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RESUMO

O Toxoplasma gondii ¢ um parasita intracelular obrigatdrio pertencente ao filo Apicomplexa
e que pode infectar praticamente todos os vertebrados de sangue quente. Embora os seres humanos
sdo considerados hospedeiros intermediarios acidentais, um ter¢o da populagdo humana em todo o
mundo estd cronicamente infectada com o Toxoplasma. Em individuos imunocomprometidos, o
parasita, normalmente em estado dormente, se torna altamente virulento, causando graves doencas
com a encefalite, que pode levar a morte. A ativacdo rapida do sistema imune inato e consequente
producdo de citocinas por células mieloides, ¢ necessaria para o estabelecimento de uma imunidade
protetora a infeccdo pelo 7. gondii. Em camundongos, uma mutagdo no gene UNC93BI abole a
sinalizacdo através dos Receptores do Tipo Toll (TLRs) 3, 7 ¢ 9, e camundongos 3d, com essa
mutagdo, sdo altamente susceptiveis a infeccdo pelo 7. gondii. Neste trabalho, demonstramos que
TLR12, TLR com seu ligante ainda desconhecido, reconhece a proteina profilina de 7. gondii, e que
o reconhecimento da profilina ¢ feito através da formacao de heterodimeros entre TLR11 ¢ TLR12.
Também demonstramos que além de TLR3, TLR7, TLR9 e TLRI11, TLR12 também ¢ um TLR
intracelular cuja ativagdo ¢ mediada por UNC93B1. Ambos RNA e DNA de 7. gondii induziram
ativagdo de macrofagos e células dendriticas via TLR7 e TLRY, respectivamente. Entretanto,
camundongos TLR3, TLR7, TLR9 nocaute ou até mesmo a combinacdo destes, ndo apresentaram o
mesmo fendtipo dos camundongos 3d. Porem quando infectamos camundongos deficientes em
TLR7/TLRY/TLRI11, observamos um grande defeito na produgdo de IL-12/IFN-y, e os mesmos
foram altamente susceptiveis a infeccdo por 7. gondii. Nossos resultados mostraram que a
susceptibilidade dos camundongos 3d a infec¢do ¢ devida a um defeito na translocagdo de TLRs
endossomais (TLR7/TLR9/TLR11) envolvidos no reconhecimento de moléculas do parasita ¢ na
inducdo de IL-12 por células dendriticas e macrofagos, e consequente producdo de IFN-y. Em
relacdo a infec¢d@o humana, o genoma humano ndo possui os genes de 7LRI1 e TLRI?2 funcionais,
portanto nosso estudo sugere que TLR7, TLR8 e TLR9 sdao os TLRs chave na toxoplasmose

humana.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite belonging to the phylum
apicomplexa and can virtually infect all warm-blood vertebrates. Although humans are considered
accidental intermediate hosts, one third of the human population in the world is chronically infected
with 7. gondii. In immune-compromised individuals, this normally attenuated parasite becomes
highly virulent, causing severe disease and lethality. Early activation of the innate immune system
and cytokine production by myeloid cells is required for establishment of protective immunity to 7.
gondii infection. In mice, a mutation in the UNC93BI gene abolishes signaling via Toll-like
receptors (TLRs) 3, 7 and 9 and those mice, named 3d, are highly susceptible to infection with 7.
gondii. In this work we demonstrated that TLR12, TLR with a yet unknown ligand, recognize T.
gondii profilin through TLR11/TLR12 heterodimers. We also showed that besides TLR3, TLR7,
TLR9 and TLR11, TLR12 is also an intracellular TLR whose function is mediated by UNC93BI1.
Both 7. gondii RNA e DNA activate macrophages and dendritic cells via TLR7 and TLRY,
respectively. However, mice TLR3, TLR7, TLR9 KO or even the combination of them did not
recapitulate the 3d phenotype. When we infected the triple TLR7/TLR9/TLR11 KO mice they had
a huge defect in IL-12/IFN-y production and were highly susceptible to 7. gondii infection. Overall,
our results showed that the susceptibility of 3d mice to the infection is due to a defect on the
translocation of endosomal TLRs (i.e. TLR7/TLR9/TLR11) involved in the recognition of parasite
molecules and induction of IL-12 by dendritic cells and macrophages, and consequent IFN-y
production. Regarding human infection, the human genome lacks functional 7LR/[ and TLRI2
genes, so our study support the hypothesis that TLR7, TLR8 and TLR9 are the key TLRs in human

toxoplasmosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais e distribuicio geografica

O Toxoplasma gondii ¢ um parasita intracelular obrigatério pertencente ao filo
Apicomplexa, ao qual também pertencem o Plasmodium causador da Maldria e o Cryptosporidium
(Levine, 1988). O T. gondii foi identificado pela primeira vez em um pequeno roedor norte-
africano, popularmente chamado de gondi (Ctenodactylus gundii). A identificagdo foi feita
simultaneamente por Nicolle e Manceaux em 1908 no Instituto Pasteur da Tunisia e, no mesmo
ano, o parasita foi isolado de coelhos mantidos no Instituto Bioldgico de Sdo Paulo, Brasil (Kim
and Weiss, 2008).

A toxoplasmose causada pelo parasita 7. gondii ¢ uma das infestacdes parasiticas mais
comuns em humanos e em animais de sangue quente. J& foram descritas mais de 300 espécies de
aves e mamiferos infectados pelo 7. gondii. Além do aspecto médico, a doenca também se destaca
como uma parasitose veterindria importante. Anualmente, rebanhos de suinos e ovinos sofrem
perdas significativas devido a mortes neonatais e abortos (Dubey, 2009). Além disso, quando
ingeridas cruas ou mal passadas, visceras e carnes de animais domésticos contaminadas pelo
parasita, sdo importantes fontes de infeccdo, tanto para humanos quanto para outros carnivoros. Ja
foi demonstrada, por exemplo, uma estreita relagao entre infecgdes nos rebanhos e a ocorréncia de
casos isolados ou surtos de toxoplasmose humana (Innes, 2010). Esse protozodrio encontra-se
distribuido mundialmente, existindo estimativas de que aproximadamente um terco da populagdo
global esteja cronicamente infectada pelo mesmo (Ribeiro et al., 2008; Robert-Gangneux and
Darde, 2012).

O parasita possui ampla distribuicdo geografica, ja tendo sido isolado em paises de regides
tropicais, temperadas, e at¢ mesmo em paises como Canadd, Alasca e Groelandia (Lebech et al.,
1993; Messier et al., 2009). Apesar da ampla distribuicao do 7. gondii, as taxas de prevaléncia da
Toxoplasmose sdo bastante variadas em diferentes regides geograficas, variando de acordo com a
prevaléncia do parasita nos hospedeiros definitivos e intermediarios, fatores climaticos que
favorecem o desenvolvimento ¢ manutencao de oocistos viaveis, habitos alimentares, saneamento

basico, entre outros (Hill and Dubey, 2002).



Na Europa continental, a taxa de prevaléncia da Toxoplasmose varia entre 10 e 60%. Apesar
de relativamente alta, as taxas de soroprevaléncia seguem tendéncia decrescente em varios paises
como Franga (Berger et al., 2009) e Holanda (Hothuis et al., 2011). Nos Estados Unidos a taxa de
soroprevaléncia ¢ baixa (10 a 20%) seguindo a mesma tendéncia de diminuic¢ao (Jones et al., 2007).
No México a distribui¢do ¢ heterogénea, com a prevaléncia aumentando em dire¢do ao sul do pais
(Velasco-Castrejon et al., 1992). Ja nos demais paises da América latina a prevaléncia ¢ superior a
40%, exceto no Chile onde a prevaléncia ¢ de 37% (Contreras et al., 1996). A Figura 1 mostra a
distribuicdo geografica da Toxoplasmose no mundo, e as taxas de prevaléncia reportadas em
diversos paises. O mapa mostra varias regides do globo, sendo a menor prevaléncia na Asia,
inferior a 10%. Ha também de se observar a alta prevaléncia em paises do oriente médio, e
principalmente nas ilhas da Indonésia e Madagascar, que possuem prevaléncia superiores a 60%
(Pappas et al., 2009).

No continente Americano, o Brasil possui as maiores taxas de soroprevaléncia. Diferentes
estudos realizados no Brasil indicam uma prevaléncia entre 50 e 80%, variada em diferentes estados
(Dubey et al., 2012). A maior taxa foi encontrada em populagdes indigenas do Mato Grosso e
Rondénia (Boia et al., 2008; Sobral et al., 2005). Na cidade de Belo Horizonte, estado de Minas
Gerais, a prevaléncia encontrada foi de 56% (Carellos et al., 2008). Um estudo epidemiologico
realizado em Recife demonstrou um percentual de soropositivos de 79,0% para homens e 63,4%
para mulheres, com aumento de soropositividade diretamente ligado a idade, variando de 18,2%
para os individuos com menos de 20 anos até 92,6% para aqueles entre 40 e 50 anos de idade. Para
as mulheres na idade fértil (18-40 anos) foi encontrada prevaléncia de 51,6% (Coelho et al., 2003).
Em outro estudo realizado no Rio Grande do Sul com 2.126 mulheres entre 12 e 48 anos, observou-
se uma prevaléncia de 74,5% de soropositividade dentre as gestantes (Spalding et al., 2005). Ja no
Parand, a soropositividade dentre as mulheres analisadas foi de 49,2%, sendo 1,2% desse percentual

de mulheres gravidas (Lopes et al., 2009).



Figura 1: Mapa da distribui¢do da toxoplasmose de acordo com dados coletados entre 1992 e 2009. Os
paises em verde indicam soroprevaléncia <10%, em azul entre 10 e 20%, em amarelo entre 20 e 40%, em
vermelho entre 40 e 60% e em marrom superior a 60%. A cor branca ¢ indicativa de falta de dados (Pappas
et al., 2009).

Diferentes fatores contribuem para a alta incidéncia de Toxoplasmose no Brasil, incluindo:
baixo nivel de escolaridade (Avelino et al., 2004; Lopes et al., 2009), fatores climaticos como
umidade e altas temperaturas (Buffolano, 2008), habitos alimentares, alta prevaléncia de
toxoplasmose nos rebanhos suinos e ovinos (Avelino et al., 2004; Lopes et al., 2009) e falta de
condi¢des sanitarias como saneamento basico (Bahia-Oliveira et al., 2003). Apesar da alta taxa de
infeccdo dentro da populacdo humana, a manifestagdo de sinais clinicos da doenca ¢ um fato raro
em individuos sauddveis. A forma severa da doenca aparece em individuos imunossuprimidos, e
também em recém-nascidos que sdo infectados por via congénita ou durante a fase pré-natal e

receptores de transplante de medula e figado (Elmore et al., 2010).



1.2 O Toxoplasma gondii e seu ciclo de vida

O T. gondii é um protozoario intracelular obrigatdrio membro do filo Apicomplexa, e possui
um complexo ciclo de vida. O ciclo biologico do 7. gondii (Figura 2), caracteriza-se por ser
heteroxeno facultativo. Na auséncia de reprodugdo sexual, o 7. gondii se dissemina na forma de
cistos teciduais através da cadeia alimentar, sem necessariamente infectar o hospedeiro definitivo.
A despeito da ampla diversidade de hospedeiros do 7. gondii, apenas os felideos desenvolvem a
fase sexuada do ciclo, o que leva a descricdo desses mamiferos como hospedeiros definitivos. O
homem e outros mamiferos, juntamente com as aves, sdo considerados hospedeiros intermediarios,
pois nesses ocorre somente desenvolvimento do ciclo assexuado do parasita (Dubey, 2009; Innes,
2010). O T. gondii apresenta duas formas infectantes: oocistos e cistos teciduais, ambas haploides
(Figura 3). Os oocistos ainda diploides, resultantes da reproducdo sexuada nos felideos, sdo
eliminados nas fezes destes animais, os Unicos hospedeiros definitivos identificados. No ambiente
externo, 0s oocistos se tornam infectivos apds passarem por um processo chamado de esporogonia,
gerando um oocisto contendo oito esporozoitos haploides em seu interior (Dubey, 2009). Os cistos
teciduais contém inimeros bradizoitos haploides, forma menos ativa do 7. gondii. Os cistos se
desenvolvem nos tecidos cerebrais e musculares dos hospedeiros intermediarios, incluindo diversas
espécies de animais de sangue quente como aves e mamiferos (Miller et al., 1972).

Os oocistos estdo presentes no ambiente e podem ser ingeridos acidentalmente, ja os cistos
teciduais estdo presentes nos tecidos das presas ingeridos pelos predadores ou de animais utilizados
na alimenta¢do humana (Tenter, 2009; Tenter et al., 2000). Quando atingem o intestino, ambas as
formas infectantes, bradizoitos dos cistos e esporozoitos do oocisto, penetram nos enterdcitos onde
se transformam em taquizoitos, a forma de rapida multiplicagdo do parasita. No hospedeiro
intermediario, os taquizoitos sdo capazes de se disseminar pelo hospedeiro e penetrar em qualquer
célula nucleada no organismo. Uma vez dentro das células, os taquizoitos se multiplicam
rapidamente, podendo gerar novos taquizoitos ou se transformarem em bradizoitos que formarao os
cistos teciduais. Uma vez nessa forma, o 7. gondii permanece viavel e infectivo por toda a vida do
hospedeiro. Os cistos teciduais permanecem intracelulares por todo tempo, e a morte da célula do
hospedeiro pode causar o rompimento da parede do cisto e a liberagdo dos bradizoitos (Innes,

2010).
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Figura 2- Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Esquema representativo dos estagios de vida e modo de
transmissdo do parasita. Os felinos, hospedeiros definitivos, infectam-se pela ingestdo de cistos presentes nas
presas ou de oocistos presentes no ambiente. A replicacdo sexuada ocorre no intestino delgado dos felideos.
Dentro dos enterdcitos, micro e macrogametas sdo formados em decorréncia de ciclos mitdticos de
replicacdo. A fusdo dos gametas origina o oocisto resistente eliminado nas fezes. Por esporogonia os oocistos
diploides se desenvolvem em oito esporozoitos haploides que permanecem dentro dos oocistos maduros. A
transmissdo ocorre quando os oocistos sdo ingeridos por animais de sangue quente. Apos a ingestdo, a fase
aguda ¢é caracterizada por rapida multiplicacdo e liberagdo de taquizoitos capazes de infectar quaisquer
células nucleadas do hospedeiro. Cistos teciduais contendo bradizoitos sdo resultado da fase cronica e sdo
transmitidos através de carnivoria e saprofagia (Robert-Gangneux and Darde, 2012).

O parasita 7. gondii ¢ reconhecido por sua extrema habilidade em invadir uma grande
variedade de células hospedeiras. A invasdo ¢ um processo ativo que depende da motilidade do
parasita e da secrecdo de diversas proteinas presentes nas micronemas, roptrias (ROP) e nos
granulos densos. O primeiro passo para o processo de invasdo ¢ a ligacdo do parasita a membrana

celular, processo dependente de calcio, e que leva a secrecdo de adesinas presentes nas micronemas.



Um exemplo ¢ a proteina MIC2 que reconhece receptores na célula hospedeira e promove
reorientacdo do parasita. O processo de invasao celular depende de uma intrinseca interagdo entre o
parasita ¢ a membrana da célula hospedeira, um processo de motilidade dependente do
citoesqueleto de actina-miosina que causa um rearranjo do citoesqueleto do parasita (Carruthers and
Boothroyd, 2007; Sibley, 2010). No inicio da invasdo, ha uma forte associacdo entre a extremidade
apical do parasita e a membrana da célula hospedeira, chamada de jun¢do movel. Esta jungdo se
move a partir da extremidade apical até a extremidade posterior do parasita, levando a
internalizacdo do parasita em um vactiolo, chamado vacuolo parasitoforo (PV). O estabelecimento
desta jun¢do ao redor do parasita invasor requer a distribuicao por toda a superficie do parasita de
um antigeno de membrana apical (AMA1), também secretada por micronemas, a secrecdo das
roptrias (ROP) e das proteinas do pescoco (RONSs) (Bradley et al., 2005; Dubremetz, 2007).

Nos tltimos anos as proteinas da familia ROP2 foram muito estudadas. ROP18, um membro
desta familia, estd associada com a face citosdlica do PV e exerce atividade de proteina quinase,
que tem um grande efeito no crescimento e na viruléncia do parasita. J4 ROP16 ¢é capaz de
manipular a expressdo do gene hospedeiro, através da fosforilagdo de STAT3 e STA6 e da indugdo
de uma resposta imune de perfil Th2 que afeta a secrecdo de IL-12 (Boothroyd and Dubremetz,
2008; Bradley and Sibley, 2007; Butcher et al., 2011; Laliberte and Carruthers, 2008). Além das
roptrias, as proteinas dos granulos densos também contribuem para a formag¢do do PV durante as
primeiras horas ap6s a invasdo. A maioria das proteinas transmembranares do hospedeiro sdo
removidos do PV durante o processo de invasdo, alterando as caracteristicas bioquimicas do PV,
impedindo a fusdo com lisossomos ou quaisquer outras vesiculas citoplasmaticas. Dentro do PV,
taquizoitos se dividem através de endodigenia durante um ciclo de 6 a 9 hrs, levando a formagao de
duas células filhas para cada célula mae. Os taquizoitos sdo liberados apds 64-128 parasitas terem
se acumulado no PV (Black and Boothroyd, 2000). A saida da célula ¢ um processo ativo
dependente do aumento da concentracao de calcio intracelular (Sibley, 2010).

No ciclo de vida do 7. gondii, o homem ¢ considerado hospedeiro acidental e pode se
infectar por quatro rotas de transmissdo: i) ingestdo de carne crua ou mal cozida proveniente de
rebanhos ovinos, caprinos e suinos contendo cistos teciduais (Kijlstra and Jongert, 2009); II)
ingestdo de 4gua e alimentos contaminados com oocistos (Bahia-Oliveira et al., 2003); iii)
transplante de 6rgdos e tecidos contendo cistos ou taquizoitos (Batista et al., 2011); e iv) através da

placenta pela via congénita (Rogers et al., 2008).



Atualmente, a prevencdo e o controle da toxoplasmose dependem de medidas de vigilancia
epidemioldgica e de manejo sanitario, voltadas para a identificacdo e a eliminag¢do das fontes de
infecgdo, tal como controle da populacdo de gatos de rua. As recomendagdes para controle da
transmissdo dentro do ambiente doméstico incluem: prevencdo do consumo de carne mal passada;
limpeza frequente das caixas de areia de gatos domésticos, usando protecdo para as maos e
detergentes apropriados e/ou dgua fervente; descarte das fezes e das camas de areia dos felinos de
maneira adequada; uso de ragdo industrializada e &gua tratada na alimentacdo dos animais;
prevencao do habito da caga por parte de gatos domésticos, para evitar que os mesmos se alimentem
com presas infectadas com cistos. Finalmente, a prevencdo da toxoplasmose congénita depende de
exame pré-natal e do tratamento das gestantes soropositivas para Toxoplasmose (Dabritz and
Conrad, 2010). Essas a¢des visam principalmente diminuir a exposi¢ao dos grupos de risco como o
das mulheres em idade fértil e a dos pacientes imunocomprometidos (Bojar and Szymanska, 2010;

Lago et al., 2009).
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Figura 3- Estagios biologicos do Toxoplasma gondii. (A) Fotos de microscopia de taquizoitos em lavado

bronquio alveolar corado com Giemsa. (B) Cistos presentes no cérebro de camundongos infectados. (C)
Oocistos nao esporulado e (D) oocistos esporulado (Robert-Gangneux and Darde, 2012).

1.3 Linhagens do Toxoplasma gondii

Estudos realizados na América do Norte e na Europa demonstraram que o 7. gondii
apresenta uma estrutura populacional altamente clonal. Com base em analises de polimorfismos de

tamanho de fragmentos de restrigdo (RFLP), as linhagens do parasita foram classificadas em trés



populacdes clonais designadas como tipo I, II e III, que apresentam alta similaridade, mas que se
diferem geneticamente em uma taxa de aproximadamente 1% dos genes (Howe et al., 1997; Howe
and Sibley, 1995). Estudos recentes realizados na Africa sugerem a mesma distribui¢io clonal nessa
regido (Velmurugan et al, 2008). J4 no Brasil, os isolados de 7. gondii apresentam alta
variabilidade genética, sendo a distribuicdo da populacdo de parasitas denominada ndo clonal
(Ferreira Ade et al., 2006; Pena et al., 2008).

Das linhagens isoladas de pacientes infectados cronicamente, linhagens do tipo II sdo
encontradas comumente em pacientes norte-americanos € europeus, enquanto que linhagens do tipo
I parecem ser mais frequentes entre os pacientes da América do Sul, sendo associadas a quadros de
toxoplasmose congénita ou ocular (Resende et al., 2008). Estudos em gatos (Pena et al., 2006) e
galinhas caipiras (Dubey et al., 2005; Dubey et al., 2002) da América do Sul mostraram a
predominancia dos tipos I e III e auséncia do tipo II, em contraste a grande predomindncia de
linhagens do tipo II em paises da América do Norte.

As trés linhagens clonais de 7. gondii se diferem na viruléncia em modelos animais e nos
padrdes epidemiologicos de ocorréncia. Linhagens do tipo I (RH) sdo altamente virulentas para
camundongos e humanos, enquanto as linhagens do tipo I (ME49) e do tipo III (CEP e VEG) sdo
consideradas moderadamente virulentas (Howe and Sibley, 1995). Em geral, as linhagens do tipo II
e III sdo cistogénicas, enquanto as linhagens tipo I tém uma capacidade bem reduzida de formar
cistos em cultura de células ou em animais infectados (Saeij et al., 2005; Switaj et al., 2005). As
linhagens virulentas apresentam diversas caracteristicas que podem explicar a rapida disseminagdo
do parasita e a alta carga parasitaria observada em camundongos: i) maior migracdo através do
epitélio; ii) maiores taxas de penetracdo ex vivo na lamina propria e submucosa; e iii), maior taxa de
crescimento e menor taxa de interconversao de taquizoitos para bradizoitos (Barragan and Hitziger,
2008; Saeij et al., 2005). Através de cruzamentos experimentais entre linhagens com diferentes
padrdes de viruléncia, facilitou-se a identificagdo de varios genes polimorficos que codificam
proteinas secretadas importantes na viruléncia do 7. gondii em camundongos (Reese et al., 2011;
Taylor et al., 2006). Estas proteinas de viruléncia sdo descarregadas de organelas apicais, as
roptrias. As proteinas da familia roptria 2 (ROPS, ROP16 e ROP18) exercem atividade quinase ou
pseudquinase. Sdo injetadas diretamente na célula hospedeira e desempenham um papel no

processo de invasdo do parasita e na inducdo de IL-12 (Robben et al., 2004).



Como mencionado anteriormente, as roptrias tem sido bastante estudadas, ajudando a
esclarecer os mecanismos de viruléncia de diferentes cepas. ROP18, uma proteina serina/treonina
quinase foi identificada como o principal fator de viruléncia nas cepas de 7. gondii. ROP18 ¢ uma
proteina polimorfica que tem expressdo variada entre as diferentes cepas de 7. gondii, sendo mais
expressa nas cepas do tipo I e II. A expressao de ROP18 recombinante na cepa avirulenta do tipo 111
aumenta fortemente sua viruléncia (Saeij et al., 2005; Taylor et al., 2006). Uma outra réptria
identificada foi ROPS5, que também ¢ altamente expressa em cepas do tipo I. Manipulagdes
genéticas para nocaute do gene ROPS5 em cepas do tipo I, diminuem fortemente sua viruléncia
(Behnke et al., 2011; Reese et al., 2011). Apesar de ainda ndo completamente elucidado, se acredita
que ROPS5 auxilia ROP18 na sua atividade quinase na fosforilagdo das GTPases relacionadas a
imunidade (IRGs), que s@o importantes para o controle do crescimento do parasita no PV (Collazo

et al., 2001; Steinfeldt et al., 2010).

1.4 Aspectos clinicos da Toxoplasmose

As diferentes manifestagdes clinicas da toxoplasmose sdo influenciadas por fatores do
hospedeiro e do parasita. Quanto ao hospedeiro, sdo importantes seu estado imunolégico, idade e
susceptibilidade genética. Quanto ao parasita, sdo importantes o indculo, tipo de cepa e
aparentemente a forma infectante (Saeij et al., 2005).

Apesar da alta frequéncia de infec¢do dentro das populagdes humanas, a ocorréncia de
sinais clinicos de toxoplasmose ¢ baixa, ja que a infeccdo adquirida (pos-natal) em individuos
imunologicamente competentes, leva ao desenvolvimento de uma forte resposta imune celular, a
qual resulta no controle eficaz do parasita. No entanto, o parasita permanece alojado no organismo
do individuo sob a forma de cistos sem ocasionar sinais clinicos da doenga. Infecgdes sintomaticas
usualmente se caracterizam por linfoadenopatia, a qual pode estar associada com febre, fadiga,
fraqueza e cefaléia (Miller et al., 2009; Pergola et al., 2010). No entanto, a doenga também pode se
manifestar sob a forma ocular, como resultado de infec¢dao aguda ou reativagdo da infec¢do cronica
(Mets et al., 1996).

A toxoplasmose adquirida tem um maior impacto em individuos com comprometimento do

sistema imune. Nesses individuos, quadros de imunossupressdao e imunodeficiéncia moderadas ou



extremas, podem levar a reativagdo da infeccdo latente. Casos de reativagdo da infeccdo em
pacientes transplantados tém se tornado cada vez mais frequentes, sendo a fonte de reinfec¢ao nos
tecidos do doador ou tecidos do proprio paciente, nos quais se encontram cistos dormentes (de
Medeiros et al., 2001). A toxoplasmose também tem emergido nas duas ltimas décadas como uma
das mais comuns infecgdes oportunistas associadas com a AIDS, sendo a causa mais comum de
morte dentre esses pacientes devido ao quadro de encefalite gerado pela doenga (Chimelli, 2011;
Pereira-Chioccola et al., 2009). Estima-se que 40% dos portadores de AIDS desenvolvem encefalite
causada pelo Toxoplasma, sendo que 10 a 30% morrem em decorréncia desta patologia (Ferreira
and Borges, 2002). Com o tratamento especifico antirretroviral, os pacientes tém seus niveis de
linfocitos circulantes reconstituidos, e a infeccdo por 7. gondii tende a ser controlada (Lejeune et
al., 2011).

As maiores complica¢des da toxoplasmose decorrem da infecgcdo congénita ou pré-natal. A
transmissdo transplacentaria ocorre normalmente em casos de primo-infeccdo. Se a infecg¢do
primaria se der antes da gravidez, a imunidade adquirida impede a transmissdo do parasita ao feto
em exposicdes subsequentes. No entanto, se a gestante sofre um comprometimento da fungdo
imune e reativagdo da toxoplasmose cronica, também pode haver infec¢do do feto (Silveira et al.,
2003). Os sintomas da infec¢do do feto variam conforme a viruléncia da cepa e o periodo da
gestacdo no qual a transmissdo ocorre. Infecgdes no primeiro trimestre de gestacdo podem levar ao
aborto ou anormalidades fetais que reduzem significativamente a qualidade de vida da crianca que
sobrevive (Wallon et al., 2002), tais como encefalite, retinocoroidite, calcificagdes intracranianas,
hepatoesplenomegalia e hidrocefalia (Kravetz and Federman, 2005a, b; Soares et al., 2011). Essa
ultima ¢ uma lesdo menos comum, mas ¢ a mais dramatica lesdo causada pela toxoplasmose, sendo
exclusiva de humanos (Dubey, 2004). Quando a infec¢do do feto ocorre nos estagios finais da
gravidez, os efeitos da doenca sdo menos graves, com a maioria dos neonatos sendo assintomaticos.
Entretanto, essas criangas podem desenvolver problemas como estrabismo, cegueira, surdez,
deficiéncias psicomotoras, convulsdes e retardamento no desenvolvimento mental (Kravetz and
Federman, 2005b; Wallon et al., 2002).

Como as infecgcdes de pacientes imunocompetentes geralmente s3o assintomadticas, o
diagnostico de infecgdo materna normalmente ¢ feito por meio de detecgdo de IgA, IgG ou IgM

anti-7. gondii em testes de imunofluorescéncia, ELISA ou reagdo de aglutinacdo -ISAGA-IgM



(Araujo and Ferreira, 2008). O tratamento da gestante ¢ realizado com espiramicina ou, se a
transmissao para o feto for confirmada, com pirimetamina e sulfadiazina (Couvreur et al., 1993).

1.5 Resposta imune contra Toxoplasma gondii

1.5.1 Resposta imune adaptativa

Tipicamente, infec¢des pelo parasita 7. gondii induzem uma rapida resposta imune com
perfil pré-inflamatorio, a qual é necessdria para sobrevivéncia do hospedeiro, mas que também
garante a persisténcia do parasita. Uma intrigante questao que ainda permanece por ser esclarecida ¢
como o parasita provoca uma resposta imune balanceada que ¢ ao mesmo tempo benéfica ao
hospedeiro e ao parasita, permitindo a sobrevivéncia de ambos. Acreditamos que uma fina interacao
do parasita com as células imunes, durante as fases iniciais da infec¢do, possa culminar com uma
resposta imune controlada (Gazzinelli and Denkers, 2006; Yarovinsky, 2008). Essa resposta recruta
uma ampla gama de células, tais como neutréfilos, linfocitos T CD4+ e T CD8+, macrofagos,
células dendriticas (DCs) e células natural killer (NK) (Miller et al., 2009). Uma caracteristica
marcante da resposta imune anti-7. gondii ¢ que praticamente ndo existe imunopatologia associada
a mesma em individuos imunocompetentes, sendo os sintomas mais comuns febre e linfoadenopatia
(Denkers and Gazzinelli, 1998).

Os linfécitos T CD8+ sdo considerados os efetores mais importantes na prote¢dao contra 7.
gondii (Bhadra et al., 2010; Jordan and Hunter, 2010). Essas células contribuem para a producao de
interferon gama (IFN-y) e atuam prevenindo a reativacdo da infec¢do cronica, eliminando cistos
teciduais através de sua atividade citotoxica que ¢ mediada por perforina (Suzuki et al., 2000). As
células T CD4+ também assumem um importante papel contra o parasita (Johnson and Sayles,
2002). Essas cooperam na producdo de IFN-y, e auxiliam na proliferacdo e ativacdo de células T
CD8+ através da producdo de Interleucina (IL) 2, um mitdégeno importante para células T, e
inducdo da expressdo de moléculas coestimulatorias (Tait and Hunter, 2009). Reacdes pro-
inflamatorias dependentes de IFN-y s@o essenciais para a resisténcia contra taquizoitos durante a
fase aguda da infeccdo (Lykens et al., 2010), além de impedirem a reativagdo dos cistos teciduais
durante a fase cronica (Miller et al., 2009). O IFN-y produzido em resposta ao parasita, atua em
macrofagos e DCs, aumentando a capacidade microbicida e de sintese de IL-12 dessas células

(Gazzinelli et al., 1994). Ainda, o IFN-y ativa a sintese de quimiocinas envolvidas no recrutamento



de linfocitos T; atua como um cofator da IL-12 na diferenciacdo de células ThO em células efetoras
Thl (Gazzinelli et al., 1996); induz a expressao de receptores de IL-12 em células T (Seder et al.,
1993) e aumenta a expressdo de moléculas de classe I do Complexo de Histocompatibilidade
Principal (MHC) em células infectadas, favorecendo o reconhecimento pelos linfocitos T CD8+
citotoxicos (CTLs) (Denkers and Gazzinelli, 1998). Além disso, IFN-y também ativa a sintese de
TNF por macrofagos. TNF atua sinergisticamente com IFN-y, induzindo a producdo de ¢xido
nitrico (NO) por macréfagos, linfocitos, células NK e neutrdfilos. O NO pode matar diretamente o
parasita inibindo enzimas mitocondriais e nucleares, atuando tanto na fase aguda quanto na fase
cronica da infeccdo pelo 7. gondii (Miller et al., 2009).

Na medida em que a resposta imune se desenvolve, ocorre a eliminacdo dos taquizoitos,
aparecimento de bradizoitos e a formagdo de cistos teciduais. Alguns trabalhos preconizam que na
transi¢do da fase aguda para a fase cronica da toxoplasmose, a resposta imune induz ativamente a
transformag¢do do taquizoito em bradizoito. Uma segunda hipdtese sugere que a resposta imune
controla a multiplicacdo do taquizoito, mas ndo tem efeito sobre o bradizoito, que ¢ essencialmente
indcuo ao hospedeiro. De qualquer forma, na fase cronica, os niveis de citocinas inflamatdrias caem
e a manuten¢cdo do controle da infeccdo passa a depender do desenvolvimento da imunidade
adquirida, com ativagdo de células T CD4+ e T CD8+ especificas, as quais exercem importante
papel no controle dos cistos teciduais (Miller et al., 2009). A evidéncia mais marcante da
importancia das células T para o controle da infec¢do cronica ¢ o fato que, nos pacientes
imunossuprimidos, cujo nimero de linfocitos T se encontra reduzido, ocorre reativagdo de cistos

teciduais e infec¢do aguda (Montoya and Liesenfeld, 2004).

1.5.2 Resposta imune inata

Além da resposta imune celular, ¢ importante ressaltar que a resposta imune inata contra
parasitas, ¢ ativada principalmente durante as fases iniciais da infec¢do pelo reconhecimento de
moléculas estruturais associadas a patégenos (PAMPs) (Janeway, 1989), presentes no parasita, por
células apresentadoras de antigenos (APCs) como macrofagos e DCs. Isso ¢ evidenciado pelo fato
de que a infeccdo pelo 7. gondii limita a coinfeccdo com outros patdgenos, tais como Schistosoma

mansoni (Mahmoud et al., 1976) e Leishmania major (Santiago et al., 1999). A resposta inata ¢



caracterizada pela produ¢do de IL-12, Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), IL-6, IL-18, proteina
quimiotatica de mondcitos 1 (MCP1) pelas APCs, e pela produg¢do de IFN-y dependente de IL-12
por células NK (Tait and Hunter, 2009). A ativacdo da imunidade inata ¢ importante para o
desenvolvimento de uma resposta adquirida eficiente.

Na Toxoplasmose murina, as DCs sdo as principais produtoras de IL-12 (Hou et al., 2011;
Liu et al., 2006; Reis e Sousa et al., 1997), e essa producdo ocorre através da ativagdo de duas vias
de sinalizacdo. A principal delas ¢ dependente do fator de diferenciacdo mieldide 88 (MyD8S), e a
secundaria envolve o receptor de quimiocina-cisteina (C-C) 5 (CCRS), através de sinaliza¢do via
proteina G (Aliberti et al., 2000; Khan et al., 2006; Scanga et al., 2002; Sukhumavasi et al., 2008).

O papel de IL-12 no controle da infec¢do por 7. gondii ¢ o de induzir a produ¢do de IFN-y
por células NK e linfécitos T CD4 e CD8 (Gazzinelli et al., 1994; Hunter et al., 1994). O IFN-y é o
principal mediador da resisténcia a infeccdo por 7. gondii, através da ativagdo de uma ampla gama
de atividades microbicidas em ambas as células da linhagem hematopoiéticas e ndo hematopoiética
(Suzuki et al., 1988; Yap and Sher, 1999). O IFN-y altera o metabolismo celular, levando a
degradacdo de triptofano, importante para o crescimento do parasita, (Pfefferkorn, 1984) e também
causa uma diminui¢do nos niveis intracelulares de ferro (Dimier and Bout, 1998). O IFN-y também
estimula a producdo de ROS e NO, ambos importantes no controle do crescimento do parasita
(Arsenijevic et al., 2001; Murray et al., 1985). Um outro mecanismo muito importante de controle
do crescimento do parasita ¢ através da inducdo das IRGs. O mecanismo pelo qual as IRGs
controlam o crescimento do parasita ainda ndo ¢ muito bem entendido, mas se acredita que o
recrutamento das IRGs para o PV causa a ruptura de sua membrana e a liberagcdo dos taquizoitos
para serem degradados no citosol (Howard et al., 2011; Steinfeldt et al., 2010).

Muitos parasitas, incluindo o 7. gondii, induzem mudancgas na transcri¢do génica, incluindo
genes envolvidos no metabolismo energético e principalmente em genes da resposta imune e
sinalizacdo (Blader et al., 2001). Um dos mecanismos utilizados pelo 7. gondii ¢ o bloqueio dos
fatores de transcricdo STATI1 e NF-kB (Butcher et al., 2001; Luder et al., 2001), importantes para a
inducdo de citocinas pro-infamatorias e a ativagdo de mecanismos efetores. A infec¢do pelo T.
gondii também induz a ativacdo de vias anti-inflamatorias, incluindo as vias envolvendo SOCSI1
(Stutz et al., 2012), SCOS3 (Whitmarsh et al., 2011) e STAT3 (Butcher et al., 2005).

O reconhecimento das PAMPs por APCs ¢ feito por uma familia de Receptores do tipo Toll

(TLRs) que atua tanto na superficie celular, como internamente na superficie dos endossomos.



Apb6s a caracterizagdo do primeiro TLR de mamifero, o TLR4, outras véarias proteinas
estruturalmente relacionadas foram identificadas como TLRs. Os TLRs de mamiferos
compreendem uma grande familia com pelo menos 13 membros, sendo que os TLR1-9 sdo
conservados em Mus musculus € Homo sapiens.

Os TLRs sao receptores do reconhecimento a padrdes (PRR) e sdo os melhores
caracterizados. Os TLRs sdo proteinas transmembrana do tipo I cuja por¢ao extracelular ¢ formada
por um ectodominio com repeti¢des ricas em leucina (LRR), responsavel pelo reconhecimento dos
PAMPs; o dominio transmembrana; ¢ um dominio citoplasmatico homologo a regido do Receptor
de IL-1, denominado Toll/IL-1 receptor (TIR), que desencadeia a sinalizagao (Beutler, 2009; Bowie
and O'Neill, 2000; Hoffmann, 2003).

Tem sido constantemente demonstrado que esta familia de receptores ¢ a principal maneira
pela qual o sistema imune inato reconhece e responde a presenca de microrganismos ¢ de outros
agentes infecciosos (Gazzinelli and Denkers, 2006; Takeda et al., 2003). O lipopolissacarideo
(LPS), a flagelina de Salmonella tiphymurium e as sequéncias de DNA ricas em CpG sdo PAMPs
associados a infec¢@o bacteriana; enquanto o RNA de fita dupla (dsSRNA) em sua forma sintética
(poly[rI]:poly[rC] ou poly-IC, polyryboinosinic:polyribocytidilic acid) ou formado a partir de
intermediarios da replicacdo, representa molécula caracteristica de uma infec¢io viral. Ancoras de
GPI derivadas da membrana das formas tripomastigotas, sdo moléculas presentes no protozoario 7.
cruzi € sdo responsaveis por iniciar uma resposta inflamatoria. Por exemplo, o LPS ¢ reconhecido
por TLR4, CpG por TLR9, poly-IC por TLR3, flagelinas por TLRS5 e ancoras
glicosilfosfatidilinositol (GPI) de 7. cruzi por TLR2 (Campos et al., 2001; Janeway and Medzhitov,
2002; Kawai and Akira, 2010). Embora os TLRs tenham um papel central no inicio da resposta
imune contra varios patdgenos, tem sido demonstrado que outros PRRs também estdo envolvidos
no reconhecimento de PAMPs e no inicio da resposta imune inata. Entre estes receptores podemos
citar os receptores de lectina do tipo C (CLRs), os receptores citosélicos do tipo NOD (NLRs) e os
receptores do tipo RIG-I (RLRs). No geral estes receptores estdo envolvidos no reconhecimento de
fungos, bactérias, virus entre outros patogenos (Barbalat et al., 2011; Barber, 2011).

TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5 e TLR6 estdo localizados na superficie celular e reconhecem
componentes da membrana de patogenos, ao passo que TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 sdo expressos
dentro da célula e reconhecem os acidos nucléicos (NAS-TLRs) (Blasius and Beutler, 2010). Os

TLRs intracelulares estdo localizados no Reticulo endoplasmaético (ER), endossomos e lisossomos,



e esta localizagdo intracelular ¢ importante para o reconhecimento do DNA/RNA de patégenos apos
sua internalizacdo, impedindo que 4cidos nucléicos presentes no ambiente extracelular, e que sdo
rapidamente degradados por nucleases, ativem estes TLRs. Esta localizacdo ¢ de grande
importancia para evitar o reconhecimento de acidos nucléicos proprios e o inicio de uma resposta
autoimune (Blasius and Beutler, 2010).

Na Toxoplasmose murina, TLR2, TLR4 e TLR11 tém papel importante no reconhecimento
de moléculas do parasita. O TLR11, localizado no reticulo endoplasmatico (Pifer et al., 2011), atua
como principal receptor da resposta imune inata contra o 7. gondii na indugdo de IL-12,
reconhecendo a proteina profilina presente no citoplasma do parasita, cuja fungdo esta ligada a
polimerizacdo de actina para motilidade e invasdo celular (Daher et al., 2010; Plattner et al., 2008;
Yarovinsky et al., 2005). J& TLR2 e TLR4 reconhecem ancoras GPI isoladas da superficie celular
do parasita (Debierre-Grockiego et al., 2007). Enquanto que o reconhecimento da profilina promove
a forte inducdo de IL-12 de forma exclusivamente dependente de TLR11 e MyD88, a ativagdo de
TLR2 parece induzir ndo a produgdo de IL-12, mas de TNF-a e NO. O papel da ativacdo e TLR4
na producdo de citocinas durante a infec¢do ainda ndo esta bem esclarecida (Debierre-Grockiego et
al., 2003; Mun et al., 2003).

GRAL1S, uma das proteinas presentes nos granulos densos, também mostrou-se importante
na inducdo de IL-12 em cepas do tipo II. A expressao de GRA15 do tipo II em cepas do tipo I faz
com que esta induza a producdo de IL-12 (Rosowski et al., 2011). A delecdo de GRA15 em cepas
do tipo II impede a translocagdo de NF-kB, mas o mecanismo pelo qual GRA1S5 ativa NF-kB ainda
ndo ¢ conhecido. A producdo de IL-12 dependente de GRA15 ¢ dependente de TRAF6 (fator 6
associado ao receptor do fator de necrose tumoral) e IRAK1 (quinase associada ao receptor de IL-
1), proteinas quinases abaixo de MyD88 na via de sinaliza¢do dos TLRs (Rosowski et al., 2011).

E interessante salientar que enquanto o genoma de camundongo codifica 13 TLRs, no
genoma humano TLRI11 ¢ um pseudogene e TLR12 e TLR13 ndo estdo presentes, ja TLR10 ¢
expresso em humanos mas ndo em camundongos (Roach et al., 2005; Rock et al., 1998; Zhang et
al., 2004). Portanto, TLR11 que reconhece a profilina e induz fortemente a expressao de IL-12 em
camundongos ndo esta presente em humanos, abrindo espaco para outros TLRs com esta fun¢ao.

Como ilustrado na Figura 4, as vias de sinalizacdo dos TLRs contam com a participagdo de
inumeras proteinas e levam a producdo de citocinas inflamatorias. De maneira geral, uma vez

ativados, os TLRs recrutam moléculas adaptadoras como MyD88 e o adaptador contendo o dominio



TIR (TIRAP), e esses por sua vez ativam o fator nuclear kappa B (NF-kB) através da formacao de
complexos de diferentes quinases como: i) membros da familia da quinase associada ao receptor de
IL-1, (IRAKS); ii) fator 6 associado ao receptor do fator de necrose tumoral (TNF) (TRAF6) e; iii)
quinases inibidoras da quinase kappa B (IKKs) (Kawai and Akira, 2011). Uma vez ativado, o NF-
kB migra do citoplasma para o nucleo, onde induz a transcrigdo de genes de moléculas
coestimulatorias (CD40 e CD80), a producao de citocinas inflamatorias (IL-12, TNF-a e [FN-y) e a
produgdo de quimiocinas (CCL5), MCPI1 e proteina inflamatoria de macrofago 1 alfa (MIP-1a),
todos importantes no controle da infec¢do por 7. gondii (Kawai and Akira, 2010; Miller et al.,
2009).

Apesar de animais deficientes em TLRs individuais ndo apresentarem aumento expressivo
na susceptibilidade a infec¢do por 7. gondii (Debierre-Grockiego et al., 2007; Yarovinsky et al.,
2005), os animais deficientes em MyD88, molécula que participa da sinalizagcdo de todos os TLRs,
exceto TLR3, sdo extremamente susceptiveis (Scanga et al., 2002; Sukhumavasi et al., 2008). Esses
animais sucumbem apos a infec¢do pela auséncia de IL-12 e IFN-y, essénciais na contencdo da
multiplicagdo do parasita (Scanga et al., 2002).

Além do seu papel na via dos TLRs, MyD88 também age na via de sinalizagdo dos
receptores de IL-1 e IL-18, que também poderiam ter papel na resposta imune ao 7 gondii.
Contudo, estudos em animais deficientes nesses receptores mostraram que essas vias nao
participam na indugdo da resposta ao 7. gondii (LaRosa et al., 2008). Estes resultados indicam que
dois ou mais TLRs devem estar envolvidos no reconhecimento e na indugdo da resposta imune ante

a infecg¢ao.
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Figura 4- Esquema da sinalizagdo via TLRs. Os TLRs s@o encontrados em varios tipos celulares como
macréfagos, DCs e mondcitos inflamatorios. A interacdo dos PAMPs com seus receptores induz mudancas
conformacionais nos TLRs, que proporcionam o recrutamento de proteinas adaptadoras como MyD88 e TIRAP.
O TLRS usa MyD88 e ativa NF-«xB através de complexos de quinases, o que resulta na inducdo de citocinas
inflamatorias. Heterodimeros de TLR1/2 e TLR2/6 também sdo expressos na superficie celular e induzem
ativagdo de NF-kB através do recrutamento de MyD88 e TIRAP em macréfagos e DCs convencionais. O TLR4,
também expresso na superficie celular, transmite sinais para fase inicial de ativagdo do NF-xB pelo
recrutamento de MyD88 e TIRAP. O TLR4 ¢ entdo transportado para os fagossomos que apresentam bactérias
em seu interior. Os TLR3, TLR7 e TLRY estdo localizados no RE e sdo transportados para o endossomo onde
reconhecem seus ligantes. A proteina UNC93B1, interage com esses TLRs no RE e medeia sua translocacao
para os endossomos. O TLR3 ativa a via dependente do adaptador contendo dominio TIR indutor de IFN-f
(TRIF) e induz IFN do tipo I e citocinas inflamatdrias em macrofagos e DCs (Kawai and Akira, 2011).



Utilizando uma técnica de indug¢do de mutacdo em linhagem germinativa e posteriormente
identificagdo das mesmas, Tabeta e colaboradores identificaram uma mutacdo na proteina
UNC93B1 em camundongos, que foi denominada 3d (triplo deficiente) (Tabeta et al., 2006), uma
vez que apresentaram defeito na sinalizagdo via os TLRs intracelulares (NAS-TLRs) TLR3, 7 ¢ 9.
Essa mutagdo pontual com a troca da Histidina 412 por uma Arginina (H412R), faz com que a
proteina mutada seja incapaz de se ligar aos TLRs intracelulares (Brinkmann et al., 2007; Tabeta et
al., 2006), portanto ndo mediando a translocacdo dos mesmos para o endossomo, onde estes TLRs
respondem aos estimulos (Kim et al., 2008). Esta muta¢do no gene de UNC93B1 faz com que a
producdo de citocinas e a expressdo de moléculas coestimulatorias induzidas em resposta a TLR7 e
TLRO sejam defeituosas (Tabeta et al., 2006).

Tem sido identificados diversos fendtipos devido a deficiéncia na atividade de UNC93B1.
Foi demonstrado que criangas com mutac¢ao pontual no gene de UNC93B1 possuem um defeito na
resposta celular antiviral, IFN-a e IFN-f3, e maior susceptibilidade & infeccdo com Herpes simples 1
(HSV1)(Casrouge et al., 2006). Em outro estudo envolvendo pacientes com Lupus eritematoso, a
superexpressdo de UNC93B1 e TLRY pode estar ligada a resposta exacerbada nestes pacientes
(Nakano et al., 2010).

Foi demonstrado por nosso grupo que camundongos 3d sdo altamente susceptiveis a infe¢ao
por T. gondii, tendo um grande defeito na produg¢do de IL-12 e atraso na produgdo de IFN-y,
levando a um crescimento exacerbado do parasita e a morte do hospedeiro (Melo et al., 2010).
Também foi observado um defeito parcial na ativagdo de APCs e de linfocitos T. Utilizando-se
animais quimeras por transplante de medula 6ssea, foi demonstrado que as células 3d de linhagem
hematopoiéticas sdo responsaveis pela susceptibilidade ao 7. gondii, ¢ que macrofagos 3d tem
defeito no controle do parasita in vitro, mas ndo na atividade das GTPases induzidas por IFN-y
(Melo et al., 2010). Somando-se a isso, o transporte de TLR11 para os endossomos também ¢
mediado por UNC93B1, o que poderia além de TLR3, TLR7 e TLR9 estar contribuindo para o
fenotipo de susceptibilidade do camundongo 3d (Pifer et al., 2011).

Contudo, os TLRs especificos importantes para o reconhecimento do 7. gondii e inicio da
resposta imune inata eficiente, e responsaveis pelo fenotipo de susceptibilidade de camundongos
MyD88 e 3d, ainda ndo foram identificados. Apesar de humanos serem considerados hospedeiros
acidentais, aproximadamente 30% da populagdo mundial ¢ infectada pelo 7. gondii (Robert-

Gangneux and Darde, 2012). Portanto, a identificacdo dos TLRs envolvidos no reconhecimento ao



T. gondii em camundongos e principalmente em humanos, ¢ de grande valia para o entendimento da
resposta imune e para possiveis estratégias de combate ao parasita. Nesta tese, foram utilizadas
diferentes combinagdes de animais deficientes em TLRs intracelulares para identificarmos os TLRs
responsaveis pelo reconhecimento do parasita em camundongos, € os possiveis TLRs importantes

em humanos



2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose causada pelo parasita Toxoplasma gondii ¢ uma das infestagdes parasiticas
mais comuns em humanos e em animais de sangue quente. O 7. gondii pode infectar virtualmente
todos animais de sangue quente, e mais de 300 espécies de aves e mamiferos ja foram descritas.
Além do aspecto médico, a doenga também se destaca como uma parasitose veterinaria importante.
Anualmente, rebanhos de suinos e ovinos sofrem perdas significativas devido a mortes neonatais e
abortos. Além disso, quando ingeridas cruas ou mal passadas, visceras e carnes de animais
domésticos contaminadas pelo parasita sdo importantes fontes de infec¢do, tanto para humanos
quanto para outros carnivoros.

Apesar de animais deficientes em TLRs individuais ndo apresentarem aumento expressivo
na susceptibilidade a infec¢do por 7. gondii, animais deficientes em MyD88, molécula que participa
da sinalizagdo de todos os TLRs, exceto TLR3, e animais 3d, deficientes na resposta a TLRs
intracelulares, sdo extremamente susceptiveis. Esses animais sucumbem apds a infeccdo pela
auséncia de IL-12 e [FN-y, essénciais na conten¢do da multiplicagdo do parasita. Contudo, os TLRs
especificos importantes para o reconhecimento do 7. gondii e inicio da resposta imune inata
eficiente, e responsaveis pelo fenotipo de susceptibilidade de camundongos MyD88 e 3d, ainda ndo
foram identificados. Através desta identificacdo, além da geracdo de conhecimento sobre a resposta
imune em camundongos apods a infeccdo pelo 7. gondii, esses dados poderdo ser usados para
avaliacdo da resposta em humanos e contribuir para um melhor entendimento da resposta e

posteriores tentativas vacinais, tanto para humanos quanto para rebanhos ovinos e suinos.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Identificar os Receptores do tipo Toll (TLRs) endossomais envolvidos no reconhecimento e
no inicio da resposta imune inata na infec¢ao por Toxoplasma gondii.

3.2 Objetivos especificos

I. Avaliar o mecanismo pelo qual UNC93B1 esta envolvida na resisténcia a infec¢ao por 7.

gondii.

II. Avaliar o papel de DNA e RNA de 7. gondii na ativagao de células humanas e murinas.

III. Avaliar a resposta imune inata e a susceptibilidade de diferentes camundongos nocautes

para TLRs endossomais apos a infec¢ao por 7. gondii

IV. Estudar o papel de TLR12 na infecgao por 7. gondii.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Comité de Etica.

Todos os experimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com as diretrizes
estabelecidas pela Associacdo Americana para experimentagdo Animal (AALAS). Todos os
protocolos desenvolvidos para este projeto foram aprovados pelo Comité Institucional de uso
animal (IACUC-A1817) da Universidade de Massachusetts Medical School, Worcester,
Massachusetts. Os experimentos utilizando PBMCs humanas foram aprovados pelo Conselho
Institucional de Pesquisa da Universidade de Massachusetts Medical School, Worcester,
Massachusetts (IRB-UMMS H-12328), ¢ pelo Comité de Etica em experimentagdo Humana do
CPqRR-FIOCRUZ (CEP-CPqRR 11/2006) bem como pelo Comité Nacional de Etica (CONEP
13.368)

4.2 Cultivo celular.

Células embriondrias renais humanas (HEK293T), fibroblastos humanos (Hs27) e
macrofagos murinos previamente imortalizados de camundongos C57BL/6 foram utilizados em
nossos experimentos. Todas as linhagens celulares foram mantidas em garrafas de cultura em meio
DMEM (Dulbecoo’s modified Eagle’s medium- Sigma), acrescidos de 10% de soro fetal bovino
(Gibco) e 100 unidades/ml de penicilina/estreptomicina em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de

CO,.

4.3 Animais.

Camundongos C57BL/6 foram obtidos da Jackson Laboratory. Camundongos UNC93B1
mutantes (3d) foram gerados e cedidos pelo Dr. Bruce Beutler, Scripts Research Institute, La Jolla,
California (Tabeta et al., 2006). Camundongos TLR3, TLR7, TLR9 e TLR11 foram cedidos pelo
Dr. Shizuo Akira, Universidade Osaka, Japdo e Dr. Richard Flavell, Universidade Yale,

Connecticut, EUA, respectivamente. Camundongos TLR12 foram cedidos pelo Dr. Sankar Ghosh,



Universidade Columbia, Nova Iorque, EUA. Através de intercruzamento foram gerados
camundongos deficientes em TLR3/7, TLR7/9, TLR7/8, TLR3/7/9, TLR7/9/11 e TLR3/7/9/11.
Camundongos fémeas, selvagens e nocautes, com idade entre 6-8 semanas, foram utilizados em
todos os experimentos. Os camundongos foram criados e mantidos em condi¢des livres de

patdgenos no biotério da Universidade de Massachusetts Medical School.

4.4 Parasitas e Infeccoes in vivo.

Nos experimentos in vivo, foram utilizados cistos da cepa ME49 de T. gondii (Lunde and
Jacobs, 1983). A sua manutengdo foi realizada através da infec¢@o intraperitoneal de cistos em
camundongos C57BL/6. Os cistos obtidos através da maceracdo em PBS do cérebro de animais
infectados foram empregados nos experimentos. Taquizoitos de RH, ME49 e cpsl.l foram
mantidas em fibroblastos humanos (Hs27) por passagens semanais como descrito (Lock, 1953). No
caso de cpsl.1, 0,3 mM de uracil foi adicionado ao meio de crescimento. A cepa RH foi empregada
para obtencdo de antigeno total de taquizoitos (STAg) de acordo com protocolo descrito por
Giraldo e colaboradores (Giraldo et al., 2000). Camundongos foram inoculados por via
intraperitoneal (ip) com 25 cistos da cepa ME49 obtidos a partir de homogenatos de cérebro de
camundongos infectados. Os camundongos foram monitorizados para a sobrevivéncia ou
sacrificados apos 0, 3, 5 e 8 dias de infec¢do, para retirar células do exudado peritoneal, sangue e
orgios (bago, figado e pulmdo). Amostras de cada animal foram processadas e analisadas
individualmente. A vacinacdo com taquizoitos da cepa cpsl.l foi realizada por injecdes
intraperitoneais de 2x10* e 2x10° e 2x10° em intervalos quinzenais. Para reconstitui¢do de citocinas
in vivo, os camundongos receberam injegdes diarias (100ng/camundongo) via intraperitoneal de IL-
12p70 recombinante (eBioscience) em 150ul de PBS ou veiculo sozinho a partir do primeiro dia até

o sexto dia de infecgao.



4.5 Amplificacdo da regiao codificadora de TLR11 e TLR12 murino.

Para a reagcdo em cadeia pela Polimerase (PCR) foram utilizados os vetores pUNO-mTLR11
e pUNO-mTLR12 (InvivoGen) como moldes, na concentracdo de 100ng/uL. Nesta reacdo foram
utilizadas 1,0ul.  AccuPrime DNA polimerase (Invitrogen) e uma mistura contendo nas
concentracgoes finais: 2ul. ANTPs 2mM dATP, 2mM dCTP, 2mM dGTP, 2mM dTTP), 2uL de
Tampao  AccuPrime 10X  (Invitrogen), 1uL do iniciador TLRI11 direto 5’-
CGTACGAATTCTTATGGGCAGGTACTGGCTG-3’ (iniciador EcoRI), 1uL do iniciador TLR11
reverso 5’- ACTGCACTCGAGTTACCCTAGCCTGCTCCT -3’ (iniciador Xhol), ou 1luL do
iniciador TLR12 direto 5’- GAGATCAGGATCCACCATGCCAAGGATGGAAAGACATCAGT
-3 (iniciador BsiWwl), luL do iniciador TLR12 reverso 5-
CTGCAGCTCGAGATCTCTTTCTTGTCCAGCTTTGCT-*3 (iniciador XAol) e 12uL de H,O livre
de nucleases. O volume final da reacdo foi de 20uL. A reagdo ocorreu por 32 ciclos de 95°C/3 min,
95°C/45 seg, 60°C/30 seg, 68°C/2 min e um ultimo ciclo de extensdo a 68°C/10 min. As amostras
foram diluidas em tampao 6x de amostra para DNA (Tampao 6X 0,25% azul de bromofenol, 0,25%
etilenoglicol, 30% de glicerol em H,0), e os produtos de amplifica¢do foram fracionados em gel de
agarose a 1% em TAE 1x (0,04 M Tris-acetato, 0,001M EDTA) contendo (0,5ug/ml) de brometo de

etidio. Os DNAs fracionados no gel foram visualizados em transiluminador-UV (ultra violeta).

4.6 Clonagem de TLR11 e TLR12 murino nos vetores lentivirais pRP-cerulean, pRZ-citrine e

pRH-mcherry.

Para a ligacdo do DNA correspondente @ TLR11 e TLR12 murino obtidos como descrito no
item anterior, nos vetores selecionados para expressdo em fusdo a proteinas fluorescentes,
procedeu-se a digestdo enzimatica dos produtos de PCR utilizando 4uL. das enzimas de restricao
EcoRI e Xhol para TLR11 e BsiWI e Xhol (New England Biolabs) para TLR12, 0,4 uL de BSA
100x, 4uL de tampao quatro 10X e 7,6uL. de H,O estéril. A reagdo foi incubada a 37°C por2 he o
resultado verificado em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio e observado em luz U.V.
O fragmento digerido foi excisado do gel com o auxilio de um bisturi, pesado e purificado com

QIAEX® II Gel Extraction Kit segundo protocolo do fabricante. Vinte microlitros dos vetores



(10ug), pRP-cerulean, pRZ-citrine e pRH-mcherry, modificados a partir do vetor pCLXSN
(Imgenex) foram digeridos utilizando 4uL das enzimas EcoRI e Xhol para TLR11 e BsiWI e Xhol
para TLR12 e os outros reagentes necessarios para uma rea¢ao cujo volume final foi de 40uL. A
reacdo foi incubada a 37°C por 2 h e o fragmento digerido foi excisado do gel e purificado com o
Kit citado anteriormente. O inserto e os vetores foram quantificados e utilizados para a reagdo de
ligagdo com 2uLl dos vetores e 6ul do inserto do cDNA de TLRI11 ou TLR12, dando uma
proporgao de 6:1 (inserto:vetor). Dois microlitros de T4 DNA ligase (Invitrogen) e Sul de tampao
5X (Invitrogen) foram adicionados a cada reacdo com um volume final de 25ul. A reagdo foi
incubada a 23°C por 16 hrs. A transformagdo bacteriana foi feita adicionando 10uL da reagdo de
ligagdo com 50uL de células bacterianas XL.1-Blue (E. coli) quimicamente competentes. A mistura
foi incubada no gelo durante 30 min. Posteriormente foi feito choque térmico pela incubagao por 1
min a 42°C, seguido pela incubagdo em gelo por 1 minuto. As bactérias foram crescidas, sob
agita¢do, a 37°C por 1 h em meio LB (1% NaCl, 1% Triptona, 0,5% Extrato de levedura, pH 7.2)
sem antibiotico. Aliquotas da suspensdo bacteriana foram plaqueadas em meio LB é4gar (meio
solido) contendo 100ug/ml de ampicilina. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 18

horas.

Para andlise da clonagem foram selecionados clones aleatdrios e procedeu-se a preparacao
do DNA plasmidial. Os plasmideos obtidos foram submetidos a analise de restricdo. As digestdes
enzimaticas de SuL do produto de extragdo plasmidial foram feitas com as enzimas EcoRI e Xhol
para TLR11 e BsiWI e Xhol para TLR12. Foram utilizados, para cada reagdo, 1 uL das enzimas,
tampao 10X especifico para a enzima segundo catadlogo do fabricante, BSA 100x e H,O Milli-Q
autoclavada suficiente para reagdes de 20 uL. As misturas foram incubadas a 37°C por 1 h e 30 min

e fracionadas em gel de agarose 1% contendo brometo de etidio. O gel foi observado em luz U.V.

As construgdes de TLR11 e TLR12 fusionadas a Ha ou Flag foram feitas a partir do vetor
pRH-TLRI11mcherry e pRH-TLRI12mCherry. A por¢do codificadora da proteina mCherry foi
deletada do vetor através de digestdo enzimatica com as enzimas Xhol e Notl, e oligonucleotideos
com as sequéncias de Ha e Flag foram sintetizados com as extremidades formando sitios coesivos

para Xhol e Notl. Os vetores e oligonucleotideos foram utilizados na reagdo de ligagdo e



posteriormente transformados, e as colonias avaliadas por digestdo enzimatica. Todas as

construcdes foram analisadas e confirmadas por sequenciamento.

4.7 Construcao de macrofagos estavelmente expressando TLR11 e TLR12.

Retrovirus recombinantes carreando os genes para TLR11 ou TLR12 murinos foram
produzidos como descrito (Mann et al., 1983). Resumidamente, HEK293T foram co-transfectadas
com os vetores que codificam TLR11 ou TLRI12 e os plasmideos para a expressdo dos genes
retrovirais gag-pol e da proteina VSV-G do envelope, utilizando GenelJuice (Novagen) como
reagente de transfec¢do de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Os sobrenadantes foram

coletados 40, 64 e 88hs apos a transfeccao.

Macrofagos selvagens foram infectados por 48hs com o sobrenadante contendo os virus e as
células foram selecionadas com 500ug/ml de Higromicina B (Invitrogen) para o vetor pRH-
mcherry, 1mg/ml de Zeocina (Invitrogen) para o vetor pRZ-citrine e 10ug/ml de Puromicina
(Cellgro) para o vetor pRP-cerulean. ApoOs 3 semanas de selecdo a expressdo das proteinas foi

avaliada por microscopia confocal.

4.8 Analise do genoma do Toxoplasma gondii em busca de sequéncias estimulatorias para

TLRY.

Ambos os motivos CpG de classe B murino e de classe B ¢ C humanos foram avaliados em
ambas as fitas de DNA do genoma do Toxoplasma gondii ME49 (liberado 7.2, 27 out 2011)
baixados do site ToxoDB (http://toxodb.org/common/downloads/). Sequéncias que correspondem
aos seguintes padrdes foram selecionadas: Humana [CT] [CT] GTCGTN (1,5) GTCGT [CT]; e
murina [CT] [CT] GACGTN (1,5) GACGT [CT]. Residuos entre paréntesis indicam ambiguidades
aceitaveis nas posi¢des especificadas, N indica qualquer nucleotideo, e os nlimeros entre paréntesis
indicam o niimero de vezes que os residuos podem aparecer nessa posi¢do. Para procurar motivos

CpG de classe C, foi utilizado o padrao anteriormente descrito de nucleotideos de T ou C na



extremidade 5' seguido pelo motivo estimulatério GTCGTT e uma sequéncia palindromica rica em

GC (Vollmer, 20006).

4.9 Experimentos de microscopia confocal.

Para os experimentos de microscopia confocal utilizamos um microscopio invertido Leica
LSM TSC SP2 AOBS e uma lente objetiva 1,4 NA 63x (Zeiss). Nos experimentos de localizagao
subcelular de TLR11 e TLR12, as células foram cultivadas em placas de cultura de 35mm (Matek)
e marcadas com Cholera Toxin B-Fitc (Sigma) para marca¢do da membrana plasmatica, ER-
Tracker White-Blue (Molecular Probes) para marca¢do de reticulo endoplasmatico, LysoTracker
White-Blue (Molecular Probes) para marcagdo de organelas acidas e Hoescht 33342 (Thermo
scientific) para marcag¢do do nucleo. Nos experimentos de infec¢do de macrofagos TLR9 nocaute
expressando TLRY murino fusionado a GFP, as células foram cultivadas em placa de cultura de
35mm e os parasitas marcados com CMTPX Red (Molecular Probes). Ap6s 2h as imagens foram
adquiridas. Imagens com dupla ou tripla marca¢@o foram adquiridas por varredura consecutiva com
apenas um laser ativo por varredura para evitar a excitacdo cruzada. Para avaliagdo da formacao de
heterodimeros utilizamos a técnica de FRET (Fluorescence Energy Resonance Transfer), uma
técnica de imagem ndo invasiva utilizada para determinar a proximidade de proteinas. O FRET
ocorre quando a distancia entre as moléculas esta entre 1-10nm. A técnica envolve transferéncia de
energia ndo radioativa a partir do estado excitado do doador para um aceptor adequado. Para os
experimentos de FRET, células HEK293T foram semeadas em placas de 35mm a uma densidade de
150.000 células/placa. No dia seguinte, as cé¢lulas foram transfectadas com os plasmideos indicados
e 48 horas ap0s a transfeccao foram estimuladas durante 4 hrs com STAg ou rTgPRF. FRET entre
as respectivas proteinas foi calculado medindo-se a emissdo da fluorescéncia do aceptor utilizando
o programa no microscopio Leica SP2. Em todos os casos, a proteina cerulean foi utilizada como
doador, ao passo que a proteina citrine foi utilizada como aceptor. Os comprimentos de onda de
excitacdo para o doador e o aceptor foram 405nm e 514nm, respectivamente. A eficiéncia do FRET
¢ mostrada como uma escala de cores com valores entre 0 e 100%. A média de trés regides foi

utilizada para quantificar a eficiéncia de FRET para cada amostra.



4.10 Transplante de medula ossea.

Foram utilizados camundongos B6.SJL-PtprcaPepcb/BoyJ como receptores de medula dssea
para o experimento em questdo. Foi dada uma dose de radia¢do corporal letal (900 rads) e os
animais foram reconstituidos por via intravenosa com 5-10 milhdes de células de medula 6ssea
dentro de 4 h ap6s a irradiacdo. As suspensdes de células de medula 6ssea foram preparadas através
da lavagem da tibia e fémur com PBS em seringa com agulha de 26G. Os camundongos B6.SJL-
PtprcaPepcb/BoylJ foram utilizados como receptores € como doadores (WT — marcador cd45.1), e
os camundongos 3d (marcador c¢d45.2) como doadores. Os camundongos WT foram repopulados
com cé¢lulas dos animais WT, 3d ou uma mistura na propor¢ao de 1:1 de células WT e células 3d.
Nos camundongos irradiados e reconstituidos, foram administrados em sua mamadeira com agua
150 mg/ml de sulfametoxazol e 30 mg/ml de Trimetoprima durante 6 semanas. Depois disso, 0s
animais foram transferidos para dgua potavel estéril, assegurando assim que o tratamento com
antibioticos ndo afetaria a subsequente infec¢do com 7. gondii. Os camundongos foram utilizados

para a infeccdo experimental ou para a analise de quimerismo 10 semanas apds o transplante.

4.11 Purificacao Celular.

Células peritoneais foram retiradas injetando 8ml de meio DMEM utilizando uma seringa
com agulha de 21 Gauge. Células CD11c+ e CD11b+ foram purificadas utilizando o Kit EasySep®
para selecdo positiva de CD11c e CD11b de acordo com o protocolo do fabricante. Resumidamente,
os bagos foram recolhidos a partir de camundongos selvagens e nocautes, e digeridos com
colagenase D (Sigma) em DMEM durante 30 minutos. As heméacias foram lisadas e as células
foram incubadas com anticorpo anti-receptor Fc durante 10 min, reagente de marcagdo CD11c ou
CDI11b PE durante 15 min, coquetel PE de selecao por 15min, e esferas magnéticas durante 10 min.
Quando necessario, as células CD11c+ foram marcadas com anti-CD8APC e separados para PE

(CDI11c+) ou PE/APC (CD11c¢+/CD8+). A pureza das células foi verificada por FACS.



4.12 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs).

Para o isolamento das PBMCs humanas, foi utilizado o método de centrifugacdo por
gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma Aldritch). Um total de 40ml de sangue estéril foi obtido de
cada paciente e diluido 1:1 em PBS e adicionado 15ml de Ficoll para cada 35ml de Sangue/PBS. O
material foi centrifugado a 400 x g por 30min a temperatura ambiente. O anel contendo as PBMCs
foi coletado e posteriormente lavado trés vezes com meio DMEM (Sigma Aldritch). Para os
experimentos de estimulacdo celular as mesmas foram contadas em camara de Neubauer e foram

utilizadas 3 x 10° células por pogo.

4.13 ELISA para dosagem de citocinas.

Os niveis das citocinas foram dosados em diferentes tempos apods as infecgdes e/ou
estimulagdes in vitro. As dosagens foram feitas no lavado peritoneal, soro e nos sobrenadantes de
macrofagos, células dendriticas e esplendcitos expostos a diferentes estimulos. Nas amostras
experimentais foram dosados os niveis de TNF-a, IFN-y, IL-12p40/70, IL-6 ¢ MCP1 utilizando os
kits Mouse DuoSet ELISA (R&D Systems) de acordo com as instru¢des do fabricante.
Resumidamente, as placas foram sensibilizadas com o anticorpo de captura diluido em PBS por
16hs a temperatura ambiente e posteriormente foram bloqueadas com tampao de bloqueio (PBS +
1% BSA ou PBS 0,1% BSA dependendo da citocina), e as amostras foram plaqueadas e incubadas
por 2hs. Apoés as placas foram incubadas com anticorpo de detec¢do por 2hs e estreptavidina-
peroxidase por 30min. A revelacdo foi feita com 10 ml de tampdo citrato-fosfato (0.05M
Na3CsHs07 . 2H,0; 0.05M Na,H,PO4 .H,0) contendo 100uL de TMB e 30uL de H,O, 40v. A
reacdo foi parada com H,SO4 (1:20) e a leitura foi feita a 450nm em espectrofotdometro. Os niveis
de IL-12p40, IL-12p70, IL-1B e TNF-a humanos foram dosados nos sobrenadantes de PBMCs
humanos ap6s a estimulagdo com os respectivos estimulos utilizando o kit de CBA inflamatorio
humano (BD Bioscience) ou o kit Human IL-12p40 DuoSet ELISA (R&D Systems) de acordo com

o fabricante.



4.14 Citometria de fluxo.

Para verificarmos qual populagdo celular ¢ a responsavel pela produgdo de IL-12 apos a
infecgdo por 7. gondii, utilizamos a técnica de citometria de fluxo. Para este experimento, as células
peritoneais foram utilizadas no quinto dia pos infec¢@o. Apds obtencao das células peritoneais como
descrito anteriormente, as células foram cultivadas por 8h na presenga de GolgiPlug (BD
Bioscience) para inibi¢do do transporte de proteinas e consequentemente liberacdo de citocinas.
Apos a incubagdo as células foram marcadas durante 30 minutos com anticorpos conjugados contra
os marcadores de superficie CD11b, CD11c, GR1, F4/80 e MHC-II (eBioscience) em tampao de
incubacdo (PBS + BSA 1%) para identificacdo de células dendriticas, neutréfilos e monocitos
inflamatorios. Apods trés lavagens com tampdo de incubagdo, as células foram fixadas com
formaldeido 4% por 15min e permeabilizadas com tampdo de permeabilizacdo (PBS + 0,5%
Tween®20) por 30min. Apds este passo, as cé¢lulas foram lavadas por 3 vezes e incubadas com
anti-IL12 PE (BD Bioscience) em tampao de permeabilizagdo durante 30 min. As células foram
lavadas e analisadas por citometria de fluxo em um citometro LSRII (BD Bioscience). Os dados
foram adquiridos com software DIVA (BD Bioscience) e analisados em FlowJo (Tree Star). Para os
experimentos utilizando animais quimeras, além dos anticorpos citados anteriormente também
foram utilizados os anticorpos para marca¢do de cd45.1 (células do camundongo WT) e cd45.2
(células do camundongo 3d). Nestes experimentos a infec¢do foi feita com a Cepa Pru-GFP

também do tipo II.

4.15 Real-Time PCR para quantificacio de DNA de 7. gondii e expressao de TLRs.

Células do exudado peritoneal, bago e figado de camundongos nos dias 0, 3, 5 ou 8 apos a
infeccdo com Toxoplasma gondii foram recolhidos e 0 DNA total extraido usando o Tissue and
Blood DNeasy kit (Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante. Os primers utilizados para
amplificacdo do gene B1 do Toxoplasma gondii (Direto: 5'-CTGGCAAATACAGGTGAAATG-3"e
Reverso: 5'-GTGTACTGCGAAAATGAATCC-3') foram selecionados utilizando o programa
PrimerSelect (Lasergene software suite, DNASTAR). As reagdes de PCR foram feitas em um

volume final de 25ul utilizando 5ng de DNA total dos tecidos, 200ng de cada primer e 1x supermix



iQ SYBR Green (BioRad). Analise quantitativa da RT-PCR foi realizada utilizando DNA Engine
Opticon 2 Real-Time Cycler (MJ Research). A especificidade da amplificagdo foi avaliada para
cada amostra por analise da curva de anelamento dos primers. A quantificagdo relativa foi realizada
utilizando andlise da curva padrdo de DNA purificado de taquizoitos de ME49 e os resultados
foram expressos como pg de DNA do parasita por mg de tecido de DNA total. Para quantificagdo
da expressao dos TLRs nas células CD11b+ e CDI11c+, as células foram purificadas como descrito
anteriormente ¢ o RNA extraido usando RNesy Kit (Qiagen). Apos a transcri¢do reversa de 0,8ug
de RNA utilizando ProtoScript® AMV First Strand cDNA Synthesis Kit (New England Biolabs),
PCR quantitativo utilizando 1x supermix iQ SYBR Green foi realizado. Os primers utilizados
foram: TLR3 direto: 5-ATAAAATCCTTGCGTTGCGAAGT -3’; TLR3 Reverso: 5’-
TGTTCAAGAGGAGGGCGAATAA-3’; TLR7 direto: 5° TCTTTGGGTTTCGATGGTTTCC-3;
TLR7 Reverso: 5’-GCAGTCCACGATCACATGGG -3 TLR9 direto: 5’-
ACGGGAACTGCTACTACAAGA-3’; TLR9 Reverso: 5’-CCCAGCTTGACAATGAGGTTAT-
3’ TLRI11  direto:  5-AGAGCTGGCTGGTATGTTCC-3’;  TLR11  Reverso: 5’-
GTGTTCTTGTCAGGTCCAGAATC-3;> TLRI12 direto: 5-CCAGGACTGCACCTTTTGG-3’;
TLR12 Reverso: 5’-GTGACACTGGTTGTACGCAAT -3°.

4.16 Ensaio de Luciferase.

Para avaliacdo da ativagdo de TLR9 humano por oligonucleotideos contendo motivos CpG
derivados do genoma do Toxoplasma gondii e identificados como descrito anteriormente, foram
utilizadas células HEK293T expressando de forma estdvel TLR9 humano e o gene da luciferase sob
o controle do promotor pELAM contendo sitios sob indug¢do de NF-kB. Utilizou-se também o vetor
PRL contendo o gene da luciferase Renilla (Promega) para a expressdo constitutiva da proteina para
controle positivo da atividade.

No dia anterior, 2 x 10* células foram semeadas em placas de 96 wells e 24h apos foram
estimuladas com diferentes concentragdes do oligonucleotideos derivados de 7. gondii ou CpG
2007 ou 2395 como controles positivos ou deixadas somente em meio DMEM. Apo6s 24h de
estimulagdo, as células foram lavadas com PBS e o ensaio foi realizado de acordo com o fabricante

do Kit Dual Luciferase Report Assay (Promega). As células foram lisadas por 15 min em 50ul de



tampao de lise e 30ul foram transferidos para uma placa branca de 96 wells. Inicialmente foram
adicionados 30ul do substrato de luciferase e rapidamente lido em leitor de Elisa. Na sequéncia foi
adicionado o substrato Stop and Glo para medir a atividade constitutiva da Renilla e também lido
rapidamente em leitor de Elisa. As unidades relativas de luciferase foram calculadas através da
normaliza¢do dos valores de luminescéncia emitidos pela atividade da luciferase divididas pelo

valor de emissdo pela atividade constitutiva da Renilla.

4.17 Imunoprecipitacio e Western Blotting.

Para os experimentos de imunoprecipitacdo, células HEK293T foram semeadas em placas
de 6 wells e transfectadas com Genejuice (Novagen) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Nos experimentos, foi utilizado o plasmideo pRH-TLR11Ha como isca e os plasmideos pcDNA3-
TLR3FLAG, pcDNA3-TLR4FLAG, pcDNA3-TLR7FLAG, pRZ-TLRIl1ceruleanFLAG, pRZ-
TLR12ceruleanFLAG como presa. Quarenta e oito horas ap6s a transfecgdo as células foram lisadas
em tampdo de lise RIPA (Sigma) com adi¢do de inibidores de Protease (Roche). Os lisados
celulares foram centrifugados e as proteinas foram dosadas por Bradford. Um miligrama de
proteina total foi utilizado para imunoprecipitagdo com 2ug de anticorpo monoclonal anti-
hemaglutinina (Sigma) e 30ul de proteina A agarose (Invitrogen). Ap6s 24h as beads de agarose
foram lavadas com PBS. Primeiramente, as amostras foram fracionadas em SDS-PAGE 8% ¢ em
seguida transferidas para uma membrana de PVDF por 1h a 250mA no gelo. Posteriormente a
membrana foi incubada em solucdo de bloqueio (PBS1x 0,01M de NaHPO,, 0,15M de NaCl, pH
7,2, 5% de leite em p6 desnatado, 0,1% Tween®20), por 1h sob agitacdo a temperatura ambiente.
Os anticorpos utilizados foram diluidos na mesma solugdo. Foi utilizado o anti-FLAG (FLAG: Met-
Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) (Sigma), na dilui¢do de 1:2000, e o anticorpo monoclonal anti-
Ha (Ha: Tyr, Pro, Tyr, Asp, Val, Pro, Asp, Tyr, Ala) (Sigma), na diluicdo 1:1500. O anticorpo
secundario anti-camundongo conjugado com peroxidase (Bio-Rad) foi utilizado na diluicdo de
1:15000. Entre os anticorpos primarios e secundarios, a membrana foi lavada por 10 min por trés
vezes com PBS1x pH 7,2 com 0,1% Tween®20. A revelagao foi feita em camara escura utilizando
reagente para quimioluminescéncia “ECL plus Western Blotting Detection System” (Amersham

Bioscienses) e revelado em filme Raio-X (Kodak).



4.18 Analise estatistica.

Todos os dados foram analisados utilizando o teste T de student ndo pareado de duas caudas
com um intervalo de confianga de 95% (Prism; GraphPad Software, Inc.). Todos os dados foram

representados como media + desvio padrao.



5. RESULTADOS

5.1 Células expressando UNC93B1 mutada (3d) sao capazes de controlar a infec¢do por

Toxoplasma gondii in vivo apés vacinacdo com a cepa CPS 1.1.

Tabeta e colaboradores, utilizando a técnica de indugdo de mutagdes em células da linhagem
germinativa, e posterior triagem, identificaram que uma muta¢do pontual no gene da proteina
UNC93BI1, gerava uma proteina incapaz de responder aos agonistas dos TLRs 3, 7 e 9 (Tabeta et
al., 2006). Nosso grupo demonstrou que animais 3d sdo altamente susceptiveis a infeccdo pela
cepa avirulenta do tipo 11, ME49 (Melo et al., 2010). Esses animais possuem um grande defeito na
producdo de IL-12 e atraso na produgdo de IFN-y. Os autores demonstraram que apos a infec¢ao
de macrofagos imortalizados com taquizoitos de 7. gondii, UNC93B1 transloca para o PV,
indicando um possivel papel de UNC93B1 no controle do crescimento do parasita no PV, e ndo
somente na transloca¢do dos TLRs. Também foi demonstrado que macrofagos 3d infectados in
vitro, sdo mais permissiveis ao crescimento do parasita (Melo et al., 2010).

Para avaliar o papel de UNC93B1 no controle da infec¢do pelo 7. gondii in vivo, utilizamos
um protocolo de vacinagdo anteriormente utilizado (Sukhumavasi et al., 2008), para avaliar a
geracdo de uma resposta imune capaz de controlar a infec¢do. Animais deficientes na molécula
adaptadora MyD88 sdo altamente susceptiveis a infecgdo por 7. gondii (Scanga et al., 2002), mas
quando vacinados com a cepa cpsl.l auxotrofica para uracil, se tornam resistentes ao desafio com
a cepa ME49 (Sukhumavasi et al., 2008).

Utilizando o mesmo protocolo de vacinagdo com os camundongos 3d, vimos que estes
animais sdo capazes de desenvolver uma resposta imune com linfocitos T produtores de IFN-y
(Figura 5A), e linfocitos B produtores de anticorpos anti-7. gondii (Figura 5B). Ambas as respostas

foram significativamente menores quando comparadas aos animais selvagens e iGTP nocautes.
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Figura 5- Camundongos 3d sdo capazes de montar uma resposta imune apos
vacinacdo com uma cepa de 7. gondii atenuada. Camundongos WT, 3d, MyD88 e iGTP
foram vacinados 3 vezes por via intraperitoneal em intervalos de 15 dias com a cepa cpsl.1 de T. gondii.
(A) Dezessete dias apos a terceira imunizagdo as células do bago foram cultivadas na presenca de STAg (+)
ou meio (-). Os niveis de IFN-y foram dosados 48 hrs apos estimulagdo. (B) Oito dias apos a terceira
imunizagdo animais foram sangrados e niveis de anticorpos avaliados por ELISA. Lisado total de
taquizoitos foram utilizados como antigeno (STAg).

Apesar da reposta imune reduzida, a mesma foi suficiente para controlar a infec¢do apds o
desafio intraperitoneal com a cepa ME49 (Figura 6A e 6B). Portanto, animais 3d sdo capazes de
desenvolver uma resposta imune apos infecgdo com a cepa cpsl.l e sobreviver ao desafio com a

cepa ME49.
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Figura 6- Camundongos 3d vacinados sobrevivem ao desafio com a cepa ME49
de T. gondii. Camundongos WT, 3d, MyD88 e iGTP foram vacinados 3 vezes via intraperitoneal em
intervalos de 15 dias com a cepa cpsl.1 de T. gondii. (A) Todos os grupos foram desafiados com 25 cistos,
via intraperitoneal, da cepa ME49 vinte um dias ap0s a terceira imunizagao, e a mortalidade avaliada. (B) Os
animais sobreviventes foram mortos no dia 30 apds o desafio e cistos presentes no cérebro foram contados.
Os dados representam a média + desvio padrdo de 2 experimentos.

Para avaliar o papel de UNC93B1 no controle do crescimento do parasita in vivo, foram
gerados camundongos quimeras a partir de animais selvagens e 3d. Animais selvagens, portadores
do receptor c¢d45.1 foram irradiados, e posteriormente repopulados com células da medula dssea de
camundongos selvagens, camundongos 3d, ou uma mistura de 50% de células provenientes de
animas selvagens e 50% de animais 3d. Apos 10 semanas os animais foram utilizados para
experimentos de infec¢do com a cepa do tipo II Pru-GFP. Camundongos quimera repopulados com
células de camundongos WT sdo resistentes a infec¢do por 7. gondii, ao passo que camundongos
repopulados com células provenientes de camundongo 3d s3o susceptiveis (Melo et al., 2010).
Quando avaliamos a taxa de infec¢do do parasita em camundongos quimera mista, com populagdo
de 50% de células mieloides e linfoides de animais selvagens e 50% de animais 3d, o parasita
infecta na mesma propor¢ao células proveniente de ambos animais (Figura 7A). Avaliando
especificamente infeccdo em mondcitos inflamatorios/macréfagos e em células dendriticas,
observamos que o parasita ¢ capaz de infectar e proliferar tanto nas células selvagens quanto nas
células 3d (Figura 7B), sugerindo que UNC93B1, ao contrario de iGTP (Collazo et al., 2002;

Melzer et al., 2008), ndo tem um papel direto no controle do crescimento do parasita.
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Figura 7- Células WT e 3d sdo igualmente infectadas pelo 7. gondii. Camundongos
B6.SJL-PtprcaPepcb/Boyl] (WT)(cd45.1+) e 3d (cd45.2+) foram utilizados nos experimentos de transplante
de medula. Dez semanas ap6s os transplante os animais foram infectados com 25 cistos da cepa Pru-GFP.
(A) Animais repopulados com 50% de células provenientes de animais WT e 50% 3d, foram sacrificados 8
dias apds a infecdo e células peritoneais avaliadas por FACS para presenca do parasita GFP+. Células totais
foram avaliadas para os marcadores cd45.1 (WT) e cd45.2 (3d) (B) Células totais retiradas 8 dias apds
infec¢do de animais repopulados com células cd45.1+, ou células cd45.2+, ou 50% de células cd45.1 e 50%
cd45.2 foram separadas em células dendriticas e monocitos inflamatérios e a porcentagem de células
infectadas foi avaliada. Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes com 5 animais por

grupo.



5.2 Ambos RNA e DNA purificados de taquizoitos da cepa ME49 de 7. gondii ativam APCs
via TLRs.

Camundongos 3d sdo altamente susceptiveis a infec¢do por 7. gondii, entretanto nenhum
dos camundongos deficientes em TLRs que reconhecem dacidos nucléicos tiveram defeito na
resposta imune ou foram susceptiveis a infec¢do (Melo et al., 2010). Tem sido constantemente
demonstrado que TLRs que reconhecem dacidos nucléicos sdo importantes receptores no
reconhecimento de virus, bactérias e protozodrios. (Alexopoulou et al., 2001; Bartholomeu et al.,
2008; Drennan et al., 2005; Heil et al., 2004; Hemmi et al., 2000). Diferentes trabalhos tem
demonstrado o papel de TLR7 e TLR9 no reconhecimento do parasita Trypanossoma cruzi (Bafica
et al., 2006; Bartholomeu et al., 2008; Caetano et al., 2011) e também de TLR9 no reconhecimento
da hemozoina do Plasmodium (Parroche et al., 2007). Para avaliarmos o papel de TLR9 no
reconhecimento de 7. gondii, macréfagos murinos imortalizados deficientes em TLR9 foram
transduzidos com virus carreando o cDNA para TLR9 murino fusionado a GFP. Os macréfagos,
primados ou ndo com IFN-y, foram infectados in vitro com taquizoitos da cepa ME49 marcados
com CMTPX vermelho e avaliados apds duas horas de infec¢do. As células foram marcadas com
Lysotracker, marcador de organelas 4cidas, e avaliadas por microscopia confocal. Nossos resultados
demonstram que quando o parasita penetra ativamente na célula, formando o vactolo parasitéforo
(negativo para lysotracker), ndo ha translocacdo de TLRY, mas quando o parasita ¢ fagocitado,

TLRO transloca para o endolisossomo (positivo para lysotracker) (Figura 8).
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Figura 8- Translocac¢io de TLR9 para o endolisossomo apés fagocitose do 7.
gondii. Macrofagos deficientes em TLR9 e expressando estavelmente TLR9-GFP ndo primados (superior)
e primados com IFN-y (inferior) foram infectados com 7. gondii corados com CMTPX vermelho. Apds 2 hrs
as células foram marcadas com Lysotracker e analisadas por microscopia confocal. As setas indicam parasitas
internalizados.

Este resultado sugere um potencial papel para TLR9 no reconhecimento de acidos nucleicos
liberados do parasita apds fagocitose e destrui¢do no endolisossomo. Para avaliar o papel de TLR7
e TLRY no reconhecimento do 7. gondii, RNA e DNA foram purificados a partir de taquizoitos
altamente purificados e utilizados para estimulagdo in vitro de macrofagos imortalizados e DCs
purificadas do bago. Os nossos resultados mostram que tanto RNA quanto DNA purificados do
parasita foram capazes de ativar macréfagos e DCs, de uma maneira dependente de TLR7 e TLRO,
respectivamente, induzindo a producao de TNF-a e IL-12 (Figura 9A).

O genoma do Toxoplasma gondii esta completamente sequenciado e disponivel para

consulta no banco de dados do ToxoDB website (http://toxodb.org/common/downloads/).

Utilizando ferramentas de bioinformdtica previamente utilizadas (Bartholomeu et al., 2008;
Parroche et al., 2007), foi procurado no genoma do 7. gondii possiveis sequéncias estimulatdrias
contendo motivos CpG. No genoma foram identificados 93 possiveis motivos murinos de classe B,
363 possiveis motivos humanos de classe B e 67 possiveis motivos humanos de classe C, estando

alguns destes representados na Tabela 1 (Anexo).



Células dendriticas purificadas do baco de camundongos selvagens foram utilizadas para
estimulacdo in vitro com os oligonucleotideos sintéticos identificados no genoma do 7. gondii.
Como visto na Figura 9B, oligonucleotideos identificados no genoma do Toxoplasma contendo
motivos CpG foram capazes de ativar a producdo de citocinas em DCs, o que também foi
observado para 7. cruzi (Bartholomeu et al., 2008) e Plasmodium falciparum (Parroche et al.,

2007).

5.3  Deficiéncia de receptores do tipo Toll de reconhecimento de acidos nucléicos nao

recupera o fenotipo de susceptibilidade observado em camundongos 3d.

Uma mutagdo pontual na proteina UNC93B1, identificada por Tabeta e colaboradores, gera
uma proteina incapaz de interagir com os TLRs intracelulares (TLR3, TLR7 e TLRY), sendo os
mesmos inativos no camundongo 3d (Brinkmann et al., 2007; Kim et al., 2008; Tabeta et al., 2006).
Camundongos 3d sdo altamente susceptiveis a infeccdo por 7. gondii, entretanto nenhum dos
camundongos deficientes em TLRs que reconhecem 4acidos nucléicos, tiveram defeito na resposta
imune (IL-12 e IFN-y) ou foram susceptiveis a infeccao (Melo et al., 2010).

Nossos resultados prévios sugeriram que uma deficiéncia combinada de TLRs que
reconhecem 4cidos nucléicos, explicaria o dramatico fendtipo observado nos camundongos 3d. Para
respondermos esta questdo, foram geradas diferentes combina¢des de camundongos deficientes em
TLRs endossomais, como os duplos nocautes TLR3/TLR7 e TLR7/TLRY, e o triplo nocaute
TLR3/TLR7/TLRY. Para avaliar a resposta imune e a susceptibilidade dos diferentes nocautes ao 7.
gondii, os animais foram infectados via intraperitoneal com 25 cistos da cepa ME49. Como
mostrado na Figura 10, os camundongos TLR7/9 e TLR3/7/9 deficientes, foram capazes de
responder a infecgdo com produgdo normal das citocinas IL-12 e IFN-y, tanto no lavado peritoneal

quanto no soro, em niveis comparados aos camundongos selvagens.
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Figura 9- Ativaciao de macré6fagos e células dendriticas in vitro por RNA e DNA
de 7. gondii. (A) Macréfagos imortalizados WT, TLR7 e TLR9 deficientes foram estimulados com
RNA de ME49 a 2ug/ml associado a DOTAP. Os niveis de TNF-a foram dosados no sobrenadante 24 hrs
apos estimulagdo. R848 foi utilizado como agonista de TLR7 e CpG 1826 como agonista de TLR9; painel a
esquerda. Células dendriticas foram estimuladas com DNA de ME49 associado com DOTAP a 10, 5, 1 e
0.1ug/ml. Niveis de IL-12p40 foram dosados no sobrenadante 24hrs pds estimulagdo; painel da direita. (B)
Células dendriticas foram estimuladas com oligonucleotideos derivados de 7. gondii contendo motivos CpG
de classe B associados a DOTAP. Niveis de IL-12p40 foram dosados 24 hrs apds estimulacdo. As
concentracdes do oligonucleotideos foram 3uM (circulos pretos), 1uM (cinza escuro), 0.3uM (cinza claro) e
0.1uM (brancos). Dados representativos de 3 experimentos independentes. *0.01 < p < 0.05, **0.001 < p <
0.01, ***p < 0.001.
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Figura 10- Producdo de IL-12 e IFN-y normal em camundongos TLR7/TLRY e
TLR3/TLR7/TLRY9 deficientes infectados com 7. gondii. Animais foram
infectados com 25 cistos da cepa ME49. (A) Niveis de IL-12p40 e IFN-y foram
dosados 3, 5 e 8 dias apdés a infecdo no lavado peritoneal e soro. Dados
representativos de 3 experimentos independentes. *0.01 < p < 0.05, **0.001 < p < 0.01,
*Ekp <0.001.

Mas apesar da produg@o normal de IL-12 e IFN-y, camundongos deficientes em TLR3/7/9
foram parcialmente susceptiveis a infeccdo (Figura 11A), apresentando um aumento da carga
parasitaria na fase aguda (Figura 11B) e na fase cronica (Figura 11C). Estes resultados foram
surpreendentes pois do nosso conhecimento, TLR3, TLR7, TLR9 e TLR13, e mais recentemente
TLRI11, eram os TLRs endossomais mediados por UNC93B1 (Brinkmann et al., 2007; Kim et al.,
2008; Pifer et al., 2011; Tabeta et al., 2006).
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Figura 11- Camundongos TLR3/TLR7/TLRY9 deficientes sio parcialmente
susceptiveis a infeccdo por 7. gondii. Camundongos foram infectados com 25
cistos da cepa ME49. (A) Grafico de sobrevivéncia de animais WT (n=20), 3d (n=16) TLR7/9
(n=20) e TLR3/7/9 (n=20) de 4 experimentos independentes. (B) Anélise por Real-time PCR quantitativo foi
realizado para avaliacdo do nivel de infec¢do nos diferentes tecidos 3, 5 e 8 dias apos a infec¢do. Resultados
expressos como pg de DNA do parasita por mg de tecido total. Dados representativos da media + desvio
padrao de 2 experimentos independentes. (C) Os cistos cerebrais foram contados 30 dias apds a infecdo nos
animais sobreviventes. Os cistos representam a média + desvio padrao dos 4 experimentos. *0.01 <p < (.05,
*#0.001 <p <0.01, ***p < 0.001.



5.4 Além de TLR3, TLR7 e TLR9, TLR11 e TLR12 também se localizam no Reticulo

endoplasmatico.

Como a resisténcia a infeccdo experimental pelo 7. gondii foi pouco afetada nos
camundongos TLR3/TLR7/TLR9 nocautes, decidimos investigar o papel de outros TLRs, cuja
fungdo também ¢ dependente de UNC93B1. Para melhor responder a essa questdo, utilizamos as
sequéncias de aminoacidos dos TLRs murinos obtidos no banco de dados do NCBI, e utilizando um
programa de bioinformatica (Phylogeny.fr) geramos uma arvore molecular dos TLRs murinos
(Figura 12A) (Anisimova and Gascuel, 2006; Dereeper et al., 2010). Esta analise indicou que
TLR12 ¢ um TLR muito proximo a TLR11, e agrupados préximo a TLR13, ambos TLRs
endossomais mediados por UNC93B1 (Brinkmann et al., 2007; Shi et al., 2011). Fazendo o
alinhamento da sequéncia de aminoacidos de TLR11 e TLR12 através do programa Multalin
(Corpet, 1988), estes TLRs apresentaram uma identidade de sequéncia de 35% (Figura 12B). Tendo
em vista a alta homologia, ¢ razoavel especular que ambos TLRs possam ter a mesma localizagdo

¢/ou até a mesma fungao.
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dos TLRs murinos foram obtidas no Dbanco e dados do

possuem alta similaridade de sequéncia. (A) As sequéncias

NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/) e utilizando o programa Phylogeny.fr foi gerada uma arvore molecular.

Entre parénteses esta o cromossomo onde o TLR esta localizado. (B) Alinhamento entre TLR11 e TLR12

gerado por Multalin. Aminodcidos presentes em ambas sequencias estdo representados em vermelho.



Para caracterizar a localizagdo subcelular de TLR11 e TLR12, geramos virus carreando o
cDNA para TLRI11 e TLR12, e transduzimos macrofagos imortalizados para expressdo estavel de
ambos TLRs fusionado as proteinas fluorescentes mcherry e citrine. Utilizando a técnica de
microscopia confocal e diferentes marcadores celulares como subunidade B da toxina de colera
fusionada a FITC para marcacdo da membrana celular, ER Tracker para marcagdo do reticulo
endoplasmatico e Lysotracker para marcagdo de organelas dcidas, demonstramos que ambos TLR11
e TLR12 sdo TLRs intracelulares e localizados no RE (Figura 13A). Também foram
cotransfectadas transientemente células HEK293T com os plasmideos que codificam UNC93BI
fusionada a YFP e TLR11 ou TLR12 fusionados a mcherry. Como mostrado na Figura 13B, todas
as proteinas colocalizaram no RE. Como controle, foram transfectadas células HEK293T com o
plasmideo codificando TLR4 fusionado a YFP. O padrdo de distribuicao celular para TLR4, como
esperado (Latz et al., 2004), foi bastante diferente de TLR11 e TLR12 (Figura 13B), sendo expresso

na membrana celular.
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Figura 13- TLR11 e TLR12 sio ambos TLRs intracelulares localizados no Reticulo endoplasmatico.
(A) Microscopia confocal de macréfagos imortalizados estavelmente expressando TLR11 e TLRI12
fusionados a mCherry. As imagens foram adquiridas apds marcacdo com Toxina B de colera FITC para
marcacao da membrana plasmatica, Lysotracker para marcacao de compartimentos acidos e ER-tracker para
marcagdo do reticulo endoplasmatico. (B) Microscopia confocal de células HEK293T cotransfectadas com
TLR11-mcherry ou TLR12-mcherry com UNC93B1-YFP (painel esquerdo). HEK293T transfectadas com
TLR4-YFP, TLR11-mcherry e TLR12-mcherry e marcadas com Hoechst 33342 (marcador de nticleo) foi
usado como controle de localizagdo (painel direito).




5.5 TLRI11 e TLR12 siao altamente expressos em células dendriticas CD8o.+ e tem funcio

mediada por UNC93B1

Ao longo dos anos tem se discutido o papel de diferentes populacdes celulares na infec¢ao
por T. gondii. Vérios estudos demonstraram que a popula¢do de DC que expressa ambos CD1l1c e
CDS8 ¢ a principal fonte de IL-12, e desempenha papel importante na resisténcia do hospedeiro a
infec¢do por 7. gondii (Hou et al., 2011; Mashayekhi et al., 2011; Reis e Sousa et al., 1997). Além
disso, a inducdo de IL-12 por células dendriticas expostas a taquizoitos de 7. gondii ¢ mediada por
TLR11 de forma dependente de UNC93B1 (Pifer et al., 2011).

Como ambos macrofagos e células dendriticas sdo importantes fontes de IL-12 durante a
infeccdo por 7. gondii em camundongos (Gazzinelli et al., 1994; Mashayekhi et al.,, 2011),
decidimos avaliar a expressdo do mRNA de TLRs endossomais em  células CDI11b+,
CDI11c¢+/CDS8-, e CD11c+/CD8+ em camundongos infectados ou ndo com 7. gondii. Como
demostrado na Figura 14A, o mRNA de TLR3, TLR9, TLR11 e TLR12 foram expressos em altos
niveis nas células CD11c+/CD8+, enquanto que a expressio do mRNA de TLR7 foi maior em
células CD11c+/CDS8-. Apds a infeccdo, a expressdo do mRNA de TLR3, TLR11 e TLRI12 foi
induzida principalmente em células CD11c+/CD8+. Uma baixa expressao de TLR11 e TLR12 foi
observada em células CD11c¢+/CD8-. Os macrofagos também expressaram RNA para os varios
TLRs endossomais, mas em menor quantidade do que as DCs, e com indu¢do de ambos TLR11 e
TLRI12.

Para avaliar se TLR11 e TLR12 estdo associados a outros TLRs endossomais, células
HEK293T foram transientemente cotransfectadas com diferentes TLRs (i.e. TLR3, TLR4, TLR7,
TLR11 e TLR12) fusionados ao epitopo FLAG, e TLR11 fusionado ao epitopo Ha. Apds 48 hrs de
transfec¢cdo, as células foram lisadas com tampao RIPA (Sigma) e o extrato total utilizado no
experimento de imunoprecipitagdo. TLR11 foi utilizado como isca sendo precipitado com anticorpo
monoclonal anti-Ha ligado a proteina A agarose. Como mostrado (Figura 14B), TLR3, TLR7,
TLR11 e TLR12, mas ndo TLR4, coimunoprecipitaram com TLRI11. Como foi descrito que
UNC93BI1 interage fisicamente com o TLR3, TLR7, TLR9, TLR11 e TLR13 (Brinkmann et al.,
2007; Pifer et al., 2011), a interpretagcdo deste resultado ¢ que quando se precipita TLR11, TLR3,
TLR7, TLR11 e TLRI2 coimunoprecipitam juntamente pois todos os TLRs endossomais estdo

diretamente ligados a UNC93BI1.



Como tem sido descrita a importante fun¢do de DCs na infec¢do por 7. gondii, purificamos
células CD11c+ do bago de diferentes camundongos selvagens, nocautes (i.e. TLR7/9, TLR3/7/9 e
TLR11) e 3d para avaliagdo da producdo de IL-12 apos a estimulacdo com diferentes agonistas de
TLRs, lisado total de taquizoitos (STAg), infec¢do por taquizoitos de ME49 e profilina
recombinante (rTgPRF). Células dendriticas de camundongos 3d responderam ao estimulo por LPS,
mas ndo para R848 (agonista de TLR7), oligonucleotideo CpG (agonista de TLR9), STAg, ME49,
ou rTgPRF (Figura 14C). A falta de TLR11, mas ndo de TLR3/TLR7/TLR9 teve um grande
impacto sobre a producdo de IL-12 por DCs do bago expostos a STAg, ME49 ou rTgPREF,
indicando que TLR11/profilina sdo o principal receptor/agonista presente na infec¢do por 7. gondii.
Entretanto, quando comparamos a resposta pelo estimulo por rTgPRF, DCs provenientes de
camundongos TLRI11 deficientes ainda produzem quantidades significativas de IL-12 quando
exposto a STAg ou ME49 (Figura 14C). Como esperado, DCs de camundongos TLR3/TLR7/TLR9
nocautes ndo responderam a R848 ou CpG, enquanto que DCs de camundongos TLR11 nocautes
produziram niveis elevados de IL-12 em resposta a estes agonistas de TLR (Figura 14C).

Células CD11lc+ também foram purificadas de camundongos TLR12 nocautes e utilizadas
em estimulagdes in vitro. Os resultados demonstraram que, como as DCs deficientes em TLR11,
DCs TLR12 deficientes ndo respondem a rTgPRF. Apos o tratamento com proteinase K, mas ndo
com RNAse ou DNAse, rTgPRF perdeu a capacidade de ativar células CD11c+ (Figura 14D).
Nossos resultados indicam fortemente que ambos TLR11 e TLR12 sdo intracelulares e tem a sua

fun¢do mediada por UNC93B1 na resposta a TgPRF.
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DCs CD8+. (A) Avaliagdo dos niveis de expressdo de TLR3, TLR7, TLR9, TLR11 e TLR12 por Real-Time
PCR em células CD11b", CD11c¢"/CD8a." e CD11c¢'/CD8a purificadas de bago de animais nio infectados e 5
dias apos infecgdo. Os niveis de expressdo foram normalizados para Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH). (B) HEK293T foram transfectadas com diferentes combinag¢des de plasmideos e o lisado total foi
imunoprecipitado (IP) com anti-Ha (superiores) e anti-FLAG (inferior) e analisado por Imuno Blot (IB) com
anti-FLAG (superior e inferior). (C) Células cdllc’ foram purificadas do bago de animais WT, 3d,
TLR7/TLR9, TLR3/TLR7/TLR9 e TLR11 KO e estimuladas com LPS, CpG 1826, R848 ou infectado com
ME49. (D) Células cdllc” purificadas de animais WT, TLR4, TLR7/TLR9 e TLR12 KO foram estimuladas
com LPS, CpG 1826, STAg, ou rTgPRF nio tratada, ou tratada com DNAse, RNAse ou Proteinase K. (C-D)
Niveis de 11-12 foram dosados 24 hrs apds estimulagdo. (*0.01 <p < 0.05, *¥*0.001 <p < 0.01, ***p <0.001).



5.6 TLR11 e TLR12 formam heterodimeros apds estimulagio e sio ambos requeridos para

resposta a infecciao por 7. gondii.

Para avaliar o papel de TLR11 e TLR12 no reconhecimento de moléculas presentes no
Toxoplasma, utilizamos macréfagos expressando estavelmente TLR11, TLR12 ou ambos TLR11 e
TLR12 em experimentos de estimulacdo e infeccdo in vitro. Como demonstrado na Figura 15A,
macrofagos imortalizados expressando estavelmente ambos TLR11 e TLR12, mas ndo TLR11 ou
TLR12 isoladamente, produziram niveis elevados de IL-12 em resposta a STAg ou taquizoitos de
ME49. Para que os TLRs sinalizem, a dimerizagdo dos TLRs parece ser um processo necessario,
como demonstrado para os homodimeros de TLR3 e TLRY e para os heterodimeros TLR1/TLR2 e
TLR2/TLR6 (Latz et al., 2007; Leonard et al., 2008; Triantafilou et al., 2006; Wyllie et al., 2000).
Para avaliarmos se TLR11 e TLR12 formam homo ou heterodimeros, utilizamos a técnica de FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer), que permite avaliar a distdncia intermolecular entre os
dominios TIR dos TLRs antes e ap6s a estimulagdo com o agonista desejado. Esta técnica permite
que moléculas que estdo a uma distancia de até 10nm, suficiente para a transferéncia de energia,
sejam avaliadas. Para isso, células HEK293T foram cotransfectadas com diferentes combinacdes de
TLRs fusionados a proteinas fluorescentes, sendo a proteina cerulean utilizada como doador, e
citrine como aceptor. Como mostrado na (Figura 15B), ap6s estimulagdo por STAg ou rTgPRF, um
forte sinal de FRET foi observado em células cotransfectadas com TLR11 ¢ TLR12. Em contraste,
o sinal de FRET nao foi observado em células cotransfectadas com TLR11/TLR11, TLR12/TLR12
ou TLR11/TLRY, quando estimuladas com STAg ou rTgPRF (Figura 15B). Para controle do
experimento, apds estimulagdo com CpG, observou-se um forte sinal de FRET para o homodimero
TLRY/TLRY. Em conjunto, os nossos resultados sugerem que oligomerizacdo entre TLRI1 e
TLR12 ¢ necessaria para o reconhecimento de moléculas do 7. gondii (TgPRF) e para a resposta a

infec¢ao.
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Figura 15- TLR11 ¢ TLR12 formam heterodimeros apés estilumacido e sdo ambos
necessarios para a resposta a profilina de 7. gondii. (A) Macréfagos imortalizados
expressando TLR11, TLR12 ou ambos, foram estimulados com STAg (10 ug/ml) ou infectados com a cepa
ME49. Os niveis de IL-12p40 foram dosados no sobrenadante 24 hrs apds estimulagdo. (B) Células
HEK?293T foram transfectadas com os plasmideos codificando as proteinas indicadas na Figura; 48 hrs apos
a transfeccdo foram estimuladas com STAg, rTgPRF ou CpG 1826 para TLR9/TLR9. FRET entre as
respectivas proteinas foi calculado medindo a emissdo entre as proteinas através do programa FRET SE
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5.7 Camundongos TLR11 e TLR12 nocautes tem defeito na produc¢io de IL-12 e IFN-y mas

sao resistentes a infeccio por 7. gondii

Com base nos resultados descritos anteriormente, ¢ plausivel a hipotese de que TLR11 e
TLR12 respodem a profilina e sinalizam como heterodimeros, e a deficiéncia de qualquer um destes
TLRs resultaria na producdo diminuida de IL-12 apds a infe¢do por 7. gondii. Camundongos
selvagens, 3d e TLR11 nocautes foram infectados via intraperitoneal com cistos de 7. gondii e a
resposta imune avaliada. Como visto na Figura 16A, apesar de uma diminui¢do significativa da
producdo de IL-12, tanto no lavado peritoneal quanto no soro, camundongos TLR11 deficientes
ainda sdo capazes de controlar o crescimento do parasita e sobreviver a fase aguda da infec¢do com
T. gondii (Yarovinsky et al., 2005). Quando comparamos os niveis de IL-12 nos camundongos
TLR11 nocautes e 3d, os niveis foram mais elevados do que nos camundongos 3d, sendo
suficientes para indu¢do de IFN-y (Figura 16A), e controle da infec¢do na fase aguda (Figura 16B).
No entanto, os camundongos TLR11 nocautes tiveram um grande aumento no niimero de cistos
cerebrais (Figura 16C) quando comparado aos camundongos selvagens. Como esperado, devido aos
nossos resultados prévios, camundongos TLR12 deficientes sdo igualmente resistentes a
camundongos TLR11 apos infeccdo por 7. gondii (Figura 16D), com aumento de cistos na fase

cronica (Figura 16E).
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Figura 16 - Apesar do defeito na producdo de IL-12, camundongos TLR11 e
TLR12 deficientes sido resistentes a infec¢do por 7. gondii. Camundongos
foram infectados com 25 cistos da cepa ME49. (A) Niveis de IL-12p40 e IFN-y foram
dosados na cavidade peritoneal e soro 3, 5 e 8 dias ap0s a infec¢do. (B) Gréfico de sobrevivéncia de animais
WT (n=15), 3d (n=12) e TLR11 (n=15) de 3 experimentos independentes. (C) Os cistos cerebrais foram
contados 30 dias ap6s a infe¢do nos animais sobreviventes. Os cistos representam a média + desvio padrédo
dos 3 experimentos. (D) Grafico de sobrevivéncia de animais WT (n=6), TLR7/9/11 (n=6) e TLR12 (n=8).
(E) ) Os cistos cerebrais foram contados 30 dias apos a infecdo nos animais sobreviventes. *0.01 <p < 0.05,
*#0.001 <p <0.01, ***p < 0.001.



5.8 Camundongos deficientes em TLR7/TLRY9/TLR11 sdo altamente susceptiveis a infeccio
por T. gondii.

Avaliando todos os nossos resultados prévios, chegamos a conclusdo que apesar dos TLRs
de reconhecimento a 4cidos nucléicos e também TLR11/12 serem importantes no reconhecimento
de moléculas do parasita 7. gondii e inicio da resposta imune, nenhum destes animais foram
susceptiveis como os animais 3d apos a infec¢ao por 7. gondii (Melo et al., 2010).

Por isso, decidimos gerar camundongos triplos TLR7/TLR9/TLR11 e quéadruplos
TLR3/TLR7/TLRY/TLR11 deficientes e avaliar a resposta imune e susceptibilidade frente a
infec¢do. Em experimentos in vitro, DCs purificadas de ambos camundongos TLR7/TLR9/TLR11 e
TLR3/TLR7/TLRY/TLR11 ndo produzem IL-12 apds estimulagdo por STAg ou infec¢do por
taquizoitos de ME49 (Figura 17A). Apds infec¢do com cistos da cepa ME49, como demonstrado na
Figura 17B, animais quadruplo nocaute tem um grande defeito na producgao de IL-12 e IFN-y em
niveis comparados aos camundongos 3d. Quando avaliada a producdo de IL-12 por citometria de
fluxo em DCs e mondcitos inflamatorios, observamos que ambas as populagdes tem uma grande
reducdo na producdo de IL-12 (Figura 17C). Este defeito faz com que esses animais sejam
extremamente susceptiveis a infe¢do por 7. gondii (Figura 18A) devido a alta carga parasitaria em

células peritoneais e 6érgaos como bago e figado (Figura 18B).
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Figura 17- Camundongos quiadruplo nocaute tem grande defeito na produciio de
IL-12/IFN-y. Camundongos foram infectados com 25 cistos da cepa ME49 via
intraperitoneal. (A) Células CDIllc" foram purificadas do baco de camundongos WT,
TLR7/TLR9/TLR11, TLR3/TLR7/TLR9/TLR11 e TLR11 KO e estimulados com LPS, CpG 1826, R84S,
STAg, ou infectados com taquizoitos de ME49 taquizoitos. (B) Niveis de IL-12p40 e IFN-y foram dosados
na cavidade peritoneal e soro 3, 5 e 8 dias apds a infec¢do. Dados representativos da media + desvio padrdo
de 3 experimentos independentes. (C) Camundongos infectados com 7. gondii foram sacrificados e as
células retirados do bago 5 dias apos infeccdo e avaliadas por FACS para producdo de IL-12 intracelular.
Células dendriticas (esquerda) foram avaliados para CD11c’/MHC-II". Mondcitos inflamatérios (direita)
foram avaliados primeiro para GR1+ e depois para CD11b'/F4/80".
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Figura 18- Camundongos quadruplo nocautes sio altamente susceptiveis a
infecciio por T. gondii. Camundongos foram infectados com 25 cistos de ME49.
(A) Grafico de sobrevivéncia de animais WT (n=15), TLR7/9/11 (n=10) e
TLR3/7/9/11 (n=15) de pelo menos 2 experimentos independentes. (B) Andlise por
Real-time PCR quantitativo foi realizada para avaliagdo do nivel de infeccao nos diferentes tecidos, 3, 5 e 8
dias apds a infecg¢do. Resultados expressos como pg de DNA do parasita por mg de tecido total. Dados
representativos da media + desvio padrdo de 2 experimentos independentes. *0.01 < p < 0.05, **0.001 <p <
0.01, ***p < 0.001.



Além do defeito na producdo de IL-12 e IFN-y, camundongos 3d e quadruplo nocaute
também apresentam defeito na producdo de IL-6 e MCP1 (Figura 19A). Tem sido demonstrada a
importancia de monocitos inflamatérios na infec¢do por 7. gondii (Dunay et al., 2008; Dunay et al.,
2010; Dunay and Sibley, 2010). Além do defeito na producdo de IL-12 que culmina com atraso na
producdo de IFN-y, o atraso na produ¢do de MCP1 implica em uma redu¢@o no recrutamento de
monocitos inflamatérios (Figura 19B), o que pode contribuir para a susceptibilidade de
camundongos 3d e quadruplo nocaute a infecgao.

Para verificarmos se o defeito na produ¢do de IL-12 por camundongos 3d e TLR3/7/9/11
deficientes ¢ a causa primordial da susceptibilidade, os animais foram infectados com 25 cistos da
cepa ME49 e receberam via intraperitoneal 100ng de IL-12p70 recombinante do primeiro ao sexto
dia ap6s a infeccdo. Camundongos 3d e quadruplo deficientes que receberam IL-12p70, foram
capazes de controlar a infec¢do com sobrevivéncia por mais de 60 dias, j4 animais ndo tratados

sucumbiram a infec¢do na fase aguda (Figura 20).
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Figura 19- Atraso na producio de citocinas e quimiocinas culmina com um
recrutamento celular tardio. Camundongos foram infectados com 25 cistos da cepa ME49. (A)
Niveis de IL-6 ¢ MCP1 foram dosados 3, 5 e 8 apos infec¢do no lavado peritoneal. Dados representam a
média = desvio padrdo de 3 experimentos independentes. (B) Camundongos WT, 3d, triplo e quadruplo
nocautes foram infectados e as populagdes celulares avaliadas na cavidade peritoneal 3, 5 e 8 dias apds
infecgdo. Neutrofilos (GR1+, CD11b+, F4/80-), Células dendriticas (CD11c+, MHC-II+) e mondcitos
inflamatoérios (GR1+, CD11b+, F4/80+) foram quantificados por FACS. *0.01 < p < 0.05, **0.001 < p <
0.01, ***p < 0.001.
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Figura 20- Tratamento com IL-12 recombinante ap6s a infec¢io, torna camundongos 3d e quadruplos
nocautes resistentes a infeccio por 7. gondii. Animais foram infectados com 25 cistos da cepa ME49 e
tratados ou ndo com IL-12p70 recombinante do 1° ao 6° dia ap6s a infec¢do e mortalidade avaliada. Dados
representativos de 2 experimentos independentes com resultados idénticos.

E importante ressaltar que também foram gerados camundongos triplos TLR7/TLR9/TLR11
deficientes, e que os mesmos foram tdo susceptiveis quanto os camundongos 3d e quadruplo
deficiente (Figura 18A). Este resultado indica que TLR3 ¢ de importancia marginal na resposta ao
parasita e na resisténcia do hospedeiro. Como o adaptador TRIF e IFN do Tipo I sdo,
respectivamente, a molécula adaptadora principal e o resultado da ativagdo de TLR3, também
infectamos camundongos TLR3, TRIF, IFNR deficientes. Os nossos resultados mostram que
quando comparado aos camundongos WT, nenhum desses animais exibiram susceptibilidade
aumentada para a infec¢@o por 7. gondii (Figuras 21A e 21B). Consequentemente, fomos incapazes
de detectar qualquer aumento na producao de IFN-a no lavado peritoneal, culturas de esplendcitos,

ou soros de animais WT infectados com 7. gondii.
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Figura 21- Camundongos deficientes em TLR3, TRIF e Receptor de IFN do tipo I siio resistentes a
infeccdo por T. gondii. Animais foram infectados com 25 cistos da cepa ME49. (A) Grafico representativo
da mortalidade de animais WT (n=10), 3d (n=8), TLR3 (n=10), TRIF (n=10) e IFNR do tipo I (n=8). Dados
representativos da média + desvio padrdo de 2 experimentos. (B) Os cistos cerebrais foram contados 30 dias
ap6s a infe¢do nos animais sobreviventes. Os cistos representam a média = desvio padrdo dos 2
experimentos.

5.9 Células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) produzem niveis elevados

de IL-12 em resposta a DNA e RNA de 7. gondii, mas nao a rTgPRF.

Nossos resultados demonstraram que TLRs de reconhecimento a 4cidos nucléicos, TLR7
para RNA, e TLRY para DNA, sdo importantes na infec¢do por 7. gondii em camundongos. Outros
receptores que se mostraram muito importantes, € sdo os principais envolvidos na resposta e
inducdo de IL-12, foram TLR11 e TLR12, que funcionam como heterodimeros no reconhecimento
da profilina. Considerando que TLR11 e TLR12 sdo importantes para o reconhecimento de 7.
gondii em camundongos, mas que ndo sao expressos em células humanas (Lauw et al., 2005; Zhang
et al., 2004), surgiu a hipotese de que os TLRs que reconhecem acidos nucléicos sdo importantes
para o reconhecimento do 7. gondii por células humanas.

Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram purificadas de individuos
saudaveis, e utilizadas in vitro para estimulacdo com diferentes agonistas de TLR e STAg. Os

resultados apresentados na Figura 22A demonstram que quando comparado a R848 (agonista para



TLRS8 humano) e LPS (agonista de TLR4), STAg ¢ um fraco estimulador da produgdo de IL-12p70,
TNF-a e IL- por PBMCs humanas, como ja demonstrado (Bliss et al., 1999). Confirmando nossas
expectativas, ndo fomos capazes de detectar a producdo de qualquer citocina (incluindo IL-12p70)
em resposta a rTgPRF (Figura 22B). Entretanto, RNA e DNA purificados de taquizoitos de T.
gondii, foram capazes de induzir a producdo de citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-12p40 e
IL-12p70, as quais foram mais pronunciadas quando PBMCs foram primadas com IFN-y (Figura

22B).
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Figura 22- RNA e DNA purificados de 7. gondii, mas nio rTgPRF, induzem a
produciao de citocinas proé-inflamatérias em PBMCs humanas. PBMCs
purificadas de doadores saudéaveis foram estimuladas in vitro com STAg (10 ug/ml),
ODN 2007 (1 uM), R848 (2 uM) ou LPS (100 ng/ml). Dados representam a media = desvio padrdo de 3
experimentos independentes. (B) PBMCs primadas ou ndo com IFNy humano recombinante (200 U/ml)
foram estimuladas com LPS (100 ng/ml), STAg (10 ug/ml), RNA ME49 (2 ug/ml), DNA ME49 (5 ug/ml), ou
rTgPRF (1 ug/ml). DNA e RNA do parasita foram associados com DOTAP. *0.01 < p <0.05, **0.001 <p <
0.01, ***p < 0.001.



Utilizamos também as sequéncias identificadas no genoma do Toxoplasma contendo
motivos CpG estimulatérios para TLR9 humano em ensaios de luciferase (Tabela I - Anexo). Um
dado interessante ¢ que o nimero de motivos CpG humanos no genoma de 7. gondii foi pelo menos
4 vezes maior, que o de camundongo. Células HEK293T expressando estavelmente TLR9 humano,
foram transfectadas com um plasmideo que tem a expressdao de luciferase induzida por NF-xB,
portanto sendo utilizado para avaliar indiretamente a ativagdo de NF-kB. Os nossos resultados
indicam que ambos oligonucleotideos sintéticos de classe B e classe C foram capazes de induzir a
ativagdo de NF-xB (Figura 23A). Os mesmos oligonucleotideos foram utilizados para estimulagao
de PBMCs. Como demonstrado na Figura 23B, os oligonucleotideos contendo motivos CpG
ativaram a produ¢do de citocinas pro-inflamatorias, e em especial IL-12p40 e IL-12p70, em

PBMCs humanas primadas com [FN-y.
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Figura 23- Oligonucleotideos contendo motivos CpGs sinalizam via TLRY9 humano e induzem a
producio de citocinas pré-inflamatérias em PBMCs humanas. (A) Células HEK293T
expressando TLRY humano e transfectadas com plasmideo codificando Luciferase induzido por NF-kB foram
estimuladas com oligonucleotideos humanos contendo motivos CpG de classe B e C derivados de 7. gondii na
concentragdes de 3 uM (circulo preto), 1 pM (cinza escuro), 0.3 pM (cinza claro) e 0.1 pM (branco). Asteriscos
indicando quando sdo significantes estatisticamente quando ml) foram estimuladas com oligonucleotideos
humanos contendo motivos CpG de classe B e C derivados de 7. gondii (5 pM). Os niveis das citocinas foram
dosados apds 18 hrs de estimulagdo. Dados representam a média + desvio padrdo de 3 experimentos
independentes. *0.01 <p <0.05, **0.001 <p <0.01, e ***p <0.001.



6. DISCUSSAO

A toxoplasmose causada pelo parasita 7. gondii ¢ uma das infestagdes mais comuns em
humanos, e mais de 350 espécies de aves e mamiferos ja foram descritas como alvos deste parasita
(Dubey, 2009). Apesar da alta frequéncia dentro das popula¢des humanas, a ocorréncia de sinais
clinicos da toxoplasmose ¢ baixa em individuos imunologicamente competentes, pois leva ao
desenvolvimento de uma forte resposta imune celular, a qual resulta no controle eficaz do parasita,
no entanto, o parasita permanece alojado no organismo do individuo sob a forma de cistos sem
ocasionar sinais clinicos da doenca (Miller et al., 2009). Infecgdes pelo 7. gondii induzem uma
rapida resposta imune com perfil pro-inflamatdrio, necessaria para sobrevivéncia do hospedeiro,
mas que também garante a persisténcia do parasita (Gazzinelli and Denkers, 2006). Essa resposta
recruta uma ampla gama de células, tais como linfocitos T CD4+ e T CD8+, macrofagos, DCs e
NKs (Miller et al., 2009).

Os TLRs sdo proteinas transmembrana responsaveis pelo reconhecimento de PAMPs
(Beutler, 2009; Hoffmann, 2003). Tem sido constantemente demonstrado que esta familia de
receptores ¢ a principal maneira pela qual o sistema imune inato reconhece e responde a presenca
de microrganismos e de outros agentes infecciosos (Gazzinelli and Denkers, 2006; Takeda et al.,
2003). Na Toxoplasmose murina, TLR2, TLR4 e TLR11 tém papel importante no reconhecimento
de moléculas do parasita. O TLR11 atua como principal receptor da resposta imune inata contra o
T. gondii na indugdo de IL-12, reconhecendo a proteina profilina, cuja funcdo esta ligada a
polimerizacdo de actina para motilidade e invasdo celular (Daher et al., 2010; Plattner et al., 2008;
Yarovinsky et al., 2005). J4 TLR2 e TLR4, reconhecem ancoras GPI isoladas da superficie celular
do parasita (Debierre-Grockiego et al., 2007). Apesar de animais deficientes em TLRs individuais
ndo apresentarem aumento na susceptibilidade a infec¢do por 7. gondii (Debierre-Grockiego et al.,
2007; Yarovinsky et al., 2005), animais deficientes em MyD88, sdo extremamente susceptiveis
(Scanga et al., 2002; Sukhumavasi et al., 2008). Nosso grupo demonstrou que camundongos 3d sdo
altamente susceptiveis a infec¢do por 7. gondii, tendo um grande defeito na producdo de IL-12 e
atraso na produ¢do de IFN-y, levando a morte do hospedeiro (Melo et al., 2010). Nesta tese de
doutorado tivemos como objetivo principal de nosso trabalho a identificacdo dos TLRs
responsaveis pelo reconhecimento ao 7. gondii, e pelo fenotipo de susceptibilidade observado em

camundongos 3d ap6s a infeccdo por 7. gondii.



Neste trabalho demonstramos que além de TLR3, TLR7, TLR9 e TLR11 (Kim et al., 2008;
Pifer et al., 2011; Tabeta et al., 2006), TLR12 também ¢ um TLR intracelular presente no ER e tem
sua fun¢do mediada por UNC93BI1, e além disso, que TLR11 e TLRI12 funcionam como
heterodimeros no reconhecimento de moléculas do 7. gondii (profilina). Utilizando diferentes
combinagdes de camundongos deficientes em TLRs intracelulares, demostramos que TLR7, TLR9
e TLR11 sdo os principais responsaveis pelo reconhecimento ao 7. gondii em camundongos, € que
TLR7, TLRY e possivelmente outros receptores reconhecem o parasita e iniciam a resposta imune
em humanos.

UNC93B1 ¢ uma proteina chaperone presente no ER que medeia a translocacdo de TLR3,
TLR7, TLRY e TLR11 a partir deste compartimento para o endolisossomo (Kim et al., 2008; Pifer
et al., 2011; Tabeta et al., 2006). UNC93BI interage diretamente com TLR3, TLR7 e TLRY e o
complexo transloca para o endolisossomo (Brinkmann et al., 2007). Em nosso estudo anterior, foi
demonstrado que camundongos 3d, que possuem TLR3, TLR7, e TLR9 ndo funcionais, sdo
extremamente susceptiveis a infeccdo com 7. gondii (Melo et al., 2010). Como animais nocautes
somente para TLR3, TLR7 ou TLR9 sdo resistentes a infec¢do por 7. gondii, sugeriu-se que uma
deficiéncia combinada de TLRs de reconhecimento a acidos nucléicos seria responsavel pelo
fendtipo observado em camundongos 3d. Também foi observada uma maior replicagdo de
taquizoitos em macrofagos de camundongos 3d, e translocacdo de UNC93B1 para o PV apoés
infeccdo com taquizoitos de 7. gondii (Melo et al., 2010), o que gerou uma segunda hipdtese de que
UNC93BI1 poderia estar envolvida no controle da replicacdo do parasita no interior do PV.

Nossos resultados apresentados nas Figuras 5 e 6 demonstraram que ap6s o protocolo de
vacinagdo com a cepa cpsl.l, camundongos 3d foram capazes de gerar uma resposta imune
adquirida, medida pelos niveis de anticorpos e IFN-y, e foram capazes de controlar a infec¢gdo com a
cepa ME49. O mesmo resultado foi demonstrado para animais MyD88 nocautes (Sukhumavasi et
al., 2008), indicando que apesar dos TLRs mediados por UNC93B1 ¢ MyD88 serem importantes
para a resposta imune inata e producdo de IL-12 apos infeccdo com 7. gondii, a falta destes
receptores ndo ¢ totalmente crucial para a geracdo de uma resposta imune adquirida. Ao contrario
do observado para camundongos 3d e MyDS88 nocautes, animais iGTP nocautes mesmo
desenvolvendo uma resposta imune adquirida normal, ndo sdo capazes de controlar a infeccdo por
T. gondii. IRGs sdo induzidas por IFN-y e sdo importantes no controle do crescimento do parasita

no PV (Melzer et al., 2008), portanto mesmo com altos niveis de IFN-y, a falta da molécula efetora



iGTP leva a morte dos camundongos infectados. Esse resultado indica que diferentemente de iGTP,
que possui fun¢do em células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas (Collazo et al., 2002), o que
também ocorre em relacdo a IFN-y (Yap and Sher, 1999), UNC93B1 esté principalmente envolvida
nas cé¢lulas de linhagem hematopoiética na infec¢do por 7. gondii para translocdo e posterior
ativagdo dos TLRs intracelulares. Nos experimentos de quimera mista, mostrados na Figura 7, os
resultados apoiam a hipotese, pois células provenientes de camundongos 3d sdo tdo permissivas
quanto as células de camundongo selvagem ao crescimento do parasita. Quando essas células sdo
primadas, ocorre indugdo normal das IRGs (Irga6, Irgm1 e Irgm3) importantes para o controle do
crescimento do parasita (Melo et al., 2010). Tendo em conta estes resultados, propomos que o
defeito primario em camundongos 3d ¢ a produ¢do diminuida de IL-12, e consequente atraso na
producdo de IFN-y e no desenvolvimento adequado de uma imunidade protetora. Este defeito seria
gerado pela falta de translocacdo dos TLRs intracelulares do ER para o endolisossomo para o
reconhecimento de moléculas do parasita.

Além do DNA bacteriano ser reconhecido por TLR9 (Hemmi et al., 2000), o DNA contendo
motivos CpG presente no genoma de protozoarios ¢ capaz de estimular TLR9 humano e murino
(Bafica et al., 2006; Bartholomeu et al., 2008; Drennan et al., 2005; Parroche et al., 2007), o0 mesmo
também observado para RNA de 7. cruzi via TLR7 (Caetano et al., 2011). Além disso,
camundongos TLR3/TLR7/TLR9 nocautes sdo susceptiveis a infec¢ao por 7. cruzi (Caetano et al.,
2011) ou a Leishmania major (Schamber-Reis et al., 2013)

No presente trabalho relatamos que ambos DNA genomico e RNA purificados de 7. gondii
ativam DCs e macrofagos via TLR9 e TLR7, respectivamente, induzindo altos niveis de citocinas
pré-inflamatorias. Oligonucleotideos sintetizados a partir de sequéncias contendo motivos CpG
identificadas no genoma do Toxoplasma, também mostraram ser estimulatorias para DCs in vitro,
semelhante aos resultados obtidos para 7. cruzi (Bartholomeu et al., 2008) e P. Falciparum
(Parroche et al., 2007). No entanto, os camundongos triplos TLR3/TLR7/TLR9 nocautes tiveram
uma resposta de IL-12 e IFN-y normais apds a infeccdo, e foram apenas um pouco mais
susceptiveis a infec¢ao pelo 7. gondii. Portanto, levantamos a hipdtese de que algum TLR adicional
envolvido na imune inata ao 7. gondii estaria envolvido, e o candidato natural foi TLR11, devido a
sua importancia na indugdo de IL-12 (Yarovinsky et al., 2005).

Pifer e colaboradores, demostraram que TLR11 ¢ também um TLR endossomal, e a sua

ativagdo por TgPRF também ¢ mediada por UNC93B1 (Pifer et al., 2011). Este resultado foi



surpreendente pois até pouco tempo a suposicdo era de que os TLRs endossomais eram todos
sensores de acidos nucleicos, e que provavelmente co-evoluiram com virus que ganharam entrada
em células por via endossomal. Essa observacdo foi altamente relevante, tendo em vista que
camundongos deficientes em TLR11 tem defeito na producdo de IL-12 e aumento da patologia
quando infectados com 7. gondii.

Investigando mais profundamente a relagao entre os TLRs, vimos através da geragdo de uma
arvore molecular dos TLRs murinos, que TLR11 e TLR12 sdo agrupados muito proximos e
possuem 35% de similaridade de sequéncia primaria. Através de microscopia confocal, utilizando
células HEK293T ou macrofagos expressando TLR11 e TLR12, confirmamos que TLRI11 esta
presente no ER, e que TLR12, como TLR3, TLR7, TLR9 e TLRI11 (Kawai and Akira, 2011),
também ¢ um TLR intracelular presente no ER. Comumente quando proteinas sdo superexpressas
em cé¢lulas HEK293T, elas se acumulam no ER, dando uma falsa impressdo de localiza¢dao neste
compartimento. Os resultados com TLR4 mostraram uma localizacdo diferente a de TLRI11 e
TLR12, pois TLR4 se localizou na membrana plasmatica, como esperado (Latz et al., 2004).

Nossos resultados utilizando camundongos TLR11 deficientes corroboram os dados da
literatura, onde camundongos TLRI11 deficientes tem uma reducdo na producdo de IL-12, mas
niveis de IFN-y suficientes para controlar a prolifera¢do do parasita na fase aguda (Yarovinsky et
al., 2005). Quando comparamos a resposta imune de camundongos 3d a de camundongos TLR11
nocautes, vimos que TLR11 nocaute possuem niveis mais elevados de IL-12 e IFN-y, indicando que
apesar de profilina/TLR11 serem os principais indutores de IL-12, outro(s) TLR(s) mediado(s) por
UNCI93B1, também estdo envolvidos na inducdo. Este cendrio complicado nos convenceu da
necessidade da geracdo de camundongos quadruplos TLR3/TLR7/TLR9/TLR11 nocautes, e estes
animais quando infectados com a cepa ME49 de T. gondii tiveram um grande defeito na produgdo
de IL-12/IFN-y e sdo altamente susceptiveis a infeccdo. Paralelamente a nossas descobertas,
Koblansky e colaboradores demonstraram que camundongos TLR12 deficientes sdo altamente
susceptiveis a infecg@o por 7. gondii (Koblansky et al., 2013). Foi demonstrado que TLR12 também
reconhece a proteina profilina de 7. gondii, e que TLR11 e TLR12 respondem como heterodimeros.
A maior susceptibilidade de camundongos TLR12 a camundongos TLR11, ¢ devido ao fato de que
em células dendriticas plasmocitdides, TLR11 ndo € necessario para o reconhecimento da profilina
e para a indugdo de IL-12 e IFN-a, ambos importantes na fase aguda da infec¢ao (Koblansky et al.,

2013). Estes resultados vao contra todos nossos dados onde demonstramos que TLR11 e TLR12



sdo ambos necessarios para o reconhecimento da profilina, que TLR12 ndo formam homodimeros
apos estimulagdo com rTgPRF ou STAg, e principalmente onde demonstramos que camundongos
TLR12 deficientes ndo sdo susceptiveis a infec¢do por 7. gondii.

Além da profilina ser importante na indu¢do de IL-12, nossos resultados indicam que DNA
e RNA de Toxoplasma também possuem papel in vivo na inducdo de IL-12 e inicio da resposta.
Tem sido constantemente demonstrado que DCs sdo as principais produtoras de IL-12 apos a
infeccdo por 7. gondii (Hou et al., 2011; Mashayekhi et al., 2011; Reis e Sousa et al., 1997,
Yarovinsky et al., 2005), e nossos resultados de marcacdo intracelular de IL-12 corroboram esta
hipotese. Além disso, vimos uma reducdo no recrutamento de monodcitos inflamatorios em
camundongos 3d e quadruplo nocaute, o que também pode colaborar com a susceptibilidade destes
animais (Dunay et al., 2008; Dunay et al., 2010; Dunay and Sibley, 2010). Por volta do oitavo dia
apos a infec¢do, camundongos 3d e quadruplo nocaute possuem um elevado nimero de células
(neutrodfilos, macréfagos e células dendriticas) na cavidade peritoneal. Acreditamos que o defeito na
indugdo de IL-12 e IFN-y, e recrutamento celular atrasado, seja a causa da mortalidade durante a
fase aguda. Recentemente, foi demonstrado que a producdo e IL-12 ocorre principalmente via DCs
plasmocitdides (Goldszmid et al., 2012), mas esses dados ndo sdo suportados por nossos dados,
onde demonstramos que DCs CD8+ expressam altos niveis de TLR11 e TLR12, e também pela
literatura existente que demonstrou que DCs CD8+ sdo as principais produtoras de IL-12 apds a
infeccdo por 7. gondii (Mashayekhi et al., 2011; Yarovinsky et al., 2005).

Outro fato importante ¢ que camundongos deficientes em TLR7/TLR9/TLR11, também sdo
altamente susceptiveis a infec¢ao, indicando que TLR3 tem um papel marginal na infec¢do quando
combinado a deficiéncia de TLR7/TLR9/TLR11. Apesar de ndo evidenciado, principalmente por
animais deficientes em TLR3, TRIF e receptor de IFN do tipo 1 serem resistentes a infec¢do por 7.
gondii, TLR3 parece ser importante pois animais TLR3/TLR7/TLR9 nocautes sdo parcialmente
susceptiveis a infec¢do, ao passo que camundongos TLR7/TLRO sdo resistentes.

A sobreposi¢do aparente e a funcdo aditiva dos TLRs endossomais, levou-nos a gerar nossa
propria arvore filogenética para considerar novas possibilidades sobre como essas moléculas
funcionam e se relacionam. Uma descoberta surpreendente foi a similaridade elevada de TLR11 e
TLR12, levando-nos a sugerir uma fun¢ao similar para ambos. Como previamente observado para
TLRI1, TLR2 e TLR6 (Stewart et al., 2010; Triantafilou et al., 2006; Wyllie et al., 2000) que sao

também muito proximos filogeneticamente, esta caracteristica sugeriu que TLR11 e TLRI12



poderiam funcionar como heterodimeros (Roach et al., 2005). De fato, observamos que tanto
TLR11 e TLR12 colocalizam com UNC93B1 quando transfectados em células HEK293T, e uma
forte interagdo, medida por FRET, foi induzida entre TLR11/TLR12 ap6s a estimulagdo com STAg
ou rTgPRF. Este resultado ndo foi observado quando os TLRs foram expressos isoladamente,
sugerindo que a homodimerizagdo ndo ocorre. Assim propomos que em camundongos, o papel
principal de UNCO93B1 na resisténcia do hospedeiro a infeccdo pelo 7. gondii ¢ mediar a
transloca¢do e funcdo de TLR7, TLRY, TLR11/TLR12 e indugdo da resposta imune.

A localizacdo de TLR11 e TLR12 no ER, em contraste com os TLRs presentes na superficie
da membrana e que reconhecem os componentes da parede celular de bactérias (por exemplo,
TLRI1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6), ¢ uma descoberta importante. Nossas descobertas, juntamente
com dados da literatura sobre a resposta imune a infec¢do por protozodarios parasitas, indicam que
TLRs intracelulares sdo criticos para o reconhecimento destes protozoarios in vivo (Bafica et al.,
2006; Bartholomeu et al., 2008; Cactano et al., 2011; Parroche et al., 2007; Schamber-Reis et al.,
2013; Yarovinsky et al., 2005), e que os ligantes para este TLRs parecem residir dentro do parasita
(DNA, RNA, profilina). Apos fagocitose, o parasita ¢ destruido no endolisossomo, ocorrendo
liberagdo dos ligantes e ativacao dos TLRs. Conforme mostrado para TLR9, ¢ razoavel especular
que ambos TLR11 e TLRI12 transloquem e reconhecam os componentes do parasita nos
endolisossomos, € ndo no PV, que ¢ uma organela que evita fusdo com proteinas do hospedeiro,
incluindo os lisossomos (Mordue et al., 1999).

Um fato bastante interessante ¢ que exceto para TLR11 e TLR12, todos os outros TLRs
endossomais, incluindo TLR13, o qual o agonista foi descrito recentemente, reconhecem DNA ou
RNA (Alexopoulou et al., 2001; Diebold et al., 2004; Heil et al., 2004; Hemmi et al., 2000;
Oldenburg et al., 2012). Profilinas sdo pequenas proteinas de ligacdo a actina presentes apenas em
células eucaridticas, e sua funcgio ¢ de promover a polimerizagdo da actina, trocando ADP por ATP
na actina monomeérica e a entrega do complexo ATP-actina aos filamentos em crescimento (Pollard
et al.,, 1994). TgPRF possui um papel fundamental na motilidade do taquizoito, importante para a
invasdo e saida da célula (Daher et al., 2010). E tentador especular que TgPRF poderia servir como
um carreador de sequéncias nucleotidicas especificas, tornando as acessiveis a TLR11/TLR12 nos
endolisossomos, papel similarmente descrito para hemozoina em infeccdo por Plasmodium
(Parroche et al., 2007). Contudo, esta hipdtese ndo ¢ suportada pelos nossos resultados, onde

mostramos que o tratamento com proteinase K, e ndo com DNAse ou RNAse, destréi a capacidade



da profilina em ativar TLR11 e TLRI12. Curiosamente, apesar de significativa homologia das
profilinas derivadas de protozoérios do filo apicomplexa, TLR11 parece ser um receptor altamente
especifico para TgPRF, praticamente ndo sendo ativado por proteinas homodlogas de outros
parasitas relacionados (Yarovinsky et al., 2005). De fato, foi demonstrado que uma por¢ao presente
na profilina do Toxoplasma, mas ndo na do Plasmodium, é essencial para ativacdo de TLRI11
(Kucera et al., 2010). Recentemente foi demonstrado que animais TLR11 deficientes s3o mais
susceptiveis a infeccdo por Salmonella typhimurium, e que TLR11 reconhece a flagelina presente
na bactéria. Este resultado demonstrou que além de TLRS, TLR11 também reconhece flagelina
(Mathur et al., 2012).

Outro aspecto intrigante da biologia de TLRI11 e TLRI12 ¢ a sua especificidade em
diferentes espécies. TLR1I em humanos ¢ um pseudogene (Lauw et al., 2005; Zhang et al., 2004),
enquanto que 7LRI2 ndo esta presente no genoma humano. Roedores como camundongos e ratos,
sdo hospedeiros intermedidrios naturais do 7. gondii, por isso especulamos que TLR11 ndo s6 foi
mantido nestes animais como receptor funcional, mas também duplicado como um mecanismo de
resisténcia do hospedeiro ao parasita. Esta interpretacdo tem um precedente, que ¢ a familia das
IRGs, que sdo altamente expandidas em camundongos, mas ndo estdo presentes no genoma
humano, e tem como fun¢do o controle da replica¢do do parasita no PV (Howard et al., 2011; Hunn
et al., 2011). Embora nao haja nenhuma evidéncia do envolvimento de TLR11 no reconhecimento
de T. gondii durante a infeccdo humana, pode-se imaginar que TLR11 desempenhe um papel
indireto na doenca humana, devido ao papel que os ratos/camundongos tem na transmissdo do
parasita para gatos, que podem entdo infectar os seres humanos.

Outro fato interessante ¢ que em camundongos, TLR8 ndo possui um ligante conhecido, ao
passo que TLR7 ¢ amplamente expresso e funciona como receptor para ssSRNA (Diebold et al.,
2004; Heil et al., 2004). Considerando humanos, TLR7 possui uma distribui¢do celular muito
restrita, sendo que DCs mieloides e mondcitos ndo expressam TLR7. Nestas populagdes ssSRNA sao
reconhecidos via TLRS. Em DCs plasmocitoides (ndo expressam TLRS), TLR7 ¢ ativo e responde
as infec¢des por virus de RNA (Forsbach et al., 2008). Assim, levando em consideracdo a auséncia
da expressdao de TLRI11 e TLR12 em seres humanos, estes dados permitem concluir mais uma
diferenga entre camundongos e humanos, e especular que TLR7, TLR8 e TLRY sdo os TLRs

importantes na toxoplasmose humana.



E importante notar que em relagdo a LPS (TLR4 agonista) e R848 (TLR7 agonista), PBMCs
humanas purificadas de doadores saudaveis ndo infectados sdo pouco responsivas a STAg, e ndo
possuem qualquer resposta a TgPRF. No entanto, produziram niveis significativos de IL-13 ¢ TNF-
a quando estimulados com ambos DNA ou RNA purificados de taquizoitos de ME49, bem como
oligonucleotideos contendo motivos CpG derivados do genoma do Toxoplasma. Foi demonstrado
que a estimulagdo de células do corddo umbilical com IL-1f e TNF-a inibe a replicacdo do T.
gondii nestas células, sendo importante para o controle da transmissao congénita (Dimier and Bout,
1993). Além disso, quando sensibilizados com IFN-y, as PBMCs humanas produziram niveis
elevados de IL-12p40/70 apds estimulagdo com DNA ou RNA de Toxoplasma, mas ndo com STAg
ou TgPRF. O precedente para a importancia de IFN-y na producdao de IL-12 também existe no
modelo de toxoplasmose murina (Gazzinelli et al., 1994; Goldszmid et al., 2012). Um grande
nimero de mecanismos tem sido descrito com efetivos no controle da infec¢do pelo 7. gondii em
camundongos, tal como NO (Adams et al., 1990), espécies reativas de oxigénio (Murray and Cohn,
1979), deplegao de ferro (Dimier and Bout, 1998) e deplecao de triptofano (Pfefferkorn, 1984), ja
os mecanismos em macroéfagos humanos nao sdo bem definidos. Enquanto que o papel de NO ¢
controverso (Murray and Teitelbaum, 1992; Peterson et al., 1995; Schneemann et al., 1993), a
deplecao de triptofano parece ser muito importante em humanos (Pfefferkorn, 1986) e espécies
reativas de oxigénio parecem ser em parte responsaveis pela defesa anti-Toxoplasma (Murray et al.,
1985).

O papel de IFN-y na toxoplasmose murina ¢ bem caracterizado (Denkers and Gazzinelli,
1998; Gazzinelli et al., 1994; Miller et al., 2009; Suzuki et al., 1988), mas na toxoplasmose humana
¢ um pouco controverso, uma vez que pacientes com diferentes tipos de mutacdo que levam a
fendtipos mais ou menos severos na sinaliza¢do via IFN-y ndo s3o mais susceptiveis a infeccao por
T. gondii, mas sim por S. Typhimurium (Janssen et al., 2002). Apesar dos mondcitos destes
pacientes serem mais permissivos ao crescimento do 7. gondii in vitro, acredita-se que in vivo,
TNF-a tenha uma papel compensatorio para a falta de IFN-y. Mas outros trabalhos mostraram a
importancia de IFN-y na infec¢do por 7. gondii. Foi demonstrado que baixos niveis de IL-8 e IFN-y
no sangue de pacientes infectados pelo Toxoplasma pode levar a reativagdo da toxoplasmose ocular
(Czepiel et al., 2011) e que pacientes cronicamente infectados possuem niveis elevados de citocinas

pro-inflamatérias como IFN-y e TNF-a (Prigione et al., 2006).



Em relagdo a TNF-a, diversos trabalhos tem demonstrado sua importancia na toxoplasmose
humana. Foi descrito que células THP-1 infectadas com 7. gondii, tem reducdo na produgdo de
TNF-a apés estimulagdo com IFN-y e LPS, e que além do controle da expressdo de TNF-a, a
expressao do receptor de TNF também ¢ reduzida (Belloni et al., 2003). Também foi demonstrado
que a inibicdo do crescimento do 7. gondii em DCs imaturas € mondcitos ¢ dependente da
expressao do receptor de TNF (Giese et al., 2004).

Apesar dos humanos serem considerados hospedeiros intermediérios acidentais, um terco da
populacdo humana no mundo esta cronicamente infectada com 7. gondii (Robert-Gangneux and
Darde, 2012). Apesar da alta taxa de infec¢do dentro da populagdo humana, a manifestacdo de
sinais clinicos da doenga ¢ um fato raro em individuos saudaveis. A forma severa da doenga aparece
em individuos imunossuprimidos e também em recém-nascidos que sdo infectados por via

congénita (Elmore et al., 2010).

Embora possamos especular as pressdes evolutivas que deram origem a 7LRII em
camundongos, ndo se sabe por que o gene tornou-se ndo-codificante em humanos. Uma
possibilidade seria que devido a ativagdo via TLR11 gerar uma alta resposta pré-inflamatoria, a
mesma poderia ser deletéria para humanos, onde individuos sem a presenca de TLRI11 gerariam
uma resposta suficiente para o controle da infec¢do. Uma outra possibilidade seria que devido a
dele¢do de TLR12 do genoma humano, TLR11 deixou de ser funcional devido a falta de pressdo de
selecdo. Nossa segunda hipotese se baseia em dados ndo publicados que demonstram que animais
como Chimpanzé (Pan troglodytes), Bonobo (Pan paniscus) e Gorila (Gorilla gorilla) que também

ndo possuem 7LR12 no genoma, todos possuem 7LR11 como um pseudogene.

Nossos resultados tém implicagdes importantes para a Toxoplasmose humana, pois devido a
auséncia de TLRI1 e TLRI2 funcionais no genoma humano, TLRs alternativos, como também
outros receptores da imunidade inata seriam responsaveis pela deteccdo do parasita, gerando uma
resposta imune inata e adaptativa apos a infeccdo pelo 7. gondii. Nossos dados aqui apresentados
mostram que PBMCs humanas produzem niveis elevados de citocinas pré-inflamatorias, incluindo
IL-12, em resposta a RNA e DNA de 7. gondii, mas ndo a rTgPRF. Finalmente, um estudo recente
relata uma associagdo de um polimorfismo tinico em TLRY e o desenvolvimento de toxoplasmose

ocular (Peixoto-Rangel et al., 2009).



Assim, propomos que diferentemente de camundongos, onde TLR11 e TLR12 possuem
uma func¢do importante na resposta imune ao 7. gondii, em humanos os TLRs de reconhecimento a
acidos nucleicos, bem como as vias de sinalizacdo que eles ativam, sdo importantes na resisténcia a

infeccdo e nos resultados clinicos da toxoplasmose humana.



7. CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos, concluimos que além da importdncia previamente
demonstrada para TLR11 na infe¢do por Toxoplasma gondii, demonstramos que TLR12 também ¢
um TLR intracelular mediado por UNC93B1, e reconhece a proteina profilina de 7. gondii através
da formacdo de heterodimeros com TLR11. RNA e DNA de 7. gondii ativam células humanas e
murinas e induzem a producdo de citocinas pré-inflamatorias, e quando combinamos a auséncia de
TLR7, TLRY e TLR11 em camundongos, os mesmos sdo altamente susceptiveis a infec¢ao pelo T.
gondii, recuperando o fendtipo observado em camundongos 3d. Portanto os TLRs importantes para
o reconhecimento do 7. gondii sdo todos intracelulares, condizente com o modo de infec¢do do
mesmo.

Como ambos TLR11 e TLR12 estdo ausentes em humanos, concluimos que TLR7 e TLR9
sdo importantes para o reconhecimento e inicio da resposta imune apos a infec¢ao pelo 7. gondii em

humanos, ndo descartando a existéncia de outros receptores.
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10. APENDICE

O artigo anexado no final da tese foi resultado do trabalho realizado durante meu doutorado,
no qual publicamos o artigo intitulado “Combined Action of Nucleic Acid-Sensing Toll-Like
Receptors and TLR11/TLR12 Heterodimers imparts Resistance to Toxoplasma gondii in Mice,
publicado em janeiro de 2013 na revista Cell Host & Microbe. Agradego a todos os coautores do

trabalho pela ajuda durante a realizacdo do mesmo.



