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RESUMO

A cinase 4 associada ao receptor de interleucina 1 (IRAK4) é um dos membros da familia
IRAK com um papel importante na produ¢ao de mediadores inflamatdrios. Esta cinase é
subsequente a molécula adaptadora MyD88 na via de sinalizacdo dos receptores Toll (TLR).
Toxoplasmose é uma zoonose importante que atinge cerca de um terco da populagdo
mundial com consequéncias graves para individuos imunossuprimidos e para doenga
congénita. A produgdao de mediadores inflamatdrios é essencial para a resisténcia do
hospedeiro a infecgao por T. gondii, e individuos deficientes para a molécula IRAK4, tanto
modelo murino quanto humano, tornam-se interessantes para a investigagao do papel
desta molécula durante a infecgdo. Assim, nds investigamos o papel da cinase IRAK4
durante a infecgdo oral de animais deficientes e controles, com a cepa ME49 de T. gondii.
Animais IRAK4”" apresentaram alta morbidade, perda de peso, parasitismo e uma acelerada
mortalidade quando comparados com animais controles. Analise histopatolégica mostrou
gue cérebro de animais deficientes apresentaram inimeros focos de necrose associados
com o parasito e auséncia de infiltrado inflamatdrio perivascular. Avaliagdao esplénica
apresentou uma redugdo significativa dos foliculos e centros germinativos nos animais
deficientes infectados, corroborando com o reduzido nimero de células B ativadas com
capacidade proliferativa nestes mesmos animais, assim como, de linfdcitos T produtores de
IFNy. Além disso, tanto o niumero de mondcitos/macréfagos e células dendriticas (DCs),
guanto a producdo de citocinas (IL-12 e TNFa) e expressdo de moléculas de ativacdo por
estas células, também foram afetados pela infecgao em animais deficientes . A resisténcia a
infecgao foi restaurada quando animais deficientes infectados foram tratados in vivo com IL-
12 recombinante. Interessante, em humanos, observamos uma importante associacao de
dos polimorfismos presentes no gene [RAK4 (rs1461567 and rs4251513, p<0.023 and
p<0.045, respectivamente) com a doenga congénita em individuos afetados por lesdes
oculares e/ou cerebrais. Assim, a sinalizagdo via IRAK4 é essencial para a ativagdo de células
da imunidade inata e desenvolvimento de imunidade adquirida efetora para a resisténcia do

hospedeiro a infeccdo por T. gondii.



ABSTRACT

IL1R-associated kinase (IRAK) 4 is a member of the IRAK family, and has an important role in
inducing the production of inflammatory mediators. This kinase is downstream of MyD88,
an adaptor protein essential for Toll-Like Receptors (TLRs) function. Herein, we investigated
the role of this kinase in IRAK4 deficient mice orally infected with the cystogenic ME49 strain
of T. gondii. IRAK4”" mice displayed higher morbidity, tissue parasitism and accelerated
mortality, when compared to the control mice. Lymphoid follicles and germinal centers
from infected IRAK4”" mice were significantly smaller. Consistently, IRAK4”" mice showed a
defect on splenic B cell activation and expansion as well as diminished production of IFNy by
T lymphocytes. The myeloid compartment was also affected. Both frequency and ability of
dendritic cells (DCs) and monocytes/macrophage to produce IL-12 were significantly
decreased, and resistance to infection with Toxoplasma was rescued by treating IRAK4 "
mice with rIL-12. Additionally, we report the association of IRAK4 haplotype-tagging single
nucleotide polymorphisms (tag-SNPs) with the outcome of congenital toxoplasmosis in
infected affected individuals (rs1461567 and rs4251513, p<0.023 and p<0.045, respectively).
Thus, signaling via IRAK4 is essential for activation of innate immune cells, development of

parasite specific acquired immunity and host resistance to infection with T. gondii.
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1. INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozodrio parasita intracelular obrigatério que infecta
uma grande variedade de hospedeiros. Foi identificado pela primeira vez em um pequeno
roedor norte-africano, popularmente chamado de gondi (Ctenodactylus gondi). Este feito
aconteceu no Instituto Pasteur da Tunisia em 1908 (Nicolle 1908) e, no mesmo ano, foi
isolado também de coelhos mantidos no Instituto Biolégico de Sdo Paulo, Brasil (Splendore
1908). O género Toxoplasma foi introduzido um ano depois, apds o parasito ter sido
diferenciado de parasitos do género Leishmania (Nicolle 1909 ), e apenas uma espécie,
Toxoplasma gondii, tem sido identificada em isolados de animais e humanos (Dubey 2009).
O primeiro relato de infecgao congénita humana por T. gondii foi feito em 1923, enquanto a
primeira infecgdo no ser humano adulto foi diagnosticada em 1940 (Sukthana 2006).

O genoma de T. gondii é hapldide, exceto durante a fase de reprodugao sexuada que
ocorre no interior das células intestinais de seus hospedeiros definitivos, e contém cerca de
8x10’ pares de nucleotideos (Montoya e Liesenfeld 2004). A maioria dos isolados de T.
gondii compreende trés linhagens clonais diferentes, as quais diferem geneticamente em
uma taxa de aproximadamente 1% ou menos de seus genes. Linhagens recombinantes
(atipicas ou exdticas) sdo ainda mais raras, representando menos de 5% dos isolados até
agora caracterizados (Su et al. 2003; Ferreira Ade et al. 2006). As trés linhagens clonais de T.
gondii sao designadas tipo |, tipo Il e tipo lll, as quais diferem na viruléncia e nos padrdes
epidemioldgicos de ocorréncia. Linhagens do tipo | (RH) sdo altamente virulentas para

camundongos, enquanto as linhagens do tipo Il (ME49) sdo consideradas de baixa viruléncia
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e as linhagens do tipo Il (CEP e VEG) moderadamente virulentas (Kim e Weiss 2004; Saeij et
al. 2005; Switaj et al. 2005).

A rdpida disseminagao destes trés genotipos de T. gondii tem sido atribuida a
capacidade deste parasito ser transmitido diretamente de um hospedeiro intermediario
para outro intermediario, tornando seu ciclo de reprodugao sexuado nao obrigatério para a
sua transmissdo. Esta caracteristica o torna um parasito atipico entre os demais integrantes
do filo Apicomplexa, os quais requerem o ciclo sexuado para uma transmissao efetiva entre
seus hospedeiros (Su et al. 2003). Atualmente, diversos estudos tém sido conduzidos com o
objetivo de investigar a correlagdo entre o gendtipo de T. gondii e as manifestagdes da
doenga em humanos, verificando se ha diferengas relacionadas a linhagem do parasito no
gue diz respeito a estimulacdo da resposta imune do hospedeiro e gravidade da doenca
(Saeij et al. 2005; Peixoto-Rangel et al. 2009; Jamieson et al. 2010).

As trés formas infecciosas de T. gondii (Figura 1) (taquizoitas, bradizoitas e
esporozoitas) apresentam varias diferengas morfolégicas quando analisadas sob
microscopia Optica, bem como diversas diferengas ultraestruturais, evidenciadas por
andlises de microscopia eletronica (Dubey et al. 1998; Speer et al. 1999; Kim e Weiss 2004).

Taquizoitas apresentam forma de meia-lua e representam os estagios de multiplicacdo
rapida do parasita durante a fase aguda da infeccdo, a qual ocorre por meio do processo de
endodiogenia no interior de vacuolos parasitéforos intracitoplasmaticos. Apresentam
dimensdes aproximadas de 4-8um x 2-4um. Possuem uma pelicula externa, consistindo de
uma membrana externa continua (plasmalema) e um conjunto de duas membranas internas
incompletas. Na extremidade anterior ou apical situa-se o condide, composto por anéis de
microtubulos (anéis apicais 1 e 2 e anéis polares 1 e 2). O citoesqueleto subpelicular é

composto por 22 microtubulos que se dispdem de maneira espiral sob o complexo da
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membrana interna e se estendem do anel polar até a extremidade posterior do parasita,
conferindo-lhe sua alta capacidade de motilidade (Dubey et al. 1998). Possuem também
diversas organelas secretdrias, como as roptrias, as micronemas e os granulos densos. Sao
encontradas cerca de 4-10 roptrias localizadas na regido anterior ao nucleo, enquanto as
micronemas sdao mais numerosas também concentradas na regido anterior do parasita. Ja
os granulos densos sdo encontrados dispersos por todo o citoplasma, concentrando-se na
extremidade anterior. Na regido central da pelicula, localiza-se o microporo, que é
considerado como um sitio ativo de endocitose. Além disso, sdo encontradas diversas
outras organelas e inclusdes citoplasmaticas tipicas de células eucariontes e caracteristicas
de parasitas apicomplexas, tais como mitocondrias, reticulo endoplasmatico, complexo de
Golgi, granulos de amilopectina, corpos lipidicos e o nucleo, organizado na porgao central
da célula (Speer et al. 1999). Uma organela intrigante, de funcdo pouco conhecida e
aparentemente essencial para a sobrevivéncia de T. gondii e da grande maioria dos demais
integrantes do filo Apicomplexa é o apicoplasto. Trata-se de uma organela aparentemente
derivada do cloroplasto, mas sem capacidade fotossintética, portadora de genoma proprio,
muito similar ao genoma de seres procariontes, portador de genes que codificam uma
enzima RNA polimerase e componentes ribossomais. Sua funcdo primaria parece ser a
sintese de acidos graxos e isoprendides (Kim e Weiss 2004).

Bradizoitas sdao morfologicamente idénticos aos taquizoitas, mas funcionalmente
diferentes, pois se multiplicam de forma bem mais lenta e expressam algumas moléculas de
superficie diferentes daquelas expressas pelos taquizoitas. As principais diferencas
ultraestruturais observadas entre as duas formas estdo relacionadas a posicdao do nucleo
(préximo a extremidade posterior nos bradizoitas e centralizado nos taquizoitas), maior

numero de roptrias nos taquizoitas, predominancia de granulos de amilopectina nos
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bradizoitas e maior resisténcia dos bradizoitas a agdo de enzimas proteoliticas (Dubey et al.
1998). Os bradizoitas apresentam dimensdes aproximadas de 7,5um x 2,5um, apresentando
roptrias, micronemas e granulos densos concentrados preferencialmente na porgao anterior
do parasita (Speer et al. 1999).

Cistos de T. gondii podem ser encontrados em diversos tecidos, mas principalmente
em tecidos neurais e musculares. Seu tamanho é muito varidvel, dependendo do nimero de
bradizoitas no seu interior, de sua forma e do tecido onde se encontram. Geralmente,
apresentam em torno de 50-500 bradizoitas, apresentam parede fina e lisa e o seu interior
ndo se encontra separado em compartimentos por meio de septos (Speer et al. 1999).
Cistos representam estagios infecciosos tanto para os hospedeiros intermediarios quanto
para os hospedeiros definitivos e, no seu interior, os bradizoitas persistem por toda a vida
de seus hospedeiros. Porém, podem ser liberados e se converterem novamente em
taquizoitas em situagcGes de imunossupressdo do hospedeiro (Montoya e Liesenfeld 2004).

Esporozoitas sdao estagios morfologicamente semelhantes aos taquizoitas, porém
apresentam micronemas, roptrias e granulos de amilopectina mais abundantes e estdo
contidos em esporocistos no interior dos oocistos. Os oocistos ndao esporulados de T. gondii
apresentam dimensdes aproximadas de 12um x 10um, com formato aproximadamente
esférico, cujas paredes sao formadas por duas camadas incolores. A esporulacao ocorre no
ambiente em torno de 1-5 dias apds sua liberagdao nas fezes de felideos infectados. Oocistos
esporulados sdo subesféricos, medindo aproximadamente 13um x 11um e contém dois
esporocistos elipsdides, cada um medindo 8um x 6um, e cada esporocisto contém quatro
esporozoitas (Dubey et al. 1998). Durante a fase aguda, um gato com infec¢do primaria pelo
parasita libera milhdes de oocistos por um periodo de até 28 dias (Montoya e Liesenfeld

2004).
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T. gondii apresenta uma grande variedade de hospedeiros intermedidrios, nos quais
ocorrem as fases assexuadas de sua reproducdo, podendo infectar qualquer célula nucleada
de seus hospedeiros. Qualquer animal homeotérmico, incluindo aves e mamiferos
domeésticos, silvestres, selvagens ou marinhos, além de seres humanos, podem funcionar
como hospedeiros intermediarios deste parasito. Sua presenca ja foi demonstrada em seres
pecilotérmicos, como peixes, anfibios e répteis, embora ndo se conhega a viabilidade do
parasito nestes animais e a importancia dos mesmos no seu ciclo de vida (Stone e Manwell
1969). Ja os hospedeiros definitivos de T. gondii, nos quais ocorrem as fases sexuadas de
seu ciclo de vida, sdo os mamiferos carnivoros pertencentes a familia Felidae, dentre os
guais estdo os gatos domésticos (Tenter et al. 2000).

O ciclo de vida de T. gondii somente comecou a ser elucidado de forma completa em
1969, apds 60 anos da sua identificagdo e classificagdo. Isto ocorreu quando foram
demonstradas as fases assexuadas do parasita nos tecidos de seus hospedeiros
intermediarios e os oocistos eliminados nas fezes de gatos. Além disso, foram descobertas
as formas sexuadas nas células intestinais de felideos (Tenter et al. 2000). Toxoplasma
gondii apresenta um ciclo bioldgico, representado na figura 2, heteroxeno e complexo,
alternando entre fases de reproducdo assexuada em seus hospedeiros intermedidrios e

fases de reprodugado sexuada em seus hospedeiros definitivos.
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Figura 1. Estagios morfolégicos de T. gondii. (A) Taquizoitas circulantes. As setas apontam
taquizoitas individuais em forma de crescente, enquanto as cabecas de seta apontam
taquizoitas em divisdo; (B) Cistos teciduais em corte de musculo esquelético. A seta esta
apontando para a fina parede do cisto, enquanto as cabecas de seta estdo apontando para
bradizoitas no seu interior; (C) Cisto tecidual separado dos tecidos do hospedeiro por
homogeneizacdo de cérebro infectado. A parede do cisto estd apontada pela seta, enquanto
centenas de bradizoitas no seu interior estdo apontados pelas cabecas de seta; (D)
Esquizonte com alguns merozoitas (cabecas de seta) presentes em tecido intestinal de gato
infectado; (E) Gameta masculino com dois flagelos (setas) presente em tecido intestinal de
gato infectado; (F) Oocisto ndo esporulado eliminado nas fezes de gato infectado. Sua
parede é formada por duas camadas (seta) circundando uma massa central Unica; (G)
Oocisto esporulado com uma parede mais fina (seta maior), dois esporocistos (cabecas de
seta). Cada esporocisto contém quatro esporozoitas (seta menor), ndo totalmente focados
nesta figura. Fonte: (Hill e Dubey 2002).

Taquizoitas invadem ativamente qualquer célula de seus hospedeiros, nucleadas e
eritrociticas (Jadin 1968) ndo apresentando um tropismo especial por nenhum tipo celular,
correspondem a uma fase de multiplicacdo rapida. Estes ciclos de reproducdo levam a

producao de vdrios outros taquizoitas, que rompem a célula hospedeira, sdo liberados e
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invadem novas células incluindo mondcitos e macréfagos (Dubey 1974), onde ocorrerd novo
ciclo de reproducdo. Deste modo, os taquizoitas espalham-se pelos diversos tecidos do
hospedeiro, disseminando-se, principalmente, para as células do sistema nervoso central,
olho, musculos esqueléticos e musculo cardiaco (Montoya e Liesenfeld 2004).

Bradizoitas sao formas de multiplicagao lenta localizados em cistos teciduais que
podem ser encontrados 8 dias apds a infecgdo (Lainson 1958). A formagdo dos cistos ocorre
pelo parasitismo da célula do hospedeiro e sao formados parte pelo parasito e parte pela
célula hospedeira parasitada (Ferguson 1988; Sadak 1988). Tais cistos podem persistir por
toda a vida do hospedeiro, caracterizando a fase crbnica da infec¢dao. Quando o cisto é
ingerido por um hospedeiro definitivo, sua parede é digerida pelas enzimas proteoliticas do
estdbmago e do intestino do hospedeiro, o que leva ao seu rompimento e a liberacao das
formas bradizoitas. Estas invadem as células epiteliais intestinais e iniciam uma fase de
reproducdo assexuada rapida que resulta na formacdo dos esquizontes e liberacdo dos
merozoitas. Apds a formagao dos merozoitas, inicia-se a fase de reprodugdo sexuada
resultando na produgao de oocistos nao esporulados, os quais sdao eliminados juntamente
com as fezes dos felideos primoinfectados por um periodo de 7 a 20 dias, com pico de
eliminacdo do quinto ao oitavo dia (Miller 1972). No ambiente, em condi¢des 6timas de
temperatura, umidade e oxigenagao, ocorre o processo pelo qual os oocistos se tornam
infecciosos, em torno de 1 a 4 dias pds eliminagdo (Coutinho et al. 1982; Sumyuen et al.
1995) (oocistos esporulados), podendo permanecer vidveis no solo por periodos
indeterminados em temperaturas que podem variar de 4 a 37°C (Dubey 1974; Frenkel et al.

1975; Tenter et al. 2000).
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Figura 2. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. A infeccdo dos felinos se da através da
ingestao de presas infectadas com cistos teciduais ou ingestdo de oocistos presentes no
ambiente. A replicacdo sexuada ocorre no seu intestino, resultando na liberacdo de (a)
cistos dipldides que desenvolvem em esporozoitos. A—E referem-se aos estagios de
desenvolvimento dos cistos. Durante a infeccdo aguda pela ingestdo de (a) oocistos, ocorre
a liberagdo dos (b) taquizoitos capazes de infectar quaisquer células nucleadas do
hospedeiro. Cistos teciduais contendo (c) bradizoitos sdo resultado da doenca cronica e sdo
transmitidos através de ingestdo de alimentos crus, principalmente carne. Fonte: (Sibley et

al. 2009).

Quando os hospedeiros intermedidrios ingerem tais oocistos esporulados, sua parede
protetora é digerida pelas enzimas digestivas, resultando na liberacdo dos esporozoitas.
Estes invadem as células epiteliais intestinais, bem como outros tipos celulares locais e,
apos alguns ciclos de reproducdo rdpida, sdo liberados diversos taquizoitas, que invadem
novas células, disseminando-se pelos varios tecidos do organismo. Sob pressdo da resposta
imune do hospedeiro, estes taquizoitas convertem-se em bradizoitas, que formardo novos

cistos teciduais (Dubey et al. 1998).

18



1.2 Toxoplasmose

As trés formas de T. gondii (taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas) sao infecciosas,
tanto para os hospedeiros intermediarios quanto para os hospedeiros definitivos. Seres
humanos podem se tornar infectados pelas seguintes vias: (i) ingestdo de carne crua ou mal
cozida contendo cistos com a forma bradizoita, principalmente carnes de suinos, ovinos e
caprinos (Kijlstra e Jongert 2009); (ii) ingestdo de dgua e alimentos contaminados com
oocistos excretados nas fezes de felideos infectados, principalmente gatos domésticos
(Bahia-Oliveira et al. 2003); (iii) transmissdo congénita, por meio da transferéncia de
taquizoitas da mae para o feto através da placenta (transmissdo vertical), principalmente na
fase aguda da infeccdo (Bale 2002); (iv) transplante de érgdos de um doador infectado para
um receptor soronegativo, principalmente transplantes de coragdo, pulmao, figado e rim
(Rogers et al. 2008); (v) transfusdo sanguinea de doadores infectados para receptores
soronegativos e (vi) acidentes laboratoriais ou entre profissionais de saiude com objetos
perfuro-cortantes contaminados com taquizoitas vidveis presentes em secregdes, ou
acidentes laboratoriais envolvendo animais infectados (Bowie et al. 1997).

Uma vez o parasita tendo sido ingerido, o parasito invade ativamente as células
epiteliais do intestino delgado de modo ativo, iniciando o ciclo de reprodugdo (Barragan e
Sibley 2002). A penetracdo de T. gondii em suas células hospedeiras ocorre por um
complexo de adesdao-movimentagao, sendo um processo diferente da fagocitose, uma vez
gue ocorre a reorientacdo do parasita em direcdo a membrana da célula e o rearranjo do
citoesqueleto do mesmo. Apds a penetragao, o parasito é encontrado no interior do vacuolo
parasitoforo, cuja membrana é lisa, formada por cerca de 20% de membrana fornecida pelo
parasito durante a invasao e 80% de membrana da célula hospedeira. O vacuolo

parasitéforo ndao funde com lisossomos da célula hospedeira, pois marcadores necessarios
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para esta fusao sao excluidos pelo parasito durante a invasdo. No interior do vacuolo
parasitoforo, os parasitos replicam sincronicamente, de forma assexuada, sendo
encontrados agrupados uns aos outros, em numeros multiplos de dois (Hegab e Al-Mutawa
2003).

Clinicamente, a infecgdo por T. gondii pode ser assintomatica ou apresentar alguns
sinais e sintomas que variam enormemente, dependendo do estado imunolégico do
hospedeiro e do tipo da infeccdo. A infeccdo primaria por T. gondii em adultos e criancas
imunocompetentes é assintomatica na maioria dos pacientes, causando uma infec¢ao auto-
limitada e com sintomas nao especificos, que raramente demandam tratamento. A
manifestagao clinica mais tipica neste grupo de pacientes é uma linfadenopatia cervical ou
occipital discreta e isolada. Em casos muito raros, j& foram relatadas miocardite,
polimiosite, pneumonia, hepatite ou encefalite em individuos imunocompetentes durante
infec¢do primdria (Montoya e Liesenfeld 2004).

A coriorretinite toxopldsmica é um quadro comum na toxoplasmose adquirida ou na
doenca congénita, como resultado de uma infec¢cdo aguda ou reativacdo de uma infecgao
cronica. Os principais sinais de uma coriorretinite toxoplasmica sao lesdes focais brancas
visiveis, com uma intensa reacdo inflamatéria associada. Geralmente, a coriorretinite em
adultos tém sido associada a uma manifestacdo tardia ou a reativacdo de uma infecgado
congénita ocorrida, principalmente, no terceiro trimestre de gestacdo (Montoya e
Remington 1996; Burnett et al. 1998; Holland 1999; Hegab e Al-Mutawa 2003).

Apesar de causar uma infec¢do assintomatica na maioria dos individuos
imunocompetentes, a infeccdo com o T. gondii pode causar doenga grave, muitas vezes
fatal, em individuos imunocomprometidos, como aqueles com AIDS ou em tratamento com

drogas imunossupressoras. Nestes individuos, a toxoplasmose geralmente resulta da
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reativagdo de uma infec¢ao cronica e afeta preferencialmente o sistema nervoso central,
levando ao quadro tipico de encefalite toxoplasmica. As manifestagdes clinicas mais comuns
sdo: confusdo mental, déficits motores focais, disturbios dos nervos cranianos,
anormalidades sensoriais, sinais cerebelares, desordens dos movimentos e sinais
neuropsiquiatricos. Os achados neuroldgicos mais tipicos sdo hemiparesia e distlrbios da
fala. Deve ser feito o diagndstico diferencial das lesdes da encefalite toxoplasmica com
linfoma do sistema nervoso central, leucoencefalopatia multifocal progressiva, ventriculite e
encefalite causadas por citomegalovirus, abscessos cerebrais bacterianos e lesdes focais
causadas por outros microrganismos, como Cryptococcus neoformans, Aspergillus sp.,
Mycobacterium tuberculosis e Nocardia sp.. A toxoplasmose em individuos
imunocomprometidos também pode se apresentar associada com coriorretinite,
pneumonia e envolvimento de multiplos 6rgdos (Porter e Sande 1992; Luft et al. 1993;

Montoya e Liesenfeld 2004).

1.3 Epidemiologia e soroprevaléncia

Toxoplasmose é uma das zoonoses mais comuns no mundo. E estimado que cerca de
um terco da populacdo mundial esta infectada por T. gondii (Ribeiro et al. 2008). Porém, a
soroprevaléncia varia enormemente entre diferentes paises, entre diferentes areas
geograficas do mesmo pais e entre diferentes grupos étnicos vivendo na mesma area.
Alguns fatores estdo envolvidos nesta variacdo da soroprevaléncia como: (i) exposicdo da
populacdo aos fatores de risco a infec¢do; (ii) prevaléncia da toxoplasmose nos hospedeiros
definitivos e intermediarios e (iii) fatores climdticos que favorecem o desenvolvimento e
manutencdo da viabilidade dos oocistos (Hill e Dubey 2002). Deste modo, anticorpos anti-T.

gondii podem ser encontrados numa taxa que varia de 0-100% da populacdo, dependendo
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do grupo analisado. Uma dificuldade em se estabelecer a taxa de prevaléncia real da
infeccdo em diferentes regides reside na grande diversidade de métodos utilizados nos
inquéritos epidemioldgicos, os quais podem variar muito em sensibilidade, especificidade e
valores preditivos (Tenter et al. 2000; Montoya e Liesenfeld 2004).

Para melhor exemplificar a distribuicdo desta parasitose, a figura 3 apresenta ndo sé a
distribuicao da toxoplasmose no mundo, mas também as taxas de prevaléncia em todos os
continentes (Pappas et al. 2009). Na Europa, a Franga é o pais com maior prevaléncia da
doenga, onde 43,8% das mulheres gravidas em 2003 eram soropositivas para a parasitose
(Berger et al. 2009). J& em outros paises como a Austria (Edelhofer e Prossinger 2010) e a
Holanda (Hofhuis et al. 2011), as taxas ainda sdo altas mas se encontram em franco
decréscimo. Nos Estados Unidos, a soroprevaléncia no periodo de 1988 a 1994 encontrava-
se em torno de 22,5% (Jones et al. 2001). Nos paises da América Latina a prevaléncia
sempre é maior que 40%, com excec¢do do Chile que apresentou uma taxa de 36,9% em um
levantamento feito em 1996 (Contreras et al. 1996).

No Brasil, a prevaléncia é de 30 a 80%, dependendo da regido do pais e da classe
socio-econdbmica da populagcado analisada. No sul do pais, um estudo recente, realizado com
mais de vinte mil mulheres grdvidas, relatou 53% de prevaléncia (Vaz et al. 2010), e no
Recife, em estudo realizado com amostras de doadores de sangue, a prevaléncia chega a
75% (Coelho et al. 2003). Na regido metropolitana de S3o Paulo a soroprevaléncia
encontrada foi de cerca de 65% (Fernandes et al. 2009) muito semelhante a prevaléncia de
quase 66% encontrada em um estudo com amostras de individuos provenientes de

assentamentos rurais da Amazénia (Ferreira et al. 2009).
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Figura 3. Soroprevaléncia mundial da toxoplasmose. Os paises coloridos indicam
prevaléncia de: marrom - > 60%, vermelho - 40 e 60%, amarelo - 20 a 40%, azul - 10 a 20% e
verde - <10%. A cor branca indica que estudos de prevaléncia ndo foram realizados na
regido. Fonte: (Pappas et al. 2009).

1.4 Toxoplasmose Congénita

A transmissao por via placentaria, da mae para o filho, é a forma de transmissdao que
mais merece a atencao das autoridades de salde, pois resulta na toxoplasmose congénita,
uma das formas mais grave da infeccdo, que pode acarretar consequéncias graves para o
feto ou para o recém-nascido. A transmissao congénita ocorre quando formas taquizoitas
do parasito atravessam a placenta durante uma infeccdo materna primaria adquirida
durante a gestacdo, sendo denominada, atualmente, de transmissdo transplacentaria
exogena (Mombro et al. 2003).

A frequéncia da transmissdo congénita varia muito de acordo com o estagio da
gestacdo em que a mulher adquire a infeccdo. Em geral, quando a mae adquire a infeccao
no primeiro trimestre de gestacdo, a taxa de transmissdo congénita é de aproximadamente

9%, aumentando para 27% e 59% quando a infeccdo é adquirida no segundo e no terceiro
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trimestre de gestagao, respectivamente. Porém, a frequéncia de transmissdo e a gravidade
das consequéncias da infec¢do para o feto ou recém-nascido s3ao inversamente
proporcionais, de modo que as consequéncias mais graves sdo observadas quando a
transmissdo ocorre no primeiro trimestre de gestacdo, enquanto a transmissdo que ocorre
no terceiro trimestre geralmente resulta em toxoplasmose subclinica (Hohlfeld et al. 1994;
Dunn et al. 1999; Wallon et al. 1999).

A transmissdo congénita durante a infeccdo cronica, ou seja, quando a infecgdo
materna é adquirida antes da gestacdo, é menos comum, mas pode ocorrer em algumas
situagdes, tais como, quando a gestante apresenta doengas imunossupressoras, como a
AIDS, ou esta sob uso de drogas imunossupressoras, como corticosterdides ou outras
drogas usadas por portadores de doencas autoimunes ou individuos transplantados. Tais
situagdes levam a reativagdo de uma infecgao cronica, com a conversao de bradizoitas em
taquizoitas, que atravessam a placenta (Minkoff et al. 1997). Esta forma de transmissdo
caracterizada pela reativagdao de uma infec¢ao cronica tem sido denominada atualmente
como transmissdao transplacentdria enddgena (Trees e Williams 2005). Ha trabalhos
relatando a transmissdo transplacentdria de T. gondii apds reinfecgdo materna durante a
gestacdao em mulheres imunocompetentes (Gavinet et al. 1997), bem como a transmissdo
transplacentaria em uma mulher imunocompetente infectada antes da gestacdo (Vogel et
al. 1996).

A toxoplasmose congénita raramente pode ser diagnosticada por meio de exames
ultrassonograficos, mas alguns sinais sugestivos de infec¢do por T. gondii no feto
visualizaveis pela ultrassonografia sdao calcificagdes intracranianas, dilatagdo ventricular,
aumento do figado e aumento da espessura da placenta. As manifestagdes clinicas da

toxoplasmose congénita variam enormemente, em geral, de acordo com a fase da gestacao
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em que ocorre a transmissdo do parasito para o feto. Deste modo, as consequéncias mais
comuns sdo: aborto espontaneo e morte fetal no interior do Utero, ou nascimento de
criancas com hidrocefalia, microcefalia, calcificacdes intracranianas, coriorretinite,
estrabismo, cegueira, epilepsia, retardamento mental e motor, trombocitopenia e/ou
anemia. Nenhum dos sinais descritos anteriormente em recém-nascidos com doenga
congénita é patognomonico para toxoplasmose, uma vez que podem se manifestar em
decorréncia de infeccbes congénitas causadas por outros patégenos, como
citomegalovirus, herpes simples, rubéola e em casos de sifilis congénita (Swisher et al. 1994;

Montoya e Liesenfeld 2004; Kravetz e Federman 2005).

1.5 Resposta imune

A imunidade a infeccdo é uma batalha constante entre o patdgeno invasor e os
mecanismos de defesa do hospedeiro contra a invasdo e resolucdao da infeccdo. Nesta
batalha, o parasito usa todas as estratégias possiveis para evadir as defesas do hospedeiro e
conseguir estabelecer uma infec¢do duradoura, enquanto o hospedeiro tenta responder a
todas estas estratégias e eliminar o patégeno, evitando que este se instale e Ihe cause
maiores danos. A resposta imune ao T. gondii ja esta bem estabelecida e, como parasito
intracelular obrigatdrio, a resposta protetora é fundamentalmente mediada por células. No
entanto, a resposta imune humoral participa diretamente na neutralizagdo e destruicao de
taquizoitas extracelulares, auxiliando no controle da disseminag¢do da infecgdo (Hegab e Al-

Mutawa 2003).

1.5.1 Imunidade humoral
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A imunidade humoral induzida por T. gondii é direcionada principalmente contra a
forma taquizoita, de modo que anticorpos especificos impedem a ades3ao do parasito aos
receptores da célula hospedeira, prevenindo, assim, a sua invasao. Individuos com infec¢ao
cronica sao usualmente resistentes a reinfecgdo por T. gondii, possivelmente devido a
presenca de imunoglobulinas circulantes, as quais podem ser produzidas no préprio sangue
ou no tecido infectado (Hegab e Al-Mutawa 2003).

As principais imunoglobulinas, bem como sua participacdo no curso da infeccdo por T.
gondii sao descritas a seguir:

IgM: A producgdo de anticorpos IgM especificos a antigenos de T. gondii é um sinal de
infecgao recém adquirida e ndo um sinal de reinfecgdo. Em seres humanos, estes anticorpos
podem ser detectados logo nos primeiros 7 dias de infecgao, aumentando gradualmente até
atingir um pico cerca de 1-2 meses depois, diminuindo gradativamente até niveis nao
detectaveis por volta de 8 meses. Porém, em muitos casos, anticorpos IgM podem
permanecer persistentes por muitos meses e, até anos, tornando problematico o
diagnodstico da infecgdo primaria por T. gondii baseado na detec¢ao de IgM especifica
(Remington et al. 2004). Anticorpos IgM detectados na circulagdo do recém-nascido sdo
geralmente considerados como indicativo de infec¢dao congénita, pois esta classe de
imunoglobulina ndo atravessa a barreira placentaria. A auséncia de anticorpos IgM
especificos pode excluir a possibilidade de infeccdo congénita em recém-nascidos ou de
infeccdo recente em outros grupos de individuos (Ashburn et al. 1998; Hegab e Al-Mutawa
2003).

IgG: A imunoglobulina G corresponde a principal classe de anticorpos envolvida na
resposta humoral contra T. gondii. Em seres humanos infectados, anticorpos IgG especificos

a antigenos de T. gondii aparecem apds 1-2 semanas de infecgao e seus niveis aumentam
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muito lentamente até atingir um valor maximo por volta dos 6-14 meses apds a infecgao,
com uma ligeira queda apds este periodo. Porém, niveis mais baixos de IgG podem
permanecer circulantes indefinidamente. Em infec¢des recentes, a afinidade funcional da
IgG pelos seus respectivos antigenos (avidez de IgG) é mais baixa e, a medida que a infeccdo
avanga, ocorre a maturagao da resposta imune e estes anticorpos passam a apresentar
avidez crescente. Deste modo, em infeccdes de maior duragdo, encontra-se um predominio
de anticorpos 1gG de alta avidez. Altos titulos de 1gG de baixa avidez ndo identificam uma
infec¢ao adquirida recentemente, mas altos niveis de 1gG de alta avidez podem excluir
infecgOes primarias ou recém adquiridas (Montoya e Liesenfeld 2004).

IgA: Durante uma infecgao por T. gondii, anticorpos IgA sao produzidos durante a fase
digestiva do parasito, quando linfdcitos parasito-especificos circulam pela lamina prépria do
trato digestivo do hospedeiro. Tais linfocitos podem circular por outros locais, podendo
produzir anticorpos IgA em outros sitios ativos de infeccao, diferentes da regido intestinal.
Anticorpos IgA sdao produzidos apenas durante a fase aguda de uma infec¢ao primaria, nao
sendo observados durante a infeccdo cronica, constituindo, portanto, um bom marcador
imunoldgico de infecgdo recente. Durante a fase aguda de infecgdo, IgA persiste circulante
no sangue por cerca de 8-9 meses apds a infeccdo, enquanto anticorpos IgM podem
persistir por periodos mais longos. Niveis persistentes de anticorpos IgM na auséncia de
anticorpos IgA indica uma imunidade estabelecida e uma infeccdo mais tardia,
caracterizando um periodo de transicao no perfil imunolégico de resposta a infecgdo.
Apesar de ser secretada no colostro, IgA ndo atravessa a barreira placentaria. A IgA pode ser
detectada em recém-nascidos, quando a infeccdo congénita ocorre no terceiro trimestre de
gestacdo. Ja se a infecgdo congénita ocorre no primeiro trimestre de gestagdo, esta

imunoglobulina estd ausente no sangue do recém-nascido (Hegab e Al-Mutawa 2003).
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Além destas classes principais de anticorpos envolvidas na infecgao por T. gondii,
também s3ao observados anticorpos IgE, no entanto poucos estudos tém explorado a
importancia desta imunoglobulina na resposta humoral contra este parasito, bem como seu

valor no diagndstico e na determinagao da fase da infec¢do (Ashburn et al. 1998).

1.5.2 Imunidade celular

A imunidade mediada por células é o mais importante mecanismo na regulagao da
infecgao por T. gondii, com a participagao das células T CD4 e T CD8, células da linhagem
mieldide como células dendriticas (DCs), mondcitos e macréfagos, e ainda células natural
killer (NK). A resposta imune inata é a primeira linha de defesa do organismo, atuando de
forma a conter infecgOes e direcionar a resposta adaptativa promovendo a eliminagao do
agente infeccioso. Dentre as caracteristicas da resposta imune inata, pode-se dizer que ela
ndo possui especificidade refinada, atuando através de receptores que reconhecem padroes
moleculares associados a patégenos (PAMPs). Existem inimeras familias de receptores de
PAMPs, entre elas pode-se citar os receptores do tipo Toll (TLR), os receptores do tipo NOD
(NLR) e os receptores ionotropicos de ATP extracelular. A figura 4 representa
esquematicamente as vias de sinalizagdo da familia Toll, evidenciando os diversos
receptores, moléculas adaptadoras e fatores de transcricdo regulados pelo reconhecimento
dos seus agonistas.

Muitas espécies apresentam de 10 a 15 TLR, que diferem em sua especificidade pelo
ligante, padrdes de expressao e a via de transdugdo de sinal ativada (Frenkel e Parker 1996).
Dentre os ligantes e seus respectivos receptores podemos citar: lipopeptideos (TLR2),
lipopolissacarideos (TLR4), flagelina (TLR5), RNA fita dupla e fita simples (TLR3 e TLR7/8), e

DNA (TLR9). Somente camundongos expressam o TLR11, que possui como ligante a
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profilina, uma proteina que contribui para a polimerizagdo da actina do parasito (Wallon et
al. 1999; Lyons et al. 2002; Kawai e Akira 2005; Albuquerque et al. 2009; Fernandes et al.
2009). A ativagao da via dos TLR leva a ativagdo do NFkB que migra para o nucleo e induz a
transcricdo de genes para expressao de moléculas co-estimulatérias, produgao de citocinas
pro-inflamatérias e quimiocinas (Takeuchi et al. 1999; Hayashi et al. 2001).

A molécula adaptadora MyD88 é essencial para a via de sinalizacdo de todos os TLR,
com exceg¢ao de TLR3 e parcialmente de TLR4, participando também da sinalizagao dos
receptores de IL-1 e de IL-18. Estudos com animais nocautes para MyD88, evidenciaram a
importancia dessa molécula na resisténcia a infecgdo, uma vez que esses animais
sucumbem apds dez dias de infeccdo pelo parasito (Scanga et al. 2002). Camundongos
nocautes para TLR2 sdo sensiveis a infec¢gdo com alto nimero de cistos de uma cepa
avirulenta de T. gondii. No entanto os animais TLR4 nocaute ndo sucumbem a infec¢ao. No
que se refere ao TLR2, um dos mecanismos envolvidos na perda da resisténcia a infec¢ao é a
producao de NO, que se encontra completamente comprometida nesses animais. Por outro
lado, niveis dentro da normalidade foram encontrados nos animais deficientes em TLR4
(Mun et al. 2005). Esses experimentos demonstraram que o TLR4 ndo esta envolvido no
reconhecimento do parasito, enquanto que o receptor 2 parece ter um papel importante na
geracdo da resposta imune na infecgao com T. gondii.

Com o objetivo de identificar quais antigenos de T. gondii que seriam reconhecidos
pelo TLR2, Debierre-Grockiego e colaboradores isolaram moléculas de glicofostatidilinositol
(GPI) e suas porcoes, e as testaram quanto a sua capacidade de estimular os TLR. Apesar de
haver o reconhecimento de porg¢des das GPl por macrdfagos peritoneais em cultura e
produgdo de TNFa, o reconhecimento dessa molécula parece nao ser importante durante a

infecgcdo (Debierre-Grockiego et al. 2007).
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O TLR9 também parece contribuir para o reconhecimento do parasito. Em 2006,
Minns e colaboradores demonstraram que animais deficientes em TLR9 apresentam
maiores niveis de parasitos em comparagao com animais selvagens, o que é consistente
com a menor producdo de IFNy detectada nos animais nocaute. Esse processo inflamatdrio
é dependente da indugdo de resposta Thl, indicando talvez que a deficiéncia na produgdo
de IFNy seja decorrente do menor numero de células Thl responsivas, encontradas na
lamina prépria (Minns et al. 2006). O TLR11 esta envolvido com a resisténcia dos animais
selvagens a infeccdo. A auséncia deste receptor acarreta falha na produgdo de IL-12
preferencialmente produzida por células dendriticas aumentando a susceptibilidade destes
animais a infeccdo (Yarovinsky et al. 2005). Estudos recentes evidenciaram o papel de
UNC93-B1 no transporte dos TLR endossomais, incluindo os TLR 3, 7 e 9, do reticulo para os
endossomos, possibilitando assim o encontro destes receptores com antigenos de agentes
infecciosos. Em animais nocautes para o gene UNC93B1, a fungao dos TLR endossomais fica
prejudicada, deixando o animal mais susceptivel a infecgdes virais, como o citomegalovirus
murino MCMV (Tabeta et al. 2006) e na infecgdo por T. gondii (Melo et al. 2010).

Em sequéncia a sinalizacdo de MyD88 encontramos as cinases associadas aos
receptores de interleucina 1 (IRAK) como: IRAK1 (Cao et al. 1996) , IRAK2 (Muzzio et al.
1997), IRAK M (Wesche et al. 1999) e IRAK4 (Li et al. 2002) (Figura 5). Expressas
ubiquitariamente em humanos, com excecdo de IRAK M que é detectada somente em
mondcitos e macrofagos (Rosati e Martin 2002), estas proteinas cinases intracelulares
podem ser diferentemente recrutadas pelos TLR para mediar a sua sinalizagdo. Inicialmente,
foi descrito que todas as proteinas IRAK apresentavam fung¢bes redundantes, como a
ativacdo do fator de transcricdo NFkB. Contudo, varios estudos recentes utilizando animais

transgénicos indicam que cada proteina IRAK tem sua fungdo distinta (Schares et al. 2005).

30



Bacterial sSRINA
[tps] lipoproteins | [IL-] (i8] [Fiagelin Imiquimod [ssRNA|  [CpGDNA]  [IFNY
| b L L | | l |

TLR4 TLR2 or TLRI IL-IR IL-18R TLRS TLR7 TLRB TLR9
Y A o ¢ =

,_':_,

™8 O
(Delayed)
o ° o
o

°°° ..0 oy o)
TNF o® INBg®, 1PN,

o
Q

Nature Reviews | Immunology

Figura 4. Via de sinalizagdo TLR. Os TLR sdo receptores de membrana celular que
reconhecem (PAMPs) dando inicio a resposta imune do hospedeiro. A maioria dos
receptores Toll (com excecdo total do receptor 3 e parcial do 4), e os receptores de IL-1 e IL-
18 utilizam do adaptador MyD88 e da cinase IRAK4 como moléculas essenciais para a
transducao de sinal da sua via e consequente ativacao de fatores de transcricdo nuclear que
sdo responsaveis por ativar os genes inflamatdrios com consequente producdo de
mediadores importantes para a resisténcia do hospedeiro. Fonte: (O'Neill e Bowie 2007).

Todas as quatro cinases possuem seu dominio de morte na por¢cdo N terminal e o
dominio cinase na porgao C terminal, contudo somente IRAK1 e 4 tem apresentado
atividade enzimatica. Diferentemente de IRAK1 ou M, a deficiéncia em IRAK4 exibe grave

falha na ativacdo de fatores de transcricio (NFkB, AP1, cJUN) e na expressdao de vdrias
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citocinas inflamatdrias produzidas pela sinalizagdo através dos TLR (Suzuki et al. 2002;
Gazzinelli e Denkers 2006). IRAK4 é o mais recente membro da familia IRAK a ser
descoberto. Em humanos, IRAK4 possui 460 aminodacidos apresentando similaridade de 84%
com a proteina IRAK4 murina. O papel de IRAK4 na sinalizagdao e ativagdao do sistema
imunoldgico foi demonstrado em modelo murino em infecgdo viral (Suzuki et al. 2002) e em
humanos que sofrem recorrentes infeccdes por bactérias piogénicas (Medvedev et al. 2003;
Picard et al. 2003). Em 2006, Suzuki e seus colaboradores também demonstraram o critico
envolvimento desta molécula na sinalizacdo através dos receptores de células T (TCR)
(Suzuki et al. 2006).

O reconhecimento de antigenos de T. gondii, por células apresentadoras de antigeno,
como macrofagos e células dendriticas (Isnardi et al. 2008), desencadeia a producdo e
secrecdo de altos niveis de IL-12 por estas células, em resposta a alguns antigenos e
proteinas liberados por taquizoitas, tais como a ciclofilina-18 (C-18), que é uma proteina
ligante do receptor 5 de quimiocinas CC (CCR5) (Aliberti et al. 2003). IL-12 estimula células
NK a produzirem e secretarem altos niveis de IFNy, o qual induz a diferenciagao de células T
CD4 na subpopulagdao Thl produtora de IL-2 e IFNy. Altos niveis de IFN-y estimulam
macroéfagos e células dendriticas a liberarem mais IL-12, amplificando a liberagao de IFNy. O
IFNy é capaz de ativar mecanismos antimicrobianos efetores, como a produg¢do de éxido
nitrico (NO) (Gazzinelli et al. 1994; Gazzinelli et al. 1994). Animais deficientes em IL-12 sdo
extremamente susceptiveis a infec¢do por T. gondii, o que demonstra a importancia dessa
citocina na contencgdo da replicagdo do parasito nos momentos iniciais da infec¢do (Scanga

et al. 2002).
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Figura 5. Familia das proteinas cinases associadas ao receptore de IL-1. A familia IRAK é
constituida por 4 membros IRAK1, 2, M e 4. Todas possuem um dominio N terminal
chamado dominio de morte que interage com moléculas adaptadoras durante a via de
sinalizacdo de receptores tipo Toll (MyD88) ou até mesmo com moléculas responsaveis pela
cascata de ativacdo de células T (ZAP70). Os membros IRAK1 e 4 apresentam atividade
enzimatica enquanto IRAK M apresenta fungao reguladora. Fonte: (Flannery e Bowie 2010).

Existem duas vias de producdo de IL-12 em camundongos, aquelas que dependem de
MyD88 e aquelas dependentes da sinalizagdao via CCR5, através da ativagdo da proteina G.
As células T CD8 também sofrem agao da citocina IL-12 e contribuem significativamente no
controle da infeccdo aguda, uma vez que produzem IFNy, e portanto levam a ativacdo de

macrofagos.
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As células T CD4 e CD8 parecem ter importancia diferente durante a infecgao.
Enquanto as células T CD8 sdao essenciais para a sobrevivéncia dos animais nas fases aguda e
cronica, as células T CD4 parecem ser dispensdveis durante a fase aguda e ter papel durante
a fase cronica (Suzuki et al. 2010). Uma série de estudos examinaram o papel das células T
CD4 na resisténcia a infeccdao pelo T. gondii. A deplegao de células T CD4 exacerba a
infecgdo em animais com infec¢ao cronica, revelando a contribuicao dessas células na
controle do parasito (Gazzinelli et al. 1991; Gazzinelli et al. 1992). Além disso, células T CD8,
em funcdo de sua atividade citotdxica, destroem células infectadas, liberando taquizoitas,
gue ficam acessiveis a varios tipos celulares e mediadores imunoldgicos, tais como
anticorpos, sistema complemento, macréfagos ativados e células NK (Hegab e Al-Mutawa
2003; Aliberti 2005). IFNy representa o principal mediador de resisténcia ao T. gondii
através da ativacdo de macroéfagos, os quais inibem a replicacdo dos parasitos por meio da
producdo de intermediarios reativos do oxigénio (ROI) e do nitrogénio (Witola et al. 2011),
tais como o NO. Estes mediadores promovem a inativagdo de enzimas fundamentais para o
metabolismo do parasito e, portanto, para a sua sobrevivéncia. Além disso, macrofagos
ativados secretam altos niveis de TNFa, que também estimula atividades microbicidas
(Aliberti 2005).

Os efeitos da atividade pré-inflamatdria mediada por IFNy e principalmente TNFa
podem ser tdxicos para o hospedeiro, levando a sérios danos teciduais no local da infeccao.
Desta forma, alguns mecanismos imunomoduladores devem entrar em a¢do, de modo a
previnir respostas inflamatdrias exacerbadas e, com isso, evitar danos teciduais mais sérios
ao hospedeiro. Um papel importante na regulagao da resposta imune celular ao T. gondii é
exercido pela IL-10, que é produzida por alguns tipos celulares em locais com alta carga

parasitaria. IL-10 apresenta efeitos inibitérios sobre a atividade microbicida de macroéfagos
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ativados por IFNy, sobre a diferenciagao de clones Thl de células T, sobre a produgao de
IFNy por células NK e linfécitos T, e sobre a producdo de IL-12 por macréfagos e células
dendriticas. Camundongos deficientes de IL-10 ndo conseguem controlar a resposta
inflamatodria induzidas pela infecgao e morrem durante a fase aguda, devido ao grande
infiltrado leucocitario e a necrose tecidual no figado e no intestino delgado, em virtude da
producdo descontrolada de TNFa e IFNy (Gazzinelli et al. 1996; Suzuki et al. 2000).
Interessante observar que estes animais controlam a infeccdo pelo T. gondii e portanto
morrem em fungdao da imunopatologia decorrente da auséncia de IL-10. De fato, a
mortalidade pode ser prevenida utilizando-se tratamentos que limitam a magnitude da
resposta de células T CD4, como por exemplo a administragdao de anticorpos anti-CD4
(Gazzinelli et al. 1996), bloqueio simultdneo de CD28/CD80 (Villegas et al. 2000) e
CD40/CD40L ou de CD28/CD80 e neutralizagdo da IL-2 (Wille et al. 2002).

Durante a fase crbnica da infecgdo, as respostas do hospedeiro continuam pelas
mesmas vias descritas para a infeccdo aguda, o que faz com que o parasito permaneca no
interior dos cistos teciduais com uma baixa taxa de replicacdo. Porém, para evitar danos
teciduais durante a fase crdnica, as respostas inflamatdrias do hospedeiro sao controladas
pela expressao de IL-10 e por outros mecanismos, dentre eles, a produgao de lipoxina A,
(LXAz), a qual também limita a producdo de citocinas pré-inflamatdrias por células imunes.
Estes mecanismos previnem a resposta exacerbada do hospedeiro, principalmente no
sistema nervoso central, mas garantem a continuidade da atividade microbicida de
macroéfagos no controle da reativagdo da infecgdo (Aliberti 2005).

Alguns mecanismos podem ser usados pelo T. gondii para evadir da resposta imune do
hospedeiro e garantir uma infeccdo bem sucedida. Um mecanismo inicial que garante a

sobrevivéncia do T. gondii apds a infeccdo é a prevengao da unidao do vacuolo parasitéforo
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com lisossomos da célula hospedeira, evitando sua digestao intracelular. Como macréfagos
sao as principais células efetoras na destruigao dos parasitos, outro mecanismo de evasao é
a invasdo ativa dos prdprios macréfagos, fazendo com que escapem da explosdo
respiratorio, processo microbicida que segue a fagocitose de patdgenos por fagdcitos
(Hegab e Al-Mutawa 2003). Muitos estudos tém sido conduzidos com o objetivo de decifrar
outras vias de evasao imune desenvolvidas por T. gondii, tais como a secre¢dao de fatores
imunossupressores, que podem limitar a secregdo de citocinas proé-inflamatérias, interferir
nas vias de sinalizacdo intracelular de células imunes e, mesmo, prevenir a apoptose de
células infectadas (Montoya e Liesenfeld 2004; Aliberti 2005). Apesar do Toxoplasma gondii
ter capacidade de infectar uma série de espécies causando patologia de igual evolugdo nos
diversos hospedeiros, a resposta imune protetora por tras desse processo pode ser
diferente nos varios organismos. Contudo, humanos infectados pelo T. gondii também
apresentam resposta Thl especifica ao parasito, caracterizada por niveis elevados de IgG1l e
IgG3 anti-T.gondii (Johnson e Sayles 2002) e intensa produgdo de IFNy.

Em humanos, as células T CD4 parecem ter papel fundamental na resposta imune
contra o parasito. Em 1991, Saavedra & Herion, identificaram a produgdo de IL-2 e IFNy por
clones de células T CD4 especificos para T gondii, isolados do sangue de pacientes
soropositivos para toxoplasmose (Saavedra et al. 1991). Também foi demonstrado que as
células T CD4 apresentam um perfil ThO nos pacientes com toxoplasmose crénica, uma vez
que, quando estimuladas com células infectadas com o parasito, essas células produzem
niveis compardveis de IL-4 e IFNy, detectadas pelo ELISA (Prigione et al. 2000).

Na prima infecgao pelo parasito, mulheres gravidas apresentam diminuicao da razao
celular T CD4/CD8 e aumento significativo de células T expressando o TCR do tipo yd. As

células T CD4 responsivas ao taquizoito em sua maioria apresentam perfil ThO ou Thl, com
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expressao de grandes quantidades de IFNy (Prigione et al. 2006). De fato, em humanos,
ambas as células T CD4 e CD8 apresentam atividade citolitica, eliminando células infectadas
pelo parasito (Montoya e Remington 1996). Essas células atuam através de perforina e FaslL,
e essa atividade é aumentada pelo IFNy (Suzuki et al. 2010).

A susceptibilidade genética do hospedeiro também pode contribuir para o
desenvolvimento da toxoplasmose, influenciando na resposta imune ao parasito. Estudos
genéticos realizados em 160 individuos brasileiros acometidos pela retinocoroidite
toxoplasmica encontraram associacdo entre o polimorfismo de base Unica (SNP) rs352140
no gene do TLR9 e o desenvolvimento de lesdo ocular. Além do TLR9, foram também
investigados os TLR2 e TLR5, porém a associagdo com a doenga nao ficou evidente (Peixoto-
Rangel et al. 2009). Ja o polimorfismo de NOD2 foi associado com a susceptibilidade a
doenca ocular (Dutra et al. 2012). Também foram examinados SNPs no gene P2X7 em 149
trios de criangas com toxoplasmose congénita e seus respectivos pais e foi encontrada uma
forte associagdo com o SNP rs1718119, que causa uma mudanga de aminodcido no receptor
na posi¢cao 348, Thr-348-Ala, com manifestagdes da doenga, considerando casos de
toxoplasmose cerebral e oftdlmica (Jamieson et al. 2010). Além disto, macroéfagos de
individuos com o alelo 1513C SNP rs3751143, que leva a perda de funcdo do P2X7R, sdo
menos eficientes em eliminar o parasito, em comparagdao com macrofagos possuindo o
alelo selvagem, 1513A (Lees et al. 2010). Polimorfismos no gene do IFNy também foram
associados ao desenvolvimento de retinocoroidite. Em 34 individuos com lesdes oculares, o
gendtipo A/A do polimorfismo (+874T/A) foi encontrado com maior freqiiéncia, em
comparacdao com 134 individuos do grupo controle, o que sugere que a homozigose para o
alelo A nessa populagdo possa estar relacionado ao desenvolvimento das lesdes

(Albuquerque et al. 2009).
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A infecgao com Toxoplasma gondii tem sido um modelo de grande valia para elucidar o
papel de moléculas que participam da resposta imune. Considerando os dados da literatura,
a infecgdo pelo T. gondii tem a caracteristica marcante de ativar fortemente mecanismos da
imunidade inata e, como consequéncia, o desenvolvimento de uma solida imunidade
mediada por células antigeno-especificas. O desenvolvimento da imunidade inata, por sua
vez, depende da sinalizacdo via receptores especificos que reconhecem padrdes
moleculares expressos pelo parasito e a eficiente sinalizagdo através destes receptores
depende de moléculas como a cinase IRAK4. Sendo assim, justificamos este estudo que visa

o melhor entendimento do papel da cinase IRAK4 na resisténcia a toxoplasmose.
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2. OBJETIVO

2.1 Geral
Neste trabalho temos como objetivo geral avaliar o papel da proteina cinase 4 associada ao
receptor da interleucina 1 (IRAK4) na infecgdo pelo parasito Toxoplasma gondii, tanto em

humanos quanto em modelo murino.

2.2 Especificos

2.2.1 Caracterizagdo da susceptibilidade de camundongos deficientes para a proteina cinase

4 associada ao receptor da interleucina 1 (IRAK4'/') frente a infeccdo pelo Toxoplasma

gondii.

2.2.2 Caracterizagdo da resposta imune inata e adaptativa frente a infec¢ao ao Toxoplasma

gondii em modelo murino deficiente para IRAK4.

2.2.3 Selecdo de polimorfismos de base Unica (SNPs) associados ao gene da proteina cinase

4 associada ao receptor da interleucina 1.

2.2.4 Analise da associagao dos SNPs selacionados quando a susceptibilidade ou resisténcia

a toxoplasmose.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Camundongos

Camundongos deficientes para a molécula IRAK4 foram produzidos por meio da
insercdo de um cassete de neomicina no éxon 2 do gene codificador da proteina IRAK4
(Suzuki et al. 2002). Animais homozigotos (IRAK4'/') e heterozigotos (IRAK4+/') machos de 8 a
12 semanas apresentando background genético C57BL6 e 129/0Ola foram gentilmente
cedidos pelo Dr. Sérgio Costa de Oliveira. Todos os animais foram mantidos em
microisoladores nos Biotérios de Experimentagao da Universidade Federal de Minas Gerais
e Centro de Pesquisas René-Rachou/FIOCRUZ durante o periodo experimental. Todos os
procedimentos de manipulacdo e experimentais foram conduzidos de acordo com os
protocolos de Etica animal (CEUA UFMG P-4/09-2) de ambas as instituicdes anteriormante

citadas.

3.2 Tipagem dos camundongos

Em colaboragao com a Dra. Fernanda Souza de Oliveira, todos os animais utilizados
neste estudo foram submetidos a testes para a confirmagao da deficiéncia homozigota ou
heterozigota (Oliveira et al. 2011). DNA gendmico foi extraido dos camundongos a partir de
uma porg¢ao da extremidade da cauda, e em seguida submetido a genotipagem utilizando os
iniciadores com as seguintes seqiiéncias:
A. Iniciador Controle: 5" TCT TCT ACC TGA AAT ATG AAAGATTCCT 3’;
B. Iniciador Mutante: 5" TGA ATG GAA GGA TTG GAG CTACGG GGG T 3’

C. Iniciador Comum: 5" GAA CAC GCT CCCAGG TCT CTT TCC AACA 3'.
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Os iniciadores A e C foram utilizados para amplificacdo do gene selvagem e o
produto de amplificacdo gerado foi de 500 pb. A combinac¢do dos iniciadores B e C foi
utilizada para amplificacdo do gene interrompido e o produto da amplificacdo gerado foi de
600 pb. As reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 20 uL contendo: tampao
1x, 0,2mM dNTPs, 1mM MgCl,, 0,25uM dos iniciadores A ou B e 0,25uM do iniciador C, 1U
de Taq DNA polimerase (Promega) e 1ng/uL de DNA. Foi utilizado o aparelho termociclador
(PTC-100, MJ Research Inc.) conforme as seguintes condi¢des: 94 2C por 2 minutos; 35 ciclos
de 94°C por 1 minuto, 54°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; 72°C por 10 minutos para os
iniciadores A e C, e 94°C por 2 minutos; 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 59°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto; 72°C por 10 minutos para os iniciadores B e C. Os produtos de

amplificagao foram visualizados em gel de agarose 1%.

3.3 Obtengao e manutencao da cepa RH de T. gondii

Parasitos da cepa RH de T. gondii foram mantidos in vivo, por inoculagdo
intraperitoneal em camundongos Swiss, através de passagens seriadas, com intervalos de
48-72 horas. Os exsudatos peritoneais foram obtidos por meio de lavagem da cavidade
abdominal do animal com solugdo salina estéril tamponada com fosfato a 0,01 M (PBS, pH
7,2) e, em seguida, as suspensdes parasitarias foram submetidas a uma centrifugac¢do rapida
(45 x g, 1 minuto, 4°C) para remover debris celulares do hospedeiro. O sobrenadante foi
coletado e lavado por duas vezes (720 x g, 10 minutos, 4°C) com PBS. O sedimento final da
suspensdo parasitdria foi ressuspendido em 10mL de PBS e os parasitos contados em
camara hemocitométrica e avaliados quanto a viabilidade e contaminagdao sob microscopia
de luz. Apds nova lavagem com PBS, o sedimento foi armazenado a -20°C para posterior
preparacdo de antigenos soluveis de T. gondii (Gazzinelli et al. 1991).
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3.4 Obtengao e manutencao da cepa ME49

Cérebros de camundongos Swiss cronicamente infectados com a cepa ME-49 foram
removidos e macerados em PBS estéril e submetidos a sucessivas passagens em agulha para
total liberagao dos cistos teciduais. Apds a contagem dos cistos sob microscopia de luz, os
mesmos foram diluidos para a concentragdo de 10 a 20 cistos em 100uL de PBS estéril. Para
a manutengdo da cepa, o volume e a concentragdo previamente estabelecidos foi inoculada
nos animais pelo método de gavagem. Animais em fase cronica da infeccdo se tornavam
elegiveis para o repique da cepa ou utilizacdo dos seus cistos em ensaios experimentais (de

Oliveira et al. 2009).

3.5 Extragao de antigenos

Antigeno soluvel de taquizoitas de T. gondii foi preparado como descrito por Scott e
colaboradores (1987) (Scott et al. 1987), com algumas modificacdes. Suspensdes
parasitarias (1x10® taquizoitas/mL) foram submetidas a seis ciclos de ultra-som durante 1
minuto a 60 Hz em banho de gelo. Apds centrifugacdo (10.000 x g, 30 minutos, 4°C), o
sobrenadante foi coletado e a concentragao protéica foi determinada. Aliquotas dos

antigenos foram armazenadas a -20°C até serem utilizadas.

3.6 Infecgdo, morbidade e mortalidade

Animais IRAK4 deficientes ('/'), IRAK4 heterozigotos (+/") e da linhagem 129/0la,
foram infectados pelo método de gavagem com 20 cistos da cepa ME-49. Durante 30 dias,
foram observados quanto a morbidade e mortalidade. Para a avaliagao de morbidade foram
atribuidos indices que aumentavam de acordo com a gravidade da morbidade apresentada

pelo animal como: 0 - pelagem normal, manutencao do peso e atividade motora normal; 1 -
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pelo arrepiado; 2 - 10% de perda de peso; 3 - arqueamento postural, dificuldade motora e
pelagem arrepiada e endurecida; 4 - relutdncia em se mover e 20% de perda de peso; 5 -

morte.

3.7 Patologia

Animais IRAK4'/', IRAK4A™ e 129/0la foram avaliados 7, 9 e 20 dias apds infeccdo
guanto a patologia desencadeada pela infeccdo. Animais ndo infectados foram avaliados
como controle. Orgdos como cérebro, pulm3o, figado e bago foram examinados. Os tecidos
foram coletados com instrumentais estéreis, banhados em PBS estéril e acondicionados em
formol tamponado até a sua inclusdo em parafina. Apds, seccionados por micrétomo e
corados com Hematoxilina e Eosina (HE) ou Giemsa. Os cortes foram observados sob
microscopia de luz quanto a arquitetura tecidual, infiltrado celular e presenga de cistos do
parasito (cérebro). AvaliacGes morfométricas foram feitas no baco dos animais IRAK4'/',
IRAK4™" infectados e ndo infectados para determinar a area dos foliculos e centros

germinativos utilizando o programa KS300 (Zeiss, Alemanha).

3.8 Reconstitui¢do IL-12 recombinante (rlL-12) in vivo

Camundongos deficientes infectados oralmente com 20 cistos da cepa ME-49 de T.
gondii foram tratados diariamente por via intraperitonial com rIL-12 (eBioscience) na
concentragdao de 150ng por animal. O tratamento foi feito por 7 dias consecutivos tendo
inicio 24 horas apds a infecgdo. Como controle experimental, camundongos deficientes

foram infectados e tratados com PBS em idénticas condicdes (Pifer et al. 2011).

3.9 PCR Real Time
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Células do baco e figado de animais infectados por 7 e 9 dias foram coletadas,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenas a -80°C até a sua utilizagdo. DNA total foi
extraido utilizando o método de fenol cloroférmio e quantificado utilizando
espectrofotémetro Nanodrop (Thermo Scientific). Para a amplificacdo do gene Bl de
Toxoplasma gondii foram desenhados pelo nosso laboratério iniciadores utilizando o
software PrimerSelect (Lasergene software suite, DNASTAR) com as seguintes sequéncias:
5’- CTGGCAAATACAGGTGAAATG-3’ e 5- GTGTACTGCGAAAATGAATCC-3’). As reagdes de
PCR foram padronizadas em um volume final de 20uL, 25ng de DNA total, 10ng de cada
iniciador e SYBR Green Supermix 1x (BioRad). A especificidade da amplificagdo foi analisada
através da curva de dissociagdo de cada amostra. Amostras ndo infectadas nado
apresentaram amplificagdo e foram utilizadas como parametros negativos das reagdes.
Quantificagao relativa foi feita utilizando uma curva padrao de DNA do parasito e os

resultados foram expressos em pg de DNA por 25ng de DNA total.

3.10 Isolamento de esplendcitos

Bagos de animais IRAK4” e IRAK4™" 7 dias infectados oralmente com 20 cistos da
cepa ME-49 de T. gondii e animais controles nao infectados, foram coletados para ensaios
ex vivo. Os orgaos foram lavados apds a retirada em PBS estéril e armazenados sob
refrigeragdo até a sua utilizagdo. Para melhor obtengao das células, os bagos foram
incubados 0,4 mg/mL de Liberase Cl (Roche) por 30 minutos a 37°C e em seguida macerados
em peneira de nylon (100um). As células coletadas em tubo conico contendo 25ml de meio
RPMI 1640 suplementado com sulfato de gentamicina 40mg sem soro fetal bovino (SFB,
RPMI incompleto) foram centrifugadas a 4°C por 10min a 170 x g. As células foram

submetidas ao tratamento com tampao de lise de hemacias (NaCl 10mM, MgCI2 5mM, Tris-
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HCI 10mM pH 7,0) com subsequente lavagem das células em meio de cultura. A contagem
das células por mL de meio de cultura RPMI 1640 suplementado com sulfato de gentamicina
40mg e SFB (Gibco; RPMI completo) foi feita em camara de Neubauer com a utilizacdo de
Azul de Tripan. Apds contagem, as células foram plaqueadas nas quantidades necessarias

para cada ensaio.

3.11 Citocinas

Esplendcitos de animais IRAK4” e IRAK4"" infectados por 7 dias ou controle nao
infectados, foram cultivados na concentracdo de 2,5x10° células por poco, em um volume
final de 500uL de meio RPMI completo, sem estimulo, por 48 horas, 37°C, 5% CO,. Apds
cultura, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20°C. O soro destes mesmos
animais foi também coletado e armazenado a -20°C. Tanto os sobrenadantes quanto os
soros foram utilizados para a dosagem de citocinas: IL-12p40 por ELISA e TNFa, IFNy, MCP1,

IL-10 e IL-6 por CBA (BD).

3.12 Citometria de Fluxo

Células do baco foram avaliadas quanto ao fendtipo celular ((células dendriticas:
CD11c, MHCII, CD40 e CD86), (mondcitos/macrdfagos: CD11b, F4/80 e GR1), (linfécitos T:
CD3, CD4, CD8, CD62L e CD44), (linfécitos B: CD19 e CD69) e (células natural killer (NK): CD3
e NK1.1)), produgdo intracelular de citocinas (IL12p40, TNFo e IFNy) e proliferagdo celular
(Ki67). Para avaliar a producdo de citocinas pelas células dendriticas e
mondcitos/macréfagos, 2x10° células do baco foram cultivadas na presenca de Brefeldina-A
(GolgiPlug Protein Transport Inhibitor, BD Biosciences) por 6 horas, 37°C, 5% CO,, com LPS

(100ng/mL), STAg (5ug/mL) ou somente meio de cultura. Para analisar linfécitos T e células
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NK, 1x10° de células do baco foram cultivadas por 20 horas na presenca de STAg (5 pg/mL),
anti-CD3 (1 pg/mL) ou somente meio de cultura. Brefeldin-A foi adicionada nas culturas de
linfocitos T e células NK apds 12 horas de cultura e antes da marcacdo fenotipica com
anticorpos monoclonais. Linfécitos B foram avaliados ex vivo a partir de 1x10° esplendcitos.
Suspensdes celulares foram lavadas com PBS suplementado com 1% de albumina sérica
bovina (BSA), centrifugadas a 270 x g por 5 minutos e incubadas com diferentes
combinacgdes de anticorpos diluidos em PBS 1% BSA por 20 minutos a 4°C protegida da luz.
As células foram entdo novamente lavadas com PBS 1% BSA, fixadas e permeabilizadas com
Cytofix/Cytoperm (BD) por 20 minutos a 4°C. Para a marcagdo intracelular de citocinas ou
do marcador de proliferagdao celular, as suspensdes foram incubadas por 20 minutos a
temperatura ambiente (TA) com anticorpos especificos para estas moléculas, previamente
diluidos em tampao de permeabilizagdo (BD). As células foram entdo finalmente lavadas
por duas vezes pela centrifugacdo por 270 x g por 5 minutos em tampado de
permeabilizacdo, para que o excesso de anticorpo nao ligado deixasse o interior das células.
As suspensoes celulare foram finalmente resuspensas em 200uL de paraformaldeido 2%.
Os dados coletados em Citdmetro de Fluxo LSR I, software Diva (BD Biosciences), foram
analisados com o programa FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR) na versao 8.8.6.

Anticorpos: BD Pharmigen: |-A/|-E-Biotin (2G9); I-A/I-E-APC (M5/114.15.2), CD86-PECy7
(1T2.2), NK1.1-FITC (PK136), CD3-PerCP5.5 (145-2C11), CD19-FITC (1D3), CD69-PE (H1.2F3),
CD8-PECy7 (53-6.7), CD62L-APC (MEL-14), FC Block, IL-12-PE (C17.8), TNFa-PECy7 (TN3-19),
IFNy-PE (XMG1.2) and Ki67-PerCP5.5 (20Rajl). eBioscience: CD19-APC-eFluor780 (1D3),
CD86-APC (B7-2), CD11c-Alexa700 (N418), CD40-PECy5 (1C10), GR1/Ly-6G and Ly-6C-PECy5
(RB6-8C5), CD4-PO (RM4-5), CD44-PB (IM7), CD11b-FITC (M1/70), F4/80-APC (BM8), and

recombinant IL-12 (rlL-12). Invitrogen: streptavidin-QD605 (Q10101MP).
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3.13 Populagao

A aprovacdo ética deste estudo foi obtida no Institutional Review Boards da
Universidade de Chicago, Hospital e Centro médico Michael Reese, pelo comité e diretoria
do Data Safety Monitoring e NIH. Um total de 179 criangas acompanhadas de seus pais
(trios) foi selecionado do National Collaborative Chicago-based Congenital Toxoplasmosis
Study (NCCCTS). O diagndstico da toxoplasmose congénita foi confirmado com base em
achados clinicos; diagndsticos (tomografia cerebral e avaliagcdo oftalmoldgica) e testes de
sorologia para toxoplasmose, feitos em colaboracdo com o Laboratério do Instituto de
Pesquisa Médica Palo Alto. Os critérios para a inclusdo no estudo foram: (i) idade inferior a
2,5 meses no momento do diagndstico; (ii) o diagndstico de toxoplasmose congénita
altamente provavel como descrito anteriormente; (iii) disponibilidade de serem avaliados
periodicamente pelos profissionais deste estudo e (iv) ndo estarem fazendo uso de

substancias imunossupressoras.

3.14 Obtenc¢ao do material biolégico

Células do sangue periférico de todos os individuos do estudo e seus pais (trios)
foram isoladas e criopreservadas. Uma pequena amostra (10mL) dessas células foi
misturada a tampao de lise (meio de transporte) e enviados ao laboratério em temperatura
ambiente para extragcdao do material genético (DNA). De todos os individuos selecionados,
149 criangas e pais que preencheram os critérios de inclusdo tiveram seu material genético

(DNA) extraido com sucesso.

3.15 Sele¢ao dos SNPs e Associacao alélica
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Para obter boa cobertura haplotipica em nossas andlises foi utilizado um limiar de
freqUéncia alélica minima (MAF) de 5%. Dezoito SNPs distribuidos ao longo do gene de
IRAK4 foram selecionados da base de dados HapMap (http://www.hapmap.org) usando
sequéncias flanqueadoras de 10kb de cada lado do gene. Além disso, também foi utilizado o
método de selegdo de tag-SNPs (r2=0.8) implementado através do programa Haploview
(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview) para eleger os SNPs a serem genotipados que
melhor contribuiriam para analise do gene selecionado.

A andlise de associacdo alélica foi feita usando UNPHASED (http://www.mrc-

bsu.cam.ac.uk/personal/frank/software/unphased/).

3.16 Genotipagem dos SNPs

A genotipagem de sete SNPs foi realizada nos 124 trios que apresentaram
confirmagdo da infec¢ao congénita por T. gondii, através da presenga de calcificagdes
cerebrais com ou sem hidrocefalia e lesdes oculares. Utilizando a técnica TagMan™, foram
feitas diluicdes de 5ng/ul das amostras de DNA e de controles de DNA conhecidos em placas
de 96 pocos e transferidas para uma placa de 384 pocos (Applied Biosystems), incluindo
uma amostra de agua. O volume final de reagdo foi de 5pul, e continha 10ng de DNA, 2,5ul
de PCR Mastermix Universal (Applied Biosystems), 0,56X do mix de iniciadores/sondas (do
estoque de 40X). As reacdes foram montadas automaticamente usando o sistema
robotizado BiomekFX. As placas foram seladas com pldsticos adesivos (Applied Biosystems)
e as PCR foram feitas nos termocicladores MJ Research PTC-225, da seguinte maneira: 952C
por 10 minutos, 922C por 15 segundos e 602C por 1 minuto, repetindo os ciclos por 40

vezes.

48



Os dados obtidos foram analisados no sistema de detecgao de sequéncia ABI Prism®
7900HT (Applied Biosystems™, CA, USA). O agrupamento dos dados em trés grupos de
gendtipos foi realizado usando o programa Sequence Detection System (SDS) da Applied

Biosystems.

3.17 Estatistica

Para os estudos em camundongo, a mortalidade dos grupos experimentais foi
analisada usando teste de Log-rank. A diferenga estatistica entre os grupos foi verificada
usando Teste t ou Mann-Whitney para dados paramétricos e nao paramétricos,
respectivamente. Todos os testes foram feitos utilizando o programa GraphPad Prism (v 5.0)
(GraphPad Softwares Inc., La Jolla CA). Para os estudos genéticos em humanos, a andlise de
associagao alélica foi feita usando o teste convencional para a transmissao do desequilibrio
de ligagdo génica (TDT). O desequilibrio de ligagdo (LD) é uma associagdo ndo randdémica de
alelos de dois ou mais locus. Seria uma aproximacao do histérico de recombinacdes génicas
entre dois locus. Os valores de p foram calculados utilizando Haploview
(http://www.broadinstitute.org/haploview). Os valores de p = ou < 0,05 foram
consideraveis estatisticamente significativas para as avaliagdes em modelo experimental e

humanos.
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4. RESULTADOS

4.1 Andlise de morbidade, mortalidade e parasitismo, de animais infectados oralmente
com o parasito T. gondii.

No intuito de avaliar o papel da cinase IRAK4 na resisténcia durante a toxoplasmose,
infectamos animais deficientes para cinase IRAK4 com a cepa ME49 do Toxoplasma gondii.
Animais IRAK4'/', IRAK4™ e 129/0la foram infectados pelo método de gavagem com 20
cistos da cepa ME49, e acompanhados diariamente pelo periodo de 30 dias apds a infec¢ado
para a avaliagao da morbidade, mortalidade e parasitismo. Durante este periodo os animais
foram avaliados quanto a perda de peso, sinais clinicos e morte. A avaliacdo da morbidade
foi feita baseando-se em scores de 0 a 5, sendo 0 - pelagem normal, manutencao do peso e
atividade motora normal; 1 - pelo arrepiado; 2 - 10% de perda de peso; 3 - arqueamento
postural, dificuldade motora e pelagem arrepiada e endurecida; 4 - relutadncia em se mover
e 20% de perda de peso; 5 - morte. A gravidade destes sinais esta associada com o numero
crescente desta classificacdo podendo ser considerados como leve (0 a 1), moderado (2 a 3)
e grave (4 a 5). Analisando o critério morbidade, observamos que animais heterozigotos e
selvagem apresentam sinais clinicos classificados como moderados, que se resolvem apds a
segunda ou terceira semana pods infeccdo. Ja os animais deficientes, infectados com o T.
gondii, apresentam sinais clinicos graves incluindo sintomas neuroldgicos que indicam
acometimento cerebral. Além disso, a perda de peso destes animais é significante quando
comparado com os animais IRAK4"* e 129 (Figuras 6B e 6C).

De acordo com os dados de morbidade e perda de peso, a mortalidade dos animais
IRAK4” infectados foi detectada precocemente, a partir do décimo dia de infecgao,

chegando a 100% dos animais mortos ao trigésimo dia pds infeccdo (Figura 6A). Diferente
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deste fendtipo, nenhuma morte foi observada nos outros dois grupos de animais,
heterozigotos e selvagens avaliados nas mesmas condig¢Ges (Figura 6A).

Com o objetivo de analisar se os sinais clinicos da doenga e a mortalidade observada
nos camundongos IRAK4”" foram decorrentes de uma falha no controle da replicacdo do
parasito, nds avaliamos o parasitismo tecidual nos animais IRAK4'/", IRAK4™" e WT. Os
animais foram infectados com 20 cistos da cepa ME49 via gavagem e avaliados através das
técnicas de patologia e PCR em tempo real. Cérebros de animais infectados a 20 dias foram
coletados e apds serem seccionados, foram corados com HE para andlise histopatoldgica e
com Giemsa para a quantificagdao dos cistos, ambos por observagao em microscopia otica.
Observamos que os cérebros dos camundongos IRAK4” infectados com T. gondii
apresentaram um numero significativo maior de cistos do parasito quando comparado com
os controles heterozigoto e selvagem (IRAK4™ e 129, respectivamente) (Figuras 7A e 7B).
Além disso, as andlises histopatoldgicas dos cérebros dos animais deficientes revelaram
numerosos focos de necrose tecidual, sempre associados aos cistos do parasito integros
e/ou rotos. Animais controles, heterozigotos e WT, apresentaram raros focos de necrose

ndo associados a presenga do parasito (Figura 7A).
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Figura 6. Animais deficientes em IRAK4 s3ao mais susceptiveis a infeccdo pelo T. gondii.
Animais IRAK4'/', IRAK4™ e 129/0la foram infectados via gavagem com 20 cistos da cepa
ME49. (A) Mortalidade, (B) morbidade e (C) perda de peso (letras diferentes indicam
diferenca estatistica significante, p <0,0001) foram avaliados por 30 dias apds a infeccdo.
Numeros dentro dos parénteses indicam o numero de animais utilizados nos experimentos
apresentados em A e C. Em B cada simbolo representa um animal e a classificacdo da
morbidade seguiram os parametros descritos na tabela a direita seguiram a seguinte
denominacgdo: 0 - pelagem normal, manutencdo do peso e atividade motora normal; 1 -
pelo arrepiado; 2 - 10% de perda de peso; 3 - arqueamento postural, dificuldade motora e
pelagem arrepiada e endurecida; 4 - relutdncia em se mover e 20% de perda de peso; 5 -
morte. Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes que
apresentaram resultados similares.
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Seguindo a interpretagao histopatolégica da doenga cerebral, animais heterozigotos
e WT apresentaram inumeros focos de infiltrado inflamatdrio perivascular moderado que
sugere uma efetiva resposta inflamatdria contra a replicagdo parasitdria em ambos os
grupos de animais controles. O mesmo nao foi observado em animais deficientes, o que nos
leva a crer que a auséncia de células inflamatdrias, tanto mieldides quanto linfdides,
estariam intimamente ligadas ao aumento do parasitismo, e que a necrose encontrada no
tecido cerebral de animais deficientes estaria relacionada a presenca do parasito no local e
ndo a reagdes imunopatoldgicas (Figura 7A). Outros érgdos foram analisados quanto aos
aspectos histopatoldgicos, sendo que para pulmdo e figado, ndo obtivemos amostras
histoldgicas satisfatérias para andlise. Ja os dados referentes a analise das amostras de bago
sao descritos mais adiante no texto.

Além da visualizagdo de cistos cerebrais como andlise de parasitismo, nés também
avaliamos a presenca de DNA parasitario, da forma replicativa rdpida, ou seja, taquizoitas,
em bacos e figados. Os 6rgaos foram coletados 7 e 9 dias apds infecgdo para avaliagdo pela
técnica de PCR em tempo real. Observamos neste ensaio que, os niveis de DNA do parasito
T. gondii eram significativamente maiores no bago e figado dos animais deficientes em

relagdo aos animais heterozigotos (Figura 7C).
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Figura 7. O controle da parasitemia tecidual é dependente de IRAK4. Animais foram
infectados com 20 cistos da cepa ME49 e foram avaliados 7, 9 e 20 dias pds infeccdo. A)
Painéis superiores mostram tecido cerebral corado com HE, onde as setas pretas indicam
auséncia e presenca de infiltrado inflamatério perivascular em animais deficientes
(esquerda) e controles (centro e direita). Area demarcada com pontilhado e asterisco indica
moderada necrose associada a cistos integros e/ou rotos em animais IRAK4”". Painéis
inferiores apresentam tecido cerebral contendo cistos parasitarios corado com Giemsa. B)
Quantificacdo do nimero de cistos por secdo histolégicas analisados por microscopia de luz
em animais IRAK4” (barras cinzas) e IRAK4* (barras pretas). As barras representam medias
+ SEM (n=5). C) Graficos indicando a quantificacdo de DNA do parasito por PCR em tempo
real no figado (painel a esquerda) e no baco (painel a direita). As barras representam
medias + SEM (n=5). Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes que
apresentaram resultados similares.
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4.2 Avaliacao do bago e de linfocitos B durante a infec¢ao pelo T. gondii.

Camundongos infectados oralmente com 20 cistos da cepa ME49 foram sacrificados
apos 7 dias de infeccdo e deles coletados o baco para a avaliacdo histopatoldgica. Quando
os bacos dos camundongos IRAKA”" e IRAK4™ foram examinados em microscopia de luz,
observamos que as estruturas foliculares e os centros germinativos apresentavam
morfologia alterada nos animais deficientes. Pela avaliagdo morfométrica observamos que
as areas dos foliculos e dos centros germinativos dos animais IRAK4” infectados eram
guantitativamente menores do que os do animais IRAK4*". Além disso, os animais
deficientes também apresentaram discreto infiltrado celular e halo linfocitdrio escasso,
sugerindo que ambas as linhagens celulares mieldides e linfoides apresentavam pouca
atividade neste 6rgdo durante a infeccdo por T. gondii (Figura 8A e 8B).

Assim como na histopatologia, os ensaios de citometria de fluxo revelaram que os
animais IRAK4”" apresentavam numero absoluto de células B significativamente menor
quando comparada com animais heterozigotos (Figura 8C). Para melhor caracterizar o
fenodtipo das células B durante a infecgao pelo T. gondii, na auséncia de IRAK4, avaliamos
também a frequéncia de células B ativadas através da expressao dos marcadores de
ativagdo CD86 e CD69. Camundongos deficientes em IRAK4 " apresentaram menores
freqliéncias de células CD19 expressando os marcadores de ativacdo descritos acima
quando comparado com animais heterozigotos infectados com T. gondii (Figura 9A). Além
dos parametros descritos acima, avaliamos também a capacidade proliferativa das células B
esplénicas utilizando um marcador indireto e especifico do ciclo celular, o Ki67, molécula
expressa no momento em que a célula entra no estagio de intérfase. Células B de
camundongos deficientes apresentaram uma menor capacidade proliferativa quando

comparado a animais heterozigotos (Figura 9B).

55



[

IRAK4 +/-

Sl d e JOE

Foliculo Total (um?)

50000
p<0.0001

40000

30000

20000

10000+

04
-/- +/-

[] N&o Infectado Il Infectado

15000~

p<0.0001
10000+

5000+

Centro Gemminativo (um?)

p=0.0381

T

C 60-
m
©
=
‘8 40
[(e]
o
= T
‘c;_a 201
i
(@)
0 T
IRAK4™"

IRAK4H-

Figura 8. A deficiéncia de IRAK4 impacta na formagao de centros germinativos durante a
infeccdo pelo T. gondii. Animais infectados com a cepa ME49 foram avaliados no sétimo dia
apos a infecgao com T. gondii. (A) Bagos de animais com 7 dias de infec¢do foram removidos
e corados com HE para avaliagao histopatolégica. Cabegas de setas indicam centros
germinativos ativos (IRAK4'/') e ndo ativos (IRAK4+/'). (B) Quantificacdo da area dos foliculos
e centros germinativos em bago de animais IRAK4” e IRAK4"" controles ndo infectados
(barras brancas) ou infectados com T. gondii (barras pretas). (C) Nimero absoluto de células
B (CD19") quantificadas por experimento de citometria de fluxo. As barras representam
medias + SEM (A, n=5; B, n=5; C, n=5). Os dados sdo representativos de trés (A e B) e dois
(C) experimentos independentes que apresentaram resultados similares.
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Figura 9. Células B de animais deficientes em IRAK4 apresentam ativacdao prejudicada
durante a infec¢do pelo T. gondii. Animais infectados com 20 cistos da cepa ME-49 tiveram
seus bacos removidos 7 dias apds infeccdo e suas células B analisadas por citometria de
fluxo. (A) Plots de citometria de fluxo representam as frequéncias de células B expressando
os marcadores CD86 (graficos superiores) e CD69 (graficos inferiores). A direita, os graficos
em barra representam o numero absoluto de células CD19 animais IRAK4”" e IRAKA™
controles ndo infectados (barras brancas) ou infectados com T. gondii (barras pretas). (B)
Plots de citometria de fluxo demonstram a expressdao do marcador de proliferacdo celular
(Ki67) em células B de animais IRAK4”" e IRAK4"" infectados com T. gondii (barras pretas) e
animais controles (barras brancas). As barras representam medias + SEM (A, n=5; B, n=5. Os
dados sdo representativos de dois experimentos independentes que apresentaram
resultados similares. NUmeros dentro de cada retangulo representam as freqiiéncias de
células dentro de cada janela de analise.
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4.3 Defeito na produgao de citocinas pré-inflamatadrias em animais IRAK4 " infectados com
T. gondii.

Citocinas como IL-12, IFNy e TNFa tem um papel importante na resisténcia do
hospedeiro durante a infeccdo por T. gondii. Assim, nds avaliamos a producdo destas
citocinas pelos camundongos IRAK4 ™ infectados oralmente com a cepa ME49 de T. gondii.
Para uma avaliacdo sistémica ndés coletamos soro destes animais, via plexo orbital ou
puncao cardiaca, apds 7 dias de infeccdo. Os bacos também foram removidos no sétimo dia
de infecgdao para a avaliagdo da capacidade dos esplendcitos produzirem estas mesmas
citocinas apds 48 horas de cultura sem estimulo. Os niveis de IL-12p70 (ELISA) e IFNy, TNFa,
IL-10, IL-6 e MCP-1 (CBA) foram avaliados no soro e no sobrenadante de cultura de células
de animais deficientes em IRAK4 e heterozigotos. Animais IRAK4 ™ infectados com T. gondii
apresentaram falha na produgdo de IL-12, IFNy e TNFa. Os baixos niveis de citocinas
produzidos pelos camundongos deficientes foram observado tanto no soro (Figura 10)
quanto no sobrenadante de cultura de esplendcitos (Figura 11). Os niveis de IL-10 e MCP-1
(CCL2) foram também significativamente menores no sobrenadante de cultura das células

do bago derivadas de camundongos deficientes em IRAK4 infectados com T. gondii.
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Figura 10. IRAK4 deficientes apresentam falha na produgao sistémica de citocinas pro-
inflamatdrias. Animais infectados com 20 cistos da cepa ME-49 tiveram seu soro coletado
através do plexo orbital 7 dias apds infecgao. IL-12p70 foi quantificada por ELISA enquanto
as demais citocinas avaliadas por CBA. As barras representam medias + SEM (n=5). Os dados
sao representativos de dois experimentos independentes que apresentaram resultados

similares.
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Figura 11. Células do bago de animais IRAK4 deficientes apresentam falha na produgao de
citocinas pro-inflamatoérias. Animais infectados com 20 cistos da cepa ME-49 tiveram seus
bagos removidos 7 dias apds infec¢ao e suas células cultivadas na auséncia de estimulo por
48h. Apds coletado o sobrenadante celular avaliamos a citocina IL-12p70 por ELISA
enquanto as demais citocinas foram quantificadas por CBA. As barras representam medias +
SEM (n=5). Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes que
apresentaram resultados similares.

4.4 Frequéncia e producao de citocinas por células mieldides de camundongos infectados
com T. gondii.

Nosso proximo questionamento foi se a deficiéncia de IRAK4 estava associada com
alteracdes no compartimento de células mieldides. Avaliamos assim as populacbes de
células dendriticas e de mondcitos/macréfagos nos bacos de animais infectados pelo T.
gondii. As subpopulagdes de mondcitos/macrofagos foram definidas pela expressdo de
F4/80, que é um marcador especifico para estas células, CD11b e também pela expressdo de

GR1 (Figura 12A e 12B).

60



Além disso, para certificarmos que nao incluiriamos errobneamente neutrdéfilos em
nossas analises avaliamos também a expressao de MHC de classe Il. Assim, as células que
ndo expressavam esta molécula foram excluidas das andlises. Animais IRAK4™"
apresentaram uma menor frequéncia de células F4/80 quando comparado com animais
IRAK4*". Os nimeros absolutos das trés subpopulag¢des distintas de mondcitos/macréfagos
estudadas (F4/80"CD11b"°Gr1"°, F4/80™CD11b™Gr1", F4/80°CD11b"Gr1"™) também foram
menores em animais IRAK4”" do gue em animais IRAK4*" infectados com T. gondii (Figura
12C).

E importante mencionar que na auséncia da infec¢do pelo T. gondii, ndo foram
observadas diferencas nos numeros absolutos ou proporcdes das subpopulacdes de
mondcitos/macréfagos quando os camundongos deficientes e controles heterozigotos
foram comparados (Figura 12A e C). Esta observacdo indica que na auséncia de infeccdo, a
deficiéncia de IRAK4 ndo interfere no recrutamento, migracao e diferenciagao destas células

em tecidos periféricos.
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Figura 12. A deficiéncia de IRAK4 causa altera¢Ges na distribuicdo das populagoes de
mondcitos/macrofagos durante a infeccdo pelo T. gondii. Mondcitos/macréfagos de
animais IRAK4" e IRAK4” foram analisados 7 dias apos infeccdo com T. gondii. Plots de
citometria de fluxo representativos (A) mostrando as freqiiéncias das diferentes
subpopulacdes de células mieldides esplénicas de animais IRAK4™ e IRAK4'/', baseado na
expressdo de F4/80 e CD11b. A expressdo de Grl foi avaliada dentro de cada subpopulacio
(B). Graficos de barras (C) mostram os numeros absolutos de cada subpopulacdo em
camundongos controles (barras brancas) e infectados com T. gondii (barras pretas). As
barras representam medias + SEM (n=5). Os dados sdo representativos de trés
experimentos independentes que apresentaram resultados similares. Numeros do lado de
cada circulo representam as freqiiéncias de células dentro de cada janela de andlise.

Avaliando as citocinas produzidas por estas subpopulacdes celulares -observamos
que a frequéncia de mondcitos/macréfagos produzindo IL-12 ou TNFa quando estimulados
com STAg foi significantemente maior em animais heterozigotos do que em animais

deficientes para a molécula IRAK4. Entre as subpopulagdes avaliadas, podemos observar a
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maior producdo de IL-12 pelo subtipos F4/80™CD11b™Gr1"° e F4/80"CD11b"°Gr1",
enquanto que a producdo de TNFa foi induzida somente no subtipo F4/80™CD11b™Gr1"

em animais IRAK4"" comparados com animais controles nado infectados (Figura 13).
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Figura 13. Deficiéncia de IRAK4 leva a diminui¢ao da producao de citocina inflamatdria. A
producdo de IL-12 e TNF-a por diferentes subpopulagcdes de mondcitos/macrofagos
(CD11b"F4/80"°GR1"™ (graficos a esquerda) CD11b"°F4/80™GR1™ (gréficos ao centro) e
CD11b™F4/80°GR1" (graficos a direita) de animais IRAK4™ e IRAK4”, controles (barras
brancas) ou infectados pelo T. gondii (barras pretas), foram analisados 7 dias apds infeccao
com T. gondii, na auséncia ou presenca de STAg por 6 horas. As barras representam medias
+ SEM (n=5). Os dados sdo representativos de trés experimentos independentes que
apresentaram resultados similares.

Analisando o papel de células dendriticas frente a infec¢ao por T. gondii, verificamos
gue, apesar das propor¢des de célula dendriticas serem similares nos camundongos
deficientes e heterozigotos, nimeros absolutos mais altos de células CD11c*MHCI™ foram
encontramos nos animais heterozigotos (Figura 14). Durante a infecgdo por T. gondii

animais IRAK4™ apresentaram menor frequéncia de células dendriticas produtoras de IL-12
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mesmo na auséncia de estimulagao com STAg. A produgao de ambas as citocinas, IL-12 e
TNFa, foi aumentada quando as células dendriticas foram submetidas a estimulagao com
STAg (Figura 14). Além disso, quando analisamos a expressdao dos marcadores de ativagao
celular CD86 e CD40, animais IRAK4 deficientes apresentaram menor expressao de ambos
os marcadores quando comparados com os animais heterozigotos (Figura 15A). Esses
resultados indicam falha na ativagao de células dendriticas de animais IRAK4 deficientes

infectados com T. gondii.
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Figura 14. Deficiéncia de IRAK4 altera a produgao de citocinas inflamatérias desencadeada
pela infeccao pelo T. gondii. Células dendriticas derivadas do bago foram analisadas 7 dias
apo6s infecgdo pelo T. gondii. A esquerda plots de citometria representam as frequéncias de
células dendriticas (CD11*MHC-1I") no baco de animais IRAK4"" e IRAK4™" (plots superiores)
e as freqléncias da producdo de IL-12 (plots centrais) e TNFa (plots inferiores) por células
dendriticas de animais deficientes e heterozigotos infectados com o parasito. A direita
graficos de barra mostram o numero absoluto de células dendriticas (grafico superiores) e
as frequéncias destas células produzindo IL-12 (grafico central) e TNF-a (grafico inferior). As
barras representam médias + SEM (n=5). Os dados sdo representativos de trés
experimentos independentes que apresentaram resultados similares. NUmeros dentro de
cada retangulo representam as freqliéncias de células dentro de cada janela de analise.

Para avaliar a importancia da falha na produgdo da citocina IL-12 pelas células
dendriticas, animais IRAK4"" infectados foram tratados diariamente com IL-12 recombinante

iniciando o tratamento 1 dia apds a infeccdo. Como esperado, animais IRAK4™ tratados

65



apresentaram resisténcia a infecgdo semelhante aos animais heretozigotos (Figura 15B).
Sob o efeito do tratamento com IL-12 recombiante, todos os animais analisados

sobreviveram por 30 dias apds a infeccdo oral com 20 cistos da cepa ME49, quando e

experimento foi finalizado.
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Figura 15. A susceptibilidade dos animais IRAK4 deficientes é dependente da produgdo de
IL-12. Células dendriticas derivadas do baco foram analisadas 7 dias apds a infeccdo com T.
gondii. (A) Histogramas representativos e graficos de barra apresentam a expressdo de
marcadores de ativacdo CD86 e CD40 (MFI) por células dendriticas de camundongos
controles (barras brancas) e infectados pelo T. gondii (barras pretas). As barras representam
medias + SEM (n=5). (B) Curva de sobrevivéncia de animais deficientes infectados pelo T.
gondii e tratados com IL-12 recombinante ou PBS. O tratamento foi iniciado um dia apds a
infeccao e teve duragao de seis dias. Os dados sdo representativos de dois experimentos
independentes que apresentaram resultados similares.

4.5 Animais deficientes em IRAK4 apresentam resposta Th1l deficiente.
Tendo em vista a falha na ativagao de células apresentadoras de antigenos em
animais IRAK4 deficientes, nds avaliamos a resposta de célula T no modelo de infecgdo

previamente proposto. Nossos resultados mostraram que o nimero total de células T CD4,
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mas ndao o numero total de células T CD8, foi significantemente menor em animais
deficientes quando comparados com animais heterozigotos durante a infecgao pelo T.
gondii. (Figura 16A). Além disso, a frequéncia de células T produzindo IFNy foi menor tanto
em células CD4 quantos CD8 de animais IRAK4 " quando comparado com animais IRAK4™
quando estimulados com STAg (Figura 16B). Assim, nossos resultados indicam que a falha
da produgdo de IL-12 por mondcitos/macrofagos e células dendriticas levam a uma
consequente falha na produgdo de IFNy por células T, sendo o mecanismo primario
responsavel por aumentar a susceptibilidade dos animais IRAK4" durante a infecgao por T.

gondii.
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Figura 16. Deficiéncia de IRAK4 influencia na resposta de células T. Linfocitos T retirados do
bago foram analisados 7 dias apés infecgdo pelo T. gondii. (A) A esquerda plot de citometria
representa o modo como as células T (CD3'CD4" ou CD3'CD8") foram selecionadas para a
analise de frequéncia e producdo de citocinas por citometria. Logo, nos graficos em barra
podemos observar o nimero absoluto de células T CD8" e CD4" retiradas do baco de
animais IRAK4"" e IRAK4” apds 7 dias de infecgdo. (B) Plots de citometria indicam a
produgdo de IFNy por células T de animais deficientes e heterozigotos infectados com o
parasito. Os graficos de barra indicam a frequéncia de células T CD4" (a direita) e células T
CD8+ (a esquerda) produzindo IFNy. Barras pretas indicam animais infectados enquanto que
barras brancas indicam animais controles. As barras representam médias * SEM (n=5). Os
dados sdao representativos de trés experimentos independentes que apresentaram
resultados similares. NUmeros dentro de cada retangulo representam as freqiiéncias de
células dentro de cada janela de andlise.
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4.6 SNPs de IRAK4 estao associados a susceptibilidade a doencga ocular.

Em colaboragao com a Dra. Rima McLeod da Universidade de Chicago, tivemos a
oportunidade de avaliar individuos com toxoplasmose congénita e seus familiares
pertencentes ao National Collaborative Chicago-based Congenital Toxoplasmosis Study
(NCCCTS). Desde 1981, estes individuos e seus familiares tem participado de um estudo
longitudinal. As criancas com toxoplasmose congénita foram reavaliadas com 1, 3,5, 5, 7,5,
10, 15 e 20 anos apds o diagndstico feito ao nascimento. Para o diagndstico foram usados
testes soroldgicos seguidos de avaliagGes oftalmoldgicas (retinografia e tomografia
computadorizada ocular - OCT), e neuroldgicas (tomografia computadorizada cerebral). Das
179 criancas infectadas, 124 (83%) apresentavam calcificacdes cerebrais com ou sem
hidrocefalia e/ou lesdes oculares ao nascimento. Foi extraido com sucesso, material
genético de 149 criancgas e seus pais (trios) para a genotipagem dos tag-SNPs mas somente
124 trios, aqueles com confirmagao clinica da infecg¢dao, foram selecionados para o estudo
de associacdo alélica. Dos 124 trios classificados como afetados (lesdes ocular e/ou
cérebro), 113 trios foram classificados como doencga ocular (com ou sem doenca cerebral) e
103 trios classificados como doenca cerebral (com ou sem lesdo ocular). Em humanos, a
toxoplasmose congénita é uma das mais importantes manifestagdes da infec¢ao T. gondii.
Assim, nos avaliamos a associagdo desta manifestagdo com 7 diferentes tag-SNPs
encontrados no gene IRAK4. Os sete SNPs avaliados foram rs4251545, rs1057190,
rs4251580, rs4251513, rs1461567, rs4251520, rs17121283. Usando um r2 de 0.8 e um
percentual maior que >90% na analise de desequilibrio de ligagao génica apresentado pelo

diagrama de Hardy-Weinberg nds fizemos a analise de associagao.
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Figura 17. Andlise de polimorfismos de unico nucleotideo (SNPs) no gene IRAK4. O
diagrama acima mostra a posi¢do dos SNPs genotipados relativa a estrutura intron/éxon do
gene. Diagrama abaixo apresenta os graficos de desequilibrio de ligacdo (LD) gerados por
Haploview usando o os dados da genotipagem do gene IRAK4 na populacdo selecionada
para o estudo. Valores de LD (D' x 100) entre os SNPs indicam a intercessdo de dois
marcadores na matrix. Para SNPs associados com a susceptibilidade a toxoplasmose
congénita, valores de LD entre os loci foram calculados utilizando Haploview. Quando existe
alta confianca no valor de (LOD >2) tons de rosa e vermelho brilhantes foram usados. Se a
confianga foi baixa (LOD < 2), tons de azul (D' = 1) ou incolor (D'<1) foram utilizados. Os
SNPs avaliados no estudo estao marcados com um retangulo.

A figura 17 mostra a distribuicdo destes tag-SNPs ao longo do gene IRAK4 e também
o diagrama de Hardy-Weinberg onde podemos observar a correlagdao de heranca entre os
SNPs estudados. Entre os SNPs testados somente dois deles, rs1461567 e rs4251513,
apresentaram associac¢do significativa (p < 0.023 and p < 0.045, respectivamente) com a

toxoplasmose congénita.
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5. DISCUSSAO

O hospedeiro é protegido contra a invasao e instalagdo de patdgenos por
mecanismos da imunidade inata e adquirida. Enquanto a imunidade inata exibe uma
resposta imediata ao patégeno pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados a
patdgenos (PAMPs), a imunidade adaptativa se utiliza de linfécitos efetores e de memoaria
para reconhecer os agentes agressores e defender o hospedeiro através da producdo de
mediadores como citocinas e anticorpos. As primeiras evidéncias de que receptores da
imunidade inata, especificamente os TLR, estavam envolvidos no reconhecimento de
parasitos, foram documentadas em estudos com Toxoplasma gondii e Plasmodium berghei
(Adachi et al. 2001; Scanga et al. 2002).

Na imunidade inata, o reconhecimento dos PAMPs do T. gondii ocorre
principalmente pelos TLR (Gazzinelli e Denkers 2006). Apds o reconhecimento do antigeno
do patdgeno, as células do hospedeiro se tornam ativadas e produzem IL-12 e quimiocinas
gue atuam na ativacdo e recrutamento de células do sistema imune. Além da IL-12, o
reconhecimento do parasito leva a produgdo de altos niveis de outra citocina pré-
inflamatdria, o IFNy, por células do sistema imune inato (Pifer e Yarovinsky 2011). A
produgdo destas citocinas auxilia no desenvolvimento de uma resposta mediada por células
T antigeno-especifica extremamente eficiente (Denkers e Gazzinelli 1998). A ativacdo dos
TLR, conta com a participagdo de vdrias proteinas, culminando na produgao de citocinas
pro-inflamatérias (Suzuki et al. 2002) mediadoras da imunidade inata e essenciais para o
desenvolvimento da imunidade adquirida e resisténcia do hospedeiro a infecgao.

Dentre as moléculas recrutadas durante a sinalizacdo dos TLR, podemos citar as
moléculas adaptadoras MyD88 e o adaptador contendo dominio TIR (TIRAP), as cinases

IRAK1 e IRAK4, e ainda o fator de transcricdo nuclear NFkB (Akira 2006). Estudos
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demonstraram que camundongos deficientes em MYD88, molécula essencial para a
sinalizagdo de quase todos os TLR e ainda para os receptores de IL-1 e IL-18, s3o altamente
susceptiveis az toxoplasmose. A susceptibilidade destes animais, que apresentam maior
parasitismo tecidual e mortalidade acelerada, decorre da falha na produgado de IL-12 e IFNy
(Chen et al. 2002; Scanga et al. 2002; Debierre-Grockiego et al. 2007; Sukhumavasi et al.
2008; Melo et al. 2010). Outros estudos ainda revelam que MyD88 é peca importante da
imunidade inata em resposta a diferentes protozodrios que incluem Leishmania spp (Hawn
et al. 2002; De Trez et al. 2004) e Trypanosoma cruzi (Campos et al. 2004). Embora
helmintos apresentem ligantes para os receptores Toll 3 e 4 (Aksoy et al. 2005; Goodridge et
al. 2005) ainda ndo esta claro, na maioria das infeccdes helminticas, se estas intera¢des
refletem na resposta do hospedeiro contra a infeccdo ou em mecanismos envolvidos na
evasao do patdégeno ao sistema imune. Especificamente para o Schistossoma mansoni, foi
demonstrado que o tegumento do esquistossémulo ativa células dendriticas a produzirem
IL-12 e TNFo, além de aumentarem a produgdao das moléculas co-estimulatérias CD40 e
CD86. Este estudo demonstra que este mecanismo é dependente de MyD88 e TLR4 (Duraes
et al. 2009).

Assim, similar aos dados publicados utilizando animais MyD88'/', nosso estudo com
animais deficientes em IRAK4 apresentou um aumento significativo na quantidade de DNA
do parasito no bago e no figado, e no niumero de cistos parasitarios no cérebro destes
animais. A analise patoldgica do cérebro de animais deficientes apresentou necrose tecidual
associada a cistos parasitdrios rotos e integros que provavelmente levaram ao
desenvolvimento de sinais clinicos graves observados nestes mesmos camundongos
durante a andlise de morbidade e perda de peso. Apesar dos animais heterozigotos

infectados apresentarem um aumento no infiltrado inflamatério perivascular no tecido
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cerebral, nenhuma imunopatologia importante foi observada, contudo a presenga destas
células inibiram a migragao ou permanéncia do parasito no tecido cerebral destes animais.
Além disto, os animais IRAK4”" morrem precocemente, estando esta mortalidade associada
a falha na produgao de citocinas pré-inflamatdrias, IL-12, TNFa e IFNy. Este mesmo fenotipo
foi observado em outro modelo de infecgdo com patdgeno intracelular, a Brucella abortus
(Oliveira et al. 2011).

Estudos do nosso grupo mostram que as ancoras de glicosilfosfatidilinositol
presentes nas formas taquizoitas do parasito ativam os receptores Toll 2 e 4 (Debierre-
Grockiego et al. 2007). Contudo, a deficiéncia dos receptores Toll 2 e 4 ndo demonstraram
nenhum impacto importante na resisténcia de camundongos infectados com o parasito
(Debierre-Grockiego et al. 2007). Por outro lado, o TLR11, receptor de profilina do parasito,
presente somente em camundongos, mostrou-se envolvido na produg¢dao de IL-12 por
células dendriticas, e a falta dele estd associado ao aumento significativo da
susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo (Yarovinsky et al. 2005; Plattner et al. 2008).
Outro estudo, mostra que TLR9, por sua vez, estd envolvido na imunopatologia intestinal
grave de animais infectados oralmente com T. gondii, uma vez que animais deficientes para
este receptor ndo apresentam este fendtipo (Minns et al. 2006). Por outro lado, nosso
grupo demonstrou que animais 3d apresentam extrema susceptibilidade a infeccdo com o
parasito (Melo et al. 2010). Camundongos 3d carregam uma muta¢do no gene UNC93B1,
gue resulta em receptores do tipo Toll 3, 7, 9 e 11 ndo funcionais (Casrouge et al. 2006;
Tabeta et al. 2006). Com a deficiéncia da sinalizacdo via estes receptores, ocorre a
diminuicdo da producdo de IL-12, o que torna esses animais extremamente susceptiveis a

infecgao por T. gondii.
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Apds MyD88 ser recrutada pela ativacdo da maioria dos TLRs, cinases como IRAK4
sao ativadas, dando continuidade a cascata de transdugao de sinal destes receptores. Além
de participar da ativagao dos receptores do tipo Toll, IRAK4 também medeia a ativagdao dos
receptores de IL-1 e IL-18. Contudo, a susceptibilidade a infec¢gao por T. gondii nao se
mostrou alterada em animais deficientes para estes ultimos (Hitziger et al. 2005).

Camundongos deficientes para a cinase IRAK4 sao completamente resistentes ao
choque séptico induzido por LPS e apresentam uma falha significativa na produgdo de
citocinas inflamatdrias (Suzuki et al. 2006). Recentemente, IRAK4 foi também descrito como
essencial na producdo de IFN do tipo | através da ativacdo dos receptores TLR7, 8 e 9 em
resposta a ligantes virais, DNA e RNA (Honda et al. 2004). Estes resultados indicam que esta
cinase, IRAK4, é um elemento chave na transducao de sinal mediada pelos receptores Toll
apresentando um papel crucial na resposta imune inata.

Indmeros estudos tem definido como principal objetivo decifrar qual tipo celular
estaria envolvida na produgdo de IL-12, e muitos tem identificado que neutrdfilos,
mondcitos inflamatdrios, macréfagos e células dendriticas desempenham papel essencial na
producdo desta citocina (Bliss et al. 1999; Bliss et al. 2000; Scanga et al. 2002; Mordue e
Sibley 2003). No nosso modelo de estudo, avaliamos ndo sé a produgdo de IL-12 mas
também outras citocinas pré-inflamatérias no soro e no sobrenadante de cultura de
esplendcitos de animais deficientes em IRAK4 e controles, ambos infectados. Dentre as
citocinas avaliadas, observamos que a produgdo de IL-12, TNFa e IFNy estavam
significantemente diminuidas no soro e no sobrenadante de cultura de esplendcitos em
animais IRAK4'/', enquanto que as citocinas IL-6 e MCP-1 estavam diminuidas somente
guando a avaliacdo foi feita no sobrenadante de cultura. Adicionalmente, no intuito de

elucidar quais células e quais os fatores estariam envolvidos na falha na produgao das
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citocinas IL-12 e TNFa durante a infecgdo por T. gondii, nds avaliamos o compartimento
mieldide de camundongos deficientes e controles infectados com o parasito. Dentre as
células estudadas, as células dendriticas (CD11c+I\/IHCIIhi) apresentaram numero absoluto
reduzido em animais [IRAK4 deficientes infectados, além de apresentarem,
proporcionalmente, producdo significante menor das citocinas IL-12 e TNFa. do que animais
heterozigotos. Nos estudos com animais deficientes em MyD88, a falha na producdo de IL-
12 também foi associada as células dendriticas (Liu et al. 2006). A ativacdo de células
dendriticas através de TLR induz ndo somente a secrecdo de citocinas como também
aumenta a capacidade destas células em ativar células T antigeno-especificas, promovendo
aumento da expressdo de moléculas coestimulatérias, que sdo importantes para o
desenvolvimento da resposta imune Thl durante a infec¢do pelo protozoario (Gazzinelli e
Denkers 2006; Takeuchi e Akira 2010). Seguindo este raciocinio nés também avaliamos
marcadores de ativagao em DCs de animais heterozigotos e deficientes para IRAK4. Nossos
resultados demonstraram que a cinase IRAK4 esta envolvida também na expressao das
moléculas coestimulatérias CD86 e CD40, ja que camundongos deficientes para esta cinase
apresentam expressdao significantemente diminuida destas moléculas durante a infecgdo
pelo T. gondii. Em acordo com nossos dados, outros estudos também citam a importancia
de moléculas como CD40 e TNFa. como mecanismos de controle a infeccdo e resisténcia
durante a fase crbénica da toxoplasmose (Deckert-Schluter et al. 1998; Yap et al. 1998;
Reichmann et al. 2000; Schluter et al. 2003). Nossos resultados in vivo contrastam com os
resultados obtidos por Aosai e colaboradores (Aosai et al. 2006) que reportaram que a
maturagao de células dendriticas induzida pela proteina HSP70 do parasito mediada por
TLR4 seria independente de MyD88. O defeito de células dendriticas em animais IRAK4 é

de especial interesse para nosso estudo, uma vez que foi anteriormente descrito que a falha
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na produgdo de IL-12 por estas células resulta em diminui¢ao da producdao de IFNy pelas
células T, aumentando assim a susceptibilidade durante a infeccdo pelo parasito (Suzuki et
al. 1988; Gazzinelli et al. 1994; Scanga et al. 2002; Liu et al. 2006; Wilson et al. 2010;
Mashayekhi et al. 2011). Assim, no nosso modelo, confirmamos o papel essencial de 1L-12
quando realizamos o tratamento de animais deficientes para IRAK4 com [L-12
recombinante. Estes animais apresentaram o reestabelecimento da resisténcia a infecgao
com o T. gondii.

Além da deficiéncia na fungao das células dendriticas, observamos que a frequéncia
de mondcitos/macréfagos estd também diminuida no bago de animais deficientes em IRAK4
infectados pelo T. gondii, quando comparado com os controles heterozigotos. Observamos
também que todas as subpopulagdes de mondcitos/macréfagos, classificadas como
F4/80"CD11b"°Gr1"°, F4/80™CD11b™Gr1", F4/80°CD11b"Gr1"™ (Goncalves et al. 2011),
mostraram capacidade prejudicada quanto a producdo de IL-12 na auséncia de IRAK4. No
entanto, apenas o subtipo F4/80™CD11b™Gr1" de animais deficientes em IRAK4 mostrou-
se significantemente diferente em relacdo a producdao de TNFa quando comparado com o
mesmo subtipo de animais controles. Uma explicagdo para a falha na resposta de
mondcitos/macréfagos deficientes em IRAK4 seria a ativagdo ineficiente dos TLR quando
expostos a componentes do parasito T. gondii. Esta hipdtese foi parcialmente abordada por
Mun e colaboradores, 2005, que demonstram que mondcitos/macrofagos deficientes em
TLR4 falham em liberar radicais intermedidrios de oxigénio quando entram em contato com
a HSP70 do parasito (Mun et al. 2005). A contribuicdo na producdo de IL-12 por monécitos
inflamatdrios é de extrema importancia ja que estas células efetoras sdao essenciais para o
controle da replicagdo do parasito in vivo (Dunay et al. 2010). A diminui¢ao observada na

frequéncia de mondcitos/macréfagos em animais IRAK4 ™ infectados com T. gondii pode ser
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explicada com base na baixa produgdo de MCP-1 (CCL2) pelas células do bago destes
animais, ja que estudos demonstram que o recrutamento de mondcitos inflamatérios é
dependente da produgdo desta quimiocina, e que animais CCRZ"/', receptor ligante de MCP-
1, apresentam alta susceptibilidade a infec¢do por varios microorganismos, como por
exemplo o T. gondii e Mycobacterium tuberculosis (Robben et al. 2005; Benevides et al.
2008; Dunay et al. 2008; Antonelli et al. 2010; Dunay et al. 2010).

A importancia da resposta imune adaptativa para a resisténcia ao T. gondii durante a
infecgdo em humanos é demonstrada pelo aumento da susceptibilidade de pacientes com
deficiéncia primaria ou adquirida em células T. Camundongos deficientes em células B, T
CD4 e T CD8 sobrevivem ao estagio agudo da infec¢gdao, mas apresentam aumento na
susceptibilidade ao parasito na fase crénica (Denkers et al. 1997; Kang et al. 2000; Johnson e
Sayles 2002). Avaliando células linfoides, B e T, nossos resultados demonstraram que a
deficiéncia de IRAK4 prejudica o desenvolvimento da resposta adquirida contra a infecgao
pelo parasito, uma vez que ndo sé o niumero absoluto de células T CD8 e células B esta
diminuido em animais deficientes, mas também a produgao de IFNy por ambos os subtipos
de células T estd comprometida. Outros estudos, também em modelo experimental,
demonstram que a deficiéncia de IRAK4 esta associada com a fungao alterada de linfocitos T
e B (Picard et al. 2003; Isnardi et al. 2008), corroborando assim os dados apresentados no
nosso estudo. Em um trabalho anteriormente publicado, foi demonstrado que MyD88 esta
envolvido somente durante a fase aguda da infeccdo pelo T. gondii, e sua deficiéncia nao
altera o desenvolvimento da resposta adquirida contra o parasito (Sukhumavasi et al. 2008).
Uma hipdtese gerada pelos nossos resultados é que a diminui¢ao da populagdo de células T
antigeno-especificas poderia estar relacionada com a baixa expressdo de moléculas

coestimulatdrias e também com a produgdo deficiente de IL-12 por células mieldides de
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animais deficientes, influenciando também no comprometimento da ativacdo e
diferenciagao de linfécitos T CD4.

Em nosso estudo nés também observamos uma falha importante na expansdo de
linfécitos B. A drea dos foliculos e centros germinativos observada no bago de animais
deficientes foi dramaticamente diminuida quando comparadas com animais heterozigotos.
Além disso, associamos a diminuicao significativa no numero de células B ativadas que
expressaram CD86 e CD40 com a dificuldade da ativagdo de foliculos e centros germinativos
apresentada por animais deficientes. A ativagao via TLR estd diretamente envolvida na
ativagdo de células T (Hwang et al. 2009) e células dendriticas foliculares (Garin et al. 2010),
que sao células criticas na expansao e ativagao de centros germinativos. A falha na ativagdo
e expansao de linfdcitos B, poderia também ser explicado pela falha na resposta de células T
CD4 em animais deficientes em IRAKA4.

Outro dado importante que mostra a importancia de IRAK4 no controle de
patégenos é que falhas na expressdao da proteina IRAK4 em humanos levam a infecgdes
piogénicas recorrentes (Medvedev et al. 2003; Cardenes et al. 2006; Melo et al. 2010).
Mutagdes encontradas no gene IRAK4 estdao associadas a falhas no desenvolvimento de
mecanismos das respostas imune inata e adquirida contra microrganismos de grande
importancia clinica que possuem ligantes para TLR. (Picard et al. 2003; Davidson et al. 2006;
Isnardi et al. 2008). Estudos recentes associam genes na imunidade inata com achados
clinicos como por exemplo o desenvolvimento da coriorretinite congénita ou adquirida em
individuos com toxoplasmose. Assim, nds investigamos polimorfismos de base Unica (SNPs)
do gene IRAK4 que estariam associados a achados clinicos durante a infecgdao congénita em
humanos, uma vez que as patologias associadas a toxoplasmose congénita podem ser

graves de acordo com o trimestre da gestagdo (Wallon et al. 1999). Apds a avaliagdo
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oftalmoldgica e cerebral e diagndstico soroldgico de todos os individuos incluidos no nosso
estudo, podemos afirmar que as patologias encontradas estavam associadas a
toxoplasmose. Apds selecdo dos SNPs e a genotipagem dos mesmos, de fato, encontramos
evidéncias significativas da associagao de dois SNPs avaliados, distribuidos ao longo do gene
IRAK4, com alteragdes cerebrais e oculares associadas a toxoplasmose congénita. Assim
COmMO NOsSsO grupo, outros pesquisadores também encontraram associagdes da doenga
ocular congénita e adquirida com o TLR9 e NOD2, respectivamente (Peixoto-Rangel et al.
2009; Dutra et al. 2012). Estes grupos corroboram a hipdétese de que os receptores Toll e as
moléculas associadas na sua via de sinalizagdo, como a cinase IRAK4, tem um papel

fundamental em mediar a resisténcia a infec¢ao pelo T. gondii em humanos.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados apresentados neste trabalho podemos concluir que a molécula
IRAK4 é essencial para o hospedeiro na resisténcia a infeccdo por Toxoplasma gondii.
Nossos experimentos mostraram que a auséncia desta cinase acarreta sinais clinicos graves
e mortalidade acelerada. Essa mortalidade se mostra associada com a falha no controle do
parasitismo tecidual e este parametro intimamente relacionado a alteragbes no
desenvolvimento da resposta imune desenvolvida contra o parasito. Nossos resultados
revelam que a fungdo de IRAK4 ndo esta somente relacionada a fase precoce da resposta
imune, como anteriormente descrito para a deficiéncia de MyD88, mas também necessaria
para uma integragdo efetiva entre respostas imunes inata e adquirida.

Concluimos que no modelo experimental a molécula IRAK4 estd envolvida no
recrutamento e ativacdo de células de origem mieldide (células dendriticas e
mondcitos/macréfagos) no bago, além de estar relacionada com produgdo de IL-12 e TNFa,
citocinas pré-inflamatdrias essenciais durante a infeccdo pelo T. gondii. Observamos
também que alteragdes no compartimento linféide como: frequéncia celular, expressao de
marcadores de ativacdo, falha na proliferacdo e producdo de citocinas; impactam na
resisténcia do hospedeiro a toxoplasmose, uma vez que mecanismos de combate a
replicacdo do parasito estejam relacionados intimamente com estes mecanismos.

Ainda neste estudo, concluimos que a susceptibilidade de humanos a toxoplasmose
congénita, que desenvolvem doencga ocular e/ou cerebral, esta relacionada a polimorfismos

encontrados no gene IRAKA4.
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