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RESUMO

NISHI, S. M. Efeito da infecciao pelo Toxoplasma gondii na expressiao de genes associados
a resposta imune em tecidos de suinos. [Effect of Toxoplasma gondii infection on immune
related tissue gene expression in pigs]. 2004. 149f. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo,
Sdo Paulo, 2004.

A toxoplasmose ¢ uma zoonose de ampla distribui¢do mundial afetando homens e diversas
espécies animais. Levantamentos sorologicos indicam elevados indices de infec¢do, porém
relatos de doenca severa € rara. A infecgdo pelo 7. gondii induz uma intensa resposta imune
mediada pelo interferon-y (IFN-y) que rapidamente controla a multiplicagdo parasitaria. Com
0 objetivo de explorar a resisténcia da espécie suina a toxoplasmose como modelo de estudo
para a compreensao dos mecanismos de defesa a infecgdo, foram realizadas infecgdes orais
com 4,5 x 10° oocistos (cepa VEG) e colheitas de amostras de linfonodo hepato-esplénico
(LN HS), mesentérico (LN M) e ileo-colico (LN IC), figado, sangue, ileo, jejuno, bago e timo
aos 2, 4, 7 e 14 dias pos-infec¢do (DPI). Analisou-se a expressao de 69 genes ligados a
resposta de defesa as infecgdes pela Real-Time RT-PCR*. LN M, LN HS e figado foram as
amostras que apresentaram a maior quantidade de genes e maior intensidade de ativacao
enquanto que células mononucleares de sangue periférico (CMSP) e timo apresentaram
reduzida resposta a infeccdo. A expressao e a produ¢do de IFNG foram mais altas nas
amostras de LN M e LN HS comparadas as amostras de LN traqueo-bronquial ¢ CMSP,
indicando diferentes niveis de resposta local. Intensa inducdo de resposta inata e inflamatoria
foi observada em varios tecidos, envolvendo os genes IL1B, IL6, IFNA1, TNF, ORMI,
MYDS88, TLR2, TLR4; estimulagdo de resposta Thl, mediada por IFNG incluiu os genes
IRF1, IL23A, IL18, STATI, SOCS1, SOCS3, ICSBP1, TBX21; balanceada pela expressao de
citocinas regulatorias IL10, TGFB1 e TGFB3. Uma proeminente indu¢do de ARG1, INDO

and SLCI11A1l indica ativacdo de mecanismos de protecdo do hospedeiro envolvendo



metabolismo de aminodcidos (arginina, triptofano) e ferro. A presenca de parasitas foi
detectada no LN M aos 2DPI pela Real-Time PCR e pela imunohistoquimica. Aumento do
numero de parasitas no 4DPI foi seguida de intensa resposta inflamatodria, edema e necrose
tecidual no 7DPI principalmente no figado e no LN M. Elevados niveis de AST sérico no
7DPI confirmam a lesdo de hepatdcitos. A diminuicdo da inflamacdo e da quantidade de
parasitas no 14DPI sugerem controle da proliferacdo parasitaria. Elevados niveis de
haptoglobina e 6xido nitrico séricos detectados aos 4DPI (a=0,05) indicam respectivamente a
ativagdo de proteinas de fase aguda e de macrofagos. A andlise de citometria de fluxo mostra
elevacdo da porcentagem de células CD2/CD16 DP sugerindo envolvimento de células NK e
ndo foram observadas alteragdes na porcentagem de células CD4/CD8’, CD3"/CD25". A
estimulacdo na expressdo génica, a producdo de IFN-y, as determinagdes séricas e lesdes
histologicas apresentam padrdo similar, com inicio de resposta no 2DPI, elevacdo no 4DPI e
7DPI e diminuicao no 14DPI. A analise da expressao de mRNA nos tecidos revelou alguns
dos mecanismos de defesa do hospedeiro ativados durante a infeccdo pelo 7. gondii.
Observou-se uma equilibrada ativagdo de citocinas pro- e anti-inflamatorias envolvendo uma
intrincada rede de mecanismos co-estimulatorios e regulatérios coordenando a resposta do

tipo Thl. *Siglas dos genes segundo o Human Gene Nomenclature Committee (HGNC).

Palavras-chave: Suinos. Toxoplasma gondii. Imunologia. Expressdao génica. Real-Time RT-

PCR



ABSTRACT

NISHI, S. M. Effect of Toxoplasma gondii infection on immune related tissue gene
expression in pigs. [Efeito da infec¢do pelo Toxoplasma gondii na expressdo de genes
associados a resposta imune em tecidos de suinos]. 2004. 149f. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo,
Sdo Paulo, 2004.

Toxoplasmosis is a widespread zoonosis affecting humans and large range of animal species
worldwide. Serological surveillance indicates high infection rates, but rarely is associated to
severe disease. 7. gondii (Tg) infection induces a strong IFN-y dominated immune response
that rapidly controls parasite replication. Pig resistance to toxoplasmosis was explored as an
experimental model to evaluate host defense mechanisms. Pigs were fed 4.5 x 10° oocysts
(VEG strain) and hepato-splenic (HS LN), mesenteric (MLN) and ileal lymph nodes (I LN),
liver, blood, ileum, jejunum, spleen and thymus samples were collected at 2, 4, 7 and 14 days
after infection (DAI). Gene expression analysis for a panel of 69 immune related genes were
performed by Real-Time RT-PCR*. Most intense response were detected in MLN, HS LN
and liver samples, whereas low changes were observed in periferic blood monocytes (PBMC)
and thymus. IFNG mRNA expression and protein production were higher in MLN and HSLN
cells than in tracheo-bronchial LN and PBMC, suggesting different levels of local response.
Intense innate and inflammatory induction were observed in most of the tissues involving
IL1B, IL6, IFNA1, TNF, ORMI1, MYDS88, TLR2, TLR4; stimulation of IFNG dominated Thl
response included IRF1, IL23A, IL18, STATI, SOCS1, SOCS3, ICSBP1, TBX21; balanced
by expression of regulatory cytokines IL10, TGFB1 and TGFB3. Prominent ARG1, INDO
and SLC11A1 upregulation indicate activation of host amino acid (arginine and tryptophan)
and iron protective mechanisms. Tg parasites were detected by Real-Time PCR and
immunohistochemistry in MLN as early as 2DAI. Increase of parasite burden at 4DPI was

followed by an intense inflammatory response, edema and tissue necrosis in liver and LNM at

7DPI. Increased serum AST levels at 7DPI confirmed liver damage. Reduced parasite



numbers and inflammatory response suggest control of parasite replication at 14 DPI. High
serum haptoglobin and nitric oxide at 4DAI (a=0.05) indicate acute phase protein and
macrophage activation, respectively. Flow citometry analysis showed increased percentage of
CD2/CD16 DP suggesting involvement of NK cells, whereas no changes were observed at
CD4'/CD8", CD3"/CD25" cells. Gene expression stimulation, IFN-y production, serum
determinations and histological lesions showed similar pattern, of induction at 2DPI,
increasing at 4DPI and 7DPI and decreasing at 14DPI. Tissue mRNA expression analysis
revealed some of the host defense mechanisms activated during 7. gondii infection. A balance
of pro- and anti-inflammatory cytokine activation, involving an intricated co-stimulatory and
regulatory mechanisms that coordinates Thl response was observed.*Gene names according

to Human Gene Nomenclature Committee (HGNC).

Keywords: Pig. Toxoplasma gondii. Immunology. Gene expression. Real-Time RT-PCR
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1 INTRODUCAO

A toxoplasmose ¢ uma zoonose de ocorréncia mundial causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii (NICOLLE; MANCEAUX, 1908). Este agente se destaca por possuir uma
ampla diversidade de hospedeiros incluindo varias espécies de mamiferos e aves. Inquéritos
soroldgicos indicam um elevado nimero de infectados tanto na populacdo humana quanto nos
animais, entretanto relatos de quadros clinicos severos e infeccdes letais sao pouco freqilientes
(DUBEY; BEATTIE, 1988).

O T. gondii é um parasita intracelular obrigatorio, capaz de invadir e se multiplicar no
interior de qualquer célula nucleada, sem predile¢do por tipo tecidual. A infeccdo se
caracteriza na maior parte dos casos por uma fase inicial aguda de intensa replicagdo do
parasita, seguida de uma fase cronica, assintomatica em que o parasita se reproduz
lentamente.

Os mecanismos de defesa do hospedeiro exercem um papel crucial no controle da
atividade do parasita. Na fase inicial da infec¢do ocorre o processo de reconhecimento
antigénico e ativacdo do sistema de defesa especifica. A consolidacio da resposta
imunologica especifica inibe eficientemente a replicagdo do 7. gondii, porém ndo ¢ capaz de
destrui-lo. O T. gondii por sua vez possui mecanismos de evasdo do sistema imune,
assumindo uma forma de baixa imunogenicidade formando cistos em tecidos onde se mantém
viavel por anos, provavelmente por toda vida do hospedeiro.

Alteragdes na fun¢ao imunolédgica do hospedeiro podem reativar a infecgdo cronica, o
que a caracteriza como uma doenga oportunista. Quando associado a doencas debilitantes e
imunossupressoras produz lesdes intensas devido a reproducao descontrolada do parasita que

levam o individuo a 6bito (DUBEY; BEATTIE, 1988).
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O principal modelo experimental para o estudo da toxoplasmose ¢ a infeccdo em
camundongos. A manipulacdo genética e os recursos de biologia molecular fornecem
informacgodes valiosas para a compreensdo dos mecanismos bioldgicos envolvidos na etiologia
da doenga. Existem, entretanto, diferengas metabolicas entre humanos € camundongos que
deverdo ser estudadas com a utilizacdo de espécies animais de grande porte como modelo
experimental (HEIN; GRIEBEL, 2003; MESTAS; HUGHES, 2004).

Em comparagdo aos camundongos, os suinos apresentam maior resisténcia a infec¢ao
pelo 7. gondii, comportando-se de modo parecido aos humanos. Os sintomas clinicos sdo
pouco intensos e similares aos observados em outras infec¢des sistémicas. Quando aparentes
0os sintomas sdao observados nas primeiras semanas poés-infec¢do, incluindo febre,
linfoadenomegalia, hiporexia e apatia. Apos este breve periodo, a infec¢do ¢ controlada pelo
sistema imune e o parasita se mantém latente em cistos teciduais (DUBEY; BEATTIE, 1988;
DUBEY et al., 1996).

Apesar do grande nimero publicacdes sobre o assunto, os mecanismos responsaveis
pelo controle da multiplicagdo e da manutencao dos cistos teciduais em fase de laténcia ainda
nao foram completamente identificados. O presente trabalho explora a resisténcia da espécie
suina a toxoplasmose como modelo de estudo para a compreensao dos mecanismos de defesa
envolvidos durante a fase aguda da infec¢do. Foram quantificados a expressao de 69 genes em
diferentes tecidos do hospedeiro, obtendo-se assim a variagdo da expressdo dos genes em
diferentes dias apds a infec¢do e também o padrio de resposta nos diferentes tecidos.
Paralelamente a expressdo gé€nica nos tecidos, a resposta imunoldgica foi abordada por

indicadores séricos, cultura de células e histopatologia.
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2 REVISAO DE LITERATURA'

Infecgdes experimentais em camundongos sao o ponto inicial para o estudo dos
mecanismos de defesa a toxoplasmose. A facilidade de manutengdo de linhagens isogénicas,
aliada a possibilidade de manipulacao genética, a obtengdo de varias geragdes em um curto
espaco de tempo e a elevada suscetibilidade da espécie a infec¢ao pelo 7. gondii tornou o
camundongo o modelo padrdo para esse tipo de estudo. A supressdo ou a introdugdo de genes
em camundongos geneticamente modificados permitiu determinar o papel fisiologico da
proteina por eles codificada frente a diversas condi¢des experimentais.

Por outro lado, infec¢des em culturas de células mostraram a capacidade de resposta
de diferentes isolados de células ao parasitismo. Tipos celulares de origens e de fungdes
variadas como células epiteliais (DENNEY; ECKMANN; REED, 1999), fibroblastos
(BLADER; MANGER; BOOTHROYD, 2001; BRENIER-PINCHART et al., 2002;
CHANNON et al., 2002), células dendriticas e macrofagos (CHAUSSABEL et al., 2003;
ROBBEN et al., 2004), esplenocitos (GAZZINELLI et al.,, 1993; ROBBEN et al., 2004)
responderam a infec¢do pelo 7. gondii por meio de liberagdo de diferentes fatores ligados a
quimiotaxia, a induc¢do de resposta inflamatdria e com efeito microbicida.

Ambos modelos experimentais, camundongos e cultivo em células, tém sido
intensamente explorados no estudo da interacao hospedeiro-parasita. Ao considerar diferencas

biologicas entre espécies e condigdes laboratoriais artificiais torna-se dificil a extrapolagdo de

' Nota da autora: Na revisdo de literatura foram utilizadas as siglas e abreviaturas adotadas na publicagdo
original. No experimento da tese, foram utilizadas as siglas de genes conforme o Human Gene Nomenclature
Committee =~ (HGNC) do Human Genome Organization (HUGO) apresentandas no  site
<http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature> em janeiro de 2004. Devido a constantes atualizacdes na
nomenclatura, eventuais diferengas podem ser notadas entre as siglas aqui publicadas e siglas atualmente
vigentes. As proteinas seguem a nomenclatura do The Journal of Immunology Standard Abbreviations
<http://www.jimmunol.org/misc/authorabbrev.shtml>. Desta maneira, “IFNG”, “TNF”, “IL12A”, “NOS2A”
referem-se aos genes e “IFN-y”, "TNF-a”, “IL12p35”, “iINOS” referem-se as respectivas proteinas.



33

dados experimentais para a compreensdo de fenomenos reais. A defesa contra a infec¢ao pelo
T. gondii ¢ formada por uma cascata de eventos, envolvendo componentes da imunidade
inata que irdo exercer importante papel na consolidacdo da resposta especifica

A resposta inata pode ser observada em diferentes tipos celulares, independente de sua
origem ou fun¢do primaria (YAP; SHER, 1999). Embora inespecifica, possui componentes
importantes para a ativacao, a diferenciagdo celular e a consolidacao da defesa especifica.

O controle efetivo da infec¢dao pelo 7. gondii ¢ feito pela imunidade mediada por
células. A defesa celular envolve a ativacao escalonada de tipos celulares especializados que
se interagem através da expressdo de antigenos de superficie, da secrecdo de mediadores
especificos, conhecidos como citocinas, € sua interacdo sobre receptores proprios. Desta
maneira, a avaliagdo do perfil das citocinas produzidas durante uma dada infeccao, fornece
importantes pistas a respeito do grau e da forma de ativagdo da imunidade celular. Na
literatura as citocinas s@o também encontradas sob as designagdes quimiocinas, linfocinas e
fatores de crescimento (PAUL, 1999).

A imunidade humoral representada pela producdo de anticorpos especificos € o
principal indicador para o diagndstico da toxoplasmose na populagdo. Possui grande valia
para a deteccdo dos individuos infectados, porém nao fornece informagdes sobre o estado
imune ou a resisténcia do hospedeiro (DUBEY; BEATTIE, 1988; FILISETTI; CANDOLFI,
2004).

As citocinas sdo moléculas proteicas, produzidas e secretadas pelas células em
resposta a um estimulo, isto €, sua producao ¢ induzida em um dado momento e cessa tdo logo
o fator estimulatorio seja eliminado ou reprimido. Exercem fungdo local sobre os tecidos e
podem possuir atividade autocrina, agindo sobre as proprias celulas produtoras, ou paracrina,

isto €, agindo sobre diferentes alvos celulares (PAUL, 1999).
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Diferentes padrdes de citocinas sao secretados em resposta a diferentes formas de
infeccdo, resultando em diferentes respostas efetoras. A partir destas observagoes,
desenvolveu-se o conceito do paradigma das respostas do tipo Th1/Tcl e tipo Th2/Tc2. A
resposta Th1/Tcl, envolveria as c€lulas T helper e citotoxicas mediadas por citocinas como o
interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) que sdo induzidas por
infecgoes intracelulares, como por exemplo virus e bactérias. A resposta Th2/Tc2 por sua vez,
estaria associada as citocinas interleucina-4 (IL-4), IL-5 e IL-13 produzidas em resposta a
infeccdes extracelulares, por exemplo helmintos. As respostas Thl e Th2 sdo contra-
balanceadas por mecanismos de inibi¢do, desta forma, citocinas Thl inibem a expressdo de
citocinas Th2 e a auséncia de estimulacdo Thl levaria a producdo de resposta Th2
(JANKOVIC; LIU; GAUSE, 2001; PEARCE; SCOTT; SHER, 1999; SZABO et al., 2003).

No que se refere a toxoplasmose, a citocina-chave para o estudo da resisténcia ¢ o
IFN-y envolvendo a atividade de células Thl. Infec¢des experimentais em camundongos
revelam que a producao de IFN-y € um passo critico para a protegao do hospedeiro contra a
infeccdo pelo 7. gondii. A auséncia do gene ou a deficiéncia na producdo de IFN-y ou de seu
respectivo receptor leva a replicagdo descontrolada do parasita e o hospedeiro evolui
rapidamente para a morte (FUJIGAKI et al., 2002; SCHARTON-KERSTEN et al., 1996b;
YAP; SHER, 1999).

A producdo de IFN-y por linfécitos T e células NK ¢ responsavel pela ativagdo de
macrofagos e das proprias células NK (FILISETTI; CANDOLFI, 2004) e esta fortemente
associado a inducdo da conversdo de taquizoitos para bradizoitos (BOHNE; HEESEMANN;
GROSS, 1993; JONES; BIENTZ; ERB, 1985).

Este efeito protetor do IFN-y deve, entretanto, possuir mecanismos regulatorios
visando impedir efeitos imunopatologicos. Ao comparar de linhagens de camundongos

suscetiveis e resistentes a toxoplasmose aguda observou-se, de forma intrigante, niveis de



35

IFN-y séricos mais elevados nas linhagens sucetiveis que nas resistentes. Esta elevada
concentragdo de IFN-y foi associada a um processo inflamatério agudo com edema e necrose
tecidual bastante intensas no figado e no linfonodo mesentérico (MCLEOD et al., 1989). A
producao exacerbada de IFN-y foi também observada nas infecgdes letais causadas por
isolados de 7. gondii altamente virulentos (GAVRILESCU; DENKERS, 2001; MORDUE et
al., 2001).

Para melhor compreender a cascata de ativagdo da resposta Thl e tomando o IFN-y
como referéncia, diversos trabalhos buscam identificar os mediadores resposaveis pela

indugdo da produgdo de IFN-y, a sinalizacao intracelular e as vias efetoras ativadas pelo IFN-

Ao longo da infecgdo a ativagdao do sistema imune ocorre por mecanismos multiplos.
Além de reconhecimento de antigenos do 7. gondii, a lesdo celular e citolise geram sinais nao
especificos que alertam as células fagocitarias da presenca do agressor (SCOTT; HUNTER,
2002).

Os mecanismos de defesa ativados nesta fase precoce da infec¢do sdo mecanismos
inespecificos porém importantes para a organizacao da resposta especifica. Nesta fase inicial,
células fagocitarias como as células dendriticas (DC), mondcitos € macréfagos desempenham
um papel essencial no reconhecimento do agente invasor, na apresentagdo antigénica e
geracgdo sinais especificos para as células efetoras (PAUL, 1999).

Nos camundongos a IL-12 ¢ a principal citocina indutora da produ¢do de IFN-y. As
DCs controlam a magnitude e a qualidade da resposta Th1 com a produgao de interleucina-12
(IL-12) (SCOTT; HUNTER, 2002). A auséncia de IL-12 aumenta a suscetibilidade a
infeccdo, com menor producdo de mediadores inflamatorios, maior replicagdo parasitaria e
morte em menor espago de tempo (ARAUJO et al., 2001). Tanto parasitas integros quanto

antigenos soluveis sdo capazes de induzir IL-12 e desta forma, estimular células efetoras
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como linfocitos T e células Natural Killer (NK) a produzir IFN-y (GAZZINELLI et al., 1994).
Nas células NK a sintese de IFN-y ¢ dependente de IL-12 e pode ser aumentada pelo IFN-y,
pelo TNF-a e pela IL-2 (GAZZINELLI et al., 1993). Acredita-se que na fase inicial da
infeccdo, as células NK e os macréfagos sdo os principais responsaveis pela resisténcia inata,
nao-especifica (FILISETTI; CANDOLFI, 2004).

A IL-12 ¢ também citada como importante citocina na manuten¢do da resisténcia
contra a toxoplasmose cronica. Camundongos IL-12 deficientes conseguiram responder a
infeccdo quando tratados com IL-12 exdgena. Ao redor de trés semanas ap0s a interrupgao do
tratamento observou-se um intenso aumento do numero de cistos imaturos no cérebro,
associadas a areas de necrose e morte por encefalite aguda (YAP; PESIN; SHER, 2000).

Da mesma maneira que as DCs e as células NK, os macrofagos também contribuem na
modulac¢do da imunidade pela secrecdo de IL-12 e se destacam por exercer funcdes efetoras
anti-microbianas. A produgdo de reagentes oxidativos, 0xido nitrico e atividade de enzimas
lisossomais constituem alguns dos varios mecanismos microbicidas dos macrofagos
(STAFFORD; NEUMANN; BELOSEVIC, 2002).

O mecanismo de ativacdo do sistema imune ¢ controlado por uma intrincada rede de
citocinas. Parte destes mecanismos ja sdo bem definidos no modelo experimental dos
camundongos, mas alguns experimentos em suinos sugerem possiveis diferengas na resposta
entre as espécies. Um exemplo ¢ a via de ativacdo da produgdo de IFN-y pela ag¢do da IL-12.
Solano-Aguilar et al. (2002) n3o obtiveram éxito ao estimular a produg¢do de IFN-y em
linfocitos de suinos in vitro utilizando IL-12 recombinante (rIL-12) espécie especifica. O
mesmo experimento utilizando linfécitos de bovinos, a rIL-12 suina mostrou-se ativa,
estimulando a producdo de IFN-y.

Ao comparar a indu¢do de mRNA em culturas de células mononucleares do sangue

periférico de suinos e bovinos, observa-se um aumento da expressao de IL12R[32 nos bovinos,
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mas ndo nas cé¢lulas de suinos, o que leva a supor que a baixa resposta dos suinos a IL-12
esteja ligada a reduzida quantidade de receptores proprios (SOLANO-AGUILAR et al.,
2002).

Este fato leva a considerar a possibilidade de vias alternativas de indugao da producgdo
de IFN-y independentes da IL-12. Sabe-se que camundongos infectados e tratados com
anticorpos monoclonais (mAc) anti-IL12 sdo capazes de produzir IFN-y (SCHARTON-
KERSTEN et al., 1996a).

O estudo da atividade das citocinas deve portanto englobar todo um conjunto de
citocinas que apresentam fungdes similares, pois sabe-se que diferentes citocinas sdo capazes
de produzir o mesmo efeito final e agindo muitas vezes em sinergismo (LUNNEY, 1998). Um
exemplo deste efeito ¢ observado na agao sinérgica da IL-18 em relagdo a IL-12, aumentando
a produgdo de IFN-y (CAIL; KASTELEIN; HUNTER, 2000).

Camundongos deficientes de STAT4, proteina envolvida na sinalizagao intracelular da
IL-12, sao muito sensiveis a infec¢do pelo 7. gondii por apresentar baixos niveis de IFN-y. A
administracao associada de IL-2 e IL-18 foi capaz de induzir a producao de IFN-y e aumentar
a sobrevida dos camundongos (CAI et al., 2000).

Este mesmo efeito foi observado em camundongos portadores de uma deficiéncia na
sinalizagdo da IL-12 que conseguiram recuperar a produ¢do de IFN-y quando tratados com
IL-18 (YAP et al., 2001).

Ao pensar em similaridades estruturais, a IL-23 se assemelha a IL-12 ao compartilhar
a mesma a subunidade p40. Ambas sdo citocinas heterodiméricas, diferindo entre si pela
associacao das subunidades p19 e p35, respectivamente.

Infecgdes experimentais em camundongos e estimulagdo de DCs in vitro indicaram
uma elevagdo da expressao de mRNA para IL.23, levantando uma possivel via alternativa de

ativacdo do IFN-y. Entretanto, em camundongos geneticamente modificados, a supressao dos



38

genes p40 e p35 geraram maiores prejuizos a resposta contra o 7. gondii do que a do gene p19
(LIEBERMAN et al., 2004).

Em infecgdes in vivo fica evidente que juntamente com o IFN-y outras citocinas
inflamatorias agem na protec¢do contra o 7. gondii. A deficiéncia de receptores para o TNF-a
¢ a enzima iNOS também levam a uma maior suscetibilidade a infec¢ao por 7. gondii (YAP et
al., 1998; YAP; SHER, 1999).

Em humanos os mecanismos de ativacdo associados a taquizoitos vivos, mortos e
antigenos soluveis de 7. gondii (STAg) sao distintos. Parasitas vivos induzem a producao de
IL-12 por DC humanas envolvendo vias ligadas a interagdo de antigenos CD40 e seu
respectivo ligante, o CD40L, o que ndo ¢ observado em estudos com lisados do 7. gondii
(SUBAUSTE; WESSENDARP, 2000). Nos camundongos esta interagdo CD40-CD40L nao ¢
essencial a resposta imune, pois DCs de camundongos deficientes em CD40 sdo capazes de
produzir IL-12 em resposta a STAg e infeccdo com parasitas vivos (REICHMANN et al.,
2000).

A interacdo CD40-CD40L ¢ citada como uma das possiveis vias que substituem a via
de sinalizagdo do TNF (PEARCE; SCOTT; SHER, 1999).

Na imunidade inata a molécula adaptadora MyD88 esta vinculada a ativa¢do dos
receptores Toll-like (TLR). Sabe-se que esta via dos TLRs também esta envolvida na resposta
a infec¢do, pois camundongos deficientes do gene MYDS88 apresentam baixos niveis de IL-12
sérico e uma multiplicacdo descontrolada do 7. gondii (SCANGA et al., 2002).

Em oposi¢ao ao raciocinio anterior em que diferentes citocinas levam ao mesmo efeito
final, ¢ importante ressaltar que uma citocina pode possuir fungdes multiplas, isto é, uma
unica citocina ¢ capaz de induzir diversas vias efetoras. O estudo de uma unica citocina
fornece uma lista de possiveis formas de controle da infec¢ao pelo 7. gondii, entretanto ndo €

possivel afirmar qual a via mais importante.
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Ao se falar em célula efetora e atividade anti-microbiana sabe-se que nao somente
células derivadas da medula Ossea, mas também células somaticas de origem nao-
hematopoiética respondem ao estimulo do IFN-y e do TNF-q, isto ¢, potencialmente varios
tipos celulares podem responder as citocinas. O mecanismo efetor responsavel pelo controle
do T. gondii ainda ndo foi elucidado, existindo varias teorias sobre os possiveis fatores
envolvidos.

A produgdo de reagentes toxicos como o 6xido nitrico (NO) ¢ um dos mecanismos
envolvidos no controle das infecg¢des intracelulares por bactérias. A enzima responsavel pela
producdo de NO pelas células ¢ a NO sintase (NOS). Esta enzima ¢ encontrada em diversas
isoformas, sendo a iNOS a forma expressa em células imunes ativadas (STAFFORD;
NEUMANN; BELOSEVIC, 2002). A indugdo da iNOS ¢ observada em varios tipos celulares,
entretanto a fungdo microbicida do 6xido nitrico (NO) parece estar restrita aos mondcitos e
macrofagos (NATHAN; XIE, 1994).

Em camundongos a indu¢do da iNOS e a producdo de NO ¢ importante na defesa
macrofagica contra o 7. gondii, porém acredita-se que ndo seja o inico mecanismo envolvido
(HAYASHI et al., 1996; YAP; SHER, 1999). Infec¢des ndo-letais em camundongos normais
tornam-se letais em camundongos deficientes do gene para a iNOS (DENKERS, 1999). Nos
humanos, esta atividade ainda ¢ controversa.

Ativagdo de mecanismos de deple¢do de nutrientes ao parasita € a outra hipdtese para
a diminuicdo da atividade dos taquizoitos. O IFN-y induz uma intensa producdo de
indoleamine 2,3-dioxigenase (INDO) nos macréfagos. Esta enzima que seria responsavel pela
deplecdo de triptofano necessario para a replicacdo do 7. gondii (PFEFFERKORN, 1984).
Porém somente a deplecdo de triptofano ndo ¢é suficiente para garantir a inibi¢do da

multiplicagdo do parasita (MACKENZIE et al., 1999).
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A interagdo entre as diversas vias efetoras podem levar a resultados diferentes do
esperado. A producdo de NO pode inibir a expressdo de INDO em macrofagos ativados por
IFN-y (ALBERATI-GIANI et al., 1997).

A ativagdo da enzima arginase leva a deple¢do de arginina. A auséncia de arginina,
substrato para a enzima NO sintase, levaria a uma baixa produ¢do de NO favorecendo o
crescimento parasitario (VINCENDEAU et al., 2003).

Conforme avangam os conhecimentos acerca das citocinas observa-se uma
necessidade de uma maior compreensao das multiplas interagcdes que regem a resposta imune.
Partindo-se do conceito de que o equilibrio entre citocinas pro e anti-inflamatorias seria
fundamental para assegurar o combate da infec¢dao sem levar a auto-destrui¢do de tecidos do
organismo, a ativacdo de fatores reguladores cumprem um importante papel na fase de
recuperacdo e regeneracdo celular (DENKERS, 1999). A atividade regulatoria ¢
desempenhada tanto no meio extracelular por meio da secre¢ao de citocinas regulatdrias ou no
intracelular pela agdo de supressores da sinalizacao.

O efeito da hiperativacdo inflamatoria e imunolédgica foi descrito em camundongos
com infec¢des letais. Foram observadas excessiva produc¢do de citocinas como IFN-y e TNF-
o associada a lesdes intensas em tecido hepatico e cerebral (MORDUE et al., 2001).

Dentre as citocinas regulatorias a IL-10 e o TGF-B sdo as provaveis citocinas
envolvidas no controle do efeito Thl durante a toxoplasmose aguda. Embora primariamente
classificada como uma citocina Th2, trabalhos recentes tém sugerido associar a IL-10 a
células T regulatorias (COUSINS; LEE; STAYNOYV, 2002; VOLK et al., 2001). Sabe-se que
a IL-10 possui efeito inibitorio sobre as citocinas IL-2, IFN-y, TNF-a e fator estimulador de
colonia granulocitica-macrofagica (GM-CSF), inibindo a resposta Thl, por supressdo da IL-

12 (LEONARD, 1999).
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A lesdao mais severa observada em camundongos deficientes em IL-10 infectados por
T. gondii fo1 a necrose aguda de segmentos intestinais e do figado. Interessantemente o
bloqueio do efeito do IFN-y, da IL-12 ou das células CD4" por meio de anticorpos
monoclonais prolongou a sobrevida destes camundongos (SUZUKI et al., 2000).

O TGF-B inibe a atividade macrofagica induzida pelo IFN-y por meio da inibi¢do da
producao de TNF-o (LANGERMANS et al., 2001).

O efeito inibitdrio pode ocorrer no meio intracelular. Normalmente a juncdo da
citocina em seu receptor produz uma sinalizagdo intracelular que envolve a ativagdo de
moléculas intracelulares como JAKs (Janus family kinases) e STATs (Signal transducers and
activators of transcription). Cabe aos supressores da sinalizagdo das citocinas (suppressors of
cytokine signaling - SOCS) regular a sinalizacdo intracelular (FUJIMOTO; NAKA, 2003).

SOCSI foi inicialmente descrito como uma molécula induzida por STAT (STAT-
induced STAT inhibitor). Atualmente sabe-se que ¢ induzida também pela insulina,
lipopolissacarideos (LPS), CpG DNA e outras moléculas que ndo ativam STATs. E um
regulador negativo da sinalizacdo de varias citocinas, entre elas IFN-y, IL-6 e IL-4
(FUIIMOTO; NAKA, 2003).

A auséncia do gene SOCS1 em camundongos causa morte antes de trés semanas de
vida, com retardo no crescimento, linfocitopenia, doenca hepatica e faléncia multipla de
orgaos. Os linfocitos destes camundongos apresentam-se ativados, mesmo quando criados em
condi¢des specific-pathogen-free (SPF). Camundongos SOCS1 e IFNG duplo negativos nao
apresentam as lesdes inflamatorias observadas nos somente SOCS1 negativos e possuem uma
sobrevida maior (FUJIIMOTO; NAKA, 2003).

O padriao da resposta contra diferentes agentes indica que ocorrem diferentes
mecanismos de ativagdo da imunidade adaptativa. Mondcitos e células dendriticas humanas

infectadas in vitro apresentaram padroes de expressdo génica distintos quando incubadas com
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Mycobacterium tuberculosis, Leishmania major, Leishmania donovani, T. gondii € Brugia
malayi (CHAUSSABEL et al., 2003).

Frente a complexidade de fatores envolvidos na resposta a infeccao pelo 7. gondii e
considerando a possibilidade da ativacdo de vias distintas a aquelas observadas nos
camundongos, a espécie suina foi escolhida como modelo de estudo para o presente
experimento.

A compilacdo das informagdes até aqui reunidas foi empregada para listar os
principais genes de interesse no estudo da infec¢do pelo 7. gondii. A compreensdo dos fatores
envolvidos na resisténcia dos suinos a toxoplasmose aguda poderd no futuro apontar novos
caminhos para o desenvolvimento de adjuvantes de vacinas, imunoestimulantes e de terapias.

A técnica da Real-Time PCR foi escolhida por permitir a quantificacdo do produto da
PCR de uma forma bastante acurada e de uma maneira bastante simples quando comparada as
provas de PCR competitivo (BUSTIN, 2000; ZARLENGA; HIGGINS, 2001). Robustez, boa
linearidade e capacidade de deteccao de pequenas variacoes de DNA a tornaram uma boa
alternativa para os estudos de resisténcia a doengas, resposta a drogas e fungdes metabdlicas.

Visando o emprego da espécie suina como modelo para o estudo de resisténcia a
doencas e afecgdes nutricionais, Dawson et al. (2001) catalogaram seqiliéncias de suinos
publicadas em diferentes bancos de acesso publico (Genbank, TIGR), desenvolveram e
testaram primers e sondas espécie especificos.

Os primeiros testes da Real-Time RT-PCR em suinos avaliaram o padriao de resposta
de 24 genes a infecgdo por 7. gondii e por Ascaris suum. Os resultados mostraram-se bastante
consistentes com o esperado, revelando uma tendéncia a indugdo de citocinas Thl na
toxoplasmose e citocinas Th2 na infecgdo pelo 4. suum (DAWSON et al., 2002a).

A boa performance da Real-Time RT-PCR levou a ampliagdo da lista de genes a

serem testados. Um outro experimento avaliou-se 12 genes em amostras de linfonodo
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mesentérico e figado de suinos infectados por 7. gondii. Em ambos os tecidos houve forte
indugdo dos genes IFNG e IRF1. Além destes dois genes, no figado observou-se alteracdes
também em outros genes associados a indu¢do da resposta Thl, como HLX1, MYDSS,
STATI, TBX21, CD8SA, CD8B e CD28 (DAWSON et al., 2004).

Nos experimentos iniciais de Dawson et al. (2002a) os suinos foram necropsiados apos
7 e 14 dias pos-infeccao (DPI) pelo 7. gondii e observou-se uma forte indugdo de IFNG no
dia 7 e uma diminui¢do da resposta no dia 14, sugerindo uma tendéncia a resolucdo do
processo apos este periodo. No presente experimento as necropsias foram realizadas em dias
mais precoces de infec¢do e avaliados um maior nimero de genes.

Os genes foram selecionados com base em dados registrados em publicagdes recentes
a respeito dos fatores ligados a resisténcia e a imunopatologia da toxoplasmose e foram
categorizados segundo a fun¢do primaria em: 1) genes housekeeping (constitutivo); 2) defesa
inata e inflamatoria; 3) resposta Thl; 4) resposta Th2; 5) efetor; 6) regulatorio; 7) co-

estimulatorio e 8) apoptose.
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Os principais objetivos deste trabalho foram:
- aquantificagcdo da expressao génica em tecidos de suinos infectados pelo 7. gondii,
- aavaliacdo da variacao da expressao em diferentes periodos durante a infeccao aguda,
- aobservagao do padrao de resposta local em diferentes tecidos e desta forma,
- 1dentificar possiveis genes associados a resisténcia a infeccao.

Complementando a avaliacdo da expressdo génica, a resposta imune dos suinos foi
também acompanhada por meio de determinacdes séricas de IFN-y, 6xido nitrico e
haptoglobina; andlise de subpopulacdes de células por citometria de fluxo e cultura de células
para mensuracdo de producdo de IFN-y. A presenca do 7. gondii foi confirmada pela

identificacdo do parasita nos tecidos e associado a lesdes histopatologicas.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 LOCAL

O experimento foi realizado nas instalagdes do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos da América (USDA), na cidade de Beltsville, Estado de Maryland, EUA. Os
suinos experimentais foram mantidos em instalagdes proprias da Unidade de Parasitologia
Animal (APU) seguindo as Normas de Bioseguranga do USDA. Todo material bioldgico foi
processado nos Laboratorios: Immunology and Disease Resistance Laboratory (IDRL),
Parasite Biology, Epidemiology and Systematics Laboratory (PBESL)', pertencentes ao
Animal and Natural Resources Institute (ANRI) e Nutrient Requirements and Functions
Laboratory (NRFL), do Beltsville Human Nutrition Research Center, Agricultural Research

Service (ARS), USDA.

3.2 ANIMAIS

Suinos Poland China x Landrace provenientes da fazenda experimental do USDA,
foram alojados em instalagdes apropriadas com ra¢do comercial balanceada e dgua ad libitum.
O manejo didrio dos animais assim como todo procedimento experimental foram executados
pelo pessoal técnico responsavel seguindo as normas de conduta aprovadas pelo Beltsville

Area Animal Care and Use Committee do ANRI, USDA.

! Atualmente IDRL foi incorporado ao PBESL e denominado Animal Parasitic Diseases Laboratory.
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Antes do inicio do experimento, amostras de sangue foram colhidas para deteccao de

anticorpos séricos anti-7. gondii por meio da prova de aglutinacdo modificada (MAT).

3.3 Toxoplasma gondii

Foram utilizadas amostras de 7. gondii das cepas VEG e RH fornecidas pelo PBESL.

Oocistos de 7. gondii da cepa VEG foram isolados de fezes de gatos
experimentalmente infectados (DUBEY et al., 1996). Apds a esporulacado, a infectividade e a
viabilidade dos oocistos foram testados em camundongos (DUBEY et al., 1998) e utilizados
como indculo nas infecgdes experimentais.

A cepa VEG foi primariamente isolada de um paciente humano portador de HIV, ¢
caracterizada como um isolado avirulento para camundongos e ¢ genotipicamente classificada
como do tipo III baseada em analise do gene SAG (DUBEY et al., 1996; HOWE et al., 1997).

Taquizoitos de 7. gondii da cepa RH foram isolados e purificados do liquido ascitico
de camundongos experimentalmente infectados e utilizados como controle positivo nas

reagoes de PCR.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram realizados dois experimentos similares, utilizando suinos com idades variando

de trés a cinco meses de idade infectados oralmente com 4,5 x 10° oocistos de T. gondii (cepa
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VEG). Os animais infectados foram necropsiados apos dois, quatro, sete e 14 dias de
infeccdo. Para cada dia de infec¢do, foi necropsiado um animal controle.

Os grupos experimentais foram denominados “2DPI”, “4DPI”, “7DPI” e “14DPI” de
acordo com o tempo de infeccdo em dias pos-infec¢ao e “Controle” para o grupo de animais

ndo-infectados.

EXPERIMENTO I

No primeiro experimento (EXP 1) foram utilizados doze animais. Os grupos 2DPI e
4DPI eram constituidos por trés animais, enquanto que os grupos Controle, 7DPI e 14DPI
eram formados por dois animais.

A resposta de defesa dos animais foi avaliada por meio de:

- Mensuracdo da expressdo génica em amostras de linfonodos mesentérico (LN M),
hepato-esplénico (LN HS), ileo-célico (LN IC), células mononucleares do sangue periférico
(CMSP), figado, bago, timo, jejuno e ileo por meio de transcri¢ao reversa seguida de reacao
em cadeia pela polimerase em tempo real (Real-Time RT-PCR).

- Mensuragao dos niveis séricos de IFN-y, de 6xido nitrico (NO) e de haptoglobina.

- Producdo de IFN-y pelas células mononucleares do sangue periférico (CMSP) e
linfonodos.

- Analise de subpopulagdes de células por citometria de fluxo (FCM).

A presenca do 7. gondii e as lesdes teciduais foram avaliadas por meio de:
- Detecgdo de T. gondii em amostras de LN M, figado, pulmao, bago e ileo por meio

da Real-Time PCR.
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- Exames histopatologicos corados pela Hematoxilina e Eosina (HE) e
imunohistoquimica (IHQ).
- Fungdo e lesdo hepatica foi avaliada por meio de mensuracdo sérica de enzimas

hepaticas, proteinas totais, albumina, globulinas, bilirrubinas total e direta.

A partir dos resultados preliminares do EXP I, procedeu-se um segundo experimento
(EXP II), em que foram testados um painel distinto de genes na Real-Time RT-PCR. Foram

mantidos 30 genes do painel anterior, excluidos 18 e incluidos 18 novos genes.

EXPERIMENTO II

No segundo experimento (EXP II) foram utilizados 16 animais, quatro controles e trés
animais para cada grupo infectado (2DPI, 4DPI, 7DPI e 14DPI).

A resposta imune destes animais foi acessada por meio de:

- Mensuracao da expressdao génica em linfonodos mesentérico e hepato-esplénico,
figado, jejuno e ileo utilizando Real-Time RT-PCR.

- Mensuragao dos niveis séricos de haptoglobina.

- Producdo de IFN-y pelas CMSP, células dos LN M e LN HS.

A infecgdo e a lesdo causada pelo 7. gondii foi avaliada por meio de:
- Exames histopatologicos corados pela HE e IHQ.
- Perfil hepatico por meio de mensuragao sérica de enzimas hepaticas, proteinas totais,

albumina, globulinas, bilirrubinas total e direta.



49

3.5 SACRIFICIO DOS SUINOS E COLHEITA DAS AMOSTRAS

Animas foram sacrificados por superdosagem de anestésicos e imediatamente
necropsiados. Amostras de tecidos e sangue foram separados e adequadamente
acondicionados para cada prova a ser realizada (Figura 3.1):

1) Colheita de tecidos para mensuracdo de expressio mRNA: Fragmentos de
linfonodos mesentérico, traqueo-bronquial, ileo-colico e hepato-esplénico; jejuno, ileo,
figado, bago e timo foram colhidos ¢ imediatamente congelados em nitrogénio (N;) liquido,
transportados ao laboratorio e mantidos em freezer —70°C até o processamento.

2) Sangue total em tubos contendo anti-coagulante (acido etileno diaminotetracetato
sodico - EDTA) para separacao das CMSP e hemograma.

3) Linfonodos (hepato-esplénico, traqueo-bronquial, mesentérico) em meio de colheita
(Apéndice A) para separacdo de células mononucleares para FCM e cultivo em meio para
avaliagcdo da producao de [FN-y.

4) Amostras de LN M, figado, baco, pulmao e ileo foram mantidas em gelo e enviadas

ao laboratorio para extragdo de DNA para deteccdo de 7. gondii.
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5) LN M, figado, bago, pulmao ¢ ileo foram fixados em formol tamponado para exame

histopatologico.

6) Sangue para separacdo de soro para deteccdo de anticorpos sé€ricos anti-7. gondii,

avaliacdo do perfil hepatico, IFN-y sérico, NO e haptoglobina.

Todos os animais e material descartavel utilizados foram incinerados apds a colheita

das amostras.

Suinos infectados por T. gondii

TECIDOS CELULAS SORO SANGUE TOTAL
LN M, LN HS, LN TB
Figado, Bago, Sangue CMSP, LN M,
Jejuno, lleo, Timo LN HS, LN TB
\
DNA mRNA Cultura l FCM Ac a-T. gondii NO Hemograma
Real-Time PCR Real-Time RT-PCR  Produg&o de IFN-y Ag de superficie MAT [ Contagens de
T. gondii expressao de genes eritrécitos e
leucécitos
Histologia IFN-y Funcgéo hepatica
H&E ELISA AST, ALP, ALT
HQ PT, Alb, Glob,
Bilirrubina
Haptoglobina

Figura 3.1 - Organograma de colheita e exame das
Beltsville - 2003

amostras dos suinos experimentais —

3.6 ISOLAMENTO E PREPARO DAS CELULAS

Procedeu-se o isolamento de células do sangue periférico e dos linfonodos

mesentérico, hepato-esplénico e traqueo-bronquial para a realizagdo das culturas in vitro (item
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3.7), andlise fenotipica de subpopulacdes por citometria de fluxo (item 3.8) e extracdo de

RNA (item 3.9.1).

3.6.1 Separacao de Células Mononucleares do Sangue Periférico

Cé¢lulas mononucleares circulantes no sangue periférico foram separadas por meio de
gradiente de densidade. Para isto, foram colhidos 15 a 20 ml de sangue total em tubos
contendo EDTA e imediatamente enviados ao laboratorio para o processamento.

Células mononucleares foram separadas utilizando o meio para separagdo de linfocitos
(Lymphocyte Separation Medium, LSM, Cappel, Aurora, EUA)* conforme instrugdes da bula.
As células recuperadas foram lavadas em meio PBL (Apéndice B) e ressuspensas em meio
blastogénico (Apéndice C).

A determinagdo do nimero total de células e a estimativa da porcentagem de células
vivas foram feitas por microscopia Optica utilizando Azul de Trypan e hemocitdmetros de

Neubauer.

3.6.2 Separaciao de Células dos Linfonodos

A separagdo das células dos linfonodos foi realizado segundo Solano-Aguilar (2000).

(SOLANO-AGUILAR et al., 2000). As amostras de linfonodo removidas durante a necropsia

2 Composi¢ao LSM=6,2g Ficoll e 9,4 Na diatrizoate / 100ml; Densidade = 1.0770-1.0800 g/ml a 20°C.
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foram imediatamente colocadas em tubos conicos contendo meio de colheita (Apéndice A) e
mantidas em recipientes contendo gelo.

Apo6s a remogao tecido conjuntivo e adiposo adjacente, o linfonodo foi delicadamente
cortado em pequenos fragmentos em placas de Petri contendo meio de colheita, liberando as
células do tecido. A suspensdo de células foi filtrada em malhas de nylon estéreis de 210 pum.

As células foram lavadas em HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, Gibco, EUA) ou
RPMI-1640 (Invitrogen, Calsbad, EUA) e ressuspensas em meio blastogénico. A contagem
do ntimero total de células e da porcentagem de viabilidade foi realizada seguindo o mesmo

procedimento descrito acima.

3.7 CULTURA IN VITRO

Para avaliagdo da atividade das CMSP e das células dos LN, estas foram incubadas a
2,5 x 10%ml em meio de cultura completo (Apéndice D) estimuladas com Concanavalin A
(ConA - Sigma, Saint Louis, EUA) a 10 pg/ml por 48 horas a 37°C e 5% de CO,. Ao término
do periodo de incubagdo o sobrenadante foi separado por centrifugagdo e mantido a —20°C

para posterior mensuragao de IFN-y.
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3.8 ANALISE DE SUBPOPULACOES DE CELULAS

A caracterizacao fenotipica de sub-populagdes de CMSP e células isoladas dos LN M,
HS e TB foi realizada por citometria de fluxo apos a identificagdo por meio de anticorpos
monoclonais anti: CD45 (clone 74-9-3), SLAI (clone PT85), CD2 (clone MSA4), CD16
(clone G7), CD3 (clone BB23 8E6), CD25 (clone 231-3B2), CD4 (clone 74-12-4), CDS8
(clone 76-2-11), SLAII DQ (clone TH16), SWC3 (clone 74-22-15B) e CD21 (clone CC51)
(SAALMUELLER et al., 1998). Apds incubagdo com anti-Ig especifico (IgG1, G2a ou G2b)
conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE), a propor¢ao relativa das
sub-populagdes foi estimada apos a leitura de dez mil células por citometria de fluxo no
EPICS-XL MCL (Beckman-Coulter, EUA). Foram também realizadas as determinagdes de
populagdes de células duplo-positivas (DP) para CD2/CD16, CD3/CD25, CD4/CD8 e

SWC3/SLADQ. (SOLANO-AGUILAR et al., 2001; SOLANO-AGUILAR et al., 2000).

3.9 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA A REAL-TIME RT-PCR

As amostras de tecidos e células foram conservadas em freezer —70°C para a
determinagdo da expressdo génica. Foram realizadas extragdes do RNA, determinagdo da
concentragdo do RNA, remog¢do de possiveis residuos de DNA gendmico, verificagdo da

qualidade e da concentragdo do RNA apos o tratamento com DNase e sintese de cDNA.
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3.9.1 Extracao de RNA

Amostras de células ou de tecido foram homogenizadas no reagente Trizol®
(Invitrogen, Carlsbad, EUA). Foram empregadas as propor¢des de: 1x10” células em 1 ml de
reagente Trizol® ou até 50 mg de tecido em 1 ml de reagente Trizol®. Os tecidos congelados
foram inicialmente macerados com cadinho e pistilo em nitrogénio liquido e imediatamente
homogenizadas em Trizol® utilizando homogenizador de tecidos (Polytron”, EUA).

O RNA foi extraido seguindo protocolo do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, EUA) e

mantido em freezer —70°C.

3.9.2 Quantificacio de RNA por Espectrofotometria

Amostras de RNA foram diluidas em tampao Tris—EDTA (10mM Tris-HCI, 1mM
EDTA pH 8,0). A concentragdo do RNA foi estimada ap0s leitura da absorvancia a 260 e 280

nm em espectrofotdometro (DU640, Beckman Coulter, EUA).
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3.9.3 Tratamento com DNase

Com intuito de remover possiveis residuos de DNA genomico, todas as amostras de
RNA foram adsorvidas em colunas RNeasy (Qiagen, Valencia, EUA) e incubadas com DNase

(RNase-free DNase set, Qiagen, Valencia, EUA).

3.9.4 Determinacio da Concentrac¢ao e da Qualidade do RNA

A concentragdo e a integridade do RNA foram mensuradas pelo RNA 6000 nano
Assay utilizando o equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto,
EUA). A quantificacio do RNA foi determinado baseado no padrio RNA 6000 Ladder

(Ambion, Austin, EUA).
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3.9.5 Sintese de cDNA

cDNA foi sintetizado por transcriptase reversa a partir de 10 pg de RNA total
utilizando Superscript II RnaseH™ Reverse Transcriptase e Oligo(dT)i2.1s (Invitrogen,
Carlsbad, EUA) em presenca de inibidores de ribonucleases (RNaseOUT recombinant
ribonuclease inhibitor, Invitrogen, Carlsbad, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante.
As amostras de cDNA foram mantidas em freezer —20°C até a realizacdo das provas

de Real-Time PCR.

3.10 REAL-TIME PCR

Reagentes espécie especificos foram desenvolvidos para a realizacdo da Real-Time
PCR. Antes do inicio dos experimentos, a capacidade de detec¢do das variagdes na expressao

dos genes foi testado em suinos submetidos a diferentes infeccdes (DAWSON et al., 2002b).
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3.10.1 Genes

A seleg¢dao dos genes foi realizada a partir de dados obtidos da literatura referente a
defesa contra a toxoplasmose em camundongos. Foi dada énfase a resposta associada ao IFN-
Y, genericamente conhecida como resposta Thl e também incluidos genes ligados a inducao,
modulacdo, apoptose e resposta inflamatoria conforme apresentado no quadro 3.1. Os genes
podem possuir func¢des diferentes das aqui listadas porém foram arbitrariamente organizados
segundo a fungao primaria pela qual foi testado.

As siglas seguem a nomenclatura oficial adotada para genes humanos conforme o
Human Gene Nomenclature Committee (HGNC) do Human Genome Organization (HUGO).
Devido a constantes atualizacdes na nomenclatura, possiveis diferengas podem ser notadas
entre as siglas aqui adotadas e as atualmente vigentes. As informagdes do quadro referem-se
as publicadas em janeiro de 2004 no site <http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature> e foram

mantidos os nomes originais em inglés.
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(continua)
Fl.m%a(.) Gene Nome e nomes alternativos Nimero de EXP
primaria acesso
Housekeeping ~ RPL13A Ribosomal protein L13a 784103 I
Housekeeping RPL32 Ribosomal protein L32 F14630 Iell
Inato /. IFNALI Interferon, alpha 1 X57191 Tell
Inflamatorio
Inato /- IL1B Interleukin 1, beta X74568 lell
Inflamatorio
Inato / . IL6 Interleukin 6, interferon beta 2 M86722 Iell
Inflamatorio
Inato / . ORMI1 Orosomucoid 1, a-acid glycoprotein M35990 I
Inflamatorio
Inato / Tumor necrosis factor; TNF superfamily,
Inflamatorio TNF member 2, TNFA X54001 Tell
Inato / Tumor necrosis factor receptor superfamily,
Inflamatorio TNFRSF1A member 1A, TNFR p55, TNFR1 U19994 I
Inato /- TLR2 Toll-like receptor 2 BF442348 lell
Inflamatorio
Inato / . TLR4 Toll-like receptor 4 TC43435 lell
Inflamatorio
Inato / . . .
- CRP C-Reactive protein, pentraxin-related ABO005545 1I
Inflamatorio
Inato / Myeloid differentiation primary response
Inflamatoério MYDS8 gene 88, MyD8&8 AY435217 I
Inato / ' FCGR3A Fc fragment of IgG, low affinity Illa, AF372453 1
Inflamatoério receptor , CD16
Inato/ IL8 Interleukin 8, CXCL8 M86923 r*
Inflamatorio
Inato / . 1
- CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2, MCP-1 748479 I*
Inflamatorio
Inato / . i1
. CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5, RANTES F14636 Ir*
Inflamatorio

Quadro 3.1 — Genes avaliados pela Real-Time RT-PCR nos suinos infectados por 7. gondii. Fungao

primaria, siglas dos genes, nomes e nomes alternativos, nimero de acesso no Genbank
das seqiliéncias utilizadas para o desenho dos primers e sondas e numero do
experimento (EXP) em que foi testado — Beltsville - 2003
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(continua)
Ffmga(.) Gene Nome e nomes alternativos Nimero de EXP
primaria acesso
Thl IFNG Interferon gamma X53085 Iell
Thl IFNR1 Interferon gamma receptor 1, CDw119 II
Interleukin 12A (Natural killer cell
Thl IL12A stimulatory factor 1, cytotoxic lymphocyte L35765 Iell
maturation factor 1, p35)
Interleukin 12B (Natural killer cell
Thi IL12B stimulatory factor 2, cytotoxic lymphocyte 08317 Iell
maturation factor 2, p40)
Thl IL12RB2 Interleukin 12 receptor, beta 2 AF448143 Iell
Thl IL15 Interleukin 15 U58142 ITell
Thi IL18 Interleukin 18, interferon-gamma-inducing- AF176949 lell
factor
Thi IL18R Interleukin 18 receptor ABO079258 II
Thl IL23A Interleukin 23, alpha subunit p19, SGRF AB030002 I
Thl IRF1 Interferon regulatory factor 1 TC86234 Iell
Thi HLX1 H2.0-like homeo box 1 TC98154 I+
Thl ICSBP1 IFN consensus sequence binding protein 1 AY435218 Ir+*
Thl TBX21 T-bet AY435216 Ir**
Thl LEP Leptin F167719 I
Thl LEPR Leptin Receptor AF203034 I
Thi STATI Signal transduc.er and activator of TC95137 lell
transcription 1, 91kDa
Thi STAT4 Signal transduce}r apd activator of AB020984 IeIT*
transcription 4
Suppressor of cytokine signalling 1, STAT-
Thi SOCSI induced STAT inhibitor 1, SSI1 TC63788 :
Thi SOCS? Suppressor of cytokine signalling 2, STAT- BE031084 I

induced STAT inhibitor 2, SSI2

Quadro 3.1 — Genes avaliados pela Real-Time RT-PCR nos suinos infectados por 7. gondii. Fungao
primaria, siglas dos genes, nomes e nomes alternativos, nimero de acesso no Genbank
das seqiiéncias utilizadas para o desenho dos primers e sondas e ntmero do
experimento (EXP) em que foi testado — Beltsville - 2003
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(continua)
Ffmga(.) Gene Nome e nomes alternativos Nimero de EXP
primaria acesso

Th2 L4 Interleukin 4 X68330 Iell

Tho LS Interleukin 5, colopy—stlmulatlng factor, SSC010088 eI

eosinophil

Th2 IL13 Interleukin 13 AF385626 Iell

Th2 GATA3 GATA binding protein 3 TC62266 II

Tho STATG6 Signal transduce}r apd activator of TC56734 I

transcription 6
Suppressor of cytokine signalling 3, STAT-

Th2 SOCS3 induced STAT inhibitor 3, SSI3 BM485092 !
Efetor INDO Indoleamine-pyrrole 2,3 dioxygenase, IDO TC38943 Iell
Efetor NOS2A Nitric oxide synthase 1, inducible, iNOS U59390 Iell
Efetor ARGI1 Arginase 1, liver AYO39112 ITell

Solute carrier family 11, proton-coupled
divalent metal ion transporters, member 1
Efetor SLCTIAL (Natural Resistance Associated Macrophage AF132037 Tell
Protein, NRAMP1)
Solute carrier family 11, proton-coupled
Efetor SLC11A2 divalent metal ion transporters, member 2 AW417353 I
(Natural Resistance Associated Macrophage
Protein, NRAMP2)
Efetor IGM IgM, Immunoglobulin M constant region M92050 Iell
Efetor IGG IgG, Immunoglogulin G constant region AF062384 lell
Efetor IGA IgA, Immunoglobulin A constant region U12594 lell
Efetor CD19 B-lymphocyte antigen AF466765 I
Regulatorio IL2 Interleukin 2 X56750 I
Regulatério IL2RA Interleukin receptor, alpha; CD25 uU78317 I
Regulatorio IL10 Interleukin 10 L20001 lell

Quadro 3.1 — Genes avaliados pela Real-Time RT-PCR nos suinos infectados por 7. gondii. Fungéo
primaria, siglas dos genes, nomes e nomes alternativos, nimero de acesso no Genbank
das seqiiéncias utilizadas para o desenho dos primers e sondas e numero do
experimento (EXP) em que foi testado — Beltsville - 2003
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(conclusdo)
Ffmga(.) Gene Nome e nomes alternativos Nimero de EXP
primaria acesso
Regulatorio TGFB1 Transforming growth factor, beta 1 M23703 lell
Regulatorio TGFB2 Transforming growth factor, beta 2 X70142 I
Regulatorio TGFB3 Transforming growth factor, beta 3 X14150 I
Regulatério CSF? GM-CSF, Colony stimulating factor 2, D21074 I
granulocyte-macrophage
Regulatério MHC2TA MHC class II transactivator, CIITA AY084053 Iell
. Co- - ICOS Inducible T-cell co-stimulator BE015025 I
estimulatorio
. Co- B CD3E CD3E antigen, epsilon polypetide (TiT3 U08270 lell
estimulatorio complex)
Co- . s
estimulatorio CD28 CD28 antigen, (Tp44) AY435219 I
Células T/ . .
Co- CD69 CD69 antigen, p60, e?arly T-cell activation AF484233 lell
. . antigen
estimulatorio
Co- Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein
estimulatorio CTLA4 4, CD152 AF220243 1
Co- Tumor necrosis factor receptor superfamily,
estimulatorio TNFRSFS member 5, CD40 AF248545 1
Co- Tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
estimulatorio TNFSFS member5, CD40L, CD154 AF263915 1
. Co- L CD80 B7-1, CD28 antigen ligand 1, B7-1 antigen AB049760 1I
estimulatorio
. Co- . CD86 B7-2, CD28 antigen ligand 2, B7-2 antigen L76099 1I
estimulatorio
Tumor necrosis factor receptor superfamily, .
Apoptose TNFRSF6 member 6: CD95: Fas SSJ001202 II
Apoptose CASP1 Caspase, Apoptosis-related cysteine protease AB027296 I

*somente em amostras de jejuno do EXP II, ** exceto as amostras de jejuno do EXP II

Quadro 3.1 — Genes avaliados pela Real-Time RT-PCR nos suinos infectados por 7. gondii. Fungio
primaria, siglas dos genes, nomes e nomes alternativos, nimero de acesso no Genbank
das seqiiéncias utilizadas para o desenho dos primers e sondas e ntmero do
experimento (EXP) em que foi testado — Beltsville - 2003
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3.10.2 Otimizacao da Real-Time PCR

As seqiiéncias dos genes a serem testados foram obtidas de bancos de dados publicos
do National Center for Biotechnology Information (Genbank, NCBI) e do The Institute for
Genomic Research (TIGR). Os primers e as sondas foram desenhados utilizando o software
Primer Express versao 1.5a (PE Applied Biosystems, Foster City, EUA). Os critérios para
desenho de primers e sondas estdo listados no apéndice E. Primers e sondas foram
sintetizados por Biosource (Biosource International Inc., Camarillo, EUA).

O processo de padronizagdo da reagcdo e a avaliagdo dos primers e sondas foram
apresentadas em encontros por Dawson et al. (2002b) e os resultados enviados para
publicacdo. No apéndice F estd um resumo dos principais passos seguidos para a avaliacao de
cada conjunto de primers e sonda.

A lista completa contendo as seqiiéncias e as concentragdes 6timas dos primers e das

sondas estardo disponibilizadas na homepage do USDA <http://www.anri.barc.usda.gov>.

3.10.3 Condicoes da Reacdo e Analise dos Resultados

Os ensaios foram realizados no ABI Prism 7700 Sequence Detection System (PE
Applied Biosystems, Foster City, EUA) e os resultados analisados utilizando o software
Sequence Detection System versdo 1.7a (SDS 1.7a, PE Applied Biosystems).

Para cada reacdo foram utilizados 100ng de cDNA (quantidade de cDNA calculado a

partir da quantidade de RNA, item 3.9.5).
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As reagoes foram preparadas utilizando o Brilliant™ Quantitative PCR Core Reagent
kit (Stratagene, La Jolla, EUA) segundo as recomendagdes do fabricante. A concentracdo de
cloreto de magnésio (MgCl,) foi ajustado para 5,5mM e volume final da reagdo foi 25ul.

Os pares de corantes fluorescentes, indicador e de extingdo, foram respectivamente
FAM-TAMRA e TET-BHQI. Para todas as reagdes utilizou-se o corante ROX como
referéncia.

O termo-ciclador foi programado para realizar 50°C por 2 minutos; 95°C por 10
minutos e 40 repeti¢des de 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto.

Ao final da reagdo todas as curvas de amplificacdo foram analisadas e os resultados da
Real-Time PCR expressos em valores de Ct (niimero de ciclos necessarios para atingir o
limiar de deteccao). O limiar de detec¢do foi determinado a partir dos niveis basais de
fluorescéncia detectados nos ciclos iniciais (entre os ciclos trés e dez) mais 20 vezes o desvio

padrao (Figura 3.2).

Amplification — sample 3027 pl 43
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Ot Threshold:[ 2] FAM-C6 | 27017 0.001
B 1il FAM - F3 40.000 0.001
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Figura 3.2 - Visualizagdo grafica da amplificagdo pela Real-Time PCR. O ABI7700 detecta a emissdo
de fluorescéncia - ARn (nas ordenadas) ao longo dos 40 ciclos térmicos da reacdo (na
abscissa). Os resultados sdo expressos em valores de Ct que indica o nimero de ciclos
necessarios para que o sinal fluorescente atinja o limiar de deteccéo - Beltsville - 2003
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Todas as amostras foram testadas em duplicatas. Para a analise quantitativa foi adotada
a mesma quantidade de cDNA (100ng) em todas as reagdes e utilizou-se as médias dos
valores de Ct obtidos das duplicatas. Os resultados médios foram agrupados em Controle,
2DPI, 4DPI, 7DPI e 14DPI e submetidos a analise de varidncia (ANOVA). Utilizou-se o
Teste de Tukey-Kramer para comparagdes multiplas entre os grupos infectados e controle
com significancia de 0,05 (JMP 5.0.1.2, SAS Institute Inc, Cary, EUA). Os resultados foram
expressos em aumento ou diminuicdo da expressdo génica comparando-se 0S grupos
infectados ao controle.

Para o calculo da variagdo da expressao génica utilizou-se a diferenga absoluta entre as
médias do grupo infectado e controle elevado ao logaritmo de base dois.

Variacio da expressio génica =2 | ™€t~ me|
Onde:

mCti = média dos valores de Ct dos animais do grupo infectado (2,4, 7 ou 14 DPI) e

mCtc = média dos valores de Ct dos animais do grupo controle

Os valores numéricos foram convertidos em representacdo grafica utilizando os
softwares Treeview versdo 1.60 e GeneCluster v. 2.20 (Stanford University, 1998). Foi
estabelecido a cor vermelha para diminui¢do da expressdo génica e verde para aumento da
expressdo. A intensidade da cor indica a magnitude da resposta, isto ¢, quanto maior indugao
ou inibi¢cdo, maior a intensidade da cor. Variacdo menor a 1,5 entre controle e infectados

indicada em branco (DAWSON et al., 2002b)
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3.11 DETERMINACAO DE IFN-y

A detec¢do de IFN-y presente no sobrenadante dos meios de cultura foi feito pelo
método de ELISA. Utilizou-se os monoclonais produzidos pelo clone P2G10 para a captura e
P2C11 para a deteccao de [FN-y (MATEU DE ANTONIO et al., 1998).

A determinagdo de IFN-y sérico foi medido por um ELISA comercial que utiliza os

monoclonais 5B8 e 13CS5, para a captura e para a deteccdo, respectivamente (Cytosets,

Biosource, Camarillo, CA, EUA).

3.12 PERFIL HEPATICO E HEMOGRAMA

Determinacao do perfil hepatico (valores séricos de aspartato aminotransferase (AST),
alanino aminotransferase (ALT), gama glutamil transferase (GGT), bilirrubinas totais
(TBILI), bilirrubina direta (DBILI), proteinas totais (PT), globulinas (GLOB), albumina
(ALB) e proporg¢ao albumina/globulina (A/G)) e do hemograma (contagem do niimero total
de leucocitos (Leu), nimero total (T) e relativo (%) de neutrdfilos (Ne), linfocitos (Li),
monocitos (Mo), eosinodfilos (Eo), basofilos (Ba), nimero total de eritrocitos (He),
concentragdo de hemoglobina (Hb), volume globular (Hct), volume corpuscular médio
(MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH) e concentracdo hemoglobinica corpuscular

média (MCHC)) foram realizados pelo servigo veterinario do ARS, USDA.
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3.13 DETERMINACAO DE OXIDO NITRICO

Oxido nitrico (NO) foi medido pelo método de Griess (VERDON; BURTON; PRIOR,
1995) em soro previamente centrifugado em filtro Centricon YM 30kDa, (Millipore Corp,
Beveryl, MA) a 5000 xg durante uma hora. NOs™ foi reduzido a NO,™ com nitrato reductase e

mensurado colorimetricamente contra curvas padrao de NO3; e NO; (0,5 a 0,0156 uM).

3.14 DETERMINACAO DE HAPTOGLOBINA

Determinag¢ao dos niveis haptoglobina sérica foi realizada utilizando o kit Haptoglobin
(TP801, Tri-Delta Development Ltd., Kildare, Irlanda) de acordo com as instrugdes do

fabricante.

3.15 DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-T. gondii

Anticorpos séricos anti-7. gondii foram detectados pela prova de aglutinagao
modificada - MAT (DUBEY, 1997; DUBEY; DESMONTS, 1987). Foram consideradas

positivas todas as amostras de soro reagentes a partir da dilui¢ao 1:25.
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3.16 DETECCAO DE T. gondii

Pesquisa de T. gondii em fragmentos de figado, pulmao, linfonodo mesentérico, ileo e
baco foi realizada por meio de Real-Time PCR. Tecidos foram previamante digeridos em
tripsina (DUBEY, 1998) e DNA foi extraido utilizando proteinase K e DNeasy (Qiagen,
Valencia, EUA). A concentragdo de DNA foi estimada em espectrofotometro (Beckman
Coulter DU640, EUA) com leituras a 260 e 280 nm. Real-Time PCR foi realizado utilizando
TagMan buffer (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e conjunto de primers e sonda
especificos ITS1 para a deteccao de 7. gondii (JAUREGUI et al., 2001) e primers 18S
(TagMan Ribosomal control, Applied Biosystems, Foster City, EUA) para a deteccao de gene

housekeeping. Como controle positivo utilizou-se DNA de taquizoitos de 7. gondii.

3.17 ANALISE ESTATISTICA

Os grupos controle e infectados foram comparados por analise de varidncia (ANOVA)
e teste de Tukey-Kramer com comparagdes multiplas entre os grupos infectados e controle e

valor de a=0,05 (JMP versdo 5.0.1a, SAS Institute, Cary, EUA).
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4 RESULTADOS

A analise preliminar dos resultados de expressdao génica medida pela técnica da Real-
Time RT-PCR revelou diferengas no tempo de resposta entre os animais infectados dos EXP 1
e EXP II. A resposta tecidual dos animais do EXP I tende a uma maior intensidade no 4DPI,
enquanto que no EXP II, o pico da resposta parece estar aos 7DPI.

No EXP I foram utilizados leitdes mais jovens, com idade média de trés meses,
enquanto que no EXP II, a idade média dos animais era de quatro € meio a cinco meses.
Utilizou-se o mesmo lote de oocistos de 7. gondii em ambos experimentos, calculando-se a
quantidade de oocistos viaveis apoOs testes em camundongos. O intervalo entre os EXP I e
EXP II ¢ de 11 meses.

Considerando estas diferengas na resposta tecidual os resultados foram mantidos em

separado.

4.1 EXPERIMENTO I

4.1.1 Exames Histo-Patologicos e Parasitologicos

A presenga de 7. gondii nos tecidos foi detectada por métodos moleculares (PCR) e
imunolégicos (IHQ) conforme mostra o quadro 4.1.1. No 2DPI o parasita foi detectado
somente em amostras de LN M. No 4DPI foi encontrado em todos os tecidos testados e em

quantidades maiores. No 7DPI hd um destacado aumento das lesdes histopatoldgicas
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principalmente no LN M e figado, com intenso infiltrado inflamatorio, acompanhado de areas

difusas de edema e necrose. Em um animal foram detectados grande numero de parasitas € no

outro, nao foi detectado nenhum parasita, mas ambos com lesdes similares. No 14DPI, houve

menor isolamento de parasitas e alteragdes menos intensas nos tecidos. Nao foi detectado 7.

gondii nas amostras dos suinos do grupo controle.

Método PCR* THQ**
G 4 7

A LNM Figado Pulmdes Baco fleo ~ LNM Figado Pulmdes Bago ileo
1 ++ - - - - - - - -
2DPI 2+ - - - + ; -
3 - - - - - + - - -
4+ ++ - ++ ot + - -
4DPI 5  +++ ++ ++ ++  ++ + - - +
6  ++ - - + o+ + + + -

7DPI | i i i i i
8 A+t ++ ++ NT NT + - NT NT

9 - - + - -
MDPL 1 & + - NT NT - - NT NT

* PCR +++=Ct <25; PCR ++ = Ct entre 25 € 35; PCR + = Ct > 35
** JHQ +++ elevado niimero de parasitos, ++ moderada quantidade de parasitos, + poucos parasitos,
- parasitos ndo detectados

NT = nio testado

Quadro 4.1.1 - Deteccdo de T. gondii em tecidos de suinos nos diferentes dias pds-infecgao
(DPI) pelas técnicas de PCR e imunohistoquimica (IHQ) - Beltsville — 2003

Tabela resumida listando a presenga de 7. gondii juntamente com os valores séricos

individuais de aspartato aminotransferase (AST), 6xido nitrico (NO), haptoglobina e IFN-

Y, assim como a produ¢do de IFN-y pelas CMSP e células dos LN M, LN HS e LN TB dos

animais experimentais encontra-se no apéndice G.
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4.1.2 Pesquisa de Anticorpos Anti-7. gondii

Todos os animais apresentavam-se soronegativos antes da inoculacdo de 7. gondii. A
prova de MAT ndo detectou anticorpos especificos nos animais dos grupos Controle, 2DPI,

4DPI e 7DPI. Os dois animais do grupo 14DPI apresentaram reagao positiva a dilui¢ao 1:50.

4.1.3 Perfil Hepatico

A tabela 4.1.1 apresenta os valores médios de aspartato aminotransferase (AST),
alanino aminotransferase (ALT), gamaglutamil transferase (GGT), bilirrubinas totais (TBILI),
bilirrubina direta (DBILI), fosfatase alcalina (ALP), proteinas totais (PT), globulinas (GLOB),
albumina (ALB) e propor¢ao albumina/globulina (A/G) no soro dos animais experimentais.
Nao foram observadas alteragdes estatisticamente significantes nos testes de avaliagdo
hepatica em relagdo ao grupo Controle.

Foi detectado um discreto aumento de AST sérico no grupo 4DPI e uma maior

elevacdo no 7DPI, entretanto sem diferenca estatistica significante (Grafico 4.1.1).
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Tabela 4.1.1 - Média e desvio-padrao (DP) dos valores de aspartato aminotransferase (AST),
alanino aminotransferase (ALT), gamaglutamil transferase (GGT),
bilirrubinas totais (TBILI), bilirrubina direta (DBILI), proteinas totais (PT),
globulinas (GLOB), albumina (ALB) e propor¢do albumina/globulina (A/G)
das amostras de soro de suinos infectados com 7. gondii e controles nao
infectados. Diferenca estatistica (Estat.) segundo teste de Tukey-Kramer
(a=0,05) - Beltsville — 2003

Determinagédo Controle 2DPI! 4DPI1 7DPI 14DPI1
sérica Média DP Estat? Meédia DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat.
AST (U/l) 280 7.1 A 283 06 A 57,7 1,5 A 102,0 1004 A 30,0 99 A
ALT (U/) 21,5 35 AB 22,7 3,1 AB 183 2,1 B 285 2,1 A 21,5 2,1 AB
GGT (U/) 385 2,1 A 33,7 32 A 350 122 A 250 0,0 A 170 57 A
TBILI (mg/dl) 0,1 00 A 01 00 A 02 0,1 A 03 01 A 02 0,1 A
DBILI (mg/dl) 0,1 00 A 01 00 A 0,1 0,1 A 02 01 A 0,1 00 A
PT (g/dl) 59 1,0 A 58 03 A 60 05 A 52 08 A 54 08 A
GLOB (g/dl) 28 0,6 A 26 01 A 32 05 A 29 04 A 34 05 A
ALB (g/dl) 3,1 04 A 3,1 02 A 25 05 A 23 04 A 20 03 A
A/G L1 01 A 12 0,0 A 06 05 A 08 00 A 0,6 0,0 AB

! DPI - dias pos-infecgdo, ? letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica

Controle 2DPI 4DPI 7DPI 14DPI

Grafico 4.1.1 - Niveis de aspartato aminotransferase (AST) sérico em suinos dos grupos
controle e infectados pelo 7. gondii - Beltsville - 2003



72

4.1.4 Determinacao de IFN-y

O limiar de detec¢do da técnica de ELISA descrito por Mateu de Antonio et al. (1998)
foi de 1,2 ng/ml. O IFN-y do sobrenadante do cultivo de células foi adequadamente
mensurado por esta técnica, porém nao foi possivel determinar a quantidade de IFN-y presente

no soro.
As amostras de soro foram entdo testadas utilizando o kit Cytosets (Biosource,
Camarillo, EUA) que utiliza um par de monoclonais distinto e apresentou o limiar de detec¢ao

de 400 pg/ml.

4.1.4.1 TFN-y Sérico

Nao foi detectado IFN-y sérico nos animais dos grupos Controle e 14DPI. O pico de
producao de IFN-y foi detectado no 4DPI (Grafico 4.1.2). Estatisticamente esta elevagdao dos

niveis de IFN-y sérico ndo foi significante.

20000 -
15000 ~

10000 ~

IFN-y (pg/ml)

5000 ~

e

Controle 2DPI 4DPI 7DPI 14DPI

Grafico 4.1.2 - Niveis de IFN-y sérico em suinos dos grupos controle e infectados pelo T. gondii
medido pelo método de ELISA - Beltsville — 2003
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4.1.4.2 Produgao de IFN-y

Com intuito de avaliar a produgdo de IFN-y, procedeu-se o isolamento e o cultivo de
células dos LN e PBMC in vitro. A quantificagdo de proteinas presentes no sobrenadante
destas células demonstra que células dos LN M e HS isoladas dos animais do 7DPI
produziram maior quantidade de IFN-y que as células do LN TB e PBMC (Grafico 4.1.3).

Todavia esta elevacdo na produgdo, nao foi estatisticamente significante.

B CMSP
100 -
OLNM
E ELN HS
£ OLN TB
i
£ 501

S D N E—_—-

Controle 2DPI 4DPI 7DPI 14DPI

Gréfico 4.1.3 - Produgdo de IFN-y por células mononucleares do sangue periférico (CMSP),
do linfonodo mesentérico (LN M), do linfonodo hepato-esplénico (LN HS) e
do linfonodo traqueo-bronquial (LN TB) de suinos dos grupos controle e

infectados pelo 7. gondii durante cultivo em ConA por 24 horas medida pelo
método de ELISA - Beltsville - 2003
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4.1.5 Determinacido de NO

O grafico 4.1.4 representa os niveis de NO presentes no soro dos animais

experimentais. Foram detectados valores significantemente maiores de NO sérico no 4DPI.

200 ~ * 0=0,05

e 2DPI 4DPI

.
=)
=
=
—_
~
=)
T
=

Grafico 4.1.4 - Niveis de 6xido nitrico (NO) no soro de suinos dos grupos controle e
infectados pelo 7. gondii medido pelo método de Griess - Beltsville — 2003
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4.1.6 Determinacio de Haptoglobina

O grafico 4.1.5 apresenta os resultados de haptoglobina sérica dos animais
experimentais. Foi detectado um aumento significante dos niveis de haptoglobina nos animais

dos grupos 4DPI, 7DPI e 14DPI em relagcao ao grupo Controle.

+ o=0,05

Haptoglobina (mg/ml)
S = N W B~ U N

B [ -

Controle 2DPI 4DPI 7DPI 14DPI

Grafico 4.1.5 — Niveis de haptoglobina em suinos dos grupos controle e infectados pelo 7.
gondii medido por método colorimétrico - Beltsville - 2003

4.1.7 Analise de Subpopulacdes de Células

As tabelas 4.1.2 a 4.1.5 apresentam a propor¢do fenotipica de subpopulagdes de
células dos LN M, LN HS, LN TB e CMSP.
No LN M foi observado uma tendéncia de aumento na concentacao relativa de células

CD2/CD16 duplo positivos (DP) referente a populagdo de células NK no 4DPI e 7DPI. No
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14DPI esta elevacao foi estatisticamente significante. Nao foram observadas alteragdes dignas
de nota na proporcao das demais subpopulacdes de células.

No LN HS a variagao da populagdo de CD2/CD16 DP também apresentou uma ligeira,
porém ndo significativa elevagdo no 4DPI e 14DPI. Aumento significante na porcentagem
(%) células NK foi detectada no 7DPI. Nao foram detectadas alteragdes dignas de nota nas
demais subpopulagdes de células.

No LN TB detectou-se uma elevagdo signficativa da propor¢do de células NK nos
grupos 4DPI, 7DPI e 14DPI. Nao foram detectadas alteragcdes estatiticamente significativas
nas demais subpopulacdes de células.

Nas CMSP a variagdo na proporcao de células NK nao foi estatisticamente significante
quando comparada aos valores do grupo Controle, entretanto observa-se uma elevacao na %
de células NK no 4DPI e 14DPI, com pico no 7DPI.

Ainda nas CMSP ha uma elevagdo nao significativa na % de SWC3 / SLA DQ DP no

4DPI e 7DPI e de CD21 no 7DPI.
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4.1.8 Expressao Génica

Os resultados do Real-Time RT-PCR sdo expressos em Ct. Este numero ¢ utilizado na
quantificacdo das seqiliéncias-alvo amplificadas pela reagdo da polimerase. Os genes expressos
em altas quantidades possuem valores de Ct baixos, enquanto que os genes de baixa expressao,
apresentam valores de Ct elevados.

As tabelas 4.1.6 a 4.1.14 mostram os valores médios de Ct, respectivos desvios padrdes e
a diferenca estatistica entre grupos experimentais pelo teste de Tukey-Kramer (a=0,05).

Baseados nos valores Ct, calculou-se a variacdo da expressdo génica comparando os
grupos infectados (2DPI, 4DPI, 7DPI ou 14DPI) frente ao grupo controle. As figuras 4.1.1 ¢ 4.1.2
ilustram o aumento ou a diminui¢do da expressdo de mRNA nos diferentes tecidos pelo Real-
Time RT-PCR. Foram testados 48 genes nas amostras de LN M, LN HS, CMSP dos grupos
2DPI, 4DPI, 7DPI e 14DPI. As amostras de figado, baco e timo foram somente colhidas nos
grupos 2DPI e 4DPI. Foram testados 24 genes em amostras de jejuno, ileo e linfonodo IC.

As tabelas 4.1.15 a 4.1.17 referem-se as figuras 4.1.1 e 4.1.2 e mostram a variagdo da
expressao de mRNA em valores numéricos, permitindo a observacdo da magnitude da resposta

de forma mais pormenorizada.



Tabela 4.1.6 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de linfonodo mesentérico dos suinos do EXP I. Valores
médios de Ct e respectivos desvios padrdes (DP) nos grupos controle e infectados de acordo com o dia
apos a infec¢do com 7. gondii . Diferenca estatistica (Estat.) segundo o teste de Tukey-Kramer (o = 0,05)

- Beltsville — 2003

Gene Controle 2DPI 4DPI 7DPI 14DP1

Média DP Estat? Média DP Estat. Meédia DP Estat. Média DP Estat. Meédia DP Estat.
RPL13A 214 06 A 202 1,0 A 22,7 1,1 A 204 08 A 204 16 A
RPL32 164 1,1 A 172 04 A 16,4 0,7 A 16,8 0,8 A 174 1,0 A
IFNA 30,5 1,9 A 29,1 0,6 A 296 55 A 298 03 A 31,2 08 A
IL1B 29,7 08 A 252 0,7 A 2477 25 A 299 0,7 A 26,5 43 A
1L6 26,1 0,1 A 226 10 B 234 1,1 AB 255 0,8 AB 23,1 10 AB
ORMI1 28,7 02 A 26,7 13 A 25,1 28 A 276 13 A 28,2 1,1 A
TNF 26,3 1,6 A 264 05 A 242 0,6 A 26,7 1,1 A 27,1 14 A
TNFRSF1A 22,0 1,6 A 20,7 0,1 A 233 1,0 A 21,7 05 A 21,1 24 A
TLR2 235 14 A 228 1,0 A 238 14 A 229 06 A 224 16 A
TLR4 226 10 A 22,7 03 A 234 12 A 234 04 A 223 1,7 A
IFNG 272 1,2 A 23,1 1,0 B 23,1 12 B 25,8 1,0 AB 24,1 1,7 AB
IL12A 333 1,2 A 309 1,5 A 33,0 1,0 A 31,8 04 A 31,7 1,9 A
IL12B 280 13 AB 276 06 B 31,5 1,1 A 27,8 0,1 B 28,0 1,8 AB
IL12RB2 332 28 A 322 1,0 A 31,66 29 A 323 04 A 298 4,0 A
IL15 294 02 A 262 0,6 A 292 20 A 29,7 1,6 A 27,5 08 A
IL18 20,2 0,1 A 20,6 0,6 A 21,0 1,0 A 20,1 0,5 A 19,7 0,5 A
1L23A 36,3 0,1 A 37,1 1,1 A 31,7 5,1 A 355 0,7 A 354 22 A
IRF1 193 1,1 A 184 03 AB 172 05 B 184 04 AB 19,1 02 A
LEP 295 1,3 A 330 1,6 A 28,6 4,1 A 299 02 A 320 1,0 A
LEPR 269 12 A 289 12 A 28,7 12 A 273 09 A 29,1 1,8 A
STATI1 20,6 1,7 A 18,5 14 A 20,5 1,2 A 20,0 0,6 A 194 24 A
STAT4 240 1,6 A 229 13 A 252 13 A 234 06 A 23,7 24 A
SOCS1 284 14 A 262 02 AB 237 06 B 279 0,6 A 283 1,8 A
SOCS2 232 1,8 A 23,1 03 A 21,6 03 A 22,5 1,3 A 230 1,6 A
1L4 32,1 23 A 292 20 A 31,6 29 A 31,6 1,1 A 30,6 2,8 A
1LS 329 18 AB 30,6 06 B 347 1,1 A 320 08 AB 322 1,6 AB
1L13 302 04 AB 276 08 B 2866 08 AB 309 1,5 AB 31,3 18 A
STAT6 269 1,8 A 26,5 0,7 A 248 16 A 253 04 A 26,7 03 A
SOCS3 304 14 A 272 0,7 A 28,6 13 A 29,5 0,1 A 30,0 29 A
INDO 214 20 A 20,6 04 A 173 0,5 B 219 02 A 219 1,3 A
NOS2A 354 1,6 A 343 0,6 A 343 14 A 342 0,6 A 348 0,6 A
ARG1 33,5 2,1 AB 353 21 A 258 33 B 33,5 30 AB 31,1 0,7 AB
SLCI11A1 350 22 A 30,0 02 AB 27,1 1,0 B 322 1,0 AB 273 37 B
SLC11A2 246 0,1 A 246 05 A 246 04 A 244 0,1 A 22,7 2,0 A
IGM 224 13 A 21,5 1,1 A 21,7 05 A 21,1 1,3 A 20,7 0,2 A
1GG 21,0 02 AB 21,1 12 A 224 12 A 21,3 14 A 172 0,8 B
IGA 222 05 A 20,5 08 A 219 1,7 A 20,8 1,1 A 21,6 1,5 A
CD3E 194 04 A 193 0,5 A 20,4 1,1 A 19,1 0,1 A 19,5 0,5 A
CD19 272 06 AB 261 12 B 290 1,0 A 264 08 AB 276 0,7 AB
CD69 214 08 A 20,5 04 A 22,8 13 A 212 04 A 21,7 2,0 A
1L2 288 1,9 A 27,1 0,3 A 30,7 1,2 A 28,7 08 A 292 20 A
IL2RA 258 1,9 A 245 1,7 A 262 09 A 247 0,0 A 263 23 A
IL10 30,1 09 A 27,6 1,3 A 28,6 1,0 A 28,8 0,6 A 28,6 2,7 A
TGFBI 26,2 13 A 250 08 A 26,3 0,5 A 246 08 A 254 19 A
TGFB2 230 08 A 23,1 02 A 247 13 A 23,1 03 A 234 1,7 A
TGFB3 293 04 AB 288 03 AB 28,7 08 AB 295 02 A 26,1 2,1 B
CSF2 292 1,5 A 284 08 A 269 1,5 A 292 02 A 289 1,0 A
MHC2TA 21,9 1,1 A 208 0,5 A 22,1 1,2 A 21,5 0,2 A 20,7 0,1 A

! DPI - dias pos-infecgdo, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenga estatistica
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Tabela 4.1.7 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de linfonodo hepato-esplénico dos suinos do EXP 1.
Valores médios de Ct e respectivos desvios padroes (DP) nos grupos controle e infectados de acordo com

o dia apo6s a infecgdo com 7. gondii . Diferenga estatistica (Estat.) segundo o teste de Tukey-Kramer (o =
0,05) - Beltsville — 2003

Gene Controle 2DPI! 4DPI 7DPI 14DPI
Média DP Estat? Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat. Meédia DP Estat.
RPL13A 19,7 12 A 199 04 A 194 02 A 19,5 04 A 19,1 0,1 A
RPL32 17,0 0,8 A 17,1 04 A 17,1 02 A 16,8 04 A 16,5 02 A
IFNA 28,1 1,8 A 289 0,7 A 27,6 04 A 28,6 0,1 A 283 08 A
IL1B 26,7 1,6 AB 27,0 04 AB 259 0.8 B 29,1 0,1 A 28,8 05 A
1IL6 248 1,0 A 244 05 A 233 0,7 A 249 04 A 24,1 0,6 A
ORMI1 239 5,6 AB 22,7 1,8 AB 20,1 1,3 B 279 0,3 AB 28,0 03 A
TNF 27,0 0,6 A 26,3 04 AB 252 05 B 264 0,1 AB 26,1 0,1 AB
TNFRSF1A 20,6 1,1 A 20,5 05 A 19,7 0,1 A 20,7 04 A 203 05 A
TLR2 21,8 09 A 219 03 A 21,2 0,1 A 219 04 A 21,5 05 A
TLR4 21,8 1,7 A 21,8 05 A 20,9 0,1 A 229 04 A 22,5 0,5 A
IFNG 26,1 1,3 AB 26,3 04 A 243 04 B 25,1 0,7 AB 248 0,1 AB
IL12A 31,3 13 A 309 0,6 A 30,1 0,8 A 309 0,1 A 30,2 0,1 A
IL12B 26,3 14 A 26,7 05 A 28,6 1,0 A 26,3 0,1 A 26,1 04 A
IL12RB2 31,8 0,6 A 31,6 1,1 A 30,5 09 A 312 06 A 30,1 00 A
IL15 32,1 32 A 314 1,7 A 28,6 1,8 A 31,0 1,0 A 30,6 04 A
IL18 202 12 A 204 02 A 20,1 04 A 20,2 04 A 19,7 0,7 A
IL23A 37,1 19 A 364 09 A 350 0,7 A 36,6 03 A 36,7 0,6 A
IRF1 199 14 A 194 0,6 A 184 02 A 192 0,8 A 18,7 0,6 A
LEP 29,7 04 B 30,2 04 AB 304 09 AB 31,0 1,3 AB 3266 05 A
LEPR 28,5 0,7 A 28,5 0,7 A 28,1 1,7 A 28,9 02 A 29,5 03 A
STATI1 20,0 1,5 A 190 0,7 A 17,6 03 A 19,1 0,7 A 18,5 04 A
STAT4 228 1,6 A 234 04 A 229 02 A 224 04 A 22,0 0,1 A
SOCS1 28,8 1,6 A 27,8 1,1 AB 256 0,6 B 28,1 0,2 AB 28,1 0,1 AB
SOCS2 23,0 06 A 230 06 A 230 00 A 23,1 0,5 A 229 05 A
1L4 31,1 13 A 31,3 0,7 A 30,6 04 A 304 06 A 29,8 0,6 A
ILS 323 1,8 A 325 09 A 33,0 0,6 A 31,3 0,0 A 31,1 0,5 A
IL13 302 1,5 AB 29,1 0,8 B 30,3 0,8 AB 328 05 A 29,7 0,8 AB
STAT6 270 14 A 26,7 03 A 259 0,7 A 27,5 1,6 A 264 03 A
SOCS3 293 14 A 28,7 1,1 A 27,1 0,5 A 29,1 0,5 A 28,6 02 A
INDO 21,7 0,7 A 21,3 0,7 A 19,1 02 B 21,5 0,1 A 21,0 0,0 A
NOS2A 349 23 A 344 0,7 A 333 09 A 336 02 A 334 09 A
ARG1 324 1,7 AB 33,7 2,1 A 290 1,1 B 341 0,1 A 337 04 A
SLC11Al 329 33 A 329 09 A 296 08 A 324 05 A 30,8 0,6 A
SLCI11A2 25,1 12 A 254 04 A 2477 02 A 244 0,7 A 243 0,5 A
IGM 20,3 1,1 A 20,1 03 A 19,5 04 A 20,0 0,1 A 18,9 04 A
IGG 193 1,8 AB 19,5 0,7 A 18,6 0,5 AB 193 0,8 AB 16,6 02 B
IGA 209 1,5 A 218 14 A 21,2 08 A 226 0,1 A 21,7 1,6 A
CD3E 20,1 1,6 A 20,5 0,8 A 199 02 A 19,5 0,6 A 192 04 A
CDI19 25,8 0,8 A 25,8 0,1 A 25,8 0,6 A 26,0 03 A 25,6 0,6 A
CD69 21,0 1,3 A 21,2 0,6 A 20,5 0,1 A 20,6 04 A 20,3 0,5 A
L2 289 1,6 A 29,1 03 A 294 02 A 284 03 A 282 0,1 A
IL2RA 244 12 A 242 0,7 A 245 0,1 A 240 05 A 243 0,1 A
IL10 28,9 0,8 A 27,7 0,6 A 256 02 B 28,8 0,6 A 27,8 1,0 A
TGFB1 248 1,8 A 251 09 A 248 0,7 A 243 0,8 A 236 1,0 A
TGFB2 22,6 1,0 A 22,5 05 A 224 04 A 229 02 A 22,7 0,6 A
TGFB3 289 1,0 A 28,7 0,6 A 283 04 A 28,8 0,7 A 28,8 0,6 A
CSF2 29,8 0,8 AB 292 0,2 B 296 04 AB 30,8 0,1 A 30,2 0,3 AB
MHC2TA 20,9 1,1 A 20,5 0,5 A 20,0 03 A 20,8 0,5 A 20,1 09 A

' DPI - dias pos-infecgdo, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica
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Tabela 4.1.8 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de células mononucleares do sangue periférico dos suinos
do EXP I. Valores médios de Ct e respectivos desvios padrdes (DP) nos grupos controle e infectados de
acordo com o dia apds a infecgdo com 7. gondii . Diferenga estatistica (Estat.) segundo o teste de Tukey-
Kramer (o = 0,05) - Beltsville — 2003

Controle 2DPI! 4DPI1 7DPI 14DPI
Média DP Estat.? Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat.

Gene

RPL13A 21,5 1,3 A 20,7 0,7 A 220 1,0 A 20,6 04 A 21,3 02 A
RPL32 17,1 03 A 17,5 04 A 182 08 A 174 0,1 A 17,5 0,1 A
IFNA 325 20 A 323 14 A 328 1,1 A 31,5 0,7 A 323 08 A
IL1B 254 06 A 241 20 A 250 1,5 A 239 09 A 250 1,2 A
IL6 322 1,2 A 31,0 04 A 29,7 38 A 304 1,0 A 314 1,0 A
ORMI1 294 04 A 292 06 A 29,5 09 A 284 05 A 285 1,6 A
TNF 283 06 A 284 04 A 28,1 1,7 A 273 20 A 277 12 A
TNFRSF1A 22,0 1,1 A 21,0 09 A 21,6 1,0 A 20,6 1,1 A 21,7 04 A
TLR2 23,5 1,0 A 22,1 08 A 23,1 1,8 A 220 13 A 233 0,7 A
TLR4 234 1,0 A 22,5 0,7 A 229 22 A 222 19 A 23,5 0,7 A
IFNG 254 24 A 259 1,0 A 259 13 A 247 0,8 A 2477 1,0 A
IL12A 33,1 19 A 324 1,1 A 338 1,7 A 323 04 A 335 02 A
IL12B 37,1 22 A 36,5 06 A 369 1,5 A 346 14 A 374 0,6 A
IL12RB2 312 1,1 A 30,8 1,5 A 31,5 14 A 29,5 0,8 A 313 1,2 A
IL15 299 19 A 290 1,0 A 292 24 A 279 20 A 292 0,8 A
IL18 26,7 02 A 259 03 A 26,5 14 A 258 09 A 26,7 0,6 A
1L23A 379 09 A 37,6 20 A 374 1,8 A 37,1 09 A 384 1,1 A
IRF1 194 13 A 19,0 0,7 A 194 1,7 A 192 1,1 A 194 06 A
LEP 340 1,0 A 353 25 A 36,3 1,6 A 329 xx A 36,3 0,1 A
LEPR 283 13 A 292 08 A 30,5 14 A 304 1,8 A 30,1 0,6 A
STATI1 20,0 1,6 A 18,5 0,7 A 196 16 A 184 15 A 19,7 04 A
STAT4 236 13 A 22,7 08 A 241 12 A 229 01 A 233 0,7 A
SOCS1 28,7 09 A 294 13 A 30,0 1,8 A 28,9 06 A 304 1,1 A
SOCS2 213 19 A 227 02 A 234 09 A 225 06 A 235 06 A
1L4 33,1 22 A 340 1,7 A 342 1,1 A 322 03 A 335 0,1 A
1LS 31,3 2,0 A 309 03 A 324 12 A 30,7 14 A 31,5 0,8 A
1L13 XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX
STAT6 27,1 1,0 A 27,6 0,5 A 27,5 1,8 A 274 03 A 27,7 0,8 A
SOCS3 298 1,5 A 27,7 09 A 288 1,3 A 280 12 A 28,5 04 A
INDO 21,6 3,8 A 21,7 1,0 A 22,6 54 A 21,8 50 A 255 09 A
NOS2A 343 1,7 A 345 2,1 A 339 06 A 332 0,6 A 341 14 A
ARG1 224 16 A 245 19 A 225 19 A 223 19 A 22,1 1,1 A
SLC11A1 286 19 A 273 02 A 26,5 34 A 26,0 25 A 27,6 14 A
SLC11A2 26,0 1,1 A 254 05 A 254 05 A 2477 0,6 A 24,1 1,0 A
IGM 230 1,8 A 21,7 0,8 A 232 08 A 223 1,0 A 22,6 0,7 A
1GG 236 16 A 22,1 1,0 A 232 1,1 A 223 1,1 A 23,1 09 A
1IGA 236 1,5 A 21,9 1,5 A 232 1,0 A 224 05 A 240 04 A
CD3E 19,8 0,6 A 19,6 09 A 20,6 09 A 19,6 04 A 19,1 0,7 A
CD19 29,1 1,6 A 273 1,7 A 28,7 09 A 28,0 05 A 293 04 A
CD69 214 1,7 A 203 04 A 21,8 1,2 A 20,5 0,6 A 20,5 03 A
1L2 33,1 1,5 A 31,6 1,3 A 32,7 2,6 A 32,1 0,7 A 320 04 A
IL2RA 28,0 12 A 26,5 05 A 280 13 A 27,1 04 A 27,7 05 A
IL10 283 1,1 A 27,6 06 A 282 2,1 A 26,8 13 A 274 02 A
TGFB1 264 1,7 A 253 0,7 A 26,5 1,1 A 250 05 A 26,0 0,1 A
TGFB2 248 10 A 247 0,6 A 242 19 A 22,1 1,6 A 236 09 A
TGFB3 343 08 A 335 05 A 335 12 A 326 0,6 A 33,7 0,7 A
CSF2 36 12 A 355 22 A 36,5 1,6 A 364 04 A 365 03 A
MHC2TA 24,1 12 A 2277 06 A 23,1 1,1 A 22,6 06 A 236 05 A

! DPI - dias pos-infecgdo, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenga estatistica, xx = nao detectado



Tabela 4.1.9 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de figado dos suinos do EXP L
Valores médios de Ct e respectivos desvios padrdes (DP) nos grupos controle e
infectados de acordo com o dia apds a infec¢do com 7. gondii. Diferenca estatistica
(Estat.) segundo o teste de Tukey-Kramer (o = 0,05) - Beltsville — 2003

Controle 2DPI! 4DPI
Média DP Estat.? Média DP Estat. Média DP Estat.

Gene

RPLI3A 248 23 A 247 0,7 A 242 32 A
RPL32 183 21 A 176 12 A 179 1,5 A
IFNA 44 1,8 A 333 1,1 A 297 1,6 A
ILIB 3,8 40 A 305 04 A 296 38 A
L6 280 1.6 A 302 00 A 278 07 A
ORMI 141 00 A 143 01 A 143 05 A
TNF 30,1 1,7 A 280 14 A 27,1 1,0 A
TNFRSFIA 269 1,0 A 251 13 A 28 34 A
TLR2 280 35 A 269 03 A 255 32 A
TLR4 243 13 A 254 05 A 232 1,1 A
IFNG 338 14 A 309 01 A 293 37 A
ILI12A 365 xx A 372 10 A 349 19 A
IL12B 34,1 08 A 37,1 08 A 345 21 A
ILI2RB2 375 1,1 A 378 1,8 A 350 3,6 A
IL1S 312 1,1 A 323 04 A 304 14 A
IL18 233 00 A 232 01 A 21,7 13 A
IL23A 392 xx A 380 21 A 36,1 1,8 A
IRF1 230 1,1 A 20,1 1,1 AB 185 0,7 B
LEP 364 xx A 339 33 A 334 25 A
LEPR 26 25 A 209 2,1 A 207 1,0 A
STATI 255 36 A 22 12 A 203 34 A
STAT4 320 22 A 309 04 A 297 30 A
SOCS1 297 26 A 283 1,6 A 262 07 A
SOCS2 230 45 A 214 1,6 A 20 19 A
L4 381 21 A 373 03 A 352 28 A
IL5 32,1 12 A 344 01 A 347 1,6 A
IL13 323 04 A 30,5 28 A 326 22 A
STAT6 279 1,6 A 275 14 A 265 13 A
SOCS3 36,1 40 A 332 1,5 A 308 34 A
INDO 204 28 A 24,1 2,7 AB 207 20 B
NOS2A 37,7 08 A 394 00 A 375 1,0 A
ARG 24 26 A 205 42 A 185 15 A
SLCI1Al 323 0,7 A 3,0 03 A 277 08 B
SLCI1A2 250 06 A 264 0,8 A 241 08 A
IGM 289 29 A 278 08 A 264 27 A
IGG 249 13 A 277 14 A 258 19 A
IGA 264 1,1 A 283 06 A 276 1,1 A
CD3E 251 15 A 258 03 A 245 13 A
CD19 331 1,8 A 340 08 A 34 12 A
CD69 273 10 A 276 02 A 268 02 A
L2 345 06 A 361 1,0 A 352 08 A
IL2RA 353 35 A 332 13 A 315 27 A
IL10 349 24 A 308 1,7 A 295 1,7 A
TGFB1 306 3,7 A 299 01 A 29,1 34 A
TGFB2 250 13 A 266 0,6 A 257 1,1 A
TGFB3 202 10 A 309 08 A 293 09 A
CSF2 338 01 A 32,1 08 A 314 1,1 A
MHC2TA 256 02 A 262 02 A 233 06 B

! DPI - dias pos-infeccdo, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica



Tabela 4.1.10 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de bago dos suinos do EXP I. Valores
médios de Ct e respectivos desvios padroes (DP) nos grupos controle e infectados de
acordo com o dia apo6s a infec¢do com T. gondii . Diferenga estatistica (Estat.) segundo

o teste de Tukey-Kramer (o = 0,05) - Beltsville — 2003

Gene Controle 2DPI' 4DPI
Média DP Estat.? Média DP Estat. Média DP  Estat.

RPL13A 21,2 1,8 A 21,7 1,1 A 21,0 2,0 A
RPL32 15,6 0,1 A 16,1 1,2 A 16,1 0,6 A
IFNA 30,0 0,1 A 31,5 1,8 A 29,5 1,4 A
ILIB 28,5 23 A 28,1 1,6 A 27,3 0,9 A
IL6 23,9 0,3 A 24,6 0,7 A 24,0 1,2 A
ORM1 22,0 2,0 A 21,4 1,9 A 20,9 1,5 A
TNF 24.4 0,1 A 23,7 1,6 A 24,5 1,5 A
TNFRSF1A 22,3 23 A 22,1 1,7 A 20,5 1,4 A
TLR2 24,5 2,5 A 23,7 1,5 A 22,3 1,4 A
TLR4 21,5 1,3 A 21,7 1,0 A 20,7 1,1 A
IFNG 29,2 2,1 A 28,4 1,7 A 26,7 1,0 A
IL12A 33,0 1,3 A 32,3 0,9 A 31,4 1,4 A
IL12B 31,7 0,7 A 32,7 1,9 A 33,1 0,8 A
IL12RB2 31,6 0,2 A 31,1 3,1 A 31,6 3,4 A
IL15 28,7 0,3 AB 30,3 0,9 A 27,2 0,9 B
IL18 19,5 0,3 B 21,4 0,8 A 19,6 0,6 B
IL23A 34,4 3,5 A 35,8 0,6 A 34,9 0,7 A
IRF1 19,3 1,0 A 18,4 0,6 A 17,9 0,7 A
LEP 30,7 3,5 A 32,1 1,9 A 31,3 0,4 A
LEPR 25,3 0,6 A 26,5 1,8 A 26,0 1,2 A
STAT1 22,1 2,8 A 19,8 1,5 A 18,1 1,5 A
STAT4 25,6 2,5 A 25,4 1,7 A 23,6 1,8 A
SOCS1 26,6 1,3 A 26,5 2,0 A 26,0 0,3 A
SOCS2 20,6 0,8 A 21,8 1,0 A 21,6 0,6 A
1L4 33,7 1,6 A 34,5 1,3 A 34,2 1,6 A
ILS 34,0 1,1 A 34,9 1,7 A 33,8 2,7 A
IL13 32,4 0,7 A 33,5 0,4 A 32,8 0,6 A
STAT6 25,2 1,8 A 26,0 0,9 A 25,5 0,2 A
SOCS3 30,9 2,7 A 29,5 1,2 A 28,8 1,5 A
INDO 22,4 0,1 A 21,0 2,1 AB 17,5 1,0 B
NOS2A 35,2 2,3 A 37,5 1,2 A 35,7 0,8 A
ARG1 21,7 0,0 A 23,5 2,2 A 25,2 1,1 A
SLC11A1 25,6 2,3 AB 28,6 0,4 A 24,7 1,4 B
SLC11A2 24,7 0,9 A 26,4 1,1 A 24,8 0,6 A
IGM 19,2 1,8 A 18,7 1,2 A 17,5 1,8 A
IGG 20,9 0,7 A 22,0 1,8 A 19,9 1,4 A
IGA 24,7 23 A 25,7 1,0 A 25,7 1,4 A
CD3E 19,4 0,1 A 20,9 0,8 A 19,5 0,8 A
CDI19 26,8 1,1 A 27,7 1,3 A 27,9 1,3 A
CD69 242 2,0 A 24,0 0,9 A 23,3 1,4 A
1L2 31,5 0,6 A 33,2 1,6 A 32,9 1,3 A
IL2RA 27,4 1,7 A 27,5 1,8 A 27,7 2,0 A
IL10 30,1 1,6 A 29,8 0,9 A 27,5 1,5 A
TGFB1 26,0 2,1 A 26,6 0,8 A 25,1 1,8 A
TGFB2 23,7 0,3 A 25,4 0,8 A 25,0 0,7 A
TGFB3 27,6 0,6 A 29,3 1,2 A 28,0 0,9 A
CSF2 30,3 0,6 A 323 2,5 A 31,6 1,2 A
MHC2TA 21,5 0,8 A 22,1 1,0 A 21,2 1,0 A

! DPI - dias pos-infecgao, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica
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Tabela 4.1.11 -

Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de timo dos suinos do EXP I
Valores médios de Ct e respectivos desvios padrdes (DP) nos grupos controle e
infectados de acordo com o dia apds a infecgdo com 7. gondii. Diferenga
estatistica (Estat.) segundo o teste de Tukey-Kramer (o = 0,05) - Beltsville — 2003

Gene Controle 2DPI! 4DPI
Média DP Estat.? Média DP  Estat. Média DP Estat.

RPLI13A 19,3 0,3 A 20,0 0,4 A 20,9 0,7 A
RPL32 17,1 0,1 A 16,4 1,4 A 17,5 1,1 A
IFNA 28,4 0,7 A 27,7 1,6 A 28,4 1,2 A
IL1B 26,2 0,6 A 26,5 0,6 A 26,2 0,6 A
IL6 26,9 0,3 A 27,6 0,2 A 280 0,3 A
ORMI1 23,5 1,2 A 24,0 0,9 A 23,5 0,6 A
TNF 27,9 0,1 A 26,1 1,8 A 26,3 1,8 A
TNFRSF1A 20,7 0,3 A 21,5 0,7 A 21,6 0,3 A
TLR2 23,7 0,0 A 24,4 0,4 A 23,9 0,1 A
TLR4 234 0,2 A 24,5 0,7 A 23,6 0,0 A
IFNG 29,6 0,2 A 29,1 1,4 A 29,8 0,5 A
IL12A 29,1 0,2 A 29,7 0,5 A 29,5 0,3 A
IL12B 28,0 0,2 A 28,5 0,3 A 29,6 1,2 A
IL12RB2 30,8 0,1 A 30,3 0,2 A 30,8 0,4 A
IL15 30,9 0,0 A 31,2 0,7 A 32,0 09 A
IL18 22,7 0,3 A 22,1 1,0 A 22,6 0,2 A
IL23A 36,7 0,1 A 35,2 0,8 A 34,5 5,3 A
IRF1 20,8 0,1 A 20,8 0,2 A 20,2 1,5 A
LEP 33,2 0,0 A 31,2 0,4 A 30,7 4,1 A
LEPR 28,0 0,5 A 27,6 1,5 A 27,4 1,6 A
STATI1 20,2 0,1 A 21,0 0,4 A 20,6 0,0 A
STAT4 23,9 0,4 A 24.5 0,5 A 253 0,1 A
SOCS1 28,1 0,4 A 26,9 1,2 A 274 22 A
SOCS2 21,4 0,1 A 20,7 1,4 A 22,6 1,3 A
1L4 31,0 0,0 A 31,1 0,7 A 31,9 1,3 A
IL5 31,0 0,2 A 32,1 0,5 A 32,3 0,4 A
IL13 30,3 0,3 A 30,0 0,3 A 31,0 0,2 A
STAT6 26,7 0,7 A 26,6 0,9 A 25,8 1,8 A
SOCS3 294 0,0 A 29,6 0,8 A 30,2 0,3 A
INDO 22,8 0,8 A 21,8 1,7 A 21,9 1,0 A
NOS2A 35,6 1,1 A 36,0 1,2 A 36,1 0,5 A
ARGI1 28,2 0,2 A 27,5 2,9 A 26,5 1,9 A
SLCI11A1 31,6 0,7 A 33,0 1,3 A 30,5 0,8 A
SLCI11A2 24,6 0,2 A 25,2 0,6 A 26,1 0,7 A
IGM 24,8 0,3 A 25,0 0,2 A 25,7 0,0 A
1GG 22,5 0,3 A 22,8 1,2 A 23,7 0,5 A
IGA 22,9 1,5 A 23,2 0,1 A 25,1 0,9 A
CD3E 18,1 0,0 B 17,9 0,4 B 19,2 0,2 A
CD19 30,2 0,2 B 30,3 0,0 B 31,2 0,0 A
CD69 21,0 0,3 A 21,4 0,5 A 21,3 0,6 A
L2 28,5 0,1 B 29,3 0,8 AB 31,0 0,2 B
IL2RA 25,0 0,2 A 25,7 0,7 A 26,2 0,1 A
IL10 30,9 0,5 AB 31,8 0,8 A 29,5 0,2 B
TGFB1 25,2 0,2 B 25,8 0,4 AB 26,3 0,1 A
TGFB2 25,0 0,2 A 25,5 0,4 A 25,9 0,3 A
TGFB3 29,3 0,1 C 29,6 0,0 B 30,3 0,0 A
CSF2 29,1 0,6 A 28,5 1,0 A 28,8 2,0 A
MHC2TA 22,7 0,4 A 23,5 0,6 A 234 03 A

! DPI - dias p6s-infecgdo, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenga estatistica
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Tabela4.1.12 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de linfonodo ileo-colico dos
suinos do EXP I. Valores médios de Ct e respectivos desvios padrdes (DP) nos
grupos controle e infectados de acordo com o dia apds a infecgcdo com 7. gondii .
Diferenca estatistica (Estat.) segundo o teste de Tukey-Kramer (a0 = 0,05) -
Beltsville — 2003

Gene Controle 2DPI! 4DPI
Média DP Estat.? Média DP Estat. Média DP Estat.

RPL32 15,4 0,2 A 15,3 0,1 A 15,4 0,2 A
IFNA 28,4 1,0 A 28,6 0,2 A 28,0 1,0 A
IL1IB 28.5 0,1 A 27,9 0,2 A 24,0 2,8 A
IL6 253 0,2 A 249 0,2 A 22,9 1,9 A
TNF 27,0 0,0 A 259 0,4 AB 24,7 0,5 B
IFNG 239 0,1 A 23,6 0,2 A 20,9 2,6 A
IL12B 25,7 1,0 A 25,7 0,0 A 26,2 1,4 A
IL12RB2 31,4 0,4 A 30,0 29 A 28,5 2,9 A
IL15 28,3 0,9 A 27,9 0,4 A 26,0 0,9 A
IL18 19,7 04 A 19,7 0,6 A 19,7 0,4 A
IL23A 36,4 0,0 AB 37,1 0,2 A 34,1 1,2 B
IRF1 20,6 0,3 A 19,8 04 AB 19,3 04 B
STAT1 19,3 0,1 A 18,9 0,3 AB 18,0 0,5 B
SOCSI1 28,6 0,5 A 27,9 0,4 A 25,7 1,3 A
L4 30,9 1,1 A 30,7 0,5 A 30,1 2,1 A
IL5 29,2 0,1 A 29,3 0,5 A 29,7 0,7 A
IL13 30,1 0,1 A 294 04 A 29,0 2,7 A
SOCS3 29,1 0,1 A 27,1 1,3 AB 26,5 0,3 B
INDO 22,1 0,0 A 22,0 0,2 A 19,0 1,5 A
NOS2A 34,5 0,1 A 333 2,8 A 32,7 1,0 A
SLCI1A1 34,8 0,4 A 34,0 1,0 A 27,9 2.4 B
IL10 26,8 0,4 A 259 0,1 AB 24.6 0,9 B
TGFBI1 242 0,1 A 23,6 0,6 A 23,2 0,8 A
TGFB3 299 0,5 A 27,4 2,6 A 27,3 1,4 A

! DPI - dias pos-infecg@o, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenga estatistica
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Tabela 4.1.13 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de jejuno dos suinos do EXP I.
Valores médios de Ct e respectivos desvios padrdes (DP) nos grupos controle e
infectados de acordo com o dia apos a infeccdo com 7. gondii. Diferenca
estatistica (Estat.) segundo o teste de Tukey-Kramer (o = 0,05) - Beltsville —

2003
Gene Controle 2DPI! 4DPI
Média DP Estat.? Média DP Estat. Média DP Estat.

RPL32 16,2 0,1 A 16,1 0,4 A 15,6 0,1 A
IFNA 29,3 0,6 A 293 0,8 A 28,6 1,4 A
IL1B 27,0 0,0 A 25,8 0,4 AB 24,1 1,4 B
1IL6 30,2 0,1 A 27,5 1,2 AB 26,0 0,8 B
TNF 29,9 0,6 A 28,3 0,5 AB 26,8 1,5 B
IFNG 24.8 0,5 A 22,9 1,1 A 20,7 0,6 B
IL12B 29,6 0,1 A 28,6 0,6 A 28,6 0,5 A
IL12RB2 31,9 0,3 A 31,5 0,4 A 30,6 1,0 A
IL15 27,4 0,2 A 27,0 0,5 A 25,6 0,2 B
IL18 20,9 0,0 A 21,3 0,4 A 21,4 0,2 A
IL23A 38,6 0,3 A 36,8 0,6 A 349 2,2 A
IRF1 20,8 0,1 A 18,9 0,9 B 18,1 0,2 B
STATI 20,1 0,1 A 18,7 0,8 AB 17,8 0,3 B
SOCS1 29,2 0,1 A 26,9 1,6 AB 24.5 1,3 B
L4 32,1 1,0 A 29,6 1,9 A 28,7 1,0 A
IL5 28,3 0,3 A 28,6 1,0 A 29,6 0,1 A
IL13 31,7 0,3 A 29,1 3,6 A 27,9 1,0 A
SOCS3 31,5 0,6 A 29,3 1,0 AB 27,3 1,0 B
INDO 27,3 1,1 A 24,7 0,6 B 20,3 0,8 C
NOS2A 33,8 0,6 A 29,5 2,0 B 26,3 1,1 B
SLC11A1 35,0 0,6 A 32,9 0,5 B 27,5 0,7 C
IL10 29,8 0,4 A 27,4 1,0 B 26,1 0,5 B
TGFB1 26,4 0,6 A 25,6 0,6 A 24,8 0,7 A
TGFB3 30,1 0,1 A 29,1 0,2 B 28,1 0.4 C

! DPI - dias pos-infecgdo, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica
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Tabela4.1.14 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de ileo dos suinos do EXP I
Valores médios de Ct e respectivos desvios padroes (DP) nos grupos controle e
infectados de acordo com o dia apds a infec¢do com 7. gondii. Diferenga estatistica
(Estat.) segundo o teste de Tukey-Kramer (a = 0,05) - Beltsville — 2003

Gene Controle 2DPI 4DPI
Média DP Estat.? Média DP Estat. Média DP Estat.

RPL32 15,7 0,4 A 16,2 0,5 A 15,6 0,3 A
IFNA 28,4 0,3 A 27,8 1,4 A 28,4 0,6 A
IL1B 26,1 0,0 A 25,5 1,1 A 23,7 1,9 A
IL6 26,8 0,8 A 25,6 1,6 A 23,7 1,6 A
TNF 27,7 0,4 A 26,9 1,1 A 25,9 0,9 A
IFNG 24,2 0,1 A 23,4 0,2 AB 21,6 1,2 B
IL12B 27,7 0,6 A 28,1 0,5 A 27,6 0,7 A
IL12RB2 31,6 0,4 A 30,4 2,2 A 30,6 0,7 A
IL15 28,1 1,6 A 28,7 3,0 A 26,1 2,0 A
IL18 20,9 0,2 A 20,9 0,7 A 20,1 0,3 A
IL23A 36,2 0,1 A 36,1 23 A 34,6 2,2 A
IRF1 20,3 0,0 A 20,5 0,3 A 18,5 0,4 B
STATI1 19,1 0,1 A 19,2 0,5 A 17,7 0,4 B
SOCSI1 27,7 0,0 A 27,1 1,2 A 24,7 1,4 A
1LA4 31,5 1,1 A 31,2 1,2 A 29,6 1,4 A
1L5 29,0 0,4 A 28,5 1,2 A 29,3 0,3 A
1L13 32,1 0,0 A 28,6 4.4 A 28,8 1,6 A
SOCS3 29,6 0,3 A 28,7 0,6 AB 27,0 1,1 B
INDO 23,5 0,2 A 24,0 0,7 A 19,6 1,5 B
NOS2A 31,0 0,9 A 30,1 0,7 AB 27,7 1,1 B
SLC11A1 34,1 0,4 A 334 1,2 A 27,7 1,9 B
1IL10 27,0 0,4 A 26,7 0,5 A 25,4 0,7 A
TGFB1 24,8 1,1 A 23,4 2,7 A 24,1 1,1 A
TGFB3 29,1 0,3 A 293 0,4 A 27,5 1,2 A

! DPI - dias pos-infecg@o, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica
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Figura4.1.1 - Efeito da infecgio pelo T. gondii na expressio génica no linfonodo mesentérico (LN M), no linfonodo
hepato-esplénico (LN HS), nas células mononucleares do sangue periférico (CMSP), no figado, no bago e
no timo de suinos mensurado pela Real-Time RT-PCR. Aumento ou diminuigdo da expressdo de mRNA
nos grupos infectados em relagéo ao controle ndo-infectado - Beltsville - 2003
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Figura 4.1.2 - Efeito da infecgdo pelo T. gondii na expressdo génica no linfonodo ileo-célico (LN IC),
no jejuno e no ileo de suinos mensurado pela Real-Time RT-PCR. Aumento ou diminuigdo

da expressio de mRNA nos grupos infectados em relagdo ao controle ndo-infectado
- Beltsville - 2003
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Tabela 4.1.15 - Variagdo da expressdo génica em suinos ap6s infecgdo pelo 7. gondii mensurado pela Real-Time RT-PCR.
Aumento (valores positivos) ou diminui¢do (valores negativos) da expressdo de mRNA nos linfonodos
mesentérico (LN M), hepato-esplénico (LN HS) e células mononucleares do sangue periférico (CMSP) dos
grupos infectados em relag@o ao controle nao-infectado — Beltsville - 2003

Gene LNM LN HS CMSP

CX2 CX4 CX7 CXl14 CX2 CX4 CX7 CXl14 CX2 CX4 CX7 CXl14
RPL13A 23 25 1,9 1,9 0,0 0,0 0,0 1,5 1,7 0,0 1,8 0,0
RPL32 -1,6 0,0 0,0 -2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -2,1 0,0 0,0
IFNA 2,6 1,8 1,6 -1,7 -1,8 0,0 -1,5 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0
IL1B 22,1 32,7 0,0 9,5 0,0 1,7 -51 -4, 2,5 0,0 2,9 0,0
IL6 11,6 6,5 1,5 8,0 0,0 2,8 0,0 1,7 2,3 5,7 34 1,7
ORMI1 39 12,0 2,1 0,0 2,3 13,8 -16,6 -17,8 0,0 0,0 2,0 1,9
TNF 0,0 4,0 0,0 -1,8 1,6 33 1,5 1,9 0,0 0,0 2,0 1,5
TNFRSF1A 25 24 0,0 1,9 0,0 1,9 0,0 0,0 2,1 0,0 2,6 0,0
TLR2 1,6 0,0 1,6 2,2 0,0 1,5 0,0 0,0 2,6 0,0 2,8 0,0
TLR4 0,0 -1,7 -1,7 0,0 0,0 L8 -2,1 -1,6 1,9 1,5 2,4 0,0
IFNG 18,1 17,7 2,7 8,8 0,0 3,5 2,0 2,5 0,0 0,0 1,7 1,7
IL12A 5,4 0,0 3,0 3,2 0,0 2,2 0,0 2,1 1,6 -1,6 1,7 0,0
IL12B 0,0 -11,6 0,0 0,0 0,0 -51 0,0 0,0 1,5 0,0 5,6 0,0
IL12RB2 2,0 3,0 1,8 10,2 0,0 2,3 1,5 3,1 0,0 0,0 33 0,0
IL15 9,6 0,0 0,0 3,9 1,5 10,7 2,1 2,8 1,9 1,6 3,9 1,6
IL18 -4 -1,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,7 0,0 1,9 0,0
IL23A -1,8 24,0 1,7 1,9 1,6 4,1 0,0 0,0 0,0 0,0 1,8 0,0
IRF1 1,9 472 1,9 0,0 0,0 2,9 1,6 2,3 0,0 0,0 0,0 0,0
LEP 1,8 -11,1 0,0 -57 00 -1,7 2,5 -72 24 49 2,1 -49
LEPR 40 -3,7 0,0 48 0,0 0,0 0,0 -2,0 -1,9 45 43 35
STATI1 4,2 0,0 1,6 2,3 1,9 5,1 1,8 2,8 2,8 0,0 3,0 0,0
STAT4 2,1 23 1,5 0,0 -1,6 0,0 0,0 1,7 1,9 0,0 1,6 0,0
SOCS1 4,7 26,6 0,0 0,0 1,9 9,1 1,6 1,6 -1,6 2,5 0,0 -32
SOCS2 0,0 3,0 1,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,6 41 23 -46
14 7,5 0,0 0,0 2,8 0,0 1,4 1,6 2,5 -1,9 2.2 1,8 0,0
IL5 4,6 35 1,9 1,6 0,0 0,0 1,9 2,3 0,0 -2,0 1,5 0,0
IL13 6,1 30 -1,6 2,1 2,1 0,0 -6,1 0,0 XX XX XX XX
STAT6 0,0 4,0 3,0 0,0 0,0 2,2 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0 -1,5
SOCS3 9,2 34 1,9 0,0 1,6 4,6 1,2 1,7 42 1,9 3,4 2,5
INDO 1,8 16,8 0,0 0,0 0,0 6,1 0,0 1,6 0,0 -1,9 0,0 -14,2
NOS2A 2,1 2,0 2,2 1,5 0,0 3,0 2,5 2,9 0,0 0,0 2,1 0,0
ARG1 -3,5 203,2 0,0 53 2,5 10,8 -32 24 -42 0,0 0,0 0,0
SLCI11A1 30,2 230,7 6,7 2009 0,0 9,6 1,5 43 2,4 472 5,9 2,0
SLC11A2 0,0 0,0 0,0 3,6 0,0 0,0 1,6 1,7 1,6 1,5 2,5 3,7
IGM 1,8 1,6 2,4 3,2 0,0 1,6 0,0 2,5 2,5 0,0 1,6 0,0
IGG 0,0 -27 0,0 139 0,0 1,6 0,0 6,7 2,8 0,0 2,4 0,0
IGA 3,2 0,0 2,5 1,5 -1,9 0,0 -34 -17 32 0,0 2,2 0,0
CD3E 0,0 -2,1 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5 1,8 0,0 -1,8 0,0 1,5
CD19 2,1 34 1,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,6 0,0 2,2 0,0
CD69 1,8 -2,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,7 2,2 0,0 1,9 1,9
1.2 3,1 -38 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 2,9 0,0 2,1 2,1
IL2R 2,3 0,0 2,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,8 0,0 1,8 0,0
IL10 5,5 2,8 2,4 2,8 2,3 9,6 0,0 2,1 1,6 0,0 2,8 1,8
TGFBI1 2,4 0,0 3,0 1,8 0,0 0,0 0,0 2,3 2,1 0,0 2,7 0,0
TGFB2 9,1 29 -11,1 -9,0 0,0 0,0 0,0 -2,0 0,0 1,6 6,5 2,4
TGFB3 0,0 1,5 0,0 9,2 0,0 1,5 0,0 0,0 1,7 1,7 3,1 1,5
CSF2 1,6 4,9 0,0 0,0 0,0 0,0 -2,1 0,0 -1,9 3,6 -34 -3,6
MHC2TA 2,2 0,0 0,0 2,4 0,0 1,8 0,0 1,7 2,6 1,9 2,8 0,0

xx = ndo detectado



Tabela 4.1.16 - Variagdo da expressdo génica em suinos apos infeccéo pelo 7. gondii mensurado 94
pela Real-Time RT-PCR. Aumento (valores positivos) ou diminuigdo (valores
negativos) da expressdo de mRNA em amostras de figado, bago e timo dos grupos
infectados em relagdo ao controle ndo-infectado — Beltsville - 2003

Figado Baco Timo
Gene

CX2 CX4 CX2 CX4 CX2 CX4
RPL13A 0,0 1,6 0,0 1,6 -1,6 3,1
RPL32 1,7 0,0 0,0 0,0 2,1 0,0
IFNA 2,1 25,0 2,1 250 1,5 0,0
IL1B 2,6 4,6 0,0 2,4 0,0 0,0
IL6 -4,6 0,0 -1,6 0,0 -1,6 22
ORM1 0,0 -1,2 0,0 2,1 0,0 0,0
TNF 4,3 7,8 1,6 0,0 33 2,8
TNFRSF1A 34 16,7 1,1 3,5 -1,7  -1,8
TLR2 2,2 5,9 1,6 4,5 -1,6 0,0
TLR4 -2,0 2,3 0,0 1,7 -2,2 0,0
IFNG 75 23,1 1,7 5,7 0,0 0,0
IL12A -1,6 3,0 1,6 2,9 -1,5 0,0
IL12B -7,6 0,0 2,0 -2,6 0,0 -3,0
IL12RB2 0,0 53 0,0 5,3 0,0 0,0
IL15 -2,2 1,8 -3,0 2,8 0,0 -2,2
IL18 0,0 3,1 -3,8 0,0 1,5 0,0
IL23A 2,3 8,6 -2,6 0,0 2,8 4,8
IRF1 74 227 1,8 2,6 0,0 0,0
LEP 5,7 7,8 2,7 -1,6 3,9 5,6
LEPR 33 3,6 2,2 -1,6 0,0 0,0
STATI1 9,9 36,1 49 15,1 -1,8 0,0
STAT4 2,2 5,1 0,0 3,9 -1,6 2,7
SOCS1 2,7 11,1 0,0 1,5 2,2 1,6
SOCS2 3,1 2,0 23 20 1,6 22
L4 1,6 7,0 -1,8 0,0 0,0 -1,9
ILS -59 47 -2,0 0,0 2,1 24
IL13 3,6 0,0 -2,1 0,0 0,0 -1,7
STAT6 0,0 2,5 -1,8 0,0 0,0 1,8
SOCS3 72 39,1 2,7 4,4 0,0 -1,7
INDO 40,0 430,3 2,5 295 2,0 1,9
NOS2A -3,2 0,0 -4,8 0,0 0,0 0,0
ARGl 3,8 153 -11,1 - -3,6 1,6 3,1
SLC11Al 2,6 243 -8,5 1,8 -2,5 2,2
SLC11A2 2,7 1,8 -3,4 0,0 1,9 0,0
IGM 2,2 5,8 0,0 32 0,0 -1,9
IGG -7,0 2,0 -2,1 2,0 0,0 -24
IGA 3,6 23 2,0 2,1 0,0 -45
CD3E -1,6 0,0 -2,9 0,0 0,0 -2,2
CD19 -1,8 0,0 -1,8 2,1 0,0 -2,1
CD69 0,0 0,0 0,0 1,9 0,0 0,0
L2 2,9 -1,6 3,3 27 -1,8 6,0
IL2RA 4,1 142 0,0 0,0 -1,6 23
IL10 17,5 41,2 0,0 5,9 -1,9 2,6
TGFBI1 1,6 3,0 -1,5 1,9 -1,6 23
TGFB2 3,1 -1,7 33 25 0,0 -1,8
TGFB3 -3,2 0,0 -3,4 0,0 0,0 -2,0
CSF2 3,5 5,6 4,0 25 1,6 0,0

MHC2TA -1,5 4,9 0,0 0,0 -1,8  -1,6




Tabela 4.1.17 - Variagdo da expressdo génica em suinos apos infecgdo pelo 7. gondii
mensurado pela Real-Time RT-PCR. Aumento (valores positivos) ou
diminuicao (valores negativos) da expressao de mRNA no linfonodo ileo-
colico (LN IC), no jejuno e no ileo dos grupos infectados em relagdo ao
controle ndo-infectado — Beltsville - 2003

LN IC Jejuno ileo
CX2 CX4 CX2 CX4 CX2 CX4
RPL32A 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Gene

IFNAL 0,0 00 00 1,6 1,5 00
ILIB 1,5 219 22 15 1,5 54
IL6 0,0 50 63 18,1 22 85
TNF 2,1 50 30 88 1,7 36
IFNG 00 79 35 162 1,7 59
ILI12B 0,0 00 1,9 2,0 0,0 00
ILI2RB2 2,6 72 00 24 22 20
IL15 00 49 00 34  -1,5 40
IL18 0,0 00 0,0 00 00 1,7
IL23A 16 55 3,6 133 0,0 3,0
IRF1 1,7 25 3.6 65 0,0 3.6
STATI 00 25 26 49 00 26
SOCS1 1.6 70 50 26,6 1,5 78
L4 00 1,7 57 103 0,0 3.6
ILS 0,0 00 00 -2,5 00 00
IL13 1,6 21 59 142 11,6 96
SOCS3 41 59 45 173 1,9 62
INDO 0,0 88 6,2 130,7 0,0 14,0

NOS2A 23 34 202 1769 1,8 95
SLCI11Al 1,7 1127 42 1769 1,5 79,7
IL10 1,9 43 53 12,7 0,0 29
TGFBI 00 19 1.8 3,0 25 15
TGFB3 57 59 1,9 38 0,0 3,0
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4.2 EXPERIMENTO II

4.2.1 Pesquisa de Anticorpos Anti-7. gondii

Todos os animais apresentavam-se soronegativos antes da inoculagdo de 7. gondii. A
prova de MAT ndo detectou anticorpos especificos nos animais dos grupos Controle, 2DPI e
4DPI. Duas amostras de soro do grupo 7DPI apresentaram reac¢do a diluicao 1:40 e um a 1:80.

Todos suinos do 14DPI foram reagentes a diluicao 1:80.

4.2.2 Perfil Hepatico

A tabela 4.2.1 apresenta os valores de aspartato aminotransferase (AST), alanino
aminotransferase (ALT), gamaglutamil transferase (GGT), bilirrubinas totais (TBILI), bilirrubina
direta (DBILI), fosfatase alcalina (ALP), proteinas totais (PT), globulinas (GLOB), albumina
(ALB) e a propor¢ao albumina/globulina (A/G) no soro dos animais experimentais.

Elevacdo dos valores de AST séricos sdo observados nos suinos do 7DPI, sem diferenca

estatistica significante (Grafico 4.2.1).
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Tabela4.2.1 - Média e desvio-padrio (DP) dos valores de aspartato aminotransferase (AST), alanino
aminotransferase (ALT), gamaglutamil transferase (GGT), bilirrubinas totais (TBILI), bilirrubina
direta (DBILI), fosfatase alcalina (ALP), proteinas totais (PT), globulinas (GLOB), albumina (ALB)
e propor¢do albumina/globulina (A/G) em amostras de soro de suinos infectados com 7. gondii e
controles ndo infectados. Diferenca estatistica (Estat.) segundo teste de Tukey-Kramer (a=0,05) -
Beltsville - 2003

Determinagdo Controle 2DPI! 4DPI 7DPI 14DPI

sérica Média DP Estat.? Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat.

AST (U/l) 443 31,7 A 383 9,0 A 437 49 A 1553 121,66 A 66,7 40 A

ALT (U/) 303 59 AB 377 57 A 290 3,0 AB 21,7 96 B 23,7 3,5 AB

GGT (U 37,0 16,7 A 39,3 162 A 31,0 6,0 A 22,0 1,0 A 26,7 85 A

TBILI (mg/dl) 02 0,1 A 02 0,1 A 02 0,1 A 02 00 A 02 0,1 A

DBILI (mg/dl) 02 0,1 A 0,1 0,1 A 02 0,1 A 0,1 0,1 A 0,1 0,1 A

ALP (U/l) 1933 786 A 230,0 950 A  150,0 40,7 A 63,7 176 A 89,7 422 A

PT (g/dl) 60 06 A 56 05 A 62 05 A 6,1 04 A 62 09 A

GLOB (g/dl) 28 0,7 B 2,5 03 B 34 0,5 AB 36 02 AB 41 03 A

ALB (g/dl) 33 02 A 31 03 A 28 0,1 AB 25 02 AB 21 07 B

A/G 13 04 A 13 01 A 09 0,1 AB 0,7 00 AB 05 02 B

! DPI - dias pos-infecg@o, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica
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Grafico 4.2.1 — Variacao dos niveis de aspartato aminotransferase (AST) sérico em suinos dos

grupos Controle e infectados pelo 7. gondii — Beltsville — 2003
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4.2.3 Determinacao de IFN-y

A determinagdo de IFN-y no sobrenadante das culturas de células e das amostras de soro
foram realizadas pelo método de ELISA. As curvas padrdo apresentaram variacao nos limiares de
deteccdo de uma leitura para a outra.

Desta maneira, o limiar de deteccdo foi de 2,5 ng IFN-y/ml para as amostras do

sobrenadante das células do LN HS e 7,5 ng/ml para as amostras de CMSP ¢ LN M.

4.2.3.1 IFN-y Sérico

Nao foi possivel determinar a quantidade de IFN-y das amostras de soro, pois

apresentaram valores abaixo do limite de deteccao do teste.

4.2.3.2 Produgao de IFN-y

Células dos LN M e LN HS produziram quantidades significativamente (o=0,05) maiores
de IFN-y que as CMSP no 7DPI. Esta diferenca na produgdo de IFN-y foi somente observada no

7DPI (Grafico 4.2.2).
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Grafico 4.2.2 - Produgdo de IFN-y por células mononucleares do sangue periférico (CMSP),
células do linfonodo mesentérico (LN M) e do linfonodo hepato-esplénico (LN
HS) de suinos dos grupos controle e infectados pelo 7. gondii durante cultivo em
ConA por 24 horas medida pelo método de ELISA - Beltsville — 2003

4.2.4 Determinacido de Haptoglobina

Foi observado um aumento significante (a=0,05) dos niveis de haptoglobina sérica nos
animais dos grupos 4DPI, 7DPI e 14DPI em relacdo ao grupo Controle (Grafico 4.2.3). Os
valores detectados nos grupos 7DPI e 14DPI apresentam-se acima do limite de deteccao do teste.
Devido a falta de reagente para realiza¢do de diluigdes para determinagdo da concentracao real
destas amostras, os valores de haptoglobina dos grupos 7DPI e 14DPI foram indicados como

>10mg/dl.
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Grafico 4.2.3 - Niveis de haptoglobina em suinos dos grupos controle e infectados pelo 7. gondii
medido por método colorimétrico. Letras distintas entre grupos experimentais
indicam diferenca estatistica significante (a=0,05) - Beltsville - 2003

4.2.5 Hemograma

A tabela 4.2.2 apresenta os resultados do hemograma dos animais experimentais. Nao
foram observadas alteragdes significantes nas contagens do numero total de leucocitos (Leu),
numero total (T) e relativo (%) de neutréfilos (Ne), linfocitos (Li), monécitos (Mo), eosindfilos
(Eo), basofilos (Ba), nimero total de eritrocitos (He), concentracao de hemoglobina (Hb), volume
globular (Hct), volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH) e

concentra¢do hemoglobinica corpuscular média (MCHC).
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Tabela 4.2.2 - Média e desvio-padrio (DP) da contagem do niimero total de leucécitos (Leu), numero total (T) e
relativo (%) de neutrofilos (Ne), linfocitos (Li), mondcitos (Mo), Eosinofilos (Eo), basofilos (Ba),
numero total de eritrocitos (He), concentragdo de hemoglobina (Hb), volume globular (Hct), volume
corpuscular médio (MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH) e concentragdo hemoglobinica
corpuscular média (MCHC) em suinos infectados com 7. gondii e controle nio-infectado. Diferenca
entre os grupos experimentais (Estat.) segundo teste de Tukey-Kramer, 0=0,05 - Beltsville - 2003

Valores do Controle 2DPI' 4DPI 7DPI 14DPI
hemograma Média DP Estat.> Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat.
Leu (103/ml) 17,7 3,0 AB 10,9 2,1 AB 15,5 5,0 AB 12,1 5,1 B 249 58 A

Ne T 72 2,6 A 55 1,1 A 99 47 A 48 08 A 11,1 4,0 A
% 403 10,0 A 50,5 0,6 A 62,5 146 A 441 173 A 438 54 A

Li T 9,3 2,1 AB 49 0,7 AB 45 28 B 54 3,0 AB 11,9 24 A
% 529108 A 453 2,0 A 30,3 156 A 42,0 13,0 A 484 48 A

Mo T 0,5 0,1 A 03 0,1 A 03 0,1 A 06 05 A 0,8 0,2 A
% 28 0,1 A 2,8 0,0 A 1,7 0,1 A 41 2,1 A 32 05 A

Eo T 07 03 A 02 02 A 0,7 02 A 12 1,1 A 09 1,0 A
% 38 08 A 1,3 1,3 A 51 2,0 A 84 57 A 40 48 A

Ba T 0,0 0,0 A 0,0 0,0 A 0,1 0,1 A 02 03 A 0,1 0,1 A
% 0,2 02 A 0,1 0,1 A 04 04 A 5 14 A 0,6 05 A

He (106/m1) 6,6 1,0 A 94 04 A 76 14 A 74 1,0 A 6,7 04 A
Hb (g/dl) 11,6 05 A 11,2 0,7 A 11,3 12 A 10,7 0,3 A 96 1,1 A
Het (%) 33,1 2,1 B 432 0,6 A 383 45 AB 350 34 AB 335 2,7 B
MCV (1) 51,0 45 A 46,2 28 A 50,6 33 A 477 22 A 497 19 A
MCH (pg) 179 2,0 A 120 1,3 A 151 2,1 A 147 21 A 143 1,6 A

MCHC (g/dl) 350 09 A 260 12 B 297 27 AB 306 31 AB 286 25

! DPI - dias pds-infecgdo, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica

>
os)
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4.2.6 Expressao Génica

No EXP II foram testados cinco amostras de tecidos diferentes: LN M, LN HS, figado,
jejuno e ileo. Foram avaliados 48 genes, 30 genes previamente testados no EXP I e incorporados
18 novos genes:

As amostras de jejuno foram testadas separadamente e possuem um painel distinto de
genes.

Os genes MYDS88, ICSBP1, TBX21, CD28 ¢ TNFRSF6 foram avaliadas no LN M, LN
HS, figado e ileo, mas ndo no jejuno.

Os genes IL8, CCLS, CCL2, STATA4, ILS foram avaliados no jejuno, mas nao no LN M,
LN HS, figado e ileo.

O gene IL23A foi testado em todas as amostras de tecido, mas somente as amostras de
jejuno apresentaram resultados positivos.

As tabelas 4.2.3 a 4.2.7 mostram os valores médios de Ct, respectivos desvios padroes e a
diferenca estatistica entre grupos experimentais pelo teste de Tukey-Kramer (a=0,05).

A figura 4.2.1 ilustra o aumento ou a diminui¢cdo da expressao de mRNA nos diferentes
tecidos pela Real-Time RT-PCR.

As tabelas 4.2.8 e 4.2.9 referem-se a figura 4.2.1 e mostram a variagdo da expressao de
mRNA em valores numéricos, permitindo a observacao da magnitude da resposta de forma mais

pormenorizada.



Tabela4.2.3 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de linfonodo mesentérico dos suinos do EXP IL
Valores médios de Ct e respectivos desvios padroes (DP) nos grupos controle e infectados de acordo
com o dia apds a infeccdo com 7. gondii. Diferenca estatistica (Estat.) segundo o teste de Tukey-
Kramer (o = 0,05) - Beltsville — 2003

Gene Controle 2DPI! 4DPI1 7DPI 14DPI
Média DP Estat? Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat
RPL32 16,6 04 A 17,0 02 A 16,8 0,1 A 17,0 03 A 173 05 A
IFNA 292 40 A 30,3 0,5 A 30,7 02 A 292 27 A 309 1,3 A
IL1B 28,7 0,7 A 26,7 1,3 AB 244 30 B 243 03 B 285 1,0 A
IL6 25,6 0,7 A 244 0,1 AB 23,1 16 B 23,8 0,3 AB 26,0 08 A
TNF 273 0,6 A 273 02 A 269 0,6 A 27,0 0,8 A 284 08 A
TLR2 23,1 04 A 233 0,7 A 224 0,7 A 22,1 0,1 A 234 05 A
TLR4 23,1 03 AB 239 02 A 222 0,7 B 209 0,1 C 228 05 B
CRP 320 1,1 A 32,5 1,0 A 31,8 0,7 A 31,0 09 A 32,5 02 A
MYDS88 21,6 0,5 A 21,6 0,3 A 21,1 03 A 208 05 A 21,9 04 A
FCGR3A 18,7 0,3 A 18,8 04 A 185 03 A 17,6 0,2 B 184 0,3 AB
IFNG 254 1,0 A 22,77 0,9 BC 214 1,1 C 222 10 C 247 0,5 AB
TFNGR 214 0,6 A 21,9 0,7 A 214 03 A 20,9 03 A 21,5 0,6 A
IL12A 302 1,6 A 31,3 0,0 A 30,5 0,7 A 295 1,6 A 32,1 09 A
1IL12B 259 1,0 B 26,7 0,4 AB 27,8 0,6 AB 28,7 1,5 A 27,5 1,1 AB
IL12RB2 31,3 2,7 A 32,8 0,6 A 31,7 09 A 286 29 A 31,5 0,6 A
IL15 30,3 1,3 AB 29,8 2,0 AB 28,5 0,8 AB 279 26 B 324 1,1 A
IL18 20,7 04 A 21,6 1,1 A 20,7 0,5 A 20,6 04 A 21,6 0,8
IL18R 242 0,5 A 242 04 A 243 02 A 238 0,5 A 23,8 09 A
1L23A XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX
IRF1 20,1 0,5 A 192 04 AB 189 0,1 B 19,5 0,8 AB 203 04 A
HLX1 29,7 05 A 298 02 A 298 0,7 A 294 02 A 304 0,8 A
ICSBP1 27,0 0,5 A 27,5 0,1 A 274 0,6 A 262 19 A 27,1 08 A
TBX21 279 04 A 27,7 04 A 279 0,7 A 273 0,6 A 274 0,1 A
STATI 20,3 0,8 AB 19,0 0,5 AB 189 02 B 194 0,6 AB 20,5 0,5 A
L4 28,0 09 A 263 0,6 A 263 14 A 273 13 A 28,6 0,6 A
1L13 314 08 A 28,2 1,0 B 289 1,3 AB 320 1,6 A 31,5 1,0 AB
GATA3 23,1 05 A 23,7 05 A 239 03 A 23,5 09 A 239 06 A
INDO 226 08 A 22,0 0,7 AB 19,8 1,1 BC 19,1 14 C 229 09 A
NOS2A 33,7 0,6 A 341 0,1 A 33,7 0,6 A 30,0 1,9 B 334 1,1 A
ARGI1 355 1,6 A 348 2,0 AB 29,9 3,5 BC 26,5 05 C 34,1 2,6 AB
SLC11A1 356 09 A 334 1,2 AB 31,0 1,8 BC 272 14 C 326 19 AB
IGM 20,5 0,6 A 223 1,1 A 21,1 0,2 A 17,1 2,0 B 21,6 0,3 A
1GG 21,9 0,7 A 21,9 1,6 A 21,7 06 A 194 25 A 194 1,7 A
IGA 21,0 12 A 21,6 1,6 A 20,3 08 A 194 1,6 A 21,9 0,7 A
1L10 256 0,6 A 252 0,6 A 245 08 A 247 08 A 262 0,7 A
TGFB1 249 02 A 248 04 A 247 05 A 243 1,1 A 253 05 A
MHC2TA 21,6 0,2 AB 21,7 0,3 AB 21,3 0,1 B 21,9 0,6 AB 223 02 A
ICOS 21,0 0,6 A 21,6 0,5 A 209 02 A 21,5 12 A 21,8 0,6 A
CD3E 19,9 0,7 A 199 0,1 A 20,1 04 A 20,4 1,0 A 20,6 0,7 A
CD28 232 0,7 A 23,0 00 A 233 0,1 A 23,6 1,1 A 239 08 A
CD69 21,6 0,8 A 21,8 02 A 21,6 03 A 224 1,1 A 2277 1,0 A
CTLA4 249 05 A 250 0,7 A 240 0,7 A 235 14 A 252 03 A
TNFRSF5 20,7 0,6 A 21,1 0,8 A 204 0,6 A 204 08 A 21,6 0,6 A
TNFSF5 233 0,6 A 23,8 03 A 240 03 A 243 08 A 242 09 A
CD80 23,7 0,5 A 239 0,6 A 240 0,1 A 242 05 A 246 0,6 A
CD86 21,5 0,6 A 21,6 0,3 A 21,7 09 A 21,3 04 A 224 0,5 A
TNFRSF6 229 0,7 A 232 02 A 232 05 A 233 0,7 A 233 05 A
CASP1 228 1,1 A 224 02 AB 21,8 0,6 AB 209 0,7 B 229 04 A

! DPI - dias pos-infecgdo, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica, xx = néo detectado
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Tabela 4.2.4 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de linfonodo hepato-esplénico dos suinos do EXP 1L
Valores médios de Ct e respectivos desvios padrdes (DP) nos grupos controle e infectados de acordo
com o dia ap6s a infeccdo com T. gondii. Diferenga estatistica (Estat.) segundo o teste de Tukey-
Kramer (o = 0,05) - Beltsville — 2003

Gene Controle 2DPI! 4DPI 7DPI 14DPI
Média DP Estat.? Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat.
RPL32 16,5 02 A 16,6 0,5 A 17,0 0,5 A 16,3 03 A 16,5 0,5 A
IFNA 28,5 25 A 29,5 10 A 294 05 A 31,3 0,7 A 299 02 A
IL1B 27,1 04 AB 27,7 0,6 AB 273 09 AB 254 13 B 28,7 1,0 A
IL6 25,6 0,5 A 253 05 A 252 09 A 241 0,8 A 254 0,6 A
TNF 274 05 A 273 04 A 272 08 A 26,5 0,7 A 27,5 0,6 A
TLR2 22,5 04 A 22,6 04 A 22,7 0,7 A 21,8 0,7 A 22,7 0,8 A
TLR4 22,6 03 A 229 10 A 224 09 A 21,2 06 A 229 09 A
CRP 299 22 A 282 20 A 252 43 A 29,5 19 A 27,5 25 A
MYDS8S8 21,9 03 A 21,8 0,6 AB 21,7 0,8 AB 20,5 03 B 21,7 0,7 AB
FCGR3A 16,7 48 A 19,1 05 A 18,8 0,8 A 17,5 04 A 19,0 04 A
IFNG 25,6 0,1 A 26,1 04 A 252 12 A 22,0 09 B 247 0,7 A
IFNGR 21,0 0,1 A 21,0 03 A 21,3 0,7 A 20,8 03 A 21,1 0,8 A
IL12A 30,1 13 A 30,7 0,2 A 30,7 0,5 A 29,8 0,1 A 303 1,1 A
IL12B 246 09 A 25,1 0,7 A 26,3 0,7 A 26,5 1,5 A 258 1,0 A
IL12RB2 274 7,7 A 319 08 A 314 1,0 A 292 0,6 A 31,3 0,1 A
IL15 31,5 0,6 A 31,1 22 A 30,1 04 A 289 02 A 292 1,1 A
IL18 20,8 04 A 20,6 0,5 A 20,6 1,0 A 20,1 02 A 20,7 03 A
IL18R 23,5 02 B 238 02 AB 245 0,6 A 225 05 C 23,7 03 AB
1L23A XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX
IRF1 20,2 02 A 19,9 09 AB 19,6 0,7 AB 18,7 03 B 20,1 0,6 AB
HLX1 289 03 A 28,6 0,7 A 28,7 0,8 A 28,7 0,5 A 29,0 0,2 A
ICSBP1 26,4 08 A 26,1 0,8 A 26,3 0,7 A 26,7 04 A 26,3 0,6 A
TBX21 279 06 A 27,6 0,7 A 27,7 1,0 A 254 02 B 26,8 0,1 AB
STATI 20,6 05 A 20,0 1,1 AB 19,3 0,6 AB 18,7 0,2 B 20,0 0,6 AB
1L4 28,7 0,6 A 29,1 0,6 A 28,5 1,8 A 26,6 1,3 A 28,6 0,6 A
IL13 31,3 0,7 A 30,6 0,8 A 312 1,5 A 31,8 1,7 A 31,8 13 A
GATA3 222 04 AB 22,6 04 AB 229 06 A 21,6 04 B 22,8 0,1 A
INDO 222 08 A 21,9 1,0 A 20,9 0,8 AB 18,9 09 B 21,5 0,7 A
NOS2A 342 05 A 33,7 12 A 340 0,7 A 3266 0,1 A 342 1,0 A
ARGI1 329 2,1 A 316 22 A 31,2 42 A 333 45 A 31,7 05 A
SLC11A1 348 0,7 A 349 1,7 A 31,5 0,6 B 28,1 12 C 333 1,0 AB
IGM 20,7 1,0 A 20,9 09 A 20,5 1,5 A 19,5 1,5 A 20,3 0,7 A
1GG 20,5 0,8 A 199 10 A 20,1 1,7 A 21,1 1,7 A 184 05 A
IGA 228 1,7 A 234 05 A 224 29 A 234 1,1 A 246 09 A
IL10 264 04 A 26,0 03 AB 248 14 AB 240 12 B 26,2 04 AB
TGFB1 255 19 A 247 1,5 A 242 1,7 A 244 02 A 252 02 A
MHC2TA 21,5 02 A 21,3 0,6 A 21,1 0,6 A 21,2 0,0 A 21,5 0,7 A
ICOS 21,6 0,8 A 22,0 05 A 21,8 09 A 20,3 0,8 A 21,0 0,6 A
CD3E 20,1 03 AB 20,5 04 A 20,7 0,6 A 192 04 B 20,2 03 AB
CD28 233 04 AB 23,7 0,5 AB 243 0,8 A 22,5 04 B 234 04 AB
CD69 21,8 04 A 220 05 A 220 04 A 21,6 0,5 A 21,8 0,8 A
CTLA4 255 02 A 255 03 A 255 08 A 229 12 B 25,1 0,7 A
TNFRSF5 20,8 0,5 A 20,7 0,5 A 21,0 0,6 A 19,8 02 A 20,8 0,5 A
TNFSF5 23,5 03 AB 236 03 A 24,1 04 A 22,7 02 B 234 04 AB
CD80 23,6 03 A 233 05 A 23,8 04 A 232 03 A 234 04 A
CD86 21,8 0,5 A 21,5 0,6 A 21,5 09 A 20,6 04 A 21,8 0,6 A
TNFRSF6 23,5 0,6 A 23,6 0,6 A 23,5 1,0 A 230 02 A 233 04 A
CASP1 23,1 0,6 A 229 0,7 A 223 09 AB 21,0 02 B 23,1 09 A

! DPI - dias pos-infeccdo, ? letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica, xx = ndo detectado



105

Tabela 4.2.5 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de figado dos suinos do EXP II. Valores médios de Ct
e respectivos desvios padroes (DP) nos grupos controle e infectados de acordo com o dia apds a
infec¢do com 7. gondii . Diferenca estatistica (Estat.) segundo o teste de Tukey-Kramer (o = 0,05) -
Beltsville — 2003

Gene Controle 2DPI! 4DPI 7DPI 14DPI1
Média DP  Estat.? Média DP  Estat. Média DP  Estat. Média DP  Estat. Média DP  Estat.
RPL32 182 04 A 17,5 03 A 17,7 04 A 17,9 04 A 182 04 A
IFNA 324 0,7 A 319 1,1 A 328 04 A 30,1 29 A 336 14 A
IL1B 29,7 0,5 A 29,0 0,2 AB 27,6 1,7 AB 26,5 12 B 294 09 A
1IL6 299 1,1 A 28,8 04 AB 27,7 0,7 B 274 1,1 B 294 0,3 AB
TNF 319 08 A 30,1 1,5 AB 29,7 04 B 29,0 0,6 B 30,8 0,6 AB
TLR2 25,6 03 A 2477 1,1 ABC 23,5 0,6 BC 23,0 08 C 254 1,1 AB
TLR4 253 04 A 249 08 A 23,1 04 B 229 05 B 248 0,7 A
CRP 20,0 1,6 A 192 1,2 AB 159 0,1 C 16,4 0,0 BC 184 1,6 ABC
MYDS8S8 240 05 A 232 0,2 AB 21,7 0,6 C 21,9 0,5 BC 23,6 0,7 A
FCGR3A 21,7 04 A 20,9 05 A 19,6 04 A 15,8 55 A 20,8 04 A
IFNG 299 0,8 A 289 2,0 A 28,0 05 A 2477 0,8 B 28,2 0,1 A
IFNGR 23,7 05 A 233 0,2 AB 224 0,6 B 224 06 B 239 04 A
IL12A 351 1,0 A 340 1,6 AB 329 0,1 AB 314 14 B 33,6 2,0 AB
IL12B 33,5 1,1 AB 334 1,2 AB 339 1,5 A 309 05 B 332 1,0 AB
IL12RB2 351 0,8 A 349 0,7 A 354 09 A 31,1 23 B 33,7 14 AB
IL15 323 08 A 30,8 34 A 314 22 A 31,8 29 A 334 1,0 A
IL18 242 04 A 23,6 09 AB 223 0,6 B 22,8 0,8 AB 242 0,6 A
IL18R 28,1 03 A 279 0,7 A 27,7 0,5 A 264 05 B 27,5 03 AB
1L23A XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX
IRF1 230 0,6 A 21,6 1,0 AB 20,0 05 B 20,6 09 B 224 03 A
HLX1 329 05 AB 325 1,1 AB 324 0,8 AB 31,2 0,7 B 333 04 A
ICSBP1 31,1 0,2 A 299 15 A 299 04 A 29,5 05 A 314 04 A
TBX21 32,5 0,1 A 322 0,8 AB 31,0 04 B 292 04 C 309 0,6 B
STATI 22,7 0,6 A 21,0 1,1 BC 19,0 03 D 199 0,7 CD 22,5 0,6 AB
1L4 33,1 1,0 A 326 0,6 A 322 04 A 29,5 1,6 B 329 0,6 A
IL13 338 1,3 A 320 1,9 A 333 0,6 A 332 1,5 A 336 13 A
GATA3 274 03 A 274 05 A 272 0,1 A 256 03 B 273 0,8 A
INDO 30,0 04 A 273 2,7 AB 21,7 0,1 C 21,2 1,1 C 26,5 0,6 B
NOS2A 383 0,2 A 372 2,0 AB 37,6 0,5 AB 353 1,2 B 36,4 1,1 AB
ARGl 220 15 A 21,8 1,8 A 20,2 0,7 A 20,5 1,6 A 21,5 13 A
SLCI1A1 33,0 0,6 A 320 1,7 A 290 05 B 289 04 B 334 09 A
IGM 254 0,6 A 248 1,1 A 248 0,7 A 222 09 B 253 1,1 A
1GG 264 03 A 258 2,0 A 256 05 A 23,7 14 A 239 09 A
IGA 28,3 1,1 AB 282 09 AB 28,6 0,3 AB 257 12 B 29,1 18 A
IL10 289 1,0 A 273 09 AB 253 09 B 259 03 B 28,0 2,1 AB
TGFB1 28,5 08 A 28,1 15 A 27,7 0,1 A 27,5 1,0 A 294 12 A
MHC2TA 26,3 02 A 248 1,1 BC 24,0 0,6 C 236 02 C 256 02 AB
ICOS 289 0,7 A 28,5 1,0 A 27,7 03 A 248 0,8 B 27,7 0,6 A
CD3E 26,8 0,6 A 264 0,6 AB 25,8 0,2 AB 235 08 C 253 02 B
CD28 30,5 1,0 A 30,7 0,6 A 30,3 02 A 27,0 0,7 B 296 04 A
CD69 284 04 A 27,6 1,0 A 27,3 0,8 A 264 09 A 28,1 09 A
CTLA4 334 0,6 A 32,5 1,1 AB 30,7 02 B 26,6 13 C 31,7 0,2 AB
TNFRSF5 253 04 A 247 0,6 A 233 02 B 22,7 0,6 B 253 02 A
TNFSF5 30,0 0,5 A 292 1,1 AB 28,7 04 AB 26,3 02 C 278 03 B
CD80 28,8 04 A 282 02 A 28,0 04 AB 26,8 0,8 B 28,8 0,5 A
CD86 253 03 A 246 0,6 AB 23,5 0,1 BC 23,1 0,5 C 25,1 05 A
TNFRSF6 27,1 0,7 A 264 0,2 AB 234 08 C 244 0,9 BC 26,8 1,1 A
CASP1 249 0,5 A 237 0,6 A 223 03 B 222 03 B 243 0,8 A

' DPI - dias pos-infecgdo, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenga estatistica, xx = nao detectado



Tabela 4.2.6 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de ileo dos suinos do EXP II. Valores
médios de Ct e respectivos desvios padrdes (DP) nos grupos controle e infectados de acordo
com o dia apos a infeccdo com 7. gondii. Diferenca estatistica (Estat.) segundo o teste de
Tukey-Kramer (o = 0,05) - Beltsville — 2003

Gene Controle 2DPI 4DPI 7DPI 14DPI
M¢édia DP Estat? Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat. Média DP Estat.
RPL32 17,5 04 A 169 04 A 17,6 0,6 A 16,8 0,6 A 17,3 0,6 A
IFNA 29,6 1,6 A 31,6 09 A 30,6 0,5 A 28,8 4,1 A 31,6 0,8 A
IL1B 26,0 09 A 25,6 13 A 254 14 A 20,7 29 B 26,5 1,1 A
IL6 28,3 1,1 A 273 0,8 AB 279 1,6 A 237 2,7 B 28,1 0,8 A
TNF 28,8 0,6 A 28,7 0,5 A 299 12 A 25,0 14 B 29,5 0,9 A
TLR2 25,0 0,8 A 244 1,0 AB 248 0,7 A 22,0 1,2 B 248 1,1 A
TLR4 246 0,5 A 2377 0,6 AB 246 14 A 21,5 14 B 243 0,8 A
CRP 31,3 1,2 A 30,5 1,0 A 31,3 04 A 27,3 35 A 31,3 12 A
MYDS8S8 21,8 04 A 21,1 04 A 22,1 09 A 20,6 09 A 22,1 0,9 A
CD16 19,8 04 A 19,0 0,5 AB 20,3 09 A 179 12 B 19,6 0,6 AB
IFNG 245 22 A 246 1,8 A 25,0 1,2 A 234 18 A 252 0,6 A
IFNGR 203 04 A 199 0,7 A 20,8 0,6 A 199 03 A 209 1,0 A
IL12A 30,9 1,7 A 30,2 24 A 325 1,2 A 27,7 2,5 A 31,6 0,8 A
IL12B 284 0,6 A 29,1 2,0 A 30,5 0,6 A 27,7 1,3 A 292 1,1 A
IL12RB2 30,9 28 A 32,6 45 A 33,5 1,2 A 27,3 3,0 A 323 02 A
IL15 32,0 2,1 A 343 34 A 284 0,7 A 30,8 04 A 314 32 A
IL18 22,1 09 AB 21,8 0,8 AB 22,6 0,7 A 20,2 1,1 B 21,9 0,7 AB
IL18R 243 0,8 A 243 03 A 25,5 0,8 A 240 1,6 A 245 0,8 A
IL23A XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX
IRF1 19,7 0,3 A 18,8 0,7 A 19,6 0,8 A 18,5 0,6 A 20,1 0,9 A
HLX1 29,7 03 A 29,6 0,8 AB 30,6 0,7 A 28,0 0,5 B 30,1 1,0 A
ICSBP1 28,2 0,7 A 284 05 A 27,7 0,5 A 27,1 1,6 A 28,7 09 A
TBX21 29,7 1,1 A 29,6 0,7 AB 30,3 0,7 A 27,7 0,3 B 299 0,7 A
STAT1 192 0,1 A 182 04 A 19,1 1,1 A 18,2 09 A 199 1,5 A
14 283 04 AB 275 0,7 AB 284 13 AB 26,7 09 B 29,1 0,8 A
1IL13 31,7 1,2 A 30,5 04 A 323 1,2 A 30,5 1,6 A 32,1 0,7 A
GATA3 239 1,0 AB 242 1,0 AB 255 09 A 22,8 1,0 B 249 1,0 AB
INDO 259 15 A 239 1,6 AB 238 2,1 AB 19,7 2,1 B 25,1 1,0 A
NOS2A 29,5 0,6 AB 299 1,0 AB 292 09 A 27,7 14 B 31,9 2,0 A
ARGI1 334 19 A 31,9 1,1 A 32,9 2,1 A 26,7 2,5 B 339 0,7 A
SLC11A1 334 29 A 34,0 2,1 A 333 14 A 259 04 B 332 04 A
IGM 21,0 1,0 A 21,8 09 A 222 05 A 18,7 2,7 A 20,8 23 A
IGG 21,8 0,5 A 229 03 A 22,1 02 A 21,3 1,8 A 20,7 1,7 A
IGA 19,3 23 A 21,0 22 A 20,2 14 A 18,5 2,2 A 20,1 2,1 A
IL10 273 0,5 A 28,5 23 A 26,8 09 AB 239 1,3 B 27,6 1,0 A
TGFB1 272 03 A 27,1 03 A 27,0 09 A 249 0,5 B 274 0,7 A
MHC2TA 23,7 0,8 A 229 05 A 239 12 A 21,9 1,1 A 23,6 0,7 A
1COS 242 0,8 AB 23,8 0,7 AB 246 0,6 AB 223 08 B 2477 1,3 A
CD3E 21,9 22 A 21,0 0,3 A 21,6 0,2 A 21,2 2,0 A 21,8 1,2 A
CD28 26,7 14 A 26,2 0,6 A 272 1,5 A 252 19 A 26,7 1,0 A
CD69 232 02 A 23,0 08 A 239 0,7 A 22,6 09 A 240 1,0 A
CTLA4 274 0,7 A 272 1,1 AB 27,1 1,1 AB 240 19 B 27,7 12 A
TNFRSF5 23,0 05 A 22,1 0,6 AB 233 1,3 A 20,3 1,2 B 229 09 A
TNFSF5 254 0,7 A 2477 04 A 26,0 0,6 A 242 1,1 A 254 0,8 A
CDS80 259 0,7 A 252 04 A 26,6 1,0 A 245 13 A 262 09 A
CDS86 22,7 0,5 A 21,9 12 A 223 13 A 21,0 1,1 A 22,7 1,1 A
TNFRSF6 24,1 0,5 A 23,6 09 A 238 1,5 A 230 15 A 243 12 A
CASP1 20,6 0,5 A 194 0,8 A 19,8 0,6 A 194 0,2 A 20,3 0,6 A

! DPI - dias pos-infecgdo, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica, xx = nao detectado
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Tabela 4.2.7 - Resultados da Real-Time RT-PCR em amostras de jejuno dos suinos do EXP II. Valores médios de Ct
e respectivos desvios padroes (DP) nos grupos controle e infectados de acordo com o dia apds a
infec¢@o com 7. gondii . Diferenca estatistica (Estat.) segundo o teste de Tukey-Kramer (o = 0,05) -

Gene Controle 2DPI! 4DPI 7DPI 14DPI
Média DP Estat? Média DP Estat. Meédia DP Estat. Média DP Estat. Meédia DP Estat.
RPL32 17,6 04 A 172 0,1 A 172 02 A 17,7 02 A 17,6 02 A
IFNA 30,3 0,5 A 30,7 0,8 A 30,7 04 A 304 03 A 30,5 0,8 A
IL1B 262 1,1 A 255 04 A 256 08 A 249 1,0 A 26,6 0,8 A
IL6 293 0,7 A 28,5 0,7 ABC 273 04 C 279 04 BC 29,0 0,6 AB
IL8 20,8 0,8 A 204 0,1 A 204 02 A 20,5 03 A 21,6 0,5 A
CCLS 193 0,5 A 185 0,6 A 19,6 04 A 194 09 A 19,8 0,3 A
CCL2 214 09 A 20,8 0,6 A 204 0,6 A 204 05 A 214 04 A
TNF 29,9 0,7 AB 29,7 0,4 AB 29,3 1,1 AB 28,5 03 B 303 02 A
TLR2 26,2 0,7 A 25,7 0,1 A 244 0,4 BC 233 05 C 252 0,3 AB
TLR4 243 05 A 244 0,6 A 232 0,8 AB 22,7 05 B 242 0,2 AB
CRP 31,0 0,8 A 299 1,3 A 30,5 0,5 A 31,3 0,7 A 304 22 A
FCGR3A 194 08 A 19,0 0,7 A 19,1 03 A 18,8 0,6 A 19,7 0,3 A
IFNG 26,5 0,8 A 254 09 AB 244 09 AB 238 0,7 B 25,1 1,1 AB
IFNGR 199 0,6 AB 194 0,1 B 19,8 0,2 AB 204 0,4 AB 20,5 04 A
ILI2A 330 1,0 A 319 14 A 323 04 A 322 0,1 A 333 09 A
IL12B 30,8 0,7 A 30,3 14 A 324 0,8 A 31,1 1,2 A 309 0,5 A
IL12RB2 335 0,8 A 325 1,7 A 32,7 09 A 31,7 1,0 A 332 02 A
IL15 28,0 04 A 27,6 0,6 A 274 0,1 A 28,1 04 A 284 0,7 A
IL18 21,0 14 A 21,0 0,3 A 21,8 0,5 A 21,5 02 A 222 04 A
IL18R 229 1,5 A 22,7 0,5 A 236 03 A 238 03 A 23,7 0,6 A
IL23A 389 12 A 389 0,6 A 379 03 A 38,8 02 A 392 0,3 A
IRF1 199 0,7 A 190 04 AB 183 0,1 B 192 0,5 AB 20,2 04 A
HLX1 30,2 0,5 A 30,2 0,7 A 299 0,7 A 29,6 02 A 303 0,6 A
STATI1 19,7 0,6 A 18,7 04 AB 179 0,2 B 18,6 0,3 B 19,8 0,3 A
STAT4 25,7 0,7 A 25,1 0,7 A 253 03 A 247 0,3 A 25,7 0,5 A
L4 28,6 04 AB 28,1 04 AB 268 14 B 274 0,8 AB 290 0,7 A
ILS 29,1 0,8 AB 284 0,5 B 30,0 0,5 AB 30,3 0,6 A 29,6 0,9 AB
IL13 31,7 0,6 AB 314 0,5 AB 30,7 0,8 B 31,8 0,2 AB 326 03 A
GATA3 245 04 A 238 0,7 A 244 02 A 239 04 A 245 02 A
INDO 26,0 0,7 A 25,5 12 A 22,1 08 B 20,5 05 B 243 04 A
NOS2A 33,8 1,3 AB 31,8 1,0 BC 30,6 0,2 C 31,0 0,2 C 348 1,3 A
ARGI1 30,0 0,2 AB 29,7 1,3 AB 304 0,5 AB 28,1 1,5 B 30,8 0,2 A
SLC11A1 340 1,1 A 334 14 AB 31,0 1,3 BC 288 03 C 334 14 AB
IGM 20,9 04 A 20,0 0,7 A 204 04 A 20,5 0,7 A 20,3 04 A
IGG 21,9 0,6 AB 22,6 0,5 A 22,1 0,3 A 22,0 1,5 AB 199 0,5 B
IGA 193 1,2 A 194 1,1 A 19,1 03 A 194 0,7 A 194 04 A
IL10 30,0 0,7 A 29,6 0,4 AB 284 09 B 284 02 B 30,1 0,3 A
TGFBI1 27,0 04 A 26,7 03 A 26,8 03 A 254 05 B 26,5 02 A
MHC2TA 235 0,7 A 22,8 0,6 AB 223 02 B 223 0,1 B 23,1 0,3 AB
ICOS 228 08 A 224 0,5 AB 21,9 0,5 AB 21,3 0,3 B 228 04 A
CD3E 21,0 0,5 A 20,3 0,6 A 20,8 0,3 A 20,8 0,3 A 214 02 A
CD69 230 0,6 A 230 04 A 224 0,5 A 233 02 A 23,1 0,0 A
CTLA4 279 0,7 A 27,5 03 A 25,6 0,5 B 246 04 B 274 02 A
TNFRSF5 237 1,6 A 236 14 A 228 1,0 A 230 03 A 244 0,3 A
TNFSF5 251 09 A 247 0,5 A 246 02 A 245 04 A 248 0,1 A
CDS80 259 05 A 252 03 AB 254 0,3 AB 250 02 B 25,7 0,3 AB
CD86 222 09 A 21,3 0,1 AB 20,6 04 B 21,2 0,3 AB 22,1 02 A
CASP1 19,6 0,9 A 18,8 0,5 A 18,7 03 A 19,5 04 A 199 04 A

! DPI - dias pos-infecgdo, 2 letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica
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Figura 4.2.1 - Efeito da infeccio pelo T. gondii na expressio de genes no linfonodo mesentérico (LN M),

no linfonodo hepato-esplénico (LN HS), no figado, no ileo e no jejuno de suinos mensurado
pela Real-Time RT-PCR. Aumento ou diminui¢do da expressio de mRNA nos grupos
nos grupos infectados em relag¢@o ao controle ndo-infectado - Beltsville - 2003
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Tabela 4.2.8 - Variag¢@o da expressdo génica em suinos apds infec¢do pelo 7. gondii , mensurado pela Real-Time RT-
PCR. Aumento (valores positivos) ou diminuicdo (valores negativos) da expressio de mRNA nos
linfonodos mesentérico (LN M), hepato-esplénico (LN HS) e figado dos grupos infectados em relagdo ao
controle ndo-infectado — Beltsville - 2003

Gene LN M LN HS Figado

CX2 CX4 CX7 CXl14 CX2 CX4 CX7 (CXl14 CX2 CX4 CX7 CXl14
RPL32 0,0 0,0 0,0 -1,6 0,0 0,0 0,0 0,0 1,7 0,0 0,0 0,0
IFNA 22 2.8 0,0 -33 20 -1,8 -69 25 0,0 0,0 47 23
IL1B 4,0 19,7 225 0,0 0,0 0,0 3,3  -3,0 1,6 42 9,0 0,0
IL6 2,3 5,6 3,6 0,0 0,0 0,0 2,7 0,0 2,1 4.6 5,5 0,0
TNF 0,0 0,0 0,0 -2,1 0,0 0,0 1,8 0,0 3,6 4,5 7,5 2,2
TLR2 0,0 1,6 2,0 0,0 0,0 0,0 1,7 0,0 1,9 43 6,4 0,0
TLR4 -1,8 1,9 4.4 0,0 0,0 0,0 2,6 0,0 0,0 4.4 5,3 0,0
CRP 0,0 0,0 2,1 0,0 33 26,2 0,0 5,2 1,8 17,5 124 3,1
MYD8S8 0,0 0,0 1,7 0,0 0,0 0,0 2,7 0,0 1,8 5,0 4,4 0,0
FCGR3A 0,0 0,0 2,1 0,0 55 44 -18 51 1,7 43 58,6 1,9
IFNG 6,5 15,7 9,4 1,6 0,0 0,0 12,0 1,9 2,0 3,7 353 3,2
IFNGR 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,5 2,5 0,0
IL12A 2,1 0,0 1,7  -3,6 -1,5  -1,6 0,0 0,0 2,2 46 128 2,7
IL12B -1,9 37 7,1 -32 0,0 -32 -38 -23 0,0 0,0 5,9 0,0
IL12RB2 -2,8 0,0 6,2 0,0 -22,5 -155 34 -144 0,0 0,0 16,7 2,8
IL15 0,0 3,3 52 -44 0,0 2,7 6,0 4,9 2,8 1,9 0,0 -2,1
IL18 -1,9 0,0 0,0 -1,9 0,0 0,0 1,6 0,0 1,6 3,8 2,7 0,0
IL18R 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -2,0 2,0 0,0 0,0 0,0 3,2 0,0
IL23A XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX
IRF1 1,9 2,5 1,6 0,0 0,0 0,0 2,7 0,0 2,8 8,0 5,5 1,5
HLX1 0,0 0,0 0,0 -1,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,1 0,0
ICSBP1 0,0 0,0 1,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,3 2,2 3,0 0,0
TBX21 0,0 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0 5,6 2,2 0,0 2,9 10,1 3,0
STATI1 2,4 2,6 1,9 0,0 0,0 2,4 3,8 0,0 34 12,6 7,1 0,0
1L4 3,3 3,1 3,1 -1,6 0,0 0,0 4,2 0,0 0,0 1,9 12,0 0,0
IL13 9,4 5,7 0,0 0,0 1,7 0,0 0,0 0,0 3,5 0,0 0,0 0,0
GATA3 0,0 -1,7 0,0 -1,7 0,0 -1,6 0,0 -1,5 0,0 0,0 3,6 0,0
INDO 1,6 7,1 11,5 0,0 0,0 2,4 9,9 1,6 6,6 314,7 4364 11,7
NOS2A 0,0 0,0 13,0 0,0 0,0 0,0 3,1 0,0 2,2 1,6 8,1 3,7
ARGI 1,6 482 516,6 2,7 2,5 34 0,0 2,3 0,0 3,4 2,8 0,0
SLC11A1 4,6 23,8 3305 7,9 0,0 9,2 99,6 2,7 2,0 164 16,8 0,0
IGM -3,5 0,0 10,9 -22 0,0 0,0 2,4 0,0 0,0 0,0 8,8 0,0
IGG 0,0 0,0 5,4 5,6 0,0 0,0 -1,6 42 1,6 1,8 6,8 5,8
IGA 0,0 1,6 3,1 -1,8 -1,6 0,0 -1,6 -35 0,0 0,0 6,1 -1,8
IL10 0,0 2,1 1,9 0,0 0,0 3,0 5,4 0,0 3,0 12,3 8,0 1,9
TGFB1 0,0 0,0 1,6 0,0 1,7 2,5 2,1 0,0 0,0 1,8 2,0 -1,9
MHC2TA 0,0 0,0 0,0 -1,7 0,0 0,0 0,0 0,0 2,9 5,2 6,7 1,7
ICOS -1,5 0,0 0,0 -1,8 0,0 0,0 2,5 1,5 0,0 2,3 16,8 2,2
CD3E 0,0 0,0 0,0 -1,7 0,0 -1,5 1,8 0,0 0,0 1,9 9,5 2,7
CD28 0,0 0,0 0,0 -1,7 0,0 -20 1,8 0,0 0,0 0,0 10,7 1,9
CD69 0,0 0,0 -1,7 -2, 0,0 0,0 0,0 0,0 1,7 2,2 4,0 0,0
CTLA4 0,0 1,8 2,5 0,0 0,0 0,0 5,9 0,0 1,8 6,1 1084 3,2
TNFRSF5 0,0 0,0 0,0 -19 0,0 0,0 2,0 0,0 1,5 4,0 5,9 0,0
TNFSF5 00 -16 -19 -1,8 0,0 0,0 1,7 0,0 1,7 24 13,0 4,5
CD80 0,0 0,0 0,0 -1,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,8 3,9 0,0
CD86 0,0 0,0 0,0 -1,8 0,0 0,0 23 0,0 1,6 3,5 4,5 0,0
TNFRSF6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,7 12,7 7,8 0,0
CASP1 0,0 2,0 3,6 0,0 0,0 1,8 4,3 0,0 2,2 5,8 6,4 0,0

XX = nao detectado
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Figura 4.2.9 — Variacdo da expressdo génica em suinos apos infeccdo pelo 7. gondii, mensurado pela
Real-Time RT-PCR. Aumento (valores positivos) ou diminui¢cdo (valores negativos) da
expressao de mRNA no ileo e no jejuno dos grupos infectados em relagdo ao controle nao-
infectado — Beltsville — 2003

(continua)

Gene ileo Jejuno

CX2 CX4 CX7 CXl4 CX2 CX4 CX7 CXl14
RPL32 0,0 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
IFNA 3,8 2,0 1,8 -39 0,0 0,0 0,0 0,0
IL1B 0,0 0,0 373 0,0 1,6 1,5 2,4 0,0
IL6 2,1 0,0 239 0,0 1,8 4,0 2,7 0,0
IL8 NT NT NT NT 0,0 0,0 0,0 -1,7
CCL5 NT NT NT NT 1,7 0,0 0,0 0,0
CCL2 NT NT NT NT 1,6 2,1 2,0 0,0
TNF 00 -22 13,6 -1,7 0,0 1,5 2,6 0,0
TLR2 1,6 0,0 8,4 0,0 0,0 3.4 7,4 2,0
TLR4 1,8 0,0 8,5 0,0 0,0 2,2 3,2 0,0
CRP 1,8 0,0 159 0,0 2,2 1,5 0,0 1,5
MYDS8S 1,6 0,0 2,2 0,0 NT NT NT NT
FCGR3A 1,8 0,0 3,9 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0
IFNG 0,0 0,0 22  -1,6 2,2 43 6,6 2,7
IFNGR 0,0 0,0 0,0 -1,6 0,0 0,0 00 -1,5
IL12A 1,6 -3,0 93 -1,6 2,1 1,6 1,8 0,0
IL12B -1,6 43 1,6 -1,8 1,5 -2,9 0,0 0,0
IL12RB2 -3,1 -6,0 11,8 -2,6 2,0 1,8 3,6 0,0
IL15 49 124 2,2 0,0 0,0 1,6 0,0 0,0
IL18 0,0 0,0 3.8 0,0 00 -1,7 0,0 -22
IL18R 0,0 -23 0,0 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0
1L23A XX XX XX XX 0,0 2,0 0,0 0,0
IRF1 1,9 0,0 2.4 0,0 1,9 3,0 1,6 0,0
HLX1 0,0 -1,8 3,3 0,0 0,0 0,0 1,5 0,0
ICSBP1 0,0 0,0 2,2 0,0 NT NT NT NT
TBX21 0,0 0,0 4,1 0,0 NT NT NT NT
STATI 2,0 0,0 2,1 -1,6 2,0 34 2,1 0,0

STAT4 NT NT NT NT 1,5 0,0 1,9 0,0
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Figura 4.2.9 — Variacdo da expressdo génica em suinos apos infeccdo pelo 7. gondii, mensurado pela
Real-Time RT-PCR. Aumento (valores positivos) ou diminui¢do (valores negativos) da
expressdo de mRNA no ileo e no jejuno dos grupos infectados em relagdo ao controle nio-
infectado — Beltsville — 2003

(conclusdo)
Gene ileo Jejuno

CX2 CX4 CX7 CXl4 CX2 CX4 CX7 CXl4

L4 1,7 0,0 30 -1,8 0,0 3,3 2,2 0,0
ILS NT NT NT NT 1,6 -1,8 -273 0,0
IL13 23 -1,5 2,3 0,0 0,0 2,0 0,0 -1,9
GATA3 0,0 -3,1 2,1 -2, 1,7 0,0 1,6 0,0
INDO 4,0 45 764 1,8 1,5 15,6 45,1 15,6
NOS2A 0,0 0,0 35 -52 4,1 9,3 73  -1,9
ARGI 2,8 0,0 103,5 0,0 0,0 0,0 3,6 -1,8
SLC11A1 -1,6 0,0 177,8 0,0 1,5 7,7 37,0 1,5
IGM -1,8 23 4,7 0,0 1,9 0,0 0,0 1,5
IGG 2,2 0,0 0,0 2,1 -1,6 0,0 0,0 3,8
IGA 32 -1,8 1,8  -1,7 0,0 0,0 0,0 0,0
IL10 2,2 0,0 10,7 0,0 0,0 3,0 3,0 0,0
TGFB1 0,0 0,0 4,8 0,0 0,0 0,0 3,1 1,5
MHC2TA 1,8 0,0 3,5 0,0 1,6 2,4 2,3 0,0
ICOS 0,0 0,0 3,7 0,0 0,0 1,8 2,8 0,0
CD3E 1,9 0,0 1,7 0,0 1,6 0,0 0,0 0,0
CD28 0,0 0,0 2,9 0,0 NT NT NT NT
CD69 0,0 -1,6 1,6 -1,7 0,0 1,5 0,0 0,0
CTLA4 0,0 0,0 10,6 0,0 0,0 5,1 9,7 1,5
TNFRSF5 1,9 0,0 6,5 0,0 0,0 1,8 1,6 -1,7
TNFSF5 1,7 0,0 2,3 0,0 0,0 1,5 1,5 0,0
CD80 1,6 -1,6 2,5 0,0 1,6 1,5 1,9 0,0
CD86 1,7 0,0 3,1 0,0 1,8 2,9 2,0 0,0
TNFRSF6 0,0 0,0 2,2 0,0 NT NT NT NT
CASP1 2,3 1,7 2,3 0,0 1,7 1,9 0,0 0,0

NT = nao testado, xx = ndo detectado
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5 DISCUSSAO

A infeccdo oral ¢ a via de infeccdo que melhor simula a evolugdo da toxoplasmose na
espécie suina, retratando desta forma os mecanismos ativados durante uma infec¢do em
condi¢des reais. Ao considerar as atuais condi¢des de criagdo da suinocultura comercial os
oocistos esporulandos sdo a principal forma infectante. A probabilidade de acesso a restos
teciduais, possivel fonte de cistos e taquizoitos, ¢ bastante remota. Os taquizoitos, por sua vez,
apresentam baixo risco por serem sensiveis a digestdo péptica acida e facilmente destruidos pelas
enzimas digestivas (DUBEY, 1998; DUBEY; BEATTIE, 1988).

Comparativamente aos estudos que utilizam parasitas mortos ou somente antigenos
especificos de T. gondii, as infec¢des experimentais com organismos vivos indicam a existéncia
de multiplos mecanismos de ativagdo (SUBAUSTE; WESSENDARP, 2000). No caso do T.
gondii sabe-se que a atividade parasitaria, a invasdo celular e a multiplicagdo de taquizoitos
geram sinais que sdo reconhecidos pela imunidade inata. Assim, as diferengas na viruléncia e na
patogenicidade entre as diferentes cepas de 7. gondii geram diferentes niveis de resposta no
hospedeiro (ROBBEN et al., 2004).

Suinos experimentalmente infectados com oocistos de 7. gondii da cepa VEG ndo
apresentaram sintomas clinicos, mas desenvolveram infec¢do cronica com formagdo de cistos
teciduais mesmo quando receberam doses infectantes equivalentes a um unico oocisto (DUBEY
et al., 1996; SOLANO-AGUILAR et al., 2001).

Em camundongos existe uma evidente variagdo de resposta a infec¢do pelo 7. gondii nas

diferentes linhagens, levando a variados niveis de resisténcia. Nao existem entretanto publicacdes
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referentes a variagdes de resisténcia a toxoplasmose entre as ragas de suinos. Em experimento
utilizando mini-porcos com haplétipos conhecidos, Solano-Aguilar et al. (2001) ndo observaram
variacdes de resposta a infec¢do entre os haplotipos SLAY?, SLA®e SLAYY,

A deteccdo de organismos de 7. gondii nos diversos tecidos apds a inoculacdo dos
oocistos fornece indicios da dinamica da infeccdo. No 2DPI os parasitas foram encontrados
somente no LMN. No 4DPI foram detectados em todos os tecidos testados € em maior
quantidade, indicando a disseminagdo sistémica e a proliferagdo dos taquizoitos. No 7DPI além
da presenga dos parasitas, foi observada uma intensa resposta local caracterizada por um intenso
infiltrado de células inflamatoérias, focos multiplos de edema e necrose tecidual. No 14DPI foram
encontrados um menor nimero de organismos € um menor grau de lesdo tecidual que sugerem a
inibigdo da atividade parasitaria e a reorganizagao do tecido.

Ao mesmo tempo, com intuito de avaliar a magnitude da lesdo celular, foram realizadas
determinacdes das enzimas hepaticas. Dentre estas enzimas a aspartato aminotransferase (AST)
foi a que apresentou maior variagdo. Em condi¢des normais ela ¢ encontrada em elevadas
concentracdes no citoplasma de células hepaticas. O aumento dos niveis de AST no soro ¢
utilizado como um indicador de lise celular e pode ser detectado por até 24 a 36 horas apos a
injaria (COLES, 1986; DUNCAN; PRASSE, 1987). O aumento de AST sérico foi observado no
4DPI, atingindo valores maximos no 7DPI, resultados coerentes aos focos de necrose observados
nos exames histopatologicos.

Os valores de alanino aminotransferase (ALT) embora apresentem variagdes
estatisticamente significantes, nao representam alteragdes patoldgicas, pois apresentam-se dentro
dos valores de normalidade para a espécie animal. A auséncia de alteracdes nos valores séricos de
gamaglutamil transferase (GGT), bilirrubinas totais (TBILI), bilirrubina direta (DBILI), fosfatase

alcalina (ALP), proteinas totais (PT), globulinas (GLOB), albumina (ALB) e proporgao
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albumina/globulina (A/G) mostram que tais lesdes ndo foram suficientes para afetar a fung¢do do
orgao.

A produgdo de reagentes nitrogenados toxicos ¢ um processo induzido em fagocitos
ativados com intuito de destruir microrganismos invasores (PAUL, 1999). Em camundongos este
¢ um importante fator de inibi¢do microbiana. No presente experimento, os suinos infectados pelo
T. gondii apresentaram uma significante elevagao de NO sérico no 4DPI.

A haptoglobina ¢ uma proteina de fase aguda associada a diversas afec¢des que acometem
os animais. Tanto no EXP I quanto no EXP II foram observadas elevagdes significantes dos
niveis de haptoglobina sérica nos grupos 4DPI, 7DPI e 14DPI.

A deteccao do parasita nos tecidos, a elevacdao de AST, somado ao aumento de NO e
haptoglobina s3o concordantes as variacdes detectadas pela Real-Time RT-PCR. Ja no 2DPI
foram observadas indugdo de alguns genes, seguida de um aumento no 4DPI e no 7DPI e
diminuicao de resposta no 14DPI. A combinagdo destes achados permitiu associar a lesdo ¢ a
reacao tecidual a presenca do 7. gondii.

Os resultados listados no apéndice G indicam a possibilidade de varia¢des de resposta de
um animal para o outro. Esta variagdo individual pdde ser notada nos animais do 7DPI que
apresentaram diferentes niveis de infeccdo pelo 7. gondii e diferentes valores de IFN-y, NO e
AST séricos. Infelizmente ndo foi possivel tragar uma comparagao individual entre o perfil de
indu¢do de mRNA nos tecidos com a quantidade de parasitas em multiplicacdo. Portanto embora
sujeito a estas variagoes de ordem individual, os dados foram simplesmente reunidos e analisados
em grupo.

A anélise estatistica indicou portanto a diferencga entre grupos onde houve baixa variagao
de resposta entre os individuos do grupo, isto ¢, onde houve baixo desvio-padrao. Em algumas

ocasides foram observadas grande elevacdo ou inducdo de uma determinada varidvel, mas
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estatisticamente ndo foi possivel comprovar uma diferenca significante entre grupos. As
principais limitagdes encontradas estao relacionadas ao pequeno niimero de animais por grupo e a
ocorréncia destas variacdes de resposta individual.

Enfocando o IFN-y como a citocina-chave no estudo da resisténcia contra a infecg¢ao pelo
T. gondii foram realizadas avaliacdes da expressdo de IFNG nos tecidos e determinagdes de
produgdo de IFN-y por células. Similarmente aos camundongos e aos humanos, o gene IFNG ¢
fortemente induzido nos suinos infectados pelo 7. gondii. A elevagdo da expressao de mRNA foi
detectada pela Real-Time RT-PCR em praticamente todos os tecidos e € possivel afirmar que esta
indugdo génica foi traduzida em proteina, dada pela observagdo de aumento de IFN-y circulante
no soro ¢ também pela determinacao da producao de IFN-y pelas células cultivadas in vitro.

A técnica da Real-Time RT-PCR nao permite quantificar o nivel de produgdo de IFN-y
nos diferentes tecidos, entretanto o isolamento e o cultivo in vitro de CMSP e células dos LN M,
LN HS e LN TB demonstra diferentes niveis de ativacao das células pela determinacao de IFN-y
no sobrenadante. Ao observar que células dos LN M e LN HS produziram maior quantidade de
IFN-y que as CMSP e células do LN TB, torna-se claro que a estimulagdo de células ocorre de
forma diferenciada e localizada, mesmo se tratando de uma infeccao de distribui¢do sistémica.

A variacao das sub-populagdes de células dos LN M, LN HS, LN TB e CMSP indica uma
possivel participagdo das células NK no processo de resposta contra o 7. gondii. Dentre as
subpopulagdes analisadas, as células CD2 / CD16 DP foram as tinicas que apresentaram variagao
estatisticamente significante em todas as amostras testadas a partir do 4DPI, com tendéncia de

valores maximos no 7DPI.



116

Em periodos precoces da infec¢ao as células NK agiriam em conjunto com os macrofagos
na producao de IFN-y e seriam estimuladas pela presenca de citocinas como a IL-12 ¢ o TNF-a
(FILISETTI; CANDOLFI, 2004).

No presente experimento, as proporgdes relativas de células CD4", CD8" ¢ CD4/CD8 DP
ndo apresentaram variacdes estatisticamente significantes no decurso da infec¢do, entretanto
sabe-se que controle da infeccdo pelo 7. gondii ¢ dependente de ambas as populagdes de
linfécitos T CD4" e CD8" (CASCIOTTI et al., 2002; GAZZINELLI et al., 1991). Em infec¢des
experimentais em mini-porcos induzidas com cerca de 1000 oocistos por via oral, Solano-Aguilar
et al. (2001) observaram aumento das sub-populacdes de CD8" no 10° dia pos-infeccio e de CD4
/ CD8 DP no 10° e 17° DPI. Embora utilizando uma quantidade de in6culo maior no presente
experimento em relacdo ao estudo de Solano-Aguilar, a variacdo nas sub-populacdes foi menor,
provavelmente a analise foi prejudicada pelo pequeno nimero de animais avaliados por grupo.

Nao foram detectadas varia¢des nas propor¢des relativas das sub-populacdes de células T
ativadas (CD3/CD25 DP) e de monocitos e macroéfagos (SWC3/SLAII DQ DP).

Infelizmente a repeticdo do exame de FCM nos animais do EXP II, assim como a
marcagdo de IFN-y intracelular, ndo apresentaram bons resultados e foram omitidos na analise
final dos dados. Entretanto os valores registrados no EXP I poderdo ser futuramente explorados
para o delineamento de novos estudos das populacdes celulares e a produgao de IFN-y.

No hemograma ndo foram observadas alteragdes sugestivas de patologia nas contagens do
numero total de eritrocitos e leucdceitos, assim como na contagem diferencial de leucocitos
circulantes no sangue periférico. A perda dos dados de FCM do EXP II impossibilitou a

comparac¢dao do numero absoluto de leucécitos e a proporcao de sub-populagdo de células pela

FCM.
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Os resultados obtidos pela Real-Time RT-PCR confirmam a boa aplicabilidade desta
metodologia para este tipo de estudo. A reprodutibilidade dos resultados do EXP I no EXP II
reforca a consisténcia e a robustez da prova, contornando em parte a fragilidade estatistica dada
pelo baixo niimero de animais testados em cada grupo experimental.

Blader, Mangers e Boothroyd (2001) analisaram ao redor de 22 mil genes e ESTs em
microarranjos € observaram predominantemente a inducdo de genes associados ao metabolismo
de carboidratos, lipidios e aminoacidos, controle transcripcional, sintese e degradacdo de
proteinas, sinalizacdo intracelular, inflamagdo, ciclo celular e apoptose nas primeiras 24 horas
pos-infecgdo pelo 7. gondii em culturas de fibroblastos.

Chaussabel et al. (2003) avaliaram a expressdao 4057 genes em macrdofagos e DCs
expostas a diferentes patdgenos utilizando microarranjos e descrevem padrdes de resposta
distintos para cada agente infeccioso e expressao diferenciada de genes entre macrofagos e DCs.

Comparativamente ao microarranjo, a técnica da Real-Time RT-PCR apresenta vantagens
por permitir a quantificacdo da expressao de genes de uma forma mais refinada. A desvantagem
da prova estd na limitacdo do numero de genes a serem testados o que obriga a uma prévia
sele¢do dos genes-alvo.

Ao analisar os resultados da Real-Time RT-PCR, a constancia na amplificacdo de genes
housekeeping ¢ um indicador da adequada extragdo do RNA, sintese de cDNA e reagdo de PCR.
Variacdes na deteccdo de gene housekeeping poderiam sugerir degradacdo da amostra ou falhas
na realizagdo das reagdes de RT ou da PCR. Em ambos os experimentos, observou-se uma baixa
variacao nos genes housekeeping. No EXP I a variagdo na expressao do gene RPL13A foi de —
3,1 a +2,3 e do gene RPL32 foi de —2,1 a +2,1. No EXP II a variagdo na expressao do gene

RPL32 foide —-1,6 a +1,7.
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Em oposi¢do aos genes housekeeping apresentando expressao de forma constante ou com
baixa variacdo, genes induzidos ao longo da infec¢do indicam os mecanismos ativados em
resposta ao patogeno.

Na literatura ¢ freqiliente o uso dos genes housekeeping para a normalizacao dos dados de
expressao génica (BUSTIN, 2000; 2002; THELLIN et al., 1999). Nestes casos o céalculo da
variagdo da expressdo gé€nica utiliza o gene housekeeping como referéncia. No presente trabalho,
entretanto, optou-se pelo uso do valor de RNA total, sem normalizagdo pelo housekeeping,
devido a evidéncias de influéncia das infecgdes por diferentes agentes e de diferentes estimulos
na expressao dos genes constitutivos (HAMALAINEN et al., 2001; SCHMITTGEN;
ZAKRAIJSEK, 2000; TRICARICO et al., 2002).

A variacdo de resposta entre os tecidos foi marcante. Dos nove diferentes tipos de tecido
testados no EXP I, as amostras dos linfonodos, do figado e dos segmentos intestinais foram as
que apresentaram a maior intensidade de resposta, enquanto que CMSP, baco e timo sofreram
poucas mudangas na expressao de mRNA.

As CMSP e os esplendcitos sdo bastante utilizados em experimentos com camundongos e
em testes in vitro, mas revelaram baixo potencial informativo quando comparados aos demais
tecidos do presente trabalho. Teoricamente as CMSP seriam o material de escolha para o estudo
da evolugdo clinica de pacientes, possibilitando a obtencdo de amostras seriadas do mesmo
animal ao longo da infec¢do. No entanto, os resultados observados do EXP I em CMSP foram
particularmente frustrantes devido a baixa variacdo na expressao dos genes.

O timo foi incluido no EXP I para avaliar a variacdo da resposta em um tecido em que
hipoteticamente houvesse baixa ou auséncia de variagdo. A baixa magnitude de resposta

observada no timo €, portanto, concordante com o esperado.
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Dentre os tecidos que apresentaram intensa resposta a infec¢do, o figado destaca-se pela
intensidade de estimulagdo e pela quantidade de genes ativados. Esta observagao evidencia a
importancia do 6rgao no desenvolvimento da resposta contra o 7. gondii e enfatiza a necessidade
de estudos mais aprofundados sobre a fungdao imune deste 6rgao.

Embora parte desta resposta detectada no figado possa estar associada ao infiltrado de
leucécitos atraidos ao local da lesdo, os hepatdcitos também sdo capazes de produzir quimiocinas
e proteinas de fase aguda, expressam receptores para citocinas e moléculas co-estimulatorias
possuindo a capacidade de modular a resposta inata e a especifica (MOCHIZUKI et al., 1997;
WICK; LEITHAUSER; REIMANN, 2002).

O parénquima hepatico ¢ também responsavel pela sintese e pela liberacao das proteinas
de fase aguda. Estas proteinas plasmaticas sdo produzidas em resposta a processos infecciosos,
inflamatdrios, neoplasicos e agressdes de ordem quimica ou mecanica, possuindo varias fungdes
bioldgicas que envolvem o transporte de outras proteinas, a coagulagdo e a modulagdo da
imunidade, e de uma forma geral, todas participam da restauracdo da homeostase pds-infec¢do ou
pOs-injuria.

As concentracdes plasmaticas das proteinas de fase aguda sdo, por este motivo,
intensamente estudadas para o acompanhamento da resposta a terapias e vacinas, embora ndo-
especificas s3o indicadores sensiveis e precoces de inflamacdo e mais recentemente tém sido
propostos para programas de monitoramento na inspe¢do de animais para consumo humano
(HISS et al., 2003; PYORALA, 2003; SKINNER, 2001).

Além do aumento dos niveis de haptoglobina sérica nos grupos 4DPI, 7DPI e 14DPI, os
suinos infectados por 7. gondii apresentaram elevagdo na expressao de outras proteinas de fase

aguda. O gene ORM1 apresentou indugdo de 12 a 13 vezes respectivamente em amostras de LN
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M e LN HS no 4DPI e o gene CRP apresentou indugdo de 26 e 17 vezes respectivamente em
amostras de LN HS e figado no 4DPI e de 16 e 12 vezes no ileo e figado no 7DPI.

A estimulagdo da produgdo das proteinas de fase aguda pode ser ativada pelas citocinas
IL-1, IL-6, TNF-a e TGF-f (CASTELL et al, 1988; MACKIEWICZ et al., 1990;
MACKIEWICZ et al., 1991; SZALAI et al., 2000) que também apresentaram-se estimuladas nos
suinos experimentais.

A fungdo exata de cada uma destas proteinas ainda ndo esta completamente elucidada. O
efeito imunomodulatério tem sido descrito na interagcdo da haptoglobina com células T, inibindo
a proliferagdo celular e a liberagdo de citocinas Th2, favorecendo a ativagdo da resposta Thl
(ARREDOUANI et al., 2003).

A inducdo destas proteinas associada as citocinas pro-inflamatorias e a ativagdo do
sistema complemento sugerem sua participacdo nos mecanismos inespecificos de defesa. A
deficiéncia de ORM1 em camundongos foi associada a baixa resisténcia a infec¢des por bactérias
Gram-negativas (HOCHEPIED et al., 2000).

Os TLR sdao capazes de reconhecer padrdes antigénicos especificos associados a
microrganismos e levam a ativagdo de sinais através da molécula adaptadora MYD88 (AKIRA,
2003). Dentre os 10 TLRs descritos até¢ o0 momento em células de mamiferos, o TLR2 e o TLR4
parecem estar envolvidos no reconhecimento do 7. gondii. Em camundongos, a deficiéncia de
TLR2 aumenta a suscetibilidade a infec¢@o pelo 7. gondii (MUN et al., 2003). Nos suinos do
presente experimento a expressdo de ambos os TLRs testados apresentou elevagdo (variando de
quatro a seis vezes) no figado e nos segmentos intestinais.

Neutrofilos estimulados por IFN-y e antigenos soluveis de 7. gondii (STAg) produzem

CCL2 envolvendo a participagdo de TLR2 (DEL RIO et al., 2004). A variacdo da expressao de
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CCL2 foi somente testada em amostras de jejuno do EXP II apresentando uma discreta indugao
(duas vezes) nos grupos 4DPI e 7DPI. A CCL2 possui efeito de quimiotaxia sobre monocitos,
linfocitos T, basofilos e mastocitos, além de acdo direta contra o parasita e pode
contraditoriamente estimular a produgao de IL-4 (KARPUS et al., 1997).

A deficiéncia de MYDS88 em camundongos gera alteragdes fenotipicas similares a
deficiéncia de IL12 e IFNG (SCANGA et al., 2002), revelando importante pista sobre os
mecanismos de ativa¢do da imunidade inata. Nos animais do presente experimento houve uma
estimulagdo significativa (2,7 a cinco vezes) do gene MYD88 no LN HS e no figado.

Na infecgdo pela via oral, os tecidos intestinais, o figado, o LN M e o LN HS representam
a primeira barreira de defesa contra a invasao pelo 7. gondii e conforme foi observado, sdo os
tecidos com maior intensidade de resposta inflamatoria. Os sinais gerados durante esta resposta
inicial sdo importantes pecas na geracao da resposta celular especifica e a ativagdo dos genes
IL1B, IL6, TNF, TLR2, TLR4, CRP, MYDS88 ¢ FCGR3A reforcam a necessidade de mais
investigacdes sobre a imunidade inata.

Como esperado os genes associados a resposta inflamatoria e relacionados ao IFNG foram
0s que apresentaram maiores variagdes ao longo da infec¢ao pelo 7. gondii. Entretanto, dentre os
genes indutores da resposta Thl, os genes IL12A, IL12B e IL12RB2 nao apresentaram a mesma
estimulagdo observada em camundongos, ¢ sdo concordantes aos resultados observados por
Solano-Aguilar et al. (2001) em suinos.

A IL12 deve estar de alguma maneira ligada a elevada produgdao de TNF-a, IFN-y e NO
em camundongos, causando lesdo hepdtica e elevada taxa de mortalidade. Camundongos 1L12
deficientes infectados com 7. gondii e Schistosoma mansoni apresentaram maior quantidade de
IL5 e IL10, sobreviveram por mais tempo e apresentaram menos lesdes no figado quando

comparados aos camundongos normais (ARAUIJO et al., 2001).
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STATs sao fatores de ativagdo da transcrigdo encontrados no citosol que quando ativados
sao mobilizados para o nucleo da célula. Ao se ligar com o DNA-alvo, iniciam o processo de
transcricdo. Ainda existem varias duvidas acerca da forma de agdo e da especificidade destes
fatores sobre a ativagdo da transcri¢do de citocinas, mas sabe-se que a estimulagdo de citocinas
como IL-12 e IFN-y esta fortemente associada a ativacdo de STAT4 e STAT1 (CAI et al., 2000;
LEONARD, 1999).

E importante manter em mente que, para que estas proteinas possam exercer a sua
atividade e funcionar como ativadores da transcri¢ao, € necessario que sofram um processo de
fosforilagdo e se apresentem na forma de dimeros (LEONARD, 1999). O estudo da variagdo da
expressao génica destas proteinas deve ser portanto, feita de forma associada a outros indicadores
da atividade dos STATs.

Dentre os STATs avaliados no presente experimento, o STATI foi o que apresentou
maior estimulagdo durante a infecg@o pelo 7. gondii. A maior indugdo foi observada em amostras
de figado, variando de 3,4 a 9,9 vezes no 2DPI, atingindo valores maximos de 12,6 a 36,1 vezes
no 4DPI e diminuindo a 7,1 vezes no 7DPI. Varia¢des foram detectadas também em amostras dos
LN HS, LN M e jejuno.

A indugdo do IFNG e da via do STAT1 foi também observada por Chaussabel et al.
(2003) em macréfagos e DCS infectados por 7. gondii, interessantemente a estimulagdo do
STATI nao foi detectada em infec¢des por outros patdogenos.

Camundongos deficientes do gene STAT4 produzem baixos niveis de IFN-y e morrem em
poucos dias apos a infeccdo pelo 7. gondii (CAI et al., 2000). Nos suinos do presente
experimento, a maior indugdo de STAT4 foi observada em amostras de figado (5,1 vezes) e bago

(3,9 vezes).
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A descrigao inicial dos genes SOCS foi associada a atividade dos STATSs. Os genes SOCS
seriam induzidos pelos STATs e teriam funcdo inibitéria sobre a sinalizagdo dos STATs
(FUJIMOTO; NAKA, 2003). Observou-se elevacao na expressdao de SOCS1 e SOCS3 nos suinos
do EXP I, principalmente nas amostras de figado, linfonodos e segmentos intestinais.

A indugdo do IFN-y nos suinos experimentais pode ser resultante da agdo sinérgica entre
diferentes citocinas. Apesar de pouco intensa, a indugcdo do IL12 estd acompanhada da
estimulagdo do IL23A no EXP I (24 vezes no LN M; 13,3 vezes no jejuno e 8,6 vezes no figado)
e do IL18 no EXP II (3,8 vezes no figado e no ileo). Lieberman et al. (2004) e Cai, Kastelein e
Hunter (2000) referem respectivamente a IL-23 e a IL-18 como citocinas importantes na
resisténcia a toxoplasmose aguda em camundongos. Embora possam estimular a producdo de
IFN-y, a IL-23 e a IL-18 dependem da presenga de IL-12.

O grau de inducao de alguns genes associados aos mecanismos efetores da resposta imune
sdo bastante marcantes, atigindo valores superiores a 100 vezes de aumento.

O gene SLCI11A1 apresentou uma elevacao de 200 vezes no LN M no 4DPI e no 14 DPI,;
aumento de 110 vezes no LN IC no 4DPI e de 170 vezes no jejuno no 4DPI. O gene SLC11A1
estd associado a resisténcia macrofagica as infec¢des e provavelmente estaria envolvido na
remog¢ao de ions de ferro necessarios ao metabolismo parasitario (STAFFORD; NEUMANN;
BELOSEVIC, 2002). A mobilizagdo de ions ferro do citoplasma e a alteragdo da acidez
intracitoplasmatica afetariam também a fun¢do de fatores de transcricdo. Em camundongos a
ativacdo do gene SLCI1A1l aumenta a expressao do gene NOS2A e a produgdo de NO,
envolvendo também os genes IRF1 e STAT1 (FRITSCHE et al., 2003).

A producdo da enzima INDO ¢ induzida pelo IFN-y e estaria possivelmente associada a

deplecao de triptofano dos tecidos (FUJIGAKI et al., 2002). A remogdo de triptofano por si s
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ndo ¢ efetivo para combater a multiplicacdo do parasita (MACKENZIE et al., 1999), mas a
destacada indugdo da expressdo deste gene levanta um ponto para futuras investigacdes. Em
amostras de figado dos suinos infectados pelo 7. gondii registrou-se um aumento de 430 vezes
na expressao de INDO no 4DPI.

Um outro fator a ser ponderado ¢ a geracdo de metabolitos intermedidrios com agdo pro-
apoptotica durante o processo de degradagdo do triptofano. O acumulo destes metabolitos em
estados de imune ativagdo persistente afetam a manutengdo e a proliferacdo de linfocitos T
(GROHMANN; FALLARINO; PUCCETTI, 2003).

O ARGI ¢ o gene associado a enzima responsavel pela degradacdo da arginina.
Apresentou um pico de indug@o no 4DPI no EXP I e no 7DPI no EXP II. A estimulagdo foi de
200 vezes em amostras de LN M do EXP I e de 516 vezes no LN M e 100 vezes no ileo e LN HS
do EXP II. A inducdo deste mecanismo reforga a hipotese da inibicdo da replicacdo do parasita
através da deplegao de nutrientes.

A indugdo da enzima arginase pode também ser interpretada como uma condi¢ao
favorecedora ao parasita, pois a enzima NO sintase utiliza a L-arginina como substrato para a
producao de NO, que possui acao toxica sobre o parasita (VINCENDEAU et al., 2003).

Do ponto de vista da regeneragdo tecidual, ambas as enzimas (arginase ¢ NO sintase)
exercem papéis importantes. A produ¢do de NO inibiria a multiplicag@o parasitaria e favoreceria
a vasodilatagdo, enquanto que a arginase criaria condigdes favoraveis para a proliferacdo de
fibroblastos e producao de colageno (SHEARER et al., 1997).

Além do balanco NO sintase e arginase, existe também influéncia da NO sintase sobre a
INDO. A presenca de altos niveis de NO ¢ capaz de inibir a expressdao de INDO (ALBERATI-

GIANI et al., 1997).
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O gene NOS2A apresentou inducdo em amostras de jejuno (aumento de 20 vezes no 2DPI
e 176 vezes no 4DPI) e ileo (9,5 vezes no 4DPI) do EXP I e em amostras do LN M (13 vezes no
7DPI), figado (oito vezes no 7DPI), jejuno (quatro vezes no 2DPI; 9,3 vezes no 4DPI e 7,3 vezes
no 7DPI) e ileo (3,5 vezes no 7DPI) do EXP II. A elevagdo da expressao do gene € concordante
com a determinacdo de NO sérico no EXP I (Grafico 4.1.4) que atingiu de valores maximos no
4DPI.

Ao analisar o efeito da infeccdo pelo 7. gondii em culturas de fibroblastos utilizando
microarranjos, Blader, Manger e Boothroyd (2001) observaram inducdo de genes ligados a
sintese e degradacdo de proteinas, sintese de colesterol e a glicolise, mostrando a interferéncia da
infec¢do sobre outras vias metabdlicas além destas testadas no presente experimento.

Além dos genes ligados a resposta Thl, alguns genes associados a resposta Th2 também
apresentaram estimulagdo. Esta observagao reforga a teoria de que a resposta do tipo Th1 ou Th2
seria a resultante do predominio de um conjunto de citocinas, isto ¢, ndo ¢ a simples presenca ou
a auséncia de uma dada citocina que determina a resposta. A indugdo da resposta Thl seria,
portanto, observada na predominancia de sinais Th1 inibindo o desenvolvimento da resposta Th2
(JANKOVIC; LIU; GAUSE, 2001; SZABO et al., 2003).

A estimulagdo da expressdao de genes Th2 durante o desenvolvimento da resposta imune
contra o 7. gondii ocorreria por mecanismos inespecificos de ativagdo. O gene GATA3 foi
primariamente associado a células do tipo Th2, entretanto sua expressdo ja foi observada em
células T virgens ndo-ativadas e em células Thl, apresentando-se aumentada nas células Th2
(COUSINS; LEE; STAYNOV, 2002).

No presente experimento o GATA3 apresentou indugcdo no 7DPI. Aumento nao
significativo de 1,6 vezes no jejuno e de 2,1 vezes no ileo e variagdo significativa de 3,6 vezes no

figado. Nos demais grupos experimentais apresentou-se inalterado ou reprimido.



126

Apesar de estar classicamente associada a resposta Th2, alguns autores tém citado a
participacdo da IL-4 na inducdo da resposta imune agindo em conjunto com o IFNG e a IL-12.
Camundongos IL4 deficientes apresentaram menor grau de hemorragia e necrose intestinal,
refletindo em menor taxa de mortalidade ap6s a infec¢ao oral por 7. gondii, observou-se porém
um aumento de lesdo hepatica, com presenga de trombos de fibrina e necrose isquémica
secundaria (NICKDEL et al., 2004; NICKDEL et al., 2001).

Nos suinos infectados com 7. gondii houve aumento da expressdao de IL4 no LN M, LN
HS, jejuno, ileo e figado. Neste tltimo, a variagdo de IL4 atingiu indugdo de sete vezes no 4DPI
no EXP I e de 12 vezes no 7DPI no EXP II.

Em camundongos a IL5 (NICKDEL et al., 2001) foi associada a uma maior resisténcia a
infeccdo oral por T. gondii. Este gene apresentou uma discreta indugdo no LN M nos grupos
7DPI e 14DPI e no LN HS no 7DPI e 14DPI, mas manteve-se reprimido ou inalterado nos
demais tecidos. No LN M excepcionalmente observou-se indugdo de 4,6 vezes.

A hiperativacdo dos mecanismos inflamatorios e de defesa Thl pode, entretanto, gerar
auto-destruicdo de células do hospedeiro. Seguindo este raciocinio, fatores reguladores da
inflamacao e da resposta imune cumprem um importante papel no periodo de recuperagao.

A IL-10 possui efeito inibitorio sobre a produgdo de NO, compostos oxidativos nos
macréfagos e assim como o TGF- inibe a produgdo de citocinas inflamatérias como o IFN-y, o
TNF-a e a IL-2 reduzindo os efeitos imunopatologicos nos tecidos intestinais e cerebral
(GAZZINELLI et al., 1992; ROSENBERG; GALLIN, 1999; SUZUKI et al., 2000).

Suzuki et al. (2000) observaram severas lesdes necroticas nos intestinos e no figado de
camundongos IL10-deficientes infectados por 7. gondii. O bloqueio da atividade do IFN-y, da IL-

12 ou das células CD4, foi capaz de prevenir a formagao das lesdes ¢ aumentar a sobrevida dos
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camundongos. Nos suinos infectados por 7. gondii observou-se elevacao na expressdo de IL10
em amostras de figado, jejuno e linfonodos.

Em mamiferos o TGF-f3 ¢ encontrado em trés isoformas, 1, 2 e 33, que apresentam ao
redor de 70 a 76% de homologia entre si. A atividade biologica in vitro ¢ praticamente idéntica
entre estas trés isoformas, entretanto existem diferencas no padrdo de expressdo durante a
embriogénese e diferencas fenotipicas em camundongos geneticamente deficientes sugerindo
possiveis diferencas funcionais. Acredita-se que a isoforma [1 esteja ligada a fungdes
imunologicas e as isoformas 2 e 3 sejam reguladoras da diferenciagao celular e embriogénese
(KRAKAUER; VILCEK; OPPENHEIM, 1999).

No EXP I a expressao do TGFBI1 e do TGFB3 apresentaram indugdo durante a infec¢ao
pelo 7. gondii. A isoforma TGFB2 apresentou indu¢do somente nas CMSP e apresentou-se
inibida nas demais amostras de tecido. A atividade do TGF-B1 depende de uma série de
circunstancias, variando de acordo com o local, o tipo celular e o grau de ativacdo das células
envolvidas. De um modo geral, tende a um efeito supressor a nivel sistémico e efeito inflamatdrio
local em tecidos, auxiliando também no processo de reparagao tecidual (KRAKAUER; VILCEK;
OPPENHEIM, 1999). O efeito modulatorio parece envolver a IL-6 inibindo a produgdo de
algumas proteinas de fase aguda e de fibrinogénio (MACKIEWICZ et al., 1990).

A primeira vista, os dados do EXP II sdo concordantes ao do EXP I. Como anteriormente
mencionado ha uma discreta diferengca no tempo de resposta local dos tecidos detectada pela
Real-Time RT-PCR que poderia estar relacionada a diferenga de idade dos animais dos EXP I e
EXP II e a diferenga nas condigdes do inoculo. Entretanto ao analisar o tipo de resposta que €

produzida, € possivel observar padroes em comum.
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A resposta tecidual dos suinos do EXP I tende a apresentar valores maximos no 4DPI
enquanto que no EXP II, o pico de resposta parece estar no grupo 7DPI. A observagdao de um
numero maior de genes apresentando variagdo estatisticamente significante no EXP II, pode ser
explicado pelo aumento do nimero de animais testados por grupo.

No EXP II, da mesma forma que no EXP I, hd uma intensa indugdo da resposta
inflamatoria, envolvendo os genes IL1B, IL6, TNF, TLR2 e TLR4. Além destes, os genes CRP,
MYD88 e FCGR3A testados somente no EXP II também apresentaram estimulagao.

Quanto aos genes ligados a resposta Thl, houve similar estimulagdo dos genes IFNG,
IRF1 e STATI e também de IFNGR, HLX1 ¢ TBX21 néo testados no EXP I.

O TBX21 ¢ um fator de transcri¢do recentemente descrito que estd envolvido em eventos
precoces do desenvolvimento da resposta Thl e na indug@o da produgao de IFN-y por células Thl
e NK (SZABO et al., 2000).

A primeira citagdo de indugdo do TBX21 durante a toxoplasmose em suinos foi publicada
por Dawson et al. (2004). Neste trabalho, realizou-se a amplificagdo e o seqiienciamento de
CD28, ICSBP1, MYD88 ¢ TBX21 da espécie suina e a avaliagdo da expressao em amostras de
LN M e figado. Foi observada a inducao da expressao de TBX21, IFNG, CD28, HLX1, IRFI,
MYD8S8, STATI1 no figado.

De forma similar, foram detectadas variagdes significativas na expressao de TBX21 em
amostras de figado, LN HS e ileo dos animais do presente experimento.

E interessante notar uma indugio marcante de genes ligados aos mecanismos regulatorios
e co-estimulatorios (IL10, MHC2TA, ICOS, CD3E, CD28, CTLA4, TNFRSFS5, TNFSF5, CD80
e CD86) no tecido hepatico e intestinal, porém uma baixa estimulacdo nas amostras de linfonodo.

Os mecanismos co-estimulatorios sdo principalmente ativados por parasitas vivos.

Subauste e Wessendarp (2000) compararam a resposta induzida por taquizoitos vivos € mortos
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em DCs humanas e observaram que DCs infectadas por parasitas vivos apresentaram indu¢do da
expressao de TNFRSF5, CD80 e CD86 e foram capazes de estimular uma produ¢do maior de
IFN-y em linfocitos T do que as DCs que somente fagocitaram parasitas mortos. Esta produgado

de IFN-y foi associada a estimula¢do de IL-12 e envolveu a sinaliza¢do co-estimulatoria do CD28
e TNFSF5.

A sinalizagdo gerada via interagdo do CD80/CD86-CD28 e do TNFRSF5-TNFSF5 ¢
também capaz de induzir a produ¢ao de IFN-y independente da presenca do IL-12 (SUBAUSTE;
WESSENDARP, 2000).

A elevagdo da expressao do gene IGG foi detectada em amostras de LN M (13,9 vezes) e
LN HS (6,7 vezes) no 14DPI no EXP I e em amostras de LN M (5,4 vezes no 7DPI e 5,6 vezes
no 14DPI), LN HS (4,2 vezes no 14DPI) e figado (6,8 vezes no 7DPI e 5,8 no 14DPI) do EXP II.
Aumento na expressao de IGM foi detectada em amostras de LN M (10,9 vezes) e figado (8,8
vezes) do EXP II no 7DPI. Estes resultados sdo concordantes com os observados na prova do
MAT. Anticorpos especificos anti-7. gondii foram detectados no 14DPI no EXP I e nos 7DPI e
14DPI no EXP II e sdo concordantes com os resultados sorologicos observados na literatura
(DUBEY; BEATTIE, 1988).

A expressao de gene CASP1 ligado a apoptose apresentou um aumento significante nos
linfonodos do grupo 7DPI e no figado do 4DPI e 7DPI, indicando a ativagdo de mecanismos de
morte celular programada.

A necrose hepatica também pode ser resultante da citotoxicidade envolvendo TNFRSF6
(CD95) mediada por células T, NK, DC e pelos proprios hepatocitos CD9SL™ (WICK;

LEITHAUSER; REIMANN, 2002) ou pela agio hepatotoxica da IL4 (GUILLOT et al., 2001).
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O efeito final da ac¢do das citocinas depende do conjunto e do equilibrio das moléculas
envolvidas. O TNF-a possui efeito citotoxico para os hepatocitos, produzindo lesdes intensas
quando associado ao IFN-y. Niveis elevados do TNF-a sao detectados em infecgdes letais em
camundongos (MATSUSHITA et al., 1999), entretanto, esta citocina participa da regeneracao
hepatica quando associado a IL6 (WICK; LEITHAUSER; REIMANN, 2002).

A técnica da Real-Time RT-PCR permitiu avaliar a diversidade da resposta a infec¢do
pelo T. gondii indicando ndo somente quais os genes induzidos, mas também o grau de indugdo
destes genes. Além disso, a variacdo da intensidade da resposta de um tecido para o outro sugere
a importancia da adequada selecdo da amostragem tecidual.

Em continuidade aos resultados aqui observados, o isolamento e o estudo das populacdes
de células presentes no figado e nos segmentos intestinais torna-se uma necessidade para a
compreensdo dos mecanismos de interacdo entre a imunidade inata e a especifica e os
mecanismos de diferenciagdo dos linfocitos T (ABO, 2001).

O enfoque a tipos celulares especificos fornecem importantes contribuigdes para a
compreensao da dindmica das populagdes de células, assim como a quimiotaxia e a avaliacdo dos
mecanismos da resposta local e sistémica. As células com capacidade de reconhecimento de
patdgenos sdo as pecas-chave para a compreensao das vias de diferenciagdo da resposta celular.

Utilizando a técnica dos microarranjos, Chaussabel et al. (2003) descreveram a
capacidade de DCs e macrofagos de expressar diferentes padroes de resposta a infecg¢do pelo 7.
gondii, Leishmania major, L. donovani, Mycobacterium tuberculosis e Brugia malayi.
Similarmente aos resultados aqui observados, detectaram forte indug@o de genes relacionados ao
IFNG, como o STAT1, STAT4, IRF4 e envolvimento da via dos TLRs, ILIR, MYDS88 e TNF na

resposta contra o 7. gondii.



131

Os mastdcitos presentes no tecido conjuntivo adjacente a vasos € em mucosas sao capazes
de interagir com taquizoitos de 7. gondii e induzir a migracdo de neutrdfilos, macrofagos e
linfocitos para o local da lesdo (FERREIRA et al., 2004). Sabe-se também que a deplegdo de
neutrofilos em camundongos diminui a resisténcia a infec¢do pelo 7. gondii (BLISS et al., 2001).

O conjunto dos resultados aqui observados incentiva o estudo da interagdo hospedeiro-
parasita de uma forma holistica. O estudo da func¢do das citocinas leva invariavelmente a uma
intrincada rede de sinais estimulatdrios e inibitorios regulatdrios, justificando o investimento na
composi¢do de painéis cada vez mais complexos para a determinacao de diferentes citocinas.

De forma concordante, a revisdo de Burger e Dayer (2002) enfatiza a importancia do
estudo em conjunto dos mecanismos de sinergismo e de inibigdo para a correta interpretagdao dos
dados experimentais, desencorajando estudos em que sdo realizados a determinagdo dos niveis de
uma Unica citocina.

Ao estudar a influéncia de diferentes citocinas na produ¢do de proteinas de fase aguda em
células de origem hepatica, Mackiewics et al. (1991) chegam a conclusdo de que a produgao das
proteinas ¢ reflexo da combinagao de citocinas e ndo o efeito de uma Unica citocina.

Durante o desenvolvimento da resposta de defesa imune contra o 7. gondii observou-se
inducdo tanto de citocinas pro-inflamatorias quanto de citocinas anti-inflamatorias sugerindo
ativagdo escalonada de diversos mecanismos resultando no controle da infeccdo. A fase de
recuperagdo depende de um bom equilibrio entre os mecanismos efetores de protecdo e de
mecanismos de controle da resposta imune.

Comparado aos camundongos, a espécie suina apresenta caracteristicas de resisténcia a
toxoplasmose bastante similares a espécie humana, fortalecendo a importancia dos resultados

aqui obtidos.
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Em continuidade ao estudo da gendmica, a identificacdo de proteinas ou de fatores de
transcricdo envolvidos na indugdo e na modulagdo da resposta de defesa poderdo no futuro ser
aplicados em imunoterapias e no desenvolvimento de vacinas.

O estudo da gendmica funcional em animais de producdo permitira também a
identificagdo de genes candidatos para programas de melhoramento animal visando selecionar
qualidades até entdo pouco estudadas como por exemplo a maior resisténcia a doengas.

A selegdo de marcadores genéticos de resisténcia a doencgas deve considerar genes
associados ndo somente a inducao da resposta imune, mas também de genes ligados a inibicao da
resposta e recuperacao tecidual. Além da melhora da qualidade do rebanho animal, estudos
comparativos contribuirdo para a compreensao dos mecanismos comuns de resposta a doencas e a

identifica¢do de pontos de convergéncia entre a fisiologia humana e a dos animais.
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6 CONCLUSOES

A utilizagdo da técnica da Real-Time RT-PCR permitiu a quantificar a variacdo da
expressao de genes em tecidos de suinos infectados pelo 7. gondii revelando a ativagdo de
diversos mecanismos de defesa do hospedeiro.

A avaliagdo conjunta de 69 genes ao longo da infec¢ao pelo 7. gondii revela uma ativagao
coordenada da resposta inata, inducdo de mecanismos inflamatérios, geracdo de um padrao de
resposta do tipo Thl, envolvendo mecanismos co-estimulatérios e regulatérios que levaram ao
controle da infeccdo.

A inducdo da reposta imune local ocorreu de forma e de intensidade diferentes de acordo
com a localizacdo e do tipo de tecido. As amostras de figado, LN M, LN HS e segmentos
intestinais foram as que apresentaram maior intensidade de variag¢do, enquanto que amostras de
CMSP e timo apresentaram baixa variacao na expressao de genes.

De forma concordante, cé¢lulas dos LN M e LN HS apresentaram maior produgdo de IFN-
v que células do LN TB e CMSP quando cultivadas in vitro revelando um padrao de resposta
localizada e diferenciada frente a uma infecgao sistémica.

A adequada escolha da amostra tecidual ¢ um importante fator para a observacdo da
resposta local. Embora sejam alvo de intmeras publicacdes, as CMSP apresentaram baixa
variacao na expressao de genes.

A ativacdo da imunidade inata é um importante passo no desenvolvimento da defesa
contra o 7. gondii, produzindo moléculas com a¢do tdxica anti-microbiana e gerando sinais para a

formacao da resposta imune especifica.
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Foi possivel detectar a ativacdo de alguns genes ja no 2DPI, com aumento de intensidade
nos dias 4 e 7 pos-infeccdo. A diminuicdo da quantidade de parasitas nos tecidos sugerem éxito
no controle da multiplicacdo parasitaria ao redor do 14DPI.

Os genes IL1B, IL6, TNF, TLR2, TLR4, CRP, MYDS88 ligados a mecanismos inatos e
inflamatodrios apresentaram ativagao durante a infecgao pelo 7. gondii.

A inducdo de genes associados a resposta Thl IFNG, IFNGR, IL12A, IL12RB2, IL18,
IL18R, IL23A, IRF1, TBX21, STATI revelam as possiveis vias de ativagao da resposta imune
especifica.

A expressdo de genes associados a resposta Th2 (IL4, GATA3), assim como a
estimulagdo de genes ligados a mecanismos regulatorios (IL10 e TGFB1) indicam uma resposta
balanceada, inibindo a exacerbagdo da resposta Th1.

A intensa ativagdo de genes da resposta inflamatoria, regulatoria e co-estimulatéria nos
tecidos intestinais e figado sugerem um importante papel desses orgdos na defesa inata e na
geracdo de sinais para o desenvolvimento da resposta tardia especifica.

Além da producdo de componentes toxicos, mecanismos de deplecao de nutrientes e
alteracdo do meio intracitoplasmatico podem estar ligados ao controle da multiplicagdo
parasitaria. A marcante indugdo dos genes ARG1, INDO e SLC11A1, ligados ao metabolismo de
aminoacidos e ferro evidencia a importancia destas vias efetoras.

A infecgdo experimental com organismos vivos revelam multiplas vias de ativacao e agao
do sistema imune. A correta interpretagdo dos resultados deve, portanto, considerar a intrincada

rede de interacdes de sinais estimulatérios e inibitorios.
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APENDICE A - MEIO DE COLHEITA

500 ml Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) sem Ca e Mg (Gibco BRL)

5 ml Gentamicina 50% (Sigma)

2,5 ml Penicilina-estreptomicina (2000UI e 2mg em 100 ml, Sigma)

5 ml N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid 1M (HEPES, Gibco)
Filtrado a 0,22um, pH7,4

APENDICE B - MEIO PBL

50 ml 10X HBSS sem Ca e Mg

25 ml Acido etileno diamino tetracetato sodico 0,2M (EDTA)
5 ml HEPES 1M (Gibco)

420 ml agua destilada

Filtrado a 0,22pum.

APENDICE C — MEIO BLASTOGENICO

870 ml RPMI-1640

100 ml soro fetal bovino (SFB)

10 ml L-glutamina

10 ml Pen/Strep (10,000 U.IL penicilina/10,000ug estreptomicina)
10 ml HEPES 1M

1 ml 2-Mercaptoetanol (2-ME)

Filtrado a 0,22um.
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APENDICE D - MEIO COMPLETO PARA CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES

1000 ml RPMI-1640

100 ml SFB

20 ml HEPES

10 ml L-Glutamina

1 ml 2-ME (55mM)

10 ml Pen/Strep

0,5 ml Gentamicina (50mg/ml)
10 ml NEAA

10 ml Piruvato

Concanavalin A (solucao estoque a 500 ug/ml em PBS)

Uso: 10ul/ml (Usar 125 pg/flasco = 250 ul em 12,5 ml media)

Cultivo: 3,12 x 107 células em 12,5 ml (volume final).
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APENDICE E - CRITERIOS ADOTADOS PARA DESENHO DE PRIMERS E SONDAS

As seqiiéncias de referéncia (RefSeq) foram obtidas do Genbank (NCBI) e do TIGR. Na
auséncia de seqiiéncias completas, foram utilizadas as seqii€éncias parciais de publicagdo recente
contendo o maior nimero de informagdes ¢ anotagdes sobre introns e exons.

As seqiiéncias foram testadas (BLAST <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/>) em
diferentes databases, em busca de variacdes que pudessem representar erros de seqlienciamento
ou areas de polimorfismo.

Para o desenho de primers e sondas foi utilizado o software Primer Express versdo 1.5a
(PE Applied Biosystems, Foster City, EUA) que ¢ parte integrante do pacote que acompanha o
equipamento ABI Prism 7700 Sequence Detection System (PE Applied Biosystems, Foster City,
EUA). Maiores informagdes podem ser obtidas no site <http://www.appliedbiosystems.com>

O passo inicial foi a escolha da sonda. Foram evitadas seqiiéncias de nucleotideos
idénticos, especialmente quatro ou mais guaninas (Gs). O conteudo de citosina (C) e G foi
mantido entre 30 e 80%, com predominio de Cs em relacdo as Gs. Evitando-se sempre a
finalizacdo da extremidade 5" com G.

Primers senso e anti-senso possuem Tm (temperatura de fusdo) iguais, tamanho de 15 a 30
bases e conteudo de C + G entre 30 a 80%.

Foram evitadas seqiiéncias de nucleotideos repetidos, especialmente Gs. Regides com
quatro ou mais Gs seguidos foram eliminados.

A soma de Cs e Gs nos ultimos cinco nucleotideos da extremidade 3" nao superior a dois.

Tamanho maximo do amplicon ndo ultrapassa 400 bp (sempre que possivel buscando o
tamanho ideal entre 50 e 150 bases).

Quando possivel, os primers estdo sobre as jungdes de exons e introns.

Os primers possuem Tm de 58 a 60°C e sondas com valor de Tm 10°C superior aos
primers.

As seqliéncias de cDNA da regido de hibridizagdo dos primers e da sonda foram testadas
(BLAST) nas databases para ESTs e NRs. As sondas foram redesenhadas quando houve

homologia a outras seqii€éncias que ndo a seqiiéncia-alvo.
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APENDICE F - ETAPAS DA PADRONIZACAO DA REAL-TIME PCR

Referéncia bésica: Bulletin #2 e Bulletin #5 (Applied Biosystems, Foster City, EUA)

Os primers e sondas foram sintetizados por Biosource (Biosource International Inc.,
Camarillo, EUA) <www .keydna.com>

Solugdes estoque de primers foram preparados a 90 um e as sondas a 25 um em tampao
TE (pH 8,0) e mantidos em freezer —20°C protegidos da luz.

Fonte de cDNA: Foram testados cDNAs sintetizados a partir de RNA de células de suino
estimuladas 24 a 72 horas com ConA (Concanavalin A, lectina da Conavalia ensiformis, Sigma,
EUA) ou PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate, Sigma, EUA).

Primers (senso e anti-senso) foram testados a 50, 300 e 900 nM frente a concentragdes
constantes de cDNA e sondas.

Concentragdes adequadas de primers foram definidas considerando os melhores valores
de Ct e ARn, onde Ct ¢ o numero de ciclos necessarios para a deteccdo da reacdo e ARn a
intensidade da fluorescéncia.

Apos a escolha da melhor concentragdo de primers, testou-se diferentes concentragdes de
sondas: 50, 100, 150, 200 € 250 nM.

Foi escolhida a concentracdo que apresentasse boa intensidade de fluorescéncia nas
reagdes positivas e baixa ou auséncia de ruido nas reagdes negativas, sem alteracao do valor de
Ct.

Definidas as concentracdes 6timas de primers e sondas foram realizadas dilui¢cdes seriadas
de cDNA para calculo de linearidade e eficiéncia da reacdo para cada um dos genes testados.

Todas as seqii€ncias testadas apresentaram linearidade superior a 0,950 dada pelo valor de
RQUAD (R?) e valores de inclinagio entre -3,404 + 0,2 calculadas em planilha MS Excel
(Microsoft, EUA) (DAWSON et al., 2002b).

Ap0s o processo de otimizacdo, o produto da reagdo do Real-Time RT-PCR foi submetido
a eletroforese em gel de agarose a 4%, corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultra-

violeta (UV) para confirmar a formacao de banda unica em tamanho compativel com o esperado.
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APENDICE G — Detecgdo de 7. gondii nos tecidos, valores de aspartato aminotransferase (AST),
oxido nitrico (NO) haptoglobina (Hp) e IFN-y séricos e producao de IFN-y por
c¢lulas mononucleares do sangue periférico (CMSP), linfonodo mesentérico
(LN M), hepato-esplénico (LN HS) e traqueo-bronquial (LN TB) nos suinos do
EXP I - Beltsville - 2003

) .., AST NO Hp Interferon-y?
Grupo Animal T.gondii™ \;y ) (M) (mgml) Soro CMSP LNM LNHS LNTB
Controle _1C 0 23 135 0.1 0 101 095 0,75 0064
2C ©) 33 11, 1,0 0 02 029 014 024
Média 280 123 0,6 0,0 0,6 0,6 0,4 0,4
DP 7,1 1,7 0,6 0,0 0,6 0,5 0,4 0,3
2DPI 12 (++) 28 373 0,8 424 056 1,02 028 026
22 +) 29 229 1,3 0 0,47 1,02 031 02
32 +) 28 204 0,5 452 049 5,54 1 0,82
Média 283 26,9 0,9 2920 05 2,5 0,5 0,4
DP 0,6 9,1 0,4 2533 0,0 2,6 0,4 0,3

4DPI 1-4 (+++) 59 173,2 4,0 11700 2,15 9,8 1,68 0,47
2-4 (+++) 58 168,9 6,9 12200 10,74 11,62 1,72 0,32

3-4 (++) 56 1496 45 1472 451 16,19 057 0,34

Média 57,7  163,9 51 84573 5.8 12,5 1,3 0,4

DP 1,5 12,6 1,5  6054,6 4.4 3,3 0,7 0,1

7DPI 17 ) 31 56,9 3,5 80 958 521 1341 424
2-7 (+++) 173 1043 53 1920 1,75 98 127 8,15

Média 102,0 80,6 44  1000,0 5,7 51,6 70,2 6,2

DP 1004 33,5 1,3 13011 55 65,6 803 2.8

14DPI  1-14 ) 37 90,3 4,9 0 083 259 1,19 096
2-14 ) 23 45,9 4,6 0 1435 2731 18,52 13,11

Média 30,0 68,1 4,8 0,0 7,6 15,0 9,9 7,0

DP 99 314 0,2 0,0 9,6 17,5 12,3 8,6

! Detecgdo de T. gondii : (-) ausente, (+) pouca, (++) moderada, (+++) elevada quantidade
2 IFN-y sérico pg/ml, IFN-y no sobrenadante ng/ml
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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