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RESUMO

OLIVEIRA N. N. Caracterizacdo funcional de cepas de 7oxoplasma. gondii. 105 f.
Dissertacdo (Mestrado em Imunologia). Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009

Mais de 2 bilhdes de pessoas em todo o mundo encontram-se infectadas com Toxoplasma
gondii. Na regido endémica de Erechim, RS, cerca de 90% da populagdo ¢ soropositiva e
cerca de 18% destes individuos apresentam lesdes oculares com manifestagdes clinicas. A
estrutura genética das populagdes do 7. gondii tem sido bastante investigada, a despeito da
infec¢do ter se espalhado pelo mundo, do grande nimero de hospedeiros intermediarios e da
capacidade do parasita de se reproduzir sexualmente. Linhagens de 7. gondii com atipica ou
nova combinacdo de alelos tém sido isoladas de animais ndo domésticos ou em outros
continentes, como América do Sul e Africa, e de pacientes com apresentagdes clinicas
incomuns. Em modelos murinos, as linhagens com o genoétipo tipo I sdo altamente virulentas,
em contraste as cepas tipo II e tipo III que sdo menos virulentas. Este trabalho propde a
caracterizagdo fenotipica da resposta imune do hospedeiro frente a infeccdo por diferentes
cepas de 7. gondii, bem como o isolamento e a caracterizacdo genotipica das linhagens de 7.
gondii que infectam individuos de Erechim no Rio Grande do Sul. Para a caracterizacdo
fenotipica utilizamos duas cepas de 7. gondii ja bem estabelecidas, a cepa RH (tipo I) e a
ME49 (tipo II), e uma cepa isolada a partir de gatos domésticos do Brasil, chamada
TgCatBr71. Sendo assim, através da fenotipagem das células dendriticas de camundongos
C57Bl/6 infectados com as cepas citadas, foi possivel observar que essas cepas induzem
expressdo das moléculas de superficie CD40, CD80, CD86 ¢ MHC classe 1T em DCs CD11c",
porém sem significativa diferenca entre as cepas. Com relagdo as células CD4" e células
CDS8", observamos o aumento das células CD8" no decorrer da infecgdo pelas cepas RH e
MEA49, indicando a importancia deste tipo celular na resposta protetora contra 7. gondii.
Avaliamos também a produ¢do de citocinas IL-12, IFN-y e IL-10 em células esplénicas de
camundongos infectados pelas trés cepas no decorrer da infec¢do e detectamos que
camundongos infectados pela cepa tipo II (ME49) apresentam sintese maior dessas citocinas
do que camundongos infectados pela cepa tipo I (RH) e pela cepa TgCatBr71. Assim,
concluimos que esta cepa TgCatBr71 se assemelha bastante a cepa do tipo I (RH), tanto em
relagdo a evolucao da doenca no camundongos como nos padrdes da resposta imune do
hospedeiro. E que apesar dessas duas cepas diferirem da cepa tipo Il (ME49), resultando em
graus diferentes de patologia em camundongos C57Bl/6, todas a trés cepas parecem produzir
semelhante resposta imune protetora do hospedeiro.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Células dendriticas. Citocinas. Camundongos C57Bl/6.
Cepas de T. gondii. Células CD4" e CDS".



ABSTRACT

OLIVEIRA N. N. Functional characterization of Toxoplasma gondii strains. 114f. (Master
Thesis) — Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, Sao Paulo, Brazil, 2009.

More than 2 billion people are infected with Toxoplasma gondii around the world. In the
endemic region of Erechim, RS, Brazil, about 90% of the population is soropositive and about
18% of these individuals have ocular lesions with clinical manifestations. The genetic
structure of strains of 7. gondii has been investigated, despite the infection has spread
throughout the world, the large number of intermediate hosts and the ability to reproduce
sexually. Strains of 7. gondii with atypical or new combination of alleles have been isolated
from wild animals and other continents, such as South America and Africa, and also from
patients with unusual clinical presentations. In murine models, the type I genetic lineage are
highly virulent, in contrast to strains type II and type III1.Our work proposes the phenotypic
characterization of the host immune response against the infection by different strains of 7.
gondii, and the isolation and genetic strains characterization of 7. gondii that infect
individuals of Erechim in RS, Brazil. In the phenotypic characterization were used two strains
of T. gondii already well established, the strain RH (type I) and ME49 (type II), and a strain
isolated from domestic cats from Brazil, called TgCatBr71 (type Brl). Thus, by phenotyping
dendritic cells of C57BL/ 6 mice infected with the strains mentioned, we observed that these
strains upregulated the expression of surface molecules such as CD40, CD80, CD86 and
MHC class IT in DC CD11c¢" although with no significant difference between the strains. With
respect to the CD4+ and CD8+ cells, no differences were observed between the 7. gondii
strains. We also evaluated the production of cytokines IL-12, IFN-y and IL-10 from spleen
cells and found that mice infected by the strain type II (ME49) have increased synthesis of
these cytokines than mice infected by the strain type I (RH) and the strain type Brl
(TgCatBr71). Thus, we concluded that type Brl (TgCatBr71) strain is similar to type I (RH)
strain, both for the evolution of the disease and also concerning the immunological parameters
evaluated. Besides, despite these two strains differ from the strain type 11 (ME49), resulting in
different degrees of pathology in mice C57BL / 6, all three strains seem to produce similar
protective immune response of the host.

Key words: Toxoplasma gondii. Dendritic cells. Citocynes. C57Bl/6 mices. T. gondii strains.
CD4" and CDS8" cells.
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1 Introducdo

Toxoplasma gondii ¢ um protozodrio patogénico intracelular obrigatorio, descrito pela
primeira vez em 1908 na Tunisia por Nicole e Manceaux de formas oriundas do roedor
Ctenodatylus gondii (NICOLLE e MANCEAUX, 1908) e no Brasil por Splendore de formas
recolhidas de coelhos de laboratorios (SPLENDORE, 1908). Este protozoario, que pertence
ao filo Apicomplexa subclasse Coccidia, ¢ capaz de infectar e replicar dentro de qualquer
célula nucleada de mamiferos ou aves (WONG ¢ REMINGTON, 1993; DUBEY, 1998). O
ciclo de vida ¢ dividido entre infec¢des felinas (hospedeiro definitivo) e ndo-felinas
(hospedeiro intermedidrio), que estdo correlacionadas com replicagdo sexuada e assexuada,
respectivamente (BLACK e BOOTHROYD, 2000). Infecgdes causadas pelo 7. gondii estao
amplamente distribuidas em humanos e animais atingindo um ter¢o da popula¢do humana por
todo mundo (TENTER, HECKEROTH e WEISS, 2000) e importante também como uma das
mais comuns infec¢des oportunistas de pacientes com HIV (DUBEY, LINDSAY e SPEER,
1998).

1.1 O parasito

O ciclo de vida do T. gondii ¢ heteroxénico facultativo com trés formas de vida:
esporozoitos (presentes nos oocistos), bradizoitas (formando cistos teciduais) e taquizoitas
(intra e extracelulares), todas trés infectantes. Estas formas estdo ligadas em um complexo
ciclo de vida (DUBEY, LINDSAY e SPEER, 1998) envolvendo hospedeiros definitivos e
intermediarios. Os felideos sdo os hospedeiros definitivos do 7. gondii e o gato doméstico € o
mais importante. A fase sexuada ocorre apenas na mucosa intestinal do hospedeiro definitivo,
com a produc¢do de milhdes de oocistos que sdo liberados nas fezes e que em ambiente imido
esporulam. Depois da esporulagdo, os esporozoitos tornam-se infectantes e quando ingeridos
por mamiferos (incluindo o homem), transformam-se em taquizoitas (DUBEY, MILLER e

FRENKEL, 1970; FRENKEL, 1973); (para revisdo veja DENKERS, 1999).

A forma taquizoita tem formato de meia lua e tamanho aproximado de uma hemacia
(2um x 6 pum), apresentando a regido anterior afilada e a posterior recurvada. O nucleo
freqlientemente estd situado junto a parte posterior ou na regido central da célula (HILL,

CHIRUKANDOTH e DUBEY, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Chirukandoth%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Dubey%20JP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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O taquizoita corresponde ao estagio de multiplicagdo rapida do parasito em células do
hospedeiro intermediario e em células epiteliais intestinais do hospedeiro definitivo
(SHEFFIELD e MELTON, 1968; VIVIER e PETITPREZ, 1972; KOHLER et al., 1997). Esta
forma tem a capacidade de entrar em todas as células nucleadas por penetragdo ativa e formar
um vacuolo parasitoforo (DOBROWOLSKI e SIBLEY, 1996). Apoés repetidas replicagdes do
taquizoita, por multiplicacdo assexuada do tipo endodiogenia, as células hospedeiras sao
rompidas. Ocorre entdo a disseminagdo do taquizoita pelo corpo do hospedeiro via
hematogénica e a contaminacgdo, principalmente do sistema nervoso central e musculatura
esquelética e cardiaca. Esta forma do parasito causa uma forte resposta inflamatéria e

destruicao de tecidos e, portanto, pode levar a manifestagdes clinicas.

De acordo com a pressdo da resposta imune a forma taquizoita se transforma em
bradizoitas, formando cistos teciduais, que variam de 5 a 70pum de tamanho. As paredes dos
cistos teciduais sdo elasticas, finas (< 0,5 pm) e devem conter centenas ou milhares de
bradizoita (HILL, CHIRUKANDOTH e DUBEY, 2005). Estes tém formato mais
arredondado que o taquizoita diferindo na fisiologia ja que possuem multiplicagdo mais lenta
(por endodiogenia) e expressdo de moléculas especificas e funcionalmente diferentes
(MONTOYA e LIESENFELD, 2004). Eles possuem o nucleo situado na parte posterior,
enquanto nos taquizoitas o nucleo ¢ localizado centralmente e bradizoitas sdo menos

susceptiveis a destrui¢do por enzimas proteoliticas que os taquizoitas.

Cistos teciduais contendo centenas ou milhares de bradizoitos podem se desenvolver
em Orgaos viscerais, como pulmao, figado e rins, porém, sdo mais prevalentes em tecidos
neurais ¢ musculares, como olhos, cérebro, musculo esquelético e cardiaco, podendo
permanecer intactos durante a vida inteira do hospedeiro sem causar nenhum dano a saude
(DUBEY, 1988). A forma bradizoita pode ser liberada dos cistos, transformando-se em
taquizoita ¢ causando a ressurgéncia da infecgdo em pacientes imunocomprometidos

(MONTOYA e LIESENFELD, 2004).

Os gatos liberam oocistos depois de ingerirem alguma das trés fases infectantes do 7.
gondii (taquizoita, bradizoita ou esporozoita). O periodo pré-latente e a freqiiéncia de oocistos
liberados variam de acordo com estagio do 7. gondii, (DUBEY e FRENKEL, 1976; FREYRE
et al., 1989; DUBEY, 1996) sendo o periodo de 3 a 10 dias para cistos teciduais, maior que 18
dias para oocistos (DUBEY, 1996) e maior que 13 dias para taquizoita (DUBEY, 1998).

Depois da ingestao de cistos teciduais pelo hospedeiro definitivo, a parede cistica ¢ dissolvida
7
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no estdbmago ou intestino delgado por enzimas proteoliticas, ¢ ocorre a liberacdo da forma
bradizoita, que penetra nas células epiteliais do intestino e inicia-se a fase assexuada do ciclo
(merogonia), havendo o desenvolvimento de numerosas geragdes de 7. gondii, (DUBEY e
FRENKEL, 1972). Em seguida, ocorre o ciclo sexuado com formacao de gametas masculinos
moéveis (microgametas) e femininos iméveis (macrogametas). O macrogameta permanece
dentro da célula epitelial, enquanto os microgametas saem de sua célula e fecundam o
macrogameta formando o ovo ou zigoto. Este evolui dentro do epitélio, gerando o oocisto.
Esta célula epitelial rompe em alguns dias, liberando o oocisto ainda imaturo (forma ndo
infectiva). Esta forma alcanca o meio externo juntamente com as fezes. A maturagdo no meio
ambiente ocorre por um processo denominado esporogonia, ap6és um periodo de cerca de
quatro dias, que depende da temperatura e umidade. Oocistos esporulados contém dois
esporocistos elipsoides, sendo que cada esporocistos contém quatro esporozoitos com

tamanho de 2 x 6-8um (DUBEY, LINDSAY e SPEER, 1998).

Dentro do hospedeiro intermediario, o parasito 7. gondii se converte entre taquizoita e
bradizoita. Gross, Holpert e Goebel (2004) consideram o estagio replicativo do taquizoita
como sendo responsavel pela infeccdo aguda/ativa e expressdo de antigenos imunodominantes
que induzem a uma forte resposta imune celular e reciprocamente provocam o processo de
diferenciagdo ativa e imunologicamente fraca — o estagio cistico. A imunodominancia do
taquizoita ¢ também responsavel por inducao de forte resposta imune humoral conduzida pela
formacdo de anticorpos especificamente dirigidos contra antigenos taquizoiticos. Em
contraste, a forma bradizoita que estd associada a infec¢do inativa/cronica, parece nao ser um
forte indutor de anticorpos especificos. No entanto, desde que a resposta humoral de
anticorpos ¢ também dirigida contra antigenos que estdo em ambos o0s estagios, o
sorodiagndstico ndo pode discriminar adequadamente entre infec¢do ativa e inativa/cronica

(GROSS et al., 1996).

A entrada do 7. gondii na célula do hospedeiro € um processo ativo que aparentemente
envolve filamentos de actina e miosina do parasito e certas proteinas transmembranas que se
ligam a estes filamentos (KING, 1988). O processo de invasdo do parasito ¢ semelhante a
fagocitose no que diz respeito a residéncia do parasito dentro de um vacuolo citoplasmatico
logo apds invaginacdo da membrana citoplasmatica. No entanto, apresenta aspectos bem

distintos, sendo a invasdo um processo polarizado, ocasionado pela regido apical do parasito

(HIRAIL HIRATO e YANAGAWA, 1966; AJIOKA et al., 1998). Este ¢ um processo rapido e
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ha a constricdo do corpo do parasito quando este passa através da membrana da célula do
hospedeiro. Ja a fagocitose ¢ um processo mais lento, e estd associado a um rearranjo do
citoesqueleto da célula (JONES, YEH e HIRSCH, 1972; AIKAWA et al., 1977; NICHOLS e
O’ CONNOR, 1981).

1.2 Caracteristicas genéticas do parasito

A estrutura genética das populagdes do 7. gondii tem sido bastante investigada a
despeito da infeccdo ter se espalhado pelo mundo, do grande numero de hospedeiros
intermediarios e da capacidade do parasito se reproduzir sexuadamente. Analises filogenéticas
e estatisticas revelaram resultados inesperados, sugerindo uma estrutura populacional
inusitada para o 7. gondii (HOWE e SIBLEY, 1995). Vérios estudos mostram que na Europa
e na América do Norte a maioria das linhagens de 7. gondii compreende trés distintas
linhagens clonais (também denominados tipos ou familias), (HOWE e SIBLEY, 1995;
GRIGG et al.,, 2001), que diferem geneticamente em 1% ou menos (SU et al., 2003). As
linhagens de 7. gondii designadas tipo I, tipo II e tipo III, diferem quanto a viruléncia e

padrdo de ocorréncia epidemiolédgica (SIBLEY e BOOTHROYD, 1992).

Para a caracterizacdo genotipica do 7. gondii, estudos iniciais subdividiam o parasito
isolado baseando-se em antigenos (WARE e KASPER, 1987; BOHNE, GROSS e
HASEMANN, 1993) e andlises isoenzimaticas (DARDE, BOUTEILLE e PASTRE-
ALEXANDRE, 1993; ASAI et al., 1995). Caracterizagdo das linhagens de 7. gondii tem sido
baseada na analise por restriction fragment length polimorphism (RFLP)-PCR. (SIBLEY e
BOOTHROYD, 1992) e o gene SAG2 que codifica o antigeno de superficie p22 do taquizoita
¢ o loci mais comumente investigado, mas também alguns outros trabalhos incluem a anélise

de SAGI, SAG3, SAG4, ROP1 ¢ Bl (HOWE ¢ SIBLEY, 1995; GRIGG et al., 2001).

No entanto recentes estudos em isolados de humanos e animais de regides geograficas
distantes revelaram alta variabilidade genética do que o mostrado anteriormente
(AJZENBERG et al., 2004; LEHMANN et al., 2004) Esses estudos mostraram que isolados
de T. gondii do Brasil sdo geneticamente diferentes dos parasitas da America do Norte e
Europa (LEHMANN et al., 2004, 2006; FERREIRA et al., 2006; KHAN et al., 2006; SU et
al., 2006; DUBEY et al., 2007 a,b), sendo mostrado que em contraste com a estrutura
populacional da América do Norte e Europa, no qual predominam trés linhagens clonais, na
América do Sul, principalmente Brasil, existe uma estrutura populacional epidémica com
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algumas expansoes das linhagens clonais (PENA et al., 2008). A rede filogenética de isolados
de T. gondii do Brasil ¢ altamente reticulada, sugerindo alta taxa de recombinag¢do na

populagdo do parasita (PENA et al., 2008).

Muitas cepas de 7. gondii tém sido isoladas em diversos locais do Brasil a partir de
gatos, cachorros e frangos. Através da genotipagem multilocus por PCR-RFLP, essas cepas
tem sido genotipadas, revelando alta diversidade dessa populagcdo de 7. gondii no Brasil.
Essas linhagens foram divididas em quatro grupo denominados tipo Brl, tipo Brll, tipo Brlll e
tipo BrIV. Em camundongos as cepas tipo Brl foram altamente virulentas tendo 100% de
mortalidade, as cepas tipo Brll apresentaram viruléncias intermediaria, as cepas tipo Brlll
foram consideradas ndo virulentas, e as cepas tipo BrIV por terem apresentado mortalidade

variada em camundongos, sugeriram um fenotipo de viruléncia intermediaria (PENA ef al,

2008)

A viruléncia do T. gondii é normalmente definida tendo como base a dose letal 5
(LDsp) em modelos murinos, no entanto pouco se sabe da viruléncia de 7. gondii em outras
espécies. A linhagem tipo I ¢ altamente virulenta em camundongo com dose letal de apenas
um Unico parasito viavel. Em contraste as cepas tipo II e tipo III tém a LDsy em mais que 10?

parasitos e o resultado da infec¢do € dependente do genotipo do hospedeiro.

A viruléncia da linhagem tipo I ¢ em parte resultado do aumento da migracao e altas
taxas de crescimento, que permite rapida disseminagdo (BARRAGAN e SIBLEY, 2002),
alcancando alta carga parasitaria, o que finalmente libera a cascata de mediadores pro-
inflamatorios que induzem a patologia (GRAVRILESCU e DENKERS, 2001). Ainda ndo ¢
sabido se estas diferencas observadas em camundongos estdo relacionadas com as diferentes

incidéncias ou manifestacdes clinicas em outras espécies, incluindo humanos.

Essas diferencas na capacidade de migracdo devem contribuir para as alteragdes cepa -
especificas do parasito na disseminagdo e acesso aos locais de imunoprivilégio, tais como
sistema nervoso central. Barragan e Sibley (2002) demonstraram que uma subpopulagao do
tipo I do parasito apresenta aumentada migracao in vitro, comparada com as cepas do tipo Il e
tipo III. A taxa de crescimento ¢ também um trago da viruléncia (DIFFLEY et al., 1987;
TURNER et al.,, 1996; TAYLOR et al.,, 2002). A carga parasitaria de 7. gondii ¢ o maior
contribuinte para a patogénese causada por este parasito em camundongos (MORDUE et al.,

2001; GAVRILESCU e DENKERS, 2001), relacionados a super estimulagdo do sistema
10
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imune (MORDUE et al,, 2001; GAVRILESCU e DENKERS, 2001; NGUYEN et al., 2003),
conduzindo a altos niveis de citocinas Thl, aumentada apoptose e danos organicos. Embora
um taquizoita da cepa tipo I seja suficiente para geragdo de alta carga parasitéria e altos niveis
de citocinas Thl, alta carga parasitaria da cepa tipo II, gerado por aumento da inoculagio

conduzem a igual nivel de citocinas e patologia (SAEJI et al., 2005).

Em humanos sdo poucos os estudos que investigam a correlagdo entre o genotipo do
parasito e as manifestagdes da doenga causada por infecg¢do por 7. gondii (BOOTHROYD et
al., 2002). A cepa do tipo II estd associada a maioria (81%) dos pacientes com toxoplasmose,
enquanto os tipos I e III foram encontrados, respectivamente, em apenas 10% e 9% dos
isolados de seres humanos (HOWE et al., 1997). A tendéncia ¢ associar a doenga em seres
humanos com parasitos do tipo II, j4 que parasitos deste tipo constituem pelo menos dois
tercos dos isolados em humanos (HOWE e SIBLEY, 1995). Grigg et. al. (2001) mostraram
que a cepa tipo I e algumas linhagens incomuns foram achadas em individuos
imunocompetentes que sofrem de grave ou atipica toxoplasmose ocular nos EUA (GRIGG et
al., 2001). No caso do Brasil, a caracterizacdo feita por Vallochi et al., (2005) de parasitos
presentes nas retinas de alguns individuos de Sao Paulo (SP) e de Erechim (RS) detectou
predominantemente parasitas do tipo I. Outro estudo, recentemente publicado em colaboragio
com 0 nosso grupo, sugere que na populacao brasileira ha uma diversidade clonal nas cepas
isoladas de pacientes, inclusive de Erechim, em relacdo as cepas isoladas em outros estudos
realizados na América do Norte e Europa (KHAN et al, 2006). A linhagem tipo I tem
também sido desproporcionalmente associada com toxoplasmose congénita grave na Europa

(HOWE et al., 1997; FUENTES et al., 2001).

1.3 Transmissdao

A infecgdo por Toxoplasma é geralmente adquirida por ingestdo de alimento ou adgua
contaminada por oocistos liberados por gatos, ou por alimento mal-cozido ou cru contendo
cistos teciduais ou ainda, pela ingestdo de taquizoitas encontrados no leite ndo pasteurizado,
ovos, na saliva através de lambedura ou perdigotos, no esperma, transfusdes sanguineas,
transplante de 6rgaos e congenitamente (BONAMETTI et al., 1997; GARCIA et al., 2003;
MONTOYA e LIESENFELD, 2004).

A carne utilizada para consumo humano pode conter cistos e servir como fonte de
infeccdo pelo 7. gondii. Diferentes inquéritos revelam que mais de 25% dos carneiros e dos
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suinos apresentam-se infectados, sendo a carne de porco considerada a origem da transmissao
mais comum nos Estados Unidos e sul do Brasil (HOLLAND, 2003) Na carne bovina o
isolamento de cistos ¢ mais raro, embora alguns autores tenham encontrado de 2 a 10% de
soropositividade nestes animais (BONAMETTI, et al., 1997). Agua contaminada tem sido
considerada a origem de epidemias graves por 7. gondii. No estado do Parana uma epidemia
por T. gondii foi atribuida a reservatorios de agua potavel contaminadas com oocistos de gatos

infectados (HOLLAND, 2003).

No Brasil, a alta taxa de gatos soropositivos prognostica forte contaminag¢do do meio
ambiente por oocistos de T. gondii, que irdo levar a contamina¢do de alimentos e agua
fornecidos aos humanos. De fato, a 4gua tem sido identificada como a maior origem de
transmissdo de T. gondii para humanos no Brasil (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; DE
MOURA et al., 2006). A alta contaminacdo do meio ambiente conduzird inevitavelmente a
alta taxa de infeccdo por T. gondii em hospedeiros intermedidrios e a conseqiiéncia ¢ o
aumento de oportunidade de recombinagdo genética em gatos. Esta rara epidemiologia de
transmissdo de T. gondii conduziria e manteria a estrutura epidémica da populagdo do parasita

no Brasil (PENA et al., 2008).
1.4 Patologia

A infeccdo primaria ¢ geralmente assintomatica, mas alguns pacientes podem
apresentar linfadenopatia cervical ou ocular (GARCIA et al., 2003). Infec¢des ocorridas
durante a gravidez podem levar a morte do feto ou a toxoplasmose congénita, pela
transmissao vertical do taquizoita pela placenta, ocasionando hidrocefalia ou retinocoroidite
(TENTER, HECKEROTH e WEISS, 2000; GROSS, HOLPERT e GOEBEL, 2004). O
parasito pode causar diferentes graus de gravidade, dependendo da viruléncia da cepa, da
capacidade de resposta imune da mae e do periodo gestacional (SPALDING et al., 2003). A
gravidade da doenca ¢ maior quando a mae se infecta no inicio da gravidez, do que depois da
trigésima semana, quando a forma da doenga pode ser mais branda (MOZZATTO e
SOEIBELMANN PROCIANO, 2003). A infeccdo fetal pode ser atenuada ou prevenida
quando ha tratamento materno ap6s o diagndstico precoce (SPALDING et al., 2003).

A toxoplasmose pode passar despercebida no momento do nascimento, porém podera
se manifestar meses ou até anos depois. Nesses casos, as manifestacdes mais freqlientes sdo
retinocoroidite e alteragdes neurologicas. Nos casos mais graves de infec¢do congénita, o
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recém-nascido pode apresentar modificagao do volume craniano, calcificagdes intracerebrais
e/ou convulsdes. No soro do recém nascido, presenga de titulos elevados de anticorpos IgG,
que aumentam ou permanecem positivos em periodo de até 18 meses, ¢ indicativo de
toxoplasmose congénita, ja que os que decrescem e tendem a se tornar negativos representam

os anticorpos maternos de transferéncia passiva (SPALDING ef al., 2003).

Em pacientes imunossupremidos com infecg¢do cronica, o parasito pode causar
toxoplasmose cerebral, resultado da reativagdo do cisto tecidual e reversio da forma

bradizoita em taquizoita (GROSS, HOLPERT e GOEBEL, 2004).

Outra forma de transmissdo ¢ por transplante de 6rgao de um doador soropositivo para
um soronegativo, no qual ha a reativacdo da infeccdo latente, ocasionando doengas no
cora¢do, pulmdo, rim, figado e pancreas (BROOKS e REMINGTON, 1986; ISRAELSKI e
REMINGTON, 1993). A grande maioria das infec¢des adquiridas por individuos saudaveis ¢
benigna e também assintomadtica ou com vagos sintomas. Linfadenopatia ¢ a manifestacao

mais comum (LAPPALAINEN e HEDMAN, 2004).

A retinocoroidite toxopldsmica ¢ considerada a uveite posterior infecciosa mais
comum (HOLLAND, 2003), inclusive na populagdo humana brasileira (GARCIA et al,
2003). As lesoes oculares causadas pelo T. gondii sdo originadas tanto da infeccdo congénita
quanto da infec¢do adquirida apds o nascimento (SILVEIRA, et al., 1988, GLASNER et al.,
1992). Na regido Sul do Brasil sdo muitos os casos de infec¢do pos-natal (SILVEIRA et al.,
1988, 2001; HOLLAND, 2000) e, nos EUA, um estudo dos riscos da infec¢do concluiu que
pelo menos dois tercos dos casos de toxoplasmose ocular sdo causados pela infecgdo

adquirida (GILBERT e STANFORD, 2000).

A doenga ocular, denominada retinocoroidite toxopldsmica ¢é caracterizada por uma
lesdo cicatricial de coloragdo castanha e atrofiada. E importante ressaltar que a lesdo classica
causada pelo parasito inicia-se na retina neural e, somente com o desenvolvimento da resposta
inflamatoéria, ela passa a envolver as demais camadas da retina, assim como a cordide
(ROBERTS e MCLEOD, 1999). Todos os pacientes evoluem com perda de campo visual
correspondente a interrupg¢ao de fibras nervosas da retina. O posicionamento da lesdo também

contribui para a perda de visao, o dano ¢ maior se disco otico e macula foram atingidos.
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A recidiva da lesdo ocular ocorre tanto em casos de infeccdo adquirida quanto de
infeccdo congénita. Em alguns pacientes, novas lesdes primarias, que ndo derivaram de uma
cicatriz, podem se desenvolver longe da cicatriz pré-existente em areas da retina que tinham
aparéncia clinica normal. Estas lesdes recidivas parecem ser causadas pela liberacdo do
parasito de tecidos cisticos presentes na retina, dissemina¢do do parasito presente em outros

tecidos e/ou reinfeccao do paciente (HOLLAND, 2003).
1.5 Resposta Imune ao Parasito

A infeccdo por 7. gondii induz potente e persistente resposta imune protetora
(ALEXANDER e HUNTER, 1998; DENKER ¢ GAZZINELLI, 1998; YAP e SHER, 1999).
Entretanto, a resposta imune ndo ¢ suficiente para elimina¢do do parasito, havendo um
balango no qual hospedeiro e parasito mantém um equilibrio que pode permanecer estavel por
toda vida do hospedeiro (LUFT e REMINGTON, 1992). O T. gondii causa efeitos de indugao
e supressdo no sistema imune (DENKERS et al., 2003B; SHAPIRA et al., 2004). Esta dupla
propriedade provavelmente conta para o notavel sucesso do parasito nas populagdes humanas

€ animais.

A forte resposta imune mediada por células associada a infecgdes por 7. gondii sdo
determinadas por eventos que ocorrem durante encontros iniciais entre parasito € o sistema
imune inato do hospedeiro. Essas interagdes celulares conduzem a ativacao de células T e a
diferenciagdo T helper 1 (Thl) dependente de Interleucina (IL)-12. Leucocitos
polimorfonucleares e células dendriticas (DC) recentemente surgiram como pecas-chaves na
fase de induc¢ao da imunidade. Ambos os tipos celulares respondem diretamente ao 7. gondii,

secretando citocinas e quimiocinas (DENKER et al. 2004).

As DCs sdo consideradas células apresentadoras de antigeno (APCs) responsaveis pela
resposta imune primaria (STEINMAN, 1991). Depois de encontrar antigenos ¢ em resposta a
mediadores inflamatorios, DCs sofrem um processo de maturagao caracterizado pelo aumento
da expressio de MHC (complexo principal de histocompatibilidade) e moléculas co-
estimulatorias (LARSEN et al., 1990; STERILEN et al., 1990; SALLUSTO et al, 1995;
CELLA, SALLUSTO e LANZAVECCHIA, 1997). Estas mudangas sdo acompanhadas por
migracao de células T dependentes para area do 6rgao linféide secundarios onde a DC madura
estimula células T naive (LARSEN et al, 1990; AUSTYN, 1992; INABA et al., 1990).
Alguns trabalhos sugerem que a interagcdo entre a expressdo de CD28 por células T e
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expressao de CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) em APCs especializadas promove um importante
sinal co-estimulatorio. (FREEMAN et al., 1993; LINSLEY e LEDBETTER, 1993). Ambas as
moléculas de superficie CD80 e CD86 podem promover co-estimulagdo para proliferacdo de
células T e producdo de IL-12 (FREEMAN et al., 1993; LEVINE et al, 1995). No entanto,
estas moléculas diferem em sua expressio em APCs. Enquanto DCs expressam ambos 0s
ligantes co-estimulatdrios, mondcitos/macrofagos expressam constitutivamente apenas a
molécula CD86 (AZUMA et al, 1993). Células B em descanso tém baixos niveis de
expressao de CD86 e insignificante expressao de CD80. (AZUMA et al., 1993)

DCs imaturas do tipo CD8a estdo concentrados na porta de entrada do corpo, tal como
pele e superficie das mucosas, enquanto DC CD8a' residem predominantemente em 6rgios
linfoides secundarios (ANJUERE et al, 1999; ARDAVIN, 2003). As DCs expressam
receptores de reconhecimento padrdo, tais como aqueles da familia TLR (do inglés: toll like
receptor), que permitem o reconhecimento de produtos patogé€nicos ou microbianos contendo
motivos moleculares externos (WATTS e AMIGORENA, 2000, MEDZHITOV e
JANEWAY, 2000). A maturacdo estd associada com o cessamento da endocitose, producao
de citocinas inflamatorias (incluindo IL-12 e TNF-a), migragdo para linfonodos, aumento na
expressdao de moléculas de superficie (MHC classe 11, CD40, CD80 e CD86) ¢ capacidade de
DC madura em ativar células Thl CD4" (BANCHEREAU et al., 2000; GUERMONPREZ et
al., 2002; MELLMAN e STEINMAN, 2001). A produg¢do de IL-12 ¢ particularmente
importante na toxoplasmose, pois esta citocina estimula células NK (células “Natural Killer”)
a produzir interferon (IFN)-y e promovem desenvolvimento de células Thl produtoras de

IFN-y. (GAZZINELLI et al., 1994; HUNTER et al., 1995; MACATONIA et al., 1995).

Alguns estudos sugerem que a producdo de IL-12 por DC requer um sinal inicial
microbiano, bem como a interagdo CD40-CD40 ligante (CD40L) e de fato a exigéncia desses
dois sinais ¢ uma prote¢do contra liberagdo inapropriada de IL-12. (SEGUIN e KASPER,
1999; SUBAUSTE ¢ WESSENDRAP, 2000). Isto explica a aumentada susceptibilidade de
pacientes com Hiper-IgM, que possuem defeito na expressdao de CD40L, a infecgdes por T.

gondii e outras infec¢des oportunistas (SUBAUSTE et al., 1999).

Enquanto alguns estudos defendem que s3o necessarios os dois sinais para a producgao
de IL-12 pelas DCs, outros trabalhos apresentam que antigenos de 7. gondii induzem sintese
de IL-12 por estas células na auséncia da interacdo CD40-CD40L (REIS e SOUSA et al,

1997). No entanto, embora a ligagdo CD40 sozinha ndo induza a producao de IL-12, quando
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estimulados com antigeno de Toxoplasma (conhecido como STAg) os niveis de citocinas
liberados sdo bastante elevados (SCHULZ et al, 2000). Em estudos com camundongos
CDA40L knock-out, os niveis de IL-12 sistémicos estdo baixos durante a infec¢do por T.
gondii, no entanto, esta produgdo ¢ suficiente para prover a sintese de IFN-y necessario para

sobrevivéncia desses camundongos a infeccao aguda (REICHMANN et al., 2000).

A habilidade de DC em polarizar linfécitos T recentemente ativados para resposta Thl
ou Th2 ja esta bem estabelecido. Embora haja evidéncia que distintas populagdes de DC sao
especializadas na inducdo da resposta tipo 1 e tipo 2 (DC plasmocitdides e mieldides,
respectivamente), ¢ também conhecido que subpopulagdes de DC podem ativar resposta Thl
ou Th2 dependendo do antigeno microbiano e das citocinas presentes durante ativacao das

DCs (SHORTMAN e LIU, 2002; BOONSTRA et al., 2003).

DCs CD11c¢" purificadas do bago e linfonodos mesentéricos estimuladas com antigeno
do parasito diferem na resposta induzida quando administrados em camundongos. Embora
ambas induzam imunidade protetora, DCs do linfonodo mesentérico trafegam para o intestino
de camundongos infectados onde geram resposta Th2 na mucosa. (BOURGUIN et al., 1998;
DIMIER-POISSON et al., 2003). Alguns dados sugerem que o lisado de 7. gondii contém
antigenos capazes de induzir resposta Thl e Th2 ou, alternativamente, que as mesmas
moléculas microbianas induzem diferentes respostas na produgdo de citocinas dependendo da

origem das DCs.

A resposta imune celular contra o 7. gondii tem sido bastante estudada em
camundongos ¢ envolve o sistema imune inato (macréfagos, células NK e células
polimorfonucleares — neutrofilos e eosinéfilos) e o adaptativo (linfocitos T). Os linfécitos T
sdo os principais mediadores da resisténcia adquirida contra o 7. gondii, confirmado por
experimentos em camundongos atimicos que sdo extremamente suscetiveis as linhagens
virulentas e avirulentas do parasito (LINDBERG e FRENKEL, 1977; SCHLUTER et al,
1991). A resisténcia a infeccio em camundongos é dependente tanto dos linfocitos T CD4"
quanto dos T CD8", mas em alguns modelos murinos, linfécitos T CD8" produtores de IFN-y
sdo os principais efetores da imunidade in vivo (DENKERS et al., 1993), enquanto que as
células T CD4" parecem possuir um efeito sinérgico na indugdo da imunidade através do
aumento da sintese de IFN-y pelos linfocitos T CD8" (SAYLES e JOHNSON, 1996). Além
disso, a deplecdio in vivo dos linfocitos T CD8" converte camundongos resistentes em

suscetiveis a infeccdo (GAZZINELLI et al., 1993). Estes resultados sdo consistentes com a
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importancia dos linfocitos T CDS" citotoxicos restritos ao MHC na regulagio da formagio

dos cistos.

O estudo da infec¢do com certos organismos tem mostrado correlagdo entre os tipos de
citocinas produzidas por célula T (HEINZEL et al., 1989), havendo importancia no papel que
o IFN-y tem na indug¢do da imunidade protetora contra microorganismos intracelulares
(KAUFMANN, 1993), como o 7. gondii (SUBAUSTE e REMINGTON, 1993;
GAZZINELLI, DENKERS e SHER, 1993). SUBAUSTE e WESSENDRAP (2000)
demonstraram que a sinalizagdo CD28-CD80/CD86 regula a producdo de IFN-y, e que a
interagdo CD40L-CD40 regula a secrecao de IL-12 e IFN-y durante o contato entre células T
e monocitos infectados com 7. gondii (SUBAUSTE, DE WALL MALEFYT e FUH, 1998;
SUBAUSTE et al., 1999).

O IFN-y tem papel importante tanto na imunidade adquirida em infecgdes agudas
como no controle do crescimento do parasito em animais cronicamente infectados
(GAZZINELLI et al., 1991, 1996; SUZUKI, CONLEY ¢ REMINGTON, et al., 1989). Mais
recentemente, camundongos knock-out para certos genes, tais como IFN-y, IL-12 e fator de
necrose tumoral (TNF)-a, tém ajudado a estabelecer a importancia desses no controle da
toxoplasmose experimental. Auséncia de algumas dessas citocinas pro inflamatorias resultam
em mortalidade aumentada durante infec¢do resultando em crescimento descontrolado de
taquizoitas (GAZZINELLI et al., 1994; SHER et al., 1993). A despeito do papel protetor
dessas citocinas do tipo I durante infeccdo por 7. gondii, ¢ bem conhecido que a
superproducdo desses mesmos fatores podem também levar a patologias no hospedeiro

(ARAUIJO et al., 2001)

Embora citocinas Thl sejam essenciais para o controle do parasito, esta resposta deve
ser finamente regulada para prevenir imunopatologias letais. Em camundongos IL-10 knock-
out, danos ao figado e morte ocorrem quando o camundongo ¢ desafiado com cepa niao letal
do tipo II, como conseqiiéncia de superproducgado de IL-12, IFN-y e TNF-a. (GAZZINELLI et
al., 1996). O efeito antiinflamatorio do IL-10 ¢ primariamente atribuido a sua habilidade de
inibir funcdes de células acessorias requeridas para a resposta de células T. Portanto, IL-10
pode inibir produgdo de citocinas por células acessorias tais como TNF-a, IL-1 e IL-12, que
sdo requeridas para 6tima produgdo de IFN-y (D’ANDREA et al., 1991; FIRENTINO et al.,
1989; HASKO et al., 1998; MOORE et al., 2001; TRIP et al., 1993).
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Mordue et al. (2001), mostraram que os altos niveis de citocinas Thl durante
toxoplasmose letal em camundongo selvagem ndo sdo devido a auséncia de IL-10, uma vez

que esta citocina estd em altos niveis no soro durante infecgdo letal.

Gavrilescu e Denkers (2001; 2003) sugeriram que infec¢des com cepas altamente
virulentas de 7. gondii resultam em super producdo de IFN-y e altos niveis de apoptose, em
contraste com cepas de baixa viruléncia. Sendo assim, camundongos infectados com
taquizoitas da cepa tipo I (RH) apresentam niveis aumentados de morte celular por apoptose
no baco imediatamente antes da morte. No entanto, este fato ndo parece ser diretamente
atribuido a destruicdo de tecidos induzida pelo parasito, mas é causada por altos niveis de
mediadores pro inflamatorios induzidos pela cepa RH. Portanto, a patologia durante a
toxoplasmose, deve-se, em parte ao resultado de uma morte celular por apoptose

descontrolada induzida por cepa virulenta.

Pacientes com diagndstico de toxoplasmose ocular adquirida t€m alta estimulacao das
células T em resposta a antigenos do parasita, secretando niveis de IL-1, IL-10 e TNF-a mais
alto que individuos assintomaticos. Por outro lado, individuos assintoméaticos secretam niveis
mais altos de IL-12 do que pacientes com toxoplasmose adquirida (YAMAMOTO et al.,
2000). As citocinas derivadas de linfocitos (IL-2 e IFN-y) estdo diminuidas em individuos que
apresentam doenca congénita, o que sugere que a resisténcia ao desenvolvimento de lesdes
oculares esta associada a habilidade de produzir IL-12 e IFN-y contra o parasito
(YAMAMOTO et al., 2000). Esta diminuicdo da resposta ao parasito por células T de
pacientes com doenca congénita ndo ocorreu por delegdo das células T através da exposigdo
ao antigeno do parasita durante o periodo pré-natal (YAMAMOTO et al., 2000; VALLOCHI
et al., 2002).

A reposta imune envolve vérias vias para iniciar e eliminar a constante ameaca
causada por patogenos, prevenindo contra danos teciduais e doenca sistémica, sendo a
polarizagdo da resposta vista em varios niveis (SHER e COFFMAN1992; STEINMAN 2003).
Isotipos de imunoglobulinas representam tal exemplo de polarizagao da fun¢do imune em
reposta a desafios especificos e estdo ligados a polarizacdo Thl e Th2. Respostas do tipo Thl
sdo otimizadas para facilitar a eliminacdo de patdgenos intracelulares e liberacao de citocinas
como IFN-y resultante da ativacdo de macréfagos, aumentando a producdo de subclasses
especificas de anticorpos, como IgG2a e IgG3. Por outro lado citocinas Th2, como IL-4 e IL-

5, geralmente produzem respostas a desafios microbianos extracelulares e conduzem a
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aumento da ativacao de células B produzindo IgG1 e IgE e secretando IgA (MOSMANN e
COFFMAN, 1989; FINKELMAN et al., 1990).

O T. gondii estimula uma forte e persistente resposta humoral em todos hospedeiros,
anticorpos contra proteinas do parasito permanecem com titulos elevados por toda a vida do
hospedeiro e estdo presentes em pacientes com essencialmente todas as manifestagdes clinicas
de infec¢do, variando de adquirida para congénita e, ainda, nos casos de infecgdo
assintomatica (FRENKEL et al., 1991; ASAI ef al., 1992). Dados na literatura mostram que a
resposta imune humoral contra o 7. gondii ¢ cepa-especifica. Por exemplo, 5 de 5 anticorpos
monoclonais de camundongos (MAbs) para SAG2A isolados depois de uma infec¢do natural
eram alelo-especificos (i.e., os anticorpos reconhecem o alelo expressado por tipo I e III, mas
ndo o tipo II, embora todos os 3 tipos expressem niveis aproximadamente iguais da proteina
de SAG2A) (PARMLEY et al., 1994). Conseqiientemente, epitopos polimoérficos parecem ser

altamente imunogénicos e possivelmente imunodominantes (KONG et al., 2003).

Embora seja controversa a participagao dos anticorpos na resisténcia a infecgao pelo 7.
gondii, modelos experimentais em camundongos, ratos e cobaias tém produzido diferentes
resultados a respeito do potencial protetor dos anticorpos anti-7. gondii que pode ser devido a
diferente heranca genética dos hospedeiros e/ou as diferentes cepas do parasito. Enquanto
alguns pesquisadores mostraram a ndo protecao contra a infeccdo com cepas virulentas de 7.
gondii (FOSTER e MCCULLOCH, 1968; GIL e PRAKASH, 1970), outros mostraram a
protecdo pela transferéncia passiva do soro imune ou de anticorpos monoclonais especificos a
proteinas do 7. gondii para camundongos infectados com cepas de viruléncia moderada
(MASIHI e WERNER, 1978; JOHNSON, MCDONALD e NEOH et al., 1983; SHARMA et
al., 1984).

Em infec¢des humanas por 7. gondii, perfil soroldgico tem sido utilizado como uma
alternativa para distinguir entre as fases da doenga. Para distinguir entre a toxoplasmose
ocular adquirida recentemente da toxoplasmose ocular congénita faz-se comparacdo de
anticorpos anti-7. gondii IgA, 1gM ou IgE, no qual a presenca destes anticorpos pode ser
considerada uma forte evidéncia de infecgio primaria recente (GOMEZ-MARIN et al., 2000).

Na toxoplasmose adquirida a combinagao dos trés isotipos de imunoglobulinas (IgG,
IgM e IgA) podem ajudar a distinguir uma infec¢ao antiga (IgG isolado) e uma infecgdo

recente (IgG, IgA e IgM coexistindo). No entanto, em adi¢do a variagdes individuais da
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resposta imune, anti-7. gondii IgM e IgA podem persistir por mais de 1 ano ap6s a infecgao,

impedindo a precisa identificacdao da infec¢ao (RONDAY et al., 1999).
1.6 Toxoplasmose em Erechim

Estudos realizados na cidade de Erechim, localizada em uma regido agricola do Rio
Grande do Sul, tem proporcionado importantes observagdes acerca da infecg¢do por 7. gondii,
pois esta regido tem alta prevaléncia de toxoplasmose, cerca de 85% da populagdo com
sorologia positiva (SILVEIRA et al., 1988; GLASNER et al., 1992; YAMAMOTO et al.,
2000; VALLOCHI et al., 2001, 2002, 2004).

A regido noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, colonizada por descendentes de
imigrantes europeus, principalmente italianos, alemdes e poloneses, apresenta estrutura
econdmica associada a agropecuaria, com a cadeia produtiva ligada ao processamento de
suinos. A regido apresenta a maior ocorréncia mundial de toxoplasmose ocular, atribuida a
forma de retinocoroidite toxopldsmica adquirida, com a prevaléncia de 18% na populagao

rural de Erechim (GLASNER et al., 1992).

Silveira, Silveira e Silveira (1975) fizeram o primeiro relato de casos de toxoplasmose
em familias na regido de Erechim e na cidade de Bogot4, Colombia, na Clinica Barraquer.
Mais de 500 familias, com mais de um irmdo ndo-gémeo apresentando retinocoroidite

toxoplasmica, foram identificadas na Clinica Silveira até janeiro de 2002 (SILVEIRA, 2002).

Através de estudo de caso-controle realizado em Erechim foram verificados os
principais fatores de risco e fontes de infeccdo do 7. gondii. Os dados do estudo apontam o
contato direto no solo, seja ele no campo ou em jardinagem domiciliar, e o habito de comer
carne de suinos e ovinos mal-cozida, como principais fontes de infec¢do associadas as
infecgdes recentes. A pesquisa também revela que ha maior soroprevaléncia entre adultos e
criangas do sexo masculino, mulheres multiparas e na populacdo da zona rural. Entre os
individuos domiciliados na zona urbana foi verificada baixa associacdo com a infec¢ao
(JONES et al., 2006). E provavel que as campanhas de satide publica estejam educando e

conscientizando a populagdo urbana, minimizando a exposi¢do ao parasito.

Varias hipdteses tém sido elaboradas para explicar a alta prevaléncia de toxoplasmose
ocular nesta regido, dentre elas: 1) exposi¢do cronica € intensa ao organismo, que possa

aumentar a chance de que um individuo com infec¢do adquirida venha a desenvolver
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complicagdes oculares; 2) genética do hospedeiro ou outras diferencas que possam predispor
ao desenvolvimento de uveites; 3) outros agentes ou co-fatores que possam interagir com a
infeccdo por 7. gondii e alterar a historia natural da doenca; 4) a existéncia de uma cepa
incomum de 7. gondii que seja endémica na regido de Erechim (SILVEIRA, 2002). Assim, a
alta taxa de infecgdo (cerca de 80% dos adultos) nesta regido do Sul do Brasil faz a populagao
local um alvo ideal para estudo da resposta imune contra o parasito, ja que os pacientes com
les@o ocular tem tido acompanhamento médico constante, no qual sabe-se a historia clinica do
paciente e da doenca. Devido a este acompanhamento, ¢ possivel identificar individuos
infectados com 7. gondii intra-utero e identificar individuos com infec¢do adquirida depois do

nascimento, o que permite estudar as diferengas na resposta imune (VALLOCHI et al., 2002).

Como parte dos estudos sobre a toxoplasmose ocular na populagdo de Erechim
realizados em nosso laboratério, concluimos recentemente um trabalho, em colaboragao com
o Doutor Michael Grigg, para caracterizar as cepas do 7. gondii que infectam esta populagao.
Neste estudo, utilizamos o método de tipagem sorologica das cepas (KONG et al., 2003) por
tratar-se de um método ndo-invasivo, rapido e extremamente sensivel para identificar o tipo
de cepa do parasito em qualquer estado de doenca e em diferentes fases de infec¢do. Foram
analisadas pelo método de ELISA amostras de soro de individuos em diferentes fases da
infeccdo, com ou sem lesdo ocular, para a pesquisa dos isotipos especificos e contra peptideos
recombinantes de regides polimoérficas (GRA6 e GRA7) do parasito. Os dados obtidos neste
trabalho sugerem que diferentes sorotipos de cepas estdo infectando os pacientes de Erechim e
que um sorotipo atipico e unico, em relagdo a outras populagdes estudadas, esta associado a

toxoplasmose ocular grave (RIOS ef al., in press).

O conhecimento prévio da possibilidade de que endemicidade para o 7. gondii em
Erechim estd associada a presenca de diferentes linhagens do parasito e, a0 mesmo tempo,
que diferentes gendtipos podem estar implicados com diferentes manifestagdes clinicas, nos
alerta para a necessidade do isolamento in vivo e in vitro destas cepas e a posterior
caracterizagdo bioldgica do parasito, para o melhor entendimento dos mecanismos do

hospedeiro e do parasito que estdo relacionados com o desenvolvimento da toxoplasmose.

Os dados até entdo apresentados na literatura sugerem que as diferengas na geragdo de
determinados tipos de células do sistema imune podem permitir um comportamento cepa-
especifico na resolugdo da infecgdo ou na patogenia da infecgio. E bastante evidente que

ocorrem diferengas significativas na resposta do hospedeiro para diferentes linhagens de T.
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gondii. Por isso, existe um consideravel interesse em determinar como um genoétipo particular
de T. gondii pode diferir em sua capacidade de induzir patologia ou ocorréncia em
determinada espécie animal. O entendimento de fatores genéticos que influenciam na
viruléncia do 7. gondii e no mecanismo de selecdo de genotipos de acordo com a espécie do
hospedeiro pode contribuir para o desenvolvimento de projetos terapéuticos que eliminem a

transmissao ou cura da doenga.

Neste estudo investigaremos a populagdo de Erechim, onde podem ser encontrados
casos de infec¢do aguda e crdnica, com lesdo ocular branda ou grave clinicamente bem
caracterizados. O isolamento, a caracterizacdo genotipica ¢ o estudo dos mecanismos
imunologicos envolvidos na reposta imune cepa-especifica do hospedeiro contra o 7. gondii, a
partir de amostras desta populacdo, serdo de fundamental importincia para a continuagdo do
estudo que o nosso laboratério vem desenvolvendo na busca de elucidar os fatores envolvidos
no parasito ¢ no hospedeiro que determinam a ocorréncia da toxoplasmose ocular, fazendo

com que esta populacao detenha a maior prevaléncia dessa doenca no mundo.
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g

h)

J)

Cepas do tipo I (RH) e cepa do tipo II (ME49) de T. gondii induzem aumento na
porcentagem de DC CD11c¢" esplénicas com o decorrer da infec¢io;

Cepas do tipo I (RH) de T. gondii induzem aumento na porcentagem de DC CD1lc"
expressando CD40, CD86 no 3° dia de infec¢ao e de CD80 e MHC classe II a partir do 5°
dia de infeccao;

Cepas do tipo Brl (TgCatBr71) induzem aumento na porcentagem de DC CDI1lc"
expressando CD40, CD80, CD86 e MHC classe II com o decorrer da infecgao.

Cepa do tipo II (ME49) de T. gondii induzem aumento na porcentagem de DCllc"
expressando CD80 e MHC de classe II a partir do 15° dia de infecgao;

Cepa do tipo I (RH) de T. gondii gera diminuicdo na porcentagem numero absoluto de
células CD4" no 5° dia de infec¢do e um pequeno aumento de células CD8" no 5° dia de
infecgao;

Cepa do tipo Brl (TgCatBr71) causa redugdo tanto de células CD4" como de células CD8”
com o decorrer da infec¢ao;

Cepa do tipo II (ME49) de T. gondii causa diminui¢o tanto de células CD4" como de
células CD8" no 15° dia de infeccdo;

Cepa tipo I (RH) de T. gondii estimulam produgao de IFN-y e IL-10;

Cepa tipo 11 (ME49) de T. gondii estimula a producdo de IL-12p40, IFN-y e IL-10 em
niveis substancialmente elevados;

Cepa tipo Brl (TgCatBr71) de T. gondii estimulou a sintese de IL-12p40 e IFN-y no

grupo de camundongos infectados
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