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RESUMO

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo cosmopolita. Durante sua patogénese a
resposta imune é fundamental para controle e contencdo parasitaria e, por essa razao, a
toxoplasmose pode ser agressiva em pacientes expostos a imunossupressao terapéutica, como
0s bloqueadores do TNF-a utilizados no controle de doencas autoimunes. Neste estudo, 0
perfil soroldgico anti-Toxoplasma gondii foi avaliado em pacientes com doengas autoimunes
e que fazem uso de inibidores de TNF-a e drogas sintéticas, através da dosagem de IgM, 1gG
total, 1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4. Além disso, a avidez dos anticorpos IgG total e IgG1 foi
determinada em pacientes positivos para Toxoplasma gondii através do ELISA. Amostras de
soro foram coletadas de 87 individuos, 32 pacientes com doencas autoimunes usando drogas
sintéticas (SIB), 23 com doencas autoimunes usando blogueadores de TNF-o (IB) e 32
individuos no grupo controle (GC). Pacientes positivos para IgG total apresentaram niveis
significativamente mais baixos nos grupos IB e SIB em comparacdo ao GC (p <0,0001) e
concentracdes mais altas de IgM no grupo IB em comparacgéo aos grupos SIB e GC (p <0,05).
A andlise da subclasse de 1gG1 revelou niveis séricos menores no grupo 1B em comparagédo
ao GC (p <0,05) e a menor correlacdo positiva com IgG total. No entanto, a sua avidez em
pacientes pertencentes ao grupo IB foi significativamente maior em comparagdo com 0S
pacientes nos grupos SIB e GC. Esses resultados sugerem que a terapia bloqueadora do TNF-
a interfere na resposta imune humoral especifica do Toxoplasma gondii, afetando diretamente

0 isétipo 1gG1, que é o predominante na resposta especifica de Toxoplasma gondii estudada.

Palavras-chave: Dbloqueadores de TNF-a, imunoglobulinas, Toxoplasma-gondii,

imunossupressao terapéutica, toxoplasmose.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is a zoonosis of cosmopolitan distribution. During the pathogenesis of this
condition, the function of the immune system is fundamental for parasitic control and
containment, and for this reason, toxoplasmosis can be aggressive in patients exposed to
therapeutic immunosuppression, such as TNF blockers used in controlling autoimmune
diseases. In this study, the anti-Toxoplasma gondii serological profile was evaluated in
patients with autoimmune diseases using TNF inhibitors and synthetic drugs, by measuring
IgM, total 1gG, IgG1, 1gG2, IgG3, and 1gG4. Furthermore, the avidity of total IgG and 1gG1
antibodies were determined in T. gondii positive patients with an Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). Serum samples were collected from 87 individuals, 32
patients with autoimmune diseases using synthetic drugs (SD), 23 with autoimmune diseases
using TNF-a blockers (BD), and 32 healthy subjects in the control group (CG). 1gG positive
patients presented significantly lower levels in the BD and SD groups compared to the GC (p
< 0.0001) and higher levels of IgM concentration in the BD group compared to the SD and
CG (p < 0.05) groups. IgG1 subclass analysis revealed decreased serum levels in the BD
group in comparison to the CG (p < 0.05) and the lowest positive correlation with total 1gG.
However, its avidity in patients belonging to the BD group was significantly higher in
comparison to patients in the SD and CG groups. These results suggest that TNF-o. blocking
therapy interferes with the humoral immune response specific to T. gondii, directly affecting

the 1gG1 isotype, which is the predominant one in the specific T. gondii response studied.

Keywords: TNF-a blockers, immunoglobulins, Toxoplasma gondii, therapeutic

immunosuppression, Toxoplasmosis.



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Tabela 1: Positividade para anticorpos IgG total anti - T. gondii de pacientes com doencas

autoimunes (1B, SIB) e (GC), sem d0engas aUtOIMUNES. ........c.ccverueeeereeriesieseesieseesieesee e 29

Tabela 2: Descricdo das doencas autoimunes nos grupos SIB e IB e detecgdo da IgG total
LT I T Vo 1 SRS 29

Tabela 3: Frequéncia de Isétipos de imunoglobulinas em pacientes positivos para
TOXOPIASIMIOSE. ...ttt bbbt b bbbttt b b b 33

Quadro 1: Descri¢cdes dos medicamentos dos grupos IB € SIB.........cccccevvevveveiieie e 23



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Determinacéo dos niveis de anticorpos IgG total. ..........cccccevvvevviiiiicii e 28
Figura 2. Determinacdo dos niveis de anticorpos 1gG total dos pacientes positivos. ............. 29
Figura 3A. Determinacdo dos niveis de anticorpos IgM ...........cccvveveiiene e 30
Figura 3B. Niveis de IgM dos individuos positivos para IgG total anti- T. gondii. ................ 30
Figura 4. Determinacdo dos niveis da subclasse IgGL. .......cccccovvevieiiiicie e 31
Figura 5. Determinagdo dos niveis da subclasse 1gG2. ........cooviiieiiiieieienenese e 31
Figura 6. Determinacdo dos niveis da subclasse IgG3. .........ccovveiieie s 32
Figura 7. Determinagdo dos niveis da subclasse 1gG4. ........coovieieiiiieieereese e 32
Figura 8. Correlacédo entre niveis séricos de anticorpos IgG total e a subclasse IgG1............ 33
Figura 9. ELISA-Avidez para IgG total. ..........ccccveiiiiiiicie e 34

Figura 10. ELISA-AVIAEZ de IGGL. ....coiiiiiiiieiieee e 35



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLO

%: Porcento

°C: Grau Celsius

+: Desvio padrdo

a: Alfa

v: Gama

pL: Microlitro (s)

mL: Mililitro (s)

n: NUmero

AGHU: Aplicativo de Gestdo para Hospitais Universitarios
Anti- T. gondii: Anticorpo anti - Toxoplasma gondii
APC: Células apresentadoras de antigenos

CD: Cluster of differentiation

DMARDs: Disease Modifying Antirheumatic Drugs
DO: Densidade optica

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
GC: Grupo controle

GPI: Glicosil fosfatidilinositol

HIV: Human Immunodeficiency Virus

H,0,: Perdxido de hidrogénio

IA: Indice Avidez

IB: Grupo em uso de imunomodulador bioldgico
IE: indice ELISA

IFN: Interferon

IL: Interleucina

MTX: Metotrexato

NK: Natural Killer

OPD: Orthophenylenediamine

PAMP: Padrdes moleculares associados aos patdégenos
PBS: Solucdo salina tamponada com fosfato
PBS-T: Solucéo salina tamponada com fosfato contendo Tween 20
SIB: Grupo sem uso de imunomodulador bioldgico

STAg: Antigenos sollveis de taquizoitos de T. gondii



TCLE: Termo de consentimento livre e esclarecido
T. gondii: Toxoplasma gondii

Th: linfocito T helper

TLCK: Tosyl-L-lysyl-chloromethane hydrochloride
TLR: Receptores semelhantes a Toll

TNF: Fator de necrose tumoral

TRIS-HCL.: Tris Hydrochloride

UFTM: Universidade Federal do Triangulo Mineiro



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ottt ne s 14
1.1  HISTORICO DA TOXOPLASMOSE........cootiieeeiieeeeeeseee e sses s en s 14
1.2 CICLO E TRANSMISSAO DO TOXOPLASMA GONDII ......ovevvrveevceseeeeeieeiersieneen, 15
1.3 RESPOSTA IMUNE CONTRA O TOXOPLASMA GONDII ....ccoveieiiiieiieseiieiaeens 16
1.4 IMUNOSSUPRESSAO TERAPEUTICA X TOXOPLASMOSE .....c.ovoieveeeeeeeeenns 18
2 IJUSTIRICATIV A et e et e et e e e e e s e e e nneee e e 20
3OBJIETIVOS GERAIS ...ttt e 21
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS .......oviveevceeeeieee et ses st enes st s sssnen s 21
AMETODOLOGIA ..ot e e st e e st e e e st e e e snteeesnteeesneeeans 22
4.1 DESCRICAO DO ESTUDO .....ouieeeeeeeeeeieieeieetesiesee s ses s ses s, 22
4.2 COLETA DE AMOSTRAS ..ottt e et e e e nnae e e nnee e 22
4.3 SUJEITOS DA PESQUISA ..ottt 22
4.3.1 Critérios de INCIUSAO .......ccveieieiecie et 23
4.3.2 Critérios 0 EXCIUSAO ......cccveieieieie ettt 24
4.4 MANUTENCAO E OBTENCAO DE TAQUIZOITOS DE T. GONDII........cocovvvrrnnns 24
4.5 PREPARO DE ANTIGENOS SOLUVEIS (STAQ) .oveviveereeereiieeesieiesseeeeesesissessenasnenns 25
4.6 TESTE DE ELISA INDIRETO PARA A DETECQAO DE ANTICORPOS ANTI-
TOXOPLASMA GONDIL ..ottt e e e s e e e snae e e eneeeans 25
4.6.1 ELISA indireto para detecgao de 1gG Total........cccooeiiiiiiniiiicee 25
4.6.2 ELISA indireto para deteccdo das subclasses 1gG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4 ............. 26
4.6.3 ELISA de captura para detecC8o de IgM .........cccoevveiiiicie e 26
4.7 ELISA-AVIDEZ PARA OS ANTICORPOS IgG TOTAL E SUBCLASSE IgG1 ......... 26
4.8 ANALISE ESTATISTICA ...ttt 27
SRESULTADOS ... .ottt e et e e et e e st e e st e e st e e e anae e e snteeeaneeeenes 28
5.1 DETECCAO DA IgG TOTAL ANTI-TOXOPLASMA GONDII........ccovvvvrrrererrirenen, 28
5.2 DETECCAO DA IgM ANTI-TOXOPLASMA GONDII ......c.coeververerieseceeeseeerenieeeen, 30
5.3 DETECCAO DAS SUBCLASSES IgG1, 1gG2, 19G3, 1gG4 ANTI-TOXOPLASMA
GONDII .ttt sttt b et et ebe et et ese et e sb et ebeebesaeseebeste s enesre e 30
5.4 ANALISE DA FREQUENCIA DE ISOTIPOS EM PACIENTES SOROPOSITIVOS
PARA ANTICORPOS IgG ANTI-=T. GONDI ....covoieiiiiieiceceies e 32
5.5 CORRELACAO ENTRE OS NiVEIS SERICO DE IgG TOTAL E IgG1 .....cooevveeene, 33

5.6 AVIDEZ PARA IgG TOTAL E IgGL.....iiiiiieieeee e 34



B DISCUSSAD .o et e e e e e e e et e et e e et e e et e e e e e e et er e 36

T CONCLUSAO ... e et r e e e e e e ee e s e s e er e an e 39
REFERENCIAS: ..ot e et e et e e e et e e et e e e et e e et et eeer e e eseseesaeeeesereeseseseseessaesseraserens 40
APENDICE ..ottt e et e e e e e e et e e et e e s et e e es et e et et e e et e e et eressereeeseresseserseneeesans 46



14

1 INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo cosmopolita que apresenta
importancia clinica e veterinaria (DUBEY, BEATTIE, 1988). Durante sua patogénese, 0
sistema imune é fundamental no controle e contencdo parasitaria e, por essa razdo, a
toxoplasmose pode ser agressiva em pacientes expostos a imunossupressdo terapéutica,
causando o desenvolvimento de formas graves da doenca como encefalite, coriorretinite,
miocardite e até a morte (BERAN, et al., 2015).

Dessa forma, € importante enfatizar o uso dos agentes imunomoduladores biolégicos,
que vém sendo amplamente utilizados no controle das doencas autoimunes (SINGH, et al.,
2012; LIMA, et al.,, 2015). De acordo com alguns autores o uso desses medicamentos
imunomoduladores bioldgicos tais como os bloqueadores de TNF-a, pode aumentar o risco de
doencgas oportunistas e levar a reativagdo de doencas latentes como a tuberculose (YASUI,
2014; MOTA, et al., 2015), sendo extremamente importante compreender a associacdo da

terapéutica dos imunomoduladores bioldgicos em doencas latentes como a toxoplasmose.

1.1 HISTORICO DA TOXOPLASMOSE

O agente etioldgico da toxoplasmose é denominado Toxoplasma gondii (T. gondii) um
protozodrio intracelular obrigatério capaz de se replicar em qualquer célula nucleada
(DUBEY, BEATTIE, 1988). E uma parasita de ciclo de vida heteroxénico que pode acometer
0 homem e outros animais (TENTER, et al., 2000), sendo o primeiro hospedeiro
intermediario e o gato e outros felideos (Familia Felidae) classificados como hospedeiros
definitivos (DUBEY, MILLER, FRENKEL, 1970; LINDSAY, BLAGBURN, DUBEY,1997).

A doenca foi descoberta em meados de 1908 pelos os pesquisadores Charles Nicolle
e Louis Manceaux, através de um estudo com leishmaniose, onde identificaram a presenca de
um protozoario no tecido de um roedor norte africano, conhecido como Ctenodactylus gundi.
Ambos nomearam 0 protozoario de Toxoplasma gondii (T. gondii), pautados em sua
morfologia em forma de meia lua, observada, quando o parasito se apresentava no estagio de
taquizoito (Toxon= arco, plasma= forma), (NICOLLE, MANCEAUX, 1909).
Simultaneamente Alfonso Splendore descrevia 0 mesmo parasito no Brasil, por meio da
observagdo do protozoario em um coelho, pois naquela época uma infecgdo letal acometia
coelhos no pais (SPLENDORE, 1909).
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De acordo com alguns autores, durante muito tempo a importancia clinica da doenca
passou despercebida, sendo assim o primeiro relato de toxoplasmose humana foi em 1923 por
Janku em Praga que evidenciou a presenca de cistos na retina de uma crianca de 11 meses de

idade que foi a dbito com hidrocefalia e cegueira (JANKU, 1923).

1.2 CICLO E TRANSMISSAO DO TOXOPLASMA GONDII

O ciclo bioldgico do T. gondii ocorre em duas fases caracterizadas de assexuada e
sexuada, sendo encontrado em trés estagios distintos: taquizoitos (forma livre), bradizoitos
(contidos em cistos teciduais) e esporozoitos (em oocistos) (MONTOYA & LIESENFELD,
2004).

No hospedeiro intermediério os taquizoitos sofrem desenvolvimento assexuado por
multiplicacdo répida, podendo ser encontrados em praticamente todos os tecidos,
apresentando a forma ovoide ou meia-lua. Apds penetrarem nas células hospedeiras
multiplicam-se por endodiogenia, levando a lise dessas células e alcancando a corrente
sanguinea resultando na penetragdo de novas células. Por meio da a¢do da resposta imune,
alguns desses taquizoitos iniciam uma segunda fase de desenvolvimento atraves da
interconversdo onde se transformam em bradizoitos, formando o cisto tecidual (DUBEY,
LINDSAY, SPEER, 1998).

Os cistos teciduais podem conter centenas de bradizoitos, que sdo morfologicamente
semelhantes aos taquizoitos, porém multiplicando-se lentamente e persistindo por toda a vida
do hospedeiro. Quando ingeridos pelos hospedeiros definitivos como é o caso do gato e
outros felideos, os bradizoitos iniciam outra fase assexuada de multiplicacdo, primeiramente
por endodiogenia, seguida de uma fase de endopoligenia nas células epiteliais do intestino
delgado (DUBEY, 1998; TENTER, 2000).

Apos repetidas multiplicacdes, inicia-se a fase sexuada por gamogonia, formando os
oocistos, que por sua vez sdo liberados ndo-esporulados nas fezes do felideo e sofrem o
processo de esporogonia no ambiente; esta fase leva ao desenvolvimento de oocistos
esporulados, os quais se tornam infectantes aos hospedeiros intermediarios (DUBEY, 1998;
DUBEY, LINDSAY, SPEER, 1998; DUBEY, 2008).

A transmissdo da toxoplasmose no homem comumente ocorre através da ingestdo de
agua ou alimentos contaminados por oocistos esporulados que foram eliminados como ndo

esporulados nas fezes de gatos infectados e sofrem maturacdo no ambiente. A contaminacgéo
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pela ingestdo de cistos teciduais presentes em carnes cruas ou malcozidas de porcos, carneiros
e bovinas também acontece com frequéncia (DUBEY, 2004; DATTOLI, et al., 2011).

Pode ocorrer também a transmissdo vertical ou por via transplacentaria através da
passagem dos taquizoitos da mée primoinfectada para o feto e nestes casos, dependendo da
fase gestacional, pode ocasionar graves problemas neurolégicos e oftalmol6gicos no neonato,
como pode levar ao aborto (FIGUEIRO-FILHO, et al., 2005). Ha descritos de outras vias de
transmissdo por meio de transfusdes sanguineas, transplantes de oOrgdos e acidentes
laboratoriais (LUFT, et al., 1983; SHULMAN, 1994).

1.3 RESPOSTA IMUNE CONTRA O TOXOPLASMA GONDII

Na presenca de um patogeno o sistema imunolégico é ativado, sendo que a primeira
linha de defesa em qualquer que seja a perturbacdo homeostatica é a resposta imune inata
(JANEWAY, MEDZHITQOV, 2002).

Durante o estagio inicial da infeccdo ha o recrutamento de células dendriticas,
neutréfilos e mondcitos para os locais de invasdo parasitaria, e geralmente a resposta imune
inata contra os protozoarios é a fagocitose, onde as moléculas de superficie do parasito séo
reconhecidas por receptores semelhantes a Toll (TLR) na membrana de células apresentadoras
de antigenos (APC), resultando na ativacdo dos fagocitos (YAROVINSKY, et al., 2005).0s
TLR's sdo expressos na superficie de diversos tipos celulares, e estes apresentam a capacidade
de reconhecer padrGes moleculares associados aos patdgenos (PAMP), presentes na superficie
de organismos infecciosos. O T. gondii dentre outros protozoérios, expressam lipidios glicosil
fosfatidilinositol (GPI) que acarreta a ativacdo do TLR2 e TLR4 (YAROVINSKY, 2008).

Embora a resposta imune inata orquestre a primeira linha de defesa, alguns parasitas
desenvolvem mecanismos de resisténcias para ignorar as defesas do hospedeiro, ou seja, de
modo geral nota-se que diversos parasitos enganam o sistema imune inato evadindo do
processo de fagocitose, acarretando por sua vez na estimulacdo da imunidade adaptativa que
faré frente na defesa contra os protozoarios (ABBAS, LITCHMAN & PILLAI, 2008).

O mecanismo de defesa principal da imunidade adaptativa contra protozoarios
intracelulares obrigatorios como no caso do T. gondii é a resposta mediada por células,
ocorrendo ativagdo dos macrofagos por citocinas pro-inflamatorias derivadas de células do
perfil Thl, onde os macréfagos e células NK séo fundamentais no combate a infeccdo aguda
(SCANGA, et al., 2002).
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A resposta humoral ocorre por meio da sintese de anticorpos, que atuam sobre os
taquizoitos extracelulares que foram liberados na corrente sanguinea, oriundos do rompimento
das células infectadas. A captura do T. gondii pelas células fagociticas é facilitada pelos
anticorpos através da opsonizacdo e estes também ativam o sistema complemento levando a
lise dos parasitos (SAYLES, et al., 2000; FILISETTI, CANDOLFI, 2004).

A IgM é a primeira classe de anticorpo a ser sintetizada e pode ser detectada apds
uma semana de infeccdo por T. gondii (FILISETTI, CANDOLFI, 2004). A sua presenca
indica que a infeccdo esta recente, caracterizada como fase aguda e, os niveis séricos de IgM
diminuem até sua negativacdo (WIELAARD et al., 1983; DEL BONO, et al., 1989).
Entretanto, uma pequena parte da populacdo mantém essa IgM circulante durante um periodo
de dois anos ou mais, essa € caracterizada como IgM residual (RIBEIRO et al., 2008;
VILLARD, et al., 2016); a imunoglobulina IgA ¢é sintetizada durante a fase aguda sendo
detectada logo apés IgM (GORGIEVSKI-HRISOHO, et al., 1996; BERTOZZI, et al., 1999).

As imunoglobulinas IgG surgem ap6s uma a duas semanas da exposicao ao T. gondii
e altos titulos sdo atingidos em aproximadamente seis semanas de infec¢do, (CHAUDHRY, et
al., 2014), porém esses niveis diminuem e permanecem ao longo da vida do individuo. A
deteccdo soroldgica desta imunoglobulina esta associada a fase cronica e resisténcia ao T.
gondii (REMINGTON, et al, 2004; VILLARD, et al., 2016). Existem quatro subclasses IgG1,
1gG2, 19G3, 1gG4, sendo que a IgGl, 1gG2 e IgG3 sdo consideradas predominantes na
toxoplasmose latente (HUSKINSON, et al., 1989).

No decurso da resposta humoral ao T. gondii os anticorpos 1gG véo apresentando
avidez crescente, como reflexo do grau de maturacéo dos anticorpos. Dessa forma, durante os
estagios iniciais de infeccdo esses anticorpos apresentam baixa afinidade ou baixa avidez e,
durante a fase cronica, esses anticorpos sdo de alta avidez, € uma valiosa ferramenta
diagnostica por meio dos testes de avidez dos anticorpos IgG (BEGHETTO, et al., 2003;
CANDOLFI, et al., 2007), permitindo melhor esclarecimento e interpretacdo do estagio da
infeccdo naqueles casos de persisténcia da IgM residual (RIBEIRO, et al., 2008). A resposta
humoral além de conferir controle da infeccdo € uma estratégia comumente utilizada como
diagndstico, onde a detecgdo soroldgica permite o conhecimento da exposi¢do ao T. gondii,
assim como também definir o tempo e estéagio de infeccdo (NAQOT, et al., 1981; MONTOYA,
2002; CANDOLFI, et al., 2007).

A secrecdo de citocinas e de anticorpos IgM, IgA, IgE e IgG contra as proteinas do
parasito os levam a realizar a interconverséo e se transformarem na forma intracelular de
bradizoito (SUZUKI, et al.,1988; SKARIAH, et al., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaudhry%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24733322
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0732889315003302#bbb0095
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0732889315003302#bbb0095
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Dentre as células que participam da resposta, através da secre¢do de citocinas,
encontram-se os perfis de T CD4" que evidenciam grande importancia na resposta mediada
por células. Estas apresentam trés subtipos de células T CD4+ chamados de Thl, Th2 e Th17
que participam na defesa do hospedeiro. As citocinas secretadas pelos fundamentais subtipos
sdo IL-2 e IFN-y para as células Thi, IL-4, IL-5 e IL-13 para as células Th2 e IL-17 e IL-22
para as células Th17 (ABBAS, LITCHMAN & PILLAI, 2008).

Sendo assim, no processo infeccioso do T. gondii, por se tratar de um parasita
intracelular obrigatdrio, o principal mecanismo de resposta e defesa do hospedeiro é através
da resposta imune Thl, caracterizada pela producdo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo
IL-2, IL-12, IFN-¥ e TNF-a (GAZZINELLI, et al., 1993; GAZZINELLI, et al., 1994).

A IL-12 ¢ caracterizada como uma citocina chave na motivacao da resposta imune de
perfil Thl devido a ativacdo da sintese de IFN-¥ por células NK, células T CD4" e T CD8";
em oposicao é enfatizado que ativacdo de células Th2 pelos protozoarios tem como efeito o
aumento da estimativa de sobrevida do parasito e a exasperacdo das lesGes devido as
atividades das citocinas Th2 sobre macrofagos, notavelmente IL-4 (ROBBEN, et al., 2004;
ALIBERTI, 2005).

Além do IFN-¥, a citocina TNF-o também ¢é necessaria para prote¢do durante o
estagio crénico da infeccdo; estudos realizados com camundongos mostram que a
neutralizacdo dessa citocina estd relacionada com aumento da carga parasitaria
(GAZZINELLLI, et al., 1993; YAP, et al., 1998).

1.4 IMUNOSSUPRESSAO TERAPEUTICA X TOXOPLASMOSE

A reposta imunoldgica é crucial no controle e contencdo parasitaria e a eficacia da
resposta varia dependendo do estado imune do hospedeiro. Sendo assim, em individuos em
uso de medicamentos para controle de doencas autoimunes, a toxoplasmose pode ocasionar
varias consequéncias, que vao desde sequelas graves, podendo evoluir para 6bito (BERAN, et
al., 2015).

As doengas autoimunes resultam de falhas dos mecanismos de autotolerancia
imunologica, onde o sistema imune perde a capacidade de discriminar estruturas proprias e
ndo prdprias e comeca a reagir através das células e moléculas contra peptideos proprios
(SMITH, GERMOLEC, 1999). Neste contexto os medicamentos utilizados para o tratamento

das doengas autoimunes como artrite reumatoide, artrite psoriasica, artrite idiopatica juvenil,
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psoriase dentre outras, consistem na inibicdo ou bloqueio de componentes do sistema
imunoldgico e sdo caracterizados como imunossupressores (OSTENSEN, 1992).

Uma classe de drogas que vém sendo amplamente indicadas e utilizadas sé@o os
imunomoduladores bioldgicos, que sdo anticorpos ou proteinas que atuam sobre células,
citocinas pro-inflamatdrias ou nos receptores de citocinas na tentativa de promover o controle
das doengas autoimunes (SINGH, et al., 2012; LIMA, et al., 2015).

No entanto, segundo alguns pesquisadores 0 uso desses medicamentos
imunomoduladores bioldgicos, tais como os bloqueadores de TNF-a, pode aumentar o risco
de doengas oportunistas e levar a reativacdo de doencas latentes como a tuberculose (YASUI,
2014; MOTA, et al., 2015;). Um estudo de modelo de granuloma in vitro evidenciou que o
bloqueio de TNF-a com o imunomodulador biolégico infliximabe pode alterar a estrutura do
granuloma em pacientes com tuberculose latente, além de modular negativamente citocinas
importantes no perfil Thl como o IFN-x e do perfil Th17 (SILVA, et al., 2018).

A citocina IFN-y tem um papel importante durante a infeccdo aguda, controlando a
replicacdo dos taquizoitos, participando do processo de interconversdo do estagio de
taquizoitos para bradizoitos (SKARIAH, et al., 2010) e, juntamente com 0 TNF-a e 0 oxido
nitrico, contribuem para a contencao parasitaria precavendo a reativacao dos cistos durante a
infeccdo latente (SUZUKI, et al., 1988; SCHARTON-KERSTEN, et al., 1997; YAP, et al.,
1998).
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2 JUSTIFICATIVA

A terapéutica com drogas imunomoduladoras tém se tornado cada vez mais frequente
no tratamento de doencas autoimunes e, segundo alguns pesquisadores, 0 uso de
medicamentos imunomoduladores bioldgicos inibidores de TNF-a, pode aumentar o risco de
contrair doengas oportunistas e levar a reativagdo de doengas latentes como a tuberculose
(YASUI, 2014; MOTA, et al., 2015). Na literatura constam alguns relatos de casos da
reativacdo da toxoplasmose com manifestacdo da forma cerebral, apos tratamento com tais
inibidores de TNF-a (YOUNG, MCGWIRE, 2005; CREN, BOUVARD, CROCHETTE,
2016).

Sabe-se que a citocina TNF-a juntamente com o 6xido nitrico contribuem para a
contencdo parasitaria precavendo a reativacdo dos cistos de T. gondii durante a infeccdo
latente (SUZUKI, et al., 1988; SCHARTON-KERSTEN, et al., 1997; YAP, et al., 1998) e
estudos realizados com camundongos mostram que a neutralizacdo dessa citocina esta
relacionada com aumento da carga parasitaria (GAZZINELLI, et al., 1993; YAP, et al., 1998).
Contudo, atualmente ndo é feito uma triagem para toxoplasmose antes do inicio do tratamento
com imunomoduladores.

Por essa razdo, a compreensdo da associacdo desses agentes imunomoduladores
biolégicos e, até mesmo os sintéticos, utilizados para tentativa de contencdo da
autoimunidade, é de suma importancia para manter o controle da doenca autoimune e, ao
mesmo tempo, garantir a prevencdo de reativacdo de doencas latentes como a toxoplasmose

nesses pacientes.
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3 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o perfil sorologico anti-Toxoplasma gondii de pacientes com doencas autoimunes em

uso de medicamentos imunomoduladores bioldgicos e sintéticos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar os niveis de anticorpos IgM, IgG total, 1gG1, 19G2, 19G3, 1gG4 anti —
Toxoplasma gondii em amostras de soro de pacientes com doencas autoimunes
(artrite reumatdide e psoriasica, artrite idiopatica juvenil, psoriase e espondilite
anquilosante) que fazem o uso de drogas sintéticas ou bioldgicas (bloqueadores de
TNF-0).

e Determinar a avidez dos anticorpos 1gG total e IgG1 nos pacientes positivos para

Toxoplasma gondii.

e Comparar 0s niveis séricos de anticorpos detectados entre os grupos de pacientes

com doencas autoimunes e individuos do grupo controle.
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4 METODOLOGIA

41  DESCRICAO DO ESTUDO

O presente estudo foi conduzido na cidade de Uberaba-MG, desenvolvido no
Laboratdrio de Imunologia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) e foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o nimero de parecer 1.870.741, CAAE
59831016.2.0000.5154. Os pacientes atendidos no ambulatorio de Reumatologia do Hospital
das Clinicas da UFTM e diagnosticados com doencas autoimunes foram convidados a
participarem do estudo; devidamente informados sobre os objetivos e mediante a aceitagéo
em participar da pesquisa, foram fornecidos a estes pacientes o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo I, I1) e um questionario (Apéndice 1), para levantamento
de dados como sexo, idade, medicamentos em uso e comorbidades associadas. O uso da
medicacdo foi um requisito importante para a formacao dos grupos de estudo e foi também
realizada a pesquisa de prontuarios online dos pacientes no Aplicativo de Gestdo para
Hospitais Universitarios (AGHU).

4.2 COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de sangue periférico de pacientes diagnosticados com
doencas autoimunes atendidos no ambulatdério de Reumatologia do Hospital das Clinicas e de
alunos (as) e funcionarios (as) do laboratério de Imunologia da UFTM que ndo possuiam
doencgas autoimunes (autorreferido), para o grupo controle. Para a obtencdo do soro os tubos
foram centrifugados a 1000 xg por 10 minutos e armazenado em freezer a -20° C para

posterior analise soroldgica.

4.3 SUJEITOS DA PESQUISA

Os participantes da pesquisa foram divididos em trés grupos: o grupo de pacientes
com doencgas autoimunes sem uso de imunomoduladores biologicos (SIB) composto por 32
pacientes; o grupo de pacientes com doencgas autoimunes com 0 uso de imunomoduladores
bioldgicos (IB) composto por 23 pacientes; e o grupo de individuos sem doencas autoimunes,

grupo controle (GC) composto por 32 individuos.
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Os pacientes do grupo SIB estavam na terapéutica das drogas de base convencionais,
como as drogas para controle dos sintomas, que incluem os analgésicos, anti-inflamatérios
ndo esteroides e os corticosteroides, e na vigéncia também das drogas anti-reumaticas
modificadoras do curso da doenca - Disease Modifying Antirheumatic Drugs (DMARDS)
sintéticas (GUMPEL, 1976) como, o metotrexato (MTX), sulfato de hidroxicloroquina,
leflunomida e sulfassalazina.

Os pacientes do grupo IB estavam em uso de DMARDs bioldgicas (especificamente
bloqueadores de TNF-a), esses agentes sao caracterizados como imunomoduladores
bioldgicos tais como o adalimumabe, certolizumabe pegol, etanercepte, golimumabe e
infliximabe, sendo que a terapia com essas drogas poderiam estar ou ndo associadas as drogas

de base convencional (DMARD:s sintéticas) (Quadro 1).

Quadro 1. Descrigdo dos medicamentos dos grupos IB e SIB

Até3| 4a6 | 7al2| 13a24 | 25a60 |61a120| Mais de 120

Imunomoduladores biol6gicos
meses | meses | meses | meses | meses | meses meses

Adalimumabe 1 1 1 1 3

Adalimumabe e MTX 1

Certolizumabe 1

Etanercepte 1 2 1

Etanercepte e MTX 1 2 1 1

Etanercepte, Leflunomida e MTX

Golimumabe e MTX 1 1

Infliximabe e MTX

Drogas Sintéticas

Apenas drogas analgésicas 3

Hidroxicloroquina 1

Hidroxicloroquina e Leflunomida

Leflunomida

MTX 1 3

D | |-

MTX e Hidroxicloroquina 3 3

MTX, Hidroxicloroquina e
Leflunomida

MTX e Leflunomida 1 1

Sulfassalazina 1

4.3.1 Critérios de Inclusao

Foram utilizados como critérios para inclusao de pacientes no estudo:

- Individuos que ndo apresentaram doencas autoimunes para compor 0 grupo

controle.
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- Pacientes com doencas autoimunes em uso de drogas imunossupressoras, para o
controle dos sintomas e farmacos considerados como modificadores do curso da doenca

tantos os sintéticos, como os imunomoduladores biol6gicos.

4.3.2 Critérios de Exclusao

Foram utilizados como critérios para exclusdo de pacientes no estudo:

- Pacientes diagnosticados com HIV ou qualquer outra doenca causadora de
imunodepressao.

- Pacientes imunossuprimidos devido a tratamento quimioterdpico ou transplantados.

- Pacientes que estavam em uso de imunomoduladores bioldgicos que ndo fossem
especificamente bloqueadores de TNF-o.

- Pacientes que ndo atingiram a maioridade legal

- Gestantes.

- Pacientes que ndo concordassem com a participagao na pesquisa.

4.4 MANUTENCAO E OBTENCAO DE TAQUIZOITOS DE T. GONDI|I

As formas taquizoitas da cepa RH de T. gondii foram mantidas em cultura celular,
usando linhagens de células HeLa (RIBEIRO et al., 2009). As células foram infectadas com
taquizoitos os quais foram mantidas por passagens seriadas em meio RPMI com 2% de Soro
Fetal Bovino, a cada 48-72 horas. Os parasitos livres foram coletados por descamacdo da
monocamada celular (cell scraper) e parcialmente purificados por passagens forcadas através
de agulha 13 x 4 mm e centrifugacao rapida (45 x g por 1 minuto a 4°C) para remover restos
celulares. O sobrenadante foi coletado e lavado por duas vezes (900 x g por 10 minutos a 4°C)
com solucdo salina tamponada com fosfato 0,01 M (PBS, pH 7,2). O sedimento final de
parasitos foi ressuspendido em PBS e o0s parasitas contados em camara de Neubauer,
utilizando o corante de exclusdo vital azul de Tripan a 0,4% (Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA). Os parasitos foram armazenados a -20°C até a preparacdo do antigeno soltvel de T.

gondii.
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4.5 PREPARO DE ANTIGENOS SOLUVEIS (STAQ)

Antigenos soluveis de taquizoitos de T. gondii (STAg) foram preparados como
descrito por Scott e colaboradores (1987), com modificacdes. Suspensdes parasitarias
contendo aproximadamente 108 taquizoitos/mL foram ressuspendidas em solucéo de Tris-HCI
a 50nM contendo inibidor de protease Tosyl-L-lysyl-chloromethane hydrochloride a 0,1mM
(TLCK - Sigma Aldrich) e submetidas a dez ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio
liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C, seguido por oito ciclos de ultrassom
durante 5 minutos a 60 Hz em banho de gelo. Apds centrifugacdo a 10.000 x g por 30 minutos
a 4°C, o sobrenadante foi coletado e determinado sua concentracdo proteica, pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Foram armazenadas aliquotas do extrato com antigenos

solGveis totais a -80°C até utilizacdo posterior.

4.6 TESTE DE ELISA INDIRETO PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-
TOXOPLASMA GONDII

Os experimentos foram realizados através do ensaio imunoenzimatico (ELISA) para
a deteccdo de anticorpos IgG total, IgG1, 1gG2, 19gG3, 1gG4 anti — Toxoplasma gondii nas
amostras de soro dos pacientes e individuos do grupo controle. Para tanto foi considerado
padronizacdo prévia que foi realizado segundo a técnica descrita, com modificacdes (MINEO,;
CAMARGO; FERREIRA, 1986).

4.6.1 ELISA indireto para detecgdo de IgG Total

Placas de alta afinidade (Thermo Scientific™ Nunc™, EUA) foram sensibilizadas
com STAg (10 pg/mL) diluido em tampao carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) e
incubadas por 18 horas a 4°C. Posteriormente, todas as placas foram lavadas 3 vezes com
PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de
leite em pd desnatado (Molico, Nestle, Sdo Paulo, SP, PBS-T-M5%) por uma 1 hora a
temperatura ambiente. Apos novas lavagens com PBS-T, as amostras de soro foram diluidas
1:64 em PBS-T-M5% e incubadas por uma hora a 37°C. Apos seis lavagens, foi adicionado o
anticorpo anti-lgG humana (1:2000) conjugado com peroxidase (IgG/HRP, DAKO) e
incubado por 1 hora a 37°C. Apos novas lavagens, a reacdo foi revelada por meio da adigédo

do substrato enzimatico 1,2 orthophenylenediamine (OPD, Dako) com H,0, a 30%.
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Os valores de densidade optica (DO) foram determinados em leitor de placas de
microtitulacdo a 490 nm. Controles positivos e negativos foram incluidos na placa. Os niveis
de anticorpos foram expressos em indice ELISA (IE), segundo a formula: IE=DO amostra/cut
off, onde cut off foi calculado como a média da DO de soros controles negativos acrescidos
de trés desvios padrdes. Valores de 1E>1,2 foram considerados positivos para excluir valores
de reatividade limitrofes proximos a valores de 1E=1,0.

4.6.2 ELISA indireto para deteccdo das subclasses 1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4

Placas de alta afinidade (Thermo ScientificTM NuncTM, EUA) foram sensibilizadas
com STAg (10 pg/mL) diluido em tampdo carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) e
incubadas por 18 horas a 4°C. Posteriormente, todas as placas foram lavadas 3 vezes com
PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e foram bloqueadas com PBS-T contendo 1% de
albumina bovina sérica (PBS-T-BSA 1%) por 1 hora a temperatura ambiente. Ap6s novas
lavagens, as amostras de soro foram diluidas a 1:64 em PBS-T-BSA 1% e incubadas por 2
horas a 37°C. Apds seis lavagens, foram adicionados os anticorpos anti-lgG1 (1:1000 — BD
Pharmigen TM ) ou anti-IgG2 (1:1000 - BD Pharmigen TM) ou anti-IlgG3 (1:1000 — BD
Pharmigen TM) ou anti-lgG4 (1:2000- — BD Pharmigen TM) humanas conjugadas com
Biotina e incubadas por 1 hora a 37°C. Logo em seguida, as placas foram lavadas 6 vezes, foi
adicionada estreptavidina conjugada com peroxidase (1:1000) e incubadas por 30 minutos, no
escuro, a temperatura ambiente. Apds novas lavagens, a reacdo foi revelada e analisada

conforme descrito no item 4.6.1.

4.6.3 ELISA de captura para deteccdo de IgM

Para deteccdo de IgM foi realizado ELISA de captura Kit comercial “Anti TOXO
IgM SYM (Symbiosys Diagnostica Ltda, Leme, Brasil), conforme instrugdes do fabricante.

Os niveis de anticorpos foram expressos em indice ELISA (IE), segundo a férmula:
IE=DO amostra/cut off, onde cut off foi calculado através da média das absorbancias do

Controle cut off, lido em 450nm. Valores de IE>1,1 foram considerados positivos

4.7  ELISA-AVIDEZ PARA OS ANTICORPOS IgG TOTAL E SUBCLASSE 1gG1
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Para a avaliagéo da avidez de IgG total e da subclasse IgG1, o0 mesmo procedimento
do ELISA foi realizado para as amostras de soro positivas, aumentando-se apenas uma etapa
apos a incubacdo com o soro dos pacientes, onde colocou-se solucdo de ureia 8M diluida em
PBS em uma das placas enquanto na placa ndo tratada colocou-se apenas PBS, por 15
minutos a temperatura ambiente, para avaliacdo da forca de ligacdo entre os antigenos de T.
gondii com 0s anticorpos dos pacientes.

Os resultados dos testes de avidez foram expressos por meio do indice Avidez,
segundo a formula: 1A= IE da cavidade com ureia/IE da cavidade sem ureia x 100. Sendo que
o0s resultados obtidos para porcentagem de avidez do anticorpo 1gG foram interpretados da
seguinte maneira:

Valores:

e 0 -30%: Baixa avidez
e 31 -59 9%: Avidez moderada:
e 60-100%: Alta avidez:

Interpretacgéo:

e Avidez baixa: Sugere infeccdo recente ocorrida nos ultimos trés meses.

e Avidez moderada: Nao permite definir o periodo da infec¢do, caraterizado como
periodo indeterminado.

e Avidez alta: Sugere que a infeccdo tenha ocorrido ha mais de trés meses (HEDMAN
et al,1993).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism
versdo 7.04 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Para os dados que ndo seguiram
distribuicdo normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, com p0s-teste de
Dunn. Quando a distribuigdo foi normal, utilizou-se One-Way ANOVA. Para as analises de
correlagédo foi utilizado o teste de correlagdo de Spearman. Os valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

Um total de 87 individuos foram analisados, sendo 56 (64,4%) do sexo feminino e 31
(35,6%) do sexo masculino, a média de idade entre os individuos foi de 47,2 (x15,5) no grupo

IB, 53,5 (£13,4) no grupo SIB e 47,2 (£13,6) no GC.
5.1 DETECCAO DA 1gG TOTAL ANTI-TOXOPLASMA GONDII

No estudo analisou-se a positividade de IgG total anti- T. gondii nos pacientes do
grupo de estudo e individuos do grupo controle. Detectou-se que 64,4% (56/87) dos
participantes possuem anticorpos IgG anti — T. gondii, destes 71,9% (23/32) pertencem ao
grupo SIB, 65,2% (15/23) ao grupo IB, enquanto que no GC (18/32) esse percentual foi de
56,3%. N&o houve diferenca estatisticamente significativa de positividade da IgG Total entre

nenhum dos grupos (Figura 1).
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Figura 1. Determinagdo dos niveis de anticorpos IgG total nos respectivos grupos, resultados foram expressos
por indice ELISA (IE), com mediana e interquartis. A linha pontilhada representa o valor do cut-off para IgG
total (IE: 1,2), analise Kruskal-Wallis.

A tabela 1 evidencia a positividade para IgG Total anti- T. gondii respectivamente
nos grupos de estudo IB, SIB e GC e, a tabela 2, a descricdo das doencas autoimunes nos

grupos SIB e IB e deteccdo da IgG total anti- T. gondii.
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Tabela 1: Positividade para anticorpos 1gG total anti - T. gondii de pacientes
com doencas autoimunes (1B, SIB) e (GC), sem doencas autoimunes.

Posnwgs((ly?))G Total Negatlvrg)s(oi(gG Total TOTAL
IB 15 (65,2) 8 (34,8) 23
SIB 23 (71,9) 9 (28,1) 32
GC 18 (56,3) 14 (43,8) 32
TOTAL 56 (64,4) 31 (35,6) 87
Dados apresentados em nimero (n) e porcentagem (%) das amostras analisadas.
Tabela 2: Descricdo das doengas autoimunes nos grupos SIB e IB e deteccdo da
1gG total anti- T. gondii
SIB (N=32) IB (N=23)
n (%) n (%)
Doenca IgG positiva IgG negativa  1gG positiva  1gG negativa
Artrite Idiopatica Juvenil 0 (0) 0 (0) 1(4,4) 0(0)
Aurtrite Psoriasica 0 (0) 0 (0) 1(4,4) 1(4,4)
Artrite Reumatoide 20 (62,5) 8 (25) 10 (43,4) 1(4,4)
Espondilite Anquilosante 2 (6,3) 1(3,1) 3(13) 5(21,7)
Espondiloartrite 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(4,4)
Psoriase 13,1 0 (0) 0(0) 0 (0)
Total 23 9 15 8

Dados apresentados em nimero (n) e porcentagem (%) das amostras analisadas

Quando foram analisados apenas 0s pacientes soropositivos para 1gG total observou-
se que os niveis desses anticorpos foram significativamente menores nos grupos IB e SIB
quando comparados ao GC (p <0,0001) (Figura 2).
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Figura 2. Determinacdo dos niveis de anticorpos IgG total dos pacientes positivos nos respectivos grupos,
resultados foram expressos por indice ELISA (IE), com média e desvio padrdo. A linha pontilhada representa o
valor do cut-off para 1gG total (IE: 1,2). ** Dados estatisticamente significantes, p < 0,0001, analise One-way
ANOVA.
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5.2 DETECCAO DA IgM ANTI-TOXOPLASMA GONDI|

Avaliou-se também os niveis séricos de anticorpos IgM dos pacientes dos grupos
SIB, IB e individuos do GC e a maioria dos pacientes foram negativos para Toxoplasmose
aguda, excetuando-se dois pacientes do 1B e um do SIB, que apresentaram IgM positivas.
Contudo, observou-se que a concentracdo de IgM foi significativamente maior nos pacientes
do grupo IB quando comparados com CG (Figura 3A). Quando analisados apenas 0s
pacientes com Toxoplasmose latente, ou seja, IgG total positiva, verificou-se niveis
estatisticamente maiores nas concentragdes de IgM dos pacientes do grupo IB quando
comparados aos pacientes do SIB e GC p <0,05) (Figura 3B).
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Figura 3 A. Determinagdo dos niveis de anticorpos IgM nos respectivos grupos. B. Niveis de IgM dos
individuos positivos para IgG total anti- T. gondii. Os resultados foram expressos por indice ELISA (IE), com
mediana e interquartis. A linha pontilhada representa o valor do cut-off para IgM (IE: 1,1). * Dados
estatisticamente significantes, p <0,05, analise Kruskal-Wallis.

5.3 DETECCAO DAS SUBCLASSES IgG1, 1gG2, IgG3, 19G4 ANTI-TOXOPLASMA
GONDI|

Foram detectadas as subclasses de IgG total (IgG1, 19G2, 1gG3 e IgG4) dos pacientes
do grupo de estudo IB, SIB e GC.

Na analise da subclasse IgG1 observou-se niveis diminuidos no grupo IB quando
comparados CG (p < 0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Determinacéo dos niveis da subclasse 1gG1 nos respectivos grupos, resultados foram expressos por
indice ELISA (IE), com mediana e interquartis. A linha pontilhada representa o valor do cut-off para IgG1(IE:
1,2). *Dados estatisticamente significantes, p < 0,05, analise Kruskal-Wallis.

E quanto a deteccdo dos niveis séricos das subclasses 19gG2, 1gG3 e 1gG4 ndo houve
diferencas estatisticamente significativa quando comparados os grupos (Figura 5), (Figura 6)

e (Figura 7), respectivamente.
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Figura 5. Determinacéo dos niveis da subclasse 1gG2 nos respectivos grupos, resultados foram expressos por
indice ELISA (IE), com mediana e interquartis. A linha pontilhada representa o valor do cut-off para 1gG2 (IE:
1,2), andlise Kruskal-Wallis.
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Figura 6. Determinacdo dos niveis da subclasse 1gG3 nos respectivos grupos, resultados foram expressos por

indice ELISA (IE), com mediana e interquartis. A linha pontilhada representa o valor do cut-off para IgG3(IE:
1,2), andlise Kruskal-Wallis.
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Figura 7. Determinacdo dos niveis da subclasse 1gG4 nos respectivos grupos, resultados foram expressos por

indice ELISA (IE), com mediana e interquartis. A linha pontilhada representa o valor do cut-off para 1gG4 (IE:
1,2), analise Kruskal-Wallis.

5.4 ANALISE DA FREQUENCIA DE ISOTIPOS EM PACIENTES SOROPOSITIVOS
PARA ANTICORPOS IgG ANTI- T. GONDII

Apols a analise das subclasses, foi realizado uma avaliacdo da frequéncia dos
isOtipos, e observou-se que a subclasse IgG1 foi a mais predominante dentre os individuos
estudados. A (tabela 3) evidencia a frequéncia das subclasses em pacientes com IgG Total
positivos para toxoplasmose.



Tabela 3: Frequéncia de Is6tipos de imunoglobulinas em pacientes positivos para Toxoplasmose. Dados
apresentados em nimero (n) e porcentagem das amostras analisadas

GC (N=32) SIB (N =32) IB (N =23)
Subclasses
N (%) N (%) N (%)
IgG total 18 (56,3) 23(71,9) 15 (65,2)
IgG 1 18 (100) * 23 (100) * 15 (100) *
IgG 2 3(16,7) * 2(87)* 3(20) *
1gG 3 1(5,6)* 4(174)* 0(0)*
IgG 4 4(22,2) * 8(34,8) * 7 (46,7) *
IgM 0 (0) 1(3,1) 2(8,7)

* Frequéncia calculada com base em 1gG+.

5.5 CORRELACAO ENTRE OS NiVEIS SERICO DE IgG TOTAL E IgG1
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Ap06s observar uma maior frequéncia da subclasse 1gG1 nos individuos positivos

para IgG total, foi realizado uma andlise dos IE de IgG total dos grupos SIB, IB, GC e

correlacionou-se com os IE da subclasse 1gG1 dos seus respectivos grupos, onde foi possivel

verificar uma correlacdo positiva, sugerindo uma moderada associacdo entre a positividade

para IgG Total e positividade para 1gG1.

Os grupos GC e SIB apresentaram uma correlacdo estatisticamente positiva (p =

0,0047; r = 0,6343 e p = 0,0077; r = 0,5412, respectivamente), enquanto o grupo IB néo

houve correlacdo significante (p = 0,0999; r = 0,4423), demonstrando a menor correlacéo

positiva entre IgG total e 19G1 (Figura 8).
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Figura 8. Correlacdo entre niveis séricos de anticorpos IgG total e a subclasse 1gG1 nos respectivos grupos.
Coeficientes de correlagdo foram calculados pelo teste de correlacdo de Spearman, onde p expressa significancia

e r o coeficiente de correlacéo.
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5.6 AVIDEZ PARA 1gG TOTAL E IgG1

Realizou se ELISA-Avidez para confirmacdo de cronicidade dos pacientes positivos
para 1gG total, tendo em vista a positividade de IgM em trés pacientes; logo como a 1gG1
apresentou uma maior frequéncia em todos os grupos, realizou-se também o teste de avidez
para esta subclasse.

A maior parte dos pacientes de ambos grupos apresentaram IgG total de alta avidez,
ou seja, encontram-se na fase crbnica da infeccdo ou laténcia, excetuando-se apenas um
paciente do grupo IB que foi positivo para IgM e apresentou 1A: 40% para IgG total, uma
avidez moderada que ndo permite identificar o periodo da infeccdo. Nesse caso ha
necessidade de monitoramento, pois o paciente faz uso de imunomodulador biol6gico e essa
IgM positiva detectada pode ser residual e estar encaminhando para a cronicidade ou pode ser
oriunda de infeccdo recente ou reativacdo. Ndo houve diferenca significativa de avidez

qguando comparados os grupos IB, SIB e GC (Figura 9).
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Figura 9. ELISA-Avidez para IgG total nos respectivos grupos; os resultados foram expressos por indice Avidez
(IA), com mediana e interquartis. As linhas pontilhadas representam, baixa avidez de 0-30%, periodo
indeterminado 31-59% e alta avidez de 60-100%, anélise Kruskal-Wallis.

Na analise da avidez de lgG1 verificou-se que 0s pacientes pertencentes ao 1B
apresentaram avidez significativamente mais alta quando comparados com 0s pacientes do
grupo SIB e GC (Figura 10).
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Figura 10. ELISA-Avidez de 1gG1 nos respectivos grupos, os resultados foram expressos por indice Avidez
(IE), com mediana e interquartis. As linhas pontilhadas representam baixa avidez,0-30%, periodo indeterminado
31-59% e alta avidez de 60-100%. Dados estatisticamente significantes ## p = 0,0004; ** p = 0,0001, anélise
Kruskal-Wallis.
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6 DISCUSSAO

As drogas bioldgicas especificamente bloqueadores TNF-o tém sido amplamente
utilizadas para o controle dos processos patoldgicos autoimunes (LIMA, et al., 2015). Essa
terapia pode colaborar com a reativagdo de algumas doencas latentes como a tuberculose
(YASUI, 2014). A avaliagdo do impacto dessas drogas em outras doencas como a
toxoplasmose latente ndo tem sido devidamente considerada. A reativacdo da toxoplasmose
foi observada em outras condigfes de imunossupressdo, como na infecgdo pelo HIV
(ESPINOZA-OLIVA, et al., 2014) e no tratamento com imunossupressores nos transplantes
de 6rgdos humanos (SHARMA, et al., 2016).

O presente estudo avaliou os niveis séricos de positividade de IgG total, 19gG1, 1gG2,
1gG3, 1gG4 e IgM anti- T. gondii assim como a avidez, em individuos controles e com
doencgas autoimunes em tratamento ou ndo com inibidores do TNF-a.

A andlise dos niveis de IgG total no soro dos participantes deste estudo 64,4%, indica
a toxoplasmose latente e foi condizente com os achados na populacdo brasileira que
apresentam de 40 a 80% de IgG total positivas especificas para toxoplasmose
(KAWARABAYASHI, et al., 2007; WALCHER, et al., 2017), porém ndo houve diferenca
significativa de positividade para IgG Total anti- T. gondii entre os pacientes dos grupos de
estudo SIB, IB e individuos do GC. Tais achados foram semelhantes ao do estudo realizado
por SERT e colaboradores (2007) em pacientes com artrite reumatoide (AR) no Sul da
Turquia, que também nédo observaram diferencas significativas na positividade de IgG anti- T.
gondii quando comparados aos individuos do grupo controle.

Em contrapartida EL-HENAWY e colaboradores (2017) evidenciaram uma maior
positividade de 1gG especifica para o T. gondii em pacientes com AR em relacdo aos
individuos do grupo controle, porém neste mesmo estudo ndo verificaram diferenca
estatisticamente significativa da positividade 1gG anti- T. gondii nos pacientes com AR
submetidos a tratamentos distintos. A variacdo de positividade de 1gG anti — T. gondii
encontrada pode ter sido oriunda de alguns fatores como aspectos culturais, habitos
alimentares, condi¢cdes ambientais (DAMAS, et al., 2016).

Considerando o grupo soropositivo IgG anti- T. gondii, observou-se, menores
concentragfes séricas desses anticorpos nos pacientes tratados SIB e IB em relagdo aos
individuos do CG. Esses resultados podem estar associados a doenca de base ou terapéutica
imunossupressora administrada. O metotrexato isoladamente ja se mostrou capaz de modular
a producéo de citocinas como a IL-4 e IFN-y (GERARDS, et al., 2003). Ainda, o bloqueio in
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vitro do TNF-a com o infliximabe promove uma modulag@o negativa de citocinas importantes
como o IFN-y, IL-10 e IL-17 (SILVA, et al., 2018). Assim esses tratamentos poderiam
interferir na estimulacéo, proliferacdo e diferenciacdo de células B de memoria (HOFFMAN
etal., 2016).

Os niveis séricos de anticorpos IgM anti- Toxoplasma gondii foram negativos em 84
pacientes e positivos em 1 paciente do SIB e 2 do IB. Como o0s trés pacientes positivos para
IgM anti- T. gondii apresentavam IgG total positiva, foi realizado o teste de avidez, para
melhor compreensao e interpretacdo dos dados encontrados. Um paciente do grupo SIB e o
outro do IB teve como resultado um IA= 99,5%, e 94,9% respectivamente, sugerindo fase
cronica da doenca, e a IgM residual (RIBEIRO et al., 2008). J& o outro paciente pertencente
ao IB apresentou, um 1A= 40,1%, avidez moderada, podendo a IgM ser sugestiva de uma
infeccdo recente, ou de reativacdo. A analise da IgM foi por meio da técnica de ELISA por
captura para evitar interferéncias de possiveis ligagdes inespecificas.

Os niveis de IgM embora sendo em sua a maioria negativos para T. gondii
apresentaram concentracdes significativamente maior nos pacientes do grupo IB quando
comparados com CG, além disso ao analisar-se apenas 0s pacientes com Toxoplasmose
latente, ou seja, 1gG total positiva, observou-se que os pacientes do grupo IB apresentaram
niveis de IgM maiores quando comparados aos pacientes do grupo SIB e individuos do
controle (p < 0,05). Essas concentracdes séricas de IgM maiores nos pacientes do grupo 1B
poderia estar associada a terapéutica blogueadora do TNF-o, que ao reduzir niveis de
citocinas como o0 IFN-x¥ e a IL-17 (SILVA et al., 2018), poderiam modular a resposta imune a
ponto de permitir o crescimento do parasita, levando a uma ativacao de linfécitos B naive,
sem contudo permitir a reativacao da infeccdo. Sabe-se que o IFN-¥ juntamente com o TNF-a
sdo moléculas importantes na contencdo parasitaria, prevenindo a ruptura de cistos durante a
infeccdo latente (SUZUKI et al., 1988; YAP et al., 1998).

Estudos realizados em camundongos mostram que a neutralizacdo do TNF-o
proporcionam o aumento da carga parasitaria (JOHNSON, 1992) e imunomoduladores
biolégicos como o etanercepte podem levar a reativacdo da toxoplasmose latente em
camundongos devido ao bloqueio da via do TNF-a (EL-SAYED et al., 2016).

Os estudos citados acima colocam em evidéncia a possibilidade de associacdo do
imunomodulador biolégico com a antigenemia, visto que o uso de tal terapéutica altera os
niveis de IFN-¥ e bloqueia 0 TNF-0, moléculas importantes no controle parasitario (EL-
SAYED, et al., 2016; SILVA, et al., 2018).
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Quando analisadas as subclasses de 1gG total (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) dos
pacientes do grupo de estudo SIB, IB e individuos do grupo controle foi possivel evidenciar
que a IgG1 foi a subclasse predominante em todos os grupos, tais dados vao de encontro com
a literatura que mostra que o subtipo IgG1 é encontrado com maior frequéncia na resposta
contra o T. gondii (HUSKINSON et al., 1989).

Os niveis séricos da 1gG1 anti- T. gondii foram estatisticamente menores nos
pacientes do grupo IB quando comparados aos individuos do controle. E 0s mesmos pacientes
tratados com os agentes bloqueadores de TNF-a apresentaram uma menor correlagdo positiva
de IgG1 com IgG total anti- T. gondii em relagdo aos outros grupos SIB e GC.

De modo interessante observou-se que, mesmo 0s pacientes do grupo IB
apresentando indices ELISA IgG1 significativamente menores que o grupo controle, sua
avidez estava significativamente maior que os demais grupos, sugerindo que a inibicdo do
TNF-o afeta predominantemente a produ¢do de IgGl de baixa avidez. Esses resultados
fortalecem a associa¢do da medicacdo imunomoduladora biolégica (inibidores de TNF-a) e
sintética interferindo na resposta humoral, tanto nas concentracdes de 1gG total anti- T. gondii
como no subtipo IgGl anti- T. gondii, visto que os individuos ndo tratados (GC),
apresentaram concentragdes maiores de 1gG total e do isotipo 1gG1 anti- T. gondii.

Para os demais is6tipos de imunoglobulina 1gG ndo foi observado uma participacao
significativa na resposta imune Toxoplasma gondii assim como néo foi observado diferencas

significativas entre 0s grupos.
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7 CONCLUSAO

Esses dados sugerem que a terapia com blogueadores de TNF-a interfere na resposta
imune humoral especifica para o Toxoplasma gondii afetando diretamente o isétipo 1gG1, o
predominante nessa resposta, sendo importante ressaltar a necessidade de um melhor
monitoramento desses individuos no manejo clinico. Contudo, estudos posteriores serdo
necessarios para elucidar o quanto esta modulacdo pode levar ao risco de reativacdo da

infeccdo.
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APENDICE

Apéndice I: Questionario para levantamentos de dados.

Projeto: Avaliagdo da resposta imune celular e humoral especifica ao Toxoplasma gondii em pacientes

imunomodulados

Paciente N°: Data da coleta: / /

Nome:

Registro Geral (Hospital): Prontuario:
Telefones:

Idade: Data de nascimento: / / Naturalidade:

Sexo: () Feminino ( ) Masculino

Raca/Cor: ( )Branco ( ) Negro ( )Amarelo ( )Parda ( )Indigena ( ) Ignorado

Estado Civil: ( ) Solteiro(a) ( ) Casado(a) ( ) Amasiado(a) ( ) Divorciado(a) ( ) Vilvo(a)

Escolaridade: ( )FI ( )FC ( )EMI ( )EMC ( )SI ( )SC

Renda familiar: () Até 2 salarios ( ) De 2 a5salarios ( ) De5a 10 salarios ( ) Mais de 10 salarios

Uso de drogas ilicitas: () ndo () sim. Qual?

Tabagismo: () ndo ( )sim. Quantidade diaria?

Alcoolismo () ndo () sim. Quantidade diaria?

Uso de medicamentos: () ndo () sim. Quais?

Conhece a Toxoplasmose: () ndo ( )Jaouviufalar () Sabe algo a respeito ( )sim

Possui saneamento basico na residéncia? () coletadelixo ( )esgoto ( )agua

Possui gatos? ( )ndo () sim. Costuma deixa-los “passear” narua? ( )ndo  ( )sim.Onde

esses animais depositam seu dejetos? () caixade areia () quintal ou jardim da casa

Possui habitos de jardinagem? ( )ndo  ( )sim.Usaluvas?( )ndo ( )sim
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Tem o habito de lavar frutas, verduras e legumes antes do consumo? (

() lavaemaguacorrente () deixa algum tempo no vinagre

) as vezes esquece

) deixa algum tempo no hipoclorito

Tem o habito de consumir carnes cruas ou mal passadas? (

Informacg6es do Prontuério

Portador de qual doenga autoimune?

Em uso de medicagéo para controle? ( )ndo () sim. Qual?

Inicio do tratamento?

Tempo de tratamento?

Uso de pomadas? ( )ndo () sim. Qual?

Uso de imunobiol6gico? ( ) ndo ( ) sim. Qual?
Inicio do tratamento com imunobiolégico?

Tempo de tratamento com imunobioldgico?

Comorbidades associadas:

Observacdes gerais:

Sorologia para T. gondii:
IgM

GRUPO DE ESTUDO:




ANEXO

Anexo | — Termo de consentimento livre e esclarecido para os pacientes com doencas
autoimunes.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: _ N -
Avaliacdo da resposta imune celular e humoral especifica ao Toxoplasma gondii em
pacientes imunomodulados

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo “Avaliagdo da resposta imune
celular e humoral especifica ao Toxoplasma gondii em pacientes imunomodulados”, por ser
paciente do Ambulatério de Reumatologia. O objetivo desse trabalho é analisar a
resposta do seu sistema imunoldgico, frente a toxoplasmose, antes e depois do seu
tratamento com imunobioldgicos. Os avancos na area da salde ocorrem através de
estudos como este, por isso a sua participacdo é importante. Ndo sera feito nenhum
procedimento que Ihe traga qualquer desconforto ou risco a sua vida, apenas iremos coletar
seu sangue e alguns dados.

Pacientes que fazem uso de medicamentos para tratamento de doenca autoimune
devem sempre ser acompanhados para que ndo corram 0 risco de contrair doencas
oportunistas ou reativar doencas que estdo latentes. Por isso, espera-se que o beneficio
decorrente da sua participacdo nesta pesquisa seja a descoberta de informagdes importantes
para tomar os devidos cuidados com relacdo a necessidade de adequacdo a um tratamento.

Vocé poderd obter todas as informagdes que quiser e podera nao participar da

pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu
atendimento. Pela sua participagdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em
dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacéo da
pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecer4d em qualquer

momento do estudo, pois vocé sera identificado com um numero.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Titulo do Projeto:

Avaliacéo da resposta imune celular e humoral especifica ao Toxoplasma gondii em
pacientes imunomodulados

Eu,

li e/ou ouvi o0 esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual
procedimento a que serei submetido. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios
do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer
momento, sem justificar minha decisdo e que isso ndo afetard& meu tratamento. Sei que
meu nome ndo sera divulgado, que néo terei despesas e ndo receberei dinheiro por participar

do estudo. Eu concordo em participar do estudo. Receberei uma via deste Termo.

Uberaba, ............. [, Lo,

Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de Identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador
orientador

Telefone de contato dos pesquisadores: (34) 3318-5289

Em caso de duvida em relacdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro pelo telefone
3700-6776.
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Anexo Il — Termo de consentimento livre e esclarecido para individuos controles.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE APOS ESCLARECIMENTO

Titulo do Projeto: _ N -
Avaliacao da resposta imune celular e humoral especifica ao Toxoplasma gondii em
pacientes imunomodulados

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo “Avaliagdo da resposta imune celular
e humoral especifica ao Toxoplasma gondii em pacientes imunomodulados”. O objetivo
desse trabalho € analisar a resposta do sistema imunoldgico, frente a toxoplasmose,
antes e depois do tratamento com imunobioldgicos. Pacientes que fazem uso de
medicamentos para tratamento de doenca autoimune podem ficar com a imunidade baixa e,
por essa razdo, devem sempre ser acompanhados para que ndo corram 0 risco de contrair
doencas oportunistas ou reativar doencas que estdo latentes. Para que possam ser avaliados
guanto a sua capacidade de responder contra essas doencas, € necessario que sejam
comparados com individuos saudaveis, ou seja, que nao possuem doencgas autoimunes ou
qualquer outra doenca que possa prejudicar o sistema imune e nem fazem uso de qualquer
medicacdo que abaixe a imunidade, por isso vocé foi convidado (a) a participar desse estudo.
Espera-se que o beneficio decorrente da sua participacdo nesta pesquisa seja a descoberta de
informacBes importantes para tomar os devidos cuidados com relacdo a necessidade de
adequacdo a um tratamento para pacientes com doengas autoimunes. Os avancgos na area da
salde ocorrem através de estudos como este, por isso a sua participacdao é importante. Nao
sera feito nenhum procedimento que lhe traga qualquer desconforto ou risco a sua vida,
apenas iremos coletar seu sangue e alguns dados. Vocé poderd obter todas as informacdes
que quiser e poderd ndo participar da pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer
momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé nao
recebera qualquer valor em dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas da
pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecera em qualquer momento

do estudo, pois vocé serd identificado com um namero.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE APOS ESCLARECIMENTO

Titulo do Projeto:

Avaliacao da resposta imune celular e humoral especifica ao Toxoplasma gondii em
pacientes imunomodulados

Eu,

li e/ou ouvi o0 esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual
procedimento a que serei submetido. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios
do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer
momento, sem justificar minha decisdo e que isso ndo afetard meu tratamento. Sei que
meu nome ndo sera divulgado, que néo terei despesas e ndo receberei dinheiro por participar

do estudo. Eu concordo em participar do estudo. Receberei uma via deste Termo.

Uberaba, ............. [, Lo,

Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de Identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador
orientado

Telefone de contato dos pesquisadores

Pesquisadoras:

Aline Caroline de Lima Marques Pesquisador orientador:
Ana Carolina de Morais Oliveira Prof. Dr. Virmondes Rodrigues Junior
Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius (34) 33185289

(34) 3318-5299

Em caso de divida em relagdo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro pelo telefone
3700-6776.
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