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Dinamica populacional de células miel6ides durante o curso de inflamagéo cronicaem
camundongos C57BL/6 infectados com Toxoplasma gondii

Population dynamics of myeloid cells during the course of chronic inflammation
in C57 BL/6 mice infected with Toxoplasma gondii
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RESUMO

Fagocitos mononucleares (Mg) e polimorfo-
nucleares neutréfilos (PMN) foram analisados durante o curso
da infeccdo por Toxoplasma gondii em camundongos C57
BL/6, fémeas, portadores de inflamagdes cronicas focais
induzidas por material inerte. A dindmica populacional de
células mieldides dirigidas ao suporte inerte foi medida a
partir do quarto dia apds inoculagdo intraperitonial de 90-
100 cistos de T. gondii, ao longo de vinte dias, e comparada
com o percentual relativo de leuc6citos sanglineos.
Observou-se uma diminui¢do do percentual de PMN e um
aumento significativo de Mg no sangue dos animais infectados.
A infecclo assintomética por T. gondii em camundongos
resultou em um maior esforgo do sistema mieldide na
producao de células destinadas a combater focos
inflamatérios, tornando-as menos aptas a responder
adequadamente a diferentes fontes de infeccdo cronica. A
mudanca na maturidade e nas proporg¢des normais de células
mieldides indicou haver um bloqueio da extrusdo de
quimiocinas responsaveis pela atracdo quimiotatica de PMN
com comprometimento da resolugdo de focos inflamatérios
durante infec¢Bes cronicas e assintomaticas por Toxoplasma
gondii.

Palavras-chave:Toxoplasma gondii, células miel6ides,
infeccéo cronica, leucécitos.
ABSTRACT
Cells of the mononuclear and polymorphonuclear

series were analyzed throughout the course of Toxoplasma
gondii infections of C57 BL/6 female mice with chronic

inflammatory foci. The animals were inoculated
intraperitoneally with 90-100 parasitic cysts followed by
subcutaneous implantation of cover glasses (after 4 days).
The shift of leukocytes from the blood to the inflammatory
focus, corresponding to a prolonged infiltration of myeloid
cells, was measured in a time course of 20 days. A significant
decline was observed in the mature polymorphonuclear cells
in the blood and a concomitant development of a marked
monocytosis. Infections with T. gondii in mice with chronic
inflammatory foci resulted in dedication of the entire myeloid
cells system to the generation of cells that were exported to
combat the inflammation, which occurred in those places,
and to the chronic infection itself. The shift in the normal
proportions of cells and in cells of different degrees of maturity,
suggesting that a blockade in the chemokines extruded to
attract polimorphonuclear cells, might account to a large
extent for the failure of immune responses commonly
associated with Toxoplasma subclinical infections.

Key words: Toxoplasma gondii, myeloid cells, chronic
infection, leukocytes.

INTRODUCAO

Toxoplasma gondii pertence ao Filo
Apicomplexa, o qual inclui diversos agentes
etioldgicos de importancia médica e veterinaria. Este
protozoario intracelular invade a célula hospedeira,
evitando sua destruigdo pelo sistema imune. A célula
infectada, entretanto, tem a capacidade de opor-se a
invasdo do patdgeno iniciando sua prépria morte, num
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processo chamado morte celular programada ou
apoptose (VOLKER et al., 2001), no qual células
apoptéticas sdo reconhecidas e fagocitadas por
macrofagos. Este mecanismo de defesa do hospedeiro
representa forte pressdo seletiva sobre os parasitos,
que desenvolvem estratégias para modular o programa
apoptatico a seu favor. T. gondii faz parte do grupo
de parasitos que inibem a apoptose das células
hospedeiras, ganhando mais tempo para sua replicacdo
(MOSSetal., 1999).

A fase aguda sintomatica da toxoplasmose
apresenta diversos indicios clinicos sobre sua
evolugdo, tais como intensa resposta celular por
linfécitos T, presenca de macrdfagos ativados e
aumento na producéo de anticorpos especificos para
determinantes antigénicos parasitarios, principalmente
contra as formas taquizoitas (NGUYEN et al., 1998).

No entanto, as infeccBes humanas por T.
gondii geralmente evoluem para a cronicidade, e 0s
cistos tissulares tornam as formas parasitarias
desapercebidas para o sistema imunitario do
hospedeiro (DENNEY et al., 1999). Nesse caso, 0
sucesso do parasitismo cronico esta relacionado ao
controle parasitario da resposta inflamatéria, o que
determina a permanéncia silenciosa do parasita no
organismo hospedeiro.

Este trabalho teve como objetivo a
caracterizacdo das variacBes nas populacdes de
células inflamatdrias durante o estabelecimento da
infeccéo crénica por Toxoplasma gondii, assim como
seus efeitos sobre o curso inflamatério cronico frente
aum indutor inerte, que determina o trafego leucocitario
responsavel pelo estabelecimento da imunidade no
organismo hospedeiro.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas 42 fémeas de camundongos
da linhagem C57BL/6, pesando entre 12 e 15 gramas,
mantidas em grupos de trés animais por gaiola de
poliestireno apropriada, com ragdo e agua ad libitum.

Inoculacdo dos animais para 0s experimentos in vivo

Utilizou-se a cepa ME49 de Toxoplasma
gondii, cedida pelo Laboratério de Biologia Celular e
Molecular de Parasitas do Instituto Oswaldo Cruz, RJ,
e mantida através de passagens sucessivas em fémeas
de camundongos C57BL/6 com 30 dias de vida. O
cérebro de um camundongo com 30 dias de infeccao
foi retirado, colocado em gral estéril, mantido sob
refrigeracdo, adicionado de meio para cultivo de células
na auséncia de soro (Meio minimo essencial TC 199 —

Difco, Inglaterra), cortado em pequenos pedagos,
homogeneizado em micro-homogeneizador do tipo
Potter (Elzividros, Brasil) e filtrado através de gaze
dupla. O filtrado foi centrifugado a baixa rotacéo (600xg)
para eliminagdo dos restos teciduais, e o sobrenadante
acondicionado em frasco de centrifugacéo estéril
(FREYRE, 1995). Foi retirada uma aliquota do
sobrenadante, que foi adicionada de formol a 10% e
diluida a 1:1000. Foram retirados 10ul do material
diluido, e observado ao microscépio 6tico comum
(aumento de 400X) para identificagdo e contagem de
cistos. Um grupo composto por vinte e um (21)
camundongos foi inoculado intraperitonealmente com
0,1ml da suspensdo, equivalente a aproximadamente
90 cistos tissulares.

Cultivo seletivo de células inflamatdrias in vivo

Tanto os animais inoculados, como os do
grupo controle, foram submetidos a cirurgia de
implante de laminulas, para a verificagdo do curso
inflamatdrio diante da infecgdo por Toxoplasma gondii
através do cultivo seletivo de células inflamatérias,
realizado de acordo com a metodologia descrita por
HERSKOWITZ et al. (1981). Os camundongos foram
mantidos em jejum de alimentos sélidos durante 24
horas para serem anestesiados e submetidos a
intervencdo cirdrgica, que consistiu na abertura dorsal
de uma bolsa, seguida do implante subcutaneo de
laminulas de vidro (18 X 18mm). A &rea do corte foi
colapsada com grampos cirargicos. Os 42 animais
submetidos a cirurgia foram mantidos em gaiolas
individuais, para evitar injdrias no local da cirurgia.
Grupos de trés animais foram sacrificados por
deslocamento cervical nos dias 4, 5, 6, 7, 10, 15 e 20
apos a infeccdo e/ou o implante das laminulas (DAL).
Apos o sacrificio, as laminulas, contendo agregados
de células inflamatdrias aderidas, foram fixadas e
coradas com o sistema comercial de coloragdo por
hematoxilina-eosina (Panoético-Laborclin-Brasil),
segundo indicacdes do fabricante. Simultaneamente a
retirada das laminulas implantadas, foram feitos
esfregacos sangiiineos dos animais. As células
presentes nas laminulas e nos esfregagos sangliineos
dos animais dos grupos controle e infectado foram
morfologicamente caracterizadas e quantificadas
quanto ao nimero proporcional de polimorfonucleares
neutréfilos (PMN) e de células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM) em microscopio Olympus CH30
(Japéo).

Andlise estatistica dos resultados

As medidas de quantificacdo total, obtidas
pela média da contagem das laminas de cada grupo de
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trés animais, foram analisadas através de ANOVA
(DAWSON-SAUNDERS & TRAPP, 1992). Utilizou-se
também a comparagdo multipla de DUNNET e todas
as condicBes experimentais foram avaliadas em relagdo
aos controles em cada DALI. Os resultados percentuais
ndo transformados foram comparativamente
analisados através do teste de comparagdes multiplas
de DUNN (DAWSON-SAUNDERS & TRAPP, 1992).
Em ambos os casos, houve concordancia para a
significancia dos resultados obtidos. A comparagédo
simples entre as condic¢des controle e experimental,
para as quais foram determinadas variéncias distintas,
foi realizada através de teste-t binomial de Welch.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliou-se a dindmica
das células mieléides no curso de infecgdes cronicas
por Toxoplasma gondii através da observacdo da
transferéncia ativa de células do sangue para laminulas
implantadas. Distinguiram-se as populacées de células
inflamatorias que mantinham a capacidade de
mobilizarem-se para o corpo estranho. A capacidade
de modulacdo dos mediadores responsaveis pela
sinalizacdo leucocitaria por T. gondii esta relacionada
ao fato de que o parasito pode, simultaneamente,
suprimir e induzir a resposta imune inata do hospedeiro,
de modo a sobreviver durante o maior tempo possivel,
sem ser eliminado. As células dendriticas, os
neutrofilos (PMN) e os macréfagos (M), importantes
fontes de interleucina 12 (1L-12), sdo estimulados por
T. gondii por dois mecanismos: através da proteina
MyD88, provavelmente relacionada a receptores
similares ao receptor Toll, e, mais freqiientemente,
através da estimulacdo de receptores CCR5 pela
citofilina parasitaria (DENNEY et al., 1999).
Contrariando essas atividades pré-inflamatorias, T.
gondii apresenta varios mecanismos para regular
negativamente a imunidade durante o curso das
infecgbes cronicas assintomaticas. Nesse caso, a
infeccdo intracelular causa um bloqueio nos
mecanismos de sinalizacdo de M, com consequiente
reducéo da producéo de IL-12 e TNF-o.. O parasito
também inibe receptores do MHC, resultando em
reducéo dos niveis de interferon gama (IFN-v) e induz
a resisténcia a apoptose, através da inibicdo das
caspases (VOLKER etal., 2001; HERZOG SOARES &
FREIRE, 2004).

A estratificagdo dos percentuais relativos
de células do SFM dirigidas ao foco inflamatorio inerte
permitiu estabelecer diferencas significativas entre
animais infectados e ndo infectados, com base no
percentual médio de M¢ aderidos as laminulas (Figura

1). Ainducdo da diferenciagdo especifica de células
do SFM, tal como observado por GUIMARAES
(2002), forneceu um perfil evolutivo e dindmico do
processo inflamatorio crénico induzido por material
inerte, frente a infeccdo por T. gondii. O nimero de
células miel6ides aderidas as laminulas, quantificadas
microscopicamente, foi sempre superior nos
hospedeiros infectados, quando comparados com 0s
respectivos controles, provavelmente em funcéo da
necessidade do parasito em utilizar células do SFM
para o estabelecimento de cistos e de formas de
resisténcia a resposta imunitaria.

Em ambos os grupos (parasitados e
controles), foram identificados infiltrados inflamatorios
restritos a presenca de PMN e células do SFM (Figuras
2A e 2B). Os M¢ fundiram-se ao longo do curso
experimental, originando células gigantes
multinucleadas (Figura 1IC) que, por sua vez,
transformaram-se em células epitelidides (Figura I1D)
que desapareceram, dando lugar a novas populagdes
durante a evolugéo do processo inflamatério crénico
induzido pelo corpo estranho ndo eliminado durante o
estagio inflamatdrio inicial.

Nos animais controles, durante o 4° DAI,
foram detectados PMN (4,74 £ 1,32 x 10°células cm?)
e mondécitos (3,62 + 0,67 x 10°células cm) em grandes
propor¢oes, sendo que essas populagfes mostraram-
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Figura 1 - Média percentual de macréfagos em esfregagos
sangiiineos de camundongos C57BL/6, ao longo de
vinte dias de infecgdo com a cepa ME-49 de
Toxoplasma gondii (figuras cheias) em relacdo a
animais ndo infectados (figuras vazias). Os dados
representam uma média da contagem total de trés
laminas por grupo experimental em cada dia de ob-
servagdo. Os asteriscos assinalam diferencas esta-
tisticamente significativas (p<0,01).
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Figura 2 - Fotomicrografias de células inflamatérias em laminulas implantadas no dorso de camundongos C57BL/6 observadas ao
microscopio 6tico sob imersdo: (A) Polimorfonucleares Neutréfilos observados apds 24 horas de implantacéo das laminulas;
(B) Macro6fagos observados ao 42 dia ap6s infeccdo (DAI); (C) Célula gigante multinucleada observada ao 15° DAI; (D)
Células epitelidides observadas ao 20° DAI. PreparacOes fixadas pelo Pandtico e coradas por hematoxilina-eosina.

se gradativamente alteradas nos dias subsequentes.
No 7° DAL, observou-se uma média de 1,26 + 0,56 x 10?
PMN c¢cm?, 5,77 + 0,43 x 10°macréfagos cm?e 3,95 +
0,81 x 10%células gigantes multinucleadas cm. Esses
dois altimos tipos celulares foram especialmente
observados a partir do 5° DAI, perfazendo um total de
1,34 +0,57 x 10%células do SFM/cm™. As observagoes
realizadas no 10° e no 20° DAI evidenciaram a média
de 0,32 + 0,11 x 102células epitelidides cm?e 2,01 +

0,31 x 10° células epitelidides cm2, respectivamente,
acompanhadas de um ndmero estavel de células do
SFM e de PMN (Figura 3).

Nos individuos infectados por T. gondii,
observaram-se altera¢Bes nas propor¢des de todos
os tipos de células mieldides durante o curso
experimental (Figura 3). Nesses animais, no 4° DAL, foi
observado aumento equivalente a 1,8 vezes (p = 0,011)
no ndmero de PMN em relagdo ao grupo controle,
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Figura 3 - Distribuicéo relativa de leucdcitos aderidos as laminulas implantadas no dorso de camundongos C57BL/6, nos animais
controle (figuras vazias) e nos animais infectados com Toxoplasma gondii (figuras cheias). (A) Percentual médio de
polimorfonucleares neutréfilos (PMN). (B) Percentual médio de células do sistema fagocitico mononuclear (SFM). (C)
Razéo entre células gigantes e epitelidides. Os asteriscos representam diferengas estatisticamente significativas (P<0,01).
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decrescendo a partir do 6° DAI, quando o percentual
quantificado de PMN mostrou-se bastante inferior ao
do grupo controle (Figura 3A). No grupo controle, 0s
PMN tenderam a desaparecer entre 12 e 24 horas ap6s
o implante das laminulas, sendo substituidos por novos
neutrdfilos, de maneira linear, devido a sua pequena
vida média e a realimentacdo do foco inflamatério pelo
suporte inerte ndo degradavel (laminulas de vidro).
Esse aumento do nimero de PMN esté relacionado a
eliminacdo de mediadores (IL-8) que ocorre nos
processos inflamatérios agudos (HERZOG- SOARES
& FREIRE, 2004). Desse modo, 0 aumento relativo de
infiltrados de PMN nos estagios iniciais em individuos
infectados foi concordante com NGUYEN et al. (1998)
e DENNEY et al. (1999), que verificaram serem a
inibicdo de CCR5 e de quimiocinas os elementos
afetados na orientagdo do curso infeccioso para a
forma cronica da doenga. Assim, pode-se depreender
que a diminuicdo do namero relativo de PMN nos
infiltrados inflamatdrios, assim como a contagem
relativa das células nos esfregacos sangiiineos com
intensa monocitose, associada a crescente
neutropenia, decorreu de interrupcbes na mediagdo
quimiotatica de atracdo de PMN por macréfagos, os
quais estariam com seu metabolismo celular
comprometido pelo parasitismo (CERAVOLO et al.,
1999, DENNEY etal., 1999, VOLKER et al., 2001).

O numero relativo de células do SFM
permaneceu estavel até o 20° dia de experimentacao
(DAL, tanto nos animais controles como nos infectados,
quando foram quantificados 6,01 + 1,26 x 10 macréfagos
cm2, Observou-se que 0s animais infectados
apresentaram percentuais de células do SFM aderidas
as laminulas significativamente superiores aos controles
apartir do 6° DAI (Figura 3B).

Em ambos os grupos de animais, houve uma
distribuicdo oscilante no nimero de mondcitos
aderidos as laminulas, permanecendo numericamente
aumentados até o 5° DA, e tendendo a diminuicéao a
medida que o nimero de M¢ aumentou. Nos animais
infectados, observou-se um aumento prematuro no
numero percentual de células gigantes multinucleadas
e de células epitelidides que, nesse caso, mostraram-
se presentes a partir do 5° DAI (Figura 3C), mantendo-
se proporcionalmente aumentadas em relacdo ao
controle durante todo o periodo experimental.
Detectou-se uma média de 1,84 + 0,19 x 103 células
epitelidides cm ao 20° DAI nos animais controles, e
de 9,5+ 0,08 x 104 células epitelidides cm2, no mesmo
periodo, nos animais infectados. A permanéncia de
células epitelidides nos animais infectados sem uma
consequente atragdo quimiotatica de novas células
fagociticas, determinou a degeneracgdo das mesmas e

a consequiente presenca de restos celulares tipicos de
infiltrados necréticos, de forma concordante com a
literatura, e se sugeriu que o parasito inibia enzimas
relativas ao desencadeamento de apoptose celular, de
modo a favorecer a manutencdo do parasitismo
intracelular (VOLKER, 2001, DENEY etal., 1999).

O aumento na proporcdo de células do
SFM, observado no presente experimento, a despeito
de evidenciar a reposi¢ao de macrofagos para os focos
inflamatdrios inertes, tanto nos animais controle como
nos infectados, apresentou diferencas representativas
entre os grupos. Nos animais infectados, nenhum dos
fagécitos aderidos as laminulas apresentou
parasitismo intracelular. De outro modo, foram
observados inameros macrofagos parasitados no
sangue circulante desses mesmos animais,
evidenciando as alteragdes do trafego leucocitario
devidas a paralisacdo metabolica de células
fagocitarias infectadas por T. gondii (SILVAet al., 1998,
CERAVOLOetal., 1999, DENEY etal 1999, HERZOG
SOARES & FREIRE, 2004).

A despeito de serem aparentemente
semelhantes, o perfil de células do SFM aderidas as
laminulas evidenciou uma tendéncia divergente no que
diz respeito & modalidade de morte celular entre os
animais controle e infectados. O aumento numérico de
células gigantes multinucleadas no grupo controle
seguiu a tendéncia classica de resposta inflamatdria
crdnica a materiais inertes ndo digeridos. Houve
dificuldade no processamento do alvo (laminula de
vidro), tendo como conseqiiéncia a fuséo de células
fagocitéarias que se tornam multinucleadas, sem que
tenha ocorrido policariogénese mitética, indicando a
continuidade do ciclo celular, cuja tendéncia foi o
envelhecimento e a desagregacéo, com diferenciacdo
de células gigantes multinucleadas em células
epitelidides que, por sua vez, desapareceram, dando
lugar a novos infiltrados leucocitarios constituidos por
PMN e Mg. Nesse contexto, os fragmentos celulares
gerados apresentam atividade metabdlica e sédo
fagocitados por outras células miel6ides, determinando,
dessa forma, o desaparecimento natural das células
apoptoticas, que sdo elementos de atragdo e
realimentacdo do foco inflamatério, na auséncia de
danos perceptiveis (ABBAS et al, 2000). Nos animais
infectados, a distribuicdo de células dirigidas ao foco
inflamatorio foi sugestiva de que morte celular tenha
ocorrido por necrose celular, ao invés de apoptose,
corroborando com dados anteriores obtidos em estudos
da inibicdo dos processos de apoptose por protozoarios
intracelulares, como estratégia de preservacdo de seus
sistemas hospedeiros (VOLKER et al., 2001).
Observaram-se diminuicao relativa de células gigantes,
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associada ao aumento progressivo da quantidade de
células epitelidides (Figura I11C), que permaneceram
presentes e degeneraram, de forma irreversivel, sem que
houvesse atracdo quimiotatica significativa de novas
células mieléides no foco inflamatério. A auséncia de
PMN, com a presenga de um nimero crescente de células
degeneradas confirmaram a influéncia negativa do
parasitismo intracelular crénico sobre os processos de
realimentacéo do foco inflamatério, corroborando com
estudos sobre a leucopenia induzida por infeccGes por
T. gondii (BLISS etal., 2001).

CONCLUSOES

A modulacéo negativa dos mediadores pro-
inflamatorios e a inibi¢do de enzimas intracelulares sdo
as principais estratégias utilizadas por Toxoplasma
gondii na defini¢do do parasitismo assintomatico em
hospedeiros intermediarios. Por ser considerado um
parasito oportunista de grande ocorréncia para
diferentes espécies animais e para 0 homem, a sua
capacidade de alterar o metabolismo, a funcéo e a
mediacdo de células inflamatdrias, muitas vezes, é
subestimada, uma vez que oferece condigdes para a
instalacdo de outros agentes infecciosos e altera o
curso da resposta imunitaria inata, comprometendo a
imunidade, de grande relevancia para neonatos. Por
conta disso, é necessario que se realizem estudos para
melhor compreenséo das bases celulares e moleculares
da imunologia das infec¢Bes por Toxoplasma, assim
como seu papel na imputacdo dos processos de
sinalizagdo das células hospedeiras.
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