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O estudo da dindmica das populacdes celulares indiferenciadas, presentes no organismo ao
longo da vida, ampliou a fronteira de alternativas para o tratamento de varios tipos de lesdes e
de doencgas. Diversas populacGes celulares tém sido usadas para isso, como as derivadas de
embrides em fase de pré-implantacdo, denominadas células-tronco embrionarias (CTE); as
derivadas de nichos de células somaticas pluripotentes, responsaveis pela regeneracdo dos
tecidos organicos ao longo da vida, chamadas de células-tronco adultas (CTA); e as células da
fracdo mononuclear da medula éssea (CFMO), que conta com CTA e células da linhagem
hematopoiética em variados estagios de diferenciacdo. Importantes obstaculos tém sido
superados no que se refere ao conhecimento de beneficios e de riscos inerentes a terapia
celular. Contudo, a construcdo do conhecimento é permeada de duvidas e hd muito a ser
desvendado para que se possam explorar com seguranca as potencialidades das terapias
celulares, especialmente usando células alogénicas. A toxoplasmose é uma zoonose
oportunista causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, que apresenta distribuicdo mundial
e acomete cerca de um terco da populacdo humana. Na fase aguda da infeccdo, taquizoitos de
T. gondii disseminam-se e multiplicam-se nas células hospedeiras. A resposta imune induz a
evasdo do protozoario em cistos teciduais de bradizoitos (forma de semilaténcia), mantendo o
hospedeiro cronicamente infectado. A imunossupressdo, como a utilizada no pré-
condicionamento para transplante de células alogénicas, € um fator de risco de reativacdo da
toxoplasmose em portadores cronicos. Na presente tese, sdo apresentados estudos realizados
com objetivo de contribuir com: a. métodos de deteccdo molecular de células alogénicas apos
o transplante sistémico pela via endovenosa, permitindo 0 mapeamento da distribuicdo e do
destino destas células no organismo receptor; e b. compreensédo das inter-relagdes envolvendo
pré-condicionamento (imunossupressdo farmacologica) para o transplante, terapia celular
alogénica com CFMO e reativacdo da toxoplasmose em portadores cronicos. No Capitulo 1
demonstra-se uma nested-PCR que aumenta a sensibilidade e a seguranca do diagnostico
molecular de presenca ou auséncia de células de camundongos machos em fluidos e tecidos
de receptoras fémeas ap0ds transplante endovenoso. O método, que envolve a deteccdo de
fragmento de DNA especifico do cromossomo Y, foi eficaz para células de duas populacbes
distintas: CFMO e células cultivadas in vitro derivadas do tecido adiposo. Portanto, 0 método
pode ser til para outros tipos celulares. O estudo apresentado no Capitulo 2 demonstra 0s
efeitos de um protocolo de imunossupressdo farmacoldgica com altas doses de busulfan e
ciclofosfamida (PCT), seguido do transplante alogénico de CFMO em um modelo de
toxoplasmose crénica em camundongos. Esse estudo foi dividido em trés etapas subsequentes:
I. infeccdo experimental com cepa cistogénica do tipo Il de T. gondii (ME-49) e



caracterizacdo da toxoplasmose aguda e cronica; Il. avaliacdo dos efeitos da imunossupressao
farmacoldgica nas fémeas Balb/c; e Ill. avaliagdo dos efeitos do transplante de CFMO de
camundongos machos para as fémeas receptoras. A imunossupressao farmacoldgica provocou
agravamento do quadro clinico geral dos animais e altas taxas de mortalidade. Esse efeito foi
notavelmente precoce nos animais cronicamente infectados por T. gondii, demonstrando o
alto risco da combinacdo entre toxoplasmose persistente e imunossupressdo farmacolégica na
preparacdo para o transplante alogénico. Demonstrou-se a seguranca do transplante alogénico
de CFMO em fémeas Balb/c infectadas ou livres de infeccdo por T. gondii, desde que néo
tenham sido submetidas ao protocolo de pré-condicionamento para o transplante. No Capitulo
3, um regime de imunossupressdo farmacologica com doses reduzidas de busulfan e
ciclofosfamida (PCTdr) foi testado como alternativa para minimizar 0s riscos inerentes ao
pré-condicionamento em camundongos cronicamente infectados com T. gondii e submetidos
ao transplante alogénico de CFMO. Esse estudo também foi dividido em trés etapas
sequenciais: |. infeccdo oral de fémeas Balb/c com cistos teciduais de T. gondii (cepa VEG,
cistogénica) e monitoramento durante um periodo de 120 dias (toxoplasmose croénica); Il.
avaliacdo dos efeitos do regime de pré-condicionamento, com doses reduzidas de busulfan e
ciclofosfamida (PCTdr); Ill. transplante alogénico endovenoso de CFMO de doadores
machos para as fémeas Balb/c. Os resultados demonstraram a seguran¢a do PCTdr para uso
em Balb/c fémeas cronicamente infectadas com T. gondii. Doses reduzidas de busulfan e
ciclofosfamida (PCTdr) resultaram em menor incidéncia e intensidade de sinais clinicos e
auséncia de mortalidade, em oposicdo ao ocorrido com as altas doses (PCT) recomendadas
para mieloablacdo. O transplante alogénico de células mononucleares da medula 6ssea de
doadores machos foi seguro no curto prazo em fémeas Balb/c submetidas ao PCTdr,
independentemente de infeccdo persistente pelo T. gondii.

Palavras-chave: terapia celular; alotransplante; diagnostico molecular; toxoplasmose;
reativacdo; imunossupressao farmacologica; Balb/c.
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The study concerning the lifelong dynamic of undifferentiated cell populations present in the
organism expanded the therapeutics frontiers aiming to healing several kinds of wounds and
diseases. Different cell populations have been used for this purpose, as those derived from
pre-implantation embryos, called embryonic stem cells (ESC); those derived from pluripotent
somatic cells niches, responsible for organic regeneration throughout life, named adult stem
cells (ASC); and cells derived from the bone marrow mononuclear fraction (BMNC), which
has ASC and hematopoietic lineage cells at different stages of differentiation. Important
barriers have been overcome aiming to elucidate benefits and risks inherent to cell therapy.
However, the knowledge derives from an evolution process fraught with doubts, and there are
many things to be unveiled for safe exploration of different kinds of cell therapy, mainly
when allogeneic cells are used. Toxoplasmosis is an opportunistic zoonosis caused by the
protozoan Toxoplasma gondii, which has a worldwide distribution and affects about a third of
the human population. In the acute infection, T. gondii tachyzoites spread up and multiply
themselves into host cells. Immune response leads to evasion of the protozoan in tissue cysts
of (semi-latent) bradyzoites, mantaining the chronic infection of the host.
Immunosuppression, as used in conditioning for allogeneic cells transplantation, is a risk
factor for toxoplasmosis reactivation in chronically infected hosts. The studies presented in
this thesis were performed aiming to contribute with: a. methods used for molecular detection
of allogeneic cells after systemic transplantation by endovenous injection, allowing to
mapping the organic distribution and the fate of these cells in recipient body; and b.
understanding  about  interrelationships  among  conditioning  (pharmacological
immunosuppression) for transplantation, allogeneic cell therapy with BMNC and
toxoplasmosis reactivation in chronically infected hosts. The study described in the Chapter 1
shows a nested-PCR test with increased sensitivity and assurance for molecular diagnosis of
presence or absence of male mice cells in body fluids and tissues of female recipients after
intravenous transplantation. This method, based on detection of specific DNA fragment from
the Y chromosome, was effective for cells from two distinct populations: BMNC and in vitro
cultured cells derived from adipose tissue. Therefore, this method can be suitable for other
cell types. The study presented in the Chapter 2 shows the effects caused by an
immunosuppressive  pharmacological regimen with high doses of busulfan and
cyclophosphamide (PCT), followed by allogeneic BMNC transplantation in a model of
chronic toxoplasmosis in mice. This study was divided in three subsequent steps: I.
experimental infection with type Il cystogenic strain of T. gondii (ME-49) and
characterization of acute and chronic toxoplasmosis; Il. evaluation of the pharmacological
immunosuppression effects in female Balb/c; and Ill. evaluation of the effects resulting from



transplantation of male mice BMNC to recipient females. The pharmacological
immunosuppression caused worsening of the general clinical condition of the animals and
high mortality rates. This effect occurred remarkably earlier in animals chronically infected
with T. gondii, showing the high risk of the combination between persistent toxoplasmosis
and pharmacological immunosuppression in conditioning for allogeneic transplantation. This
study showed the safety of the allogeneic BMNC transplantation in female Balb/c
independently of the infection by T. gondii, provided that they have not been subjected to
conditioning regimen before transplantation. In the Chapter 3, a pharmacological
immunosuppressive regimen, with reduced doses of busulfan and cyclophosphamide
(PCTrd), was tested as an alternative to minimize conditioning regimen inherent risks in mice
chronically infected with T. gondii and submitted to allogeneic transplantation of BMNC.
This study was also divided in three sequential steps: I. oral infection of female Balb/c with
tissue cysts of T. gondii (cystogenic VEG strain) and monitoring over a 120 days period
(chronic toxoplasmosis); 11. evaluation of conditioning regimen effects using reduced doses of
busulfan and cyclophosphamide (PCTrd); Ill. endovenous transplantation of allogeneic
BMNC from male donors to the female Balb/c. The results showed the safety of the PCTrd
for use in female Balb/c chronically infected with T. gondii. Reduced doses of busulfan and
cyclophosphamide (PCTrd) resulted in lower incidence and intensity of clinical signs and
absence of mortality, in contrast to results that were observed with high doses (PCT)
recommended for myeloablation. Transplantation of allogeneic bone marrow-derived
mononuclear cells from male donors was safe in the short term for female Balb/c mice
submitted to PCTrd regardless of persistent infection by T. gondii.

Key words: cell therapy; allotransplantation; molecular diagnosis; toxoplasmosis;
reactivation; pharmacologic immunosuppression; Balb/c.
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FIGURA 1- Média de peso vivo de fémeas Balb/c aos 120 dias pés-inoculacdo oral de 50
cistos teciduais de T. gondii da cepa VEG (grupo Tgl) ou de placebo (grupo
plal). Letras (a,b) diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste
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FIGURA 2- Variacdo do peso médio de cada animal, por grupo, durante o periodo do PCTdr
(etapa I1). Tgl: infectadas na etapa I; pctdrll: submetidas ao PCTdr na etapa II;

plal: placebo na etapa | (ndo-infectadas); plall: placebo na etapa Il (ndo
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receberam o PCTdr). Os asteriscos indicam diferenga significativa entre os grupos
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CDTA-Y: células estromais (tronco) derivadas do tecido adiposo de doadores machos
CTE: célula(s)-tronco embrionaria(s)

CTHMO: célula(s)-tronco hematopoiética(s) derivada(s) da medula 6ssea

CTM: célula(s)-tronco mesenquimal(is)

DEMEM-F12: Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
EPR: epitélio pigmentar retiniano

hCTE: célula(s)-tronco embrionaria(s) humana(s)

PBS: phosphate-buffered saline ou tampao salina-fosfato

PCR: polimerase chain reaction

PCT: protocolo (regime) de pré-condicionamento para o transplante alogénico
PCTdr: protocolo (regime) de pré-condicionamento para o transplante alogénico com doses
reduzidas dos quimioterapicos

p.i.: pos-infeccdo

p.t.: pés-transplante

gPCR: quantitative polimerase chain reaction

SKP: (células) progenitoras derivadas da pele

SRY:: Y-located testis-determining gene

SRYinn: SRY gene inner DNA fragment sequence

SRYout: SRY gene outer DNA fragment sequence



SUMARIO

LRI 210 ] 516107 X T 14
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA. ......ooieeveeeeeeeeeees e ssses st s s 18
2.1 A terapia celular na clinica médica € VELErINAIIa. ...........ccovieiriiiiieneseree e 18
2.1.1 Celulas-tronCo EMDITONANIAS. .......cviirierierieresesie sttt sttt be b e 18
2.1.2 Os ensaios clinicos com células-tronco embrioNArias..........ccccuoeverereine s 19
2.1.3 CEIUIAS-TrONCO AUUILAS. ... cvveveeeiieeiieieec et ettt 20
2.1.4 Transplante de células derivadas da medula GSSEa...........c.coeviveerierieiieieese e 23
2.2 A toxoplasmose na satde humana e animal............ccccoceiieiieiicii e 24
2.2.1 Biologia da toxoplasmose: uma zo0Nn0Se OPOITUNISEA. ..........curerreieirinireeeresesre e 24
2.2.2 A toxoplasmose em pacientes de transplantes alogénicos..........ccocvevevieniieevciecve e 26

3 CAPITULO 1 - NESTED-PCR MULTIPLEX TEST WITH INCREASED
SENSITIVITY FOR DETECTION OF ALLOGENEIC CELLS TRANSPLANTED

FROM MALE TO FEMALE MICE ... e 28
P 0 1) 1 = 101 PR 28
ST U o TSR 29
gL oo 1811 o] o TR 30
Material AN IMETNOAS........covie it s st e e s b e e e be s s ba e s sbbeesares 31
RESUIES AN DISCUSSION. .. .eeiiiitiiieiittie sttt e s sttt s s sttt e s srte e s s ssbbe e s s ssbbaessbbeeessabaasessbbasssbbesessssbesessnns 35
(@r0] ¢ [od [ U153 (] o ISR 37
ACKNOWIBAGEMENTS. ....cviii it ettt e s b e s be e s b e st e s beere e besbesbestaenresreeneeee 37
[ Y (=] =] (01T TR 37

4 CAPITULO 2 - PRE-CONDICIONAMENTO ~ COM BUSULFAN E
CICLOFOSFAMIDA E  TRANSPLANTE  ALOGENICO DA  FRACAO
MONONUCLEAR DA MEDULA OSSEA EM CAMUNDONGOS PORTADORES DE

TOXOPIASMA GONUIT ...ttt sb bbb 42
=TS U1 1 [0 TR 42
YA 0 1) 1 101 PSR 43
INEFOAUGED. ...ttt b ettt 44
MALEEIAL & IMIELOTOS. ... veeceeee ettt ettt sttt e et e st e s et et e sab e e stb e e st e e e steesbeeesbeebenesareesreeens 46
RESUITAAOS 8 DISCUSSAD. ... ..cuvieiiiiiitiie ittt ete ettt e st e st s be s b e s e e bt e e st e e sabe s s b e s sbeesebaeesbessabeessrbeesabens 49
(O00] 3 101 1T ET0 <3S 52
AGTAOEBCTMENTOS. ...ttt bbbt b b e ettt e bt b et eb et e e en b 52
RETEIENCIAS. ... ittt st s e st e e eb e e e s ab e s s sbbe s eba e e sateesbeeesbesesbeesabesesbaesereeea 53

5 CAPI'TULO 3 - DOSES REDUZIDAS DE BUSULFAN E CICLOFOSFAMIDA NO
PRE-CONDICIONAMENTO PARA O TRANSPLANTE ALOGENICO DE CELULAS
MONONUCLEARES DA MEDULA OSSEA EM CAMUNDONGOS FEMEAS

PORTADORAS DE Toxoplasma gONii.........ccccuueririieiieiesieee e 68
ST U | o 68
P AN o) 1 = (o ST 69
1 oo [ o= T TSRS 70
MALEFIAL 8 IMELOTOS. .......eeeieeie ittt ettt e st e e st e e s bt e e st a e s sbeessbeessabeesbanssabessabanaa 71
RESUITATOS 8 DISCUSSAD ... .ccuvveieiiereeieiteieessteessteeeesseseesstaesessbaessassseesesasbesesassessesasesessseseessseenes 74
(@001 (o] [UE:: 1o TR 77
F N[ =T L= g T=] ] (o F OSSR 77
(R ] (= 2] A Lo T T TR 78
B CONCLUSOES. ...ttt ettt ettt ettt en et en e 88

TREFERENCIAS. ..ottt s 89



1. INTRODUCAO

Algumas das maiores perspectivas de avangos para a recuperacao funcional de 6rgéos
e tecidos, a regeneracdo organica, o tratamento de lesdes com perda tecidual e o controle de
doencas relacionadas a resposta imune residem na terapia celular (LE BLANC; RINGDEN,
2007; MALGIERI et al.,, 2010; REINOLDS; LAMBA, 2014). As populacdes celulares
utilizadas para esses fins terapéuticos apresentam, em geral, a caracteristica de se encontrarem
indiferenciadas (ou em estagios iniciais de diferenciacdo) em seu nicho original. 1sso permite
que sejam estimuladas para a diferenciacdo em variados tipos de células especializadas
(BRADLEY, 1990; LAKSHMIPATHY; VERFAILLIE, 2005; CARR et al.,, 2013). Dessa
forma, as células embrionarias e somaticas adultas indiferenciadas podem dar origem a
linhagens celulares diferentes daquelas a que estariam “destinadas” a formar, em um processo
de transdiferenciacdo mediado por estimulos especificos (WAGERS; WEISSMAN, 2004).

A capacidade de se diferenciar em células de diversas linhagens (originarias de
ectoderma, mesoderma e endoderma) se denomina “plasticidade”. Teoricamente, sob 0s
estimulos adequados, as células indiferenciadas poderiam dar origem a quaisquer tipos
celulares que formam um organismo. Contudo, acredita-se que, na pratica, a plasticidade das
diferentes populacdes de células somaticas adultas indiferenciadas ou precursoras seja
varidvel e apresente certas limitacbes (HERZOG; CHAI;, KRAUSE, 2003;
LAKSHMIPATHY; VERFAILLIE, 2005; WAGERS; WEISSMAN, 2004).

Dessa forma, a plasticidade, ou seja, o potencial de diferenciacgdo (transdiferenciacéo)
permite a classificagdo dos tipos celulares em totipotentes, pluripotentes e multipotentes
(MITALIPOV; WOLF, 2009). Células derivadas de embrides em fase de pré-implantacéo séo
as que apresentam o espectro mais amplo de diferenciagdo, sendo consideradas totipotentes. O
conceito de totipoténcia significa que essas células séo capazes de se diferenciar em qualquer
tipo celular desde a formacdo do organismo embrionario, fetal e adulto, incluindo tecidos
extra-embrionarios da placenta. As células pluripotentes sdo as que apresentam capacidade de
se diferenciar em células maduras derivadas das trés linhagens germinativas (ectoderma,
mesoderma e endoderma). Embora sejam capazes de se diferenciar em diferentes tipos de
células somaticas, as células multipotentes tém uma plasticidade reduzida em comparacéao as
pluripotentes. Assim, teoricamente, ndo seria possivel formar todos os tecidos organicos a
partir de uma célula pluripotente ou multipotente (BONGSO; RICHARDS, 2004;
MITALIPOV; WOLF, 2009).
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Pode-se considerar que, no momento, a maioria dos estudos relacionados a terapia
celular envolve algum dos trés tipos de populacGes celulares mencionados a seguir: as células-
tronco embrionarias (CTE) (CARR et al, 2013; REYNOLDS; LAMBA, 2014,
SCHULDINER et al., 2000; SCHWARTZ et al., 2012), as células-tronco adultas (CTA)
(BONGSO; RICHARDS, 2004; MALGIERI et al., 2010; MEISEL et al., 2004; ROJAS et al.,
2005;) e as células da fragdo mononuclear da medula dssea (CFMO) (KAMIHATA et al.,
2001; SEEGER et al., 2007; TATEISHI-YUYAMA et al., 2002). Embora, recentemente, 0s
ensaios clinicos em seres humanos tenham passado a ser cada vez mais comuns, ainda ha
muitas duvidas referentes aos reais beneficios e riscos da terapia celular.

Os métodos de expansdo e diferenciacdo em cultivo celular das células-tronco
formando populacdes quase puras de células especializadas tém se tornado mais eficazes
(REYNOLDS; LAMBA, 2014). Essa engenharia de tecidos possibilita o transplante de
populagdes celulares funcionalmente especializadas, como realizado, experimentalmente, no
tratamento da degeneracdo de retina em humanos (SCHWARTZ, 2012). Por outro lado, em
muitos casos, parece ser preferivel usar células com alta capacidade de diferenciacéo
(plasticidade). Isso porque, tais células apresentam um repertdrio mais amplo de potenciais
efeitos, como a formacédo de varios tecidos, a modulacdo da resposta imune e a producgédo de
fatores de crescimento que estimulam a regeneracao tecidual (MALGIERI et al., 2010).

Ha evidéncias suficientes para apostar que a cura de diversas doencas, a reparacao
tecidual e a regeneracdo organica, em casos para 0s quais ainda nao se tem tratamento eficaz,
pode residir na terapia celular. Contudo, o conhecimento cientifico gerado até o0 momento
segue permeado de lacunas referentes a efetividade das células-tronco e de outras populacdes
celulares, como a fracdo mononuclear da medula dssea, para fins terapéuticos. Alem disso, as
células-tronco, por caracteristica, pela sua plasticidade, também sdo inerentemente capazes de
induzir a formacéo tumores (KARNOUB et al., 2007; SMITH, 2001; TOLAR et al., 2007).

O transplante de células alogénicas tem como outro fator complicador o risco de
provocar rejeicdo. 1sso parece ser um problema menos frequente na terapia alogénica com
células-tronco adultas, como as células-tronco mesenquimais da medula dssea, o0 que tem sido
atribuido ao seu efeito imunomodulador e sua baixa antigenicidade (DEEG et al., 2006;
MALGIERI et al., 2010). Nesse contexto, hd grande necessidade de estabelecer
conhecimentos basicos acerca das inter-relacfes existentes entre as células transplantadas, na
terapia celular, e as células do organismo que as recebe. I1sso no que se refere, por exemplo, a
sinalizacdo paracrina, distribuicdo das células transplantadas no organismo, resposta imune e

eliminacdo das celulas alogénicas (no caso da origem ndo ser autdloga). Para tanto, se faz
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necessario desenvolver e aprimorar métodos de diagndstico que permitam estudar o destino
das células transplantadas no organismo receptor.

O potencial imunomodulador das CTA passou a ser usado para regular a resposta
imunolégica por meio da terapia celular, como uma nova opcdo terapéutica (LE BLANC;
RINGDEN, 2007; PUISSANT et al., 2005). Assim, considerando-se que a terapia celular
pode interferir na capacidade de resposta imune do paciente, € importante destacar que
doencas relacionadas a competéncia imunoldgica devem ser consideradas nesse cenario. Além
disso, nos casos de transplantes alogénicos, como o de medula 6ssea, 0 pré-condicionamento
do paciente para receber as células alogénicas inclui a imunossupressdo farmacolégica
(KONUMA et al., 2014; RAIOLA et al., 2013). Isso resulta em mieloablacao e tem o objetivo
de proporcionar uma condicdo favoravel ao estabelecimento das células transplantadas.
Porém, também acarreta em uma condicdo de debilidade da resposta imunoldgica, que
predispde o paciente as infecgcdes oportunistas como a toxoplasmose (ROEMER et al., 2001).

A toxoplasmose € uma zoonose provocada por Toxoplasma gondii, um protozoario
intracelular obrigatério pertencente ao filo Apicomplexa. Este parasito apresenta carater
altamente infeccioso em humanos e pode acometer, virtualmente, qualquer espécie de animal
de sangue quente. A toxoplasmose estd amplamente distribuida ao redor do mundo e provoca
grande impacto a satde pablica (INNES, 1997; ROBERTS et al., 1990).

A infeccdo por T. gondii, em geral, costuma ser assintomatica, e o portador pode
manter-se livre de sinais clinicos ao longo da vida (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).
Porém, episodios de imunossupressao transitéria ou doengas que causam comprometimento
da resposta imunolégica predispem a disseminacdo do parasita pelo organismo, provocando
doenca aguda (AJZENBERG et al., 2009). Esse é o caso dos pacientes submetidos a
transplantes alogénicos, 0s quais se encontram imunossuprimidos devido ao pre-
condicionamento (mieloablagdo) para o transplante (DEROUIN; PELLOUX, 2008;
ROEMER et al., 2001). Assim, a infeccdo primaria ou a reativacdo da toxoplasmose cronica,
com disseminacdo de taquizoitos do protozoario e manifestacdo de doenca aguda, acarretam
em SErios riscos ao paciente.

Os efeitos da terapia celular sobre a patogenia da toxoplasmose em portadores
cronicos de T. gondii, bem como os riscos de reativacdo da infeccdo aguda em pacientes
submetidos ao transplante de células alogénicas ainda precisam ser esclarecidos. Esta tese é
composta de estudos relacionados (1) ao diagnostico molecular da distribuicdo orgénica de
células alogénicas transplantadas de camundongos machos para camundongos fémeas; e (2)

as inter-relacbes que se estabelecem entre a toxoplasmose crénica, o pré-condicionamento
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com quimioterapia imunossupressora e o0 transplante alogénico de células da fracdo
mononuclear da medula 6ssea em camundongos.

Os estudos apresentados nesta tese foram realizados com intuito de contribuir com o
desenvolvimento da pesquisa em terapia celular utilizando modelos animais e avaliando os
riscos e potenciais beneficios na relagdo entre a toxoplasmose, a imunossupressdo
farmacologica e o transplante de células alogénicas. Nesse sentido, este trabalho conta com
uma revisdo de literatura acerca dos avancos relacionados as potencialidades terapéuticas de
células-tronco embrionarias, células-tronco adultas e populacdes celulares derivadas da
medula déssea. Na sequéncia, sdo apresentados estudos realizados com os objetivos de: a.
desenvolver e aprimorar o diagnostico molecular de presenca/auséncia de células alogénicas
no organismo receptor, apos transplante sistémico (Capitulo 1); e b. de avaliar os riscos de
reativacdo da toxoplasmose em portadores crénicos submetidos a diferentes regimes de pré-
condicionamento (imunossupressdo farmacoldgica), com os quimioterdpicos busulfan e
ciclofosfamida, e ao transplante alogénico de células da fragdo mononuclear da medula dssea
(Capitulos 2 e 3). As conclusBes gerais desses estudos sdo apresentadas em conjunto, no

fechamento desta tese.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A terapia celular na clinica médica e veterinaria
2.1.1 Células-tronco embrionarias

Os estudos pioneiros de Evans e Kaufman (1981) com células isoladas da massa
celular interna de blastocistos murinos, as quais se mantinham indiferenciadas ao serem
expandidas in vitro e, além disso, apresentavam pluripoténcia (capacidade de se diferenciar
formando quimerismo e teratocarcinomas in vivo), deram origem a uma nova fronteira
cientifica. Desde entdo, essas células indiferenciadas e pluripotentes, que viriam a ser
consagradas como células-tronco embrionarias (CTE), passaram a ser profundamente
estudadas. Em um primeiro momento, esses estudos foram focados no objetivo de desvendar
os processos de diferenciacdo celular que ocorrem desde o desenvolvimento embrionario
(BRADLEY, 1990; EVANS; KAUFMAN, 1981).

No entanto, a evolucdo das pesquisas com essas populagdes celulares abriu
perspectivas de novos métodos terapéuticos, capazes de promover a regeneracao anatomo-
funcional do organismo, com reparacdo de feridas, reconstrucdo de tecidos e tratamento de
diversas doencas. Isso direcionou os esforgos da comunidade cientifica para a pesquisa com
celulas-tronco embrionérias humanas (hCTE), visando a sua proliferagdo em cultivo
(indiferenciadas) e sua diferenciacdo em linhagens mdaltiplas de células progenitoras e
somaticas do organismo (AMIT et al., 2000; REUBINOFF et al., 2000; SCHULDINER et al.,
2000; THOMSON et al., 1998). A partir dai, consolidou-se o conceito de que populacBes
originarias de poucas (ou mesmo de apenas uma) CTE podem ser propagadas in vitro
indefinidamente, mantendo-se indiferenciadas e mantendo a capacidade de se diferenciar,
virtualmente, em qualquer populagdo de células somaticas adultas, caso sejam submetidas aos
estimulos adequados (JOHE et al., 1996; SCHULDINER et al., 2000).

Os resultados obtidos em estudos com CTE geraram solidas esperancas para a
comunidade cientifica. Essas células passaram a ser celebradas como a alternativa mais
promissora para o tratamento de lesdes e de doengas até entdo incuraveis, ou para as quais 0s
recursos terapéuticos conhecidos jamais apresentaram resultados satisfatorios (FUCHS;
SEGRE, 2000). Contudo, a aplicabilidade da terapia com hCTE na clinica médica esbarrou
em questdes que vieram desde restricdes de ordem ética e legal — por se tratarem de células
coletadas de tecidos embrionarios/fetais — (FUCHS; SEGRE, 2000; VOGEL, 2001), até
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obstaculos bastante préticos, relacionados a seguranca de sua utilizacdo in vivo, eficicia do
tratamento e relacdo entre os riscos e 0s possiveis beneficios aos pacientes. Apesar disso, ndo
se pode negligenciar o potencial terapéutico de células-tronco embrionéarias (VOGEL, 2001;
REINOLDS & LAMBA, 2014): basta lembrar que as caracteristicas dessas linhagens
celulares em cultivo as tornam fontes autorrenovaveis, e quase que inesgotaveis, de células
pluripotentes.

Recentemente, um grande passo foi dado no sentido de resolver parte das questdes
éticas envolvidas na manipulacdo de células derivadas de embrides humanos, com o
surgimento de métodos eficazes de producdo de linhagens de hCTE a partir da bidpsia de
apenas um blastobmero (KLIMANSKAYA et al., 2006). Com essa tecnologia, desenvolvida
inicialmente com embrides murinos (CHUNG et al., 2005), tornou-se vidvel o
estabelecimento de linhagens celulares pluripotentes a partir de biopsias de embriées humanos
produzidos in vitro, sem provocar-lhes dano ou, sequer, atraso no desenvolvimento
embrionario. Ja se demonstrou que as hCTE derivadas de um blastbmero multiplicam-se e
mantém-se indiferenciadas por diversas passagens em cultivo, e sdo capazes de originar as
trés camadas germinativas embriondrias, tanto in vitro quanto em teratomas nos modelos
animais (KLIMANSKAYA et al., 2006).

Duas contribuicGes primordiais dessa técnica desenvolvida por Chung et al., (2005) e
Klimanskaya et al. (2006) podem ser destacadas: (1) o estabelecimento e manutencdo dessas
linhagens celulares possibilita 0 acesso a grande quantidade de CTE (ou hCTE) multiplicadas
em cultivo celular a partir de uma populacdo gerada pela coleta por biopsia de apenas uma
célula embrionéria, e sem a destruicdo do embrido que a originou. Portanto, sem inviabilizar o
desenvolvimento ou provocar a morte deste embrido, o que resolve grande parte das questdes
éticas envolvidas na utilizacdo de hCTE; (2) esse embrido desenvolvido in vitro, que serve
como doador do blatdmero do qual derivam as hCTE, podera dar origem a um individuo para

o0 qual, dessa forma, manter-se-4 um estoque de hCTE aut6logas para terapias futuras.
2.1.2 Os ensaios clinicos com células-tronco embrionarias

A obtenc&o de linhagens de hCTE a partir de um Unico blastdmero deu novo impulso a
terapia celular em humanos, culminando nos ensaios clinicos para o tratamento da
degeneragcdo macular que se iniciaram em 2010 (ATALA, 2012; SCHWARTZ et al., 2012).
Nesses estudos, foram aplicadas, no espaco sub-retiniano de cada paciente, 50000 células
alogénicas do epitélio pigmentar retiniano (EPR), com pureza de 99% de EPR diferenciadas a
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partir de cultivo de hCTE. O procedimento foi realizado em dois pacientes, cada um com um
tipo de degeneracdo macular. Os resultados preliminares, apds quatro meses de
acompanhamento, foram bastante positivos: houve estabelecimento das células alogénicas no
sitio de aplicacdo, recuperacdo histologica e funcional do epitélio macular e melhora da
acuidade visual nos pacientes (CARR et al., 2013; SCHWARTZ et al., 2012).

Contudo, é essencial ressalvar que had muitas lacunas a serem preenchidas, e muitas
duvidas vitais a serem respondidas, para que se tenham garantias suficientes que permitam
avancar em termos de aplicagdio de CTE (hCTE) em humanos. Nesse sentido, uma
preocupacao inerente ao uso de células alogénicas € a rejeicdo ao transplante (BEN-DAVID;
BENVENISTY, 2011; DRUKKER et al., 2006). Em relacdo aos estudos de Schwartz et al.
(2012) ¢ preciso considerar que o sitio de aplicacdo das células alogénicas, a retina, é também
um sitio de privilégio, onde a resposta imunoldgica é restrita. 1sso diminui o risco de rejei¢do
as células alogénicas. Além disso, a aplicacdo € local (sub-retiniana) e a concentragdo de
células aplicadas é pequena. Todos esses aspectos favorecem a terapia de regeneracdo de
retina com hCTE, por restringirem 0s riscos ao paciente.

Apesar dos importantes passos dados recentemente na direcdo da ampliacdo dos
ensaios clinicos em pacientes humanos (CHONG et al., 2014; REYNOLDS; LAMBA, 2014),
de fato, ainda é necessario tratar do tema com cautela (ANDERSON et al., 2014). Além disso,
embora ensaios pré-clinicos envolvendo modelos animais venham, em muitos casos,
apresentando resultados animadores quanto a eficicia terapéutica das células embrionarias
pluripotentes humanas (CHONG et al., 2014; LU et al., 2009; LUND et al., 2006), um
problema central a ser destacado é o risco de formacdo de tumores. Esse risco é inerente a
prépria natureza pluripotente das células-tronco (BEN-DAVID; BENVENISTY, 2011; LEE

et al., 2013) e desabona seu uso indiscriminado em seres humanos.

2.1.3 Células-tronco adultas

Apesar das caracteristicas bastante peculiares das CTE, que as tornam uma populagéo
celular extremamente valiosa para a diferenciacdo em linhagens somaéticas diversas, 0S
embrides em fase de pré-implantacdo ndo sdo as Unicas fontes bioldgicas de células
pluripotentes indiferenciadas. Durante o desenvolvimento embrionario e fetal, para a
formacgéo de todos os tecidos organicos, as células pluripotentes indiferenciadas de origem
embrionaria passam por uma série de transformacfes orquestradas por uma pré-programagao

do genoma. Essas transformacdes sdo proprias de cada tipo celular que serd formado, dando
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origem a um organismo multicelular completo (YOUNG; BLACK JR., 2004). Contudo, cada
tecido formado a partir dessas transformacfes mantém nichos de células indiferenciadas ou
progenitoras, chamadas de células-tronco adultas (CTA), prontas a se diferenciar em células
especializadas, desde que sejam estimuladas para tal. As CTA podem ser classificadas como
células indiferenciadas, pluripotentes e capazes de autorrenovacao (SPRADLING et al., 2001;
WAGERS; WEISSMAN, 2004).

A funcéo fisioldgica das CTA é a reparacdo e renovacao dos tecidos organicos. Dos
nichos de células pluripotentes quiescentes tém origem as novas células somaéticas
especializadas, constantemente produzidas para manutencdo da homeostase organica
(LAKSHMIPATHY; VERFAILLIE, 2005). O recrutamento das CTA para o desenvolvimento
de células progenitoras que se tornardo células especializadas ocorre conforme o requerimento
de cada tipo celular no organismo ao longo da vida (SPRADLING, DRUMMOND-
BARBOSA,; KAI, 2001). Em condigdes naturais, o recrutamento das CTA néo leva ao
esgotamento desses estoques de células pluripotentes. 1sso porque, as mesmas também sdo
capazes de se multiplicar, mantendo-se indiferenciadas e, assim, promovendo a
autorrenovacao das populacdes de CTA em estoque (COLLINS et al., 2005).

As células-tronco adultas vém adquirindo importancia crescente na terapia de
diferentes tipos de lesdes e de doencas. Algumas limitacdes ao seu uso residem no risco de
rejeicdo (na terapia alogénica), embora a imunogenicidade das CTA seja baixa e sua
capacidade imunomoduladora seja reconhecida (DRUKKER et al., 2006; NAUTA et al.,
2006); na possivel perda de fungdo das células infundidas, por ficarem submetidas a
influéncias diferentes daquelas que encontrariam no seu nicho de origem (PISCAGLIA, 2008;
SPRADLING, DRUMMOND-BARBOSA; KAI, 2001); e no seu potencial de transformacao
neoplasica ou inducdo de tumores (BLUM et al., 2009; KARNOUB et al., 2007; TOLAR et
al. 2007).

O potencial tumorigénico, caracteristico de células pluripotentes, é um dos aspectos de
maior preocupac¢do no que diz respeito a aplicabilidade terapéutica das células-tronco. Neste
quesito, as CTA tem se demonstrado mais seguras em comparacao com as CTE. No entanto,
esta € uma caracteristica associada a sua menor plasticidade, ou seja, um espectro de
diferenciacdo mais limitado (PISCAGLIA, 2008). Recentemente, novas luzes foram lancadas
nesta relacdo: demonstrou-se que as hCTE induzidas a se diferenciar em células-tronco
mesenquimais (CTM), apresentam caracteristicas similares as de CTM isoladas de

organismos adultos, e sem induzir ou formar tumores (GRUENLOH et al., 2011).
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A medula déssea tem sido uma das principais fontes bioldgicas de CTA utilizadas para
terapia celular (HERZOG, CHAI; KRAUSE, 2003; HORWITZ et al., 2002; MORRISON;
SCADDEN, 2014). As caracteristicas proprias das células estromais da medula 6ssea fizeram
com que esse fosse o primeiro sitio de obtencdo de CTA explorado para estudos de terapia
celular aut6loga e alogénica (HORWITZ et al., 2002; LALU et al., 2012; RAIOLA et al.,
2013).

Em seu nicho originario, o estroma da medula 6ssea fornece o microambiente que
favorece, concomitantemente, o balanco entre a autorrenovagdo da populacdo de células-
tronco (indiferenciadas) e sua diferenciacdo em células progenitoras hematopoiéticas, que
dardo origem as células especializadas (FUCHS, TUMBAR; GUASCH, 2004). Assim, no
organismo, autorrenovacdo e diferenciacdo sdo caracteristicas controladas de maneira
dindmica pelo nicho celular em que se encontram as CTA (MOORE; LEMISCHKA, 2006).

Inicialmente, acreditava-se que somente alguns tecidos organicos especificos, entre os
quais se destacava a medula dssea, possuissem estoque de CTA. Com o passar dos anos,
diversas outras fontes de CTA ou de células progenitoras multipotentes passaram a ser
exploradas, como o tecido adiposo (células-tronco derivadas do tecido adiposo; CTDA) e a
pele (células progenitoras derivadas da pele, conhecidas como células SKP) (PRESTON et al.,
2003; PISCAGLIA, 2008). Hoje se sabe que populacdes de CTA estdo presentes,
virtualmente, em todos os tecidos organicos, embora nem todas as linhagens descritas tenham
tido comprovada sua plasticidade para formar os diferentes tipos de células somaticas.

Alguns tipos de CTA que j& tiveram sua plasticidade amplamente demonstrada s&o: as
CTHMO, as neurais, as musculares esqueléticas, as mesenquimais (estromais, CTM), as
CTDA e as SKP (BRZOSKA et al., 2005; RAFF, 2003; TOMA et al., 2001). As CTM,
obtidas principalmente da medula dssea, possuem uma plasticidade ampla, comprovada pela
formagéo de tecidos especificos como o cartilaginoso, o tendineo, o dsseo, 0 adiposo, 0
muscular e o nervoso (MINGUELL et al., 2001).

Em se tratando de CTA, o risco de rejeicdo de células alogénicas transplantadas na
terapia local ou sistémica, interessantemente, ndo é um fator tdo sério quanto se poderia
esperar. Isso se deve ao fato dessas células apresentarem, como caracteristica, um baixo
potencial antigénico (o que também tem sido interpretado como efeito imunomodulador), que
as protege da resposta imune. As CTM séo as CTA mais amplamente estudadas no decorrer
dos anos, tendo-se atribuido a essas células um papel especial em relagdo a modulacdo das
reacOes imunoldgicas (CAPLAN, 1991; UCCELLI; MORETTA; PISTOIA, 2006). A

capacidade das CTM de expressar inimeros fatores de crescimento, citocinas e interleucinas
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(DEANS; MOSELEY, 2000) parece ter relacdo com sua baixa imunogenicidade, uma vez que
esses fatores de sinalizacdo podem interferir na resposta imunoldgica do organismo que
recebe o transplante celular.

Apesar de ser consensual a ideia de que a imunogenicidade de células-tronco, ainda
que heterologas, ¢ limitada (KLYUSHNENKOVA et at, 2005), ndo se conhecem totalmente
0s mecanismos celulares relacionados a evasdo da resposta imune inata por estas células no
organismo receptor. Outro ponto obscuro é saber se a terapia prolongada com CTA alogénicas
poderia incitar uma resposta imune mais especializada contra estas células, como seria de se
esperar, considerando-as como simples antigenos ndo-préprios a serem reconhecidos por
ceélulas de memodria.

Diferentemente das CTE, as CTA podem ser isoladas a qualquer momento da vida de
um individuo, o que facilita a terapia autéloga dos pacientes, ja que ndo € necessario que se
tenha tido acesso as suas CTE (ENGLISH et al., 2007). Uma fonte de CTA que vem
ganhando destaque é o tecido adiposo. Ha facilidade de obtencdo de reservas organicas de
tecido adiposo, com procedimentos pouco invasivos e, inclusive, com potenciais beneficios ao
paciente no caso de lipoaspiracdo de gordura excessiva. Além disso, a grande quantidade de
tecido adiposo disponivel em reservas subcutaneas, por exemplo, conta a favor da terapia com
CTDA. Nesse caso, a terapia autologa fica na dependéncia da expansdo da populacdo de
CDTA in vitro. Por outro lado, essas caracteristicas diminuem os potenciais danos ao doador

para obtencdo de células alogénicas, podendo se considerar a formacdo de bancos de CTDA.
2.1.4 Transplante de células derivadas da medula 6ssea

Entre as populacdes de CTA mais amplamente estudadas e aplicadas na clinica médica
e veterinaria estdo as derivadas da medula 6ssea. Entre essas populagdes celulares incluem-se
as CTM, também conhecidas como células do estroma da medula 6ssea (CEMO) e as
CTHMO. As CTHMO tém sido aplicadas com sucesso para o transplante autologo e
alogénico de medula dssea (MORRISON; SCADDEN, 2014). Além disso, as células da
fracdo mononuclear da medula 6ssea (CFMO), em que se incluem as CTM, as CTHMO e
células hematopoiéticas em diferentes estagios de diferenciacdo, tem sido utilizadas para fins
terapéuticos, especialmente com o objetivo de promover revascularizagdo - por contarem com
progenitores endoteliais - tanto no musculo cardiaco como no esquelético (HIGASHI et al.,
2004; SEEGER et al., 2007; TATEISHI-YUYAMA et al., 2002).
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Um dos obstéaculos para a utilizacdo de CTA, como as CTHMO, é a dificuldade de
obtencdo de altas concentracfes de células. Isso ocorre devido ao menor niumero de CTA
presentes no organismo em comparacao a abundancia de outros tipos de células somaticas. No
caso das CTHMO, sua proporc¢éo fica em torno de 1:10000 entre o total de células da medula
0ssea (BONGSO; RICHARDS, 2004; SPRADLING; DRUMMOND-BARBOSA; KAl,
2001; TATAISHI-YUYAMA et al, 2002). Contudo, o grande interesse na utilizacdo dessas
células com finalidade terapéutica levou ao desenvolvimento de métodos que facilitam o
acesso e o isolamento (purificacdo) de CTHMO. Além de serem obtidas a partir da medula
6ssea, as CTHMO podem ser isoladas do sangue periférico. As técnicas de coleta de CTHMO
a partir do sangue periférico sdo menos invasivas do que a coleta de medula 6ssea e, portanto,
favorecem sua aplicabilidade em humanos (INABA; EGASHIRA; KOMORI, 2002).

E importante destacar que as células derivadas do estroma mesenquimal da medula
Ossea e as derivadas do tecido adiposo (ambas culturas expandidas in vitro), ou as células da
fracdo mononuclear da medula dssea (separadas por gradiente de densidade), obviamente,
constituem trés populacdes distintas. Isso, por si, € motivo para que a viabilidade e a
distribuicdo dessas células, quando aplicadas no organismo receptor, ndo sejam equivalentes.
Outro aspecto digno de nota é que tem se demonstrado que receptores (machos ou fémeas) de
células-tronco derivadas de doadoras fémeas tém maior risco de rejeicdo ao transplante do que
aqueles que recebem células de doadores machos (GRATWOHL et al., 2001; VERDIJK et al,
2004). Como um possivel mecanismo relacionado a essa caracteristica, Verdijk et al. (2004)
demonstraram maior potencial de inducdo de resposta imune contra células derivadas de
doadoras que tenham passado por gestacdo, 0 que decorreria da inducdo de resposta por
células T citotdxicas contra antigenos originarios do(s) pai(s) do(s) feto(s).

As terapias com CTA tém sido empregadas no tratamento de variados tipos de lesdes
cujo mecanismo esteja relacionado a agentes da resposta imunoldgica (BUNNELL et al.,
2010; RASMUSSON, 2006). Tem-se demonstrado, nesse sentido, um forte componente de
regulacdo da resposta inflamatoria, o qual resulta da acdo direta ou indireta dessas células,

seja por sinalizagéo paracrina ou, possivelmente, por estimulo a sinalizacdo enddcrina.
2.2 A toxoplasmose na saude humana e animal
2.2.1 Biologia da toxoplasmose: uma zoonose oportunista

A toxoplasmose é uma zoonose provocada pelo protozodrio intracelular obrigatorio

Toxoplasma gondii do filo Apicomplexa, de carater altamente infeccioso e de grande impacto
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a saude publica (ROBERTS et al., 1990). O referido parasito é capaz de infectar qualquer
espécie animal de sangue quente e apresenta extensa distribuicdo ao redor do mundo (INNES,
1997).

Na fase aguda da infeccdo, os taquizoitos (forma de multiplicacdo rapida) do
protozoario se disseminam pelo organismo provocando destruicdo das células infectadas e
lesdo inflamatdria (GADDI; YAP, 2007). Na fase cronica, o protozoario se evade a resposta
imune do hospedeiro, formando cistos teciduais de bradizoitos (forma de semilaténcia), os
quais se localizam, preferencialmente, em sitios de privilégio imunolégico, como sistema
nervoso central, olho e tecidos da placenta e do feto (origem dos casos de transmisséo vertical
pela rota transplacentaria). Os cistos teciduais mantém o hospedeiro como portador crénico do
protozoario (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; RANDALL; HUNTER, 2011; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

Estima-se que um terco da populacdo humana seja de portadores do parasito (INNES,
2010; MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). A
toxoplasmose &, geralmente, assintomatica. Contudo, pode causar desde sinais clinicos leves e
inespecificos até cegueira, encefalopatia, doengas mentais e morte (DUBEY’; JONES, 2008;
FLEGR; STRIZ, 2011; INNES 2010). Quando acomete mulheres gestantes a toxoplasmose
pode levar a abortos, malformacdes fetais e retardo mental do neonato (HOHLFELD et al.,
1989; WALLON et al., 1999).

Apo6s 0 nascimento, a infeccdo persistente por T. gondii pode causar diversos graus de
lesBes oculares, variando desde perdas menos significativas da visao até a cegueira (BOSCH-
DRIESSEN et al., 2002) e sintomas de carater neuroldgico, incluindo deméncia e
esquizofrenia (HABEK et al., 2009; TORREY; BARTKO; YOLKEN, 2012; VIDAL et al.,
2005). A toxoplasmose congénita, muitas vezes, se manifesta durante a infancia e a
adolescéncia (BOYER et al., 2005). O curso clinico da doenca tende a ser mais grave, com
risco de oObito, em pessoas com alguma deficiéncia imunolégica transitoria ou permanente
(VIDAL et al., 2005).

Em animais domésticos, a toxoplasmose provoca grandes prejuizos a ovinocultura ao
redor do mundo. Estas perdas decorrem principalmente de mortalidade fetal, abortos,
natimortos ou nascimento de cordeiros inviaveis, paridos por ovelhas infectadas (BUXTON et
al., 2007; DUBEY, 2009). Os gatos domésticos e silvestres sdo os hospedeiros definitivos de
T. gondii (INNES, 1997) e os principais responsaveis pela infeccdo dos humanos e de outras

especies de hospedeiros intermediarios.
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A infeccdo horizontal dos hospedeiros intermediarios, em geral, ocorre pela ingestdo
de oocistos do protozoario, que sdo eliminados nas fezes dos gatos, e acabam por contaminar
alimentos ou a agua de consumo humano ou animal (INNES, 1997; KAPPERUD et al.,
1996). Outra forma de infecgdo horizontal, tanto para os hospedeiros intermediarios como
para os definitivos, é a ingestdo de carne crua ou mal cozida de animais infectados - contendo
taquizoitos ou cistos teciduais de bradizoitos - como a ovina, a bovina, a suina ou a de
animais silvestres (BUXTON et al., 2007; DUBEY, 2009; KAPPERUD et al., 1996).

2.2.2 A toxoplasmose em pacientes de transplantes alogénicos

O sucesso dos transplantes de células alogénicas, como no caso da terapia celular com
CTHMO ou CFMO, em geral, depende de um adequado regime de condicionamento prévio
ao transplante (pré-condicionamento). Esse procedimento pode ser farmacoldgico e deve levar
a imunossupressdo do paciente. A imunossupressdo farmacoldgica pode perdurar, apds o
transplante, como terapia contra os mecanismos fisioldgicos de rejeicdo as células alogénicas.
Esse conjunto de ac¢bes faz com que diminuam os riscos de rejeicdo e aumente a possibilidade
de enxertia das células transplantadas (CANER et al., 2012).

A toxoplasmose representa um sério risco aos pacientes de transplante alogénico
mantidos sob terapia imunossupressora. Isso porque a imunossupressdo predispde a
reativacdo de infeccdo pré-existente e suprime a capacidade de resposta do paciente a
primoinfeccdo, diante da possibilidade de transmissdo de T. gondii a partir do ambiente ou de
celulas de doadores infectados (CHANDRASEKAR; MOMIN, 1997).

A transmissdo de T. gondii em decorréncia da transfusdo de leucdcitos de doadores
infectados para pacientes soronegativos foi reportada por Siegel et al. (1971). Alguns anos
mais tarde, RYNING et al. (1979) apresentaram evidéncias que apontavam para a transmissao
de T. gondii em dois casos clinicos, nos quais pacientes soronegativos receberam coragédo de
doadores soropositivos acometidos por infeccdo recente. Desde entdo, outros casos de
toxoplasmose transmitida de doadores infectados crénica ou recentemente para receptores
soronegativos vém sendo reportados (DEROUIN; PELLOUX, 2008; MARTINO et al., 2000).

Contudo, deve-se considerar que o principal fator de risco presente nesse contexto € a
imunossupressao decorrente do pre-condicionamento. Assim, o fato do paciente ser portador
de toxoplasmose (em humanos ou animais) e ser submetido a um regime de imunossupressao
com quimioterapicos, por exemplo, pode determinar um alto risco de reativacdo e

disseminacdo de taquizoitos pelo organismo. Os casos clinicos relatados de toxoplasmose
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sistémica sob terapia de imunossupressdo prévia e/ou posterior ao transplante alogénico tém
ocorrido principalmente em transplantes de medula 6ssea, e tém resultado em altos indices de
mortalidade (CIBICKOVA et al.,, 2007; DEROUIN; PELLOUX, 2008; MARTINO et al.,
2000; MEDEIROS et al., 2001; ROEMER et al., 2001).

Enquanto a hipersensibilidade e a forte resposta inflamatoria ao protozoario séo os
mecanismos envolvidos na patogenia da toxoplasmose em individuos imunocompetentes; nos
casos de imunodeficiéncia, a disseminacdo de taquizoitos e a lise das células infectadas
representam o principal mecanismo de destruigéo e lesdo dos tecidos (GADDI; YAP, 2007).

Quando se utilizam CTA na terapia celular, como resultados, se esperam a diminui¢ao
na extensdo de lesdes e a reparacdo mais rapida de tecidos lesionados. Esses mecanismos
podem ser induzidos por acdo direta ou indireta das células-tronco na regeneracdo tecidual,
inclusive no sistema nervoso central (SHICHINOHE et al., 2010). Este tipo de efeito poderia
ser benéfico no tratamento de lesdes celulares e inflamatdrias causadas pela disseminacéo e
multiplicacdo de taquizoitos intracelulares e na toxoplasmose cerebral.

A natureza do estimulo antigénico influencia no balanco de quais citocinas serdo
produzidas e que tipos de eventos as mesmas irdo estimular ou inibir. A regulacdo desses
maltiplos fatores produzidos em “cascata” determina se haverd predominancia de mecanismos
mediados por anticorpos (e por qual classe de anticorpos) ou mediados por células (e por
quais classes de células). As células alogénicas transplantadas tém influéncia na resposta
imune do individuo que as recebe, seja atuando como antigenos (principalmente na resposta
inespecifica sistémica), seja em decorréncia de sua potencial acdo paracrina (ou sinalizacéo
enddcrina) via citocinas que liberam, estimulam ou inibem (SHI et al.,, 2010). Essas
caracteristicas indicam a possibilidade de que a terapia celular interaja com a resposta
imunologica e/ou a homeostase e reparacao das lesées provocadas pela infec¢do por T. gondii.

O transplante de diferentes tipos de células alogénicas, incluindo células-tronco, vem
se consolidando como alternativa terapéutica para animais e humanos. As controvérsias
vigentes indicam que a ampliacdo dos estudos nessa &rea é necessaria para que a comunidade
cientifica possa exercer um juizo de valor mais acurado quanto a seguranca e a eficacia da
terapia celular, ponderando beneficios e riscos. Apesar de parecer um pensamento retrogrado
em tempos de certa exaltacdo midiatica das células-tronco, a cautela em relagcdo & sua
aplicabilidade terapéutica ainda deve prevalecer. Nesse sentido, 0s modelos animais sdo

essenciais ao avango do conhecimento cientifico relacionado a terapia celular.
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NESTED-PCR MULTIPLEX TEST WITH INCREASED SENSITIVITY FOR
DETECTION OF ALLOGENEIC CELLS TRANSPLANTED FROM MALE TO
FEMALE MICE

Nested-PCR multiplex com aumento da sensibilidade de deteccéo de células alogénicas

transplantadas de camundongos machos para fémeas

Alfredo Skrebsky Cezar'”, Werner Giehl Glanzner*, Karina Gutierrez', Paulo Afonso Anezi-
Junior?, Carlise Reichert Nilles!, Fabio VVasconcellos Comim?, Fernanda Silveira Flores

Vogel®, Paulo Bayard Dias Goncalves®
ABSTRACT

Cell therapy has shown encouraging perspectives for human and veterinary medicine.
Experimentally, genetic manipulation allows to mark and locate allogeneic cells. However,
this makes their genotype/phenotype different from non-marked cells used clinically.
Alternatively, the presence of the Y-chromosome enables male donor cells detection in female
organisms. However, the concentration of engrafted cells may be minimal in tissues, due to
systemic distribution. In this study, a nested-PCR multiplex test was developed, aiming to
increase the sensitivity of the presence/absence diagnosis of male mice adipose-derived
(ADSC-Y) and bone marrow mononuclear (BMNC-Y) cells in samples of blood and lungs
from females, after endovenous transplantation. Four females received placebos; four females
received ADSC-Y from two males; and four females received BMNC-Y from two males. The
PCR first-step included two primer sets (multiplex): one for amplification of a Y-chromosome
fragment (SRYout; 300bp); the other for amplification of an X-chromosome (DXNds3 gene)
fragment. In the PCR second-step, one primer set (SRYinn) was used for amplification of a

110bp fragment, restrained in the SRYout amplification product. The PCR internal control
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(DXNds3 gene) was detected in all DNA samples, whereas the SRY gene external fragment
(300bp) was detected exclusively in ADSC-Y and BMNC-Y pure DNA samples. The SRY
gene internal fragment (110bp) was detected in 100% of the blood and lung samples from the
ADSC-Y and BMNC-Y female recipients. The nested-PCR technique increased sensitivity
and reliability for molecular diagnostic of presence or absence of male mice cells in body
fluids and tissues of female recipients after endovenous transplantation.

Key words: cellular therapy, transplantation, allogeneic cells, diagnosis, Y-chromosome.

RESUMO

A terapia celular traz perspectivas encorajadoras a medicina humana e veterinaria.
Experimentalmente, a manipulacdo genética permite a marcacdo e a localizacdo de células
alogénicas. Porém, isso torna seu gendtipo/fenotipo diferente daquelas usadas clinicamente,
sem marcacgdo. Alternativamente, a presenca do cromossomo Y possibilita detectar células de
doadores machos no organismo de fémeas. Todavia, a concentracdo de células transplantadas
pode ser minima em certos tecidos, pela distribuicao sistémica. Neste estudo, foi desenvolvida
uma nested-PCR multiplex, visando a aumentar a sensibilidade do diagnostico de
presenca/auséncia de células derivadas do tecido adiposo (CDTA-Y) e derivadas da fracéo
mononuclear da medula éssea (CFMO-Y) de camundongos machos, em amostras de sangue e
de pulmdes de camundongos fémeas, ap0s transplante endovenoso. Quatro fémeas receberam
placebo; quatro fémeas receberam CDTA-Y de dois machos; e quatro fémeas receberam
CFMO-Y de dois machos. A primeira fase da PCR teve dois pares de primers (multiplex): um
para amplificacdo de fragmento do cromossomo Y (SRYout; 300pb); outro para amplificacéo
de fragmento do cromossomo X (gene DXNds3). Na segunda fase da PCR, foi usado um par
de primers para amplificacdo de fragmento de 110pb (SRYinn) interno ao produto
amplificado pelo SRYout. O controle interno da reacdo (gene DXNds3) foi detectado em
todas as amostras de DNA testadas, enquanto que o fragmento externo do gene SRY (300pb)
foi detectado apenas nas amostras puras de DNA de CDTA-Y e CFMO-Y. O fragmento
interno do gene SRY (110pb) foi detectado no sangue e nos pulmdes de 100% das receptoras
de CDTA-Y e CFMO-Y. A técnica de nested-PCR aumentou a sensibilidade e a seguranca do
diagndstico molecular de presenca ou auséncia de células de camundongos machos em fluidos
e tecidos de receptoras fémeas apds transplante endovenoso.

Palavras-chave: terapia celular, transplante, células alogénicas, diagndstico, cromossomo Y.
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INTRODUCTION

Cell therapy continues to evolve as one of the most promising frontiers of scientific
knowledge applied to human and veterinary health (FORTIER & TRAVIS, 2011; OTSURU
et al., 2012; TABAR & STUDER, 2014). However, its efficacy and safety are not fully
established either for animals or humans, in view of the risks concerning tumor induction and
transplantation rejection (DJOUAD et al., 2003; KRSTEVSKA et al., 2011). The cell therapy
has been tested for several purposes such as: repair and functional regeneration of organs as
heart, lungs, liver, kidneys and skin; bone tissue remodeling; bone marrow transplantation and
bone marrow cancer therapy; treatment of degenerative neurological diseases; and treatment
against autoimmunity and graft-versus-host disease, among others (BARRY & MURPHY,
2004; LAU et al.,, 2009; LINDVALL & KOKAIA, 2010; FORTIER & TRAVIS, 2011;
MIELCAREK et al., 2012; ZANETTI et al., 2013). The allogeneic cells can be administered
systemically or locally, by injection, infusion or controlled releasing systems of the cells or
their chemical messengers (SHIM et al., 2013; LIU et al., 2014).

Cell therapy can act by paracrine or systemic signaling, and has been used to modulate
immune response and promote cellular differentiation, depending on the cell type (BARRY &
MURPHY, 2004). The pattern of distribution of the allogeneic cells throughout the recipient
organism depends on such factors as the cell type, administration route and the immune
response to transplantation (GAO et al., 2001; LIAO et al., 2008; LINDVALL & KOKAIA,
2010). Molecular or histological detection of allogeneic cells in body fluids and tissues from
recipients demonstrates the organic distribution of these cells after transplantation, whereas
their effect may be related to the clinical course of the disease. However, this also depends on
the interaction of other factors inherent to the environment, the patient and the disease
etiology. Therefore, knowing the fate of transplanted allogeneic cells is essential for
understanding their function, which may be due to the allogeneic cells’ location in the tissues
or due to mediators secreted by these cells.

In general, genetically manipulated cells are used to allow detection of these cells after
experimental transplantation (LIAO et al., 2008; OTSURU et al., 2012). However, this kind
of manipulation of the cell population is not desirable in clinical trials, as the
genotype/phenotype of the marked cells is different from non-marked cells. Consequently, the
effects of the therapy and risk factors previously verified with genetically manipulated cells

may be not repeatable in clinical therapy with non-marked cells.
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Detection of specific DNA fragments of the Y-chromosome can be used to localize
cells from a male donor into female recipient tissue (WULF et al., 2003; TAKEHARA et al.,
2013; LIU et al., 2014). However, detection sensitivity is a key-factor in these cases, since the
concentration of allogeneic cells may be minimal in the blood and tissue samples from
recipients, due to a broad systemic distribution after transplantation (GAO et al., 2001; LIAO
et al., 2008). In a single-step PCR, one pair of primers is used for exponential amplification of
the targeted DNA fragment (amplicon). Thus, in a second-step reaction with another specific
pair of primers (nested-PCR), an internal sequence of DNA restrained in the first-step
amplicon can be exponentially amplified. This step increases the sensitivity of molecular
detection due to the increased number of the targeted DNA fragment copies. Besides, the
internal fragment amplification depends on the complementarities between primers and DNA
sequences in the two steps of the nested-PCR, thus increasing the specificity of molecular
diagnosis (KUNIEDA et al., 1992).

The aim of this study was to develop a nested-PCR test to improve the certainty of the
diagnosis for presence/absence of allogeneic DNA in the blood and tissue of recipients, after
male-female transplantation of adipose-derived (ADSC-Y) and bone marrow mononuclear-
derived (BMNC-Y) cells. An additional detection of a DNA fragment belonging to the X-
chromosome was included as an internal control of viability of each sample in the first step of

the PCR (multiplex), constituting a nested-PCR with the first-step multiplex.

MATERIAL AND METHODS

The products used were provided by Sigma-Aldrich, USA, except where explicitly

mentioned.

Animals, procedures and facilities

The adult eight weeks old Balb/c mice used, four male donors and 12 female
recipients, were kept in controlled environmental conditions throughout the experimental
period. Euthanasia of donors and recipients and cell therapy procedures described below were

done according to the regulations of the CONCEA, Brazil.
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Adipose-derived cells from male donors (ADSC-Y)

The ADSC-Y were isolated from adipose tissue of the inguinal region from two male
donors, after euthanasia. Tissue samples were washed with PBS, digested with 1 mg mI™ type
Il collagenase in PBS solution (37°C; 30min) and centrifuged (800g; 10min). The pellet was
resuspended in DMEM-F12 and the cells were cultured in cell culture flasks (TPP,
Switzerland) at 37°C, 5% CO, and saturated humidity, with DMEM-F12 supplemented with
10% bovine fetal serum (Invitrogen, Brazil), penicillin (100 Ul ml™Y), streptomycin (100pg
ml™) and amphotericin B (0.25ug ml™). The first medium change was performed at 72h after
culture, removing non-adherent cells from the culture surface. Cell passages were performed
when the culture confluence was 80-90%, using 0.25% trypsin solution diluted in Hank’s
Balanced Salt Solution.

ADSC-Y were characterized by adhesion to culture surface, morphology and
osteogenic differentiation (LIAO et al., 2008). A portion of the fourth-passage cells was
submitted to an osteogenic differentiation protocol. Another portion was suspended with
0.25% trypsin, diluted in DMEM-F12 and prepared for transplantation, at a dose based on
viable cells counting in Neubauer's chamber (aliquot diluted 1:1 with 0.4% Trypan Blue
solution). An aliquot of ADSC-Y was stored at -80°C prior to DNA extraction.

Osteogenic differentiation of the ADSC-Y

Fourth-passage ADSC-Y were plated in six-well dishes, at a concentration of 5,000
cells cm™ (or 1x10° cells/well), and cultured without passages for 21 days. In three of these
wells, cells were cultured with complete DMEM-F12 (control), and in the other three wells,
with complete DMEM-F12 supplemented with osteogenic inductive factors (differentiation
medium). Both culture mediums were renewed every 72h. The differentiation medium
contained ascorbic acid (5ug ml™), p-glycerophosphate (10mM) and dexamethasone (10nM).
At 21 days, each well was washed with PBS and the cell monolayer was fixed with 4%
paraformaldehyde for 20min at room temperature, followed by washing with deionized water
and incubation with 2% Alizarin Red dye at pH 4.1 in aqueous solution for 5min, finishing
with five washings with deionized water and evaluation of the calcium matrix deposition
(MEIRELLES & NARDI, 2003; LIAO et al., 2008).



33

Bone marrow-derived mononuclear cells from male donors (BMNC-Y)

The BMNC-Y were harvested from two donors euthanized at transplantation day.
Femurs and tibias were isolated and their extremities were cut for bone-marrow collection as
described by TROPEL et al. (2004). Briefly, DMEM-F12 was injected using a 1ml syringe
with 25G needle attached to the marrow cavity, exerting pressure for bone-marrow removal
embedded in culture medium. Subsequently, harvested bone-marrow cells were resuspended
by repeated pipetting and were centrifuged for 30min at 400g in Ficoll-Paque™ PREMIUM
gradient with density of 1.077+0.001g mI™ (GE Healthcare, Sweden). The mononuclear cells
fraction, separated by density, was recovered, washed twice in PBS (two cycles of
resuspension and centrifugation at 400g for 5min), resuspended in 2ml of DMEM-F12 and
prepared for transplantation, at a dose based on viable cells counting, as described above for
ADSC-Y. An aliquot of BMNC-Y was stored at -80°C prior to DNA extraction.

Experimental design

The females were separated into three groups with four animals in each: group 1.
100p! of DMEM-F12 endovenous (e.v.; placebo); group 2. 1x10°> ADSC-Y diluted in 100pl
of DMEM-F12 (e.v.); group 3. 1x10° BMNC-Y diluted in 100pl of DMEM-F12 (e.v.).
Approximate cell viabilities of ADSC-Y and BMNC-Y injected were 97% and 92%,
respectively. The doses of the cells injected were adjusted to 1x10° viable cells per recipient.
Each female received the cell transplantation (or placebo) by injection in the caudal vein,
using 1ml syringe and 25G needle.

Four days after the injection of allogeneic cells, which was considered as sufficient
time for the distribution of these cells in the recipient organism (GAO et al., 2001), each
female was anesthetized by isoflurane inhalation (Virbac, Brazil) and a sample of 300ul of
blood was collected by submandibular puncture. This was followed by euthanasia by
anesthetic deepening and cervical dislocation. Since transplanted cells could be located in
lungs (GAO et al., 2001; LIAO et al, 2008), besides blood sampling, a piece of approximately
15mg was collected from a random region of the lungs from each female. Thus, reliability of
the nested-PCR multiplex technique could be evaluated in body fluids and organs samples.
The samples of blood and lungs were stored at -80°C prior to DNA extraction by the Wizard

Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA). Each lung sample was cut, macerated and
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homogenized on sterile polystyrene plate (Corning, USA), using scalpel blade (Advantive,

China) and serological tip (Bio-Centrix, USA) following the DNA extraction protocol.
Allogeneic cells DNA detection

The first-step of the PCR was multiplex, using 50ng of DNA template with a ratio of
absorbance >1.7 (260/280nm) measured by NanoDrop 1000 spectrophotometer (Thermo
Scientific, USA). At this step, two pairs of primers were used: one to amplify a fragment of
DXNds3 gene, a polymorphic microsatellite in Balb/c (244/270bp; forward:
5’GAGTGCCTCATCTATACTTACAG3’; reverse:
S’TCTAGTTCATTGTTGATTAGTTGC3’; KUNIEDA et al., 1992), which allows the
evaluation of DNA template viability in the first electrophoretic run; and another (SRYout),
designed to amplify the external fragment (300bp) of the SRY gene
ENSMUSG00000069036; (forward: 5’CGCCCCATGAATGCATTTAT3’;  reverse:
5’CCTGTCCCACTGCAGAAGGT3’), being accepted that this fragment does not appear at
the first electrophoretic analysis, considering that a low concentration of allogeneic cells may
be present in the samples of blood and lungs from recipients.

The second-step of the PCR was performed using the first-step generated amplicon as
DNA template and one pair of primers (SRYinn; forward:
5’GAAAAGCCTTACAGAAGCCGAAAZ’; reverse:
5’CCCTCCGATGAGGCTGATATT3’), designed to amplify a 110bp (internal) fragment,
restrained in the 300bp (external) fragment amplified in the first-step reaction. SRYout and
SRY inn were designed using the Primer Express software (Applied Biosystems, USA) and all
the primers used were synthesized by IDT, Brazil.

Each nested-PCR step was performed using 2l of DNA sample (initial concentration
of 50ng), 200nM of each pair of primers and 2.5U of the enzyme Platinum® TagDNA
Polymerase (Invitrogen, Brazil) in a total mix volume of 25ul. The mix was submitted to 40
cycles of 95°C for 30s, 60°C for 60s and 72°C for 2min, in a PTC 100™ Thermal Cycler (MJ
Research, USA). Genomic DNA samples from pure populations of ADSC-Y and BMNC-Y
were used as positive controls and deionized water was used as a negative control. The
amplified products resulting from each PCR step were analyzed by electrophoresis in 10%

polyacrylamide gel stained with silver nitrate for DNA bands visualization.
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RESULTS AND DISCUSSION

Figures 1A and 1B show the undifferentiated and differentiated ADSC-Y monolayers,
respectively. Adherence and morphology of ADSC-Y in culture, besides calcium deposition
after induction of osteogenic differentiation, were compatible with adipose-derived
mesenchymal cells (LIAO et al., 2008).

Figures 1C and 1D show the main results observed by electrophoresis after the first
and second steps of PCR, respectively. The DXNds3 gene, belonging to the X-chromosome,
was detected in 100% of the DNA samples (groups 1, 2 and 3 and both ADSC-Y and BMNC-
Y positive controls). This amplification (244/270bp; Figure 1C) ensures the viability of the
DNA template and confirmed the appropriate conditions for the PCR, acting as an internal
control for each sample. Therefore, amplification of DXNds3 gene fragment (244/270bp) was
tested in the first step of the PCR (multiplex), along with SRY out.

The 300bp fragment (amplified by SRYout) appeared exclusively in positive controls
(Figure 1C), which contained DNA extracted from pure populations of ADSC-Y and BMNC-
Y. Despite this, SRY gene was present in 100% of the blood and lung samples from females
which received ADSC-Y (group 2) or BMNC-Y (group 3), as proven by visualization of the
internal fragment (110bp) by electrophoretic analysis after the PCR second-step (Figure 1D).

The results showed that both the sensitivity and specificity of the PCR first-step were
100% reliable, considering only the positive and negative controls, and all the samples from
group 1 (placebo). However, comparing the electrophoretic analysis of the first- and second-
step PCR, it was evident that the results were false-negative for the presence of SRY gene in
samples from groups 2 and 3 in the first-step reaction. This was probably due to the low
concentration of allogeneic DNA in proportion to the total genomic DNA extracted from each
sample of blood and lung. Thus, the first-step PCR was inefficient for molecular diagnosis of
allogeneic cells distribution after transplantation, justifying the use of a nested-PCR.

In this study, a low concentration of 1x10° allogeneic cells in single dose was
systemically transplanted into each recipient. If higher doses and/or other routes of
administration are used, allogeneic cells may be present at higher concentration in the body
fluids and tissues of recipients. Therefore, these cells could be detectable by single-step PCR
as showed by LIU et al. (2014). However, the results of the present study clearly showed that
nested-PCR can provide molecular detection of allogeneic cells at low concentrations, in

samples which would be considered negative using a single-step PCR.
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A highly sensitive molecular diagnosis is beneficial for in vivo studies in humans or
animals, since it allows the use of smaller samples for DNA extraction, which diminishes
risks to the patients, facilitates collections by biopsies and enables a higher frequency of
sampling without euthanasia in animal models (WULF et al., 2003; MEYERROSE et al.,
2007; LIU et al., 2014). Along with the increased sensitivity provided by the PCR second-
step, the internal control of samples viability included in the PCR first-step (DXNds3 gene),
improved the confidence of the diagnosis of the presence or absence of allogeneic cells DNA.

Other techniques may be used in order to increase the sensitivity and assuredness of
molecular diagnostic, such as real-time qPCR, especially with specific probes (IMBERT] et
al., 2011). However, expensive reagents and specific thermal cyclers are required for gPCR.
Moreover, except for one pair of primers (internal), the nested-PCR does not require any type
of reagent or equipment besides those used to single-step PCR. Furthermore, the second-step
reaction is dispensable for the samples in which the gene of interest (SRY) is detected in the
PCR first-step, diminishing the final cost of diagnosis. All these features accredit the nested-
PCR as an extremely reliable technique, which is affordable to most research laboratories.

In turn, in situ hybridization may be used for elucidating the structural location of
allogeneic cells in tissue samples. However, this technique is laborious, requires histological
preparation and may be less sensitive for low concentrations of allogeneic cells (TAKEHARA
et al., 2013). On account of this, even when the location of allogeneic cells into tissues is
desired, a preliminary mapping of their distribution in the recipient organism is
recommended. In these cases, a screening by nested-PCR can be used to avoid unnecessary
processing of samples from negative tissues by in situ hybridization.

The nested-PCR test can be used to monitor the fate of allogeneic transplanted cells
into recipient organism, without cell labeling by genetic manipulation. Therefore, nested-PCR
test is adequate for experimental or clinical purposes. The presence/absence diagnosis shows
the organs to which transplanted cells have spread (or not) and settled (or not) and can be
done at several sampling points over time elapsed from transplantation. Although molecular
detection of the SRY gene has been designed exclusively for male-female transplants, it is
important to note that the incidence of chronic graft-versus-host disease is lower in transplants
involving male donors (GRATWOHL et al., 2001; VERDIJK et al., 2004).

In this study, ADSC-Y were transplanted after four passages in culture and BMNC-Y
were transplanted soon after collection, consisting of very different cell populations regarding
their original niche and characteristics (LIAO et al., 2008; MIELCAREK et al., 2012;
OTSURU et al., 2012; TAKEHARA et al., 2013). Since the nested-PCR multiplex described
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in this study was reliable for two different populations of allogeneic transplanted cells, this

method may be used for other cell types, such as adult or embryonic stem cells.

CONCLUSION

Both internal control and PCR second-step increased the reliability of the molecular
diagnosis for the presence or absence of different types of allogeneic cells in blood and tissues
of recipients. The nested-PCR multiplex developed in this study provides a more sensitive
evaluation of the organic distribution of male-derived cells in body fluids and tissues of

female recipients in comparison to single-step PCR.
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Figure 1 - (A) ADSC-Y cell culture (200x magnification); (B) ADSC-Y after osteogenic
differentiation induction (note areas of calcium deposition stained with 2% Alizarin Red,;
200x magnification); (C) Electrophoretic analysis after first-step PCR (multiplex):
visualization of the external fragment (300bp) from SRY gene in column 1 (DNA from
ADSC-Y culture) and visualization of the polymorphic fragment (244/270bp) from DXNds3
gene in columns 1, 2 (ADSC-Y recipient lung), 3 (BMNC-Y recipient lung) and 4 (ADSC-Y
recipient blood); (D) Electrophoretic analysis after nested-PCR: visualization of the internal
fragment (110bp) from SRY gene in columns 1 (ADSC-Y recipient lung), 2 (DNA from
ADSC-Y culture), 3 (BMNC-Y recipient lung), 4 (ADSC-Y recipient blood); visualization of
a 300bp fragment remaining from the first-step PCR in column 2 (DNA from ADSC-Y
culture). For DNA length estimation, 7ul of 100bp DNA ladder (Amresco, USA) were
applied in both columns 5 (Figures 1C and 1D).
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RESUMO

A toxoplasmose € uma zoonose oportunista de ampla distribuicdo mundial causada
pelo protozoario intracelular Toxoplasma gondii. Na fase aguda, taquizoitos de T. gondii se
disseminam pelo organismo, destruindo as células infectadas. Na fase cronica, o parasita se
evade a resposta imune ao formar cistos teciduais de bradizoitos, mantendo o hospedeiro
como portador cronico, em geral, assintomatico. O pré-condicionamento para transplante
alogénico € um procedimento usado para imunossupressdo deliberada do paciente, visando
suprimir a resposta contra as células alogénicas enxertadas. A imunossupressao pode
promover a reativacdo da toxoplasmose, com sérios riscos ao paciente, que terd reduzida
capacidade de resposta a infec¢do. Neste estudo, apresenta-se um modelo de infeccdo cronica
por T. gondii em camundongos fémeas Balb/c (isogénicas) e a avaliagdo dos efeitos de um
protocolo de imunossupressdo farmacoldgica com altas doses de busulfan e ciclofosfamida

(PCT), seguido do transplante alogénico de células da fragdo mononuclear da medula 6ssea de



43

doadores machos. O estudo foi dividido em trés etapas subsequentes, utilizando as mesmas
fémeas Balb/c: 1. infeccdo via oral, com 50 cistos teciduais de T. gondii (cepa ME-49), e
acompanhamento da evolucgédo clinica da doenca; Il. imunossupressao farmacolégica (pré-
condicionamento para o transplante alogénico); Ill. transplante endovenoso de células
alogénicas da fracdo mononuclear da medula 6ssea de camundongos machos (células BMy).
Foi realizada avaliacdo diaria do quadro clinico dos animais durante todo o periodo
experimental. Nas etapas Il e 11l foram aferidos, diariamente, 0 peso dos animais e 0 consumo
médio de racdo. Cistos de bradizoitos nos tecidos encefalicos foram contados post-mortem. A
inoculacéo oral de 50 cistos teciduais de T. gondii (ME-49) resultou em 100% de morbidade e
24,3% de mortalidade aguda. Observou-se a melhora do quadro clinico ap6s a fase aguda da
doenca, até o PCT. Durante esse periodo, ndo ocorreram sinais clinicos nas fémeas Balb/c
ndo-infectadas (controle). O PCT causou piora do quadro clinico em animais infectados e
controles. Considerando-se escore clinico e periodo de sobrevida, esse efeito deletério foi
mais precoce nos animais infectados. O transplante de células BMy prolongou levemente o
tempo médio de sobrevida em animais submetidos ao PCT. Contudo, todos os camundongos
fémeas imunossuprimidos morreram em um periodo de duas semanas. Por outro lado, o
transplante de células alogénicas da fragdo mononuclear da medula éssea (células BMy) foi
seguro para as fémeas Balb/c que ndo foram submetidas ao PCT, mesmo naquelas
cronicamente infectadas por T. gondii.

Palavras-chave: toxoplasmose; reativacéo; cistos teciduais; terapia celular; imunossupresséo

farmacoldgica.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a worldwide distributed opportunistic zoonosis caused by the
intracellular protozoan Toxoplasma gondii. During acute infection, T. gondii tachyzoites
spread in the organism, destroying infected cells. In the chronic infection, parasite evades to
immune response forming tissue cysts of bradyzoites, keeping the host as a chronic carrier,
generally asymptomatic. Conditioning for allogeneic tranplantation is a procedure used for
deliberate immunosuppression of the patient, aiming to suppress the response against
allogeneic cells grafted. Immunosuppression can promote toxoplasmosis reactivation, with
serious risks to the patient, which will have reduced responsiveness to infection. This study
presents a model of chronic infection by T. gondii in female Balb/c mice (isogenic) and

assessment of the effects of a pharmacological immunosuppression protocol with high-doses
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of busulfan and cyclophosphamide (PCT), followed by allogeneic transplantation of bone
marrow-derived mononuclear cells from male donors. This study was divided in three
subsequent steps using the same female Balb/c: 1. oral infection, with 50 tissue cysts of T.
gondii (ME-49 strain), and monitoring of disease clinical course; Il. pharmacological
immunosuppression  (conditioning for allogeneic transplantation); Ill. endovenous
transplantation of allogeneic bone marrow-derived mononuclear cells from male mice (BMy
cells). Daily assessment of the clinical status of the animals was performed throughout the
experimental period. In steps Il and 111, animals wheights and average feed consumption were
assessed daily. Encephalic tissue cysts of bradyzoites were counted post-mortem. Oral
inoculation of 50 tissue cysts of T. gondii (ME-49) resulted in 100% morbidity and 24.3%
mortality by acute disease. Improvement of the clinical score was observed after the acute
phase of the disease, up to PCT. No clinical signs were observed in non-infected (control)
female Balb/c. PCT caused worsening of the clinical score in both infected and control
animals. Considering clinical score and survival period, such deleterious effect was premature
in infected animals. Bmy cells transplantation slightly prolonged the average survival time in
animals submitted to PCT. However, all immunosuppressed mice died within two weeks
period. On the other hand, transplantation of allogeneic bone marrow-derived mononuclear
cells (BMy cells) was safe to female Balb/c which were not submitted to PCT, even those
chronically infected by T. gondii.

Key words: toxoplasmosis, reactivation, tissue cysts, cell therapy, pharmacological

immunosuppression.

INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um protozodario intracelular obrigatério, zoonético e de
distribuicdo mundial. Estima-se que um ter¢o da populagdo humana seja de portadores do
parasita (MONTOYA & LIESENFELD, 2004; INNES, 2010; ROBERT-GANGNEUX &
DARDE, 2012). As principais rotas de transmisso sdo a via oral, pela ingestdo de oocistos ou
cistos teciduais, e a via transplacentéria (infeccdo congénita) (INNES, 2010). A toxoplasmose
é, geralmente, assintomatica. Contudo, pode causar desde sinais clinicos leves e inespecificos
até aborto, cegueira, encefalopatia, doencas mentais e morte (DUBEY & JONES, 2008;
INNES 2010; FLEGR & STRIZ, 2011).

Na infeccdo aguda, taquizoitos do protozoario se disseminam pelo organismo

provocando destruicdo das células infectadas e lesdo inflamatéria (GADDI & YAP, 2007). Na
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infecgdo cronica, o protozoario se evade a resposta imune do hospedeiro, formando cistos
teciduais de bradizoitos (forma de semilaténcia), principalmente em sitios de privilégio
imunoldgico, como sistema nervoso central, olho e placenta/feto. Os cistos mantém o
hospedeiro como portador cronico do protozoario (MONTOYA & LIESENFELD, 2004;
RANDALL & HUNTER, 2011; ROBERT-GANGNEUX & DARDE, 2012).

Modelos animais sdo muito Uteis no estudo da toxoplasmose. T. gondii multiplica-se
clonalmente no hospedeiro intermediario, e cada cepa se classifica nos tipos | (de alta
viruléncia), Il e Il (ambos de baixa viruléncia), ou em recombinacdes de dois genotipos
(BOOTHROYD & GRIGG, 2002; FUX et al., 2003; SAEN et al., 2005). Camundongos
Balb/c sdo pouco susceptiveis a cepas como a ME-49, do tipo Il, e VEG, do tipo Ill, mas
altamente susceptiveis a RH, do tipo | (SAEIJ et al., 2005; PEZERICO et al., 2009). Os
mecanismos patogénicos de cada cepa e a competéncia imunolégica do hospedeiro refletem
no curso clinico da doenga (SUZUKI et al., 2000; ROEMER et al., 2001; SAEW et al., 2005).
Por isso, hospedeiros imunocomprometidos ou sob terapia imunossupressora tém menor
capacidade de resposta a infec¢do primaria ou a reativacdo de T. gondii (ROEMER et al.,
2001; VIDAL et al., 2005; DEROUIN & PELLOUX, 2008).

A imunossupressao farmacoldgica € indicada para o pré-condicionamento de pacientes
para transplantes alogénicos (NAUTA et al., 2006). Busulfan e ciclofosfamida sdo alguns dos
principais quimioterapicos usados para este fim (BLUME et al., 1993; MEDEIROS et al.,
2001; CIBICKOVA et al., 2007; SCOTT et al., 2012). Ao preparar 0 paciente para receber
células alogénicas, diminuindo o risco de rejeicdo ao transplante, esse procedimento causa
imunossupressao generalizada (BLUME et al., 1993; DEEG et al., 2006; ISHIDA et al.,
2012). Por isso, a infeccdo primaria ou a reativacdo da toxoplasmose trazem graves riscos a
pacientes de transplantes alogénicos, que se encontram debilitados e sob terapia
imunossupressora (ROEMER et al., 2001; DEROUIN & PELLOUX, 2008).

Células da fracdo mononuclear da medula 6ssea (CFMO) tém sido usadas para terapia
celular em animais e humanos (ROUX et al., 1992; TATEISHI-YUYAMA et al., 2002;
SEEGER et al., 2007; MATOBA et al., 2008). Populacdes de células-tronco, como as
mesenquimais (CTM) e as hematopoiéticas (CTHMO), constituem apenas pequenas parcelas
das CFMO (SPRADLING et al., 2001; WOGNUM et al., 2003). Por isso, para que se
utilizem células-tronco, uma etapa de expansdo em cultivo é essencial. Essa etapa ndo é
necessaria para CFMO, devido a sua abundancia, facilitando o transplante em casos urgentes
ou de doenca avancada. Além disso, as CFMO apresentam heterogeneidade de tipos celulares,

resultando em um repertorio potencialmente mais variado de efeitos (SEEGER et al., 2007,
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SAMDANI et al., 2009; WRIGHT et al., 2011). Para fins terapéuticos, esses aspectos diferem
as CFMO das culturas de células-tronco.

Os objetivos deste estudo foram avaliar: (1) o curso clinico da toxoplasmose em
fémeas Balb/c infectadas com 50 cistos teciduais (cepa ME-49) pela via oral, como modelo
experimental de toxoplasmose crénica; (2) o efeito do pré-condicionamento com busulfan +
ciclofosfamida (PCT) em Balb/c fémeas, na presenca ou auséncia de toxoplasmose cronica;
(3) a evolucdo clinica dessas fémeas ap0s transplante alogénico de celulas da fracéo

mononuclear da medula 6ssea de doadores machos (BMy).

MATERIAL E METODOS

O estudo foi constituido de trés etapas subsequentes. Foram utilizados 68
camundongos da linhagem isogénica Balb/c (62 fémeas e 06 machos), com idade aproximada
de oito semanas ao inicio do periodo experimental. Procedimentos envolvendo animais foram
realizados seguindo as normas do CONCEA, Brasil e do CEUA, UFSM (parecer 048/2014).

Para a obtencéo do in6culo foram usados tecidos encefélicos de oito camundongos
fémeas Swiss adultas cronicamente infectadas, entre 60 e 90 dias pds-infec¢do (p.i.) com T.
gondii, cepa ME-49 (do tipo I, cistogénica) mantida in vivo pelo Laboratorio de Doencas
Parasitarias da UFSM. As massas encefalicas foram coletadas em condi¢fes estéreis, pesadas
e maceradas em 1ml de tampédo PBS a pH 7,2. Os cistos de bradizoitos foram contados por
inspecdo microscopica de trés aliquotas de 20ul de cada encéfalo macerado (OLDENHOVE
et al., 2009). Apo6s a contagem, a solucdo foi diluida em PBS a pH 7,2 na concentracao
equivalente a 50 cistos em cada 150pl.

Etapa I: 62 fémeas Balb/c foram destinadas, aleatoriamente, a infeccdo experimental
(n=42) ou placebo (n=20). O indculo consistiu de 50 cistos/animal, via oral, por gavagem,
com uso de agulha odontoldgica curva, adaptada com ponta metalica esférica e romba (sonda
rigida) acoplada a seringa de 1ml. A sonda foi introduzida cuidadosamente na cavidade oral
até a passagem pela entrada do es6fago, onde o inéculo foi aplicado, evitando refluxo. O
procedimento foi realizado por profissional treinado, com contengdo manual dos animais.
Para evitar interferéncia de potencial estresse ou lesdo causados pela gavagem, animais que
apresentaram sinais clinicos até 24h p.i. foram excluidos do estudo, e submetidos a eutanasia.

Frequéncia e intensidade de sinais clinicos compativeis com toxoplasmose foram
avaliadas durante 85 dias. No exame clinico, os animais eram estimulados, pelo toque, a

moverem-se pela gaiola. Diariamente, cada animal foi classificado conforme escore de sinais
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clinicos: ausentes (grau 1); leves (grau 2), caracterizados por ericamento do pelo no dorso;
moderados (grau 3), caracterizados por pelo ericado e apatia; graves (grau 4), caracterizados
por pelo ericado, apatia, anorexia, dificuldade de se mover pela gaiola; extremos (grau 5),
caracterizados por pelo eri¢ado, anorexia, apatia severa, imobilidade ou decubito. Procedeu-se
a eutanasia dos animais que atingiram grau 5 (in extremis). A classificacdo foi feita pelo
mesmo operador para todos os animais, examinados em sequéncia aleatoria para cada dia de
avaliacdo. Os escores clinicos foram registrados por outro operador, responsavel pela
identificacdo individual de cada animal.

Taxas de morbidade e mortalidade foram calculadas ao longo do periodo de
observacdo. Foram considerados cronicamente infectados os animais que: a) receberam o
indculo; b) apresentaram quadro clinico compativel com toxoplasmose aguda; c) passaram
por periodo de convalescéncia; e d) sobreviveram até o dia 85 p.i..

Etapa I1: foram avaliados os efeitos da associagdo de busulfan e ciclofosfamida, em
doses indicadas para mieloablacdo (PCT), na presenca ou auséncia de toxoplasmose, em
fémeas Balb/c. Para isso, fémeas cronicamente infectadas (txl) receberam PCT (grupo
txI+pctll, n=14) ou placebo (grupo txl+plall, n=12); e fémeas ndo-infectadas (plal) receberam
PCT (grupo plal+pctll, n=10) ou placebo (grupo plal+plall, n=10).

O PCT consistiu de 20 mg/kg/dia de busulfan diluido em 100ul de solu¢do de DMSO
(Sigma-Aldrich, EUA), por quatro dias consecutivos, pela via intraperitoneal (i.p.) +
100mg/kg/dia de ciclofosfamida em solucdo i.p. (Genuxal® Baxter Oncology GmbH,
Alemanha), por dois dias consecutivos (PCT = 20 mg/kg/d Bu x 4d + 100 mg/kg/d Ci x 2d)
(NILSSON et al., 2005). O placebo foi 100ul de agua ultrapura i.p. por seis dias consecutivos.
A etapa Il correspondeu ao periodo do PCT, seguido de um dia de repouso (total de sete dias).

Na etapa I, além do escore clinico, cada animal teve seu peso corporal aferido,
individualmente, em balancga de precisdao (mg). Toda a racdo disponivel nos comedouros foi
retirada e pesada uma vez por dia, para estimativa do consumo médio diario por grupo. Apos
a pesagem, repunha-se quantidade equivalente a 20g de ragéo peletizada por camundongo/dia
em cada comedouro. Essa avaliagdo teve a finalidade de verificar possivel anorexia dos
animais como efeito do PCT. Foram mantidos os mesmos critérios de classificacdo de escore
clinico e de eutanasia in extremis supramencionados (na etapa I).

Etapa Ill: os grupos experimentais da etapa Il foram formados de modo a permitir a
avaliacdo dos efeitos isolados e associados de T. gondii (infec¢do cronica, na etapa 1), PCT
(aplicado na etapa II) e transplante de 1x10° células alogénicas da fracdo mononuclear da

medula 6ssea de doadores Balb/c machos (BMy), realizado na etapa Ill. Foram mantidas
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apenas fémeas que chegaram ao final da etapa Il com escore clinico nos graus 1, 2 e 3. Os
graus 4 e 5 foram considerados inviaveis. O transplante foi realizado no dia 93 p.i. (dia 0 da
etapa IlI).

As fémeas Balb/c infectadas por T. gondii (txI) ou livres de infeccdo (plal) na etapa I,
submetidas ao PCT (pctll) ou livres de imunossupressao (plall) na etapa Il, e transplantadas
(bmylll) ou ndo-transplantadas (plalll) na etapa Ill, formaram os grupos: txI+pctll+plalll
(n=05); txl+pctll+bmylll (n=07); plal+pctll+plalll (n=05); plal+pctll+bmylll (n=05);
txl+plall+plalll (n=06);  txI+plall+bmylll (n=06);  plal+plall+plalll (n=05);
plal+plall+bmylll (n=05).

As células BMy foram obtidas de fémures e tibias de 06 machos Balb/c adultos
(doadores), apds eutanasia, no dia do transplante. Os ossos foram isolados e seccionados nas
extremidades, expondo o canal medular. Coletou-se a medula dssea, por pressao, embebida
em meio de cultura DMEM-F12 injetado com seringa de 1ml e agulha 25G dentro do canal
medular (TROPEL et al., 2004).

O contetdo medular obtido foi submetido a pipetagens sucessivas e centrifugado em
gradiente de Ficoll-Paque (GE Healthcare, USA) por 30min. a 400g. As células da fracdo
mononuclear, separadas por densidade, foram recuperadas, lavadas duas vezes em PBS (dois
ciclos de ressuspensdo e centrifugacdo a 400g por 5min.), ressuspendidas em 2ml de DMEM-
F12 e preparadas para o transplante, apds contagem das células vidveis. A contagem foi
realizada em camara de Neubauer (com aliquota diluida 1:1 em solugdo de azul de tripan a
0,4%), levando-se em consideracdo a viabilidade celular média de 62% acessada por
citometria de fluxo (citbmetro FACSVerse, BD Biosciences), com coloracdo por iodeto de
propidio (BD Biosciences).

O transplante de 1x10° células BMy viaveis/animal foi realizado pela via endovenosa
(e.v.), na veia da cauda, utilizando agulha 25G acoplada a seringa de 1ml. Os grupos nao-
transplantados receberam 150l de meio DMEM-F12 e.v. (placebo IlI).

Uma vez por dia, realizaram-se: avaliacdo clinica e pesagem individual (peso vivo); e
pesagem da racdo consumida por grupo. Os mesmos critérios de avaliacdo das etapas
anteriores foram aplicados. Contudo, levando-se em conta a reducdo do n experimental, 0s
escores de sinais clinicos 4 (graves) e 5 (extremos) foram agrupados na analise dos dados. O
encéfalo de cada fémea foi coletado para inspe¢éo e contagem post-mortem de cistos teciduais
de T. gondii (conforme descrito por OLDENHOVE et al., 2009).

Analise estatistica: as frequéncias dos graus de escore clinico e as taxas de mortalidade

foram analisadas pelo teste do qui-quadrado com 95% de confianca. Para isso foram
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comparadas as contagens dentro de cada grupo experimental, em diferentes dias, e entre 0s
grupos experimentais para cada dia de observacdo. A variacdo media de peso dos animais foi

analisada pelo teste de Tukey-Kramer com 95% de confianca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

AlteracBes clinicas ndo decorrentes de toxoplasmose (até 24h ap6s a inoculagéo),
foram motivo de eutanésia de cinco animais (5/42; 11,9%). Desse modo, 37 fémeas Balb/c
remanescentes foram consideradas infectadas. Sinais clinicos compativeis com toxoplasmose
aguda iniciaram no dia 5 p.i. (2/37; 5,4%) e a morbidade atingiu 0s 100% no dia 7 p.i. (Tabela
1). Entre os dias 7 e 10 p.i., os sinais clinicos se agravaram em 100% dos animais. A taxa de
mortalidade aguda atingiu 24,3% no dia 12 p.i. (Tabela 1 e Figura 1). Houve notavel melhora
nos escores clinicos, com evolucdo de graves para moderados, a partir do dia 11 p.i.. Sinais
clinicos moderados a leves predominaram entre os dias 14 e 17 p.i. (Tabela 1) e
permaneceram estaveis do dia 18 ao dia 23 p.i., caracterizando infeccédo crbnica.

Na fase crbnica da toxoplasmose (Tabela 2) predominaram sinais clinicos ausentes ou
leves (pelo ericado no dorso). Houve mortalidade de dois animais (dias 35 e 39 p.i.), aumento
episédico na incidéncia de sinais clinicos moderados nos dias 40 e 41 p.i., e um animal
apresentou sinais clinicos graves, pontualmente, no dia 40 p.i.. E possivel que estes episodios
nédo tenham sido provocados diretamente pela toxoplasmose, mas por algum fator de estresse
social transitorio (BELZUNG & GRIEBEL, 2001).

Em muitos casos, a toxoplasmose aguda pode ser assintomatica, ou provocar sinais
clinicos leves e inespecificos. 1sso ocorre, especialmente, com cepas cistogénicas
(BOOTHROYD & GRIGG, 2002). Contudo, a inoculacdo oral de 50 cistos de T. gondii da
cepa ME-49 foi eficiente para estabelecer a infeccdo em 100% das fémeas Balb/c. Além
disso, a taxa de mortalidade ndo foi excessiva e 0s animais apresentaram-se clinicamente
estaveis, com sinais clinicos ausentes a leves, entre os dias 44 a 85 p.i. (inicio da etapa Il). Por
sua vez, fémeas Balb/c ndo-infectadas ndo apresentaram quaisquer altera¢des clinicas durante
toda a etapa | deste estudo.

O peso médio de fémeas Balb/c infectadas (17,0 +1,9g) e ndo-infectadas (20,2 +1,49)
diferiu ao final da etapa 1 (Figura 2), provavelmente, devido a perdas decorrentes do curso
clinico da toxoplasmose. O emprego da média da variacdo didria de peso de cada grupo a

partir da etapa 2 permitiu a anulacéo desse efeito, para fins comparativos, entre 0s grupos.
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A Tabela 3 e a Figura 3 demonstram a evolucao do quadro clinico dos animais durante
a etapa Il deste estudo. O grupo plal+plall se manteve sem alteracGes e, no grupo txI+plall,
ndo houve variacdo significativa. Por outro lado, no grupo plal+pctll os sinais clinicos
evoluiram de ausentes a leves a partir do dia 88 p.i., como efeito da quimioterapia. Além
disso, no grupo txl+pctll, 100% dos animais apresentaram sinais clinicos e houve, ainda,
maior frequéncia de sinais moderados a graves/extremos ap0s a segunda dose de busulfan (dia
88 p.i.), culminando na eutanasia (in extremis) de dois animais (dias 91 e 92 p.i.).

A cepa cistogénica ME-49 apresenta baixa viruléncia em camundongos Balb/c
imunocompetentes (SUZUKI et al., 2000; FUX et al., 2003). Porém, em hospedeiros
imunocomprometidos, pode haver reativacdo de cepas cistogénicas, causando toxoplasmose
cerebral e sisttmica (SAEIJ et al., 2005; AJZENBERG et al., 2009). No presente estudo, a
infeccdo persistente por T. gondii agravou as alteragdes clinicas causadas pelo PCT, inclusive,
com mortalidade precoce, durante a imunossupressdo farmacolégica (Figura 4).

A variacao de peso médio diario a partir da etapa Il do estudo (Figura 5) mostrou uma
clara relacdo entre PCT e perda de condicdo corporal. Houve perda abrupta de peso nos
grupos plal+pctll e txl+pctll nos dias 87 a 90 p.i., e 0 peso corporal desses animais seguiu
baixo até o dia do transplante alogénico. Nestes dois grupos, foi notavel a anorexia entre 0s
dias 88 e 90 p.i., como efeito das aplicacdes de busulfan (Figura 6). Contudo, o consumo de
racdo voltou ao normal nos dias subsequentes as aplicacfes de ciclofosfamida.

A Figura 7 mostra a evolucdo clinica de cada animal desde o periodo pré-transplante
(dias 86 a 92 p.i.) até 0 9° dia pos-transplante (dias 93 a 101 p.i.), conforme sua distribuicdo
nos grupos da etapa 1. As células BMy ndo causaram alteracGes clinicas significativas até o
9° dia pos-transplante (grupo plal+plall+bmylll e txI+plall+bmylll). Semelhantemente, ndo
houve variagédo digna de nota no quadro clinico dos animais do grupo txI+plall+plalll. Esses
resultados indicam que o transplante alogénico de CFMO de doadores machos (BMy) nédo
suprimiu a resposta imune das fémeas Balb/c contra a toxoplasmose crénica. Além disso, ndo
ocorreram quaisquer sinais de rejeicdo ao transplante ou de imunossupressao mediada pelas
células BMy, no curto prazo (NAUTA et al., 2006).

A mortalidade atingiu 100% nas fémeas Balb/c cronicamente infectadas por T. gondii
e submetidas ao PCT (txI+pctll+plalll e txI+pctll+bmylll), em até dez dias apds o inicio da
guimioterapia, ou seja, no maximo quatro dias apds o transplante. Durante a etapa Il e inicio
da etapa Ill, a imunossupressdo farmacoldgica provocou sinais clinicos mais brandos em
fémeas ndo-infectadas (plal+pctli+plalll e plal+pctli+bmylll). O maior tempo de sobrevida

de alguns animais imunossuprimidos que receberam transplante (plal+pctlli+bmylll), em
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relacdo aos que ndo receberam (plal+pctli+plalll), ndo foi representativo. A mortalidade de
animais submetidos ao PCT atingiu 100% até o dia 99 p.i., mesmo naqueles que receberam
transplante de BMy.

Dessa forma, pode-se afirmar que fémeas Balb/c cronicamente infectadas por T.
gondii sofreram precocemente os efeitos do PCT (txlI+pctli+plalll e txI+pctll+bmylll), ainda
durante o periodo pré-transplante. Além disso, a quimioterapia resultou em alta taxa de
mortalidade pos-transplante, mesmo nos animais ndo-infectados por T. gondii, j& que nenhum
animal submetido ao PCT sobreviveu além do dia 7 pds-transplante. Esse quadro se explica
pela debilidade orgénica pronunciada que decorreu da quimioterapia.

O significado clinico desses achados pode ser bastante importante para transplantes
alogénicos em humanos, haja vista a alta incidéncia de toxoplasmose em varias regiées do
mundo (MONTOYA & LIESENFELD, 2004; INNES, 2010) e o uso comum de
imunossupressdo farmacoldgica, inclusive com busulfan e ciclofosfamida, na preparacdo para
o transplante de medula 6ssea (BLUME et al., 1993; DEEG et al., 2006; SCOTT et al., 2012).
Em parte, resisténcia ou susceptibilidade a T. gondii dependem de fatores genéticos do
hospedeiro, determinantes para a resposta imunolégica inata, na infeccdo primaria, ou
adquirida, que evita a reativacdo da doenca (ARAUJO, 1991; SUZUKI et al., 2000; FUX et
al., 2003). Dessa forma, quando um portador cronico tem a competéncia imunoldgica
suprimida, aumenta o risco de reativacdo da toxoplasmose, com rompimento dos cistos de
bradizoitos e disseminacdo de taquizoitos (ROEMER et al., 2001; AJZENBERG et al., 2009).

Na inspecdo microscopica post-mortem, foram encontrados cistos de bradizoitos
(Figura 8) nos tecidos encefalicos dos animais dos grupos txl+plall+plalll e
txI+plall+bmylll. Ndo foram encontrados cistos em tecidos encefalicos nos grupos infectados
submetidos ao PCT (txI+pctli+plalll e txI+pctll+bmylll). Isso demonstra que o agravamento
do quadro clinico e a mortalidade de animais infectados esteve associada a auséncia de cistos
cerebrais de bradizoitos, indicando a reativagdo da doenca.

Na literatura, sdo reportados quadros clinicos graves e 6bito em pacientes acometidos
por toxoplasmose aguda pos-transplante. Em muitos casos, o diagnostico clinico ndo é
realizado em tempo habil, para que se possa realizar terapia especifica contra o parasita e, ndo
raro, a deteccdo do protozoario ocorre somente na necropsia (MARTINO et al., 2000;
MEDEIRQOS et al., 2001; ROEMER et al., 2001; CIBICKOVA et al., 2007; DEROUIN &
PELLOUX, 2008). Isso demonstra a importadncia de monitorar o curso clinico da
toxoplasmose desde a preparacdo pré-transplante do paciente portador. No presente estudo,

sinais clinicos graves e mortalidade ocorreram precocemente apds o inicio do PCT em
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portadores cronicos de T. gondii. Os efeitos da quimioterapia se agravaram na etapa Il do
estudo, coincidindo com o periodo em que deveria ocorrer 0 estabelecimento das células
transplantadas, e o esperado efeito da terapia celular.

O curto periodo de sobrevida dos animais apds a quimioterapia foi desfavoravel ao
transplante. Variagdes nas doses e na ordem de aplicacdo de busulfan e ciclofosfamida podem
ser preconizadas visando minimizar seus efeitos adversos (NILSSON et al., 2005). Contudo, a
finalidade do PCT €& promover mieloablacdo, suprimindo a populacdo de células
hematopoiéticas do hospedeiro, para facilitar o enxerto das células alogénicas (BLUME et al.,
1993; NAUTA et al.,, 2006; ISHIDA et al., 2012). Isso justifica as altas doses dos
quimioterapicos.

Uma vez que 0s animais perderam peso durante a quimioterapia, é possivel que a
concentracdo plasmatica dos farmacos tenha se tornado mais elevada do que o previsto.
Segundo Ljungman et al. (1997), em humanos, altas concentra¢es de busulfan na corrente
sanguinea estdo associadas a aumento na mortalidade até 100 dias ap6s o transplante de
medula 6ssea. Assim, a diminui¢do da dose de busulfan no PCT pode ser uma forma de
reduzir a taxa de mortalidade pos-transplante. Porém, é necessario considerar que doses mais

baixas podem ser insuficientes para a mieloablacao.

CONCLUSOES

A inoculacéo oral de 50 cistos teciduais de T. gondii (cepa ME-49) foi eficiente para
estabelecer infeccdo persistente, e permitiu caracterizar as fases aguda e cronica da
toxoplasmose em fémeas Balb/c adultas.

As fémeas cronicamente infectadas por T. gondii apresentaram sinais clinicos graves e
mortalidade precoce ao serem submetidas a imunossupresséo farmacologica.

O protocolo de pré-condicionamento ao transplante alogénico, com 20mg/kg/dia de
busulfan por 4 dias + 100mg/kg/dia de ciclofosfamida por 2 dias, foi demasiadamente
agressivo, causando 100% de mortalidade, mesmo apos o transplante alogénico de CFMO.

O transplante alogénico de 1x10° CFMO de doadores machos (células BMy) para
receptoras fémeas demonstrou-se seguro nas fémeas Balb/c que ndo foram submetidas a

quimioterapia, independentemente de estarem infectadas ou livres de infecg¢do por T. gondii.
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Tabela 1. Curso clinico e taxa de mortalidade na fase aguda da infeccdo por T. gondii p6s-

inoculacdo (p.i.) oral de 50 cistos teciduais da cepa ME-49, em camundongos fémeas Balb/c

Dia Morbidade Frequéncia de sinais clinicos nos sobreviventes (n=37)"  Mortalidade

p.i. acumulada  Ausentes Leves Moderados Graves Extremos acumulada
1-4 0 100% 0 0 0 0 0
5 5,4% 97,3%" 0 2,7%" 0 2,7%" 0
6 5,4% 97,2%" 0 0 0 2,8%" 2,7%
7 100% 0 14,3%°  80,0%* 0 5,7%" 5,4%
8 100% 0 0 72,7%°  21,2%" 6,1%" 10,8%
9 100% 0 0 0 93,8%? 6,2%" 13,5%
10 100% 0 0 0 100% 0 18,9%
11 100% 0 0 26,7%°  66,7%° 6,6%" 18,9%
12 100% 0 0 42,9%*  57,1%° 0 24,3%
13 100% 0 0 82,1%°  17,9%" 0 24,3%
14 100% 0 28,6%°  71,4%° 0 0 24,3%
15 100% 0 28,6%°  67,8%%  3,6%° 0 24,3%
16 100% 0 28,6%°  67,8%%  3,6%° 0 24,3%
17 100% 0 35,7%%  60,7%%  3,6%° 0 24,3%
18-23 100% 0 96,4%°  3,6%" 0 0 24,3%

! Letras diferentes (a,b,c) na mesma linha indicam diferenca significativa na frequéncia de sinais clinicos, com

p<0,05 pelo teste do qui-quadrado.



Tabela 2. Curso clinico na fase crénica da infeccdo por T. gondii pés-inoculagdo (p.i.) oral de

50 cistos teciduais da cepa ME-49, em camundongos fémeas Balb/c

Frequéncia de sinais clinicos nos sobreviventes (n=28)"

Diap.. Ausentes Leves Moderados Graves Extremos
24 25,0%" 75,0%° 0 0 0
25 53,6%° 46,4%° 0 0 0
26 75,0%° 25,0%" 0 0 0
27 96,4%" 3,6%" 0 0 0
28 96,4%" 0 3,6%" 0 0
29 96,4%? 0 3,6%° 0 0
30 92,8%? 3,6%° 3,6%° 0 0
31 96,4%" 0 3,6%" 0 0
32 96,4%? 3,6%° 0 0 0
33 96,4%? 0 3,6%° 0 0
34 96,4%" 0 3,6%" 0 0
35% 100% 0 0 0 0
36 96,3%* 0 3,7%° 0 0
37 96,3%* 0 3,7%° 0 0
38 74,1%° 22,2%" 3,7%" 0 0
39* 53,8%? 42,49%? 3,8%° 0 0
40 30,8%? 23,1%° 42,3%° 3,8% 0
41 30,8%? 42,3%° 26,9%? 0 0
42 53,8%? 42,3%° 3,9%"° 0 0
43 53,8%" 42 3%° 3,9%" 0 0

44-85 53,8%? 46,29%° 0 0 0

! Letras diferentes (a,b) na mesma linha indicam diferenca significativa na frequéncia de sinais
clinicos, com p<0,05 pelo teste do qui-quadrado.

*Morte de um animal.
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Tabela 3. Frequéncia de sinais clinicos (sobre o percentual de animais sobreviventes) a partir
do inicio do protocolo de imunossupressdo farmacologica (PCT) em camundongos Balb/c

fémeas infectados ou livres de infeccdo por T. gondii

Dias pos- Grupo Frequéncia de sinais clinicos nos sobreviventes'

infeccdo Ausentes Leves Moderados  Grav./Extr.2

Busulfan (12 dose)

Dia 86 txI+plall (n=12) 41,7%° 58,3%° 0 0
txl+pctll (n=14) 42,9%* 50,0%* 7,1%" 0
plal+pctll (n=10) 100% 0 0 0
plal+plall (n=10) 100% 0 0 0

Busulfan (22 dose)

Dia 87 txl+plall (n=12) 50,0%° 50,0%° 0 0
txl+pctll (n=14) 57,1%" 42,9%*° 0 0
plal+pctll (n=10) 100% 0 0 0
plal+plall (n=10) 100% 0 0 0

Busulfan (32 dose)

Dia 88 txl+plall (n=12) 41,7%* 58,3%" 0 0
txl+pctll (n=14) 0 50,0%* 50,0%*" 0
plal+pctll (n=10) 60,0%* 40,0%° 0 0
plal+plall (n=10) 100% 0 0 0

Busulfan (42 dose)

Dia 89 txl+plall (n=12) 66,7%" 33,3%° 0 0
txl+pctll (n=14) 0 35,7%° 64,3% ° 0
plal+pctll (n=10) 30,0% * 70,0% * 0 0
plal+plall (n=10) 100% 0 0 0

Ciclofosfamida (1%dose)

Dia 90 txl+plall (n=12) 33,3%° 66,7% * 0 0
txl+pctll (n=14) 0 21,4%"° 71,5%° 7,1%"°"
plal+pctll (n=10) 40,0% * 60,0% * 0 0
plal+plall (n=10) 100% 0 0 0

Ciclofosfamida (22 dose)

Dia 91 txl+plall (n=12) 33,3%° 66,7% * 0 0
txI+pctll (n=14) 0 53,8%°  38,5% ® 7,7%""
plal+pctll (n=10) 50,0% * 50,0% * 0 0
plal+plall (n=10) 100% 0 0 0

Repouso pré-transplante

Dia 92 txl+plall (n=12) 33,3%° 66,7% * 0 0
txl+pctll (n=14) 0 75,0% * 25,0% ° 0
plal+pctll (n=10) 40,0% * 60,0% * 0 0
plal+plall (n=10) 100% 0 0 0

!Letras diferentes (a,b) na mesma linha indicam diferenca significativa na frequéncia de sinais clinicos,
com p<0,1 pelo teste do qui-quadrado.
’Grav./Extr.= soma das frequéncias de animais com sinais clinicos graves e extremos.

*Submetido a eutanasia in extremis.
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Figura 1. Namero de sobreviventes na fase aguda da infeccdo em fémeas Balb/c, das quais: 42
receberam 50 cistos teciduais de T. gondii (cepa ME-49) no dia 0 pela via oral (infectadas); e
20 foram mantidas como controles (ndo-infectadas). A mortalidade entre os dias 0 e 1 ndo foi

atribuida a infecgdo por T. gondii, mas ao procedimento de inoculacdo oral por gavagem.
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Figura 2. Peso vivo médio de fémeas Balb/c infectadas por T. gondii e ndo-infectadas

(controles), 85 dias depois da inoculacdo oral de 50 cistos teciduais de T. gondii (cepa ME-

49). Letras diferentes (a, b) indicam diferenca entre médias de peso vivo pelo teste de Tukey-

Kramer com p<0.0001 com intervalo de confianga de 95%.
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Figura 3. Frequéncia e intensidade de sinais clinicos, considerando-se o percentual de
sobreviventes, a partir do inicio do pré-condicionamento para o transplante alogénico (PCT)
em fémeas Balb/c infectadas por T. gondii e ndo-infectadas. txl: infectadas na etapa I; pctll:
submetidas ao PCT na etapa Il; plal: placebo na etapa | (ndo-infectadas); plall: placebo na
etapa Il (ndo receberam o PCT). Letras diferentes (a, b) indicam frequéncias diferentes em um

mesmo grupo ao longo dos dias, com p<0,05 pelo teste do qui-quadrado.
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Figura 4. Percentual de sobreviventes a partir do inicio do pré-condicionamento para o
transplante alogénico (PCT) até o dia do transplante de BMy. txI: infectadas na etapa I; pctll:
submetidas ao PCT na etapa Il; plal: placebo na etapa | (ndo-infectadas); plall: placebo na
etapa Il (ndo receberam o PCT). O asterisco (*) indica que txI+pctll é diferente dos demais

grupos no dia 93 p.i., pelo teste do qui-quadrado com p< 0,1.
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Figura 5. Variacdo do peso vivo médio por grupo durante o periodo de pré-condicionamento
para o transplante alogénico (PCT). txI: infectadas na etapa I; pctll: submetidas ao PCT na
etapa I1; plal: placebo na etapa | (ndo-infectadas); plall: placebo na etapa Il (ndo receberam o
PCT). Os asteriscos indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Tukey-
Kramer com p< 0,05. (*) Os grupos plal+plall e txl+plall sdo diferentes de txl+pctll. (**) Os

grupos plal+plall e txI+plall s&o diferentes de plal+pctll e txI+pctll.
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Figura 6. Consumo médio diario de racdo por animal por grupo. txl: infectadas na etapa I;
pctll: submetidas ao PCT na etapa Il; plal: placebo na etapa | (ndo-infectadas); plall: placebo
na etapa Il (ndo receberam o PCT). Nota-se que 0s animais diminuiram drasticamente o

acesso a racdo no comedouro como consequéncia do tratamento com busulfan.



D36| D87| D38| D8e| D2o| Dot | Da2| De3| Dag| Des | Dos| De7| Do DWDlﬂDlﬂl D86| D87| D88 | D82 | Doo| Dot | D92 | Da3 | Des| Dos| Des| Do7| Des | Doo|Dio0[D101
%1 Ecl
S 3
R
PO
(<1 S -

EEE e

D36| D87| D38| D8e| D20| Dot | D92 | D83 | o4 | Do3 | D96 | Do7| Dag | Dos [D100D101 D385 | D37| D38| Dse| Ds0| De1 | D82 | D83 | Do4 | De3 | Des| Da7| Des | Deg DiooDi01
1 _1
3 I
Q. S
I
= +
[S] =
Rl D D el
+ QU
35 I 2
-~ x

s I © ¢
D36| D47| D38| D32 D90 | D91 | D82 | DI3| De4 | De3| Des D9?|DGS|D99|D100|D101 D36| D87| D38| Dse| Do0| Dot | Do2| D3| Dod| Das Dgﬁm1|ms|n99|moa|mol
1 1
=: B T ! I
< T B 200 O
Ey £
£+ I £ ¢ [
Q Q
£ I £ 5
5 s N S I
7 I . O B

D38| D87| D88 | D3¢ | D20| Do1| D2 | D3| Da4| D23 | Des| Da7| Dog D99|Dwn|nlol D86| D87| D38| D82 | Do0| Dot | Doz | De3 | Des| Das D96|D9?|D98|D99|D10C1D101

|

plal+pctil+bmylll
L e O

plal+pctil+plalll
R P S R

[

Figura 7. Intensidade dos sinais clinicos por animal ao longo dos periodos pré-transplante (dias 86 a 92 p.i.) e pos-transplante (dias 93 a 101 p.i.).
txl: infectadas na etapa I; pctll: submetidas ao PCT na etapa Il; plal: placebo na etapa | (ndo-infectadas); plall: placebo na etapa Il (ndo
receberam o PCT). A intensidade de cada matiz representa os sinais clinicos: ausentes (claro); leves (cinza claro); moderados (cinza escuro);
graves/extremos (preto). O final da coluna indica morte do animal.



Figura 8. Cisto de bradizoitos (estrutura esférica ao centro, em destaque) encontrado em
lamina de tecidos encefalicos de camundongo fémea Balb/c cronicamente infectada com T.
gondii. Aumento de 200x.
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MONONUCLEARES DA MEDULA OSSEA EM CAMUNDONGOS FEMEAS
PORTADORAS DE Toxoplasma gondii

Conditioning with reduced doses of busulfan and cyclophosphamide
for allogeneic transplantation of bone marrow mononuclear cells in female mice

chronically infected by Toxoplasma gondii

Alfredo Skrebsky Cezar!, Werner Giehl Glanzner?, Paulo Afonso Anezi-Janior?, Lady
Katerine Serrano-Mujicat, Giovana Camillo?, Fabio Vasconcellos Comim3, Fernanda Silveira

Flores Vogel?, Paulo Bayard Dias Gongalvest

! Departamento de Clinica de Grandes Animais, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Laboratério de
Biotecnologia e Reproducdo Animal (BioRep).
2 Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, UFSM, Laboratério de Doengas Parasitarias (LADOPAR).
® Departamento de Clinica Médica, Hospital Universitario, UFSM, BioRep.

RESUMO

Toxoplasmose é uma zoonose causada pelo protozoario intracelular obrigatorio
Toxoplasma gondii, o qual acomete cerca de um terco da populacdo humana. Na infeccéo
primaria, taquizoitos se multiplicam e causam destruicdo celular. No entanto, sua
disseminacéo tende a ser controlada pelo organismo imunocompetente. Como mecanismo de
evasdo a resposta imune, o parasita forma cistos teciduais de bradizoitos (semilatentes) e
mantém o hospedeiro cronicamente infectado, geralmente, assintomatico. O pré-
condicionamento para o transplante alogénico (PCT) envolve imunossupressdo do paciente,
com mieloablagdo. Esse procedimento facilita a enxertia e inibe a rejeicdo ao transplante.
Contudo, em portadores de T. gondii, a imunossupressdao predispbe a reativagdo da
toxoplasmose aguda (disseminada) que pode causar doencga clinica grave e morte. Este estudo
visou avaliar os efeitos de um regime de imunossupressdo farmacoldgica, com doses
reduzidas de busulfan e ciclofosfamida (PCTdr) como alternativa para minimizar 0s riscos

inerentes ao pré-condicionamento em camundongos cronicamente infectados com T. gondii e
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submetidos ao transplante alogénico de células mononucleares da medula 6ssea. O estudo
teve trés etapas subsequentes. Na etapa I, onze fémeas Balb/c (grupo Tgl) foram infectadas
com 50 cistos teciduais de T. gondii da cepa VEG (cistogénica), e 23 fémeas Balb/c foram
mantidas como grupo controle (placebo; grupo plal) durante um periodo de 120 dias. Na etapa
I, as fémeas cronicamente infectadas (Tgl) ou ndo-infectadas (plal) foram submetidas ao
PCTdr (pctdrll) ou receberam placebo (plall). Na etapa Il1, essas fémeas foram redistribuidas
em novos grupos experimentais e receberam transplante alogénico de células da fracao
mononuclear da medula 6ssea de camundongos machos (bmylll) ou placebo (plalll). Foram
avaliados escore clinico, variacdo diaria de peso vivo, consumo de racdo e presenca de cistos
teciduais de bradizoitos nos tecidos encefalicos. O PCTdr ndo provocou reativacdo da
toxoplasmose nas fémeas Balb/c portadoras de T. gondii. O transplante alogénico de células
da fracdo mononuclear da medula 6ssea de camundongos machos foi seguro para fémeas
Balb/c clinicamente saudaveis, independentemente de serem portadoras de T. gondii.

Palavras-chave: imunossupressao farmacologica, alotransplante, toxoplasmose, terapia

celular, Balb/c.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a zoonotic disease caused by the obligate intracellular protozoan
Toxoplasma gondii, which affects about one-third of the human population. In primary T.
gondii infection, tachyzoites multiplication results in cell destruction. However, parasite
dissemination tends to be controlled in immunocompetent organisms. The parasite uses
mechanisms to evade the immune response, forming tissue cysts of bradyzoites (semilatent),
maintaining the host chronically infected and, generally, asymptomatic. Preconditioning for
allogeneic transplantation (PCT) involves immunosuppression of the patient, with
myeloablation. This procedure facilitates the grafting and inhibits graft rejection. However, in
patients with T. gondii, immunosuppression predisposes to reactivation of acute
(disseminated) toxoplasmosis that can cause severe clinical disease and death. This study
aimed to evaluate the effects of a drug immunosuppressive regimen with reduced doses of
busulfan and cyclophosphamide (PCTdr) as an alternative to minimize the risks of
conditioning in mice chronically infected with T. gondii and submitted to allogeneic
transplantation of bone marrow-derived mononuclear cells. The study had three subsequent
steps. In step I, eleven female Balb/c (group Tgl) were infected with 50 tissue cysts of T.

gondii (VEG strain, cystogenic), and 23 female Balb/c were kept as control (placebo; group
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plal) over a 120 days period. In step Il, chronically infected (Tgl) or uninfected (plal) females
were submitted to PCTdr (pctdrll) or placebo (plall). In step Ill, these mice were re-
distributed in new experimental groups that received transplantation of allogeneic bone
marrow-derived mononuclear cells from male mice (bmylll) or placebo (plalll). Clinical
scores, daily variation of body weight, feed intake and presence of cysts of bradyzoites in
brain tissues were evaluated. PCTdr did not cause reactivation of toxoplasmosis in female
Balb/c infected by T. gondii. Transplantation of allogeneic bone marrow-derived mononuclear
cells from male mice was safe to clinically healthy female Balb/c, regardless chronic infection
by T. gondii.

Key words: pharmacological immunosuppression, allogeneic transplantation, toxoplasmosis,

cell therapy, Balbl/c.

INTRODUCAO

Toxoplasmose é uma zoonose causada pelo protozoario intracelular obrigatério
Toxoplasma gondii. Estima-se que um ter¢o da populacdo humana ao redor do mundo seja de
portadores do parasita (MONTOYA & LIESENFELD, 2004; AJZENBERG et al., 2009;
INNES, 2010). Em geral, o hospedeiro é capaz de controlar a infeccdo aguda, mas se torna
portador cronico. Isso se deve ao equilibrio na relagdo entre a biologia do parasita e a resposta
imunolégica. O protozoario se apresenta em duas formas principais no hospedeiro
intermediario: taquizoitos, que se multiplicam rapidamente no ambiente intracelular,
provocam destruicdo das células infectadas e, a partir delas, se disseminam para células
vizinhas (GADDI & YAP, 2007; AJZENBERG et al., 2009; RANDALL & HUNTER, 2011);
e bradizoitos (forma de semilaténcia) contidos em cistos teciduais, que os protegem do ataque
dos mecanismos de defesa imunolégica (BOOTHROYD & GRIGG, 2002; MONTOYA &
LIESENFELD, 2004). A toxoplasmose crbnica tende a ser assintomatica. Todavia, podem
haver complicages, dependendo da abundancia e da localizagéo dos cistos, como em tecidos
oculares ou cerebrais, por exemplo (TORREY et al., 2012).

Imunossupressdao predispe o portador a reativacdo da toxoplasmose aguda
(MEDEIROS et al., 2001; ROEMER et al., 2001; VIDAL et al., 2005), que é caracterizada
pelo rompimento de cistos de bradizoitos e liberacdo de taquizoitos (RANDALL &
HUNTER, 2011). O organismo imunocomprometido é incapaz de controlar a multiplicacéo
dos taquizoitos, que se disseminam, podendo levar a doenca sistémica e culminar no obito
(CIBIKOVA et al., 2007; AJZENBERG et al., 2009).
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A imunossupressdo farmacoldgica € um procedimento comumente realizado no pré-
condicionamento para o transplante alogénico (PCT), com a finalidade de promover
mieloablacdo (LJUNGMAN et al. 1997; ZHAO et al., 2014). O PCT tem as func¢des de inibir
a rejeicéo ao alotransplante e facilitar a enxertia (ROUX et al., 1992; ZHAO et al., 2014). No
entanto, com a ablacdo de medula éssea tem-se imunossupressao generalizada (RAIOLA et
al., 2013), condicdo que traz grandes riscos a pacientes infectados por T. gondii (ROEMER et
al., 2001; CIBIKOVA et al., 2007; DEROUIN & PELLOUX, 2008).

Busulfan e ciclofosfamida sdo quimioterapicos comumente usados no regime de preé-
condicionamento para o transplante alogénico (BLUME et al., 1993; ZHAO et al., 2014).
Contudo, os efeitos adversos da quimioterapia sdo bastante significativos. Por isso, variacdes
de fatores como tempo de terapia, doses, ordem e frequéncia de aplicacdo das duas drogas,
séo alvos de estudo, visando minimizar os danos do PCT sem prejudicar o transplante
alogénico (BLUME et al., 1993; LJUNGMAN et al. 1997; NILSSON et al., 2005; ZHAO et
al., 2014). Nesse sentido, modelos animais com camundongos sdo extremamente Uteis para
avaliar possiveis efeitos de modificacbes no PCT (NILSSON et al., 2005).

Camundongos da linhagem Balb/c sdo resistentes a infeccdo aguda por cepas
cistogénicas de T. gondii, como VEG e ME-49 e se tornam portadores crénicos do parasita
(SAEL et al., 2005; PEZERICO et al., 2009). Demonstrou-se que o PCT com 20mg/kg/dia de
busulfan por 4 dias consecutivos + 100mg/kg/dia de ciclofosfamida por 2 dias consecutivos
(doses indicadas para mieloablacdo) causa mortalidade em fémeas Balb/c, e que esse efeito é
precoce na presenca de infecgdo cronica por T. gondii (Capitulo 2 desta tese). No mesmo
estudo, demonstrou-se a seguranca do transplante de células mononucleares da medula 6ssea
de machos (doadores) para fémeas (receptoras) infectadas por T. gondii, que ndo foram
submetidas ao PCT.

O objetivo do atual estudo foi avaliar os efeitos clinicos e a seguranga de um regime
de pré-condicionamento para o transplante alogénico, com doses reduzidas de busulfan e
ciclofosfamida (PCTdr), seguido de transplante sistémico (endovenoso) de células da fragéo
mononuclear da medula 6ssea de camundongos machos (doadores) para fémeas (receptoras)

cronicamente infectadas por T. gondii.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 34 camundongos fémeas e trés machos da linhagem isogénica

Balb/c, com idade aproximada de oito semanas (no inicio do periodo experimental). O estudo
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foi conduzido em biotério de experimentacdo, sob condicbes controladas, e conforme as
normas do CONCEA, Brasil e CEUA/UFSM (Parecer 048/2014).

Etapa I: onze fémeas Balb/c foram infectadas com cistos de bradizoitos da cepa VEG
de T. gondii (do tipo Ill, cistogénica), formando o grupo Tgl. Outras 23 fémeas Balb/c
receberam placebo | (grupo plal).

O ino6culo foi obtido de camundongos Swiss fémeas (90 a 110 dias pos-infeccéo)
utilizadas para manutencédo da cepa em laboratério de diagnostico de toxoplasmose. Para a
coleta dos cistos de bradizoitos, realizou-se a eutanasia dos animais e a retirada da massa
encefalica em condi¢des estéreis. Cada encéfalo foi pesado e macerado em 1ml de PBS a pH
7,2. Os cistos teciduais foram contados por avaliacdo microscopica de trés aliquotas de 20pl
por encéfalo (OLDENHOVE et al., 2009). Apos isso, a solucdo foi diluida em PBS a pH 7,2
na concentracdo equivalente a 50 cistos/150ul de solucdo. Cada dose de 50 cistos/animal foi
inoculada nas fémeas Balb/c, por via oral, diretamente no esdfago, por gavagem
(procedimento descrito detalhadamente no Capitulo 2 desta tese).

Ambos os grupos foram mantidos sob as mesmas condi¢Ges por um periodo de 120
dias, para o estabelecimento de toxoplasmose cronica nas fémeas infectadas (Tgl). Foram
consideradas cronicamente infectadas aquelas que: a) receberam o in6culo; b) apresentaram
qguadro clinico compativel com toxoplasmose aguda; c¢) passaram por periodo de
convalescéncia; e d) sobreviveram até o dia 120 p.i..

Etapa II: foram usadas 10 fémeas infectadas e 23 fémeas ndo-infectadas remanescentes
da etapa I. A etapa Il abrangeu o periodo pré-transplante, durante o regime de pré-
condicionamento. O PCTdr consistiu na aplicacdo de 4mg/kg/dia de busulfan (Sigma-Aldrich,
EUA) por quatro dias consecutivos + 50mg/kg/dia de ciclofosfamida por dois dias
consecutivos (PCTdr = 4mg/kg/d Bu x 4d + 50mg/kg/d Ci x 2d).

Os quimioterapicos foram aplicados pela via intraperitoneal (i.p.), sendo o busulfan
diluido em 100pl de solugdo de DMSO (Sigma-Aldrich, EUA), e a ciclofosfamida, em agua
para injecdo, no volume total de 100ul (Genuxal® Baxter Oncology GmbH, Alemanha),
conforme recomendacdes dos fabricantes. Para 0os grupos que ndo receberam PCTdr, 100ul de
agua ultrapura i.p. por seis dias consecutivos foram aplicados como placebo (plall).

O PCTdr foi aplicado em 04 fémeas cronicamente infectadas por T. gondii
(Tgl+pctdrll) e em 10 fémeas ndo-infectadas (plal+pctdrll). O placebo foi aplicado em seis
fémeas cronicamente infectadas por T. gondii (Tgl+plall) e em 14 fémeas n&o-infectadas
(plal+plall). O n experimental em cada grupo da etapa Il foi bastante variavel, uma vez que

foram levados em conta: restricdes ao uso de animais em experimentos, conforme normas de
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ética e bem-estar animal; a quantidade de cistos teciduais disponiveis no dia da inoculacao
experimental (o que, por sua vez, foi determinado pelo nimero de fémeas Swiss cronicamente
infectadas disponiveis); e o delineamento experimental da etapa Ill, dependente da
distribuicdo prévia dos animais nos grupos experimentais na etapa 1.

Etapa Ill: abrangeu o transplante alogénico (machos-fémeas) e o periodo pods-
transplante, nas fémeas Balb/c remanescentes da etapa Il. Células da fracdo mononuclear da
medula déssea de doadores machos (BMy) foram obtidas de trés camundongos Balb/c adultos.
A coleta de medula 6ssea dos doadores foi realizada no dia do transplante, ap6s eutanasia,
conforme descrito por Tropel et al. (2004). Fémures e tibias foram isolados e tiveram suas
extremidades seccionadas para exposicdo do canal medular. Para a coleta de medula, foi
injetado DMEM-F12 com seringa de 1ml e agulha 25G acoplada ao canal medular, exercendo
pressao para remoc¢do da medula 6ssea total, embebida em meio de cultivo, sobre placa estéril.

Em sequéncia, o conteddo obtido foi submetido a pipetagens sucessivas para
separacdo e suspensdo das células em DMEM-F12. A suspensdo celular foi centrifugada em
gradiente de Ficoll-Paque (GE Healthcare, EUA) por 30min. a 400g. As células da fracdo
mononuclear, separadas por densidade, foram recuperadas, lavadas duas vezes em PBS (dois
ciclos de ressuspensao e centrifugacdo a 400g por 5min.), ressuspendidas em DMEM-F12 e
preparadas para o transplante. Para isso, realizou-se a contagem de células viaveis em camara
de Neubauer (aliquota diluida 1:1 em solucdo de azul de tripan a 0,4%).

A dose transplantada para cada fémea foi de 1x10° BMy viaveis (com viabilidade
celular de 70%). O transplante de células BMy (bmylll) foi realizado pela via endovenosa
(e.v.), na veia da cauda, com agulha 25G acoplada a seringa de 1ml. Nos grupos que ndo-
transplantados, cada fémea recebeu a aplicacdo de DMEM-F12 e.v. como placebo (plalll).

Assim, na etapa Ill, fémeas Balb/c cronicamente infectadas formaram os grupos:
Tgl+pctdrii+bmylll (n=4), infectado, pre-condicionado e transplantado; Tgl+plall+bmyllil
(n=3), infectado e transplantado sem pré-condicionamento; e Tgl+plall+plalll (n=3), controle
cronicamente infectado. Fémeas ndo-infectadas formaram os grupos: plal+pctdrll+bmyllil
(n=4), pré-condicionado e transplantado; plal+pctdrli+plalll (n=6), apenas pré-condicionado;
plal+plall+bmylll (n=7), apenas transplantado; plal+plall+plalll (n=7), apenas placebo.

Durante as etapas Il e Il foram avaliadas a frequéncia e a intensidade de sinais
clinicos compativeis com reativagdo da toxoplasmose ou decorrentes do PCTdr e do
transplante alogénico. Diariamente, cada animal foi classificado conforme escore de sinais
clinicos: ausentes (grau 1); leves (grau 2), caracterizados por ericamento do pelo no dorso;

moderados (grau 3), caracterizados por pelo ericado e apatia; graves (grau 4), caracterizados
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por pelo ericado, apatia, anorexia, dificuldade de se mover pela gaiola; e extremos (grau 5),
caracterizados por pelo ericado, anorexia, apatia severa, imobilidade ou decubito. No exame
clinico, os animais foram estimulados, pelo toque, a moverem-se pela gaiola. A classificacdo
foi feita pelo mesmo operador para todos os animais, examinados em sequéncia aleatoria em
cada dia de avaliagdo. Os escores clinicos foram registrados por outro operador, responsavel
por identificar individualmente cada animal no momento do exame e proceder as pesagens.

Cada animal teve seu peso corporal aferido, individualmente, em balanca de precisao
(mg). Toda a racdo disponivel nos comedouros foi retirada e pesada uma vez por dia, para
estimativa do consumo médio diario por grupo. Ap6s a pesagem, repunha-se quantidade
equivalente a 20g de racdo peletizada por camundongo/dia em cada comedouro. Essa
avaliacdo teve a finalidade de caracterizar possivel anorexia dos animais.

Procedeu-se a eutanésia das fémeas Balb/c no 14° dia apds o inicio do PCTdr (7° dia
apos o transplante de células BMy). Os tecidos encefélicos dessas fémeas foram coletados
post-mortem para pesquisa de cistos teciduais de T. gondii, conforme descrito anteriormente.

As frequéncias de escore clinico foram analisadas pelo teste do qui-quadrado com
95% de confianca. Para isso, foram comparadas suas frequéncias dentro de um mesmo grupo,
a cada dia e, entre grupos distintos, para cada dia de observacdo. A variagdo média de peso

dos animais foi analisada pelo teste de Tukey-Kramer com 95% de confianca.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as fémeas Balb/c inoculadas com 50 cistos teciduais de bradizoitos da cepa
VEG de T. gondii apresentaram sinais clinicos de toxoplasmose aguda entre a segunda e a
terceira semana pos-infeccdo (p.i.), culminando na morte de uma fémea (1/11). A partir da
terceira semana de infeccdo houve melhora progressiva do quadro clinico, até a auséncia de
quaisquer sinais clinicos entre os dias 30 a 120 p.i.. Esses resultados foram similares aos
observados com a cepa ME-49 de T. gondii em camundongos fémeas Balb/c (Capitulo 2 desta
tese), e demonstram um quadro de toxoplasmose aguda na infeccdo primaria, seguida de
infeccdo persistente assintomética (MONTOYA & LIESENFELD, 2004). Os animais do
grupo plal (controle) ndo apresentaram alteracdes clinicas ao longo de toda a etapa I.

No final da etapa I (120 dias p.i.), a média de peso vivo diferiu entre fémeas infectadas
e ndo-infectadas (Figura 1). Esse resultado esteve dentro do esperado, podendo-se considerar
que a infeccdo por T. gondii prejudicou o desenvolvimento dos animais. Para evitar a

influéncia desta diferenca nas analises subsequentes (etapas Il e I1ll), as comparacgdes
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relacionadas a peso corporal foram realizadas pelo calculo da variacdo do peso médio diario
em relacdo ao peso médio inicial (aos 120 dias p.i.) dos animais de cada grupo.

Conforme se demonstra na Figura 2, o PCTdr provocou perda de peso significativa
nos animais entre 4° e o0 6° dia de quimioterapia (grupos plal+pctdrll e Tgl+pctdrll). Contudo,
esse efeito ndo foi severo até o dia do transplante alogénico (6° dia). Além disso, acreditava-se
que o PCTdr provocaria maiores perdas nos animais portadores de toxoplasmose cronica do
que naqueles ndo-infectados. Porém, esse efeito ndo se confirmou.

A influéncia do PCTdr na frequéncia e na intensidade dos sinais clinicos durante a
etapa Il foi pouco representativa (Figura 3). Foram observados apenas sinais clinicos leves
nos grupos submetidos ao PCTdr (plal+pctdrll e Tgl+pctdrll). Contudo, também foram
observados sinais clinicos leves em fémeas cronicamente infectadas que receberam placebo
na etapa Il (Tgl+plall). Ndo houve sinais clinicos no grupo controle que recebeu apenas
placebo (plal+plall). Disso, é importante destacar que, além de ndo ter havido sinais clinicos
de moderados a graves durante toda o curso do pré-condicionamento (etapa Il), a combinacgéo
entre toxoplasmose crénica e PCTdr ndo provocou sinais clinicos importantes ou mortalidade
de animais. Esse padrdo de evolucdo dos sinais clinicos indica que ndo houve reativacdo da
toxoplasmose aguda (ROEMER et al., 2001; DELLACASA-LINDBERG et al., 2007).

Na Figura 4 e na Tabela 1 estdo apresentados os resultados referentes a variacdo média
diaria de peso de cada animal, por grupo experimental, na etapa Ill, que abrangeu o dia do
transplante e o periodo pos-transplante. Identifica-se um padrdo de maior perda de peso na
fase pos-transplante relacionada com o tratamento prévio com o PCTdr. Essa diferenca ficou
mais evidente no grupo Tgl+pctdrli+bmylll, no 3° e no 7° dias pds-transplante, e nos grupos
plal+pctdrll+plalll e plal+pctdrli+bmylll, desde o 2° até o 7° dia pds-transplante.

No estudo descrito no Capitulo 2 desta tese, demonstrou-se que a anorexia foi um
efeito notorio causado pelo PCT (com doses altas de busulfan e ciclofosfamida). Contudo,
efeito semelhante ndo foi observado com o PCTdr, haja visto que, na etapa Il do presente
estudo, ndo houve diferengca no consumo de ragdo nos grupos Tgl+plall, Tgl+pctdrlil,
plal+pctdrll e plal+plall (dados ndo demonstrados). Além disso, considerando-se as etapas 11
e I1l em sequéncia (Figura 5), ndo houve influéncia consistente do PCTdr no comportamento
alimentar dos animais nos periodos pré- e pos-transplante. Esses resultados demonstram que
ndo houve anorexia, j& que 0s animais mantiveram constancia no consumo de ragdo, com
diminuigdes episddicas na quantidade diaria consumida pelo grupo Tgl+pctdrli+bmylll. Esse

quadro geral pode ser relacionado, diretamente, com a menor perda de peso observada no
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regime PCTdr em relacdo as altas doses de busulfan e ciclofosfamida no regime PCT
(Capitulo 2 desta tese).

Quando aplicados nas doses recomendadas para regimes de mieloablacdo, 0s
quimioterapicos busulfan e ciclofosfamida provocam uma série de efeitos adversos de
relevancia clinica nos pacientes (ZENG et al., 2010; SCOTT et al., 2012). Além disso, altas
taxas de mortalidade podem ser associadas a altas concentracGes de busulfan na corrente
sanguinea em pacientes submetidos a imunossupressdo farmacoldgica para transplante
alogénico (LJUNGMAN et al., 1997).

Em camundongos fémeas Balb/c, o PCT com busulfan e ciclofosfamida em doses
recomendadas para mieloablacdo, resulta em quadro clinico grave e mortalidade nos periodos
pré- e pds-transplante. Além disso, este efeito é mais precoce em animais portadores de T.
gondii (Capitulo 2 desta tese). Em comparacdo a esse cendrio, os achados do presente estudo
demonstram que a reducdo das doses dos quimioterapicos no PCTdr foi benéfica a condicao
clinica dos animais no periodo de preparacdo para o transplante alogénico, inclusive nas
fémeas portadoras de T. gondii.

Na Figura 6 sdo demonstrados a frequéncia e a intensidade dos sinais clinicos durante
no periodo pos-transplante (etapa I11), em cada animal, nos grupos experimentais. Em geral,
os sinais clinicos apresentados foram classificados como leves. Sinais clinicos moderados
foram observados apenas nos grupos submetidos ao PCTdr. Contudo, pode-se destacar que
ndo houve apresentacdo de sinais clinicos graves em nenhum dos animais. A evolucéo clinica
dos animais ap0s o transplante de células BMy, independentemente de terem sido submetidos
a imunossupressdo prévia ou de estarem cronicamente infectados por T. gondii, ndo teve
quadros graves ou mortalidade. Da mesma forma, ndo houve mortalidade de animais durante
0 periodo em nenhum dos demais grupos, ate o dia da eutandsia (7° dia apos o transplante).

A variagdo média diaria de peso vivo e a frequéncia e intensidade dos sinais clinicos
dos animais durante a etapa Il deste estudo corroboram com o que indicavam os resultados
da etapa Il (pré-transplante), demonstrando que o PCTdr acarreta poucos efeitos adversos no
quadro clinico geral dos animais. Além disso, conforme se demonstra na Figura 6, nenhum
dos animais apresentou sinais clinicos graves, e mesmo a frequéncia de sinais clinicos
moderados foi muito baixa ao longo da etapa Il deste estudo. Ademais, ndo houve
mortalidade de animais nas etapas Il e I11.

Ap0s a eutanasia, no final da etapa 111, foram encontrados cistos de bradizoitos (Figura
7) na inspecdo microscopica dos tecidos encefalicos de todas as fémeas que receberam o

inéculo de T. gondii (Tgl+plall+plalll, Tgl+plall+bmylll e Tgl+pctdrii+bmylll). Esses
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resultados indicam que ndo houve estimulo (imunossupressdo ou imunomodulagéo) suficiente
para levar a reativacdo da toxoplasmose (FUX et al., 2003; DELLACASA-LINDBERG et al.,
2007; DEROUIN & PELLOUX, 2008; AJZENBERG et al., 2009), seja pelo efeito do PCTdr
ou do transplante de células BMy.

O quadro clinico favordvel resultante do PCTdr, mesmo em camundongos
cronicamente infectados por T. gondii, evidencia que a imunossupressdo provocada pelo
PCTdr foi leve. Embora este aspecto possa ser considerado positivo no que diz respeito ao
menor risco de disseminacdo de taquizoitos de T. gondii, isso também pode representar que a
mieloablagdo ndo foi completa (HOFFMANN et al., 2002; NILSSON et al., 2005; RAIOLA
et al.,, 2013; ZHAO et al.,, 2014). Com isso, a finalidade do pré-condicionamento, de
proporcionar condicdes mais adequadas para o enxerto de células alogénicas no organismo
receptor, pode ficar prejudicada (ROUX et al., 1992).

No entanto, diversos estudos tém sido direcionados a estabelecer regimes de pré-
condicionamento ao transplante menos agressivos aos pacientes, ainda que haja certo grau de
quimerismo entre as células do receptor e do doador (ROUX et al., 1992; NILSSON et al.,
2005; DEEG et al., 2006; ZHAO et al., 2014). Dessa forma, o regime de pré-condicionamento
com doses reduzidas de busulfan e ciclofosfamida (PCTdr) pode ser considerado como uma

opcao em pacientes portadores de toxoplasmose.

CONCLUSAO

O regime de pré-condicionamento para o transplante alogénico com doses reduzidas
de busulfan e ciclofosfamida (PCTdr) demonstrou-se seguro para aplicagdo em camundongos
fémeas Balb/c cronicamente infectados por T. gondii (cepa VEG, cistogénica), ja que nédo
promoveu a reativacdo da toxoplasmose nesses animais. O PCTdr provocou baixas frequéncia
e incidéncia de sinais clinicos, e ndo causou mortalidade de animais. O transplante alogénico
de células BMy nédo causou alteracBes clinicas graves ou mortalidade, no curto prazo, em
fémeas Balb/c submetidas ao PCTdr, independentemente de infec¢do crénica por T. gondii

nesses animais.
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Figura 1. Média de peso vivo de fémeas Balb/c aos 120 dias pds-inoculagéo oral de 50 cistos

teciduais de T. gondii da cepa VEG (grupo Tgl) ou de placebo (grupo plal). Letras (a,b)

diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer.
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Figura 2. Variacdo do peso médio de cada animal, por grupo, durante o periodo do PCTdr

(etapa I1). Tgl: infectadas na etapa I; pctdrll: submetidas ao PCTdr na etapa Il; plal: placebo

na etapa | (ndo-infectadas); plall: placebo na etapa Il (ndo receberam o PCTdr). Os asteriscos

indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Tukey-Kramer com p< 0,05. (*)

O grupo Tgl+plall é diferente do grupo plal+pctdrll. (**) Os grupos Tgl+plall e plal+plall

sdo diferentes do grupo plal+pctdrll. (***) O grupo Tgl+plall é diferente dos grupos

Tgl+pctdrll e plal+pctdrll; e o grupo plal+plall é diferente do grupo plal+pctdrll.
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Figura 3. Frequéncia e intensidade de sinais clinicos durante regime de pré-condicionamento
para o transplante alogénico com doses reduzidas de busulfan e ciclofosfamida (PCTdr) em
camundongos fémeas Balb/c infectadas ou livres de infeccdo por T. gondii. Tgl: infectadas na
etapa I; pctdrll: submetidas ao PCTdr na etapa Il; plal: placebo na etapa | (ndo-infectadas);
plall: placebo na etapa Il (ndo receberam o PCTdr). Nota-se que os sinais clinicos vdo de
ausentes a leves. Letras diferentes (a,b) indicam frequéncias diferentes em um mesmo grupo

ao longo dos dias, com p<0,05 pelo teste do qui-quadrado.
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Figura 4. Variacdo média de peso diaria por animal para cada grupo experimental na etapa Ill,
abrangendo o transplante e o periodo pés-transplante (p.t.). Tgl: infectadas na etapa I; pctdrll:
submetidas ao PCTdr na etapa Il; plal: placebo na etapa | (ndo-infectadas); plall: placebo na
etapa Il (ndo receberam o PCTdr); bmylll: receberam transplante de células BMy na etapa IlI;
plalll: placebo na etapa Il (ndo receberam transplante). (As diferencas estatisticas relativas

aos dados apresentados nesta figura encontram-se descritas na Tabela 1, abaixo).

Tabela 1. Descricdo e analise estatistica da variacdo média de peso por animal (em gramas)

para cada grupo experimental na etapa 111 do estudo, no periodo pos-transplante (p.t.).

Grupos Transpl. D1pt. D2pt. D3pt D4pt D5pt D6pt D7p.t.
Tgl+plall+plalll 0,24a 0,72a 046a 0,3la 0,28ab 0,13a 0,01a 0,07a
plal+plall+plalll -0,33ab -0,36ab -0,55ab -0,73ab -0,6l1ab -0,51a -0,67a -0,62a
plal+plall+bmylll -0,59ab  -0,30ab -0,63ab -0,54ab -0,6lab -0,83a -1,04a -0,99ab
Tgl+plall+bmylll -0,68abc  -1,19bc -1,20bc -1,0labc -0,50ab -1,03a -1,10a -0,29a
Tgl+pctdril+bmylll -1,14bc  -1,14bc -1,36bc -1,71bcd -1,39bc -1,45ab -1,09a -1,96bc
plal+pctdrii+plalll -1,54c  -1,80c -2,14cd -247c -245c -2,68b -2,62b -2,33c
plal+pctdril+bmyllil -163c -2,30c  -2,74d -2,82d -267c  -2,82b -2,83b  -2,68¢C

Letras diferentes na mesma coluna (a, b, c, d) indicam diferenca significativa na variagdo média do peso
diario entre os grupos pelo teste de Tukey-Kramer com p<0,05.
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Figura 5. Consumo médio diério de racdo por animal para cada grupo experimental da etapa
I11, considerando-se: (A) o histérico dos animais no pré-transplante; e (B) o periodo pos-
transplante (p.t.). Tgl: infectadas na etapa I; pctdrll: submetidas ao PCTdr na etapa Il; plal:
placebo na etapa | (ndo-infectadas); plall: placebo na etapa Il (ndo receberam o PCTdr);
bmylll: receberam transplante de células BMy na etapa Ill; plalll: placebo na etapa Il (ndo
receberam transplante). Nota-se que o padrdo de consumo se mantém sem alteracfes dignas

de nota. Exceto por reducdes transitorias no grupo Tgl+pctdrli+bmylll.
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Figura 6. Frequéncia e intensidade de sinais clinicos, individualizadas por animal, em cada
grupo experimental de camundongos Balb/c fémeas durante o periodo poés-transplante (etapa

I11). A intensidade do matiz representa a intensidade dos sinais clinicos.
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Figura 7. Cistos de bradizoitos (estruturas esféricas ao centro, em destaque) encontrados em
laminas de tecidos encefalicos de camundongos fémeas Balb/c cronicamente infectadas com
T. gondii da cepa VEG (cistogénica). Aumento de 200x.



6. CONCLUSOES

O diagnostico molecular de presenca ou auséncia de células alogénicas no sangue e
em tecidos pulmonares de camundongos fémeas Balb/c pode ter sensibilidade baixa, mesmo
utilizando-se a PCR. A nested-PCR apresentada neste estudo aumentou a seguranca do
diagnostico molecular da presenca ou auséncia de células alogénicas, derivadas de
camundongos machos doadores, em amostras de sangue e de tecidos de fémeas, que
receberam essas células por transplante endovenoso.

A inclusdo de um set adicional de primers na primeira etapa da PCR (multiplex), que
serviu como controle interno da reacéo para cada amostra de DNA, bem como a realizacdo da
segunda etapa da PCR (nested), foram importantes para minimizar o risco de ocorréncia de
resultados falso-negativos no diagndstico molecular na terapia celular alogénica, com
vantagem sobre a PCR simples. A técnica de diagnostico molecular descrita neste estudo pode
ser aplicavel a diferentes tipos de células como as CTA, as CTE e as CFMO.

O regime de pré-condicionamento para o transplante alogénico com busulfan e
ciclofosfamida em doses recomendadas para mieloablacdo (PCT) esteve associado,
diretamente, ao agravamento do quadro clinico geral de camundongos fémeas, com altas taxas
de mortalidade. Entretanto, esse efeito foi notavelmente precoce nos animais cronicamente
infectados por T. gondii, demonstrando o risco da combinacao entre a infeccdo por T. gondii e
a imunossupressdo farmacologica.

O transplante alogénico macho-fémea de células da fragdo mononuclear da medula
Ossea (células BMy), pela via endovenosa (sistémica), apresenta total seguranca no curto
prazo. Clinicamente, ndo se observam efeitos indesejaveis das células transplantadas,
independentemente da presenca ou auséncia de infeccdo por T. gondii, desde que os animais
ndo tenham sido submetidos ao PCT.

A utilizacdo de um regime de pré-condicionamento com doses reduzidas de busulfan e
ciclofosfamida (PCTdr) apresenta elevada seguranca para aplicagdo em camundongos fémeas
Balb/c cronicamente infectadas por T. gondii cistogénica (cepa VEG). O PCTdr diminui a
incidéncia de sinais clinicos e ndo provoca mortalidade de animais, diferentemente de PCT
com altas doses de busulfan e ciclofosfamida, recomendadas para mieloablagéo. O transplante
de células BMy alogénicas foi clinicamente seguro no curto prazo em fémeas Balb/c

submetidas ao PCTdr, independentemente de infeccdo persistente por T. gondii.
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