice produced
mare |gh2a antibodies than EV-IM mice. Thus, results demonstrate
that tachyzaite-released EVs preferably trigger an [gG1 immune
response in both mouse lineages. Analyses by imunoblot con-
firmed that EV-IM sera reco gnized tachyzoite antigens (Fig. 3C).
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Fg_2_ lmmumization using tachyzaite-released exiraelular vesides (Evs) reduces parasitemia and inareases the sunival index of mice mfeced wath a lethal strain of
Toneyplaoma gemetii. Naive mooe (N1 = whibe calumme) and FW-armmaumizsd moos{EV-18 = gray cabumms ) wensimfeded {1p.) wiith 100 tachymomibes {BH ctrain . Farsibemi levelk
waf AJSm in bresdd rrvieee (suscepthl 2 to 1. gon o in fection) (A )and BALD k& miice (C) were estimated daily by neal time PCR Tonmp ol [DMA mualecules weere quantifisd using
ithe BEF-AZS primes pair with 2 hydmo hesis profbe B dys-libeled 25 deccribed in Section 2 DMNA somples wene sxtraced from blood (26 @l of five mice per group on
indicated days Results wers ariginally abtained 2= cycle threshald () valuss and transfarmeed to Schymite number after @l oulation of amplifisd producs in the gPCR.
Differences in tachyzoite numbers between two gnoups were siatis tial by diffenent by 2 bann-Whitney tect, ane-tailed # value Survival mates of Affn mice (B) and BALEc
moice (I afier T. gondii infection are s hown (EV-IM (gray squarec) and K (white square))

3.4, Pamicipaton of and-EV anribodies in porostemiz and survival histopathological alterations in chronic infection caused by T. gonda
index of immunized mice including the presence of cysts. principally in brain These results
hawe heen already described in differemt studies [ Ferguson ot al,
MNext, the opsonization experiments were peformed in AfSn 1991; Fuentes-Castro e al, 20171 Mo histopathological alteration
mice, o verify whether antibody anti-EVs were able o neutrmalize was identified in dssues of M and EV-IWM mice
the infection. Tachyzoites incubated with purified 1gG from EV- Regarding HC analyses. Fig. 5 shows THC images of spleen cells
IM mice were usedtoinfect a group of five mice. Later, parasitemia collected from CHR and EV-IM mice The stained cells indicate
and survival index were monitored daily. A contral group received, in situ expressions of [FN-y (Fig 5A), IL-10 (Fig. 5B), TMF-x
at the =ame time, tachyzoites incubated with purified gl from N (Fig. 5C)and IL-17 (Fig. 20). Ag. 5 also shows graphically a compar-
mice, Mice challenged with tachyzoites opsonized with IgG and-EV izon of results against NI, CHE and EV-1M mice in brain, heart, liver,
presemted a decrease in parasitermia which was statistically signif- spleen and skeletal musce in the distribution of different cytokine
icantcompared with NI mice (Fiz. 44). In the same way, these mice azeays. The walues of immunaos tained cellsjmrn‘ ame expressed as
had increased survival (48 h) compared with those challenged with mean £ 5 EM. (three mice/group]. As CHR mice were used as a pos-

tachyzoives with normal [gG (Fig. 48). idve control, the smudied cytokines were more highly ecpressed
compared with NI mice These results are weell known in the liter-
35 In situ cymkine expression ature (Zenner et al, 1999; Brandao, et al., 2009; Costa-Silva et al..

2008, 2012). Cells from EW-IM mice were highly ecpressed for
Microsoopic images of histopathological analyses of brin, heart, IFM-v and IL-10 in brain and spleen cells. TNF-2 was also highly
liver, spleen and skeletal muscle showed that CRH mice had wypical expressed in spleen cells

L
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4. Discussion

EVe, induding exasames and microvesicles are invalved in dif-
ferent functions. amang them the transference of macmmalecules,
biomarkers that can interact with specific malecules af immune
systemn (Yu et al, 2006; Delabranch et al., 2012; Yang et al,
2019). Thos, smdies involving immunization using EVs as
immunogen have been done in different models (Bhatnagaret al,
2007; Martin-Jaular et al., 2011; del Cacho et al, 2012; Schwab
et al, 2015; Chaiyadet et al., 2019) The advantage of studying
EVs as vaccines is that these nanoparticles may carry and protect
the intracellular components within their lipid bilayer. These com-
panents include several proteins, miRNAs and others. Equally. EVs
produced by T. gondil transport and release several COMmMpanents
including ESA, which participate in tachyzoite inv asion, replication
within host cells and stimulation of the host immune system
{Bhatnagar et al., 2007; Jongert et al, 2008; Mathivanan et al,
2010; Weilhammer and Rasley, 2011; Delabranch et al, 201 2;
Wowketal., 2017; Li ex a., 201&; Silva et al, 2018)

Initially, EV's weere purified from tachyzoites maintained in vioo
for use in immunizatons. The results presented here were care-
fully evaluated after the previous standardizations as: (i) minimuom
lethal parasite concentration for mice; (i) ideal concentration of
EV proteins for use in immunizations; and (iii] ideal immunization
(iLp. or iv] route To understand whether such an immune
response was capable of reducing the levels of tachyzoites in blood,
o inbred mouse lineages were used and mice were challenged
with a lethal T. gond@ dose for NI mice.

Immunization with EVs contributed o control of the infection
by redurcing parasitermia and increased the survival index in both
mouse ineages, even though one of them (A/Sn) is susceptible to
T. pondii infecton. The difference in parasitemnias was statistcally
significant between EV-IM and NI mice (in both mouse lineages).
These data suggest the capacdty of EVs to simulate the protective
immune response. ELSA and immunoblot experiments using TLA
led us to suppose that tachyzoite-released EVs carry parasite anti-
gens 0 host cells,

Immunizations using surface antgens and ESAs such as dense
granule, micronemal and rhaptry proteins play 4 major role in
stimulating protective immunity (Hunter and Sibley, 2012
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Fig d_ Opeoni stion of Teoompleom o gemed i sy it weith 2t ol o ves ide
(EW) amtibiodies reduces parasitemia and inoreases the surviwal index of mine
infected waith 2 lethal strain. Farasiemia lewvels (A) of 2 group of five Afn mice
infecta (ip) with 100 tachyzaites (RH strain) apsonized, & 10 minat 37 °C, with
purifi=d IgG (2.5 @g) fom EV-immuntsd mice (EV-IM) (gray olmnsi Az 3
negative cantral, the second group, received chy aoites opoon ted with par fied
IgG from nave mice (M) (negative contral) (white o umns) Paasitemias were
estimated daily by real time POR (gPCR | Toouplesma gondii DNA mo lecules wene
quantified using KEF-329 primer pair with 2 hydralysis probe, FAM dys-labeled, 25
deseribed in sedion 2 DNA samples wiere extracied from blood (20 6L fom five
mice per group an the indicated days Results wee onginally obtamed as opde
threchald () values and transformed to tachyzoite mumbers afer caloulston of
amplified products in the gPCR. Differences in tachynoite numbers hetwessn twe
groups wers statictically i ferent by Mann-whitney e, onecniled F valus
Survival rates (B) of mice infegted with opsonized achymites with punified g0
from EV-IM meice (gray squares) and g from Nlmai e (whi e squares) are shown.

Ivanowva et al, 2016 Equally, immunization with tachyzoite-
released EVs triggered protective immunity, preferably g1 type.
The ewvolution of antibodies during immunization showed that
EV-IM mice: had lower [gM levels than chmonic mice with 50 days
of infection. At the zame tme both groups of mice produced high
IgG levels, however, EVs elidted more |gGl concentration than
IgGZa. Similar mesults were previously shown when mice were
immunized with T. gonda ESA (Costa-Silva et al., 2008, 2012)

The opsonization experiments comfirmed that anti-EV antibiod-
ies were abile to partially newtralize infection since mice infected
with tachyzoites incubated with purified Igh from EV-IM mice
haddecreased parasitemias and a survival index increase. Prohably
these antibodies participate in the previous activation of the com-
plement sy stem, in order to facilitate phagocoytosis, and dearance
of the parasitenia and parasitism in the tissue cells.

According to investigation of cellular responses, the IHC analy-
ses indicated that EVs praduced by tachyzoites elicited maore
expression aof [FN-y, TNF, IL-10, and a lower concentration of 1L-
17. IFN-y and THFx levels were produced in all smdied organs
of EV-IM and CHR mice. These data suggest that dunng the adive
infection, when tachyzoites and consequently EV s are released, the
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bast immune sysiem produwced IFN-p and THF-a Both cytokines
are imvodved in control of the infecton (Gazeinelli e al 1998,
Denkers and Gazzinelli, 15398 FR-y induces TNF-a synthesis in
infected cells with intention to contred T gondli infection
(Rosenbserg et al, 2008) Since both cyilokines act synergistically
disring the infection, it is possible that Lachyeole relessed BVs
eoidkd help in infecton control. THF-2 plos an importamt mle in
ihe generation of reactive nitrogen intermediates as medatars of
host esstance 1o eafy T gidi infection ((ankovic &1 al, 2007,
Diziadek e al., 2008), The oormelation berween high levels of Thi-
Type cytokines and astrong humoral immiene response in waoci na-
vion and in T goddil infaction suggest that Th-type ctakings &li-

1

15

cited by FWs conferred protection in mice againsi lethal challenge
with thee RH Straine

Th2 cytokine IL-10 participates in the balance of immune
responses. EVs activaied cells from immunized mice io produce
this cytokine, avoiding an excessive immune response that cowld
caige extensive inflammation and Rost tisswee damage associsted
with scute T gondll infection (Cazzinelli et &l 1996 |ankovc
et al., 2007)

All these experiments sugpest tuat E¥s participate in ot
humoral and Ccellular reipondes. EVS carry T gondil mdnd-
component s o stimulate the el immune system (o complems o
the infection control This, EVs can elicited 2 combined Thi and
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Th2 profile snce a p'mnhlﬂl lgG'I.JH'hT.ud'n'{F-u.mmul
bast with a balance incl nof IL10. Juen ihy,
the pmshdil]lofmi‘gmas Mﬂqﬂmnka W per-
spective in laxeplamods principlly to prevent ciies of gesta-
tiona licongenital ie<oplasmasis in humans and animaks wsed for
IRAETNAN OO SLT PR,
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1 | INTRODUCTION

Abstract

This study characterized extracellular vesicles (EVs) of sera from mice infected with
Toxoplasma gondii or immunized with EVs derived T gondii. EV's were purified of sera
from four groups (3 A/Sn mice/group). EV-1M: Mice immunized with T gondii-released
EWs: ACT: mice in acute infection; CHR: mice im chronic infection; and Ml: normal
mice. EVs were purified by ultracentrifugation. Comcentration of serum-derived EWVs
from M| group was smaller tham EV-IM, ACT and CHR groups. Most of the EVs from
ACT and CHR groups were microvesicles, and they were bigger tham the NI group.
The same results were shown by Transmission Electron Microscopy. The presence of
exosomes was shown in immunoblotting by tetraspanin (CD43 and CDY) evidence.
Splenocytes of EV-IM, CHR and NI groups were stimulated with T. gondii derived
EWs. EV-IM and CHR group: up-expressed IFM-y; TNF-z and IL-17, when compared
wiith the Ml group. |L-10 was up-expressed only in the EV-IM group. EV-IM, ACT and
CHR groups expressed more miR-155-2p, miR-29c-3p and miR-125b-5p than the NI
group. Hest-T gondii interaction can occur, alse, via EV:. miRMNAs participate in the
modulation of cellular immune response against T gondii. These data give subsidies
e propose the differentiation betwesn infect or noninfect hosts by concentration
of EWE.

KEEYWORDS
cytoking ragulation, extracellular vasicles, gene expreszion, milMNA, rmurine maodel,
Toxaplasma gonedii

internal budding of vesicles in the lumen of the early endosome.
Microvesidles, whichvary in size (100 to 1,000 nm) and are produced

Extracellular vesicles (EWs) are nanoparticles produced and released
by eukaryotic and prokaryotic cells. They have many biclogical
properties. EWs play an important role in immune system, molecule
transport, cell-cell communication and others ** Amongst functions
of EV= include delivery, under physialogical or pathological condi-
tions of warious cargas a5 proteins, fipids, DNA, RMA, micro RMA
(iR MA), other small noncading RNA species and other secratary
:-:-mponents_"' Eazed on origin or size, EVW: comprize thras sub-
tlasses. Exosomes are small vesicles (30-100 nm) derived from the

by external budding from the plasma membrane. Apoptotic bodies,
which are the largast EWs (1,000 to 5000 nm] and they are released
as blebs from cells undergoing programmed death.*

Toxoplasma gondii infection has significant importance in pub-
lic health and weterinary. Toxoplasmosis is scguired by ingestion
of cysts from undercooked (or raw) meat and water [or food) con-
taminatad with sporulated oocysts excreted in fasces of definitive
host= " Deespite this infaction is asymptamstic in the mzjority of the
cases, when acute infaction occurs during pregnancy Causes Severs
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nisanatal malformations and ocular complications in the foetus ®
Economically, taxoplazmasiz can c2uza significant financial oz if

Immunelegy |

infection ocours during pregnancy, especially in sheep, which often
results in abortion, ™

Neverthelsss, around 10%-20% of toxoplasmaosis cases are
symptomatic.™® The gcular form iz characterized by necrotic lesions
resulting from congenital or after birth-acquired infections. These
lesions can destroy newral reting architecture, and. sometimes. the
choroid is affectad **2* Thareactivation of latent infection can cause
cersbral toooplazmosiz. Normazlly happens in immunosuppreszed pa-
tiemtsz, a5 thase in cancer trestment or post-transplantztion, &z well
&z, in immunodeficiency as HIY positive patients without combinz-
tion antiretroviral therapy."~" If thesa patients present failure in
Thl immune resporse can cause disseminated 13:|1=|:u|:||i|:»r|'1cw:»is_ECI

Im 2cute infection, tachyzoite: invade the host nuclested cells,
quickly disseminate throwghout the body inducing a systemic cel-
lular and humaral immane response. This process results in lifelong
immunity against reinfection since constant secretion of T gondii an-
tiganz iz an important stimulation of the immune system *+%° Thiz
hiazt-parasite relationship iz substantizlly correlated with £V releas-
ing by both organizsmz. EVs released by parasites through plasma
membranes carry cyteselic companents as proteins, lipids, nucleic
atids, and insert them in hast cells. causing activation of host innate
and acquired immune response.

Some properties and fumctions of EVs released by T gondii are
known. Proteomic profile of EVs is composed of a wide range of
proteins, including the excreted-secreted antigens [ESA) and milR-
N#z *2 Thesa exosomes and microvesicles are immunologically
recognized by host immune response inducimg humarzl and cellular
responses a3 IL-10, TNF-a and iNO5.257

Expsomes secreted by T gondi-infected cells constituted an of-
fective noncellular vaczine with antigen and adjuvant properties for
immune respanse. In addition, these nanoparticles altered the cell
proliferation mechanisms of T gondii-infected cells. *™** On theother
hand, the immunization with EVs released by T gondii protects ex-
perimental mice against T gondi infeotion by stimulus of humaral and
cellulzr respanse *®

Different studies hawve shown an increase of EYs released insera
and/or other biological fluids of patients with diseases such as can-
cef, Parkirson's dizease. diabates, systemic inflammations caused by
severe infections and others. These studies, also, prowed that EVs
carry pro-inflammatory factors, including miRMAs, which directly
rauze tha activation of cytokine production.*** In 3 previous study,
we hawe shown a significant increase of EWs released in sera of pa-
tiemts with taxoplasmasis [with positive PCR for T gondil), when they
ware compared with EV concentration releazed in zera of healthy
individualz.> Conseguently, high productien of EVs could be cor-
related with the imbalance in immune response. These findings led
us to investigate whether EVs produced by experimentally mice in-
fected with T gondii could be correlated with the immune response.
Experiments were performed in order to characterize EVz, mil-
Maz, 3z oweell 23, the activation of cytokine. The axperiments were

perfarmed in EVs released in sera of healthy mice, infected mice
with T gondii (in acute and chronie infectionz). &z immunized mice
with EV's derived T gondii produced an excellent immune rezponse
againzt T gondii, their sera also wers evaluated.*” Comparizon be-
tween groups was fundamental to undarztand the results.

2 | MATERIAL AND METHODS
21 | Ethical statements

Thizs study waz performed sccording to recommendstions of
*Comissio de Etica mo Use de Animais do Instituto Adoffo Lutz®
ICEUA-IAL) and *"Conselho Nacional de Controle de Experimentag 30”
[CONCEA). Both Committees approved this study under application
# 01/2018. All mice used in experiments were obtained and main-
tained in the Amimal Laboratory Center and Experimentation of
Imstituto Adolfo Lutz.

2.2 | Mouse samples

This study evaluated EVs purified of mouse sera from 4 groups of
L-week-old femiale A/Sn inbred mice. EV-IM group [mice immunizad
with T gondii-released EVs) was composed of sera from 3 mice im-
munized with 3 imtramuscular deses of 100 pg of T gondif-released
EV= adsorbed to 0.5 mg of Al [OH], (Alum] at 0, 2 and 4 weeks.
Experimnents af chiallangs and per cent survival, using ahighly wirulent
T gondii strain prowed that immunization protocol protects experi-
mental mice against T gondii infection.® ACT group (mice developing
the acute phase), sera from 3 mice infected, by intraperitonsal via,
with 100 tachyzoites of T gondii, RH strain, which is highly virulent.
Tachyzoites were abtained from other mice previously infected.
These mice narmally die within 4-& deys post-infection, during the
acute phase. For this reason, clinical samples of ACT group weres not
tested in cytokine experiments. Experiments| infection with T gondii
RH strain inmice iz 3 good modsl to study acute form of toxoplasmao-
557" CHR group (mice developing the chronic phasel, sera from
2 mice arzlly infected with 10 fresh brain cysts of T gondii ME-29
strain. The cysts were obtained from other mice previously infected
in the same way. As mice infected with RH strain die in acute phase,
the strategy was using mize infacted with a strain significantly less
wirulent. Mice infacted with ME-49 strain develop an asyrnptomatic
acurs form and gradually to chronic infection. ™ NI group (healthy
mice), zzra from five healthy mice. This group was considered as
normal contral. Mice infected with ME-4%9 strain (CHR group) were
euthanized for blood collection after 60 days post-infection. Those
infected with RH strain (ACT growp), & days post-infection. Mice of
the EV-IM group were euthanized 13 days after the last immuniza-
tion. Mice of the NI group were euthanized at the same age and to-
gether with those of the CHR group. The production of murine EVs
during the chronic T gandil infection was assested in serum samples
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collected from three mice/day of infection with ME-49 sirain. The
days post-infection were: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45 and 60. All mice
uzed in experiments were obtzsined and maintaingd in the Animal
Laboratory Center and Experimentation of Instituto Adolfo Lutz.

2.3 | Purification of T gondii-released EV's for
immunizations

Procedures for T gondi-releasad EV: purifications uzed in immumni-
zations were done as described before *° Briefly, tachyzoites [RH
strain) from culture supernatants were wacthad 5 timas (2,500 g,
3 minutes) in filtered PES (1 mLL Mext, parasites were resuspendad
in RPMI 1640 medium without foetal bovine serum (1 mL) amd mizin-
tained at 37°C, 5% CO, per 2 hours to tachyzoites ralasza EVs Then,
tachyzoites were remowed by centrifugation (20 minutes, 3,500 g).
EV-contzining supermiatants were filtered through 0.22-pm sterile
cartridges, and stored at —20°C until us=.

24 | Murine EVs—concentration by
ultracentrifugation

Muring serum zamples [1 mL) were cemtrifuged at 13 500 x 7 for
15 minutes, to remave pellets, containing dead c=lls and debris. The
supernatants were transferred into Uttra-Clear Centrifuge tubes
(& mL tube for SW-55 rotor), (B ackman Coultar] and the valume com-
pleted until & mL with filbered PES. Samples were ultracentrifuge at
100 000 = g for 40 minutes at 25°C in 3 Backmand® Coulter LB-80 M
ultracentrifuge. The pellets, containimg EV: were resuzpended in
100 pl of fileered PBS and storad at -20"C until analy=is.

2.5 | Murine EVs—size and concentration
by Manoparticle Tracking Analysis (NTA) and
Transmission Electron Microscopy (TEM)

Concentration (EVsiml) and size {nm) of murine serum-derined
EVz after ultracentrifugation were evaluated by NTA, uzing the
ManoSight NS300 instrument (Mahvern-NanoSight™. NTA 3.0) as de-
scribed before.® The equipment produced three resdings and data
were shown as the average and standard deviation of three video
recordings of 30-460 seconds per sample. EV samples were diluted
in filtersd PBS before analyziz and the relative concentration calou-
latzd. MTA rezults of EVE [concentration and sizel were expressed as
arithmetic mean + standard error of mean [SEM) in triplicate.

For TEM, murine serum-dermwed EWs were prepared as prewi-
ously described before.®® EVs were fixed in 2% paraformaldehyde/
PBS (vvl for 1 hour. One drep of the suspension was put on EM
grid and performed by negative staining technigue with 2% potas-
sium phosphotungstate st pH 6.8, Grids were observed under &
JEOL Transmission Electron Microscope (model JEM1011) JEGLS

Parasiie - . 2ef 10
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Massachusetts USA) operating at BO KV, Images were recorded with
3 Gatan 785 ES1000W Erlangzhen camera.

2.6 | Murine EVs—immunoblotting analyses

furine serum-derived EWs were solubilized in a lysing buffer (2%
3D5, 10% glycerol, 5% 2-mercaptoethanal, 60 mM Triz-HCL, pH 6.8
and 0.01% bromophenol blue), and incubated at 100°C for 100 min-
utes and rem in 103 polvacrylamide-505 gets. Thie visuglization of EV
proteins was performed after silver staining. For the determination of
exozome: by immunoblot, B proteins were tranzferred to nitrocel-
lulese membranes. After being blocked ifor 60 minutes with 3% slam
milk-PB35), membranes were incubated with ant-C063 and anti-CD9
antibodiss (Inwitragend) diluted 1-500 at 2°C for 18 hourz. Theze
antibodies recognize specifically the sndosome-specific tetraspa-
ninz CDA&3 and COY (exnsomal membranes). After washes, the mem-
branes were incubated for 1 hour at reom temperature with a goat
harseradish peroxidase-conjugated anti-mouse g5 diluted [1:500)
[Sigmal in 3% skim milk-PEL. Bownd antibodies were vizualized using
the guimicluminescence Westemn blotting substrate kit (Pierce ECL
‘Western olution, Thermo Zientific®) and registersd in Blot Scanner
[C-DiGit®) according to the manufacturer's instructions.

27 | Spleen cell cultures and cytokine assays

To determine whether EVs released by T gondii could stimulate the
cellular immune rezponze in immunized mice az in natural infec-
tien, these experiments were conducted uzing spleens from 3 mice/
group (NI, EV-IM and CHR). Spleens wers removed under aseptic
conditions and cell preparations were obtained by compressing the
spleens between two glass slides and mixed with PES. Then, spleno-
ryte suzpensions were washied twice (PBS) and erythrocytes wers
lysed with ACK buffer (D13 M NH,CI, 10 mM KHCO,, 0.1 M MNaZ
EDTA]) for 3 minutes. After washing twice (PBS) by centrifugation
[4°C far 10 minutes), call: were resuspended in RPMI 1520 medium
supplemented with gentamicin (3 mg/mL) and 10% heat-inactivated
foetal calf serum. Cell viability uzed in expariments was higher than
B3%, as measured by trypan blue exclusion (Sigma). Cells were plated
st a denzity of 1 x 10 cellsfwall in triplicsts inta 24-well culture
plates in a final welume of 300 pL. Mext, cells were stimulated with
100 pg of T gondii relezsed EWs_ As 3 control, splenocytes were stim-
ulated with Concanavalin &, 5 pg/mlL (Cond) (Sigma); E coli ipapaoly-
saccharides, 25 pg/ml (LPS) (Sipmak and only culture medium that
was used as a megative control. The cuttured splenocytes were main-
taimed at 37°C ina 3% CO, incubator and after 24 [for TNF-a) and
or 48 haurs (for IFN-y, IL-10 and IL-17) of stimulation, supernatants
were collected. Concentrations of each cytokine were determined
in supernatants, in triplicate, using a commercial ELISA kit accord-
ing t> the manufacturers inctructions (Invitrogen-ThermaFisher).
Cytokine results were expressed as mean = 5EM of the amount of
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2.8 | miRMNA izolation, reverse transcription and
quantitative real-time PCR (qPCR)

Thezs investigations were conducted to identify whether experi-
mental mice expraszed the zame miRNAz group almost studied in
human infection.™* Total RMAs including miRNAs wers purified
from serum samples (200 pLi using the miRMNeasy Kit (Qiagen). A syn-
thetic Caenorhabditis elegans miRNA, (Cel-miR-39, Ambion] was spiked
5 pl-25 fmol) o each sample as the external control. Purified RMA
samples were eluted into 30 pl of nuclease-free water. Next, 2 pl of
total RMA (including miRNAs) were reverse-transcripted (RT1 using
Tagman®Advanced miRMA cDNA synthesis kit (Applizd Biosystems)
RT waz performed in a Weriti %-Wall Thermal Cycler [Applied
Biosystems) acconding to manufacturers instructions, in four steps and
under the following thermal conditions: 43 minutes at 37C, 10 minutes
at 63°C for poly {A) tailing reaction; $0 minutes at 16°C for ligation re-
action; 15 minutes at 42°C. 5 minutes at 85°C for reverse tramseription
reaction; 5 minutes at 357C, followed by 14 cyeles of $5°C for 3 seconds
and &60°C for 30 seconds; =top reaction at 35°C for 10minutez for mik-
Amp reaction All cDMA zamples were stored 3t -200C urtil wze.

Gene expression of miRMA = was performed using & target genes
[Therma Fisher Scientific). The msture miRMAs were: miR-1533-5p
N0: 477227 miR) miR-29c-3p (ID-4/7227 mikk miR-123b-2p
477885 _miR); miR-9-3p (ID:478214_miRk miR-21-5p (ID-477975_
miR) and miR-144a-5p [ID: 478399 _mik). cel-miR39 (10: 478293 _mik)
was used as external contral. For gPCR amplifications, each mixture
contained 3 pl of 2 X TagMan Fast Advanced Master Mix, 0.5 pl
of sach Taghtan Advanced miRNA Azzays, 25 pl of each templats
cDMA idiluted 1:10) and RMAse-free water in 3 total volume of 10 pl.
Armplifications (in duplicate) were performed in a StepOne Real-Time
PCR Zystem using the following thermal profile: #5°C for 20 seconds,
followed by 40 cycles performed at 93°C for 1 seconds and 60°C for
20 zeconds. In each reaction, a negative control was added (mix only).

MiRMA expression was expressed as Relative Quantification
[RQ), which determines the changes in steady-state miNA levels of 3
gene (perzample] and exprezzes itz relation tothia level: of an internal
contral miRNA* The qPCR amplification plots were determined as
thresheld cycle (C,) values for sach zample. The mean of Cvalue was
calculated after gPCR results (in duphicate) for eachsample. € values
were transformed into RO by comparative C_ method (2-8AC ) as
descibed before*® MiRNAs extracted from Ml mice were considered
a5 calibrators for calculations of miRNA expression of EV-IM, ACT
and CHR groups. According to the comparative C. method, the ex-
prezzion values of calibrators were zonziderate az 1.0

29 | Dataanalysis

Comparizons of concentrations and sizez EVs, az well as, cy-
tokine production between experimental groups were statistically

evalusted by GraphPad Priam &0 Zoftware Imc [3an Dizgo, CA,
USAL The coefficient of similarity between groups was caloulated
by the Unpaired Student™s  Test ione-tailed) with a 93% confidence
interval. Differences between groups were ako tested. comparing
each of them by the one-way amalbysis by ANOVA, Differences or
similarities in both statistical analyses were considered statistically
significant at P-value <05

3 | RESULTS
3.1 | Characterization of murine Evs

Murime serum-derived EVs were concentrated by ultracentrifuga-
tion and. mext, the size and concentration of EVs were determined
in ManaSight Figurz 18 zhows, a: mean, the concentration of
paoled serum-derived EVz (1 mL) of 5 mice/group. Concentration of
serum-derived EVs from NI group (mean: 2.22 % 10°° EVs/mL) was
statistically smaller than EV-IM group (mean: 8.40 x 10™ EVs/mLl,
ACT group (mean: 392 = 10°° EVs/ml) and CHR group (mean:
B53 = 10°° EVs/mL), at P= 0176, P = 0201 and P = 0201, re-
spectively. In parallel, particle sizes were alsa investigated by NTA.
Figura 1B zhows the comparizon between the meanz = SEM of sizaof
serum-derived EVs of the following groups. M (mear 131 + 7.2 ninnj,
EVAM [mzan: 152 £ 5.5 nim), ACT [mean: 202 &+ &4 nm) and CHR
(miesm: 193 + 12.2 nm). ACT and CHR graups had statically biggsr EV
size than M| group st P= 0177 and P = 0300, respectively. Figurs 1C
shows the analyses performed by ordinary one-way AMOWA.
Differences between all groups for concentration and size of E\Vs
were statistically significant at P = 0002 and P= 0002 respectively.
Although in all zamples, EVs with size corresponding to exosomes
wiane thawn in MamoSight, the mean of tham shows that 2 grast part
of serum-derived EVs from infected mice was microvesicles-like.

Bwolution of murine EVs in the courze of T gondii infection zlza
was investigatad. At the beginning of infection [T = 0) the value was
2.58 x 10°" EWs/mL. During the acute infection, areund 15th day,
the concentration increased to 1.6 = 10° EVs/mlL and values were
similar umtil 60th day, during chronic infection (7.37 = 10™ EVs/mL)
[Figure 10). With the intention to illustrate the production of serum-
darived EVi: after immunization with T zondii-relazzed EV, Figura 1E
shows the differemce batween concentrations of serum-derived Evs
from EV-IM and NI greups.

Images analysed by TEM confirmed NTA results. Murine serum-
derived EV's had the shape and size of microvesicles-like and sxo-
somes. Figure 24 (NI}, 28 (EW-IM) and 2C {CHR) show punfied EVs
with size of expsomes from mice. No difference was observed in
shape or size between mouse groups. In the same way, NTA and TEM
rezults werz confirmed after amalysiz by immunablotting. Figurs 2D
shows EV proteins separsted by 10% SDS-PAGE and staimed by
sifver. Ezch zample of pooled serum-derived EVs was uzed after
concentration by wltracentnfugation. These proteins were trans-
ferred to nitrocellulose and incubated with anti-CDG32 and anti-CO?
antibodies, which revesled the presence of exosome tetraspanins,
CD463, at 27 kDa (Figure 2E), and CD¥ at 2B kDa (Figure ZF] in
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immunoblotting. These results confirmed the presence of exosomes
inpreparations.

3.2 | Murine splenocytes stimulated in vitro with
T gondii-released EVs and cytokine synthesis

Maouse splenocytes of NI EV-IM and CHR groups were re-stimulated
in witro with T gondii released EVs. Mext, IFM-y, IL-10, THF-a and IL-
17 activities were determined by ELISA in the supematant of mu-
rine splenocytes collected from the three mouse groups [Figurs 3).
Ini parallel, controls wera also evalusted by ELISA. The same cells,
treated with Con A or LPS had an excellent profiferation. There was
ne profiferation in negative controks, whizch contained splenocyte
cultures im absence of antigan.

Murine splenocy tes from EW-IM and CHR groups stimulated with
Tgondii EVs, for 48 hours, produced similar [FM-y levels (406.8 pg/mL
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and Sdd.6 pg/mL, respectively). Murine splenocytes from Ml group
produced low |FM-y amounts (246.8 pg/mLl The differences be-
tween NI group from the EV-IM or CHR groups wers statisticallby
significant &t P= 0112 and P = 0079, rezpectively (Figurs 34)

Murime splenocytes from EV-IM group stimulated with EVs from
T gondi, for 48 howrs, produced high levels of 1L-10 {1214.55 pg/mL)
when compared with those from CHR and NI groups (86723 pg/mL
and FB2® pg/ml respectively). Difference between NI and EV-IM
groups were statistically significant at P= 0422 {Figure 3B].

THF-a levels determined in muring splenacytes, stimulated with
EW'z produced by T gondii, for 24 howrs, im EV-IM and CHR groups
ware 113 6 pg/mL and 96.6 pgi/mL, respectively. Both values wars
higher than those from Ml group (7.5 pg/mLL. Differences between
of NI group from EV-IM or CHR groups were statistically significant
at P = 0042 and P = 0022, respectivaly (Figure 3DL

Equally, IL-17 levels in murine splenocytes of EV.IM and CHR
groups were 1.82 pgimL and 4.32 pg/mL, respectively. Both values
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were higher than that fram N1 group (041 pg/mL). Differenices of NI
group from the EV-IM or CHR groups were statistically significant at
P=.033 and P=.0073. respectively (Figure JE1. Analyses performed
by ordinary one-way ANOVA are shown in Figure 3C. Differences
between zll groups for [FN-y, |L-10, THNF-a and |L-17 were statisti-
cally significant at P = 0001, P= .003, P = 0001 and P = .0D33,
respectively.

3.3 | miRNAs expressionin immunized mice with T
gondii-released EVs

Gene expression experiments were camied out to determine
whether T. gondii could affect the expression of miR-155-5p, miR-
29¢-3p, miR-125b-3p, miR-%-3p. miR-21-5p and miR-146a-3p on
muring experimzntal moedal. The quality of RMA extraction in all
samples was proved after positive results for Cel-miR-32 in gPCR,
wihich waz used az axtarnal contral, after the inclusion of the oyn-
thetic molzcule.

Figure 4 shows RQ values of cach miRMA assayed in murine
sera of EV-IM, ACT and CHR groups. MiRMA: studied were more
exprassed in immunized mice than infected ones (ATC and CRH
groupsh The EV-IM group expressed miR-133-3p, miR-2%¢-3p and
miR-123b-2p, with mean RQ values (or more expressed than the NI
group) of 3.78, 2.84 and 195, respectively. The athers (miR-2-3p,
miR-21-5p and miR-1464a-5p) were poarly expressed with RQ values
of 111, 1.13 and .62, respectively.

Im the CHR group, miR-133-3p, miR-%-3p, and miR-21-3p had
RO waluas of 1,08, 1.7% and 1.35, respectivaly. Tha ather miRNAsz
analyzed in the CHR group and all in the ACT group wers poarly
expressed (values below 1.0).
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FIGURE 2 Murine microvesicles

and exosomes evidenced by TEM and
immunoblotting. Images captured by
tranzmizzion electron microscopy of
purified EWs (microvesicles and exosomes)
of sera from Ml [Panel &), EV-IM (Panzl B)
and CHR |Panel C) groups. Barr= 0.1 pm.
Magrification of all images: 150 000,
Images shaw the size (in nm) of each
vesicle. Polled serum-derived EV: fram

M1 (line 1), EV-IM (lire 2), ACT (line3)

and CHR (lime &) were separated by 10%
5D5-PAGE and stained by silver (Panel DL
Next, gel was transferred to nitrocellulose
and incubated with anti-CD63 (Panel E)
and anti-CD? antibodies (Panel F)

4 | DISCUSSION

Exosomes and microvesicles produced by mammels participate in
different functions as transference of macromolecules, biomarkers
that can interact with specific molecules of the immune system and
Dﬂ‘\EI’"s\.SMI"‘:

T gondi derived EVs tramsport and release ESA and other mol-
ecules, which participate in tachyzoite invasion, replication within
host cells and stimulation of the immune system.™**** The inter-
action betwesn both organizms causes the stimulstion of host EV:
and protective immune respanss agsinst T gondil derivad EVs. Thaze
findings were well-deseribed before ****** In addition. T gondii de-
rived EW's used az immunogen csused an immune response capable
of reducing the levels of tachyzoites in mouse blood, contributing to
parasitaemia reduction and survival indexes increase.

As the main goal of this study was the investigation of all EVs
produced in mouse sera, the option was the ultracentrifugstion of
samples 3t 3 unique speed. The sequance of the analyzes included:
[a}: concentration of EVs by ultra centrifugation; [b): evidence of exa-
somel proteing, as tetraspanins in purified EVs and; (c): confirmation,

Ead LT

by NTA and electron microscopy, of characteristic structures of EVs,
az size and shape. The analysed samples/igroup was constituted of
paoled sera, in Imbl-velume from five mice per each group.
Concentration of serum-derived EVs from the NI group was sta-
tiztically zmaller than thaze infected with T gondii (ACT and CHR)
and immiunized with EVs from taquizoitos. These differences are
well-represented in Figure 1C,D. NTA results, alkeo, indicated that
great part serum-derived EVs of infected mice were microwasicles
timce the particle sizes were different from the NI group. The sizes
of EVs produced by ACT and CHR groups were bigger than the NI
group. This difference was not noted in EVs purified of immunized
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FIGURE 3 Cytokine preduction of murine splenacytes after EV stimulationin witro. Splenocytes [1 x 107 well) from NI [white columnz),
EV-IM i grey columne), and CHR (black columns) mice were re-stimulated with EV: (100 pgfmL) for IFN-y (R], [L-10:(B), TNF-a (D) and IL-17 (E)
Supernatants were collected after 24 or 2B and cytokine levsls were determined by ELISA. Splenocytes were collected from spleens of thres
mice (per experiment. The values represent the mean + SEM of each cytokine (pg/mlL) amount. NC, negative contral, splenocyte cultures

in the absence of T gondii EVs. PC, positive control, CoA for IFN-y, IL-10and IL-A7 or LPS for TMF-a. These experiments were performed
twice to confirm the results. Differences between groups were statistically calculated by Unpaired Student's t Test (one-tailed) and one-way

ANOVA (Panel C)

mice. Theseresults can suggest that EVs produced by infected hasts
are comrelated with the stimulation of immune response. Theze find-
ings can be confirmed by data shown in Figure 1C. Mice infected
with ME-2% strain develop very low parasitzemia. After acute farm,
which oocurs around 10 to 15 days post-infection, depending on
mouse lineage or parasite amount wsed for infection, the chronic
form infection is installed.® Coincidentzlky, a similar increase of EV
amount, from thiz pericd was observed. Similar results were shown
before inhuman samples since concentrations of serum-denved EVs
from seropositive patients for toxoplasmosziz were higher than thoss
from moninfected individuals.® Although the majority of EV: were
microvesicles-like in zamples from infected mice, the presence of
EXOCOMEs Was also confirmed by size and shape in TEM. In addition,
i difference was obzerved in shape or zize batwasn mouse groups,
beyvond the evidence of tha tetrazpaning CDG3 2nd CDY confirmad
in immunoblotting after SD3-PAGE. These data can give subsidies
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to propose that the concentration of host EVs is able to distinguish
infect or nominfect hosts 5%

According to ather studias, syztemic inflammatians cauzed by
severe infections increase the release of EVs and these vesicles con-
tain proinflammatary factors, including microRMAs, which directly
cause the activation of cytokine production*“*** Consequently,
the cellular immune response correlated with murine EVs produc-
tion was also investigated. Munne splenocytes of EV-IM, CHR and
NI groups were stimulabed with T gondil derived EVz. ELISA resulis
showed that splenocytes from EV-IM and CHR groups up-expressed
IFN-y; TMF-a and IL-17 when compared with those from the MI
group. Theze rezults could be comrelated with the fact of during the
active infaction when tachyzoites are releazing EV:, the host im-
maune system produces IFM-y, TMF-z2 and IL-17 to contral the inflam-
mation and infection.**"*" In addition, these data alse can suggest 3
synergistic action in these cytokines to control the virulent action



Baf10 H - FAALE
=22 Lwiiey - —
50

§

§ 401

&

E 30+

g

T oag

2

ST 1l la (1]

155-5p 23¢-3p 1255-5p S-5p 21-5p 186a-5p
miRNAs

FIGURE 4 MiRNA expression in immunized mice and chronic infected mice. MiRNA expression assayed in sera from EW-IM [white
columns), CHR (grey columns) and ACT (black columns) groups. The miRMAs were: miR-155-3p, miR-29c-3p, miR-125b-5p, miR-9-5p, miR-
21-5p and miR-1443-5p. Gene egprassion of sach miRNA was daterminad by qPCR, aftar miRNA izolation and cDMA synthasiz. Results

are expressed as Relative Quantification that was determined by comparative C_omethod (2-AAC_) methed. Azcording to the Material and
Metheds saction, all mIRNA expression values were normalized to the values of the Nl mouse group that were considered as 1.0, All samples

were tested in triplicats

of tachyzoite-released EVs. Curiously, IL-10 was up-expressed only
in splenaeytes from the EVEIM group. Certainly, the immunization
stimulated high production of IL-10 to prevent the infection.”®**

Previous studies have shown that miRMAs regulate different
fumctions comelated with cellular immune responses ***° and some
miRNAs canbe detected in hosts infected with T gondii, ™ #4552
Conzequantly, in thiz study, the sxperiments ware carrisd out to de-
termine whether T gondii could affect the expression of some miR-
MNAs in murine models. A panel of miRNAs well known in haman
biological samples was assayed.*®*"

Interestingly, results of miRNAs showed the expression of miR-
155-5p, miR-29-3p and miR-123k-5p in sara in the three groups
studied, when they were compared with those of N group. Howewer,
immunized mice expressed more than infected ones (ATC and CRH
groupsl. Although many functians of miBMAs are unknown in too-
plasmosis, some of them already were establishedin both murine and
human hosts. Studies demonstrated that in mice, miR-155-5p partic-
ipates in moedulation of immane cell activity duning T gondir infection.
MiR=155-5p yet parti cipates in thedifferentiation of Th response and
it is required for cytokine expression by T-reg cells. In addition, miR-
135-2p is highly expreszed in Thl7 cell subpopulations in humans and
mice *242 Patients with ocular toxoplasmosis presented exacarbated
expression of miR-133-5p and miR-2%¢-3p. The elevatad production
of pro-inflammatory cytokines as -6, THF-a and TGF-§ and IL-18
could be caused by the excess of miR-155-5p and miR-29c-3p *5

In the same way, miR-2¥c-3p participates as a regulator of Thl
and IFM-y in innats and adaptive immunity in natural infection. The
host immunea cglls produce high levels of IFN-y by T gend induction.
Thit process iz uninterrupted in ordsr to contral acute and chranic
infection. An imbalance production of inflammatory cytokines such
a3 TNF-a and iMNQ3S has 2 critical role in the immune responze in in-
tracellular infections **

Imdividuals with asymptomatic toxoplasmosis  expressed
miR-125-5p.* Howsver, an elevation of TNF-a can cause an up-
regulation of miR-125-5p. This miRNA, yet, downregulated macro-
phages infected with T gondii, RH strain ™7

Amongst miRNA: investigated in this study, miR-%-5p, miR-21-5p
anid miR-1443-5p were poorly or not axprezsed in all studied mouzz
groups and it was not possible to correlate with the host infection.

Finally, these data can suggestthat interaction between the host
and T gondil can also acour wia EVs. Likewise, miRMAs participate in
the modulation of cellukar immune responze against T gondii. Thess
dzta, yet, give subsidies to propose the discriminstion betwasn in-
fect or noninfect hosts by concentration analyse of ssrum-derived
Ev=
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