Marta Marques Maia

Expressao génica de citocinas em pacientes com

toxoplasmose sintomatica

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-graduacéo em Ciéncias da
Coordenadoria de Controle de Doencas da
Secretaria de Estado da Saude de Séo Paulo,
para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias.

Area de Concentracéao: Pesquisas
Laboratoriais em Saude Publica.

Orientadora: Profa. Dra. Vera Lucia Pereira-
Chioccola.

Coorientadora: Profa. Dra. Cristina da Silva
Meira-Strejevitch.

SAO PAULO

2017



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pelo Centro de Documentagido — Coordenadona de Controle de Doengas/SES-5P

©reproducio autorizada pelo autor, desde que citada a fonte

Maia, Marta Marques.
Expressio génica de citocinas em pacientes com toxoplasmose
sintomatica / Marta Marques Maia. — 2017.

Dissertacio (Mestrado em Ciéncias) - Secretaria de Estado da Sande
de Sioc Paulo., Programa de Pos-Graduacio em Ciéncias da
Coordenadoria de Controle de Doencas, Sio Paulo, 2017.

Area de concentracio: Pesquisas Laboratoriais em Satude Publica.

Orientacio: Profa. Dra. Vera Licia Pereira-Chioccola.

1. Toxoplasmose ocular. 2. Expressio génica. 3. Citocinas.

SES/CCD/CD-345/2017




DEDICATORIA

Dedico este trabalho primeiramente a Deus que me deu foco e forga para
seguir em frente, para ndo desistir do meu objetivo, que me deu coragem para sair

da minha cidade e me mudar para Séo Paulo.

Aos meus pais Maria Aparecida e Milton pelo amor e compreensdo, aos
meus irmaos Milton e Murilo pelo companheirismo sempre, e a0 meu noivo

Matheus pelo amor e carinho.



AGRADECIMENTOS

Quero agradecer a todos que estiveram caminhando ao meu lado nesta
jornada. Acredito que nossas conquistas ndo sdo somente nossas, mas de todos

agueles que nos incentivam, nos apoiam e confiam em nosso trabalho.

Agradeco a Deus por ter me colocado onde estou, por ter atendido as
minhas preces, me acalmando nos momentos dificeis, oferecendo conforto e forga

para chegar até aqui.

Agradeco aos meus amados irm&os Neto e Murilo pela amizade,
companheirismo e compreensdo. Sou muito feliz por té-los como irméo e por nos

divertimos tanto juntos.

Ao meu amado noivo Matheus pela paciéncia, tolerancia, amor e carinho
sabendo respeitar os horarios de estudo, me apoiando, acreditando sempre no

meu futuro profissional e dividindo os sonhos.

A minha querida, competente e talentosa orientadora Dra. Vera Llcia
Pereira-Chioccola que foi fundamental para o meu crescimento profissional,
acreditou no meu potencial e me orientou. A vocé Vera 0S meus eternos
agradecimentos. Vocé é minha inspiracdo. Sou sua fa e levarei um pedacinho de

VOCé comigo.

A Dra. Cristina da Silva Meira-Strejevitch minha estimada coorientadora e
responsavel pela minha escolha profissional a quem admiro pela competéncia,
carisma, coragem e profissionalismo. Vocé € minha inspiracdo e levarei comigo

todos os seus ensinamentos.

Aos meus amigos e eternos companheiros do Laboratério de Biologia
Molecular de Parasitas e Fungos Amanda Aguiar, Cida Perez, Daise Damaris
Gabriela Motoie, Inara Bastos, Jefferson Rodrigues, Lilian Muniz, Luis Fernando
Gongalves, Kate Brighente, Margarete Pereira, Marilena dos Anjos, Melissa
Gongalves, Ricardo Gava e Valéria Oliveira pelos momentos desafiadores, alegres
e que me senti em familia estando com vocés. Vocés se tornaram minha familia

nesses anos em que estive fora de casa.



Um agradecimento especial a Valéria que sempre demostrou ser uma

grande companheira trabalhando ao meu lado até tarde no laboratério.

Um agradecimento especial também a Daise que sempre me ajudou com 0s

experimentos.

A Prof2 Dra. Thais Alves da Costa Silva (IAL-SP), Prof°. Dr.Andrés Jimenez
Galisteo Jr (IMT-SP), e Prof. Dr. Cyro Alves de Brito (IAL-SP), integrantes da banca

de qualificacéo, pelas sugestdes para o desenvolvimento deste trabalho.

A Prof? Dra. Gabriela Motoie (IAL-SP) e ao Prof°. Dr. Andrés Jimenez
Galisteo Jr (IMT-SP), integrantes da banca de defesa, pelas sugestdes oferecidas

para o enriguecimento deste trabalho.

Agradeco a todas as pessoas maravilhosas que conheci nesses cinco anos
de Instituto Adolfo Lutz, que passaram a fazer parte da minha vida e que vou me

recordar para sempre.



Este trabalho teve o apoio financeiro da Fundacédo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP).

Marta Marques Maia teve apoio financeiro da Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (Capes).



“Suba o primeiro degrau com fé. Nao € necessario que vocé veja toda a escada.

Apenas que dé o primeiro passo.”

Martin Luther King



RESUMO

Este estudo avaliou os niveis de expressdo de mRNA de 9 citocinas em
pacientes com toxoplasmose ocular e disseminada. Foram analisadas 77 amostras
clinicas divididas em 4 Grupos. Foram incluidos no estudo amostras de autopsias
parafinadas de cérebro e pulmédo provenientes de 11 pacientes com a coinfeccéo
toxoplasmose disseminada e AIDS (Grupo I). As células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) foram isoladas de 23 pacientes com toxoplasmose ocular (Grupo
II) e 9 individuos com toxoplasmose cronica) (Grupo lll). A seguir, as amostras de
PBMC foram estimuladas in vitro com antigeno de Toxoplasma gondii. Os controles
negativos (Grupo V) foram constituidos por 7 amostras de PBMC de individuos
soronegativos para toxoplasmose e 16 amostras de tecido parafinado (cérebro e
pulm&o) de pacientes negativos para toxoplasmose e HIV. A expressdo de mRNA
para IFN-y, TNF-a, TGF-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17 e, IL-27 foi determinada
por qPCR. Os resultados mostraram um aumento significativo dos niveis de
expressdo de mRNA de IL-6 e IL-10 nos pacientes com toxoplasmose ocular.
Esses pacientes também apresentaram menor expressao de mRNA de IFN-y do
que os individuos crénicos. Nos pacientes com a coinfec¢cdo toxoplasmose
disseminada e AIDS foram detectados niveis de expressdo de mRNA de TGF- e
IL-6 no cérebro e pulmao. IL-6 foi significativamente menor do que o TGF-B. Até o
momento, este € o primeiro estudo a investigar a resposta imune de pacientes com
toxoplasmose sintomatica através do perfil de expressdo de mRNA das citocinas

de interesse.

Palavras-chave: toxoplasmose ocular, toxoplasmose disseminada, expresséo

génica, citocinas.



ABSTRACT

This study evaluated levels of mMRNA expression of 9 cytokines from patients
with ocular and disseminated toxoplasmosis. A total of 77 clinical samples was
analyzed and they were divided into 4 Groups. The Group | was constituted of
autopsy samples (cerebral and pulmonary paraffin tissues) from 11 patients with
disseminated toxoplasmosis and AIDS. The peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) were isolated from 23 patients with ocular toxoplasmosis (Group Il) and 9
individuals with chronic toxoplasmosis (Group Ill). Next, PBMC samples were
stimulated with in vitro with a crude Toxoplasma gondii antigen. Negative controls
(Group IV) consisted of 7 PBMC from patients seronegative for toxoplasmosis and
16 paraffin tissue samples (brain and lung) from patients negative for toxoplasmosis
and HIV. mRNA expression for IFN-y, TNF-a, TGF-B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17
and IL-27 was determined by gPCR. The results showed a significant increase in
levels of MRNA expression for IL-6, IL-10 and TGB-B in patients with ocular
toxoplasmosis. These patients also had lower mRNA expression for IFN-y than
those chronic individuals. In patients with disseminated toxoplasmosis and AIDS,
levels of MRNA expression for TGF-f and IL-6 were detected in the brain and lung.
IL-6 was significantly lower than TGF-B. To date, this is the first study to investigate
an immune response of patients with symptomatic toxoplasmosis through the

MRNA expression profile of the cytokines of interest.

Keywords: ocular toxoplasmosis, disseminated toxoplasmosis, gene expression,

cytokines.
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1. INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicAo mundial, causada por
Toxoplasma gondii, um protozoario intracelular obrigatério que pertence ao filo
Apicomplexa. T. gondii infecta varios hospedeiros incluindo o homem e € um
dos parasitos mais bem estudados devido a sua importancia médica e

veterinaria.

1.1. Histérico

Foi descrito no Brasil por Afonso Splendore em 1908 parasitando
coelhos da Faculdade de Medicina de S&o Paulo e simultaneamente por
Nicolle e Manceaux no Instituto Pasteur da Tunisia (Rey, 2001).

O primeiro caso de toxoplasmose humana foi descrito por Janku, em
1923, em uma crianca de 11 anos de idade que apresentava hidrocefalia e
lesbes oculares. Em 1937, Wolf e Cowen relataram casos em que a
transmissao congénita havia ocorrido. Em seguida os primeiros casos clinicos
de toxoplasmose foram confirmados no mundo, devido a transmissao da mae

para feto via placenta (Coutinho e Vergara, 2005).

No Brasil importantes contribuicbes foram feitas, principalmente por
Torres, em 1927, quando fez as primeiras descricbes anatomopatolégicas da
doenca e por Delasio, em 1956, com detalhadas informacdes sobre a forma
congénita. Sabin e Feldman, em 1948, desenvolveram o teste soroldgico do
corante, permitindo o estudo de aspectos clinicos e epidemiol6gicos da doenca
(Coutinho e Vergara, 2005). Somente na década de 1970 o ciclo biolégico do
parasito foi elucidado ao demonstrar os estagios infecciosos de T. gondii nas

fezes de gatos (Dubey et al., 1970).



1.2. Toxoplasma gondii

Pertence ao Reino Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Apicomplexa,
Classe Sporozoa, Sub-Classe Coccidia, Ordem Eucoccidea, Familia
Sarcocistidae, Género Toxoplasma e Espécie Toxoplasma gondii (Levine et al.,
1980).

E um protozoario intracelular obrigatério que se multiplica em células
nucleadas de animais de sangue quente (Montoya et al, 2004; Dubey, 2008).
Parasita de preferéncia macréfagos teciduais, mas sao encontrados também
em secrecdes, células endoteliais, nervosas e musculares. Possui uma Unica
espécie T. gondii, com numerosas cepas e com uma estrutura celular
caracteristica do filo Apicomplexa. Possui um complexo de organelas
secretoras bem caracteristicas os micronemas, as roptrias e os granulos
densos e uma organela denominada apicoplasto, caracteristica desse grupo,
envolto por quatro membranas e localizado na regido anterior ao nucleo como

mostra a Figura 1 (Dubey et al., 1998).

Granulo denso Complexo de Golgi

Reticulo )
endoplasmatico Apicoplasto
rugoso

Micronema

Conodide

Roptria

Mitocondria

Figura 1 - Estrutura interna de taquizoito de Toxoplasma gondii.
Fonte: Ajioka et al., 2001
T. gondii apresenta uma morfologia multipla, dependendo do habitat e do
estado evolutivo em que se encontra. Exibe trés formas evolutivas. Os

taquizoitos, bradizoitos e oocistos contendo esporozoitos (Dubey et al., 1998).



1.3. Taquizoitos

O termo taquizoito vem do grego onde taqui significa rdpido devido a
rapida multiplicagdo dos parasitos em diversos tipos celulares. Exibem formato
de meia lua e medem cerca de 2 um de largura e 6 pm de comprimento, como

mostra a Figura 2.

Figura 2 - Taquizoitos em fibroblastos humanos.
Fonte: Hill e Dubey, 2016

Quando corado por Giemsa seu citoplasma apresenta-se azulado e seu
nacleo vermelho. S&o intracelulares obrigatérios de células nucleadas e séo
encontrados no interior de vacuolos parasitoforos (Hill et al., 2002). Entram em
células hospedeiras por penetracao ativa e, apds a entrada, se tornam ovoides
e envoltos pelo vacuolo parasitéforo. Assim, os taquizoitos ficam protegidos
dos mecanismos de defesa do hospedeiro e multiplicam-se assexuadamente
por repetidas endodiogenias, onde dois taquizoitos originam-se dentro da
célula-mée, que se degenera ao final do processo de divisdo celular (Blader et
al., 2015). Depois de varias replicacdes, os parasitos rompem a membrana da
célula hospedeira e se disseminam pela corrente sanguinea para VAarios
tecidos. Este processo continua até o desenvolvimento de imunidade do
hospedeiro ao parasito. A infeccdo € estabelecida apos algumas divisdes
(Dubey et al, 1998). Taquizoitos sdo responsaveis pela fase aguda da infecgéo,
causando intensa inflamacédo, destruicdo tecidual e manifestacbes clinicas

(Frenkel,1974). Devido a sua eficiente capacidade reprodutiva podem causar



infeccdo generalizada, normalmente fatal se ndao forem controlados pelo

sistema imunoldgico do hospedeiro (Blader et al., 2009).

Ultra estruturalmente os taquizoitos apresentam diversos granulos
densos, micronemas, anéis apicais e polares e cinco a oito roptrias. O nucleo

localiza-se na regido central do corpo do parasito (Dubey et al., 1998).

1.4. Bradizoitos

Apos algumas divisbes os parasitos formam os cistos teciduais que se
alojam no interior dos tecidos por longos periodos ou pela vida toda do

hospedeiro, sem que cause resposta inflamatoria ou dano tecidual (Figura 3).

Figura 3 - Cisto retirado do cérebro do camundongo por homogeneizagédo em solucéo salina.

Observe a parede fina do cisto (seta) envolvendo muitos bradizoitos.
Fonte: Hill e Dubey, 2016

Possuem varios bradizoitos em seu interior que sdo as formas de
replicacdo mais lentas, “brad” no grego significa lento. Reproduzem lentamente
no interior do vacuolo parasitoforo na célula hospedeira por endodiogenia.
Modificam a membrana do vacuolo para a formacédo da parede cistica dando
origem ao cisto tecidual, que sdo encontrados na fase crbnica da infeccdo
(Tenter et al., 2000).

Os ndcleos dos bradizoitos situam-se na extremidade posterior,
enquanto que nos taquizoitos estdo na posi¢ao central (Dubey, 1998; Montoya
et al.,2004; Hill et al., 2005). Embora cistos teciduais contendo bradizoitos

possam se desenvolver no pulmao, figado e rim, sdo mais prevalentes em
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tecidos como o cérebro e musculares como coragdo, musculo esquelético e
retina (Hill et al., 2005). Cistos teciduais variam de tamanho, 0s jovens podem
medir cerca de 5 um de diametro e os mais velhos podem conter centenas de
organismos alcancando em média cerca de 60 um (Dubey et al.,, 1993). O
tamanho do cisto dependente de sua idade, do tipo da célula hospedeira e da
cepa de T. gondii. A parede cistica e a matriz protegem os bradizoitos do
sistema imune do hospedeiro promovendo uma barreira fisica (Weiss, 2000).
Cistos teciduais podem se romper, e com a transformacédo de bradizoitos em
taquizoitos (interconversao), invadem outras células hospedeiras e novamente
se transformam em bradizoitos formando um novo cisto tecidual, como mostra
a Figura 4 (Tenter et al., 2000).

Alto pH Oxido nitrico
Baixo pH TNFa
Choque térmico IFNy
Taquizoito il '“E.n-cistam-é-ﬁta ~_ Bradizoito
4 ‘ﬂ"}\
N @-® &\
‘-‘\ . ~ ‘,»"/ /(@‘\4%\" 2 _—i(»‘l
~___ Reativagédo AP /,\ A
Ny 2z
Falta de IL-12 Falta de Oxido nitrico e =
Falta de TNFa Falta de IFNy

Figura 4 - Esquema do processo de diferencia¢do dos taquizoitos nos vacuolos em bradizoitos

encontrados em cistos teciduais.
Fonte: Lyons et al., 2002.

1.5. Oocistos

Os oocistos (Figura 5) sdo as formas infectantes resultantes do ciclo
sexuado e ocorrem somente no trato gastrointestinal dos felideos. S&o
liberados para o meio ambiente pelas fezes durante a infec¢cao aguda por cerca
de 7 a 10 dias, podendo esporular em até 6 meses. Os oocistos esporulados
podem permanecer viaveis no meio ambiente por um periodo de até 18 meses.
Cada oocisto forma em seu interior dois esporocistos, cada um com quatro
esporozoitos (Dubey, 1998; Hill et al., 2002; Montoya et al., 2004).



Figura 5 - Oocisto esporulado com uma parede fina (seta grande) e dois esporocistos (pontas

da seta). Cada esporocisto tem quatro esporozoitos (pequena seta).
Fonte: Hill e Dubey, 2016

1.6. Ciclo de vida

T. gondii apresenta um complexo ciclo de vida, que foi descrito somente
em 1970 por Dubey et al., demostrado na Figura 6. O ciclo é heteroxénico
tendo os felideos, incluindo o gato doméstico, como hospedeiros definitivos e

mamiferos e aves como hospedeiros intermediarios (Dubey et al., 1970).
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Figura 6 - Ciclo de vida do Toxoplasma gondii.
Fonte: Hill et al.,2002.

Nos hospedeiros intermediarios ocorre apenas a reproducdo assexuada
do parasito, enquanto nos hospedeiros definitivos ocorrem as reproducdes

sexuada e assexuada. Os hospedeiros definitivos s&o considerados a principal



fonte de contaminagdo da doenca, uma vez que a formacdo e liberacdo de
oocistos nas fezes acontecem com grande facilidade.

A fase sexuada ocorre no felideo ndo imune que adquire a infec¢ao pela
ingestao de oocistos, cistos teciduais ou taquizoitos. O ciclo sexual ocorre nas
células intestinais com formacéo e fertilizacdo dos gametdécitos e formacédo do
zigoto. Este origina o oocisto imaturo que posteriormente é liberado apds o
rompimento celular, sendo eliminado nas fezes ap6s uma ou duas semanas de
infeccdo. Os oocistos imaturos, ndo infectantes, sob condi¢cbes ideais de
temperatura, umidade e oxigénio, como as que ocorrem em regides de clima
tropical, esporulam e podem sobreviver de 12 a 18 meses no solo desde que
mantidas tais condi¢cdes, sem a luz solar direta (Rey, 2001). Sdo eliminados
milhares de oocistos ap0s a ingestdo bradizoitos. A transmisséao é assegurada
pela enorme quantidade de oocistos eliminados nas fezes de felideos para o
meio ambiente (Hill et al., 2002).

Os hospedeiros intermediarios se infectam pela ingestdo de oocistos
maduros encontrados no solo, verduras, dgua contaminada ou ingerindo cistos
com bradizoitos em carnes cruas ou mal cozidas (Hill et al., 2002; Montoya et
al., 2004). Os parasitos penetram no intestino do hospedeiro, invadem as
células epiteliais e inicia-se um processo de multiplicacdo assexuada dentro do
vacuolo parasitoforo por endodiogenia. Estes se multiplicam rapidamente até a
ruptura da célula hospedeira liberando os taquizoitos que se disseminam pela
corrente sanguinea invadindo novas células nucleadas. Em seguida os
taquizoitos se diferenciam em bradizoitos (Dubey et al.,, 1972; Kime Weiss,
2008).

1.7. Transmissao

A transmissdo do parasita ocorre pela ingestdo de agua e alimentos
infectados com oocistos, ou pela ingestdo de carne crua ou mal cozida
contendo cistos (Hill e Dubey, 2002; Hill et al., 2005, Kim e Weiss, 2008). A

transmissao pode ocorrer também por via transplacentaria, pela amamentacéo
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durante a fase aguda da infeccdo, por transplante de 6rgédos e por transfusédo

sanguinea, como mostra a Figura 7.

A = Infective Stage
M = Diagnostic Stage
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Figura 7 - Ciclo de transmissdo de Toxoplasma gondii. Descricdo do ciclo de vida: 1 - Oocistos
nao esporulados sdo eliminados nas fezes do gato, demoram em média cinco dias
para esporular no ambiente tornando-se infeccioso. Os hospedeiros intermediarios,
incluindo aves e roedores, se infectam depois de ingerir solo, 4gua ou alimentos
contaminados com oocistos. 2 - Os oocistos se transformam em taquizoitos logo
apos a ingestdo, vao para o tecido neural e muscular e desenvolvem-se em cistos
contendo bradizoitos. 3 - Os gatos infectados apds consumir hospedeiros
intermediérios que abrigam cistos contendo bradizoitos no tecido. 4 - Os gatos
também podem se infectar diretamente pela ingestdo de oocistos esporulados. 5 -
Animais criados para consumo humano também podem ser infectados com cistos
teciduais apoés a ingestao de oocistos esporulados no ambiente. Os seres humanos
podem ser infectados por qualquer uma das vias. 6 - Comendo carne crua ou mal
cozida de animais que abrigam cistos teciduais. 7 - Consumindo alimentos ou agua
contaminada com fezes de gato ou por amostras ambientais contaminadas (como
terra contaminada). 8 - Transfusdo sanguinea ou transplante de o6rgdos. 9 -
Congénita passando da mée ao feto. 10-No hospedeiro humano, os parasitas
formam cistos teciduais, mais comumente no musculo esquelético, miocardio,
cérebro e olhos. Estes cistos podem permanecer durante toda a vida do hospedeiro.
11 - O diagnéstico da infeccdo congénita pode ser realizado através da deteccao de
DNA de T. gondii em liquido amnidtico utilizando métodos moleculares como a

PCR.
Fonte: http://lwww.cdc.com


http://www.cdc.com/

1.8. Epidemiologia

A toxoplasmose € uma doenca cosmopolita e a soro prevaléncia pode
variar de regido para regido. Na forma aguda é assintomética em 80 a 90% dos
individuos imunocompetentes apresentando evolu¢ao benigna (Montoya et al.,
2004). A maioria dos estudos envolvendo paises da América Latina revelam
altas taxas de soro positividade. No Brasil, a prevaléncia soroldgica de infeccéo
por T. gondii é alta, variando em torno de 50 a 80% na populacéo adulta como
mostra a Figura 8 (Pappas et al., 2009) e na grande Sao Paulo a prevaléncia é
de aproximadamente 69% (Amendoeira et al.,, 1999). Os felideos sao
considerados os animais mais importantes na epidemiologia da toxoplasmose e
sdo 0s responsaveis pela contaminacdo do meio ambiente através da
eliminacdo de oocistos. A alta prevaléncia de infeccdo por T. gondii na América
Central e do Sul é provavelmente devida a altos niveis de contaminacédo do

meio ambiente com oocistos (Neto et al., 2000).

As condi¢cdes gerais do clima tropical permitem a sobrevivéncia
prolongada dos oocistos do parasita no ambiente. Os oocistos esporulados sao
as formas infectantes de transmissdo mais importantes pela facilidade de
contaminacdo do solo e pela capacidade de resisténcia a processos de
congelamento e ambientes ndo favoraveis, permanecendo viaveis por até
dezoito meses, facilitando sua disseminagcdo com a capacidade de infectar

animais de consumo (Dubey, 2004).

Figura 8 - Situacdo Global da soro-prevaléncia de Toxoplasma gondii. Em vermelho escuro a
prevaléncia é igual ou acima de 60%, vermelha é de 40-60%, amarelo de 20-40%,
azul de 10-20% e verde prevaléncia menor quel0%. Branco é igual & auséncia de

dados.
Fonte: Pappas et al., 2009.
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A agua é considerada uma importante via de disseminacdo da
toxoplasmose. Vérios surtos foram relatados tendo essa via de transmissdo. No
norte do estado do Rio de Janeiro, 4guas de pocos, de lagos e de riachos
foram consumidas pela populacdo e incriminadas como fonte de infeccéo
(Bahia-Oliveira et al., 2003). Na cidade de S&o Carlos, estado de Sao Paulo,
113 individuos apresentaram sintomas da doenca com possivel transmissao
pela agua, visto que 200 gatos habitavam o local no qual ocorreu a infeccao
humana (Gattas et al., 2000). Em Santa Isabel do Ivai, estado do Parana, em
um total de 2884 individuos foi detectado anticorpos IgG anti-T. gondii e em
1255, anticorpos IgM e 1gG. Este surto foi relacionado a ingestdo de agua de

um dos reservatorios da cidade (De Moura et al., 2006).

Surtos relacionados a ingestdo de carne mal cozida também foram
relatados no pais (Coutinho et al., 2005). Na regido de Erechim no Rio Grande
do Sul, o manuseio de carne crua para confeccdo de linguica e similares foi
responsavel pela elevada prevaléncia da doencga, incluindo casos de
retinocoroidite (Glasner et al., 1992). A presenca de gatos e roedores em cerca
de 90% das propriedades de criacdo de suinos em Erechim foi um fator
importante para se correlacionar com os elevados indices da toxoplasmose
nesse local (Aradjo et al., 2000). Nos seres humanos, a ingestao de carne mal
cozida contendo cistos com bradizoitos € considerada a principal via de
exposicao ao T. gondii (Cook et al., 2000; Munoz-Zanzi et al., 2010).

1.9. Toxoplasmose humana

T. gondii no hospedeiro humano comporta-se como agente dotado de
alta infectividade e de baixa patogenicidade. A fonte de infec¢do (cistos,
oocistos ou taquizoitos), assim como o tamanho do inoculo, o estado
imunologico do hospedeiro e, provavelmente a linhagem da cepa séao fatores
que influenciam na determinacédo do quadro mais ou menos severo da doenca
(Dubey et al., 2012). Tradicionalmente a toxoplasmose adquirida é considerada

uma doenca autolimitada em individuos saudaveis, sendo o tratamento
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considerado desnecessario, uma vez que muitos pacientes ndo desenvolvem

complicagbes mais severas.

Porém, trabalhos mostram que individuos com toxoplasmose adquirida
apresentam o risco de desenvolver tardiamente lesfes oculares que
comprometem de forma irreversivel a visdo (Silva, 2008). Sendo assim, a
toxoplasmose, enquanto doenca pode ser dividida em quatro formas clinicas: a
adquirida em pacientes imunocompetentes; a reativada em individuos
imunocomprometidos, a forma congénita e a doenca ocular (Amato et al.,1995;
Remington et al.,1995).

1.9.1. Toxoplasmose em imunocompetentes

Em imunocompetentes, formas assintomaticas da infeccdo constituem a
maioria dos casos e figuram como acometimentos benignos, geralmente de
cura espontanea (Mele et al., 2002). Contudo, cerca de 10-20% dos individuos
infectados apresentam algum tipo de sintomatologia. A manifestacdo clinica
mais tipica consiste em linfadenopatia isolada, com linfonodos rigidos, néo
supurados e discretos podendo ocorrer febre. A doenca é geralmente
autolimitada, observando-se em poucas semanas o0 desaparecimento dos

sintomas (Montoya et al., 2004).

1.9.2. Toxoplasmose cerebral

Devido ao carater oportunista do parasita, outro grupo seriamente
afetado pela doenca € o de individuos submetidos ao uso de drogas
iImunossupressoras como o0s transplantados, pacientes com doencas linfo
proliferativas e com deficiéncia na imunidade celular como os portadores do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Luft et al., 1992; Liesenfeld et al.,
1999; Ferreira, 2000).
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Em pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) a
toxoplasmose costuma ser a infeccdo oportunista mais comum do sistema
nervoso central (SNC) e as lesGes neurologicas sédo evidenciadas em até 90%
dos casos de AIDS submetidos a necropsia, sendo a toxoplasmose cerebral a
causa de 6bito com muita frequéncia (Camara et al, 2003; Pereira-Chioccola et
al., 2009).

A reativacdo da infecgéo latente se observa em pessoas com deficiéncia
imunologica, o que acontece em pacientes soropositivo para HIV, que foram
parasitados previamente com T. gondii. Isso ocorre quando a imunodepressao
celular é intensa, cuja contagem de linfécitos T CD4 é inferior a 100/mm?,
podendo ocorrer a toxoplasmose cerebral como primeira manifestacdo da AIDS

(Hernandez- Gonzalez et al, 2002).

O SNC é o local mais afetado pela infeccdo, no qual a encefalite € a
mais importante manifestacdo da doenca, causando severos danos ao paciente
(Luft, 1992; Ferreira, 2000; Pereira-Chioccola et al., 2009; Dubey et al., 2012).
A apresentacao clinica da encefalite toxoplasmica classicamente apresenta-se
como um processo subagudo, porém cerca de 10% dos casos pode se
manifestar agudamente. Manifestacfes clinicas incluem mudancas no estado
mental, apreensdes, déficits motores focais, distarbios de nervos cranianos,
anomalias sensoriais, desordens de movimento e achados neuropsiquiatricos.
O achado focal mais tipico é hemiparesia e altera¢des de fala (Franzen et al.,
1997; Ferreira, 2000; Montoya et al., 2004). Cerca de 95% da encefalite
causada por T. gondii deve-se a reativacdo da infeccdo latente pela perda
progressiva da imunidade celular (Luft et al., 1992). A Figura 9 apresenta
resultados de tomografia e ressonancia cerebral, mostrando as formas mais
comuns da toxoplasmose cerebral (Bertolli et al., 1995; Frenkel et al., 1995;

Pereira-Chioccola et al., 2009).

No estado de Sé&o Paulo, 25,4% de 71 pacientes soropositivos,
morreram devido a toxoplasmose, durante os anos de 1998 a 2002 (Nogueira,
2005).
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Figura 9 - Tomografia computorizada de um paciente com toxoplasmose cerebral (TC) com
contraste/ressonancia magnética (RM). Lesbes expansivas com realce anelar (A);
com realce nodular (B); sem realce apéds injecdo do contraste (C); multiplas lesGes
focais nos génglios basais com alta intensidade de sinais (TC e RM) (D1, D2) e
les&@o cerebral com realce anelar com um nédulo assimétrico ao longo da parede da
leséo (E).

Fonte: Pereira-Chioccola et al., 2009.

1.9.3. Toxoplasmose congénita

A infecc@o congénita se caracteriza pela transmissédo do parasita ao feto
via placenta. Esta forma de infeccdo ocorre via de regra quando a mulher
desenvolve infec¢do priméaria durante a gestacdo, que apesar da parasitemia
temporaria, raramente tem sintomas (Hill et al., 2005). Entretanto, quando este
contato se efetua num periodo anterior ao acontecimento da concepcao,
anticorpos sdo formados e dificimente o feto sera infectado (Kravetz e
Federman, 2005).

A gravidade da toxoplasmose congénita esta relacionada com o periodo
de infeccdo. A infec¢@o adquirida durante o primeiro trimestre é mais severa do
gue aquela adquirida no segundo e terceiro trimestre (Remington et al., 1995).
Um grande espectro de doencgas clinicas pode ocorrer em criangas infectadas
congenitamente, levando a um conjunto de manifestacdes, variando entre
coriorretinite branda, que pode se apresentar muitos anos ap0s 0 nascimento,
a quadros mais severos com o aparecimento da tétrade de sabin. A classica

tétrade de Sabin, composta por alteragbes do volume craniano (hidrocefalia ou
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microcefalia), coriorretinite (geralmente bilateral, macular ou perimacular,
simétrica), calcificagfes intracranianas e retardamento mental. A toxoplasmose
congénita pode permanecer latente por varios anos e mais adiante reativar.
Destas, a doenca ocular € a sequela mais comum e a hidrocefalia a mais rara,
porém, mais significante (Carruthers, 2002; Kravetz e Federman, 2005;
Petersen, 2007).

1.9.4. Toxoplasmose ocular

A toxoplasmose ocular pode ser de origem congénita ou adquirida, como
resultado da infeccdo aguda ou reativacédo, e em ambas 0 acometimento ocular
pode ser precoce ou tardio (Montoya e Liesenfeld, 2004). A infeccdo ocular
acomete primariamente a retina e leva a um quadro de uveite posterior
(retinocoroidite) acompanhada frequentemente de uveite anterior, sendo que
no Brasil, tais sintomas sdo responsaveis por 70% dos casos (de Amorim
Garcia et al., 2004). A toxoplasmose ocular €, também, uma doenca comum na
Regido Noroeste do Estado de Sdo Paulo, Brasil. Estudos anteriores mostram
que cerca de 27% dos pacientes tratados em um ambulatério de oftalmologia

apresentaram sintomas clinicos de toxoplasmose ocular (Previato et al., 2015).

O grave impacto social da toxoplasmose ocular deve-se ao fato de
levar & perda acentuada da visdo. A lesdo mais frequente é a retinocoroidite
focal, granulomatosa, necrosante, de coloracdo branco-amarelada e de bordas
mal definidas. Frequentemente encontra-se lesdo satélite e outras cicatrizes
antigas hiperpigmentadas e atréficas, sendo este achado caracteristico da
toxoplasmose ocular. Os sintomas primordiais incluem diminuicao da visédo pelo
edema, inflamagdo ou necrose retiniana e opacidades (nuvens) no campo
visual, hiperemia conjuntival e ciliar, dor e fotofobia. As recidivas frequentes
decorrem, provavelmente, da ruptura do cisto e liberacdo dos parasitas (Amato
et al.,1995; Remington et al.,,1995). Em pacientes imunocompetentes &
responsavel por 30 a 50% dos casos (Villard et al., 2003; Copeland et al.,
2006). Algumas complicacbes da toxoplasmose ocular incluem catarata,

glaucoma, edema macular cistoideo, desprendimento de retina, atrofia do nervo

14



optico e neovasculatura coroidal em estadios avancados (Garweg e Candolfi,
2009).

Os fatores que controlam a ocorréncia, a gravidade e a recorréncia da
doenca ocular ndo sdo bem compreendidos, embora uma variedade de
componentes, incluindo a susceptibilidade genética do hospedeiro, o estado do
sistema imune, a carga parasitaria e o genétipo do parasita tém sido sugeridos
como possivelmente envolvidos na infecgcdo. Os parametros imunolégicos e
genéticos podem desempenhar papéis significativos na patogénese da doenca
ou na eliminagdo do T. gondii dos tecidos infectados. (Holland, 2008; Cordeiro
et al., 2008).

1.9.5. Toxoplasmose disseminada

Uma das formas mais graves das formas sintomaticas € a toxoplasmose
disseminada, que € definida quando a infeccdo acomete mais de dois sistemas
de 6rgdos (Medeiros et al., 2001). Como multiplos sistemas sao envolvidos,
qualquer 6rgédo pode ser acometido e podem ocorrer quadros semelhantes a
sepse ou choque séptico (Barbosa et al., 2007). Apesar de infrequente, esta
associada a um pior prognéstico (Schmidt, 2013). A disseminacédo geralmente
ocorre devido a exposicdo aguda a T. gondii e pode ocorrer em grupos de
pacientes com diferentes causas de imunossupressao (Medeiros, 2001;
Botterel et al., 2002; Weiss et al., 2009). Entretanto, os 6bitos causados pela
toxoplasmose disseminada séo atribuidos ao acometimento SNC (Al-Kassab et
al., 1995). Formas fulminantes sédo descritas e com diagndstico muitas vezes
confirmado apenas na autdpsia. Os 6rgdos mais acometidos incluem o cérebro,
os pulmdes, o coracao e o sistema musculo esquelético (Medeiros et al., 2001;
Schmidt, 2013).

O cenario clinico pode incluir sintomas gripais, linfadenomegalias, febre,
artralgia, mialgia, fadiga, hepatoesplenomegalia e rash maculopapular. O
paciente apresenta inicialmente rash maculopapular e 15 dias depois tosse nao

produtiva, com estertores crepitantes bilaterais e sinais de insuficiéncia
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respiratéria  aguda. Pode haver ainda mialgia e aumento de
creatinofosfoquinase, aumento do lactato desidrogenase e plaguetopenia
(Bossi et al., 2000).

Pacientes infectados com HIV que apresentem quadros sépticos com
febre de origem indeterminada e com as caracteristicas apresentadas devem
ser investigados quanto a possibilidade de quadro de disseminacédo de T.
gondii (Albrecht et al., 1995). Poucos dados séo disponiveis sobre a magnitude
da toxoplasmose disseminada em pacientes infectados com HIV, nem dos
doentes com toxoplasmose cerebral, que também apresentavam
comprometimento de outros 6rgdos por T. gondii (Gadea et al., 1995; Bastos
da Silva et al., 2016).

Nos pacientes com HIV, a maioria dos casos sao diagnosticados apenas
por autépsias, que se tornam ferramenta essencial para o melhor entendimento
da evolucdo natural da doenca e da acuracia do diagnéstico clinico
estabelecendo-se diagndstico diferencial com outras infec¢cdes oportunistas
(Albrecht et al., 1995; Arnold et al., 1997; Barbosa et al., 2007). O diagndstico
depende de um conjunto de sintomas clinicos, radiolégicos e laboratoriais.
Todavia, requer um alto indice de suspeicdo devido a inespecificidade do
quadro clinico, laboratorial e a possivel confusdo com outras doencas

oportunistas (Mastroianni et al., 1997).

Estudos de séries de autdpsias demonstraram a relevancia e gravidade
da apresentacdo desta patologia nos pacientes com HIV/Aids. Estudos
mostram que grande parte dos pacientes com HIV/Aids que foram a obito por
toxoplasmose possuiam também comprometimento pulmonar (Liu et al., 1995;
Gadea et al., 1995). Estes dados sugerem que pacientes inicialmente
diagnosticados como toxoplasmose cerebral podem ter quadros disseminados
da doenca. Muitos desses casos de acometimento pulmonar nao tinham
sintomas clinicos respiratérios evidentes (Gadea et al.,, 1995). Apds o
envolvimento do SNC, os 6rgdos mais frequentemente danificados sédo os
pulmbes e o miocardio (Rabaud et al., 1994; Liu et al., 1995). Existem ainda
casos descritos de doenca disseminada com acometimento do figado,

estbmago, célon, pancreas, rins e testiculos (Rabaud et al., 1994).
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1.10. Diagnostico da toxoplasmose

1.10.1. Clinico

Na toxoplasmose adquirida, a manifestacdo clinica mais comum na
crianga e/ou adulto imunocompetente é um quadro semelhante a
mononucleose infecciosa, com adenopatias acompanhadas de febre baixa e o
quadro é de evolugcdo benigna na maioria dos casos, com resolucao
espontanea (Frenkel, 2002). Os sintomas da toxoplasmose aguda em
gestantes podem ser transitorios, inespecificos e subclinicos. A possibilidade
de transmisséo fetal é remota quando a toxoplasmose é adquirida antes da
concepcao. Os disturbios oculares e neurolégicos sdo exemplos comuns
observados neste tipo de reativacdo clinica (Amato et al.,, 1995). Em
imunodeprimidos, essas manifestacbes clinicas sao encontradas com
frequéncia, provavelmente pela reativagdo das formas latentes dos cistos
contendo bradizoitos. Tal processo revela ser T. gondii um agente de carater

oportunista.

1.10.2. Laboratorial

O diagndstico laboratorial da toxoplasmose € baseado na pesquisa de
anticorpos contra o parasito por testes soroldgicos e pela deteccdo do DNA do

parasito.

1.10.2.1. Diagnéstico Soroldgico

A resposta imune de um hospedeiro a toxoplasmose pode ser natural ou
adquirida. Quando um hospedeiro se infecta com o parasito, apos a

multiplicacéo, segue-se a sua disseminag¢ao por todo o0 organismo por vasos
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sanguineos e linfaticos. Durante este periodo inicia-se a formacdo de
anticorpos especificos e o desenvolvimento de mecanismos celulares de
defesa. Portanto os exames soroldgicos sdo 0s mais utilizados no diagnéstico
da toxoplasmose. Estes se baseiam principalmente na deteccdo de anticorpos
especificos e a presenca desses anticorpos durante a infeccdo permite a
andlise de perfis sorolégicos caracteristicos quer seja na infecgéo recente (fase

aguda) ou infeccéo tardia (fase crénica) (Contreras et al., 2000).

O primeiro teste disponivel para detectar anticorpos especificos anti-T.
gondii foi a reagcdo de Sabin-Feldman ou o classico teste do corante,
mundialmente conhecido como “dye test” (Sabin et al., 1948). Cinquenta anos
depois da sua descri¢édo, ainda era considerado como teste de referéncia com
altas taxas de sensibilidade e especificidade. Entretanto, a sua utilizacdo gerou

graves problemas de biosseguranca pelo uso obrigatério de parasitas vivos.

Recentemente, as técnicas mais utilizadas no diagndstico soroldgico da
toxoplasmose sdo a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Ambos os testes apresentam boa especificidade e
sensibilidade nas fases aguda (pesquisa de anticorpos IgM) e cronica
(pesquisa de anticorpos IgG) (Montoya et al., 2004).

O ELISA trouxe um grande avanc¢o para o diagnostico da doenca. Além
de elevada sensibilidade e especificidade, tem como vantagem a rapidez,
simplicidade da técnica, versatilidade e objetividade de leitura. Detecta
guantidades extremamente pequenas de anticorpos, podendo ter elevada
precisao, se 0s reagentes e 0s parametros do ensaio forem bem padronizados
(Sanchez, 2001; Camargo, 2001).

O diagnéstico da toxoplasmose aguda é baseado na demonstracédo de
um aumento significante no nivel de anticorpos IgG e/ou a presenca de
anticorpos IgM. Entretanto a elevada prevaléncia de anticorpos IgG entre
individuos normais na maioria da populacéo e a persisténcia de anticorpos IgM
por longos periodos em algumas pessoas tem complicado a interpretacdo dos
testes sorolégicos quando ha suspeita de toxoplasmose aguda (Remington et
al.,1995).
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Hedman et al. (1989) introduziram o teste ELISA-avidez de IgG com
objetivo de diagnosticar uma infeccdo recentemente adquirida. Para a
avaliacdo da avidez, a técnica se baseia ha maior ou menor facilidade com que
0s anticorpos sdo dissociados de complexos antigénicos especificos. Essa
dissociacdo resulta da acdo de agentes desnaturantes de proteinas ou
desestabilizantes de ligagdes de pontes de hidrogénio, utilizadas para diluir o
soro teste ou adicionadas apo6s a formacdo do complexo antigeno-anticorpo. O
tratamento com ureia € considerado o mais simples e eficiente na medida da
avidez dos anticorpos IgG. E um método altamente sensivel e especifico na
identificacdo de infeccdo primaria aguda por T. gondii durante a gravidez
(Jenum et al., 1998).

A RIFI é considerada de boa especificidade e sensibilidade. Tem sido
empregada para amplificar o sinal de fluorescéncia e aumentar a sensibilidade.
Essa reacdo tem a vantagem de utilizar parasitos preservados, fixados em
laminas de microscopia, tornando-a muito mais pratica e segura para a rotina
laboratorial. Esse teste permite a identificacdo dos anticorpos segundo as
classes de imunoglobulinas. Pode apresentar resultados falsos-positivos de
anticorpos IgM pela interferéncia de fatores reumatoides, eventualmente
presentes no soro. Para minimizar esses resultados falsos, séo indicados os

métodos que usam o principio de captura de IgM (Camargo et al.,2001).

1.10.2.2. Diagno6stico Molecular

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é utilizada para deteccdo de
alteracdes genéticas ou infeccdes por diferentes agentes etiolégicos. Estudos
sobre o genoma de T. gondii, tornou possivel a utilizacdo da PCR para a
detecgcdo do parasito (Bastien, 2002). A PCR revolucionou o diagnéstico pré-
natal da toxoplasmose congénita, uma vez que limita o uso de métodos
invasivos no feto (Remington et al., 2004). Também tem a capacidade de
amplificar fragmentos especificos de DNA a partir de fluidos corporais

diferentes, tais como sangue, liquido amniético, liquido cefalorraquidiano,
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humor aquoso, fluido de lavado bronco-alveolar, dentre outros (Vidal et al.,
2004; Colombo et al., 2005). Esse fato €& de alto valor diagndstico,
especialmente nos imunocomprometidos, seja por imunodepressao ou por

imunoimaturidade como no feto e no recém-nascido.

1.11. Resposta imune na toxoplasmose

A resposta imune a um microrganismo pode ser inata ou adquirida. A
imunidade inata é responsavel pela protecdo inicial contra as infecgdes,
estando preparada para bloquear a entrada de microrganismos e eliminar
rapidamente aqueles que conseguem entrar nos tecidos do hospedeiro. As
células que representam a imunidade inata sdo os macrofagos, células natural
killer (NK) e os polimorfonucleares. A imunidade adquirida se desenvolve mais
lentamente e proporciona uma defesa mais especializada e mais eficaz contra
as infeccdes, pois requer a expansdo e a diferenciacdo de linfécitos em
resposta a microrganismos antes que ela possa oferecer uma defesa eficaz,
isto €, ela se adapta a presenca dos invasores microbianos. A imunidade inata
é filogeneticamente mais antiga, e o0 sistema imunoldgico adaptativo mais

especializado evoluiu posteriormente (Abbas, 2001).

T. gondii € um parasito intracelular obrigatorio que induz uma resposta
imune consistente e duradoura buscando o controle da proliferacdo dos
taquizoitos. As vias mais comuns de infec¢do por T. gondii séo a ingestao de
oocistos esporulados ou de cistos contendo bradizoitos. Apés a digestdo do
oocisto ou da parede do cisto contendo bradizoitos, os parasitas séo liberados
no lumen do intestino delgado. Esporozoitos ou bradizoitos invadem os
enterdcitos do intestino delgado, onde se diferenciam em taquizoitos e replicam
rapidamente. A adesdo e invasdo na célula hospedeira sdo eventos cruciais
para o estabelecimento da infeccdo. Inicialmente, por meio do polo anterior
(conoide) o parasito estabelece contato com a superficie da célula hospedeira
desencadeando a invaginagdo da membrana celular, o processo de invaséo se

inicia por meio de adeséo sobre a superficie da célula hospedeira e a exocitose
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de proteinas presentes nos micronemas e nas roptrias (Carruthers et al., 1997;
Alexander et al., 2005).

Apdés a invasdo dos enterdcitos, quimiocinas sdo liberadas pelos
enterocitos infectados, resultando no recrutamento de uma variedade de
leucocitos em resposta a infeccdo parasitaria (Buzoni-Gatel et al.,, 2001;
Mennechet et al., 2002). Uma vez que T. gondii chega a lamina prépria, os
parasitos encontram tanto as células imunes residentes como as recrutadas
que auxiliam na producéo de citocinas e apresentacdo de antigenos (Buzoni-
Gatel et al., 2006).

Os mecanismos de defesa ativados nesta fase precoce da infec¢do sao
inespecificos, porém importantes para a organizacdo da resposta especifica.
Algumas citocinas tem um papel importante nessa fase. A interleucina-12 (IL-
12) tem uma variedade de efeitos nas células imunes, incluindo a producéo de
interferon-gama (IFN-y), citotoxicidade mediada por células NK, proliferacdo e
diferenciacédo celular (Kobayashi et al., 1989). Os neutrofilos e os mondcitos
inflamatérios sdo as primeiras células que vao para o lumen do intestino
delgado de camundongos infectados (Gregg et al., 2013; Coombes et al.,
2013). No local da infeccdo os mondcitos inflamatérios podem se diferenciar
em macrofagos ou em células dendriticas (Muller et al., 1999). Estas células
ajudam na eliminacdo do parasita fagocitando, recrutando e estimulando a
apresentacao de antigenos (Reis e Sousa et al., 1997; Bliss et al., 2000). IL-12
estimula as NK a produzirem IFN-y, que por sua vez estimulam a atividade

microbicida dos macrofagos (Cordeiro et al, 2008).

A imunidade celular mediada pelos linfécitos T atua como mecanismos
de defesa contra microrganismos que sobrevivem dentro de células infectadas,
onde estao protegidos de anticorpos. Em resposta a estimulagédo antigénica, os
linfécitos TCD4 liberam citocinas que estimulam a proliferacdo e a
diferenciagcdo de linfécitos T, linfocitos B e macrofagos. Os linfocitos T
citotoxicos eliminam células infectadas por microrganismos intracelulares. Os
linfécitos Th sdo divididos em Thl e Th2. Linfocitos T CD4 sdo essenciais em
ambas as respostas, as quais medeiam tanto a resposta imune celular, quanto

a humoral respectivamente e diferem de acordo com as citocinas que
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sintetizam. Células Thl produzem IL-2, IFN-ye TNF-a. As células de perfil Th2
produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 e sdo responsaveis pela defesa contra
infeccBes por helmintos, artropodes e por reacdes alérgicas (Cordeiro et al.,
2008). Na toxoplasmose, a citocina chave para a resisténcia é a IFN-
yenvolvendo as atividades das células T CD4 e T citotoxicas, caracterizando

resposta tipo Thl.

As células dendriticas controlam a magnitude e a qualidade da resposta
Thl com a producéo de IL-12 (Scott e Hunter, 2002). A IL-27 também induz a
producdo de IFN-y, podendo atuar em sinergia com a IL-12, aumentando essa
atividade. Tanto parasitas integros quanto antigenos solUveis sdo capazes de
induzir a producédo de IL-12 e, desta forma estimular células efetoras como
linfécitos T e NK a produzir IFN-y (Buzoni-Gatel et al., 2006).

A secrecdo de IL-6 representa importante fator de resisténcia contra a
infeccdo precoce (Jebbari et al., 1998). Células Th2 participam da regulacéo da
resposta imune pela secrecdo de IL-4 (Roberts et al., 1996) elL-10 que
modulam a sintese tanto de IL-12 quanto de IFN-y. Assim respostas imunes
excessivas que predispdem a sérias inflamacdes e as lesdes teciduais podem
ser evitadas (Neyer et al., 1997). Por outro lado, o fator beta transformador de
crescimento (TGF-B) e IL-10 podem diminuir a atividade de macréfagos e

células NK levando a exacerbacéao da infeccdo (Hunter et al., 1995).

Dessa forma a ativacdo do sistema imune acontece por varios
mecanismos. Além do reconhecimento de antigenos de T. gondii, a lesédo
celular e citdlise geram sinais nao especificos que alertam as células
fagocitarias da presenca do agressor (Scott et al., 2002). Como parasito
intracelular obrigatorio, a imunidade mediada por células € a principal defesa

do hospedeiro contra a infecg&o pelo T. gondii.
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1.12. Andlise da expressao génica

A expressao génica € o processo pelo qual a informagéo contida em um
gene é traduzida em estruturas presentes em um determinado tipo celular
(mRNA ou proteinas). Nos microrganismos o controle da expressao génica
serve principalmente para permitir que o seu crescimento e divisdo sejam
otimizados e, no caso dos microrganismos patogénicos, para que a infeccédo se
estabeleca. Assim, a capacidade de quantificar os niveis de transcricdo de
genes especificos pode ser Util para caracterizar a resposta do estado do

hospedeiro (Desroche et al., 2005).

A PCR em tempo real (qQPCR) é considerada ideal para quantificar a
expressdo do gene, e é comumente empregada para validar as técnicas com
maior rendimento, mas menor sensibilidade em geral, como a analise por
microarray. qPCR depende da utilizagdo de corantes fluorescentes para
quantificar a transcricdo do gene alvo, com o numero do ciclo de amplificacdo
em que estes corantes/transcricbes sdo detectados, apresentando uma
indicagdo quanto a abundancia relativa ou absoluta das moléculas-alvo. A
sensibilidade da gPCR constitui uma poderosa ferramenta para medicdo da
expressao génica, sobretudo quando as quantidades de amostra séo limitadas
ou a transcricdo € expressa em um nivel baixo. No entanto, essa sensibilidade
também significa que uma grande dose de cuidado € necessaria com relagéo

ao desenho experimental e realizacdo do procedimento (Walker et al., 2009).

Na literatura cientifica existem diversos estudos mostrando a importancia
da caracterizacdo e identificacdo de genes enddgenos adequados para
analises em gPCR (Vandesompele et al., 2002; Maloukh et al., 2009; Nieto et
al., 2009; Silveira et al., 2009; Kheirelseid et al., 2010; Maroufi et al., 2010). O
propoésito € padronizar as diferentes etapas para minimizar eventuais variacdes
do procedimento experimental como: diferengas na quantidade inicial de
amostra; integridade do RNA; eficiéncia na sintese do cDNA; e diferencas na
atividade transcricional nos tecidos e células analisados. Considerando que
tanto as sequéncias do gene enddgeno como a sequéncia do gene de

interesse estardo presentes na amostra testada, ambos apresentardo 0 mesmo
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padrdo de variagdo dentro do experimento, exceto em relacdo ao nivel de
expressao (Exposito-Rodrigues et al., 2008).

1.13. Justificativa

Perante o cenario descrito, observa-se que a maioria dos casos de
toxoplasmose sdo assintomaticos, porém alguns individuos apresentam a
forma ocular, podendo levar a cegueira e aqueles com coinfeccdo
toxoplasmose/ AIDS, podem apresentar uma forma grave disseminada. Deste
modo € importante que diferentes pardmetros da toxoplasmose sejam

estudados para o melhor entendimento da imunopatogenia da doenca.

De acordo com Meira et al. (2014), pacientes que desenvolveram a
toxoplasmose cerebral ou a forma ocular apresentam altos indices de TNF-a e
baixos de IFN-y comparados ao grupo controle, sugerindo que baixos niveis de
IFN-y favorece o desenvolvimento de lesbes oculares pela baixa producao
desta citocina no controle da infeccdo. Estes dados indicam ainda que altos
niveis de TNF-a encontrados refletem a alta resposta inflamatoria
desencadeada pelo parasito e que a pequena producdo de IL-10 indicaria uma

suscetibilidade a infeccéo.

Dando continuidade ao estudo, foram acompanhados o0s niveis de
citocinas ao longo do tratamento em outro grupo de pacientes que
desenvolveram a toxoplasmose cerebral. Os resultados revelaram um aumento
gradual na producdo de IFN-y e diminuigdo nos niveis de TNF-a e IL-10 em
alguns pacientes (Meira et al., 2015).

Nestes estudos foi analisada a producédo das citocinas liberadas por
células e posteriormente dosadas por ELISA. Os resultados gerados nestes
estudos nos levaram a investigar se pacientes sao capazes ou hao de
expressar genes codificadores de algumas citocinas primordiais para o controle
da infeccdo. Assim foram investigadas a forma assintomatica e as duas formas

sintométicas da doenca, a ocular e a forma mais grave e mortal da infecgéo, a
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disseminada. Para este estudo foi utilizada outra abordagem metodoldgica a
expressao de genes codificadores para citocinas.
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2. Objetivo Geral

Avaliar a expressao dos genes codificadores das citocinas relacionadas

as respostas Thl, Th2 e Thl7 em amostras de células mononucleares do

sangue periférico e tecido parafinado de pacientes com toxoplasmose

sintomatica.

2.1. Objetivos Especificos

1.

2.

3.

Padronizacao da extracdo de RNA de células mononucleares do sangue
periférico e de tecidos parafinados de pacientes com diagndstico clinico

e laboratorial para toxoplasmose;

Avaliar a expresséo dos genes endogenos GAPDH, 18S, B2M, MT-ATP,
UBC, TBP em células mononucleares do sangue periférico e de tecidos
parafinados de pacientes com toxoplasmose, a fim de se estabelecer o
gene endbégeno adequado a ser utilizado como normalizador nos

ensaios de expressao génica pela qPCR;

Avaliar a expressdo dos genes codificadores de IFN-y, TNF-a, TGF-,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17 e, IL-27, relacionadas as respostas Thi,
Th2 e Th1l7 em células mononucleares do sangue periférico e de tecidos

parafinados de pacientes com toxoplasmose.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento Experimental

| Obtencdo das amostras |

| Toxoplasmose ocular | /\ | Toxoplasmose disseminada/AIDS |

ELISA | Diagndstico histopatologico |

v v

| Extracdo de DNA de sangue ‘ ‘ Extracdo de DNA de tecido parafinado |

4 |

Diagnostico laboratorial
confirmado para
Toxoplasmose Ocular

Diagnostico laboratorial confirmado para
Toxoplasmose Disseminada

‘ Tecidos Parafinados |

V V

‘ Isolamento das PBMCs | |

Desparafinizacdo |

| Estimulo in vitro com ALT ‘

Y

| Extragdo de RNA ‘ /
\ | Tratamento com DNAse |

y

| Quantificacdo do RNA total |

Y

| Integridade do RNA |

Sintese do cDNA

y

PCR em tempo real para os 6 genes endogenos e IFN-y,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-27, TgF-B, TNF-a

{

‘ Andlise dos dados |

| Extracdo de RNA |
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3.2. Consideragdes éticas

Este trabalho foi aprovado no comité de ética humana do Instituto
Adolfo Lutz, sob o0 nimero: 1034567(Anexo 1).

3.3. Pacientes e amostras clinicas

Foram analisadas 77 amostras clinicas divididas em 4 Grupos. O
diagnostico laboratorial da toxoplasmose (descrito abaixo) foi realizado no
Laboratorio de Biologia Molecular de Parasitas e Fungos do Instituto Adolfo
Lutz.

O Grupo | foi constituido de 22 amostras de autopsias fixadas em formol
e incluidas em parafina (11 amostras de pulmdo e 11 amostras de cérebro)
provenientes de 11 pacientes que foram a Obito com a coinfeccéo
AIDS/toxoplasmose disseminada, durante o periodo de janeiro de 2005 a
dezembro de 2011. Estas amostras foram provenientes de um banco de
autopsias formolizadas e emblocados em parafina e pertencentes ao arquivo

do Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz.

O Grupo Il foi constituido de 23 amostras de sangue de pacientes com
toxoplasmose ocular provenientes do Ambulatério de Retinopatia, Fundacao
Faculdade Regional de Medicina, Hospital de Base de S&o José do Rio Preto.
Estes pacientes foram diagnosticados clinicamente e por imagem com
retinocoroidite toxopldsmica pela visualizacdo das caracteristicas da retina,

como o local e o tamanho das lesGes exsudativas ou cicatrizes.

O Grupo Il foi constituido de 9 amostras de sangue de individuos com
toxoplasmose cronica (assintomaticos e imunocompetentes). Estas amostras
foram coletadas de voluntarios do Centro de Parasitologia e Micologia do
Instituto Adolfo Lutz.
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O Grupo 1V, denominado “controle negativo”, foi constituido de 18
amostras negativas, sendo 8 amostras de tecido cerebral e 8 de tecido
pulmonar de pacientes que foram a Obito de etiologia nao infecciosa,
provenientes de um banco de autépsias formolizadas e emblocados em
parafina e pertencentes ao arquivo do Centro de Patologia do Instituto Adolfo
Lutz. O grupo IV também foi constituido de 7 amostras de sangue negativas
para toxoplasmose, provenientes de voluntarios do Centro de Parasitologia e

Micologia do Instituto Adolfo Lutz.

3.4. Coleta de amostras clinicas

3.4.1. Sangue Periférico

As amostras de sangue coletadas dos pacientes dos Grupos II, lll e IV
consistiram em 10 mL de sangue periférico coletados com heparina sodica
para o isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e
extracdo de RNA, e 5 mL de sangue periférico coletados com EDTA para a
extracdo de DNA e realizacdo da PCR.

3.4.2. Tecidos Parafinados

As amostras de tecidos estavam formalizadas e parafinadas e foram
provenientes de pacientes que foram a 6bito no Instituto de Infectologia Emilio
Ribas com diagndstico de toxoplasmose disseminada grave. As autOpsias
foram encaminhadas para o Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz para a
realizagdo do diagndstico anatomopatoldgico e histopatolégico, a seguir foram
encaminhadas para o Laboratorio de Biologia Molecular de Parasitas e Fungos
do Instituto Adolfo Lutz, onde foi realizado o diagndstico molecular.
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Foram utilizados fragmentos de autdpsias de tecido cerebral e pulmonar
incluidas em parafina de 11 pacientes com toxoplasmose disseminada. Foram
retirados de cada bloco, com auxilio de um micrétomo, aliquotas de 5-10

micrometros para a extracdo do DNA e RNA.

3.5. Diagnostico clinico e histopatolégico nos tecidos incluidos em

parafina

O diagnéstico da toxoplasmose disseminada foi determinado por
médicos do Instituto de Infectologia Emilio Ribas e foi baseado em
caracteristicas clinicas, radiolégicas e laboratoriais. Todos os pacientes tinham
o diagndstico prévio de HIV. O diagndstico clinico foi definido de acordo com as
“definicbes de diagnéstico clinico-radiolégico de toxoplasmose em pacientes
com AIDS” (CDC, 1993; Potergies et al., 2004). As reacbes de
imunohistoquimica e histopatoldgica foram realizadas pelos pesquisadores do
Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz. A presenca de taquizoitos nos
cortes histoldgicos foi determinada por microscopia 6tica apos coloragdo pela

hematoxilina-eosina e pelo método imunohistoquimico.

3.6. Diagnostico Soroldgico e Molecular

3.6.1. ELISA

O antigeno utilizado no ELISA foi produzido pela sonicacdo de
taquizoitos da cepa RH, que é rotineiramente mantida no Instituto Adolfo Lutz
por inoculacdes em camundongos ou por replicacbes em culturas celulares
(Meira et al., 2008). As reagdes foram realizadas em placas de poliestileno (96
orificios), onde o antigeno foi diluido em bicarbonato de sodio e distribuido nos

orificios. Os plasmas (1/200) foram diluidos em PBS-leite desnatado 5% e
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incubados a 37°C por 1 hora. As placas foram novamente incubadas com o
segundo anticorpo IgG conjugado a peroxidase, na diluicdo de 1/20.000 por
igual periodo. A revelacdo ocorreu com a adicdo de 100 pyL do substrato
enzimatico contendo 0,5 mg/ml de OPD (orto-fenilenodiamina) diluido em
fosfato de sddio dibésico 0,1M pH 4.5; &cido citrico 0,1M; H,O, 0,1% por 30
minutos em camara escura, a 37°C. A reacao foi interrompida adicionando 50
ML de acido sulfarico (H.SO4) 4 N. Os resultados foram avaliados por leitura em
espectrofotometro em comprimento de onda de 492 nm. Este ensaio foi

realizado para a definicdo dos grupos Il, lll e IV.

3.6.2. Extracdo de DNA em tecidos incluidos em blocos de parafina

As extracdes de DNA dos tecidos parafinados foram realizadas como
descrito previamente (Bastos da Silva et al., 2016) e pelo kit comercial DNA
QlAamp® DNA FFPE Tissue conforme instru¢cées do fabricante. Inicialmente
retirou-se o excesso de parafina das amostras de tecidos com bisturi estéril. A
parte onde continha o tecido foi cortada em pedacos de 5 a 10 um. A seguir, 0S
fragmentos foram colocados em tubos de 1,5 a 2 mL com 1 mL de xilol,
agitados em vortex por 10 segundos e centrifugados na 11.000 g por 2
minutos. Os sobrenadantes foram removidos. Os tubos contendo os
sedimentos foram abertos e incubados a temperatura ambiente por 10 minutos,
para que os residuos de xilol evaporassem completamente. Os precipitados
foram utilizados para extracdo de DNA com o Kit de extracdo. Primeiramente,
os sedimentos foram diluidos em 180 pL de “Buffer ATL” e 20 uL de proteinase
K, agitados em vortex por 10 segundos e centrifugados por 1 minuto a 11.000
g. A seguir, as amostras foram incubadas a 56°C por 60 minutos ou até
completa lise do tecido. A seguir, as amostras foram incubadas a 90°Cpor mais
60 minutos. Uma nova centrifugacdo por 1 minuto, o conteudo da parte de
baixo do tubo (fase limpa) foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e
adicionados 200 pL do Buffer AL, agitado no vortex, incubado por 5 minutos a
56°C. Em seguida foram adicionados 200 uL de etanol (96-100%),

homogeneizado em vortex e centrifugado a 11.000g. Cuidadosamente, o lisado
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foi transferido para uma coluna QlAamp MinElute, com um tubo de coleta de 2
mL, e centrifugado a 6.000 g por 1 minuto. A seguir, a coluna foi transferida
para um novo tubo coletor. As lavagens foram realizadas com 500 uL do Buffer
AW1 e 500 pL do “Buffer AW2” seguidas das centrifuga¢des de 6.000g por 1
minuto. Apés uma nova centrifugacdo de 11.000g por 3 minutos, as moléculas
de DNA foram eluidas com 50 uL do Buffer ATE, incubadas a temperatura

ambiente por 1 minuto e, centrifugadas a 11.000 g por 1 minuto.

Apés as extracBes, as amostras de DNA foram quantificadas pelo
espectrofotometro Nanodrop modelo ND100 (Thermo Fischer Scientific®). As
concentracoes de DNA foram determinadas pelas leituras realizadas a 260 nm.
A pureza das moléculas de DNA foi avaliada utilizando-se a razdo de
absorbancia da amostra entre 260 e 280 nm. A proporcdo de cerca de 1.8 &
interpretada como DNA livre de impurezas. A seguir, as amostras de DNA

foram armazenadas -20°C até o momento do uso.

3.6.3. Extracdo de DNA de sangue em EDTA

As amostras de sangue foram coletadas em EDTA e centrifugadas a
2.000 g por 15 minutos para a separacao do plasma. O plasma foi retirado e
congelado a -20°C para a realizacdo do ELISA. A seguir, em cada papa de
hemécias foram adicionados cerca de 8 mL de PBS e a mistura centrifugada a
2.000 g por 15 minutos. Apos o descarte do sobrenadante foram adicionados
tampéo ACK (trés vezes o volume da papa de hemacias), incubadas até a lise
total das heméacias e centrifugadas a 2.000 g por 15 minutos. O sobrenadante
foi desprezado e o precipitado transferido para um tubo de 1.5 mL. (Colombo et
al., 2005). A seguir, foram adicionados a amostra, 20 uL de Protease Qiagen
(Proteinase K) e 200 uL do tampao AL. A mistura foi agitada vigorosamente no
vortex e incubada a 56°C por 10 minutos. Apos a incubacao foram adicionados
200 pL de etanol 100% e o conteudo foi transferido cuidadosamente para a
coluna QIAmp Mini Spin, sem molhar a borda, e foi centrifugado a 6.000 g por
um minuto. Depois da centrifugacao a coluna foi transferida para um novo tubo

coletor e o filtrado foi desprezado. Na sequéncia foram adicionados 500 puL do
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tampdo AW1l e novamente centrifugado a 6.000 g por um minuto.
Posteriormente a coluna foi transferida para um novo tubo coletor, adicionados
500 pL do tampdo AW?2 e centrifugada a 12.000 g por trés minutos. Apés a
centrifugacéo a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e adicionado 50
pl do tampao AE, incubada por cinco minutos a temperatura ambiente e, em

seguida, centrifugada a 6.000 g por um minuto.

Apls as extracbes, as amostras de DNA foram quantificadas pelo
espectrofotometro Nanodrop modelo ND100 (Thermo Fischer Scientific®). As
concentracOes de DNA foram determinadas pelas leituras realizadas a 260 nm.
A pureza das moléculas de DNA foi avaliada utilizando-se a razdo de
absorbancia da amostra entre 260 e 280 nm. A proporcao de cerca de 1.8 é
interpretada como DNA livre de impurezas. A seguir, as amostras de DNA

foram armazenadas -20°C até o momento do uso.

3.6.4. gPCR

As amplificacdes em gPCR foram realizadas utilizando um controle
positivo, a partir de DNA extraido de taquizoitos mantidos em cultura e um
controle negativo, onde foi utilizada agua ultrapura que substituiu o0 DNA. O
primer ou iniciadorutilizado foi o REP-529, que amplifica uma regido de T.
gondii altamente repetitiva (REP-529) (Robert-Gangneux et al., 2010; Belaz et
al.,, 2015). O desenho do ensaio incluiu o marcador molecular “forward”
(5'AGAGACACCGGAATGCGATCTS3); ‘reverse”
(5 TTCGTCCAAGCCTCCGACT?3); e a sonda de hibridizagao
(5TCGTGGTGATGGCGGAGAGAATTGA3) marcada com FAM  (6-
carboxyfluorescein) e BHQ1 (Black Hole Quencher 1) nas terminacfes 5 e 3’
respectivamente. Para confirmar a qualidade das amostras de DNA,
juntamente com as reacfes foram incluidas mais uma reacao para amplificar
uma regido 18S de eucariotos “Eukaryotic 18S rRNA gene” (GenBank
accession code X03205.1) (Applied Biosystems). As reacbes foram realizadas
num volume final de 20 pL. As amostras de DNA (3 pL de cerca de 100 ng/uL),
DNA de T. gondii - controle (5 ng/uL) foram misturadas com 10 pL do 2X
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TagMan Universal PCR Master Mix e 1,25 pL do ensaio (18 pM do marcador
“forward” e “reverse”; e 5 UM da sonda de hidrdlise. As amplificacdes foram
realizadas no equipamento7500 Real-time PCR System (Applied Biosystems)
ou no equipamento AriaMx Real Time PCR System (Agilent Technologies)
usando o ciclo termal que incluiu: 2 minutos, 50°C, e 95°C por 10 min. A seguir,
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

O diagndstico molecular da toxoplasmose foi realizado pelo biologista
Ricardo Gava (Laboratorio de Biologia Molecular de Parasitas e Fungos). O

diagndstico sorologico foi realizado para complementar o diagnaostico.

3.7. Isolamento das Células Mononucleares do Sangue Periférico
(PBMC)

Para o isolamento de PBMC de sangue periférico, todas as etapas foram
realizadas em fluxo laminar estéril. As amostras de sangue heparinizadas
foram diluidas volume/volume em PBS (pH 7.4) e homogeneizadas
delicadamente. A seguir foram adicionadas delicadamente em um tubo de 15
mL contento 3 mL de Ficoll-1077 (Sigma) e posteriormente centrifugadas a
2.000 g por 20 minutos. Apés a centrifugacdo quatro fases distintas foram
formadas: Plasma, PBMC, Ficoll, Eritr6citos e Granulécitos. Com auxilio de
uma pipeta pasteur estéril as PBMCs foram retiradas e colocadas em tubo de
15 mL. Ap6s a adicdo de PBS até completar 10 mL, as amostras foram
centrifugadas a 2.000 g por 10 minutos e o sobrenadante descartado. As
PBMCs foram ressuspensas em 1 mL de meio RPMI com 10% de soro fetal
bovino (SFB). Ap6s a contagem em camara de Newbauer as PBMCs foram
cultivadas em placas de culturas estéreis na concentracdo de 1x 10%poco
(Meira et al.,, 2014). As PBMCs entédo foram estimuladas com 1 ug / mL de
antigeno lisado de T. gondi (ALT). Como controle positivo, um pogo de células
da placa foi estimulado com 2 ug / mL de fito-hemaglutinina (PHA). Outro poco
da placa, contendo somente o meio de cultura, foi utilizado como controle

negativo. As culturas de PBMC foram mantidas a 37 °C numa atmosfera de 5%
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de CO? e as células foram retiradas cuidadosamente apds 48 h de estimulag&o.
Nestas células, 200 uL de RNAlater® Stabilization Solution (AmbionTM) foram
adicionados para proteger o RNA celular de degradacédo. As células foram

armazenadas a -70 ° C até o isolamento de RNA.

3.8. Extracdo de RNA das PBMCs

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o kit de extracdo RNeasy Mini
Kit (Qiagen) segundo as recomendacées do fabricante. As PBMCs (1 x 10%/mL)
foram centrifugadas por 5 minutos a 2.000 g para retirar o excesso do meio de
cultura e o sobrenadante descartado e, em seguida, adicionou-se 350 uL do
tampdo RLT e as células agitadas por 2 minutos no vortex. A seguir, foram
acrescentados 350 pL de etanol 70%, homogenizadas e os 700 uL da amostra
foram transferidos para a coluna RNeasy spin e centrifugados por 15 segundos
a 8.000 g tendo seu filtrado descartado. Logo, foram adicionados 700 uL do
tampdo RW1 a coluna e centrifugados por 15 segundos a 8.000 g. Seguiu-se
uma nova etapa onde foram acrescentados 500 pL do tampédo RPE na coluna e
centrifugado novamente por 15 segundos a 8.000 g. Depois, outros 500 uL do
tampdo RPE foram novamente adicionados a coluna RNeasy spin e
centrifugados por 2 minutos a 8.000 g para lavar a membrana. A coluna foi
colocada em um novo tubo coletor e centrifugada a velocidade maxima durante
1 minuto. Em seguida a coluna foi colocada em um novo tubo de 1.5 mL, foi
adicionado 30 pL de &gua livre de RNase para a eluicdo do RNA total ap6s

centrifugacéo de 1 minuto a 8.000 g.

3.9. Extracdo de RNA de Tecidos Parafinados

As extracdes de RNA foram realizadas com um kit comercial (RNeasy
FFPE-Quiagen). Com um micrétomo histolégico foram cortados seis

fragmentos de cada tipo de tecido com espessura de 5 um e colocados em
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tubo de 1,5 mL. A sequir, os fragmentos foram tratados com 1 mL de xilol e
centrifugados a 11.000 g por 2 minutos (por 2 vezes) e 0s sobrenadantes
descartados. Em seguida, para a remocdo do xilol foi adicionado 1 mL de
etanol 100% e os tubos centrifugados a 11.000 g por 2 minutos e 0s
sobrenadantes descartados. Na sequéncia, os tubos foram colocados com as
tampas abertas em um dessecador (Speedvac) por 5 minutos para evaporar
totalmente os residuos de etanol nos tecidos. Logo apos foram adicionados
240 pL de tampao PKD e 10 pL de proteinase K aos tubos e incubados a 56 °C
até a completa lise do tecido e, em seguida, a 80°C por 15 minutos. Depois as
amostras foram resfriadas rapidamente em banho de gelo por 2 minutos e
centrifugadas a 11.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para
um novo tubo e adicionado 250 pL do tampéao RBC. Depois foram adicionados
720 pL de etanol 100% e homogeneizado imediatamente e transferidos 600 pL
da amostra para a coluna (RNeasy MinElute Spin column), centrifugados a
11.000 g por um minuto. Apos a centrifugacéo o filtrado foi desprezado e o
procedimento repetido até terminar toda a solucdo. Em seguida foram
adicionados 500 pL de tampao RPE nas colunas e centrifugadas a 8.000 g por
1 minuto. As moléculas de RNA foram eluidas com 30 pL de &gua livre de
RNAse (DEPC) e as colunas centrifugadas a 8.000 g por um minuto. Em
seguida as amostras foram tratadas com DNase para evitar eventual

contaminacdo com DNA.

3.10. Digestdo com DNase e Quantificacdo do RNA

ApoOs as extracbes de RNA de FFPE e PBMC foram realizadas as
digestdes com o kit DNase (AmbionTM), adicionando 3 puL do Turbo DNase
Buffer 10x e 0,5 pL do Turbo DNase aos 30 pL de RNA e incubados a 37°C por
20 minutos. As reacdes foram inativadas com 3 pL do Reagente de Inativacao
da DNase, incubados a temperatura ambiente por 2 minutos, sendo
centrifugados posteriormente a 8.000 g por 1,5 minutos. As moléculas de RNA,
localizadas no sobrenadante foram transferidas para um novo tubo e

imediatamente armazenadas a -70°C até o momento do uso.
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A concentracdo de RNA total foi determinada pela anélise no fluorimetro
Quantus™ Fluorometer (Promega) de acordo com as especificacdes do
fabricante, utilizando 2 pL de amostra. A partir dessas quantificacdes foi

realizada a sintese do DNA complementar.

3.11. Integridade do RNA

As concentracdoes e a pureza de moléculas de RNA extraidas foram
qguantificadas pelo espectrofotometro Nanodrop modelo ND100 (Thermo
Fischer Scientific®). As concentragcdes foram determinadas pelas leituras
realizadas a 260 nm e a pureza das moléculas de RNA foi avaliada utilizando-
se a razao de absorbancia da amostra entre 260 e 280 nm. A proporcado de

cerca de 1.8 é interpretada como RNA livre de impurezas.

A partir desses dados foi realizada a avaliagdo da integridade do RNA
total utilizando o equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer com o Agilent RNA
6000 Nano Chip (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) conforme
instrucdes do fabricante. O Nano Chip foi escolhido a partir dos resultados das
analises no Nanodrop, onde as concentracbes de RNA foram acima de 5
ng/uLe abaixo de 500 ng/ pL. A qualidade foi expressa pelo namero de
integridade do RNA (RIN), que varia de 1 a 10, ondel indica a pior e 10 a
melhor qualidade (Schroeder, et al., 2006).

3.12. Padronizacédo da sintese de DNA complementar (cDNA) para gPCR

As fitas de cDNA foram sintetizadas a partir de 100 ng de RNA total
utilizando o Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Life Technologies)
conforme instru¢des do fabricante. Foram utilizados 2 pL do Buffer RT 10X,
0.8uL do Mix de dNTP (100mM), 2 pL de Random Primers RT 10 X, 1 yL da

transcriptase reversa, 1 pL do inibidor de RNase, 3.2 pL de &gua nucleasse-
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free e 10 pL do RNA. As condic¢des de ciclagem utilizadas foram: Etapa 1: 25°C
por 10 minutos; Etapa 2: 37°C por 120 minutos; Etapa 3: 85°C por 5 minutos e

uma etapa final a 4°C.

A concentracdo ideal de RNA utilizada na sintese de cDNA foi
previamente padronizada testando-se quatro concentracdes (em duplicata) 25;
50; 100 e 200 ng/uL de RNA total.

3.13. Padronizacao da estabilidade de expresséo dos genes enddgenos

O gene enddgeno ideal a ser utilizado como normalizador nos ensaios
de expressao génica de citocinas foi determinado utilizando-se 10 amostras de
PBMCs de pacientes com toxoplasmose ocular; 22 amostras de RNA extraidos
de tecido parafinado, sendo 11 de tecido cerebral e 11 de tecido pulmonar de

pacientes com a coinfeccdo toxoplasmose disseminada/AIDS.

A anadlise da expressdo génica dos genes endogenos foi realizada no
equipamento StepOne™ Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems)
utilizando parametros de amplificacdo recomendados pelo fabricante. As
reacoes foram realizadas em duplicata num volume final de 20uL. Para
avaliacdo da expressdo dos genes enddgenos utilizamos os ensaios TagMan®

Gene Expression Assays (Applied Biosystems).

Como ndo ha um gene enddgeno universal para todos os tipos celulares,
foi avaliado a expressdo de 6 genes constitutivos: GAPDH (Gliceraldeido-3-
fostato-desidrogenase), 18S (subunidade do RNA ribossomal), B2M (beta-2
microglobulina), MT-ATP (ATP mitocondrial), UBC (Ubiquitina C), TBP (TATA
Box Binding Protein). As caracteristicas dos genes e marcadores molecular e

estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Genes enddgenos humanos utilizados para a anélise da expressao génica.

Gene Nome Namero de Acesso Funcao Biolégica Ensaio ID* Produto Localizagéo no
Cromossomo
Subunidade do RNA ,
18S rRNA ribossomal [GenBank: X03205.1] Formacao do ribossomo Hs99999901 s1 187 Nd
Glyceraldeido-3-fosfato
GAPDH desidrogenase [RefSeq: NM002046.4] Envolvido na glicélise Hs02758991 g1 93 12
TBP TATA box-binding protein [RefSeq: NM003194.3] Fator de transcri¢éo Hs00427620_m1 91 6
B2M Beta-2-microglobulina [RefSeq: NM004048.2] Ligacdo de proteina Hs00984230_m1 81 15
Envolvido na degradacao de
UBC Ubiquitina C [RefSeq: NM021009.5] proteinas Hs00824723_m1 71 12
[GenBank: Participacdo na fosforilagédo
MT-ATP6 ATP mitocondrial NC_012920.ATP6.0] oxidativa Hs02596862_g1 150 10

Fonte: Meira-Strejevich et al., 2017." adquiridos da Applied Biosystems. > ndo determinado.
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3.14. Analise da expressado dos genes codificadores para as citocinas
IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-27 TGF-B, e TNF-a

Para a andlise da expressdo dos genes codificadores para IFN-y, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-27, TGF-B, e TNF-a de pacientes com toxoplasmose
sintomatica a reacdo foi padronizada e os marcadores moleculares testados

guanto a eficiéncia segundo a formula:

E= (10 ¢*s'°P®)_1) x 100

Todos os marcadores utilizados apresentaram eficiéncia maior ou igual a
89%. As caracteristicas dos genes, marcadores moleculares e a eficiéncia
estdo descritos na Tabela 2. O estudo foi realizado com um total de 77
amostras clinicas descritas em detalhes no item 3.3. A expressao de cada gene

foi determinada por qPCR em duplicata.
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Tabela 2. Genes codificadores para citocinas humanas utilizadas na analise da expressao génica.

Localizacdo no

Gene Nome do gene Ndmero de acesso Funcéo Bioldgica Ensaio ID? Tamanho (pb) Cromossomo Eficiéncia

Fator de Crescimento e

TGF-B N [RefSeq: NM_000660.5] Codificagao de proteina Hs00998133 m1 57 19 93 %
Transformacédo Beta

IL-4 Interleucina 4 [RefSeq: NM_000589.3] Codificacao de proteina Hs00174122_m1 70 5 91 %

IL-10 Interleucina 10 [RefSeq: NM_000572.2] Codificacdo de proteina Hs00961622_m1 74 1 95 %

IL-17 Interleucina 17 [RefSeq: NM_002190.2] Codificagdo de proteina Hs00174383_m1 80 6 89 %
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3.15. Analise dos dados

3.15.1. Estabilidade de expressdo dos genes enddgenos e codificadores

para as citocinas

Para a estabilidade de expressdo dos genes enddgenos, 0s resultados
gerados na gPCR foram analisados no programa geNorm (versao 3.5,
http://genorm.cmgg.be) promovendo a comparacao aos pares da expressao dos
genes testados. Desta forma, um indice M foi gerado para cada gene, e este
indice foi utilizado para determinar 0 gene que apresentou expressao mais
estavel. O programa geNorm recomenda indice M abaixo do limite de 1.5, e
quanto menor o indice M, mais estavel é a expressdo do gene. Para confirmar
os resultados do geNorm, foi realizada uma analise no programa NormFinder
(Meira-Strejevich et al., 2017).

Para a andlise das citocinas, os valores da expressdao do mRNA foram

mostrados como mediana através do ACT segundo a formula:

ACT = (gene de referéncia - gene alvo)

Quanto maior o ACT, maior é a quantidade de amplificagéo do alvo (Nai et
al., 2016).

3.15.2. Andalise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney para comparacéo entre diferentes grupos no software Graph Pad Prism
5.0 (San Diego, CA, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Diagnostico clinico e laboratorial da toxoplasmose

4.1.1. Pacientes com toxoplasmose ocular

Os 23 pacientes com toxoplasmose ocular, foram admitidos e tratados no
Ambulatério de Oftalmologia da Fundacdo Faculdade Regional de Medicina do
Hospital de Base, em S&o Paulo. Foram clinicamente diagnosticados como
portadoras de cicatrizes de retinocoroidite toxoplasmica, e a avaliacdo clinica foi
realizada sob exame fundoscopico utilizando oftalmoscopia binocular indireta,
lente 20D (Binocular Ophthalmoscope ID 10, Topcon Corporation, EUA). O
diagndstico clinico de toxoplasmose ocular foi baseado na visualizacéo da retina
e na descri¢cdo da caracteristica, do local e do tamanho das lesGes ou cicatrizes
exsudativas (Mattos et al.,, 2011; Ferreira et al.,, 2014). Para determinar o
diagnéstico laboratorial minimamente invasivo, conforme definido anteriormente
(Mattos et al., 2011), amostras de sangue foram coletadas antes ou até o

terceiro dia da terapia antiparasitaria para toxoplasmose.

O estudo foi retrospectivo e realizado por sessenta meses, de maio de
2012 a maio de 2016. Foram analisadas amostras de sangue de 27 individuos
com idade entre 15 a 76 anos, sendo 50% do sexo masculino e 50% do sexo

feminino, como mostra a Tabela 3.
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Tabela 3. Resultados clinicos e laboratoriais dos 23 pacientes com

toxoplasmose ocular

Pacientes com toxoplasmose

ocular n=23
Data da coleta das amostras (ano) 2014-2016
Média de idade 63 (15-76)
Género 12M-11F
RtC ativa (14%) *
Diagnéstico clinico® RIC ativa e cicatriz (2%)

Cicatriz RtC (84%)
PCR positivo no sangue
(DNA de T. gondii) 39% (9/23)
Anticorpo IgG Anti-T. gondii

ELISA 100% (23/23)

! O diagnéstico foi definido por dados clinicos, de imagens e laboratoriais, conforme descrito na
secdo de Materiais e Métodos. ? Cicatrizes ativas e retinocoroiditicas (RtC) nos olhos direito e
esquerdo, respectivamente. Pos, positivo.
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4.1.2. Pacientes com toxoplasmose disseminada e AIDS

Os 11 pacientes que foram a Obito com coinfeccdo toxoplasmose
disseminada severa e AIDS tiveram o diagnostico confirmado pelos dados

clinicos, histopatoldgicos e imunohistoquimicos nos fragmentos de autépsias.

Os fragmentos tinham numerosos cistos de T. gondii especialmente nas
amostras de tecido cerebral e pulmonar usadas neste estudo. Da mesma forma,
as amostras de DNA extraidas das autopsias foram todas positivas (Bastos-Silva
et al., 2016). Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes estdo descritos na
Tabela 4.
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Tabela 4. Resultados clinicos e laboratoriais dos 11 pacientes com toxoplasmose disseminada.

Diagndstico

Idade PCR/ HIV Histopatolégico
(Clinico, imagem e p/ T.gondiiem  Status do
Paciente — Cadigo (Anos)  Sexo laboratorial) T.gondii (Sorologia) autopsia paciente

Toxoplasmose disseminada :
Paciente 1 A04/05 39 M e CMV Pos Pos Pos Obito

Paciente 2 A13/05 31 F Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Obito

Toxoplasmose disseminada

Paciente 3 A21/05 24 F e neurotuberculose Pos Pos Pos Obito

Paciente 4 A6/06 40 M Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Obito
Paciente 5 A21/07 50 M Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Obito
Paciente 6 A11/08 38 F Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Obito

Toxoplasmose disseminada :

Paciente 7 A12/09 30 M e amebiase generalizada Pos Pos Pos Obito
Paciente 8 A39/09 40 M Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Obito
Paciente 9 A02/10 43 M Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Obito
Paciente 10 A6/11 30 F Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Obito
Paciente 11 A21/11 59 M Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Obito

Fonte: Bastos da Silva et al., 2016." O diagnéstico foi definido por dados clinicos, de imagens e laboratoriais, conforme desctito na se¢éo de Materiais e Métodos. Pos, positivo.
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4.1.3. Grupo Controle

O Grupo Controle foi composto por 9 amostras de individuos crénicos
para toxoplasmose (44% do sexo masculino e 56% do sexo feminino). Foi
realizado o teste ELISA para confirmar a positividade para toxoplasmose e
todas as amostras se mostraram positivas (presenca de anticorpos IgG anti-T.
gondii). As amostras foram cedidas por voluntarios do Centro de Parasitologia

e Micologia do Instituto Adolfo Lutz.

4.1.4. Grupo Negativo

Foi composto por 8 amostras de tecido cerebral e 8 amostras de tecido
pulmonar de pacientes que foram a o6bito de etiologia ndo infecciosa e 7

amostras de sangue negativas para toxoplasmose.

4.2. Padronizacdo da extracdo de RNA de tecidos parafinados

Para a padronizacdo da extracdo de RNA foram testados cinco tempos
de incubacao a 56°C: 15, 30 minutos, 1, 3 e 18horas, sendo que o tempo de 18
horas foi o que apresentou melhores resultados apo6s quantificagdo no
fluorimetro. Nos outros tempos néo se obteve quantificacao satisfatoria.

4.3. Quantificacédo e Integridade de RNA total

As quantificagbes de RNA total, de PBMC e FFPE, determinadas pelo
fluorimetro Quantus"Fluorometer (Promega) variaram de 15 a 109 ng/uL. A
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partir dessa quantificacdo foi realizado o célculo para a sintese do DNA

complementar.

Os RINs das amostras de PBMC foram acima de 7.0, sendo
considerados de oOtima qualidade. Os RINs de FFPE variaram de 1.9 a 5.1.
Estes valores foram considerados satisfatorios. O RIN a partir de 1.4 para
amostras FFPE é adotado como limite para se considerar o RNA como de
qualidade aceitavel para a gPCR (Mandabusi et al., 2006).

4.4. Padronizagéo da sintese e concentracdo de cDNA utilizada na
gPCR

Todas as concentragdes foram suficientes para ocorrer as amplificacdes
na gPCR, como mostra a Figura 10 e a Tabela 5. A comparacéao entre os Cycle
threshold (Ct) mostram que as concentracdes de 100 e 200 ng/uL variaram
apenas 0.3 C, assim a de menor concentracao foi escolhida por utilizar menos

RNA para a reagéo.
40-

30 e . .

20+

Ct (Cycle Threshold)

u L) L) L) 1
25 50 100 200

Concentragdo de cDNA (ng/ pL)

Figura 10 - Padronizagdo da concentracao de RNA total para sintese de cDNA.

Tabela 5. Padronizacao da concentracdo de RNA total para sintese de cDNA.

Concentracédo de cDNA ng/pL
25 50 100 200
C; 32,41 31,25 30,34 30,07
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4.5. Padronizacdo e analise da expressdo dos genes endégenos em
PBMC

TBP foi 0 gene enddgeno que apresentou menor variagdo em PBMC. Os
indices M (Figura 11) e as médias de Cry, respectivamente foram: 26.73 e
0.045nas amostras dos pacientes do Grupo II; 29.45 e 0.219, nas do Grupo llI;
e 30.05 e 0.136.

Os genes que apresentaram maior variacdo entre os Grupos (média de
Cr e indice M) foram: MT-ATP (32.13 e 0.110 no Grupo Il e de 28.10 e 0.282
no Grupo lll); e UBC (24.19 e 0.266 no Grupo llI).

Os resultados mostraram que gene enddgeno ideal a ser utilizado para
ensaios de expressdo génica em PBMC é o TBP por apresentar maior
estabilidade e menor variabilidade entre as amostras. Os genes MT-ATP,
GAPDH e UBC foram altamente variaveis, ndo sendo bons candidatos a serem

utilizados como normalizadores em PBMC.

0.35
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Genes

=
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Media de estabilidade de expressao (M)

Figura 11 - Média de estabilidade de expressdo (indice M) em PBMC por gene testado.
Quanto menor o valor de M, mais estavel € o gene. A seta indica o gene mais
estavel.
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4.6. Padronizacédo e analise da expressao dos genes enddégenos em
tecidos parafinados

Foram analisadas 22 amostras de tecido parafinado, 11 de cérebro e 11
de pulmé&o. A figura 12 mostra os indices M dos genes enddgenos testados em
pulmé&o. Os resultados foram: 34.08 e 0.138 para o0 gene 18S; 34.40 e 0.115
para GAPDH; 30.59 e 0.114 para UBC,; 33.23 e 0.126 para B2M.

A figura 13 mostra o indice M dos genes enddgenos testados em
cérebro. Os resultados foram: 34.26 e 0.078 para 18S; 33.75 e 0.057 para
GAPDH; 30.49 e 0.058 para UBC; 33.34 e 0.073 para B2M. Para o cérebro o
gene mais estavel foi o GAPDH. Para o pulméo o gene mais estavel foi o UBC,
porém optou-se pelo GAPDH por ser o segundo mais estavel e foi utilizado
junto com as amostras de cérebro. Portanto para ambos tecidos, o gene de
escolha foi o0 GAPDH. O mais variavel foi o 18S. Os marcadores moleculares

para os genes TBP e MT-ATP nao foram positivos em nenhuma das amostras.

0.15-
0.14+
0.13
0.124

0.11 —_—

e
-
(=]

Media de estabilidade de expressao (M)

185 B2M GAPDH UBC

Figura 12 - Média de estabilidade de expressdo (indice M) em pulm&o por gene testado.
Quanto, onde quanto menor o valor de M, mais estavel € o gene. A seta indica o
gene mais estavel.
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Figura 13 - Média de estabilidade de expressdo (indice M) em cérebro por gene testado.
Quanto, onde quanto menor o valor de M, mais estavel € o gene. A seta indica o
gene mais estavel.

4.7. Analise da expressao dos genes codificadores para IFN-y, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-12, IL-17, IL-27, TGF-B e TNF- a em PBMC de pacientes com

toxoplasmose ocular

Em resposta ao ALT, os niveis de mRNA para IL-6 foram mais
expressos em pacientes com toxoplasmose ocular, quando comparados aos
individuos com toxoplasmose cronica e negativos, com resultados

estatisticamente significantes (p<0.005 e p < 0.0005, respectivamente).

Para IL-10, os niveis de mRNA foram mais expressos em pacientes com
toxoplasmose ocular, quando comparados aos individuos com toxoplasmose
cronica e negativos, com resultados estatisticamente significantes (p<0.0005 e

p < 0.005, respectivamente), como mostra a Figura 14.
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Figura 14 - Expressao dos genes codificadores para citocinas IL-6, IL-10 de PBMC.

Em resposta ao ALT, os niveis de mRNA para TNF-q, IL-12, IL-17 e IL-4
também foram mais expressos em pacientes com toxoplasmose ocular em
comparacao com individuos com toxoplasmose cronica e negativos embora

sem significancia estatistica (p> 0,05), como mostra a Figura 15.
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Figura 15 - Expressdo de mRNA para os genes codificadores para as citocinas TNF- a, IL-12,

IL-17 e IL-4 de PBMC.

Em contraste, os niveis de mRNA de IL-27 e IFN-y em PBMC de

pacientes com toxoplasmose ocular foram estatisticamente mais expressos em
comparagcdo com 0s negativos (p<0.05 e p <0.0005, respectivamente. Os

niveis de mRNA para TGF-f foram mais expressos em pacientes com

toxoplasmose ocular em comparacao aos individuos negativos, com resultados

estatisticamente significantes (p<0.005), como mostra a Figura 16.
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Figura 16 - Expresséo de genes codificadores para as citocinas IL-27, IFN-y e TGF-$ de
PBMC.

4.8. Analise da expressao dos genes codificadores de IFN-y, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-12, IL-17, IL-27, TGF-B e TNF-a em tecidos parafinados de
pacientes com toxoplasmose disseminada

Os niveis de mRNA para citocinas também foram avaliados em
amostras de cérebro e pulmdo de FFPE de pacientes com coinfecgédo
toxoplasmose disseminada/AIDS.

Em amostras de cérebro, niveis de mRNA para TGF-f foram

significativamente mais expressos em pacientes com a coinfeccéo
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toxoplasmose disseminada/AIDS em comparagdo com os individuos negativos
(p<0.005). Entretanto ndo houve diferenca estatistica em relacdo a expressao
de mRNA de IL-6, como mostra a Figura 17.

TGF-B IL-6

* %

Expressdo de mRNA (ACt)
Expressdo de mRNA (ACt)

-10 T -10 T

Toxoplasmose ) Toxoplasmose .
disseminada Negativos disseminada Negativos

Figura 17 - Expressdo de mRNA dos genes codificadores para as citocinas TGF-p e IL-6 em

cérebro de pacientes que foram a Obito com a coinfeccdo Aids/toxoplasmose
disseminada.

Em amostras de pulmao, niveis de mRNA para TGF- e IL-6 foram
significativamente mais expressos em pacientes com a coinfeccéo
toxoplasmose disseminada/AIDS em comparag¢do aos individuos negativos
(p<0.005 e p<0.05, respectivamente) (Figura 18). No entanto, ndo foi possivel

detectar as outras citocinas.
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Figura 18 - Expressdo de mRNA dos genes codificadores para as citocinas TGF- e IL-6 em
pulmédo de pacientes que foram a 6bito com a coinfeccdo Aids/toxoplasmose
disseminada.

Os niveis de mMRNA para TGF-B e IL-6 em amostras de cérebro foi
verificado que o0s niveis de expressdo de mMRNA para TGF-B foi
significativamente maior quando comparado a expressao de IL-6 (p<0.0005),
como mostra a Figura 19.
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Figura 19 - Expresséo de genes codificadores para as citocinas TGF-3 e IL-6 em cérebro de
pacientes que foram a 6bito com a coinfeccdo Aids/toxoplasmose disseminada.
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Em concordancia, nas amostras de pulméo, a expressdo de mRNA de
TGF-B foi significativamente maior quando comparado a expressdo de IL-6
(p<0.005), como mostra a Figura 20.
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Figura 20 - Expresséo de genes codificadores para as citocinas TGF- e IL-6 em pulméo de
pacientes que foram a 6bito com a coinfeccdo Aids/toxoplasmose disseminada.

57



5. DISCUSSAO

A normalizagcdo correta dos dados quantitativos de expresséo génica €
um ponto crucial para alcancar resultados confidveis e biologicamente
significativos (Huggett et al., 2005) e se torna um método importante para
corrigir diferencas de amostras para amostras, principalmente o objetivo e a
analise da expressdo genica de citocinas. Assim, a qualidade dos dados
guantitativos de expressao génica € boa se o normalizador também for bom
(Pfaffl, 2001). As alteracbes no normalizador levam a uma errbnea
interpretacdo dos dados, pois podem sugerir falsas alteracbes nos niveis de
expressdo de genes de interesse ou podem ofuscar diferencas reais (Bustin,
2000).

Para as amostras de PBMC o gene de referéncia TBP foi considerado o
mais estavel entre todos os genes analisados. O gene TBP codifica a proteina
TATA box, que garante a funcéo celular basica sendo importante para o inicio
da transcricdo pela RNA polimerase Il (Choukrallah et al., 2012). O TBP foi
previamente utilizado como gene de referéncia em varios estudos (Schmidt et
al., 2006; Koppelkamm et al., 2010; Braun et al., 2011; Tsaur et al., 2013; Xie et
al., 2016).

Em todas as amostras de FFPE (autopsias pulmonares e cerebrais), 0
GAPDH se tornou o gene enddégeno mais estavel. Mesmo o GAPDH sendo o
gene endogeno mais utilizado na RT-gPCR, surpreendentes discrepancias
podem ser encontradas nos dados publicados. O GAPDH contribui para
diferentes fungdes celulares, como a exportacdo de RNA nuclear, replicacéo de
DNA, reparo e organizacao do citoesqueleto, atividade de fosfotransferase e
apoptose patoldgica, resultando em variavel expressdo de mRNA mesmo em
subpopulac¢des celulares de mesma origem patolégica (Tatton et al., 2000;
Goidin et al.,, 2001). Lin e Redies (2012) mencionaram o0 seu valor muito

limitado para a normalizacdo da expressdo génica em relacdo as ultimas
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descobertas. Em contraste, Mori et al. (2008) propuseram que o GAPDH é

confiavel para expressao génica em tecidos FFPE de cancer de prostata.

As citocinas podem ser pro-inflamatorias, anti-inflamatorias, sinérgicas,
antagOnicas, pleiotropicas, redundantes ou interativas, dependendo do
ambiente imunologico local (Lacomba et al., 2000; Ooi et al., 2006; Ang et al.,
2012). A resisténcia a toxoplasmose ocular esta associada a capacidade de
produzir IL-12 e IFN-y contra antigenos parasitarios (Vallochi et al., 2002). IFN-
y é responsavel pela regulacdo da carga parasitaria e distribuicdo de T. gondii
nos olhos. Emediador essencial da resposta imune no controle de T. gondii no
cérebro e para manter a laténcia da infec¢cdo crbnica (Carruthers e Suzuki,
2007; Gaddi e Yap, 2007; Goldszmid et al., 2012; Nijhawan et al., 2013).

Os resultados também mostraram uma produgcédo semelhante de mRNA
de TNF-a entre os pacientes com toxoplasmose ocular e pacientes com
toxoplasmose cronica. Esta citocina pro-inflamatdria esta diretamente envolvida
na regulacdo do crescimento de taquizoitos. Além disso, o equilibrio entre IFN-
y € TNF-a € o mediador chave no desencadeamento de fungdes efetoras
contra T. gondii, durante os estagios agudo e crbénico da infeccdo (Denkers e
Gazzinelli, 1998). Esses dados estdo de acordo com outros estudos quanto a
suscetibilidade dos pacientes com toxoplasmose ocular, onde a producédo de
TNF-a e a resposta inflamat6ria contribuiram para lesdo da cornea e da retina
(Crisace e al., 2010).

Neste estudo, os resultados mostraram que o0s pacientes com
toxoplasmose ocular apresentaram niveis maiores de mMmRNA para IFN-y
guando comparados com o grupo de individuos negativos. Um dos fatores mais
importantes para a resisténcia dos pacientes a toxoplasmose ocular esta
associado a capacidade de produzir IFN-y contra antigenos parasitarios, pois
essa citocina é responsavel pela distribuicdo de T. gondii nos olhos. Ao mesmo
tempo, o IFN-y € um mediador essencial para controlar T. gondii no cérebro e
para manter a laténcia da infec¢do crbnica (Vallochi et al., 2002; Carruthers et
al., 2007; Nijhawan et al., 2013). Na verdade, este trabalho mostrou que os

pacientes com toxoplasmose ocular apresentaram niveis de IFN-y menor ou
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semelhante aquelas do grupo crénicos. Esses resultados confirmam que outros
estudos mostraram que a producao in situ de IFN-y aumenta em individuos
infectados e assintomaticos em comparagcdo com aqueles que sofrem de
toxoplasmose sintomatica (Meira et al., 2014; de-la-Torre et al., 2013). Os
niveis desta citocina encontrados em individuos do grupo crénico podem ser
explicados pela liberagéo por linfocitos T especificos contra parasitas, que sédo
necessarios para prevenir a reativacdo de cisto durante infeccdo cronica
(Sarciron e Guerardi, 2000).

Apesar do papel da IL-12 na estimulacdo da producédo de IFN-y, niveis
de IL-12 foram observados em pacientes com toxoplasmose ocular, mas sem
diferenca significativa em relacdo ao grupo com toxoplasmose cronica (p>
0,05). Lahmar et al. (2009), encontraram niveis de IL-12 oculares
significativamente aumentados em individuos com toxoplasmose ocular, 0 que
pode estar relacionado a producdo local de IFN-y e TNF-a observada na

maioria dos pacientes estudados.

Além disso, foram relatados polimorfismos no gene que codifica IFN-y
entre os individuos soropositivos para T. gondii, incluindo aqueles com lesdes
oculares (Albuquergue et al., 2009) que poderia interferir na resposta imune de

pacientes infectados.

Neste estudo, observou-se um aumento significativo de IL-6, TGB-B e IL-
10 em pacientes com toxoplasmose ocular. A IL-6 é considerada um mediador
pré-inflamatério na toxoplasmose ocular (Hoekzema et al., 1990). A elevada
concentracéo intra-ocular de IL-6 poderia aumentar a acdo das quimiocinas e
agravar a resposta inflamatdria local destrutiva dentro da retina. A IL-6 poderia
também antagonizar as propriedades antimicrobianas de IFN-y por ativacao
sustentada de STAT3, um potente inibidor de IL-12 e IFN-y (Whitmarsh et al.,
2011) e, inibir a atividade de TGF-B, uma citocina anti-inflamatoria.
Corroborando com os achados, niveis locais elevados de IL-6 e TGF- foram
encontrados na toxoplasmose ocular murina. A IL-6 parece controlar a carga

parasitaria ocular e a atividade inflamatéria, enquanto que o TGF-B (como
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regulador imunoldgico do sitio ocular privilegiado), em associacdo com IL-10
(Shoab et al., 2013), limita a atividade inflamatéria (Kong et al., 2003).

De fato, a IL-10 é uma citocina imunomoduladora produzida por varias
células (O'Garra et al., 2004), frequentemente concomitante com IFN-y ou IL-17
(Damsker et al., 2010), como um mecanismo de feedback negativo, parece ser
essencial para a indugcdo do estado permissivo observado nos olhos de
pacientes sul americanos com toxoplasmose ocular (de-la-Torre et al., 2014).
Estes dados, também, podem ser explicados pelo desvio para a resposta
imune Th2 incluindo a producao de citocinas anti-inflamatorias, tais como IL-10,
TGF-B e IL-4 que favorecem a sobrevivéncia do parasita. Esta estratégia é
necessaria para manter o equilibrio imune no olho, impedindo a destruicdo

imunoldgica do tecido (Neyer et al., 1997; Gaddi e Yap, 2007).

Os niveis mais elevados de mRNA de IL-17 foram encontrados em
pacientes com toxoplasmose ocular em comparagdo com O grupo com
toxoplasmose cronica, mas nao houve diferenca significativa (p> 0,05). Estudos
recentes demonstraram que IL-6 e IL-17A estavam claramente correlacionadas
com a resposta patoldgica primaria (Sauer et al., 2013). A IL-17A é a citocina
de assinatura da resposta Th17, recentemente descrita, e a IL-6 é necessaria
para induzir a producéo de IL-17A (Stumhofer et al., 2006; Guiton et al., 2010).

O papel da IL-17A nas doencas infecciosas é mais ambiguo, entre a
atividade anti-patogénica e a destruicdo dos tecidos. Embora a IL-17 seja
responsavel pela destruicdo tecidual durante a infeccdo por T. gondii, existe
uma discrepancia consideravel nos resultados em termos de seu efeito
antiparasitario, possivelmente devido a um foco em diferentes 6rgaos (Kelly et
al., 2005, Stumhofer et al., 2006 e Guiton et al., 2010). Sauer et al. (2012)
mostraram que a protecdo 'natural’ durante a reinfec¢cdo de T. gondii também
implica na diminuicdo da expresséo de IL-17A.Por outro lado, niveis elevados
de mRNA de IL-27 mRNA foram encontrados em pacientes com toxoplasmose
ocular em comparagdo com os individuos negativos, apresentando diferenca
significativa. A IL-27inibe diretamente o comprometimento e o desenvolvimento

das células Th1l7 durante a encefalite auto-imune e a toxoplasmose cerebral
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(Stumhofer et al., 2006 e Diveu et al., 2009). Propde-se que o aumento dos
niveis de IL-27 poderia estar na origem da mudanca de resposta Thl7
patogénica para uma resposta protetora do tipo Thl (Sauer et al., 2013), mas
enquanto a IL-27 foi descrita inicialmente como uma citocina do tipo Thl
induzindo fator em estudos de infeccdo por T. gondii (Villarino et al., 2006),
trabalhos mais recentes mostraram efeitos pleiotropicos na regulagdo do
subconjunto Th (Hall et al., 2012; Wojno e Hunter, 2012).

LimitacOes quanto a coleta e processamento de amostras ou variagdo
individual de cada paciente também foram observadas neste estudo. Em
alguns pacientes com toxoplasmose ocular ndo foi possivel detectar os niveis
de mRNA de algumas citocinas, porém o gene enddgeno foi detectado em
todas as amostras. Por outro lado, alguns pacientes apresentaram uma
producdo exacerbada de algumas citocinas, indicando que as variacfes
individuais de cada paciente devem ser levadas em conta. No entanto, muito
cuidado deve ser tomado para afirmar que alguns pacientes ndo sdo capazes
de produzir determinada citocina.

Como mencionado, a coinfeccdo toxoplasmose disseminada/AIDS
envolve principalmente os pulmdes (Mendelson et al., 1987, Pomeroy et al.,
1992), mas também pode causar miocardite e hepatites, que, embora menos
frequentes do que as formas cerebrais, estdo associadas a um pior prognostico
(Martino et al., 2000). Devido a coinfec¢do toxoplasmose disseminada/AIDS
apresentar diferentes formas clinicas, seu diagnostico é muito dificil (Lucet et
al., 1993).

Apesar da dificuldade de isolar RNA de amostras de FFPE, foi possivel
detectar os niveis de mMRNA de duas citocinas nestes pacientes. Nas amostras
de cérebro e pulmao, os niveis de mRNA de IL-6 foram significativamente mais
baixos do que os niveis de mRNA de TGF-B. Como mencionado, a IL-6 é
capaz de antagonizar as propriedades antimicrobianas de IL-12 e IFN-y e inibe
a atividade de TGF-B (Whitmarsh et al., 2011). Corroborando nossos achados,
encontramos poucos niveis de mRNA de IL-6 capaz de inibir a producéo de
TGF-B.
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TGF-B desencadeia efeitos anti-inflamatorios diretos e indiretos que
conduzem & supressao imunitaria, o que resulta no curso crbnico da
toxoplasmose e das suas complicacdes incluindo retino-coroidite e encefalite
(Zare-Bidaki et al., 2016). TGF-B desempenha um papel essencial na
progressdo da toxoplasmose e suas complicagdes, desta forma terapias futuras
podem ser direcionadas para controlar os efeitos adversos da funcao
desequilibrada de TGF-B durante a infecgdo com o objetivo de suprimir a carga
parasitaria. Neste contexto, espera-se que o0s doentes que morreram com
toxoplasmose disseminada/AIDS tivessem niveis elevados de expressdo de
MRNA para esta citocina. Além disso, parece que o TGF-B pode ser
considerado como um fator de risco chave se a sua expressao € elevada apos
o desafio do parasita ou por outras variacfes epigenéticas e genéticas. Até a
data, este é o primeiro estudo que investigou a resposta imune de pacientes
com coinfeccdo toxoplasmose disseminada/AIDS através do perfil de

expressao de mRNA de citocinas.

Ao mesmo tempo, os resultados deste estudo podem ser atribuidos a
diferenca de gendtipos de T. gondii presentes em amostras clinicas. No Brasil,
h& circulacao de diferentes genotipos de T. gondii, como descrito anteriormente
(Ferreira et al, 2011; Carneiro et al., 2013). Em um estudo prévio, a
genotipagem das 15 amostras de necropsia cerebral, utilizadas nesse estudo,
gerou seis genotipos sugestivos (Bastos da Silva et al., 2016). Isto € muito
importante ja que ja foi descrita uma infeccédo ocular mais grave na América do
Sul devido a cepas de T. gondii altamente variaveis e caracterizadas por um
padrdao de resposta imune local, completamente diferente e com cargas
parasitarias muito maiores (Pfaffl et al., 2014; de-la-Torre et al.,, 2013),
diferentemente dos pacientes europeus e norte-americanos, onde predominam

as linhagens de Tipo Il (Sibley e Ajioka, 2008).

Infelizmente, os resultados mostraram que n&o foi possivel detectar
niveis de mRNA das outras citocinas de pacientes com a coinfeccdo
toxoplasmose disseminada/AIDS utilizados neste estudo. Portanto, a precisao

da andlise da expressdo génica usando gPCR pode ser influenciada pela
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qualidade do RNA (Fleig e Pfaffl, 2006). Ao contrario da experimentacdo em
animais, em que a condicdo de colheita de amostras pode ser controlada, a
degradacdo do RNA neste caso € inevitavel e imprevisivel para os tecidos
humanos recolhidos na autépsia (Koppelkamm et al.,, 2011). Em geral, a
integridade do RNA do material de autépsia é afetada por dois fatores
principais, a influéncia da agonia e da interferéncia postmortem (Tomita et al.,
2004). Influéncia da acidose cerebral na transcricdo génica e na estabilidade do
MRNA na morte prolongada tem sido relatada (Tomita et al., 2004;
Koppelkamm et al., 2010). Nesses casos, uma avaliagdo cuidadosa dos dados
gPCR é necesséaria para a interpretacdo de alteracbes especificas em
expressdes de genes alvo. Finalmente, a suscetibilidade individual foi
previamente relacionada com polimorfismos em varios genes que codificam os
agentes da resposta imune, tais como IFN-y, IL-10 ou TNF-a (Albuquerque et
al., 2009; Cordeiro et al., 2008). Estes pacientes geneticamente susceptiveis

possivelmente sdo menos capazes de lidar com uma cepa mais virulenta.

Esse estudo foi retrospectivo, com dados clinico-laboratoriais
conhecidos. A hipotese era que estes pacientes com a coinfeccéo
toxoplasmose disseminada/AIDS talvez ndo fossem capazes de ter uma
expressao génica de citocinas adequada o que poderia ter levado a forma
grave da doenca e, consequentemente, a morte. Além de estudar a
toxoplasmose disseminada através de autOpsias de pacientes, este estudo
apresentou outras vantagens. Diariamente séo retiradas amostras de tecido do
corpo humano para analise visando o diagndstico de doencas. Os fragmentos
desses materiais sao fixados em formol, incluidos em parafina e estocados nos
servicos de patologia. Esses espécimes representam importantes fontes de
material biol6gico para a pesquisa de estudos retrospectivos empregando
diferentes técnicas. Nos ultimos anos, as metodologias moleculares tornaram-
se possiveis, principalmente depois dos kits de extracdo de DNA e RNA a patrtir
de tecido parafinado. Trouxeram grande contribuicdo para obtencéo de dados
epidemioldgicos para diversas doengas. Assim, com este tipo de abordagem,
espécimes bioldgicos de quarenta anos puderam ser analisados por técnicas

moleculares (Scorsato et al., 2011). Os blocos de parafina guardam grandes
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informacdes e podem ser eficazes na quantidade, qualidade de moléculas de
RNA. Tais estudos possibilitam a elucidacdo de diagndsticos retrospectivos

COMo 0 proposto.

Concluindo, na toxoplasmose ocular, a maioria dos estudos disponiveis
avaliam citocinas localmente, diretamente de amostras de humor aquoso. O
diferencial deste estudo foi analisar os niveis de citocinas em nivel sistémico
utilizando amostras de sangue apds estimulo com antigeno especifico do
parasito. Até o momento, este é o primeiro estudo que visou investigar a
resposta imune de pacientes com toxoplasmose disseminada através do perfil
de expressdao de mRNA para citocinas. O monitoramento da resposta imune
em diferentes formas clinicas de infec¢do pode fornecer informacdes valiosas
que podem ajudar na compreensdo dos mecanismos de controle do sistema

imunologico sobre os parasitos.
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6. CONCLUSOES

A extracdo de RNA de amostras de células mononucleares do sangue
periférico e de tecidos fixados em formol e conservados em blocos de
parafina foi padronizada com sucesso e com boa qualidade de
resultado.

Os resultados mostraram que o melhor gene enddgeno a ser utilizado
para ensaios de expressdo génica em PBMC é o TBP e em tecidos
parafinados é o GAPDH.

Foi possivel avaliar a expressdo dos genes codificadores das citocinas
IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-27, TGF-B € TNF- a nas amostras
de células mononucleares do sangue periférico, sugerindo uma relacéo
dos niveis de expressdao do mRNA das citocinas de interesse com a
apresentacao clinica. Nas amostras de tecidos fixados em formol e
conservados em blocos de parafina foi possivel avaliar a expressao de
apenas duas citocinas, a IL6 e TGF-3, onde os niveis de mMRNA de IL-6
foram significativamente mais baixos do que os niveis de mRNA de
TGF-B.
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reference genes should be selected for normalization of gene expression data analysis.
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1. Introducton

Gene-expression analysis is increasingly important in many fields of
biological research. Understanding the patterns of expressed genes is
expected to provide insight into complex regulatory networks and
will most probably lead to identifying genes relevant to new biological
processes or implicated in disease (Vandesompele et al, 2002). Reverse
transcription in combination with quantitative polymerase chain reac-
tion (RT-gqPCR) has become the method of choice for quantifying
mRNA expression in biological tissues because of its high sensitivity, ac-
curacy, and relatively low cost (Stassen et al., 2015). During such a com-
plex multi-step procedure, experimental errors between samples
(eg. differences in initial sample RMA amounts, efficiency of RNA isola-
tion, RNA integrity and efficiency of reverse transcription) can easily
occur (Huggett et al., 2005; Bustin and Penning, 2012). To minimize
the estimation errors, data normalization is indispensable. The most
popular normalization strategy involves the use of stably expressed en-
dogenous genes as reference to estimate interest gene expression based
on the assumption of the expression level of endogenous reference
genes does not change from sample to sample (Stassen et al, 2015).

The ideal internal standard should be expressed at a constant level
among different tissue types, disease states, cell cycle states and at all
stages of development, and should be unaffected by any experimental
treatment. However, many studies use these constitutively expressed
genes as control without proper validation of their presumed stability
of expression. However, studies show that reference gene expression,
although occasionally constant in a given cell type or experimental con-
dition, can vary considerably (Bustin, 2000; Suzuki et al., 2000;
Warrington et al., 2000; Dheda et al., 2004; Bustin and Penning, 2012;
Dundas and Ling, 2012; Van Rijn et al, 2014). Dheda et al. (2004) and
Ohl etal (2005) demonstrated that the outcome of expression analysis
is highly dependent on the reference genes, which in some cases may
result in haziness and erroneous conclusions in expression studies.

The parasitic diseases cause significant morbidity and mortality, in-
fecting hundreds of millions of people globally, particularly in develop-
ing countries (WHO, World Health Organization, 2017). One of them is
visceral leishmaniasis, which worldwide prevalence is estimated at
400,000 to 600,000 new cases per year, and over 20,000 deaths annual-
ly. This infection can be found in the Americas, Africa, Southern Europe,
and Asia, although most cases occur in India, Bangladesh, Sudan, Brazil,
and Nepal. Unfortunately, control strategies against the disease toward
vectors as well as reservoirs of leishmaniasis have been ineffective
(Stuart et al., 2008; WHO, World Health Organization, 2017). Another
is toxoplasmosis, which is prevalent in about one-third of the world's
human population. It is widely distributed and can be found within
many different species of mammals and birds. If infection is not con-
trolled by the host immune system, tachyzoites are highly virulent
and cause a generalized toxoplasmosis which is normally is fatal
(Dubey, 1998; Montoya and Liesenfeld, 2004; Pereira-Chioccola et al,,
2009).

Such as toxoplasmosis and leishmaniasis, the other parasitic diseases
cause intense cellular and humoral response producing host inflamma-
tory response. In addition, studies of gene expression using infectious
parasitic diseases are poorly known with no report about the expression
of reference genes in these pathological conditions. Thus, investigations
using samples from patients infected with parasitic diseases with high
importance in public health in the world can contribute for different
studies. Additionally, investigations in immunopathogenesis of toxo-
plasmosis, leishmaniasis and other infectious parasitic diseases often in-
volve studies of peripheral blood mononuclear cell (PBMC) subsets and
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues. However, until now
no study has examined the stability of reference genes in these types
of samples. In FFPE tissues, factors such as formal fixation time, the
paraffin-embedded procedure and others may contribute to variations
in gene expression levels by RNA degradation (Macabeo-Ong et al.,
2002; Aggerholm-Pedersen et al, 2014; Nam et al, 2014). It is also
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‘well known that mRMNA from FFPE tissues can be poorly preserved and
highly degraded (Sees et al,, 2013). On the other hand, other studies
have shown that using RNA from FFPE tissue samples is feasible
(Macabeo-Ong et al, 2002; Von Ahlfen et al, 2007; Walter et al, 2013).

The precise guidelines of the Minimum Information for Publication
of Quantitative Real-time PCR Experiments (MIQE) describes such a
normalization strategy (Bustin et al, 2009; Bustin et al., 2010). Accord-
ing the MIQE and the Universal Normalizing Gene is not possible ana-
lyze a single target gene in studies. Thus, this study was aimed to
evaluate six frequently used gene reference for normalization. The anal-
yses were made in five different human tissues. These tissues are nor-
mally analyzed in infection disease studies.

2. Materials and methods
2.1. Ethical considerations

The Ethics Committees of all involved Institutions approved the en-
tire study, which was performed according to recommendations of
these Committees (CONEP-IAL number: 1034567). All patients provid-
ed written informed consent the institutional review boards of Ethics
Committee.

22. Patients and clinical samples

A total of 52 samples were grouped into five groups. Group I, com-
prises 10 PBMC samples from patients stricken by ocular toxoplasmosis.
All patients were admitted and treated at the Ophthalmology Outpa-
tients Clinics from Fundagdo Faculdade Regional de Medicina, Hospital
de Base, 530 José do Rio Preto, So Paulo, Brazil. They were clinically di-
agnosed as having toxoplasmic retinochoroiditis scars by fundoscopic
examination (Mattos et al., 2011; Ferreira et al.,, 2014; Previato et al,,
2015). They were aged between 15 to 76 years old, with 57% being
men and 43% women. Group Il consisted of, 14 FFPE lung autopsies
and Group I by, 11 FFPE brain autopsies. In both groups the FFPE sam-
ples were collected from autopsies of HIV-infected patients who died at
the Instituto de Infectologia Emilio Ribas located in Sao Paulo, Brazil, be-
cause of severe disseminated toxoplasmosis. These FFPE tissues were
sectioned in 4-um-thick fragments for histopathological, molecular di-
agnosis, and for this study. Disseminated toxoplasmosis was defined
since all patients had T. gondii infection in, at least, two non-
contiguous organs (brain and lung). Group Il and Group Il samples
comprised 64% men and 36% women, aged between 30 to 59 years old
(Bastos da Silva et al, 2016). All samples from Groups [, II, and III had
positive molecular, serological and/or histopathological tests for toxo-
plasmosis. Group IV, included 9 fresh skin biopsy samples and Group
V, 8 FFPE skin biopsy samples. In both groups the biopsies were collect-
ed from patients with cutaneous lesions living and attending public der-
matology clinics of Sorocaba Region, Sao Paulo State, Brazil. A complete
dermatological examination was performed before skin biopsy collec-
tion, and all patients presented cutaneous lesions suggestive of leish-
maniasis. The lesions were cleaned with antiseptic, with a local
anesthetic was administered. The borders of the lesion were scraped
and the samples were obtained by punch and immediately added in
tubes. They were clinically diagnosed as having American cutaneous
leishmaniasis (ACL), as they had positive molecular, histopathological
and parasitological tests for ACL (Gomes et al, 2008 ). Group IV samples
‘were 33% men and 67% women, aged between 17 to 74 years old, and
Group V samples from 33% men and 67% female, aged between 12 to
56 years old.

2 3. Endogenous reference genes
Six potential reference genes were chosen according to their com-

mon use as endogenous control genes in the literature and they de-
scribed in details in Table 1. Genes that belong to different molecular
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Table 1
Description of the 6 endoge nous reference genes analyzed inthis study.

C5. Mera-Smejevitch et al. / Gene Reporss 7 (2017 ) 98-105

Gene Gene name Accession number Biological function Assay ID* Amplicon Location
symbol length chromosome
188 Eukaryotic 185 rRNA |GenBank: X03205.1) Ribosomal formation Hs99999901_s1 187 Nd"
rRNA
GAPDH  Glyceraldehyde-3- phosphate |RefSeq: NMOO2046.4] Involved in glycolysis Hs02758991_g1 93 12
dehydrogenase
TBP TATA box-binding protein | RefSeq: NMD03194.3] Transaiption factor Hs00427620_m1 91 [
B2M Beta-2-microglobulin | RefSeq: NMOO4048.2] Protein binding Hs00984230_m1 81 15
UBC Ubigquitin C | RefSeq: NMO21009.5] Involved in protein degradation Hs00824723_m1 T 12
MT-ATPS Mitochondrially encoded ATP synthase 6 | GenBank: Participation in oxidative Hs02596862_g1 150 10
NC_012920.ATP6.0| phosphorylation

TagMan real-time PCR assays were chosen to span at least one exon-exon boundary and can be purchased with the given assay IDs (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany ).

# Purchased from applied biosystems.
® Not determinated.

pathways were used to minimize the risk of co-regulation
(Vandesompele et al,, 2002).

2.4 Isolation of human PBMC and Toxoplasma gondii antigen

Avolume of 10 mL of peripheral blood containing sodium heparin as
anticoagulant was collected from Group | patients and an equal volume
of phosphate buffer solution (PBS), pH 7.2 was added to the blood. The
PBMCs were separated over Histopaque 1077, as in a protocol described
by Sigma-Aldrich. After isolation, cells were washed two times with PBS
by centrifugation at 1000g for 10 min and resuspended in RPMI-1640
medium (Sigma) containing L-glutamine, 2 g/L sodium bicarbonate,
10% heat-inactivated fetal calf serum and 50 mg/mL of streptomycin.
The viability of the cells used in the experiments was always higher
than 85%, as measured by trypan blue exclusion (Sigma). The cells
were then plated ata density of 1 x 10° cells per well into 48-well cul-
ture plates in a final volume of 500 L (Meira et al,, 2014).

T. gondii lysate antigen (TLA) was prepared as described before
(Meira et al., 2008; Meira et al., 2011; Costa-Silva et al., 2012). PBMCs
were then stimulated with 1 pg/mL of TLA. Alternatively, as positive
control for experiments, cells were stimulated with 2 pg/mL of phytohe-
magglutinin (PHA). Culture medium was used in all experiments as
negative control wells. PBMC cultures were maintained at 37 “Cin a
5% 03 atmosphere and cells were collected after 48 h of stimulation.
In these cells, 300 L of RNAlater® Stabilization Selution {Ambion™)
was added to protect cellular RNA from degradation; cells were stored
at — 70°C until RNA isolation.

25. RNA isolation and cDNA synthesis

To minimize the RNA degradation by RNases during the experimen-
tal process, all materials and working surfaces were cleaned using
RNaseZap® RNase Decontamination Solution { Ambion™) prior to han-
dling the samples. RNA molecules were extracted from FFPE samples
(skin biopsies as well as lung and brain autopsies) using RNeasy FFPE
isolation Kit (Qiagen, GmbH, Hiden, Germany), according to the
manufacturer’s instructions. For lung and brain autopsies or skin biop-
sies, the extractions were made using 6-8 fragments of 5-8 um. Initially,
fragments were dissolved in xylene (1 mL) and, centrifuged at 13,000g
for 1 min. This step was carried out twice. Supernatants were removed
and ethanol 96-100% (500 pL) was added to pellets, centrifuged at
13,000g for 2 min and pellets were incubated at room temperature for
complete ethanol evaporation. Next, PKD buffer (240 L) and proteinase
K (10 L) were added to the samples to complete lysis and followed the
manufacturer’s instructions. RNA isolation of PBMC and fresh skin biop-
sies (3 mm each) were made using RNeasy Mini Kit [Qiagen) according
to the manufacturers’ instructions. First, samples were centrifuged
2800g for 10 min for RNAlater solution removal. Next, RLT buffer
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(350 uL) was added to samples and vortexed for 20 s for complete cell
lysis. To remove residual genomic DNA, isolated RNA molecules were
treated with Turbo DNA-free™ Kit (Ambion™) prior to cDNA synthesis.
Next, 100 ng/uL of total RNA was reverse-transcripted (RT) using a
High-Capacity cDNA RT kit (Applied Biosystems). RT was performed
using a Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) according
to the manufacturer's instructions under the following thermal condi-
tions: 10 min at 25 “C, 120 min at 37 “C followed by 5 min at 85 “C All
cDNA samples were stored at — 70 "C until PCR processing

2.6. Quality control of total RNA

Extraction yield and concentrations were assessed by Quantus™
Fluorometer (Promega). RNA integrity and levels of degradation were
assessed by on-chip electrophoresis using an RNA 6000 Pico kit and
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Based on the electrophero-
gram, an RNA Integrity Number (RIN) between 1 (completely degrad-
ed) and 10 (completely intact) was calculated, considering the 185/
285 rRNA peaks, as well as, the background and possible degradation
products (Schroeder et al, 2006).

2.7, Quantitative real-time PCR {gPCR)

qPCR amplification mixture contained 10 pL of 2X TagMan Universal
PCR Master Mix and 1 pL TagMan® Gene Expression Assays (both Ap-
plied Biosystems) for the following genes: Eukaryotic 185 rRNA (185
rRNA), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), TATA
box-binding protein (TBP), Beta-2-microglobulin (B2M), Ubiquitin C
(UBC), Mitochondrially encoded ATP synthase 6 (MT-ATPG). Assay IDs
are given in Table 1. Template cDNA (4 (L) and 5 pL of RNAse free
water were added to a total volume of 20 L. Reactions were prepared
in triplicate for each sample and all of 6 assays. Samples were amplified
and detected using a StepOne™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) using the following thermal profile: 2 min, 50 °C, and
895 °C for 10 min, followed by 40 cycles performed at 95 “"Cfor 15 s
and 60 °C for 1 min.

2.8. Data analysis

The gene expression levels of the six candidate reference genes were
calculated and their gene expression stabilities were compared using
the geNorm program (version 3.5) accessed in hitp://genorm.cmgg.be,
and NormFinder program (version 0.953) accessed in http://moma.
dk/normfinder-software in order to confirm our findings. For both pro-
grams, Cr values were transformed into relative quantification data
using “delta Cr method”, For each gene measured, the highest C; value
was subtracted from all Cy values. Next, in each data point was applied
the eguation 2(—delta Cty and, then, plotted in geNorm and NormFinder
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program. In geNorm, the stability of expression (M) of each studied
gene based on the average pairwise varnation was calculated. Stepwise
elimination of the least stable gene finally identifies the two most stable
genes (Vandesompele et al., 2002). Furthermore, geNorm determines
the optimal number of reference genes by calculating the normalization
factor (NF) for a given number of reference genes (n). Next the pairwise
variation (V) between the consecutive normalization factors NF, and
NFn 4 1 is defined. The lower V, the smaller the variation, implying that
adding an extra gene does not significantly improve normalization. A
cut-off value of 0.15 for the pairwise variation is most often chosen, in-
dicating that the use of a set of reference genes with a pairwise variation
<015 results in valid normalization (Vandesompele et al., 2002; Ohl
et al, 2005; Peters et al, 2007; Bustin et al., 2010; Bustin and Penning,
2012).NormFinder algorithm is a software, which evaluates the expres-
sion varation of each reference gene and allows taking intra- and inter-
group variations into account when pointing out the most stable
reference gene. The lowest stability value accounts for least variation
and the most stable gene and is a direct measure for the estimated ex-
pression variation (Andersen et al, 2004).

3. Results
3.1. RNA extraction and integrity

Total RNA molecules were successfully extracted from all 52 sam-
ples. The highest mean RNA yield was obtained from fresh skin biopsy
samples (mean 122 ng/uL, range 53.5-261 ng/uL). The mean of FFPE
lung autopsy samples was 78 ng/uL (range 33.1-115 ng/uL). The mean
for FFPE brain autopsy samples was 48.54 ng/uL (range 15-
109 ng/uL); for FFPE skin biopsy samples was 47 ng/uL (range 25.8-
91.7 ng/1L); and for PBMC samples was 38 ng/JL (range 16-85 ng/LL).

Means of RIN values were 2.6 (range 2.4-3.1) for FFPE lung autopsy
samples; 2.7 (range 2.5-2.9) for FFPE skin biopsy samples; 2.9 (range
2.3-5.1) for FFPE brain autopsy samples; 4.0 (range 2.8-8.6) for fresh
skin biopsy samples; and 7.9 (range 7.0-9.0) for PBMC samples.

3.2, Stability of endogenous control genes

The core principle of geNorm program is based on the expression
ratio of two stable endogenous genes. These values should be consistent
in all samples. Greater variability in expression ratios means less stable
reference genes (Vandesompele et al., 2002). It provides a method to
rank gene stability with a gene expression stability value (M), which
is calculated as the average pair-wise variation in expression of a specif-
ic gene relative to all other candidate genes. Lower M values indicate
more stable gene expression. We ranked the 6 selected reference
genes in 5 human tissues samples (PBMC, fresh skin biopsy; FFPE lung
and brain autopsies; and FFPE skin biopsies) based on expression stabil-
ity M (Fig. 1).

The results showed that all 6 genes exhibited M values < 1.5 (as
shownin Y axis in Fig. 1) in all human tissue samples. In PEMC samples
(Fig. 1/Group [} and in fresh skin biopsy samples (Fig. 1/Group IV), the
genes with the most stable mRMNA levels were TBP and UBC, followed
by B2M, MT-ATPS, GAPDH and 185 rRNA (for Group [) and GAPDH, B2M
and MT-ATPS (for Group IV). The 185 rRNA gene was not detected in
the Group IV. In FFPE lung autopsy samples (Fig. 1/Group II) and in
FFPE brain autopsies (Fig. 1/Group III), the genes with the most stable
mRMNA levels were GAPDH and UBC, followed by B2M and 185 rRNA.
GAPDH and B2M genes were the most stable in FFPE skin biopsy samples
(Fig. 1/Group V), followed by UBC and 185 rRNA. The genes MT-ATP6 and
TBP were not detected in Groups II, [l and V.

The complementation of geNorm findings, in analyzing the expres-
sion stability of candidate genes, was done using NormFinder software.
This software calaulates the expression stability values using a vanance-
based model on intergroup variations, in gene expression and ranks ref-
erence genes according to stability values ranging from low to high. This

100

evaluation indicates candidate genes ranging from most stable to least
(Andersen et al., 2004). As shown in Table 2, NormFinder gave results
similar to geNorm. TBP (for Group [ and IV) and GAPDH (for Group III
and V) were the most stable genes. However, UBC (for Group II) was
considered the most stable gene unlike the geNorm.

33. Determination of the minimum number of endogenous control genes

The optimal number of endogenous control genes needed for nor-
malization was calculated by pairwise variation (V) between two se-
quential normalization factors, including an added gene using
geNorm, Large pairwise variation suggests that an additional gene
plays a significant role in normalization and should be included in the
calculation. A cut-off threshold of 0.15 (as shown in Y axis in Fig. 2) is
recommended in most cases. In PBMC samples (Fig. 2/Group 1), V2/3
showed a V value of 0.056 and further addition of other genes hadanin-
significant effect. In the other tissues (Figs. 2/Groups I I, IV and V), V2/
3 analysis, showed a Vvalue of 0.036,0.018,0.039 and 0.023, respective-
ly. In all these groups, the V values were lowest when more genes were
added. However, the results showed that additional genes were not re-
quired in any of the groups studied for normalization, as all V values
were below 0.15.

4. Discussion

The issue of correct normalization of quantitative gene expression
data is a crucial point for achieving reliable and biologically meaningful
results (Huggett et al, 2005). Data normalization is an important meth-
od to rectify sample-to-sample differences such as slight differences in
sources and integrity, as well as handling and efficiency of the analysis.
Thus, the quality of quantitative gene expression dafa is good if the nor-
malizer is also good (Pfaffl, 2001). Changes in the normalizer will lead to
erroneous data interpretation as they might falsely hint at changes in
the expression levels of genes of interest or might obscure real differ-
ences (Bustin, 2000).

Some endogenous reference genes have often been evaluated to
check if they are suitable to be applied as normalizers to quantify
mRMNA; however, the stability of these genes has been variable
(Stassen et al., 2015; Koppelkamm et al., 2010; Kulkamni et al,, 2011,
Wang et al., 2012). Thus, this study was aimed to evaluated the most
common endogenous reference genes in 5 human tissues (PBMC,
fresh skin biopsy; FFPE lung and brain autopsies; and FFPE skin biop-
sies), vastly analyzed in infectious diseases studies. The investigation
was made to select the best reference gene for accurate and reliable nor-
malization of gene-expression data. With the help of the freely available
Excel applet geNorm, genes with the most stable amount of transaript
among a set of 6 @ndidate reference genes were identified (Table 1).

For the set of samples comprising PBMC and fresh skin biopsy
(Groups I and IV), the reference gene TBP was considered the most
stable among all genes analyzed. The TBP gene encodes the (TATA)-
box-binding protein, which represents a crucial constituent of basal
transcription complex (TFIID) required for accurate initiation of tran-
scription by RNA polymerase Il (Choukrallah et al, 2012 ). TBP warrants
basic cellular function as a part of the transcriptional machinery and has
been previously used as a reference gene in several studies (Schmidt
et al, 2006; Koppelkamm et al., 2010; Kulkarni et al., 2011; Braun
etal., 2011; Tsaur et al, 2013; Xie et al., 2016). In the ocular epithelial
surface, specifically in the region of the conjunctiva, TPB and RPLPO (ri-
bosomal protein) were considered the most stable genes (Xie et al.,
2016).

The stability of the TBP gene was also assessed in samples of cardiac
and skeletal muscle issue. TBPwas identified as the most stable incom-
bination with the CYCA (cyclophilin A) and SDHA ( succinate dehydroge-
nase complex, subunit A), respectively (Koppelkamm et al., 2010). In
confrast, Bas et al. (2004) comparing resting and activated T lympho-
cytes, showed that normalization to 185 rRNA gave the most reliable
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Fig. L. Average expression sibili ty values [ M) calubted by geMorm, as described in Material and Methods section, of the & candidates to e ndogenous reference genes for analysis in PEMC
(Group I), FFPE lung autopsies (Group 11), FFPE brain autopsies (Group ), fresh skin biopsies (Group IV), and FFPE skin biopsies (Group V). The genes were: Eukaryotic 185 rRNA (1585
rRNA), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), TATA box-binding protein (TBF), Beta-2-microglobulin {B2M ), Ubiquitn C {UBC) and Mitochendrially encoded ATP
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results followed by [3-actin mRNA and last GAPDH mRNA, suggesting did not evaluate TBP and UBC genes. On the other hand, our results
that 185 rRNA should therefore be the preferred housekeeping gene imply that the commonly used endogenous control genes, 185 rRNA
for normalization in the human lymphocyte context, but this study and GAPDH, show rather unstable transcript levels in PBMC samples,

Table 2
Description of the candidate genes determined by geNorm and NormFinder.

Groups  geNorm NormFinder

Most stable gene®  Stability value (M)  Least stable gene Stability value (M) Most stable gene® Stability value Leaststable gene  Stability value

I TEP 0,159 185 0317 TEP 0060 185 0275
UBC

I GAPDH 0.091 185 0123 UBC 0043 185 0.081
UBC

It GAPDH 0.046 185 0066 CAPDH 0012 185 0.048
UBC

" TEP 0.080 MT-ATP 0150 TEP 0012 MT-ATP 0.105
UBC

v GAPDH 0.040 185 0074 GAPDH 0014 185 0.054
BZM

# geMNorm is based on the expression ratio of two stable endogenous genes.
" MormFinder evaluates the expression stability of each single reference gene.
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so that they are not recommended for normalization in gene expression
studies based on similar sample composition.

However, in all FFPE tissue samples (lung and brain autopsies as well
as skin biopsies - Groups I, [l and V, respectively), GAPDH turned out to
be the most stable endogenous gene. Even looking at GAPDH, the most
frequently used housekeeping gene in RT-gPCR, astonishing discrepan-
cies can be found in the published data. GAPDH contributes to different
cellular functions, such as nuclear RNA export, DNA replication, DNA re-
pair and cytoskeletal organization, phosphotransferase activity and
pathological apoptosis, resulting in varying mRMA expression even in
cellular subpopulations of the same pathological origin (Sirover, 1999;
Tatton et al, 2000; Goidin et al., 2001; Zhu et al, 2001). Lin and Redies
(2012) alluded to its very limited value for normalization of gene ex-
pression with respect to the latest findings. In contrast, Mori et al
(2008) proposed GAPDH to be a reliable denominator for gene expres-
sion in FFPE tissues of prostate cancer.

In fact, the transcripts of GAPDH showed varying stabilities between
different tissues (Bas et al., 2004; Koppelkamm et al., 2010; Kulkarni
et al, 2011; Tsaur et al., 2013; Xie et al, 2016). Koppelkamm et al
(2010) showed variability in stability of GAPDH mRNA levels in
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human post mortem cardiac muscle, skeletal musde, and brain tissue.
Interestingly, this gene was the third more stable in human brain tissue
but, in cardiac and skeletal muscle, it was the second most unstable.
Wang et al. (2012) evaluated 32 potential reference genes in the
human brain of 15 forensic autopsy cases (from blunt brain injury and
sudden cardiac death ) showed that the most stable genes were I[PO§
(importin 8) and POLR2A ( RNA polymerase II), using geNorm algorithm.
However, this study did not evaluate the usefulness of the GAFDH gene.

Recently there has been inaeasing recognition of the importance of
accessing gene expression data in FFPE tissues. Whereas the use of fresh
frozen tissue has major limitations due to the requirement for immedi-
ate collection, processing, transport, preservation, and its limited avail-
ability, FFPE tissue is routinely obtained from different patients and is
the gold standard for fixation. However, since RNA in FFPE tissues can
be substantially degraded as well as cross-linked (Mori et al., 2008),
the suitability of reference genes should also be validated for different
sample types in FFPE tissue. In general, the RNA integrity ofautopsy ma-
terial is affected by two major factors, the influence of agony and post-
mortem interference (Tomita et al., 2004). In the present study
evaluating FFPE lung autopsies, RIN, as an indicator of RNA integrity,
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was found to be lower compared with other FFPE tissue samples. In ad-
dition, whole gene expressions, including reference genes, may have de-
teriorated in prolonged death processes (Madabusi et al, 2006; Wang
etal, 2012).

To complement the geMorm findings, NormFinder software was also
used and confirmed that TBP (for Group land IV) and GAPDH ( for Group
Il and V) were the most stable genes. However, for Group II, UBC was
considered the most stable gene, differently from geMorm which
showed that GAPDH was the most stable, but UBC was considered the
second more stable. This strategy of comparing the results generated
by two different programs may give us more reliable results. Similar
data has been observed by others (Penna et al., 2011; Oturai et al.,
2016; Xie et al, 2016).

Information about the minimum number of endogenous control
genes necessary for data normalization could be obtained from the
pairwise variation V. The cut-off value, below which additional endoge-
nous control genes have no further impact on correct data normaliza-
tion, was recommended as 0.15 (Vandesompele et al, 2002). In our
set of samples, pairwise variations showed an insignificant effect of ad-
dition of the third endogenous control gene to the NF. According to
MIQE guidelines, the number of reference genes screened for normali-
zation must be more than three, unless one single reference gene has
been fully validated. Furthermore, the selection should be confirmed
by at least one algorithm, such as geNorm or Normfinder (Bustin et al.,
2009). However, the estimation of the suitable number of control
genes must be balanced between practical considerations and the pur-
suit of accuracy (Koppelkamm et al., 2010). In addition, it is important
to state that the authors do not advocate the use of one reference
gene. It has previously been demonstrated that the use of two to four
reference genes improves accuracy of quantification (Vandesompele
et al, 2002; Brinkhof et al., 2006; Peters et al., 2007).

Data from geNorm and Normfinder gave slight different results, due
to their distinct statistical algorithms. However, both suggested the
transcript stability seems to be tissue dependent, since different genes
were found to be stable in all tissues investigated. For example, the
TBF gene, which was considered the most stable in PEMC and fresh
skin biopsy, did not have its level detected in any FFPE tissue samples
studied. Consistent with our findings, the TBP gene was considered the
least stable reference gene in postmortem human brains (Lee and
Young, 1998; Wang et al., 2012). So, in order for RT-gPCR studies to be
of clinial relevance it is of utmost importance that data are presented
in away that permits proper data comparison and experimental repeti-
tion. Furthermore, accurate normalization of data using stably
expressed reference genes has been shown to vary among species, tis-
sues, and experimental settings. Therefore, systematic reference gene
stability evaluation must be an integral part of the experimental design.
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1 | INTRODUCTION

| F.B. Frederico® |
FAMERP and IAL Toxoplasma Research Group*

Summary

This study evaluated levels for mRNA expression of 7 cytokines in ocular toxoplasmo-
sis. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of patients with ocular toxoplasmaosis
(OT Group. n=23) and chronic toxoplasmosis individuals (CHR Group, n = 9) were
isolated and stimulated in vitro with T. gondii antigen. Negative controls (NC) were
constituted of 7 PBMC samples from individuals seronegative for toxoplasmosis.
mRMNA expression for cytokines was determined by gPCR. Results showed a signifi-
cant increase in mRMNA levels from antigen stimulated PBMCs derived from OT Group
for expressing IL-6 (at P < .005 and P <.0005 for CHR and NC groups, respectively),
IL-10 (at P < .0005 and P < .005 for CHR and NC groups, respectively) and TGF-p (at
P <.005) for NC group. mRNA levels for TNF-a and IL-12 were also upregulated in
patients with OT compared to CHR and NC individuals, although without statistical
significance. Additionally, mRNA levels for IL-27 and IFN-y in PBMC of patients with
OT were upregulated in comparison with NC individuals. Differences between OT and
NC groups were statistically significant at P < .05 and P < .0005, respectively.

KEYWORDS
cytokines, gene expression, ocular toxoplasmosis, PBMC

macular oedema, retinal detachment, optic nerve atrophy and choroi-
dal neovasculature advanced stagesm Ocular toxoplasmosis is, also,

Toxoplasma gondii is a protozoan that multiplies in nucleated cells of
warm-blooded animals. Although toxoplasmosis is generally asymp-
tomatic and self-limiting in healthy adults, it may have serious destruc-
tive inflammatory consequences in immunocompromised individuals
and may cause ocular toxoplasmosis in cases of congenital infection or
after birth-acquired infections ¥

In ocular toxoplasmosis, these lesions may destroy the architecturs
of the neural retina and sometimes involve the choroid (retinochoroid-
itis). The lesions may be multiple, single or adjacent to scars, caused by
reactivation or acute, unilateral or bilateral infection.**® Some compli-
cations of ocular toxoplasmosis include cataracts, glaucoma, cystoid

*See Appendix for authors in FAMERP and [AL Toxoplasma Research Group.

a commaon disease in the north-western region of Sdo Paulo State, in
Brazil. A previous report shows that around 27% of patients treated at
an ophthalmology outpatient clinic showed clinical symptoms of ocu-
lar toxoplasmosis.?

The severity and prevalence of the disease vary greatly and are
believed to be affected by the status of the host immune system,®
the genotype of infective parasite strains®*® and the host genetic
background **® Some investigators have hypothesized that immu-
nological and genstic parameters may play significant roles in the
pathogenesis of toxoplasmosis or eradication of the T. gondii from the
infected tissues. The current data suggest that cytokines play a signifi-
cant role in the development of appropriate immune responses against
T. gondii as well as control of its related diseases. 1314

Pargsite Immunology. 2017;39:e12462.
https://dol.org/10.1111/pim.12442
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Our previous study®® and others!”® have shown changes in
cytokine levels in ocular toxoplasmosis. These data emphasize the
importance of cellular response in pathogenesis of the disease.
Consequently, this study was aimed to analyse how genes encod-
ing IL-6, IL-10, IL-12, IL-27, TGF- 3, TNF-a and IFN-y are expressed
during the infection. The analyses were performed in messenger RNA
(mRMNA) purified from peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of
patients with ocular toxoplasmosis compared with individuals chron-
ically infected and negative for T. gondil.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Ethical considerations

The Ethics Committees of all involved Institutions approved the en-
tire study, which was performed per recommendations of these
Committees (CONEP-IAL number: 1034567). All patients provided
written informed consent from the institutional review boards of
Ethics Committee.

2.2 | Patients and clinical samples

This prospective study evaluated a total of 39 clinical samples clas-
sified into three groups. ocular toxoplasmosis (OT) Group comprised
23 PBMC samples from patients stricken by ocular toxoplasmosis.
They were admitted and treated at the Ophthalmology Outpatient
Clinics from Fundacdo Faculdade Regional de Medicina, Hospital de
Base, Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brazil. These clinical samples
were received at the Centro de Parasitologia e Micologia, Instituto
Adolfo Lutz, S0 Paulo, Brazil, between May 2014 and May 2016.
They were clinically diagnosed as having toxoplasmic retinochoroiditis

scars by fundoscopic examination.”#? All of them were sercpositive
for toxoplasmosis (positive anti-T. gondi 1gG), and 39% of them had
positive PCR. The chronic toxoplasmosis individuals (CHR) Group con-
sisted of ¥ PEMC samples from individuals chronically infected with
T. gondii. Negative controls (NC) Group (negative controls) comprised
of 7 PBMC samples from healthy individuals with negative serological
test for toxoplasmosis (Table 1). The study included the analyses of
peripheral blood collected in tubes: (i) with EDTA (5 mL) for PCR: (i)
with no anticoagulants (5 mL) for serological tests; and (i) with so-
dium heparin (10 mL) for PBMC and RNA extractions. Samples were
sent to laboratory within 48 hours after collection and immediately
processed. According to patients from the OT Group, blood samples
were collected before the antiphrastic therapy for toxoplasmosis.

2.3 | T. gondii antigens

T. gondii lysate antigen (TLA) was prepared as described before ™!

Briefly, tachyzoites (RH strain) from Vero cell cultures were purified by
filtration. Then, parasites were washed, suspended in PBS and lysed
using glass beads by vortex for 8 cycles for 4 minutes with 2-minute
intervals. Parasite extract was centrifuged (3000 g) and dissolved in
0.3 mol/L NaCl. Protein concentration was determinad at 280 nm by
spectrometry in NanoDrop ND10O (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA). TLA was used as antigen in ELISA (for serological diagnosis) and
to stimulate PEMC to produce cytokines.

2.4 | Laboratorial diagnosis

For serological diagnosis, ELISA was performed exactly as described
before, **-21 using TLA as antigen. For molecular diagnosis, the proto-
cols were performed exactly as described before for blood samples.*

TABLE 1 Clinical and laboratory

e diagnosis of patient groups analysed in this
or CHR® NC* study
(n=23) (n=9 (n=7)
Data of the sample 2014-20146 2016 2016
collection (y)
Median age (range) &3 (15-76) 35 (25-60) 30(25-43)
Gender 12M-11F 4M-5F 1M-6F
Clinical diagnosis® Active RtC (14%)° Chronic toxoplasmosis Seronegative for
Active and RtC toxoplasmosis
scar (2%)
RtC scar (B4%)
Paositive PCR in blood 39% (9/23) Megative (9/9) Megative (7/7)
[for T. gondii DMNA)
Anti-T. gondii antibodies Paositive (23/23) Paositive (2/9) Megative (7/7)

ELISA

*OT (ocular toxoplasmosis).
ECHR (chronic toxoplasmosis).
“MC (negative controls).

“Diagnosis was defined by clinical, images and laboratory data as described in Materials and Methods

section.

“Active and retinochoroiditis (RtC) scars in the right and left eyes, respectively.
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DMA molecules were extracted from peripheral blood samples and
tachyzoites (positive control by QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen). The
protocol for DNA purification was performed according to the manu-
facturer's instructions in a Robotic workstation for automated puri-
fication of DNA (QlAcube, Qiagen). T. gondii was identified by cPCR
using primer pair B22-B23, designed to amplify a 115 bp amplicon
from the Bl gene as target. To verify the absence of PCR inhibitors,
samples were also assayed by cPCR using a housekeeping gene that
amplified a 140 bp fragment of the human p-globulin gene. Reactions
were run following the same conditions as described elsewhers 2

2.5 | lsolation of PBMC

The preparations were performed as described before.® A volume
of 10 mL of peripheral blood containing sodium heparin and an equal
volume of PBS, pH 7.2, were added to the blood. The PEMCs were
separated over Histopague 1077 (Sigma-Aldrich). After isolation,
cells were washed two times with PBS by centrifugation at 1,000 g
for 10 minutes and resuspended in RPMI-1640 medium (Sigma) con-
taining L-glutamine, 2 g/L sodium bicarbonate, 10% heat-inactivated
foetal calf serum and 50 mg/mL of streptomycin. The wviability of
the cells used in the experiments was always higher than 85%, as
measured by trypan blue exclusion (Sigma). The cells were then
plated at a density of 1= 10° cells per well into 48-well culture
plates in a final volume of 500 L. PEMCs were then stimulated with
1 pg/mL of TLA. Alternatively, as positive control for experiments,
cells were stimulated with 2 pg/mL of phytohemagglutinin. Culture
medium was used in all experiments as negative control wells. PBMC
cultures were maintained at 37°Cin a 5% CO, atmosphere, and cells
were collected after 48 hour of stimulation. In these cells, 300 uL
of RNAlater™ Stabilization Solution (Ambion™) was added to protect
cellular RNA from degradation: cells were stored at -70°C until RNA
isolation.

2.6 | RNAisolation and cDNA synthesis

To minimize the RNA degradation by RMases during the experimen-
tal process, all materials and working surfaces were cleaned using
RNaseZap™ RNase Decontamination Solution (Ambion™) prior to han-
dling the samples. RNA molecules were extracted from PEMC using
RMNeasy Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturers’ instruc-
tions. First, the samples were centrifuged 2800 g for 10 minutes for
RNAlater solution removal. Next, RLT buffer (350 pl) was added to
the samples and vortexed for 20 seconds for complete cell lysis. To
remove residual genomic DNA, isolated RNA molecules were treated
with Turbo DNA-free™ Kit (Ambion™) prior to cDNA synthesis. Next,
100 ng/pL of total RNA was reverse-transcripted (RT) using a High-
Capacity cDNA RT kit (Applied Biosystemns). RT was performed using a
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) according to the
manufacturer's instructions under the following thermal conditions:
10 minutes at 25%C, 120 minutes at 37°C followed by 5 minutes at
85°C. All cDNA samples were stored at —70°C until use in real-time
guantitative PCR assays (qPCR).
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2.7 | Quality control of total RNA

Extraction yield and concentrations were assessed by Quantus™
Fluorometer (Promega). RNA integrity and level of degradation were
assessed by on-chip electrophoresis using an RNA #000 Nano kit and
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Based on the electrophero-
gram, RNA integrity number (RIN) between 1 (completely degraded) and
10 (completely intact) was calculated, considering the 185/285 rRNA
peaks, as well as, the background and possible degradation producrs.z"'

2.8 | Quantitative Real-time PCR (qPCR)

qPCR amplification mixture contained 10 pL of 2X TagMan Universal
PCR Master Mix and 1 uL TagMan®™ Gene Expression Assays (both
Applied Biosystems) for the following genes: interleukin & (IL8), inter-
leukin 10 (IL10), transforming growth factor beta (TGF-p), tumour ne-
crosis factor alpha (TNF-a), interleukin 12 (IL12), interleukin 27 (IL27),
interferon gamma (IFN-y) and TATA box-binding protein (TBP). Assay
IDs are shown in Table 2. Template cDNA (4 L) and 5 pl of RNAse-
free water were added to a total volume of 20 pL Reactions were
prepared in triplicate for each sample and all assays. Samples were
amplified and detected using a StepOne™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) using the following thermal profile: 2 minutes,
50°C and 95°C for 10 minutes, followed by 40 cycles performed at
95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minutes. The results with no am-
plification in gPCR were repeated at least three times.

2.9 | Data analysis

Values of mRNA expression were shown as median of AC; values (C;
reference gene-C; target gene). The higher the AC,, the greater is the
amount of target amplicon. Estimates of the fold changes in gene ex-
pression (27225} are shown on the graphs ™ The TEP gene was cho-
sen as reference gene as its uniform expression throughout PEMC.28
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software
version 6.0 (San Diego, CA, USA). The Mann-Whitney test was used
to compare differences between groups. In all cases, differences were
considered statistically significant when P < (05,

3 | RESULTS

3.1 | RNA extraction and integrity

Total ENA molecules were successfully extracted from all 39 samples.
The mean RMNA yield obtained from PBMC samples was 38 ng/ulL
(range 16-85 nz/uLl). Means of RIN values were 7.9 (range 7.0-2.0) for
all PEMC samples.

3.2 | Expression of IL-6, IL-10 and TGF-f§ were
upregulated in patients with OT

After stimulation of PEMC with TLA and posterior RNA extraction,
the results of the relative mRNA levels expressed as ACt values are
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TABLE 2 Description of the genes analysad in this study
Gene Amplicon  Location
Symbaol Gene Name Accession number Biological function  Assay ID? length chromosome
IL& Interleukin & [RefSeq: Protein coding Hs009835639_m1 66 7
MM_000600.4]
IL1O Interleukin 10 [Refseq: Protein coding Hs00961622_ml 74 1
NM_000572.2]
TGFB1 Transforming growth [Refseq: Protein coding Hs00998133_ml 57 19
factor beta 1 MNM_000660.5]
THFA Tumour necrosis factor [Refseq: Protein coding Hs01113624 g1 143 &
alpha NM_000594.3]
IL12B Interleukin 126 [RefSeq: Protein coding Hs01011518_m1 72 5
NM_002187.2]
27 Interleukin 27 [RefSeq: Protein coding Hs00377366_m1 75 146
NM_145659.3]
IFMNG Interferon gamma [RefSeq: Protein coding Hs00989291_m1l 73 12
MNM_000619.2]
TBP TATA box-binding [Refseq: Transcription Hs00427620_m1l 91 &
protein MM _003194.4] factor

TagMan real-time PCR assays were chosen to span at least one exon-exon boundary and can be purchased with the given assay I1Ds (Applied Biosystems,

Darmstadt, Germany).
*Purchased from Applied Biosystems.

shown in Figure 1. mRNA expression for IL-6 and IL-10 was upregu-
lated in patients from the OT Group than those individuals from the
CHR and NC Groups. The differences between results from IL-6 were
statistically significant at P < 005 and P < 0005 for CHR and NC
groups, respectively. For IL-10, differences between groups were sta-
tistically significant at P < 0005 and P < 005 for CHR and NC groups,
respectively. mRNA expression for TGF- was only upregulated in pa-
tients from the OT Group than those individuals from the NC Groups
at P < 005,

mRMNA levels for TNF-x and IL-12 were also upregulated in patients
with OT compared to CHR and NC individuals, although without sta-
tistical significance (P> .05). In contrast, mRNA levels for IL-27 and
IFN-y in PBMC of patients with OT were upregulated in comparison
with NC individuals. Differences between OT and NC groups were sta-
tistically significant at P < 105 and P < 0005, respectively.

4 | DISCUSSION

Results of this study showed a significant increase in mRNA levels
for expressing IL-6, TGB-p and IL-10 of TLA-stimulated PEMCs de-
rived from patients with OT. Previous studies have provided con-
flicting data concerning the role of IL-& during toxoplasmosis. IL-6
is a strong proinflammatory mediator in the ocular infection and is
capable to antagonize the antimicrobial properties of IFN-y by sus-
tained activation of STAT3, a potent inhibitor of IL-12 and IFN-y.%"#
The high intra-ocular concentration of IL-6 could add to the action
of chemokines and aggravate the destructive local inflammatory re-
sponse within the retina. 220 However, some studies suggest that
IL-4& may reduce parasite multiplication by promaoting the formation
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of cysts * and plays a beneficial role in limiting parasite burden and
inflammation in the eyes of mice infected with T. gondii.*® When
investigating the pathogenesis of murine ocular toxoplasmosis, a
hallmark of immune privilege in the eye is constitutive expression
of TGF-|533; however, in ocular infection, significantly increases lev-
els of TGF-p transcripts suggesting that the upregulation may pro-
tect uninfected cells from nonspecific inflammatory responses.32
Corroborating with our findings, these studies showed that elevated
local levels of IL-46 and TGF-p have been found in murine ocular
toxoplasmosis. In agreement, the ocular parasite burden and activity
inflammatory seem to be controlled by IL-6, whereas TGF-p (as a
regulator of the ocular immune privilege), in association with 1L-10,2?
limits inflammatory actih.fit*:.'.:":I

IL-10 is an immunomodulatory cytokine produced by various cells
and often concomitant with IFN-y or 1L-17.*-*" In high concentrations,
as produced in most patients of the OT Group, it seems to favour the
induction of the permissive state seen in the eyes of patients in South
America® These data, also, could be explained by the deviation of
Th2 immune response including the production of anti-inflammatory
cytokines, such as IL-10, TGF{i and IL-4, that favours the parasite’s
survival ** This strategy is required to maintain immune equilibrium in
the eye preventing the tissue immune destruction.®”

mRMNA levels expressing IL-27 and 1L-12 were similar in OT and
CHR Groups. IL.-27 directly inhibits Th17 cell commitment and devel-
opment during autoimmune encephalitis and cerebral toxoplasmo-
sis 3 |L-27 levels could be at the origin of the observed shift from
pathogenic Th17 to a protective Thl-type response®® While IL-27
was initially described as a Thl-inducing factor in T. gondii infection
studies,** more recent studies showed pleiotropic effects on Th subset

regulation *>*3



MALA ET AL Parasite o Y Jﬂ
Immunology - WILEY
IL6 . IL-10 8 TGF-p
0 = & oe 10 o
X432 4 X5.4 |
‘.
G. - 2 -
- 0 —] 3
S, S,
= b E — -2 —_—— e
L ) -4 * ——
L 1 = AL = —1—_—
=5 = e == -8 oT CHR NC o o R Ne
——
O TNF-a IL-12 -z
LA 5 .
: ——
D e = .‘_ —.—
= . 0
a " R . . 5
o “ ——
a —54 o 04 .
% 04 —— Zoges E
o -0{ —— "
<4 '
= |4 : \ — 15 "
= oT CHR NC ot CHR NC o o CHR NC
IFN-y
u-
30
204 e
104 l
n-;
-» oT CHR NC

FIGURE 1 mRMA relative expression of cytokines listed in each graphic from Peripheral blood mononuclear cellsiPBMC) after TLA
stimulation in vitro. PBMC (1 % 10°/well) from patients with ocular toxoplasmosis (OT—circles), chronic individuals (CHR—sguares) and negative
controls (NC—triangles) were stimulated with 1 pug/mL of TLA. Cells were collected after 48 h. After RNA isolation and cDNA synthesis, gPCR
determined gene expression of each cytokine. Values of mRNA expression are shown as median + SEM of AC,, whose calculations were
described in Materials and Methods section. The higher AC; is the greater amount of target amplicon. Point estimates of the fold changes in
gene expression (272245T) are shown on the graphs. The horizontal lines indicate the medians and vertical lines de range. Comparison of reactivity
between groups by Mann-Whitney test (95% confidence interval) at *P < .05, **P < 005, ***P < 0005

Results also showed similar mRMNA levels for TNF-«in OT and CHR
Groups. These data are in agreement with other studies when the sus-
ceptibility of patients with OT and production of TNF-&: contributed to
the inflammatory response and damage of the choroid and retina.*4
In addition, TNF-a is involved in the regulation of tachyzoite growth.

One of the most important factors for resistance of patients to ocular
toxoplasmosis s associated with the ability to produce IL-12 and IFN-y
against parasitic antigens, as is responsible for regulation of T. gondii load
and distribution in the eyes. Equality, IFN-y is an essential mediator to
control T. gondii in the brain and to maintain the latency of chronic in-
fection.”*"*® In fact, this study showed that patients with ocular toxo-
plasmosis (OT Group) had similar mRNA IFN-y expression than those
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individuals from the CHR Group. Studies have shown that the produc-
tion in situ of IFN-y increases in infected and asymptomatic individu-
als compared with those afflicted with symptomatic toxoplasmaosis.13#*
Levels of this cytokine found in individuals from the CHR Group can be
explained by its release by parasite-specific T lymphocytes, which are
required to prevent cyst reactivation during chronic infection.”®

Despite the role of IL-12 in the stimulation of IFN-y production,
mRNA IL-12 levels were upregulated in patients with OT compared
to CHR individuals, although without statistical significance (P> 05).
Nevertheless, Lahmar et al. ™ found ocular IL-12 levels significantly aug-
mented in patients with ocular toxoplasmosis, which may be related to
local IFN-y and TNF-a production observed in most patients studied >
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PCR for T. gondii was positive in 39% of patients with OT, con-
firming our previous study_lg However, no correlation was observed
between cytokine gene expression levels and parasite load.

Limitations regarding sample collection, processing or individual
vanation of each patient were also observed in this study. Samples
from some patients (OT Group) were negative in detecting the mRNA
levels of some cytokines, but the endogenous gene was perfectly de-
tected in all the samples. In such cases, careful evaluation of gPCR
data is needed for the interpretation of specific alterations in target
gene expressions. The accuracy of gene expression analysis using
gPCR can be influenced by quality of RNA™ and individual suscep-
tibility or variations in genes encoding immune response players, as
already seenin [FN-y, IL-10 or TNF-a.7%** These data can suggest that
these genetically susceptible patients are possibly less able to cope
with a more virulent strain.

In conclusion, in ocular toxoplasmosis, most available studies eval-
uated cytokines directly in agueous humour samples. The differential
of this study was to analyse the levels of mRNA expressing cytokines
at the systemic level (peripheral bload). The monitoring of the immune
response in different clinical forms of infection provides valuable in-
formation that can help in understanding the mechanisms of immune
system control over parasites.
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