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1. INTRODUCAO

Na ultima década, varios estudos tém destacado os mecanismos de
evasado imune pelo Toxoplasma gondii (Lang et al., 2007; Lima e Lodoen et al.,
2019). Este protozoario invade quase todas as células nucleadas e utiliza
diferentes estratégias para manipular com sucesso o sistema imune do
hospedeiro, estabelecendo uma infeccédo latente de longo prazo (Innes, 2010).
Durante esses processos,T. gondii regula as células hospedeiras modulando
aspectos morfolégicos, fisiolégicos, imunoldgicos, genéticos e biolégicos (Dubey,
2010; Brasil et al., 2017).

Apos a infeccdo, as células do hospedeiro sdo moduladas para manter um
delicado equilibrio entre facilitar e eliminar a infeccado (Sasai et al., 2018). Uma
parte chave deste equilibrio envolve o reconhecimento de T. gondii por células do
sistema imune inato e adaptativo, como os linfécitos, o principal tipo celular que
controla o parasita na resposta imune adaptativa dos mamiferos (Gigley et al.,
2009; Tsitsiklis et al., 2019). Contudo, a extensao de estudos acerca do T. gondii
em células humanas (linfocitos) ainda nao é totalmente compreendida.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa tém investigado o efeito do
resveratrol (RSV), um polifenol natural encontrado em uvas, como um candidato
para o tratamento da toxoplasmose (Bottari et al., 2015, 2019). O RSV
demonstrou efeitos benéficos contra o T. gondii e também modulou a sinalizagao
celular e imune em camundongos infectados com T. gondii e tratados com RSV.
Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi elucidar os efeitos do RSV em
linfécitos experimentalmente infectados com T. gondii.

2. METODOLOGIA

Para este estudo, foi utilizado uma linhagem virulenta RH tipo | de
Toxoplasma gondii. As células foram cultivadas em meio RPMI (Gibco, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) a 37°C em 5% de CO..
Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram obtidas de amostras
de sangue venoso periférico de voluntarios saudaveis, conforme aprovagéo do
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade Federal
de Santa Maria (CAAE:13192719.0.0000.5346). As células polimorfonucleares
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(PMNs) foram isoladas por separagao em gradiente de densidade Ficoll-Hypaque.
A pureza celular foi determinada por coloragao diferencial com Giemsa, e a
viabilidade das células foi avaliada pelo reagente azul de tripano. As PMNs foram
semeadas para manutencdo em cultura na densidade de 1 x 10° células/cm? e
incubadas por 24 horas a 37°C, em 5% de CO;, em meio com parasita e
tratamentos. O resveratrol foi diluido em DMSO (0,1%) e adicionado ao meio de
cultivo em concentragdes finais de 1 a 75 pM. O RSV foi incubado com as células
por um periodo de 24 horas. Sulfadiazina-trimetoprima (Bactrim®) foi dissolvida
em DMSO a 0,1% e meio RPMI (Invitrogen-Gibco) na concentragéo final de 25
Mg/mL, conforme metodologia descrita por Sanfelic et al. (2021). Imagens dos
linfocitos viaveis sob condicdes controle e apds adicdo de RSV ou sulfadiazina
foram registradas apds 24 horas usando um microscépio invertido (Nikon)
acoplado a uma cémera digital. As imagens foram processadas com o software
NIS-Elements 2.3 v para medir areas e distancias entre células. Foram tiradas
cinco imagens por condicdo experimental. Os efeitos do RSV na viabilidade dos
linfocitos infectados por T. gondii foram avaliados com base na oxidagao
mitocondrial usando o] ensaio colorimétrico MTT
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio brometo) (Mosmann, 1983). Os
experimentos foram realizados em placas de 96 pogos (1 x 10* células/po¢o/200
M) em intervalos de 24 horas apds exposicdo a T. gondii e/ou RSV. Células
controle e tratadas foram incubadas com MTT a concentragéo final de 1 mg/mL
por 3 horas. A densidade 6ptica de cada amostra foi medida a 570 nm usando um
leitor de microplacas espectrofotométrico. Os dados estdo apresentados como
porcentagem de células viaveis.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados revelam que a viabilidade celular de PMNs foi menor nas
células infectadas por T. gondii apés 24 horas, quando comparada as nao
infectadas (grupo controle) (p<0.05). O tratamento com SFD isolado reduziu a
viabilidade celular tanto em células infectadas quanto nao infectadas 24 horas
apos incubagédo, em comparagao ao controle negativo. O tratamento com RSV
isolado nas diferentes concentragées (1 a 75uM) ndo aumentou a atividade
mitocondrial dos linfocitos apds 24 horas em comparagdo ao controle negativo.
Quando PMNs foram infectados com T. gondii e tratados com SFD observou-se
uma reducédo significativa da viabilidade celular quando comparado ao controle
positivo (grupo infectado). Além disso, em células infectadas por T. gondii, e
tratadas com RSV nas concentragbes de 1 a 50 yM aumentaram a porcentagem
de linfécitos viaveis, apds 24 de incubacédo, em comparagao ao controle positivo
(grupo infectado) (p<0,001).

Abordagens terapéuticas in vitro com foco em estimulagao imunolégica tém
sido investigadas no contexto da toxoplasmose (Lima e Lodoen, 2019 ). Nossos
dados revelam o RSV como um candidato terapéutico promissor ja que nao
alterou a viabilidade de PMNs. Além disso, dado aos efeitos antioxidantes e
antiinflamatérios (Meng et al., 2020) conhecidos do RSV, quando utilizado em
células infectadas com T. gondii, o RSV modulou positivamente a atividade
mitocondrial de PMNs ativando as células e modulando positivamente a resposta
inflamatoéria conforme estudos preliminares (Bottari et al., 2015, 2019). A
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associacdo de RSV a SFD, op¢ao de tratamento comercialmente disponivel
atualmente, também parecem estimular linfécitos infectados por T. gondii.

4. CONCLUSOES

Portanto, nossos dados demonstram que o RSV modula positivamente a
viabilidade dos linfocitos durante a infecgado por T. gondii. Além disso, o RSV,
devido aos seus efeitos bioldgicos antioxidantes e anti-inflamatorios, combinado a
SFD, sugerem ser uma alternativa terapéutica segura como alvo para o
tratamento da toxoplasmose.
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