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RESUMO

A toxoplasmose é uma zoonose de elevada prevaléncia mundial, sendo a forma
congénita um grande problema de salde publica devido a sua alta morbi/mortalidade. O
diabetes mellitus gestacional (DMG) é caracterizado pela intolerancia a glicose durante a
gestacdo, podendo causar complicacdes na gravidez e ao feto. Os objetivos desse trabalho
foram avaliar e comparar a resposta imune humoral e celular especifica a toxoplasmose, de
gestantes cronicamente infectadas por T. gondii, com e sem DMG; bem como a resposta
humoral de seus respectivos recém-nascidos (RN). O trabalho envolveu 81 gestantes
atendidas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (HC-
UFTM), sendo 34 com DMG e 47 controles, das quais foram obtidos os resultados do Teste
Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) via prontuario, e coletadas amostras de sangue no
terceiro trimestre de gestacdo; o estudo também envolveu 45 RN (20 DMG e 25 controles)
dos quais foram obtidos amostras do sangue de corddo umbilical. A imunidade humoral foi
analisada pela dosagem de IgG total, subclasses de 1gG e IgG avidez anti-T. gondii. Para
avaliacdo da imunidade celular foram cultivadas células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) de 32 gestantes (16 DMG e 16 controles) sob estimulo policlonal e estimulo
parasito-especifico, citocinas do sobrenadante foram dosadas, e citometria de fluxo foi
realizada para andlise de expressao de moléculas de superficie, citocinas e fator de transcricdo
(FOXP3) em linfocitos. Todas as gestantes e RN foram positivos para 1gG total, e a subclasse
prevalente foi a IgG1. Houve correlacdo negativa entre as glicemias do TOTG das gestantes e
os niveis de IgG total, IgG1 e avidez de 1gG. A avidez de IgG das gestantes com DMG foi
significativamente menor comparada com as gestantes do grupo controle. Além disso, apenas
no grupo DMG houve reducéo significativa da avidez de IgG na amostra de terceiro trimestre
comparada a amostra prévia. As gestantes do grupo DMG apresentaram maior nimero de
linfécitos T expressando os marcadores de ativacdo e exaustdo celular (CD28 e PD-1). Na
presenca de antigeno solGvel de T. gondii (STAg) o nimero de células T CD8" foi maior no
grupo DMG, porém a quantidade de linfécitos T CD4" produtores de IFN-y, IL-10 e IL-17 foi
significativamente menor no grupo DMG, enquanto ndo houve diferenca entre 0s grupos na
quantidade de células Treg funcionais CD4*CD25"9"FOXP3*LAP*. Adicionalmente, sob o
estimulo de STAg, a secrecdo de citocinas IL-17, IL-4, TNF e IL-2 no sobrenadante de
cultura de PBMC foi menor no grupo DMG. Assim, concluiu-se que existe uma correlacédo
entre 0 aumento da glicemia das pacientes e a diminuicdo dos niveis de anticorpos anti-T.

gondii, associado a diminuicdo de avidez de 1gG das pacientes que desenvolvem DMG. Além



disso, as gestantes com DMG apresentam diminuigcdo das respostas do perfil Thl, Th2 e

Th17, sugerindo uma associacdo entre 0 DMG e a modulacdo negativa da resposta imune
humoral e celular contra T. gondii.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Diabetes gestacional. Imunidade humoral.
Imunidade celular



ABSTRACT

Toxoplasmosis is a zoonosis worldwide prevalent and the congenital form is a major
public health problem due to its high morbidity/mortality. Gestational diabetes mellitus
(GDM) is characterized by glucose intolerance during pregnancy, which can cause pregnancy
and fetus complications. This study was conducted in order to evaluate and compare the
specific humoral and cellular immune response, of pregnant chronically infected with T.
gondii, with and without GDM; as well as the humoral response of their respective newborns
(NB). The study was carried out on 81 pregnant (34 with GDM and 47 controls) attended at
Clinical Hospital of Universidade Federal do Triangulo Mineiro (HC-UFTM), from whom the
results of the Oral Glucose Tolerance Test (OGTT) were obtained at medical records, and
blood samples were collected at third trimester of pregnancy; also on 45 newborns (20 GDM
and 25 controls) from whom umbilical cord blood samples were obtained. Humoral immunity
was analyzed by measuring anti-T. gondii total 1gG, 1gG subclasses and avidity of IgG. To
evaluate cellular immunity peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from 32 pregnant
women (16 GDM and 16 controls) were cultured, supernatant cytokines were determined and
flow cytometry were performed to analyze the expression at lymphocytes of surface
molecules, cytokines and transcription factor. All pregnant women and NB were positive for
total 1gG, and the prevalent subclass was IgG1. There was a negative correlation between the
OGTT glycemia of pregnant women and the levels of total I1gG, 1gG1 and avidity of IgG. The
IgG avidity of GDM pregnant women was significantly lower than control pregnant. In
addition, only in the GDM group there was a significant reduction in 1gG avidity on the third
trimester sample compared to previous sample. Patients from GDM group had a higher
number of T lymphocytes expressing markers of cell activation and exhaustion (CD28 and
PD-1). In the presence of T. gondii soluble antigen (STAg) the number of CD8" T cells was
higher in the GDM group, but the amount of CD4" T cell producing IFN-y, IL-10 and 1L-17
was significantly lower in the GDM group, while there was no difference between groups in
the number of CD4* CD25""9"FOXP3*LAP* functional Treg cells. Additionally, under STAg
stimulus, the secretion of IL-17, IL-4, TNF and IL-2 cytokines at PBMC culture supernatant
was lower in DMG group. In conclusion there was a correlation between the increase in blood
glucose and the decrease in levels of anti-T. gondii antibodies, associated with decrease 1gG
avidity in patients who develop GDM. Also, GDM pregnant women have immune responses
decrease in Thl, Th2 and Th17 profiles, suggesting an association between GDM and the

negative modulation of the humoral and cellular immune responses against T. gondii.



Keywords: Toxoplasma gondii. Gestational diabetes. Humoral immunity. Cellular
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Figura 12. Resposta imune especifica a T. gondii, de gestantes cronicamente
infectadas pelo parasito, com e sem diabetes mellitus gestacional (DMG). Altos
niveis de glicose na corrente sanguinea caracterizam as pacientes com DMG,
enguanto as normoglicémicas foram identificadas como pacientes do grupo controle.
Houve correlacdo negativa entre a glicemia das gestantes e os niveis de IgG total,
IgG1 e avidez de 1gG, ou seja, quanto maior a glicose sanguinea das pacientes menor
o0 nivel de anticorpos anti-T. gondii. Sob estimulo policlonal (anti-CD3/anti-CD28),
as pacientes do grupo DMG apresentaram maior numero de linfocitos T expressando
0s marcadores de ativacdo e exaustdo celular (CD28 e PD-1), mas na presenca de
STAg nao houve diferenca. Sob estimulo de STAg, o nimero de células T CD8" foi
maior no grupo DMG, enquanto o nimero de células T CD4" foi semelhante entre os
grupos. Porém, a quantidade de linfocitos T CD4* produtores de IFN-y, IL-10 e IL-
17 foi significativamente menor no grupo DMG, enquanto ndo houve diferenca entre
0s grupos na quantidade de células Treg funcionais CD4*CD25™9"FOXP3*LAP*. A
IL-10 foi mais secretada pelas células mononucleares do sangue periférico das
pacientes DMG, ndo houve diferenga entre os grupos na secregéo de IFN-y e IL-6,
enguanto a secrec¢do de citocinas IL-17, IL-4, TNF e IL-2 foi menor no grupo DMG.
Portanto, comparadas as gestantes normoglicémicas, as gestantes que desenvolvem
DMG apresentam diminuicdo das respostas do perfil Thl, Th2 e Th17, bem como
diminuicdo de avidez de IgG e correlagdo entre o aumento da glicemia e a
diminuicao dos niveis de anticorpos anti-T. gondii, sugerindo uma associa¢do entre o
DMG e a modulagdo negativa da resposta imune celular e humoral contra T. gondii.
Células B, células NK e mondcitos estdo separadas por um box, para representar que
também sdo células mononucleares do sangue periférico, mas ndo foram diretamente
analisadas neste trabalho. Termos de uso: essa figura € derivada de imagens
atribuidas a “Servier Medical Art” da Servier, usada sob os termos de licenga da
Creative Commons Attribution 3.0 France (CC BY 3.0 FR).
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1.1. Toxoplasma gondii e toxoplasmose

A toxoplasmose &€ uma doenca causada pelo parasito intracelular obrigatorio
Toxoplasma gondii (NICOLLE; MANCEAUX, 1909), um protozoario capaz de infectar e se
replicar na maioria das células nucleadas de diversos hospedeiros (SAADATNIA; GOLKAR,
2012, SPLENDORE, 1908, TOMBACZ et al., 2018). Esse parasito faz parte do Reino
Protista, Sub-reino Protozoa e Filo Apicomplexa (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004), por
possuir um complexo apical composto de roptrias, micronemas, granulos densos e elementos
do citoesqueleto, que lhe conferem protecdo e auxiliam na adesdo e invasdo da célula
hospedeira (KIM, 2018, TOMBACZ et al., 2018).

Esse eucarioto unicelular apresenta trés formas infectantes: os esporozoitos (forma de
resisténcia), os taquizoitos (forma de replicacdo réapida) e os bradizoitos (forma de
multiplicacdo lenta). Os esporozoitos sdo encontrados dentro de oocistos (4 esporozoitos para
cada oocisto), que sdo produzidos no intestino de felinos infectados, e eliminado para o meio
externo juntamente com suas fezes. Os taquizoitos sdo encontrados no sangue e/ou outros
liquidos organicos e tecidos dos hospedeiros durante a fase aguda da doencga, ou ainda na fase
de reativacdo da doenca e, sdo responsaveis por disseminar o parasito no hospedeiro. Os
bradizoitos sdo encontrados dentro de cistos teciduais dos hospedeiros intermediarios, na fase
crbnica (latente) da doenca, presente em alguns tecidos especificos, tais como o cérebro, 0s
musculos esqueléticos e cardiacos, e podem permanecer viaveis nos tecidos por tempo
indeterminado, pois parecem evadir a resposta imune do hospedeiro (FRENKEL, 1973,
KOCHANOWSKY; KOSHY, 2018, SASAI; PRADIPTA; YAMAMOTO, 2018, TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

O ciclo bioldgico de T. gondii € heteroxeno, cujos membros da familia dos felinos,
principalmente 0s gatos, sdo os hospedeiros definitivos ou completos do parasito onde ocorre
a fase sexuada do ciclo. Enquanto uma ampla variedade de animais de sangue quente
(passaros, mamiferos ndo felinos e o ser humano) sdo os hospedeiros intermediarios ou
incompletos onde se desenvolve a fase assexuada do ciclo (DUBEY; MILLER; FRENKEL,
1970, KIM, 2018, SANDRIN et al., 2012).

A fase sexuada do ciclo inicia-se por meio do carnivorismo dos felideos, com a
ingestdo de cistos teciduais contendo bradizoitos. No trato digestivo do gato, T. gondii invade
as celulas epiteliais do intestino e inicia a esquizogonia, que consiste na proliferacdo do
parasito com formacao de esquizontes. Os esquizontes se rompem e liberam merozoitos, que

penetram em novos enterdcitos e em seguida se diferenciam em gametocitos. Os gametocitos
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originam o micro (masculinos) e macro (femininos) gametas, de cuja fusdo formam zigotos
que se diferenciam em oocistos imaturos. Estes sdo eliminados com as fezes do hospedeiro
definitivo e disseminados no ambiente, onde sofrem processo de esporogonia, tornando-se
oocistos maduros e infectantes (DUBEY; FRENKEL, 1972).

A fase assexuada do ciclo acontece nos hospedeiros intermediarios, quando ingerem
agua ou alimentos infectados por oocistos maduros contendo esporozoitos, ou carne crua/mal
cozida contendo cistos de bradizoitos. Com a ingestdo do parasito, ele invade células epiteliais
do intestino do hospedeiro, dando origem aos taquizoitos da fase aguda da infeccéo, os quais
conseguem invadir varias células do hospedeiro e se replicar, por endodiogenia, dentro de um
vacuolo parasitéforo (DUBEY, 1998, KIM, 2018, SASAI; YAMAMOTO, 2019). O
desenvolvimento de cistos teciduais em varios locais do corpo define a fase cronica do ciclo
assexuado. Uma vez que o parasita é capaz de atravessar a barreira epitelial do intestino, ele
dissemina por todo o corpo podendo encistar no cérebro, musculos ou olho, onde podem
permanecer pelo resto da vida do hospedeiro (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998,
KOCHANOWSKY; KOSHY, 2018, MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

Vale ressaltar que a via de infec¢do oral € a mais comum do ser humano, enquanto
hospedeiro intermediario, porém existem outras formas de infec¢do. A transmissdo vertical,
que resulta na passagem de taquizoitos via transplacentéria da mée para o feto, pode ocasionar
as manifestacdes clinicas mais graves (MALDONADO et al., 2017). Além disso, outras
formas, mais raras, de transmissdo de taquizoitos para o0 homem sdo em acidentes
laboratoriais com perfurocortantes, ou em transplante de 6rgdos e transfusdo sanguinea
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998, DUNAY et al., 2018, MUNOZ; LIESENFELD;
HEIMESAAT, 2011).

1.2. Epidemiologia e fisiopatologia da toxoplasmose

A toxoplasmose possui grande importancia médica e epidemiolégica, pois estima-se
que mais de um terco da populacdo mundial esteja cronicamente infectada por T. gondii
(ARAUJO-ANDRADE et al., 2007). Além disso, embora a maioria das infecgdes em
individuos adultos imunocompetentes seja assintomatica, a infeccdo por T. gondii tem alta
morbidade, podendo ser fatal, em individuos imunocomprometidos e em fetos e recém-
nascidos com infeccdo congénita (MALDONADO et al., 2017, SASAI; YAMAMOTO,
2019).
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A prevaléncia de toxoplasmose humana latente pode variar de 10 a 90% em uma
populacéo de individuos adultos dependendo do pais, da regido geografica, das caracteristicas
climaticas, do grupo étnico, dos habitos alimentares, dos fatores culturais, da higiene e da
vulnerabilidade socioecondémica da populacdo estudada (MAREZE et al., 2019, PAPPAS;
ROUSSOS; FALAGAS, 2009, TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000, VARELLA et al.,
2003).

Geralmente, a taxa de prevaléncia da doenca é mais elevada em locais de clima imido
e quente (SAADATNIA; GOLKAR, 2012). Estima-se que nas Américas do Sul e Central de
50 a 80% da populagdo humana adulta apresenta soropositividade para a toxoplasmose,
enguanto nos Estados Unidos da Ameérica esses valores diminuem, ficando entre 16 a 40%
(HILL; DUBEY, 2002).

Um estudo realizado em uma cidade do sudeste do Brasil revelou que idades mais
avangadas, menores graus de escolaridade, menores rendas familiares, desemprego e morar
em local sem armazenamento de A&gua foram os principais fatores associados a
soropositividade para T. gondii (MAREZE et al., 2019).

Em seres humanos imunocompetentes, a maioria das infec¢@es por T. gondii progride
para um quadro assintomatico ou apenas sintomas semelhantes a uma gripe leve (TOMBACZ
et al., 2018), e somente alguns individuos apresentam manifestacGes clinicas durante a fase
aguda, como linfadenopatia e retinocoroidite (PAUL, 1999).

Porém a toxoplasmose pode manifestar sintomas sistémicos graves, relacionadas ao
tropismo do parasito e a sua persisténcia dentro do cérebro; que ocorre em individuos
imunodeficientes como pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
desenvolvem AIDS, pacientes com doencas linfoproliferativas, pacientes que realizam
quimioterapia ou transplante de o¢rgdos, ou em fetos infectados de forma vertical
(KOCHANOWSKY; KOSHY, 2018, MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

A forma congénita € uma das mais graves da toxoplasmose sendo um importante
problema de salde publica devido a alta morbidade e mortalidade (MATTOS et al., 2011), o
que justifica os muitos estudos epidemioldgicos realizados em populacdo de gestantes. Uma
revisdo sobre a soroprevaléncia global de T. gondii e o seu impacto na gestacdo e na
toxoplasmose congénita, demonstrou que a prevaléncia de anticorpos 1gG especificos ao
parasito, em gestantes, na Europa variaram de 9,1% na Inglaterra a 63,2% na Alemanha; na
Asia e Oceania variaram de 0,8% na Coreia do Sul a 60,4% na Turquia; na Africa variaram de
25,3% em Burquina Faso até 75,2% em Sdo Tomé e Principe; e que em relacdo as Américas a

maioria dos trabalhos sdo provenientes de paises da América Latina, principalmente do Brasil,
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que apresenta altas taxas de prevaléncia da doenca, variando de 6,1% no México a 77,5% no
Brasil (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS, 2009).

No Brasil, existem varios estudos que relataram a alta prevaléncia de gestantes
soropositivas para 1gG anti-T. gondii, sendo 77,1% no Rio de Janeiro (MEIRELLES FILHO,
1985), 69,4% em Recife (NOBREGA et al., 1999), 59,8% em Porto Alegre, Rio Grande do
Sul (VARELLA et al., 2003), 59,6% em Jacand, Rio Grande do Norte (FREITAS et al.,
2017), 57,1% na regido de Sdo Paulo (KAWARABAYASHI et al.,, 2007) e 51,6% em
Uberlandia, Minas Gerais (SEGUNDO et al., 2004).

As infeccdes congénitas normalmente ocorrem quando a mulher se infecta durante a
gestacdo, resultando na infeccdo do feto. Geralmente é durante uma infec¢do primaria na
gestacdo, porém ja foi demonstrado que a reinfeccdo por uma nova cepa de T. gondii pode
causar a toxoplasmose congénita (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009, GAVINET et al.,
1997). Além disso, em menor proporcdo, uma mulher imunossuprimida pode sofrer
reativacdo de uma infeccdo prévia a gestacdo, sendo capaz de infectar o feto (DOLLFUS et
al., 1998, KODJIKIAN et al., 2004, VILLENA et al., 1998, VOGEL et al., 1996).

As alteracOes ou lesbes fetais mais comuns que podem ocorrer se enquadram dentro da
“Sindrome ou Tétrade de Sabin”, e sdo: coriorretinite, calcificacBes cerebrais, perturbacdes
neurologicas e alteracfes no volume craniano, tais como micro ou macrocefalia (ARAUJO-
ANDRADE et al., 2007, PENA; DISCACCIATI, 2013). O tempo gestacional esta
diretamente ligado ao risco de transmissdo vertical do parasito e inversamente relacionado a
gravidade das lesdes fetais, ou seja, no primeiro trimestre de gravidez existe menor chance de
0 parasita atravessar a barreira placentaria e infectar o feto, mas caso isso ocorra, a gravidade
da doenca é maior do que quando a infeccdo ocorre no terceiro trimestre (LINDSAY;
DUBEY, 2011).

Quando a transmissé@o ocorre na fase final da gravidez os efeitos sobre o feto sdo mais
brandos, inclusive pode nascer uma crianca assintomatica. Aproximadamente 67% a 80% dos
recém-nascidos infectados durante a gestacdo apresentam infec¢do subclinica que s6 pode ser
diagnosticada através de exames sorologicos. Embora essas criancas parecam saudaveis ao
nascimento, elas podem desenvolver ao longo dos anos sintomas clinicos e deficiéncias,
principalmente afetando os olhos, o sistema nervoso central ou o ouvido (surdez). Estima-se
que cerca de um terco das criancgas infectadas no terceiro trimestre de gestacdo desenvolvera
deficiéncia visual (FERREIRA et al.,, 2020, TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000,
VILLENA et al., 2010).
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Em individuos imunocomprometidos, 0s cistos contendo bradizoitos podem se romper
levando a reativacdo da infeccdo latente resultando em encefalite toxoplasmica ou
retinocoroidite que pode levar a cegueira (HILL; DUBEY, 2002, PORTER; SANDE, 1992),
ou ainda miocardite e pneumonia, que podem ser fatais (LIU et al., 2015).

Em individuos imunocompetentes, o controle da doenga é a progressdo para a fase de
laténcia (cronica), caracterizada pelo encistamento dos parasitos em diferentes tecidos do

corpo como musculo esquelético e cardiaco, cérebro e retina (DUNAY et al., 2018).

1.3. Diagndéstico e tratamento da toxoplasmose

Véarios métodos podem ser utilizados para o diagnostico da toxoplasmose. Existem
aqueles que sdo baseados na pesquisa direta do parasito, a partir de testes moleculares para
deteccdo de seu DNA, por exemplo, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que permite a
identificacdo de T. gondii por meio dos seus segmentos caracteristicos de acidos nucleicos,
apos a ampliacdo. Além disso, sdo considerados aqueles que investigam a doenca de forma
indireta, como € realizado em ensaios sorologicos, por meio da pesquisa de anticorpos
especificos contra o parasito (SAADATNIA; GOLKAR, 2012).

Sao diversos os testes sorologicos para a deteccdo de anticorpos especificos ao
parasito, como por exemplo, ensaios de aglutinacdo por imunoabsorcdo (ISAGA), ensaios de
hemaglutinacdo indireta (IHA), teste de aglutinacdo por latex (LAT) ensaios de
imunofluorescéncia indireta (IFAT), ensaios de quimioluminescéncia (CIA), western blotting
(WB) e o ensaio imunoenzimético enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) (LIU et al.,
2015). Dentre esses, geralmente os ensaios imunoenzimaticos ELISA e CIA sdo métodos de
rotina utilizados em laboratdrios clinicos para o rastreamento de 1gG e IgM anti-T. gondii em
amostras bioldgicas, principalmente o soro, de pacientes (SAADATNIA; GOLKAR, 2012,
ZHANG et al., 2016).

O diagndstico de toxoplasmose ainda depende de testes laboratoriais, principalmente
porque a infecgdo geralmente € subclinica tanto em individuos imunocompetentes como em
gestantes. Com isso, 0 status imunoldgico da infeccdo por T. gondii é determinado
rotineiramente por meio do diagndstico soroldgico (ZHANG et al., 2016).

A cinética da producdo de imunoglobulinas especificas ao parasito é utilizada para
auxiliar no diagnoéstico da doenca e definir o estigio da infeccdo (ZHANG et al., 2016).
Sendo assim, a toxoplasmose aguda é caracterizada sorologicamente por baixos niveis de

anticorpos 1gG e pela presenca de anticorpos IgM especificos a T. gondii, adicionalmente, a
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deteccdo de IgA especifica também pode contribuir para o diagndstico de infec¢do aguda. Por
outro lado, um resultado de altos niveis séricos de IgG associado a auséncia de IgM séo
marcadores de cronicidade da doenca, porém indica apenas que houve exposi¢cdo prévia ao
agente mas ndo define o periodo exato que a infeccdo foi adquirida (CAMARGO et al., 1991,
LIU et al., 2015, ZHANG et al., 2016). Por isso, na préatica laboratorial é rotineiramente
utilizado o ensaio para deteccdo de avidez de 1gG, pois em infeccdes recentes 0s anticorpos
IgG apresentam baixa avidez para os antigenos correspondentes. Com o transcorrer da
infeccdo os anticorpos vao apresentando avidez crescente de modo que nas infec¢bes mais
antigas existe um predominio marcante de IgG de alta avidez (CAMARGO et al., 1991, LIU
etal., 2015).

Além disso, a auséncia de anticorpos IgM, IgA e 1gG especificos para T. gondii na
amostra do paciente significa auséncia de infec¢do, e caso a investigacdo soroldgica seja em
gestantes, esse resultado no inicio da gestacao indica maior risco de contrair a doen¢a durante
a gravidez (CHAUDHRY; GAD; KOREN, 2014). Deste modo, em casos de sorologia
negativa, a gestante deve ser orientada quanto a importancia da prevencédo e deve realizar o
exame sorologico novamente no segundo e terceiro trimestres de gestacdo (SILVA;
OKAZAKI, 2012).

O diagnostico de infecgdo aguda (infeccdo primaria ou reinfeccdo por nova cepa do
parasito) na gravidez € crucial, pois é nessa fase que existe o maior risco de transmitir o
parasito para o feto (MATTOS et al., 2011). Quando ocorre infecgdo durante a gravidez e o
tratamento ndo é realizado de forma adequada, as taxas de infeccdo do feto sdo de 25%, 54%
e 65% no primeiro, segundo e terceiro trimestres, respectivamente. Contudo, se a doenca é
devidamente diagnosticada e tratada, ocorre a reducdo na transmissdo congénita, bem como
melhora a severidade de manifestacdes clinicas (MALDONADO et al., 2017, SARDARIAN
et al., 2018). Adicionalmente, gestantes imunocomprometidas com sorologia IgM negativa e
IgG positiva devem ser acompanhadas durante toda a gravidez, pois pode ocorrer infeccéo
congénita (AMENDOEIRA; CAMILLO-COURA, 2010).

Dessa forma, a fim de prevenir a transmissdo da toxoplasmose via transplacentaria, a
orientacdo correta da populagédo sobre as vias de infeccdo, habitos de higiene e os riscos da
doenca é uma estratégia muito importante para diminuir a chance de contato com o parasito. E
0 acompanhamento adequado do pré-natal permite evitar a doenga congénita ou pelo menos
amenizar seus efeitos em casos de transmissédo (DUNAY et al., 2018).

Como ja foi enfatizado, a toxoplasmose congénita € uma das formas da doenca que

pode causar graves efeitos (KHAN; KHAN, 2018), por isso € tdo importante o diagndstico de
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toxoplasmose na gestante, bem como o diagnostico correto se houve a transmissdo congénita,
e isso atualmente é bastante desafiador (CHAUDHRY; GAD; KOREN, 2014). Primeiro
porque cada técnica apresenta limitacfes, podendo resultar em testes falso-positivos e falso-
negativos. Além disso, a presenca de anticorpos IgG no soro das gestantes ndo determina de
forma exata o tempo de infeccdo. Outro desafio esta na interpretagdo dos resultados de IgM,
pois em alguns individuos, ela pode ser detectada por longos periodos apos a infeccdo aguda;
portanto, um resultado positivo ndo é garantia de infeccdo recente (SENSINI, 2006, ZHANG
et al., 2016). E por Gltimo, também envolve o tratamento, pois as medica¢fes do tratamento
para toxoplasmose podem ser toxicas e teratogénicas, portanto, devem ser utilizadas com
restricdo, (KHAN; KHAN, 2018) e isso destaca o desafio do diagnostico, pois sdo 0s
resultados laboratoriais que direcionam a conduta do médico para o tratamento da gestante e
do feto.

Para diagnosticar se houve a transmisséo vertical da doenca, as gestantes com suspeita
de infeccdo aguda sdo submetidas a coleta de liquido amnidtico, do qual é realizado um
ensaio de PCR para a deteccdo direta do parasito (BRASIL, 2018, KHAN; KHAN, 2018).
Adicionalmente, o ultrassom fetal pode ajudar a determinar se houve infeccdo congénita,
sendo que espessura placentaria aumentada, calcificagdes cerebrais, ventriculomegalia,
calcificagdes intra-hepéticas, limitacdo do crescimento fetal e intestino ecogénico sdo
resultados associados com toxoplasmose congénita (MALDONADO et al., 2017). Porém,
vale ressaltar que um ultrassom fetal normal ndo pode excluir uma infeccédo fetal, portanto,
mais um desafio diagndstico.

Também é importante fazer o diagnéstico no recém-nascido apds seu nascimento. A
presenca de IgM ou IgA anti-T. gondii no soro do recém-nascido € indicativo de infeccédo
congénita, porque essas classes de imunoglobulinas ndo atravessam a barreira placentaria,
como ocorre com 0s anticorpos 1gG. Fisiologicamente, presenca de anticorpos IgG anti-T.
gondii no soro do recém-nascido geralmente é proveniente da passagem placentaria do
anticorpo materno, porém, se 0s niveis de 1gG aumentarem e continuarem positivos apos o
primeiro ano de vida da crianca, isso sugere infeccdo congénita (AMENDOEIRA,;
CAMILLO-COURA, 2010, REMINGTON et al., 2006). Atualmente, o Ministério da Saude
incluiu o exame de toxoplasmose no teste do pezinho para auxiliar na detec¢do precoce da
infeccdo congénita, no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS) — Portaria n°® 7 de 4 de
marco de 2020 (BRASIL, 2020) .

Os medicamentos utilizados para o tratamento da toxoplasmose na gravidez variam de

acordo com a idade gestacional. A espiramicina, uma droga de acdo parasitostatica que atua
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impedindo a transmiss&o vertical do parasito, é utilizada no primeiro trimestre da gestacéo por
ndo atravessar a barreira placentaria e com isso nao oferecer risco iatrogénico para o feto. Nos
altimos dois trimestres da gestacdo é utilizado o esquema triplice, uma combinagdo de
sulfadiazina, pirimetamina e &cido folinico, os dois primeiros sdo parasiticidas que inibem a
proliferacdo e sobrevivéncia de T. gondii através da inibicdo da via metabdlica do folato.
Porém, a pirimetamina gera efeitos adversos porque além de atuar na via metabdlica do
parasito também inibe o metabolismo do &cido folico no corpo humano em tecidos com alta
atividade metabdlica, como a medula Ossea. Portanto, associa-se a esse esquema de
tratamento o acido folinico, para diminuir a supressdo da medula 6ssea (BEN-HARARI;
GOODWIN; CASOY, 2017, BRASIL, 2013, KHAN; KHAN, 2018).

O tratamento para 0s recém-nascidos com toxoplasmose adquirida na gestacdo deve
ser iniciado imediatamente apds o nascimento, independente da presenca de sintomas da
doenca. E recomendado utilizar o esquema triplice de forma continuada durante 12 meses, e
se houver presenca de coriorretinite ou proteinorraquia também devem ser associados
corticoides ao tratamento (BAQUERO-ARTIGAO et al., 2013, DUNAY et al., 2018).

1.4. Resposta imune, toxoplasmose e gestacdo

A infeccdo em seres humanos ocorre, principalmente, via ingestdo de oocistos, por
iss0, 0 tecido intestinal € o sitio primario onde se instala uma inflamacao, e os enterocitos sao
a primeira linha de defesa do hospedeiro contra T. gondii. Os enterdcitos infectados secretam
quimiocinas que recrutam células dendriticas (DC) e macrofagos para o local, assim 0s
parasitas invadem essas células e por meio delas conseguem atravessar barreiras endoteliais,
permitindo a entrada em locais como o cérebro (BORGES et al., 2019).

A resposta imune contra T. gondii tem seu inicio pelas células do sistema imune inato,
com a fagocitose do parasito via macrofagos e a producdo de citocinas pré-inflamatorias
(principalmente IL-12) por neutrofilos, células dendriticas (DC) e mondcitos. Essa citocina
desencadeia a producdo massiva de IFN-y por células natural killer (NK), células TCD4" e
células TCD8", ativando assim a resposta imune adaptativa, que é polarizada para o perfil de
células T auxiliares (Th) 1, responsavel pelo controle da infeccdo. Esse perfil de células é
classicamente caracterizado como proé-inflamatorio, cujas citocinas caracteristicas sdo IFN-y,
IL-2 e TNF (FISCH; CLOUGH; FRICKEL, 2019, SAITO et al., 2010, SASAI,
YAMAMOTO, 2019).
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Com a pressdo da resposta imune adaptativa, os taquizoitos que escapam da destruigdo
se transformam em bradizoitos e formam cistos nos tecidos musculares e nervoso,
conseguindo sobreviver por varios anos sem sofrerem ataque do sistema imune do hospedeiro
(SASAI; YAMAMOTO, 2019, SOUZA et al., 2010).

Embora a imunidade efetiva contra esse parasito seja altamente inflamatoria,
dependente do IFN-y, o organismo do hospedeiro também precisa de mecanismos para se
proteger do excesso de inflamagdo gerada. Assim, as células imunes também aumentam a
producdo da citocina anti-inflamatdria IL-10, ndo somente na fase inicial ap6s a infeccdo,
como também na fase cronica (SASAI; YAMAMOTO, 2019). Portanto, uma resposta Thl
excessiva leva a danos nos tecidos, podendo ocasionar o desenvolvimento de alguma
patologia. Camundongos com deficiéncia de IL-4 ou IL-10, em razdo da disfuncdo de Th2 e
células T reguladoras (Treg), tem sobrevida reduzida ap6s a infeccéo por T. gondii (BORGES
et al., 2019).

Além das células Thl, as células Thl7 e Treg sdo duas subpopulacfes distintas de
células T CD4", que realizam funcGes importantes na resposta contra T. gondii (XU et al.,
2020), e a razdo entre Treg/Th17 é crucial na resposta imunologica contra o parasito durante a
gestacdo, pois sua diminui¢do resulta em maiores taxas de aborto por T. gondii (ZHANG et
al., 2012).

As células do perfil Th17 sdo reconhecidas pela secrecdo da citocina IL-17, e atuam de
forma semelhante ao perfil Thl, aumentando a citotoxicidade e/ou a atividade fagocitica de
macrofagos, neutrofilos e células NK, o que gera um estado de inflamagdo (LUCCIA et al.,
2019). A citocina imunorregulatéria TGF-B e a citocina pro-inflamatéria IL-6 sdo fatores de
diferenciacdo de células Tnaive para Th17 (KORN et al., 2009). Ja foi demonstrado que o
recrutamento de neutrdfilos, importante para o controle do nimero de parasitas durante os
estagios iniciais da infeccdo por T. gondii, é dependente da sinalizacdo da I1L-17 (KELLY et
al., 2005). Além disso, Silva e colaboradores (2014) demonstraram que sob estimulo de T.
gondii houve maior nimero de células T CD4*IL17* na populacdo de células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) de mulheres soropositivas para T. gondii. Assim, as células
Th17 desempenham papel importante na resposta inflamatoria, contribuindo para o processo
de controle da invaséo e replicacdo do parasita.

As células Treg possuem o forkhead box P3 (FOXP3) como fator de transcri¢do, por
isso sdo descritas como células CD4" FOXP3* e servem para modular as respostas imunes,
limitando o excesso de inflamacdo, ou seja, produzem resposta anti-inflamatoria pela
liberacdo de citocinas como IL-10 e TGF-p (ZHANG et al., 2012). Durante o curso da
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gestacdo o numero de células Treg aumenta, e elas desempenham um papel fundamental na
manutencdo de uma gravidez normal. Baixa quantidade ou deficiéncia de funcdo dessas
células estdo associados a infertilidade e a abortos recorrentes, devido rejeicdo imunologica
do feto (ROBERTSON; CARE; MOLDENHAUER, 2018, ZHANG et al., 2012). Um estudo
realizado em camundongos por Zhao e colaboradores (2017) mostrou que a infec¢do aguda
por T. gondii diminui a populacédo de Treg e os niveis de TGF-B, desencadeando varios efeitos
adversos na gestagao.

As células T desempenham papel central na resposta imune, e para completar as
subpopulagdes de células T CD4" mais estudadas, as células do perfil Th2 sdo caracterizadas
por produzirem citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 e estarem envolvidas na imunidade humoral.
Além disso, considerado um o perfil celular importante durante a gravidez por promover a
tolerdncia materna aos aloantigenos do feto (SAITO et al., 2010, SIFNAIOS et al., 2019).

Os mecanismos da imunidade celular sdo importantes na resposta anti-T. gondii, mas
0s anticorpos também promovem o controle de parasitos. Portanto, o desenvolvimento da
resposta humoral durante a infecgcdo é fundamental no controle, e necessario para resisténcia a
longo prazo, pois as imunoglobulinas conseguem inibir a invasdo de taquizoitos na célula
hospedeira e limitar sua disseminacao sisttmica (COUPER et al., 2005, PARK et al., 2019).

Geralmente, os anticorpos IgM e IgA especificos sdo produzidos no primeiro contato
com o parasito, uma semana apods a infeccdo, atingindo um pico dentro de 1 més e entdo
diminuem apds 1 a 6 meses. Os anticorpos 1gG especificos aparecem dentro de 1 a 2 semanas
apos a infeccdo, atingindo maiores niveis em aproximadamente 6 a 10 semanas, em seguida
0s niveis diminuem, porém, persistem detectaveis por toda a vida dos pacientes (LIU et al.,
2012, ZHANG et al., 2016).

A classe de imunoglobulinas IgG é subdividida em quatro subclasses distintas, sendo
lgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4. As subclasses de 1gG especificas para T. gondii, ndo sdo utilizadas
na rotina para o diagnostico da toxoplasmose, mas alguns estudos anteriores sugeriram que
poderiam ser usadas como biomarcadores de altera¢Ges oculares e neuroldgicas na infeccéo
congénita (SOUZA-E-SILVA et al., 2013). Além disso, na toxoplasmose em humanos
predomina-se o subtipo IgG1 (HUSKINSON et al., 1989), e os anticorpos 19gG2, 1gG3 e 1gG4
sd0 menos detectados e apresentam cinética variavel em relacéo a cada individuo (CORREA
et al., 2007).

Diante do exposto, observa-se que a imunidade contra o parasito ndo determina o fim

da infeccdo, mas impede a multiplicacdo de taquizoitos, a destruicdo da célula hospedeira e a
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disseminacdo dos parasitos durante a fase cronica (LIPSKA; WYSOCKA; TUROWSKI,
2000).

1.5. Gestacéo e diabetes mellitus gestacional

Para que seja possivel tolerar a imunogenicidade alogénica fetal, a gravidez gera um
estado fisiologico de supressao imune na mulher, com desvio da resposta de perfil Thl para
Th2. Além disso, o aumento de células Treg também € essencial nesse processo (SAITO et
al., 2010).

Durante a gestacdo ocorrem mudancgas significativas no metabolismo materno,
portanto, fatores genéticos e hormonais associados a habitos alimentares da gestante podem
levar ao desenvolvimento de patologias obstétricas, como por exemplo o diabetes mellitus
gestacional (DMG) (CHIEFARI et al, 2017); uma doenga que pode provocar um
desequilibrio na resposta imunoldgica, e que aumenta o risco de complicacBes fetais e
gestacionais (SIFNAIOS et al., 2019).

O diabetes mellitus & um distarbio metabolico caracterizado pela hiperglicemia
causada pelo defeito na secre¢do ou na acdo da insulina, ou de ambos. Atualmente ele recebe
quatro classificacbes de acordo com a etiologia: tipo I, tipo Il, outros tipos especificos e
DMG. A causa do tipo | é a deficiéncia absoluta de secre¢do de insulina, enquanto no tipo Il é
uma combinacdo de resisténcia a insulina e uma secrecdo de insulina inadequada. S&o
classificados como outros tipos especificos de diabetes mellitus todas as outras causas que
resultam em hiperglicemia, como os defeitos genéticos que geram disfuncéo das células B, os
defeitos genéticos na acdo da insulina, as doencas do pancreas exocrino, as endocrinopatias, a
hiperglicemia induzida por medicamentos ou drogas, e sindromes genéticas (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014, OLIVEIRA; MONTENEGRO JUNIOR; VENCIO,
2017).

O DMG é um tipo de diabetes mellitus caracterizado por uma resisténcia a insulina e
intoleréncia a glicose que tem inicio durante a gestacdo (LUCCIA et al., 2019, OLIVEIRA,;
MONTENEGRO JUNIOR; VENCIO, 2017, VAMBERGUE et al., 2008). Sua prevaléncia
varia de 0,6% a 25%, dependendo do nivel socioeconémico, do grupo étnico estudado e dos
critérios diagnoésticos utilizados, sendo considerado a comorbidade metabdlica de maior
frequéncia nas gestacdes (CHIEFARI et al., 2017, JOHNS et al., 2006, PENDELOSKI et al.,
2015, VAMBERGUE et al., 2008). Esse numero tem aumentado mundialmente nos altimos

anos como consequéncia da crescente prevaléncia de obesidade, e do nimero de mulheres que
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adiam a gravidez para idade mais avangada. Além disso, as mudangas nos critérios
diagnosticos permitiram determinar melhor a prevaléncia da doenca, resultando em maior
numero de casos, tornando-a uma preocupacéo para a saude publica (CHIEFARI et al., 2017,
GOMES et al., 2013).

Um estudo que reuniu dados de mais de 25 mil gestantes, de 9 paises diferentes,
avaliou a relacdo entre as glicemias das mulheres e os comprometimentos maternos e fetais
(HAPO, 2008), possibilitando que varias sociedades médicas reavaliassem os critérios e
valores de referéncia para o diagnéstico de DMG; porém, ainda ndo existe um consenso
mundial. No Brasil, a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) adota as recomendacdes
propostas pelo International Association of the Diabetes and Pregnancy Study Groups
(IADPSG) e pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para a realiza¢do do diagnostico de
DMG (OLIVEIRA; MONTENEGRO JUNIOR; VENCIO, 2017, WHO, 2014).

Assim, as Diretrizes da SBD preconizam que durante o pré-natal todas as gestantes
devem ser submetidas a exames de glicemia para investigacdo/diagnéstico de diabetes
mellitus, prévio ou gestacional.

O primeiro parametro para o diagnostico € a glicemia de jejum no primeiro trimestre
de gestacdo, cujo valor maior que 126 mg/dL é sugestivo de diabetes mellitus prévio;
enguanto valor maior ou igual a 92 mg/dL e menor que 126 mg/dL € referente a diagnostico
de DMG. Sdo necessarias duas amostras de soro em jejum, em dias distintos, para a
confirmacdo desses resultados (OLIVEIRA; MONTENEGRO JUNIOR; VENCIO, 2017,
WHO, 2014).

As gestantes que apresentarem glicemia de jejum normal (menor que 92 mg/dL) no
primeiro trimestre de gestacdo, devem ser submetidas ao segundo parametro de diagnostico
que é o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), entre a 242 e 28?2 semana de gestacdo. Esse
exame consiste na dosagem da glicemia em jejum, e das glicemias em 1 hora e 2 horas apds
ingestéo oral de uma solugdo contendo 75g de dextrose. Os valores de referéncia utilizados
para o diagnostico de DMG sdo: glicemia maior que 92 mg/dL, maior ou igual a 180 mg/dL, e
maior ou igual a 153 mg/dL, para a dosagem em jejum, 1 hora e 2 horas, respectivamente,
sendo que um dos valores alterados ja é suficiente para o diagnostico (OLIVEIRA;
MONTENEGRO JUNIOR; VENCIO, 2017, WHO, 2014).

O DMG esta associado a varias complicacdes maternas e fetais durante a gestacéo,
bem como complicagdes futuras. Durante a gravidez, a mulher com DMG pode desenvolver
pré-eclampsia, polidramnio e necessidade de parto cesaria, enquanto o recém-nascido pode

sofrer de morte subita intrauterina, macrossomia, hipoglicemia, hiperbilirrubinemia e
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dificuldade respiratoria. As complica¢bes de longo prazo, tanto para a mae quanto para a
crianca, envolvem o risco de desenvolver diabetes mellitus tipo 2 (DM2), obesidade,
hipertensdo, sindrome metabdlica e doengas cardiovasculares (ACOG, 2018, CHIEFARI et
al., 2017, HAPO, 2008, LOGAKODIE et al., 2017). Também ja foi descrito que existe uma
associacdo entre DMG e a infeccdo por Helicobacter pylori (CARDAROPOLI et al., 2015).
Alshareef e colaboradores (2018) demonstraram que a soropositividade para H. pylori foi
significativamente maior entre as gestantes com DMG.

Kankové, Flegr e Calda (2015) demonstraram que gestantes com sorologia positiva
para T. gondii possuem maiores niveis de glicose no sangue quando comparadas as gestantes
com sorologia negativa, tornando a prevaléncia de diabetes mellitus gestacional

significativamente maior em mulheres com IgG anti- T. gondii positivo.
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2.1. Objetivo geral

o Analisar a resposta imunologica humoral e celular de gestantes soropositivas para T.

gondii que desenvolveram diabetes gestacional.

o Avaliar a resposta imunoldgica humoral dos recém-nascidos cujas maes sao

soropositivas para T. gondii e desenvolveram diabetes gestacional.

2.2. Objetivos especificos

o Detectar e comparar a presenca dos anticorpos IgG total, 19gG1, 19G2, 19gG3, 1gG4 e
IgG avidez anti — T. gondii em amostras de soro das gestantes com e sem diabetes gestacional

e de seus recém-nascidos, frente a antigenos soltveis de T. gondii.

o Correlacionar o indice glicémico com o nivel de anticorpos IgG total, 1gG1 e IgG

avidez anti-T. gondii de todas as gestantes.

o Avaliar e comparar a expressdo de marcadores de ativacdo (CD28) e exaustdo (PD-1)
celular, de linfécitos T CD4* e T CD8" das pacientes com e sem DMG, apds estimulo in vitro

com anti-CD3/anti-CD28 e com antigenos soluveis de T. gondii.

o Avaliar e comparar a producéo intracelular de citocinas IFN-y, 1L-10 e IL-17 por
células T CD4" das pacientes com e sem DMG, apds estimulo in vitro com anti-CD3/anti-

CD28 e com antigenos sollveis de T. gondii.

. Avaliar e comparar 0s niveis de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e IL-
17) secretadas por PBMCs das pacientes com e sem DMG, apdés estimulo in vitro com anti-

CD3/anti-CD28 e com antigenos sollveis de T. gondii.

o Avaliar e comparar a expressao do fenétipo de Treg de células T CD4" das pacientes
com e sem DMG, ap0s estimulo in vitro com anti-CD3/anti-CD28 e com antigenos soluveis

de T. gondii.
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A toxoplasmose é considerada uma das zoonoses mais comuns no mundo. No Brasil,
por exemplo, estima-se que a soroprevaléncia na populacdo humana adulta seja entre 50 e
83% (MANCINI et al., 2012).

A infeccdo por Toxoplasma gondii apresenta grande importancia em saude publica
devido a sua ocorréncia de formas clinicas graves, notadamente em recém-nascidos com
infeccdo congénita e em individuos imunocomprometidos (MATTOS et al., 2011).

T. gondii é considerado um dos parasitos mais bem sucedidos, associado,
principalmente, ao alto risco de infecgdes congénitas (DARD et al., 2016, MAJIDIANI et al.,
2016). A infeccdo fetal ocorre através de passagem transplacentaria, quando a mée adquire a
infeccdo durante a gestacdo ou, quando é reinfectada por uma nova cepa de T. gondii (ELBEZ-
RUBINSTEIN et al., 2009, GAVINET et al., 1997) ou, menos comumente, quando mulheres
cronicamente infectadas tem um imunocomprometimento importante (VARELLA et al.,
2003), pois pacientes imunocomprometidas podem sofrer reativacdo da infeccdo (PORTER,;
SANDE, 1992).

Portanto, mesmo a gestante considerada imune a infec¢do por T. gondii (pela presenca
de anticorpos IgG especificos), apresenta riscos de transmissdo vertical do parasito para o
feto. Oliveira e colaboradores (2015) demonstraram que uma puérpera considerada imune a
toxoplasmose durante o pré-natal, apresentou sorologia positiva de IgG, IgM e IgA anti-T.
gondii logo apos o parto, e seu recém-nascido foi infectado, apresentando coriorretinite.

No primeiro trimestre de gestacao o risco de 0 parasito atravessar a barreira placentaria
e infectar o feto é baixo, no entanto gera graves consequéncias a ele caso ocorra a infeccao.
Por outro lado, no terceiro trimestre de gestacao a transmissdo do parasito é mais provavel de
ocorrer, mas a doenca é geralmente menos grave (LINDSAY; DUBEY, 2011) e muitas vezes
negligenciada porque é assintomatica no momento do nascimento e permanece despercebida.
Apesar de a maioria dos recém-nascidos infectados (85-90%) ndo apresentar sintomas, podem
desenvolver sequelas apds semanas, meses ou anos do nascimento (CARLIER et al., 2012),
incluindo problemas oculares e neurolégicos, sendo a coriorretinite 0 acometimento mais
frequente (aproximadamente 65% dos casos) (MELAMED et al., 2010).

No Brasil, varios trabalhos investigaram a prevaléncia de gestantes soropositivas para
T. gondii, e os resultados encontrados foram de 74,5% no Rio Grande do Sul (SPALDING et
al., 2005); 77,5% em Recife (PORTO et al., 2008); 61,2% em Minas Gerais (CARELLOS et
al., 2008); 60% em Sédo Paulo (OLBRICH NETO; MEIRA, 2004); 70,6% em Mato Grosso
(LEAO et al., 2004); 67% no Parana (REICHE et al., 2000); 71,3% em Fortaleza (REY;
RAMALHO, 1999); 68,5% em Sergipe (MELO INAGAKI et al., 2014). Devido a alta
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prevaléncia da doenca, existe a necessidade de acompanhamento soroldgico durante o periodo
gestacional (ISABEL; COSTA; SIMOES, 2007, PENA; DISCACCIATI, 2013).

Sob orientagbes do Ministério da Salde, no Brasil a triagem sorolégica para
toxoplasmose ja é bem estabelecida para todas as mulheres que realizam o pré-natal
(BRASIL, 2018), porém a conduta atualmente adotada é que na presenca de anticorpos IgG
positivos e IgM negativos, considera-se a gestante imune, e portanto nenhuma outra sorologia
para toxoplasmose é realizada durante a gestacdo, pois ndo é considerada a possibilidade de
transmissdo congénita da doenca (BRASIL, 2012). O Ministério da Saude alerta sobre as
gestantes imunocomprometidas, que nessas mulheres pode haver transmissdo materno-fetal
em caso de toxoplasmose prévia a gestacdio (BRASIL, 2012), e considera-se
imunocomprometidas pacientes portadoras de HIV/AIDS ou gestantes em uso de
imunossupressores como corticdides e quimioterapicos. Porém, gestantes que desenvolvem
diabetes mellitus gestacional ndo entram na lista de pacientes que devem ser acompanhadas
em relacdo a sorologia de toxoplasmose, quando ja sdo consideradas imunes. Ou seja, as
gestantes que desenvolvem DMG deveriam ser enquadradas nesse grupo de risco.

Existem varios estudos abordando a toxoplasmose em gestantes e em pacientes
imunossuprimidos, entretanto, faltam dados na literatura a respeito da possibilidade de
reativacdo da infeccdo em gestantes, associada a presenca de diabetes mellitus gestacional.
Além disso, existem poucos estudos que investigaram o papel das células imunes inatas e
adaptativas na fisiopatologia da DMG (LUCCIA et al., 2019), e ndo ha ainda dados a respeito
do padrdo de resposta imunolégica presente na associacdo dessa patologia com a
toxoplasmose.

No Brasil, um estudo envolvendo quase 5 mil mulheres revelou uma prevaléncia de
18% de DMG (TRUJILLO et al., 2014). A prevaléncia de diabetes mellitus gestacional pode
chegar até 25% das gestantes, dependendo do critério de diagnostico utilizado
(PENDELOSKI et al., 2015).

Além desses dados indicando altos valores, ja foi demonstrado que a prevaléncia de
diabetes mellitus gestacional ¢ significativamente maior em mulheres com IgG anti- T. gondii
positivo (KANKOVA; FLEGR; CALDA, 2015). Adicionalmente, um estudo recente na
China revelou uma associacdo entre diabetes mellitus e a infecgcdo por T. gondii, sendo que a
soroprevaléncia em mulheres com DMG foi de 21,25% e significativamente maior que a
prevaléncia do grupo controle sem diabetes (LI et al., 2018). Porém, os dados da literatura que
descrevem uma relacdo entre toxoplasmose e DMG séo restritos a sorologia, e ndo explicam a

relacdo entre essas duas doencgas com base na resposta imunologica.
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Assim, faz-se necessario avaliar a resposta imunoldgica dessas gestantes frente a
infeccdo de toxoplasmose, para conhecer o impacto da diabetes gestacional sobre essa
infeccdo parasitaria e gerenciar melhores estratégias de prevencdo, diagndstico e tratamento

da toxoplasmose, podendo influenciar diretamente na redugéo da transmisséo congénita.
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4.1. Aspectos éticos

O trabalho foi aprovado, parecer 1.870.741 (Anexo 1), pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM), que regulamenta a
pesquisa envolvendo seres humanos. As pacientes foram convidadas a fazerem parte do
estudo, foram informadas e esclarecidas sobre o projeto, e aquelas que concordaram em
participar da pesquisa assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo II), e um TCLE para coleta de sangue de corddo umbilical (Anexo IlI), estando

cientes de todos os procedimentos adotados.

4.2. Pacientes

Participaram do estudo 81 gestantes no terceiro trimestre de gestagcdo, que foram
atendidas no Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (HC-UFTM), durante as consultas de pré-natal.
Os critérios de inclusdo foram: gestantes cuja idade gestacional fosse igual ou superior a 29
semanas, maiores de 18 anos, com perfil soroldgico de fase crénica para toxoplasmose
(positividade para lIgG anti- T. gondii e negatividade para IgM anti-T. gondii), e que
concordassem em participar do estudo.

Os critérios de exclusdo do estudo consistiram em gestantes com sorologia negativa ou
indeterminada para toxoplasmose, pacientes menores de 18 anos, pacientes com outro tipo de
diabetes mellitus (DM1 ou DM2), pacientes que apresentavam algum tipo de céancer, ou
alguma doenca cronica transmissivel, ou outras comorbidades infectocontagiosas (por
exemplo, HIV, HCV, HBYV, sifilis) que podem imunossuprimir o sistema imunologico. Além

disso, ndo puderam participar aquelas que ndo concordaram e ndo assinaram o TCLE.

4.3. Coleta de dados

Mediante o aceite em participar do presente estudo, e assinatura do TCLE, foram
coletados os seguintes dados, via entrevista, de cada paciente: idade, escolaridade, renda
familiar e idade gestacional.

Adicionalmente, foi realizada pesquisa de prontuario das pacientes pelo Servico de
Arquivo Médico para obtencdo do resultado de sorologia anti-T. gondii (IgM e IgG), do
resultado do Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG), do diagndstico medico de diabetes
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mellitus gestacional, e de informagdes sobre outras comorbidades que fizessem parte dos
critérios de excluséo do trabalho.

O diagnostico de DMG foi realizado segundo os critérios recomendados pela
Sociedade Brasileira de Diabetes (OLIVEIRA; MONTENEGRO JUNIOR; VENCIO, 2017),
conforme descrito no Item 1.5.

4.4. Divisdo dos grupos e desenho experimental

A partir do diagnostico médico de DMG e do resultado do TOTG, segundo 0s critérios
da SBD, as 81 pacientes participantes do trabalho foram divididas em dois grupos: 34
gestantes que desenvolveram diabetes mellitus gestacional (grupo DMG) e 47 gestantes sem
diabetes (grupo controle). O trabalho também envolveu amostra de 45 recém-nascidos dessas
mulheres que participaram do trabalho, sendo 20 do grupo DMG e 25 do grupo controle.

Primeiramente foi realizado a avaliacdo da resposta imune humoral, por meio dos
ensaios de ELISA para dosagens de anticorpos IgG anti- T. gondii, suas subclasses, e 1gG
avidez. Esses ensaios sorologicos envolveram as amostras de soro do terceiro trimestre das 81
gestantes (34 DMG e 47 controles), e dos 45 RN (20 DMG e 25 controles). Além disso, de 23
pacientes (11 DMG e 12 controles) foi possivel analisar também uma amostra de soro anterior
ao terceiro trimestre de gestacdo (média de 15 e 14 semanas antes da amostra de terceiro
trimestre, para os grupos DMG e controle, respectivamente), para realizacdo do ensaio de 1gG
avidez.

Posteriormente, dessas 81 gestantes, 32 delas (16 DMG e 16 controles) no 3° trimestre
de gestacdo foram envolvidas nos ensaios para a avaliacdo da resposta imune celular, que
consistiu em isolamento e cultivo das células PBMCs de cada paciente, por 96 horas, sob
estimulo policlonal e estimulo especifico de T. gondii. Ao final desse tempo, o sobrenadante
originado da cultura foi utilizado para as dosagens de citocinas do perfil Thl, Th2 e Thl7,
enquanto as células foram utilizadas para os ensaios de citometria de fluxo para analise da
expressao de moléculas de superficie, citocinas e fator de transcricdo expressos nas células, a
fim de avaliar ativacao e exaustdo celular, fenotipo de células Treg, e expressdo de citocinas
por linfécitos T CDA4.
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4.5. Amostras de sangue

De cada paciente, juntamente com a coleta de dados, amostras de sangue periférico
(aproximadamente 20mL no total) foram obtidas via puncdo venosa em tubos de coleta a
vacuo com e sem anticoagulante, para a realizagdo de todos os experimentos do trabalho. Os
tubos sem anticoagulantes foram centrifugados para obtencéo de soro, que foi distribuido em
aliquotas e armazenado a -20 °C até a realizacdo dos testes sorologicos. O sangue total
coletado com heparina sédica foi utilizado para a separacdo de células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) para a realizacéo da cultura celular.

As amostras de sangue dos recem-nascidos foram obtidas do corddo umbilical, de
cujas mdes foram incluidas no trabalho, e que nasceram no HC-UFTM. Imediatamente ap0ds o
parto, amostras do sangue de corddo séo coletadas rotineiramente para realizacdo de exames
laboratoriais de tipagem sanguinea, portanto, para esse trabalho foi utilizado o volume
residual dessa amostra. O plasma obtido ap6s centrifugacdo foi distribuido em aliquotas e

armazenado a -20 °C até a realizacdo dos testes sorologicos.

4.6. Manutencéo e obtencao de T. gondii

Taquizoitos da cepa RH de T. gondii foram mantidos em cultura celular, usando
linhagens de células HeLa (RIBEIRO et al., 2009). Resumidamente, as células foram
infectadas com taquizoitos do parasito e cultivadas em meio RPMI suplementado com 5% de
Soro Fetal Bovino (SFB), a cada 48-72 horas eram realizadas infec¢do de novas células para
manter o parasito vivo e se multiplicando, enquanto os parasitos livres eram coletados e
parcialmente purificados por passagens forcadas atraves de agulha 13 x 4 mm e centrifugacao
rapida (70 x g por 1 minuto a 4°C) para remocdo de restos celulares. O sobrenadante
(contendo os parasitos) foi coletado e lavado trés vezes (900 x g por 10 minutos a 4 °C) com
solucéo salina tamponada com fosfato 0,01 M (PBS, pH 7,2). O sedimento final da suspensao

parasitaria foi armazenado a —20 °C até a preparacao do antigeno soltvel de T. gondii (STAQ).

4.7. Preparo de antigeno soltvel de T. gondii

Antigenos sollveis de taquizoitos de T. gondii (STAg) foram preparados como

descrito anteriormente por Scott e colaboradores (1987), com modificaces.
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4.7.1. STAg para utilizacdo em ensaios sorologicos

O sedimento de parasitos foi ressuspendido com 9mL de coquetel de inibidores de
proteases (Complete ULTRA Tablets, Mini, EASYpack, Roche Applied Science) diluido em
agua de injecdo. Essa suspensdo parasitaria contendo aproximadamente 108 taquizoitos/mL
foi submetida a dez ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento
em banho-maria a 37°C, e em seguida adicionado 1mL de PBS 10 vezes concentrado, para
corrigir a osmolaridade. Para completar a preparacao, essa suspensdo foi submetida a 6 ciclos
de sonicagdo por 1 minuto cada em uma cuba ultrassénica a 60 Hz (USC 1400 — Unique).
Posteriormente, foi realizada uma centrifugacdo a 10.000 x g por 30 minutos a 4 °C, coleta do
sobrenadante, e determinacdo de sua concentracdo proteica (BRADFORD, 1976). O extrato
com os antigenos sollveis totais foi separado em aliquotas e armazenado a -80 °C até sua
utilizac&o nos ensaios de ELISA indireto.

4.7.2. STAg para utilizacdo em cultura de células

O sedimento de parasitos foi ressuspendido com 9mL de agua de injecdo, e essa
suspensdo parasitaria contendo aproximadamente 108 taquizoitos/mL foi submetida a doze
ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a
37 °C, e em seguida adicionado 1mL de PBS 10 vezes concentrado. Posteriormente, foi
realizada uma centrifugacdo a 10.000 x g por 30 minutos a 4 °C e a coleta do sobrenadante,
seguido de filtragdo em membrana com poro de 0,22 um e determinacéo de sua concentracdo
proteica (BRADFORD, 1976). O extrato estéril com os antigenos solUveis totais foi separado

em aliquotas e armazenado a -80 °C até sua utilizagdo nos ensaios de cultura de células.

4.8. ELISA indireto para a detecgdo de 1gG total anti-T. gondii

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) indiretos para deteccdo de anticorpos IgG total
presentes nas amostras de soro das pacientes e dos recém nascidos, foram realizados segundo
a técnica descrita anteriormente (MINEO et al., 1986) com modificacdes. Placas de 96 pocos
com fundo chato e alta afinidade (Nunc MaxiSorp™, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EUA) foram sensibilizadas com STAg (10 pg/mL) diluido em tamp&o carbonato 0,06 M (pH
9,6) e incubadas por 18 horas a 4 °C. As placas foram lavadas trés vezes com PBS contendo

Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e posteriormente bloqueadas com PBS-T contendo 5% de leite
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em pé desnatado (Molico, Nestlé, Sdo Paulo, SP — PBS-T-M5%) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Apos trés lavagens as amostras de soro foram adicionadas (diluidas a 1:64 em PBS-
T-M5%) e incubadas por 1 hora a 37 °C. Em seguida, foram realizadas seis lavagens e
adicionado o anticorpo anti-lgG humano conjugado com peroxidase (DAKO North America,
Fisher Scientific, Carpinteria, EUA), diluido a 1:2000 em PBS-T-M5% e incubado por 1 hora
a 37 °C. Decorrido o tempo e seis novas lavagens, a reacdo foi revelada por meio da adic¢do do
substrato enzimatico TMB (3,3’,5,5'-Tetramethylbenzidine — Merck Millipore, Darmstadt,
Alemanha) pronto para uso. A reacgdo foi finalizada pela adicdo de acido fosférico 1M. Os
valores de densidade Optica (DO) foram determinados em leitor de microplacas (ENSPIRE,
PerkinElmer, Waltham, EUA) a 450 nm. Além das amostras de interesse, foram adicionadas a
placa, amostras controles negativo e positivo para confirmar que a reacdo ocorreu
corretamente. Os niveis de anticorpos foram expressos em indice ELISA (IE), de acordo com
a formula: IE=DO amostra/cut off, sendo o cut off calculado como a média da DO de soros
controles negativos somada a trés desvios padrdes. Os valores de IE > 1,2 foram considerados

positivos.

4.9. ELISA-avidez para anticorpos IgG total anti-T. gondii

Para determinar a avidez dos anticorpos IgG total anti-T. gondii, foi realizado o
ELISA-avidez das amostras de soro das pacientes e dos recém nascidos. Esse ensaio avidez
foi realizado conforme descrito no item 4.7 para dosagem de anticorpos IgG total anti-T.
gondii, porém com uma etapa a mais. Apos o bloqueio com PBS-T-M5%, as amostras de soro
foram incubadas em duplicata (diluidas a 1:64 em PBS-T-M5%) por 1 hora a 37 °C. Em
seguida, um dos pocos com a amostra foi incubado com solucdo de uréia 8 M em PBS por 15
minutos a temperatura ambiente, enquanto o outro poco da duplicata foi incubado somente
com PBS, para avaliacdo da forca de ligacdo entre os antigenos do parasito com os anticorpos
das pacientes. Posteriormente, ambas os pocos foram lavados seis vezes com PBS-T, e as
etapas finais foram realizadas como descritas para o ELISA indireto de 1gG total (item 4.7).
Os resultados dos testes de avidez foram expressos por meio do indice Avidez (IA) em
porcentagem (%), calculado de acordo com a seguinte formula: 1A= IE do poco com ureia/lE
do poco sem ureia x 100. Sendo que 1A de 0-30% correspondem a baixa avidez (fase aguda,
indica que a infeccdo foi adquirida recentemente, aproximadamente nos Gltimos trés meses);

IA de 30-60% correspondem a avidez intermediaria (periodo indeterminado da infeccdo),
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enquanto 1A de 60-100% correspondem a alta avidez (fase cronica, indica que a infeccao foi

adquirida antes de trés meses)

4.10. ELISA indireto para deteccéo de subclasses de 1gG anti-T. gondii

A deteccdo de anticorpos 1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 anti-T. gondii presentes nas
amostras de soro das pacientes e dos recém nascidos foi feita por ELISA indireto, conforme a
técnica descrita anteriormente (MINEO et al., 1986) com modificaces. Placas de 96 pocos
com fundo chato e alta afinidade (Nunc MaxiSorp™, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EUA) foram sensibilizadas com STAg (10 pg/mL) diluido em tamp&o carbonato 0,06 M (pH
9,6) e incubadas por 18 horas a 4 °C. As placas foram lavadas trés vezes com PBS contendo
Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e posteriormente bloqueadas com PBS-T contendo 1% de BSA
(Bovine Serum Albumin — AMRESCO, Solon, EUA) (PBS-T-BSA1%) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Em seguida, mais trés lavagens foram realizadas e as amostras de soro
adicionadas (diluidas a 1:64 em PBS-T-BSA), sendo incubadas por 2 horas a 37 °C. Apos seis
lavagens, foi adicionado cada anticorpo de detecgédo biotinilado referente a uma subclasse de
IgG humana (BD Biosciences, San Jose, EUA), sendo que o anti-IgG1, anti-IgG2 e anti-IgG3
foram diluidos a 1:1000 em PBS-T-BSA1%, enquanto que o anti-lgG4 foi diluido a 1:2000,
seguido por um periodo de incubacdo de 1 hora a 37 °C. Decorrido 0 tempo e seis novas
lavagens, o sinal da reacdo foi amplificado pela adicdo de estreptavidina-peroxidase (BD
Biosciences, San Jose, EUA) diluida 1:1000 em PBS-T-BSA1%, e incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente no escuro. As etapas seguintes foram realizadas conforme descrito

anteriormente para o ELISA indireto para detec¢do de IgG total anti-T. gondii (item 4.7).

4.11. Obtencéo de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) das pacientes

As PBMC das gestantes foram separadas por gradiente de densidade utilizando-se
Ficoll-Hipaque (d=1,077 g/mL; Histopaque-1077, Sigma-Aldrich). O sangue total de cada
paciente (20 mL) coletado em tubos contendo Heparina de Sédio foi cuidadosamente
colocado sobre 10 mL de uma solucdo de Ficoll-Hypaque em tubos plésticos conicos de
50mL. Os tubos foram centrifugados a 400 x g por 20 minutos, a temperatura ambiente, sem
aceleragdo e sem freio. Ao final da centrifugacdo, a nuvem de células (PBMC) formada na
interface Ficoll-plasma foi coletada com pipeta e transferida para outro tubo do tipo Falcon de

50mL. O excesso de Ficoll presente na suspensdo celular foi removido por meio de trés
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lavagens com 10mL de meio RPMI incompleto com centrifugacdo a 200 x g a 4 °C por 10
minutos. ApoOs a Ultima lavagem as células foram ressuspendidas em meio RPMI
suplementado com 10% de SFB, e a quantidade de células determinadas por contagem em
camara de Neubauer, utilizando liquido de Turk. Todos os procedimentos foram realizados

em condi¢Oes estéreis utilizando-se capela de fluxo laminar.

4.12. Cultura de células

Apos a separacio, as PBMCs (2 x 10° células/poco) de cada gestante foram cultivadas
em placas de cultura de 24 pocos (BD Falcon® - Bedford, MA, EUA), em trés condicdes
distintas: auséncia de estimulo (apenas com meio RPMI suplementado com 10% de SFB);
estimulo policlonal (anticorpos anti-CD3 a 1lug/mL e anti-CD28 a 0,25ug/mL - BD
Biosciences, EUA); e estimulo especifico de T. gondii (STAg a 5ug/mL). As células foram
incubadas em estufa a 5% de CO; e 37 °C durante 96 horas. Decorridos os 4 dias, 0S
sobrenadantes da cultura foram coletados e armazenados a -80 °C até a realizacdo da analise
de citocinas, e as células foram imediatamente utilizadas para a analise por citometria de

fluxo.

4.13. Citometria de fluxo para analise da expressdo de moléculas de superficie, citocinas

e fator de transcricéo

Durante o cultivo celular, nas ultimas 6 horas de cultura as PBMC foram incubadas
com solucdo GolgistopTM (BD Biosciences, EUA). Ao final das 96 horas da cultura, as
células foram recolhidas, centrifugadas (400 x g, 4 °C, 5 minutos) e, em seguida,
ressuspendidas e incubadas em PBS suplementado com 10% de soro humano AB+
(previamente submetido a inativacdo do sistema complemento), por 30 minutos. Em seguida,
as células de cada condicdo da cultura foram divididas em 4 tubos distintos para realizacdo de
todas as marcac0es, sendo eles: tubo 1 (branco — sem adicdo de anticorpos); tubo 2 (anti-CD8-
BB515, anti-PD-1-PE, anti-CD4-PE-Cy7 e anti-CD28-APC); tubo 3 (anti-CD25-FITC, anti-
Foxp3-PE, anti-CD4-PE-Cy7 e anti-LAP-Alexa Fluor 647); tubo 4 (anti-IL17-Alexa Fluor
488, anti-1L10-PE, anti-CD4-PE-Cy7 e anti-IFNy-Alexa Fluor 647) (BD Biosciences, EUA).
A utilizagdo dos anticorpos foi segundo as recomendacBes do fabricante. Ap6s nova
centrifugacdo (400 x g, 4 °C, 5 minutos), foram adicionados os anticorpos direcionados as
moléculas de superficie das celulas, anti-CD8-BB515, anti-PD-1-PE, anti-CD4-PE-Cy7, anti-
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CD28-APC, anti-CD25-FITC e anti-LAP-Alexa Fluor 647, cada um no seu respectivo tubo, e
incubados por 30 minutos a 4°C e ao abrigo da luz. Posteriormente, as células foram lavadas
com PBS para remover o excesso de anticorpos (400 x g, 4 °C, 5 minutos), fixadas e
permeabilizadas com 100uL de Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, EUA), por 30 minutos a
4 °C. Em seguida, as células foram lavadas com Permwash (BD Biosciences, EUA) para
retirada do fixador e permeabilizador (400 x g, 4 °C, 5 minutos), sendo entdo adicionados 0s
anticorpos direcionados as moléculas intracelulares, especificos para o fator de transcricdo
(anti-FOXP3-PE) e para as citocinas (anti-IL17-Alexa Fluor 488, anti-IL10-PE e anti-IFNy-
Alexa Fluor 647), cada um no seu respectivo tubo, e incubados por 30 minutos a 4 °C e ao
abrigo da luz. Ao final deste periodo as células foram novamente lavadas com Permwash (400
X g, 4 °C, 5 minutos), seguidas de uma lavagem com PBS (400 x g, 4 °C, 5 minutos) e
ressuspendidas em 100uL de paraformoldeido 0,5% e armazenadas no escuro a 4 °C, até o
momento da analise no citdbmetro de fluxo. Paralelamente aos tubos marcados foram
utilizados isotipos controles compativeis com as fluorescéncias utilizadas. A aquisi¢do dos
50.000 eventos foi realizada em citdmetro FACSCantoll (BD Biosciences, EUA) utilizando o

programa Diva 6.0. A analise dos dados foi realizada utilizando o programa FlowJo 10.6.1.

4.14. Dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura por CBA

As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e IL-17A presentes no sobrenadante
de cultura foram dosadas pela técnica de Cytometric Bead Array (CBA), utilizando o BD™
CBA Human Th1/Th2/Thl7 Cytokine Kit (Catalogo: 560484), conforme instru¢fes do
fabricante. Resumidamente, as citocinas recombinantes do Kit, em dilui¢fes seriadas (curva
padrdo), e as amostras de sobrenadante de cultura de PBMC das pacientes foram incubadas
com microesferas de intensidade de fluorescéncia distintas, cada microesfera é revestida com
um anticorpo de captura especifico para uma citocina. Em seguida, sem lavagens, foram
adicionados anticorpos de deteccdo conjugados com ficoeritrina (PE), especificos para cada
citocina. Apos incubacdo por 3 horas a temperatura ambiente, as microesferas foram lavadas
com solucdo propria do kit e realizada a aquisi¢do dos dados em citdmetro FACSCalibur (BD
Biosciences, EUA), utilizando o programa Cell Quest (BD Biosciences, EUA). As
microesferas especificas para cada citocina foram separadas por emitirem intensidades
diferentes de fluorescéncia emitida a 660nm e a quantidade de citocina ligada a cada uma
delas, pela intensidade de fluorescéncia emitida a 585nm. A andlise dos resultados foi

realizada pelo software FCAP Array 2.0 (BD Biosciences, EUA), e as concentracdes das
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citocinas calculadas a partir da curva padrdo. O limite de detecgédo das citocinas IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e IL-17 foram respectivamente de 2,6; 4,9; 2,4; 4,5; 3,8; 3,7 e 18,9
pg/mL.

4.15. Andlise estatistica

A anélise estatistica de todos os dados foi realizada utilizando-se o software GraphPad
Prism versdo 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA).

As variaveis: glicemias do TOTG, idade das gestantes, niveis de IgG total das
gestantes e recém-nascidos e IgG avidez das gestantes, seguiram a distribuicdo normal,
portanto foram analisadas pelos testes paramétricos Teste t ndo pareado (comparacdo entre 0s
grupos) e Teste t pareado (comparacgéo dentro do grupo).

Todas as outras varidveis estudadas ndo seguiram a distribuigdo normal, portanto para
as analises realizadas entre os grupos DMG e controle foi utilizado o teste ndo paramétrico
Mann-Whitney, enquanto para as andlises dentro de cada grupo foi utilizado o teste nédo
paramétrico Wilcoxon.

Além disso, também foi realizado o teste ndo paramétrico de Spearman para
correlacionar os valores de glicemia do TOTG com os niveis de anticorpos IgG total, IgG1 e
IgG avidez das gestantes.

Para todos os testes, os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
4.16. Normas de biosseguranca
Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais biolégicos e dos reagentes,

bem como a utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de

biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005).
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5.1. Caracterizagio da amostra

Neste estudo foram envolvidas 81 gestantes no terceiro trimestre de gestacao,
divididas em dois grupos distintos: controle e DMG, de acordo com o diagndstico médico de
DMG e os resultados do TOTG.

As amostras de sangue para a realizacdo do estudo foram coletadas no terceiro
trimestre de gestacdo, sendo que a média da idade gestacional das pacientes do grupo DMG e
controle foram, respectivamente, de 35,1 e 35 semanas. Adicionalmente, foi possivel analisar
uma amostra de soro anterior ao terceiro trimestre de gestacdo de 23 pacientes (11 DMG e 12
controles), sendo a média de 15 e 14 semanas antes da amostra de terceiro trimestre, para 0s
grupos DMG e controle, respectivamente.

Os valores do TOTG obtidos no prontuario de cada paciente possibilitou a
comparacdo da glicemia entre cada grupo, nos trés tempos do exame. Os valores glicémicos
de jejum, 1 hora e 2 horas apés ingestdo de 75g de dextrose do grupo DMG (média: 101,0;
170,1 e 147,2 mg/dL, respectivamente) foram estatisticamente maiores (p < 0,0001, teste t
ndo pareado) que os valores do grupo controle (média: 79,2; 114,8 e 101;1 mg/dL,
respectivamente) (Figura 1).
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Figura 1. Valores médios das glicemias de jejum, 1 hora e 2 horas apds ingestdo de 75g dextrose, das
gestantes do grupo controle e DMG. Os valores do cut-off para o diagnéstico de diabetes mellitus gestacional
sdo: Jejum > 92 mg/dL; 1 hora > 180 mg/dL, 2 horas > 153 mg/dL. A linha vermelha representa a média dos
valores.**Dados estatisticamente significantes (p < 0,0001, teste t ndo pareado). DMG: Diabetes Mellitus
Gestacional.
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O grupo controle foi constituido por 47 gestantes com média de idade de 27,4 anos
(mediana de 26 anos, intervalo de 18 — 41 anos, desvio padrdo de 5,5). Enquanto o grupo
DMG foi constituido por 34 gestantes com média de idade de 31,5 anos (mediana de 31 anos,
intervalo de 21 — 43 anos, desvio padrdo de 6,1). A média de idade das gestantes diabéticas
foi significativamente maior que a das gestantes do grupo controles (p=0,0022).

Para ambos 0s grupos, o grau de escolaridade e a renda familiar foi similar, com
predominancia de ensino medio completo (48,9% e 38,2% para grupo controle e grupo DMG,
respectivamente), e renda de até dois salarios minimos (76,6% e 85,3% para grupo controle e
grupo DMG, respectivamente).

O estudo também envolveu 45 dos recém-nascidos dessas mulheres que participaram
do trabalho, sendo 25 do grupo controle e 20 do grupo DMG. O nimero reduzido de recém-
nascidos em relacdo ao numero de gestantes é devido a dois fatores: ou a mulher nao
autorizou a utilizacdo do sangue de corddo umbilical, ou o parto ndo foi realizado no HC-

UFTM, e assim ndo foi possivel adquirir a amostra.

5.2. Avaliagéo da resposta imune humoral especifica a T. gondii

A resposta imune humoral anti- T. gondii foi avaliada, com os ensaios de ELISA
indireto, pelos anticorpos IgG total e suas subclasses especificos ao parasito, nos soros das
gestantes e dos recéem-nascidos. Assim, foi possivel detectar no soro das gestantes, anticorpos
IgG total, IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 em 100%, 97,9%, 4,3%, 6,4% e 17% das pacientes do
grupo controle, e em 100%, 97,1%, 2,9%, 5,9% e 23,5% das pacientes do grupo DMG,
respectivamente. No soro dos recém-nascidos essa positividade foi, respectivamente, de
100%, 100%, 0%, 4% e 12% no grupo controle, e de 100%, 100%, 5%, 0% e 20% no grupo
DMG (Tabela 1). Para todos os resultados positivos dos recém-nascidos, a mde também

apresentou positividade para a respectiva imunoglobulina.



Tabela 1. Nimero e porcentagem de gestantes com e sem Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)

e seus recém-nascidos, em relacéo a soropositividade para anticorpos anti-T. gondii.

NuUmero de amostras positivas
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_ n (%)
a’r?}?fjl'cogrgr?c?ii Gestante Recém-nascido
Controle DMG Controle DMG
n=47 n=34 n=25 n=20
IgG total 47 (100%) 34 (100%) 25 (100%) 20 (100%)
IgG1 46 (97,9%) 33 (97,1%) 25 (100%) 20 (100%)
1gG2 2 (4,3%) 1 (2,9%) 0 1 (5%)
1gG3 3 (6,4%) 2 (5,9%) 1 (4%) 0
IgG4 8 (17%) 8 (23,5%) 3 (12%) 4 (20%)
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Figura 2. Niveis de anticorpos 1gG total anti-T. gondii, expressos em indice ELISA (IE), em amostras de (A)
81 gestantes (47 controles e 34 DMG) e (B) 45 recém-nascidos (25 controles e 20 DMG). A linha vermelha
representa a média dos valores. A linha tracejada representa o valor do cut-off (IE:1,2). DMG: Diabetes

Mellitus Gestacional.
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A andlise dos niveis de anticorpos IgG total anti-T. gondii revelou que todas as
amostras foram positivas, mas nao houve diferencas estatisticas entre os valores das gestantes
(Figura 2A) do grupo controle (média: 5,11) e do grupo DMG (média: 5,13), p=0,9567; nem
entre os valores dos recém-nascidos (Figura 2B) do grupo controle (média: 5,51) e do grupo
DMG (média: 5,12), p=0,2153.

Também ndo houve diferencas estatisticas entre o0s niveis dos anticorpos das
subclasses de IgG especificas ao parasito, quando comparado os valores entre 0s grupos de
gestantes (Figura 3A), e entre os grupos de recém-nascidos (Figura 3B). As medianas dos
valores para as gestantes do grupo controle e DMG foram respectivamente de: 1gG1 (4,26 e
3,85, p=0,2738), 1gG2 (0,57 e 0,52, p=0,1054), 1gG3 (0,61 e 0,67, p=0,7016) e 1gG4 (0,76 e
0,66, p=0,6736). As medianas dos valores para 0s recém-nascidos do grupo controle e DMG
foram, respectivamente, de: 1gG1 (5,18 e 4,67, p=0,6146), 1gG2 (0,60 e 0,55, p=0,7730),
IgG3 (0,62 e 0,63, p=0,8078) e 1gG4 (0,78 e 0,78, p=0,8965). E possivel observar que, entre
as subclasses, houve predominancia de IgG1 na resposta contra T. gondii, tanto nas amostras
das gestantes, quanto nas amostras dos recem-nascidos, e que 0 nimero de pacientes positivos
para as demais subclasses foi bem pequeno, principalmente para 1gG2 e 1gG3 (Tabela 1 e
Figura 3).
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Figura 3. Niveis de anticorpos 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 anti-T. gondii, expressos em indice ELISA (IE), em
amostras de (A) 81 gestantes (47 controles e 34 DMG) e (B) 45 recém-nascidos (25 controles e 20 DMG). A
linha vermelha representa a mediana dos valores. A linha tracejada representa o valor do cut-off (IE:1,2).
DMG: Diabetes Mellitus Gestacional.

Como demonstrado na figura 2A, os niveis de 1gG total anti-T. gondii foram

semelhantes, e sem diferenca estatistica, entre 0s dois grupos de gestantes. Porém, os niveis
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desses anticorpos foram correlacionados com os valores de glicemia do teste oral de
tolerancia a glicose (TOTG) das pacientes dos grupos controle e DMG (Figura 4), e essa
analise indicou que existe uma correlacdo negativa entre esses dois parametros. Ou seja,
quanto maiores os indices glicémicos, menores sdo os niveis de IgG total anti-T. gondii. Essa
correlagdo negativa foi observada para os 3 tempos do TOTG (jejum,1h e 2h), sendo que os
valores estatisticamente significantes foram encontrados na avaliacdo da glicemia de 1h apés
a ingestao da dextrose.

Essa analise de correlacdo foi realizada tanto nos grupos controle e DMG
separadamente, quanto considerando todas as pacientes ao mesmo tempo. No tempo em
jejum, para o grupo controle (r= - 0,0045, p=0,9760), para o grupo DMG (r= - 0,2212, p=
0,2087) e para todas as pacientes em conjunto (r= - 0,0473, p= 0,6770) a correlacdo negativa
ndo foi estatisticamente significante (Figura 4A). No tempo de 2h, para o grupo controle
(r=-0,1281, p=0,4246), para o grupo DMG (r=- 0,1730, p= 0,3980) e para todas as pacientes
em conjunto (r= - 0,1443, p= 0,2439) a correlacdo negativa também néo foi estatisticamente
significante (Figura 4C). E no tempo de 1h, a correlacdo negativa nédo foi significativa quando
analisado somente o grupo controle (r = - 0,1944, p=0,2294), mas a analise de todas as
pacientes em conjunto demonstrou uma correlacdo negativa significativa (r= - 0,2790,
p=0,0244), e no grupo DMG essa correlacdo negativa foi ainda mais significante (r= - 0,6228,
p=0,0009) (Figura 4B).

Os mesmos resultados foram encontrados para a correlacdo entre os niveis de
anticorpos 1gG1 anti-T. gondii e os resultados de glicemia do TOTG (Figura 5). Da mesma
forma, essa correlacdo foi realizada tanto nos grupos controle e DMG separadamente, quanto
considerando todas as pacientes ao mesmo tempo. No tempo em jejum, para o0 grupo controle
(r="-0,1139, p=0,4509), para o grupo DMG (r= - 0,2994, p= 0,0854) e para todas as pacientes
em conjunto (r= - 0,2008, p= 0,0741) a correlacdo negativa ndo foi estatisticamente
significante (Figura 5A). No tempo de 1h, a correlacdo negativa néo foi significativa quando
analisado somente o grupo controle (r = - 0,2980, p=0,0618), mas a analise das pacientes
DMG (r= - 0,5746, p=0,0027) e de todas as pacientes em conjunto (r= - 0,3821, p=0,0017)
demonstraram uma correlagdo negativa significativa (Figura 5B). E para essa subclasse de
IgG, no tempo de 2h, para o grupo controle (r= - 0,2369, p=0,1358) e para o0 grupo DMG (r= -
0,1938, p= 0,3427) a correlacdo negativa também ndo foi significativa, mas quanto analisado
todas as pacientes em conjunto (r= - 0,2802, p= 0,0216) essa correlacdo negativa foi
estatisticamente significante (Figura 5C). Portanto, quanto maiores os indices glicémicos,

menores sdo os niveis de anticorpos 1gG1 anti-T. gondii.



56

A
—®— DMG == Controle = Todas pacientes
130
- r=-0,2212 o O r=-0,0473
= 1204 p=0,2087 ® p= 10,6770
2 ) °
o
g 110
g _
> 100
@
T 90
S
g 807
(]
L
o 707 o &©%o r=-0,0045
o p=0,9760
60 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
lgG total anti-T. gondii (IE)
B
270
r=-0,6228 r=-0,2790
~ 2407 p=0,0009* p=0,0244*
-}
2 2104
(o))
E 180 8
ey
7 150
©
= 120
1S
(]
o 907
© 604 r=-0,1944
p=0,2294
30 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
IgG total anti-T. gondii (IE)
240
r=-0,1730 r=-0,1443
~ 210 - p=0,3980 ° p=0,2439
-
2
o 180
g
c 150 T YIS g0 T
N
s 120
1S
o 90
L2
O 60 r=-0,1281
p=0,4246
30 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

IgG total anti-T. gondii (IE)

Figura 4. Correlacdo entre os valores de glicemia do Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) e os niveis
de 1gG total anti-T. gondii das gestantes dos grupos controle e DMG. (A) Glicemia de jejum, (B) Glicemia
de 1 hora apds dextrose e (C) Glicemia de 2 horas ap6s dextrose. As linhas tracejadas representam os valores
do cut-off para o diagnostico de diabetes mellitus gestacional (Jejum > 92 mg/dL; 1 hora > 180 mg/dL, 2
horas > 153 mg/dL). *Dados estatisticamente significantes, teste de correlagio de Spearman. IE: indice
ELISA. DMG: Diabetes Mellitus Gestacional.
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Além disso, 0 ensaio de ELISA avidez para a determinacdo do indice avidez (IA) dos
anticorpos IgG total anti-T. gondii de todas as pacientes, evidenciou que a avidez de IgG das
gestantes diabéticas (média: 85,1%) foi significativamente menor que das gestantes néo
diabéticas (média: 90,94%), p<0,0001 (Figura 6A), mas essa diferenca ndo ocorreu na avidez
dos anticorpos 1gG dos recém-nascidos (RN), nem quando comparado entre os dois grupos de
recém-nascidos (91,53% controle vs 87,31% DMG, p=0,0799), nem quando comparado 0s
recém-nascidos com suas respectivas mées (92,88% mae vs 91,53% RN, p=0,9218 para o
grupo controle, e 84,87% mae vs 87,31% RN, p=0,1650 para o grupo DMG) (Figura 6B).

Também foi possivel analisar a avidez de 1gG em amostra anterior ao terceiro
trimestre de gestacdo, de 11 pacientes do grupo DMG e 12 pacientes do grupo controle. Sendo
assim, foi obtido o resultado pareado (amostra prévia e amostra de 3° trimestre) de 23
pacientes (Figura 6C). Foi possivel observar que a avidez de IgG das pacientes diabéticas
(média: 90,2%) ndo era menor que das pacientes ndo diabéticas (média: 91,34%) antes do 3°
trimestre de gestacdo, p=0,7225. Ou seja, a avidez de IgG foi significativamente menor no
grupo DMG (média: 84,68%) em relacdo ao grupo controle (media: 91,5%) apenas no 3°
trimestre/final da gestacdo, p=0,0266. O mais interessante & que a avidez desse anticorpo
diminuiu no 3° trimestre somente nas pacientes diabéticas (p=0,0486), enquanto nas pacientes
controles ndo houve diferenca significativa entre a amostra prévia e a amostra do 3° trimestre
(p=0,9371).

Para concluir a avaliacdo da resposta imune humoral desse trabalho, foi realizada a
correlagdo entre os valores de avidez de IgG anti-T. gondii e os resultados de TOTG das
gestantes, que mostrou significativa correlacdo negativa entre o indice avidez e os niveis de
glicemia, nos 3 tempos do exame (jejum, 1h e 2h), quando considerado todas as pacientes em
conjunto (r= - 0,3497, p=0,0015; r= - 0,5005, p<0,0001; r= - 0,3442, p=0,0043,
respectivamente) (Figura 7). Portanto, quanto maior o indice glicémico, menor a avidez de
anticorpos 1gG anti-T. gondii.

Quando analisado cada um dos grupos separadamente, no tempo em jejum, para o
grupo controle (r= - 0,0882, p=0,5598) e para o grupo DMG (r= - 0,0163, p= 0,9269) a
correlagdo negativa ndo foi estatisticamente significante (Figura 7A). No tempo de 1h, a
correlacdo negativa também nao foi significativa no grupo controle (r = - 0,1767, p=0,2755),
mas foi bastante significativa no grupo DMG (r= - 0,5108, p=0,0091) (Figura 7B). E no
tempo de 2h, para o grupo controle a correlagdo foi positiva sem significancia (r=0,0308,
p=0,8482), enquanto para o grupo DMG a correlacdo negativa também néo foi significativa
(r=-0,1282, p=0,5325) (Figura 7C).
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Figura 6. indice avidez dos anticorpos 1gG total anti-T. gondii, expresso em porcentagem (%). (A) Amostras
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5.3. Avaliagdo da resposta imune celular

5.3.1. Ativacao e exaustao de linfocitos T

O co-receptor CD28 e o receptor programmed cell death-1 (PD-1), que sdo
respectivamente marcadores de ativacdo e exaustdo celular, foram analisados, por citometria
de fluxo, em linfécitos T CD4" e T CD8" obtidos de células PBMC das gestantes dos grupos
controle e DMG, apds 96 horas de cultura nas trés condicBes distintas (meio ou anti-
CD3/anti-CD28 ou STAg) (Figura 8).

A figura 8A esquematiza o processo utilizado para separar as gates, na analise dos
dados de ativacdo e exaustdo celular, obtidos pela citometria de fluxo.

A quantidade, em porcentagem, de células T CD8" (Figura 8B) e T CD4" (Figura 8F)
foram analisadas para os dois grupos de gestantes, e foi possivel observar que quando as
células PBMCs foram estimuladas com anti-CD3/anti-CD28, houve aumento significativo de
linfécitos T CD8*, e diminuicdo significativa de linfécitos T CD4", em relacdo as células
cultivadas apenas com meio, tanto no grupo controle (p<0,0001 e p<0,0001,
respectivamente), quanto no grupo DMG (p=0,0004 e p<0,0001, respectivamente). Quando
comparado entre os dois grupos de gestantes, ndo houve diferenca significativa na quantidade
de células T CD4", em nenhuma das trés condicdes de cultura: meio, anti-CD3/anti-CD28 e
STAg (p=0,8017, p=0,8747 e p>0,9999, respectivamente). Por outro lado, as gestantes
diabéticas apresentaram maiores quantidades de células T CD8" em relagdo as gestantes ndo
diabéticas, e essa diferenca foi significativa tanto na condicdo basal de cultura, apenas com
meio (p=0,0253), quanto sob estimulo de antigeno especifico de T. gondii (p=0,0378).

A andlise da expressdo do co-receptor CD28 revelou que altas quantidades de
linfocitos T CD8" expressaram esse receptor na sua superficie, e que ndo houve mudanca
dessa guantidade em nenhuma das trés condigdes de cultura, e nem entre os dois grupos de
gestantes estudados (Figura 8C). Além disso, altas quantidades de linfécitos T CD4" também
expressaram CD28 na sua superficie, porém no grupo controle (p=0,0092) e no grupo DMG
(p<0,0001) foi detectado menor quantidade de células T CD4* CD28" quando PBMCs foram
estimuladas com anti-CD3/anti-CD28, em relacdo a cultura somente com meio. Além disso,
comparando os dois grupos de gestantes, observou-se que, com estimulo de anti-CD3/anti-
CD28, as pacientes diabéticas expressaram mais células T CD4* CD28" do que as pacientes
controles (p=0,0025) (Figura 8G).
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Avaliando a expressdao de PD-1 nos linfécitos das pacientes, foi observado que os
estimulos policlonal e especifico de T. gondii aumentaram de forma significativa o numero de
células T CD8" expressando PD-1 em sua superficie, em ambos os grupos de gestantes:
controle (p<0,0001 e p=0,0021, respectivamente) e DMG (p<0,0001 e p=0,0027,
respectivamente). Porém, ndo houve diferenca na quantidade de linfécitos T CD8*PD-1" entre
os dois grupos de pacientes (Figura 8D). Da mesma forma, os dois estimulos utilizados em
cultura também elevaram significativamente o nimero de células T CD4" expressando PD-1
em sua superficie, em ambos 0s grupos de gestantes (p<0,0001). E a comparagao entre grupos
revelou que no estado basal da cultura (células ndo estimuladas) as gestantes diabéticas
apresentaram mais células T CD4*PD-1" do que as pacientes do grupo controle (p=0,0038)
(Figura 8H).

Também foram investigados os linfocitos que expressavam a dupla marcacdo desses
receptores: CD28 e PD-1, e foi encontrado que no grupo controle e no grupo DMG o0s
estimulos anti-CD3/anti-CD28 e STAg aumentaram significativamente a quantidade de
células T CD8*CD28'PD-1" (p<0,05) (Figura 8E) e de células T CD4*CD28*PD-1*
(p<0,0001) (Figura 81). Adicionalmente, sob estimulo policlonal, o nimero de células T CD8*
e CD4" expressando concomitantemente os dois receptores foi significativamente maior nas
pacientes do grupo DMG (p=0,0211 e p=0,0019, respectivamente) (Figuras 8E e 8l). Nas
diabéticas também foi significativamente maior o nimero de células T CD4*CD28*PD-1*

mesmo na auséncia de estimulo (estado basal) (p=0,0022) (Figura 8l).
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5.3.2. Producdo intracelular de citocinas por linfécitos T CD4*

A producao intracelular das citocinas IFN-y, IL-10 e IL-17 pelas células T CD4" das
gestantes foi avaliada por citometria de fluxo, pela imunofenotipagem das PBMCs das
pacientes, apds 96h de cultura com estimulo de anti-CD3/anti-CD28 ou de antigenos soluveis
de T. gondii ou sem estimulo (Figura 9).

A figura 9A representa 0 processo utilizado para separar as gates, e identificar os
linfocitos CD4" produtores dessas citocinas, na citometria de fluxo.

Tanto no grupo controle, quanto no grupo DMG foi possivel observar que ao
comparar com a condi¢do basal de cultura (sem estimulo), o estimulo de anti-CD3/anti-CD28
e 0 estimulo de STAg aumentaram significativamente o percentual de células T CD4*
produtoras de IFN-y (IFN™) (p<0,0001, Figura 9B), bem como o percentual de células T CD4*
produtoras de IL-10 (IL10") (p<0,01, Figura 9C), e também o percentual de células T CD4"
produtoras de IL-17 (IL10%) (p<0,01, Figura 9D).

A comparacdo entre os grupos revelou que, sob estimulo policlonal e sob estimulo de
antigeno de T. gondii, as pacientes diabéticas apresentaram percentual significativamente
menor de células T CD4*IFN™ (p=0,0468 e p=0,0267, respectivamente, Figura 9B). Além
disso, sob o estimulo de STAg, as pacientes diabéticas também apresentaram percentual
significativamente menor de células T CD4*IL10" (p=0,0002, Figura 9C) e células T
CD4*IL17* (p=0,0012, Figura 9D).

Também foram analisadas as células T CD4" dupla produtoras de citocinas, e
igualmente para a producdo de cada citocina separada, tanto no grupo controle quanto no
grupo DMG, ao comparar com a condicdo basal de cultura (sem estimulo), o estimulo de anti-
CD3/anti-CD28 e o estimulo de STAg aumentaram significativamente o percentual de células
T CD4" dupla produtora de IFN-y e IL-10 (CD4*IFN*IL10™) (p<0,001, Figura 9E), bem como
o percentual de células T CD4" dupla produtora de IFN-y e IL-17 (CD4IFNTIL17%)
(p<0,001, Figura 9F), e também o percentual de células T CD4" dupla produtora de IL-17 e
IL-10 (CD4*IL1771L10") (p<0,01, Figura 9G).

Do mesmo modo, foi realizada a comparacao entre os grupos controle e DMG, e sob o
estimulo de STAg as pacientes diabéticas apresentaram menor quantidade de células T CD4*
dupla produtora de citocinas, em relacéo as pacientes controles, sendo que essa diferenca ndo
foi significativa para T CD4*IFN*IL17" (p=0,0574, Figura 9F), mas significativa para T
CD4*IFN'IL10" (p=0,0379, Figura 9E) e T CD4"IL177IL10" (p=0,0007, Figura 9G).
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Figura 9. Producdo intracelular de citocinas por linfocitos T CD4* (A) Representacdo do processo utilizado para
separar as gates na citometria. Porcentagem de células T CD4* (B) produtoras de IFN-y, (C) produtoras de IL-10,
(D) produtoras de IL-17, (E) dupla produtora de IFN-y e IL-10, (F) dupla produtora de IFN-y e IL-17, (G) dupla
produtora de IL-17 e IL-10, que foram adquiridas por citometria de fluxo das células PBMCs de 32 gestantes (16
controles e 16 DMG) apds 96h cultura nas trés condic¢des distintas (somente meio de cultura, estimulo policlonal
de a-CD3/a-CD28, e estimulo especifico de STAg). A linha vermelha representa a mediana dos valores. Dados
estatisticamente significantes, p<0,05 *Wilcoxon **Mann-Whitney. DMG: Diabetes Mellitus Gestacional.
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5.3.3. Producéo de citocinas pelas PBMCs

As citocinas produzidas pelas células PBMCs das pacientes envolvidas no estudo,
foram quantificadas no sobrenadante da cultura dessas células apos 96h de estimulo policlonal
(0-CD3/0-CD28) ou estimulo especifico de T. gondii (STAg), bem como na auséncia de
estimulo (somente meio de cultura). A Figura 10 representa os niveis (em pg/mL) de todas as
citocinas que foram dosadas, nas trés condi¢Ges de cultura e nos dois grupos de gestantes:
IFN-y, IL-10, IL-17, IL-4, TNF, IL-6 e IL-2.

Em ambos os grupos, a producdo de IFN-y foi significativamente maior quando as
células das pacientes foram estimuladas, tanto com o estimulo policlonal (p<0,0001) , quanto
com o estimulo especifico de T. gondii (p<0,0001). Porém, ndo houve diferenca estatistica na
producdo dessa citocina pelas células das gestantes do grupo controle em relacéo as gestantes
do grupo DMG, nem na auséncia de estimulo (p=0,4174), nem com o estimulo policlonal
(p=0,1929), nem com o estimulo especifico (p=0,1304) (Figura 10A).

Quanto a producéo de IL-10, também nos dois grupos, foi significativamente maior
quando as células das pacientes foram estimuladas, tanto com o estimulo policlonal
(p<0,0001), quanto com o estimulo especifico de T. gondii (p<0,0001 no grupo controle, e
p=0,0003 no grupo DMG). Além disso, as pacientes do grupo DMG produziram
significativamente mais IL-10 que as pacientes do grupo controle, quando as PBMCs néo
receberam estimulo (p=0,0086) e, também na presenca do estimulo especifico de T. gondii
(p=0,0295). Por outro lado, na presenca do estimulo policlonal, a producdo de 1L-10 pelo
grupo DMG foi significativamente menor em relacéo as controles (p=0,0077) (Figura 10B).

A producdo de IL-17 pelas células estimuladas (p=0,0001 — estimulo policlonal;
p=0,0010 no grupo controle, p=0,0009 no grupo DMG - estimulo especifico) também foi
significativamente maior que pelas células sem nenhum estimulo. Quando comparada a
producdo dessa citocina entre os dois grupos, nas células cultivada apenas com meio de
cultura ndo houve diferenga estatistica (p=0,5722), mas as pacientes do grupo controle
produziram significativamente maiores quantidades de IL-17 em relagédo as pacientes DMG,
tanto quando as células foram estimuladas com anti-CD3/anti-CD28 (p=0,0052), como
quando estimuladas com STAg (p=0,0266) (Figura 10C).

Apenas no grupo controle houve producdo significativamente maior de IL-4 pelas
células estimuladas com anti-CD3/anti-CD28 (p=0,0010) e pelas células estimuladas com
STAg (p=0,0002). No grupo DMG ndo houve diferenca entre os estimulos (p=0,0625 e
p=0,1250), praticamente ndo houve producéo de IL-4 pelas células dessas pacientes. Portanto,
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as pacientes sem diabetes produziram significativamente mais IL-4 que as pacientes
diabéticas, tanto sob estimulo policlonal (p=0,0125), como sob estimulo especifico de T.
gondii (p=0,0162) (Figura 10D).

Em relacdo a citocina TNF, nos dois grupos a producdo foi significativamente maior
quando as células das pacientes foram estimuladas, tanto com o estimulo policlonal
(p<0,0001) , quanto com o estimulo especifico de T. gondii (p<0,0001). E as pacientes do
grupo controle produziram significativamente mais TNF que as pacientes diabéticas, tanto sob
estimulo policlonal (p=0,0004), como sob estimulo de STAg (p=0,0012) (Figura 10E).

A citocina IL-6 foi altamente produzida pelas células das pacientes diabéticas,
inclusive quando cultivadas apenas com meio de cultura, por isso, ndo houve diferenca
estatistica na producdo dessa citocina nesse grupo de pacientes, quando comparado as células
cultivadas sem estimulo em relacéo as duas condicdes de estimulo (p=0,7615 e p=0,0554). No
grupo controle, a producdo de IL-6 foi significativamente maior sob estimulo policlonal
(p<0,0001) e sob estimulo de STAg (p<0,0001) quando comparada as células cultivadas
apenas em meio. E o interessante € que entre os grupos, houve diferenca significativa na
producéo dessa citocina apenas na condicao basal, ou seja, em que as células foram cultivadas
somente com meio de cultura (p=0,0064) (Figura 10F).

Referente & producdo de IL-2, no grupo controle também foi significativamente maior
quando as células das pacientes foram estimuladas, tanto com o estimulo policlonal
(p=0,0063), quanto com o estimulo especifico de T. gondii (p=0,0004). No grupo DMG,
houve essa maior producdo apenas quando estimuladas com STAg (P=0,0010). Assim, as
pacientes do grupo DMG produziram significativamente menos IL-2 que as pacientes do
grupo controle, quando as PBMCs receberam estimulo policlonal (p=0,0037) e, também na

presenca do estimulo especifico de T. gondii (p=0,0098) (Figura 10G).
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Figura 10. Niveis das citocinas (A) IFN-y, (B)
IL-10, (C) IL-17, (D) IL-4, (E) TNF, (F) IL-6
e (G) IL-2, expressos em pg/mL, que foram
quantificadas por CBA no sobrenadante das
trés condicbes de 96h de cultura (somente
meio de cultura, estimulo policlonal de ao-
CD3/a-CD28, e estimulo especifico de STAQ)
das células PBMCs de 32 gestantes (16
controles e 16 DMG). A linha vermelha

representa a mediana dos valores.

estatisticamente
*Wilcoxon **Mann-Whitney. DMG: Diabetes

Mellitus Gestacional.

significantes,

Dados
p<0,05
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5.3.4. Expressado do fendtipo de Treg

A subpopulacdo de linfocitos T auxiliares que possui papel regulador para manter a
homeostase imunoldgica, conhecida como Treg, também foi estudada nesse trabalho, e
caracterizada como célula T CD4" que expressa em sua superficie altas quantidades de CD25
(CD25M19") e tem como fator de transcricdo o forkhead box P3 (FOXP3*). Além disso, existe
um subconjunto de células Treg que expressam em sua membrana celular a proteina latency-
associated peptide (LAP), uma forma do transforming growth fator-beta (TGF-p) ligado a
membrana, que apresentam melhores efeitos imunorregulatorios e atuam por meio de um
mecanismo dependente de TGF-p (GANDHI et al., 2010). Células Treg ativadas e funcionais
expressam LAP em sua superficie (CUNHA et al, 2015).

Através da citometria de fluxo foi possivel identificar esse fenétipo de Treg nas
PBMCs das gestantes (Figura 11). A Figura 11A representa o processo utilizada para separar
as gates.

A quantidade, em porcentagem, de células T CD4*CD25" de todas as pacientes esta
representada na Figura 11B, e nos dois grupos estudados houve aumento significativo do
percentual dessas células quando elas estavam sob os estimulos na cultura (p<0,0001). Entre
os grupos s6 houve diferenca significativa entre o percentual de células T CD4"CD25*, na
auséncia de estimulo, em que as pacientes diabéticas apresentaram mais células que as
controles (p=0,0043).

No perfil classico de células Treg, as células T CD4" expressam altos niveis de CD25
(CD25M19") por isso também foram avaliadas essas células, e foi possivel observar que da
mesma forma houve aumento significativo do percentual dessas células quando elas estavam
sob os estimulos na cultura (p<0,0001), para os dois grupos de gestantes. E que as células T
CD4*CD25M19" foram significativamente mais altas no grupo DMG na auséncia de estimulo
na cultura (p<0,0001), porém na presenca do estimulo policlonal as pacientes DMG
apresentaram menor percentual dessas células (p=0,0437, Figura 11C).

As células T CD4" que expressaram o fator de transcricdo FOXP3 estdo representadas
na Figura 11D, e sO houve diferenca significativa entre as diferentes condicdes de cultura,
com maior percentual das células T CD4"FOXP3* quando elas estavam sob os estimulos de
anti-CD3/anti-CD28 e STAg (p<0,0001), para os dois grupos de gestantes.

As células T CD4* que expressaram a proteina LAP estdo representadas na Figura 11E
e, tambeém foi observado para os grupos controle e DMG que os dois estimulos da cultura

elevaram significativamente o percentual das células T CD4*LAP* (p<0,001). Além disso, as
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pacientes diabéticas apresentaram menores quantidades dessas células, sendo essa diferenga
significativa na condicdo basal da cultura (somente meio) (p=0,0318).

As células Treg classicas sdo caracterizadas como células T CD4*CD25"9"FOXP3* e
estdo representadas na figura 11F. Pode-se observar o mesmo padrdo, em que para os dois
grupos de gestantes, os dois estimulos da cultura elevaram significativamente o percentual das
células Treg (p<0,0001). Adicionalmente, as células T CD4*CD25M9"FOXP3* foram
significativamente mais altas no grupo DMG na auséncia de estimulo na cultura (p<0,0001).

A subpopulacdo de Treg que expressa LAP também foi avaliada, e esta representada
na Figura 11G. Os estimulos utilizados na cultura elevaram essa populacdo de células Treg,
nos dois grupos (p<0,0001). Porém ndo houve diferenca entre as gestantes DMG e controles
no ntimero de células CD4*CD25H19"FOXP3*LAP".
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Figura 11. Fendtipo de células T reguladoras. (A) Representacdo do processo utilizado para separar as gates na

citometria. Porcentagem de células (B) T CD4*CD25*, (C) T CD4*CD25"9", (D) T CD4*FOXP3*,

BT

CD4*'LAP*, (F) T CD4*CD25"9"FOXP3*, (G) T CDA4*CD25"9"FOXP3*LAP*, que foram adquiridas por
citometria de fluxo das células PBMCs de 32 gestantes (16 controles e 16 DMG) ap6s 96h cultura nas trés
condicBes distintas (somente meio de cultura, estimulo policlonal de o-CD3/a-CD28, e estimulo especifico de
STAg). A linha vermelha representa a mediana dos valores. Dados estatisticamente significantes, p<0,05
*Wilcoxon **Mann-Whitney. DMG: Diabetes Mellitus Gestacional.
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A toxoplasmose € uma doenca parasitaria, que muitas vezes nao recebe atencdo
porque ndo causa dano a maioria das pessoas infectadas. Porém, a sua forma congénita pode
resultar em complicagfes clinicas com sequelas graves ao recém-nascido, apresentando alta
mobi/mortalidade (KHAN; KHAN, 2018, SAKI; SHAFIEENIA; FOROUTAN-RAD, 2016),
sendo que a estimativa € de que a cada 1000 recém-nascidos no mundo, 1,5 deles apresentam
infeccdo congénita (FREITAS et al., 2017). No Brasil, a prevaléncia de toxoplasmose em
gestantes é alta, com taxas de até 60% a 77,5% dependendo do estado estudado (PAPPAS;
ROUSSOS; FALAGAS, 2009), e um trabalho realizado na regido de S&o Paulo, revelou que
no pais, cerca de 230 a 300 criancas nascem infectadas com T. gondii, no periodo de um ano
(KAWARABAYASHI et al., 2007).

O risco da transmissdo vertical de T. gondii varia de 6% a 72%, sendo
proporcionalmente maior quanto maior a idade gestacional; por outro lado, a gravidade da
doenca para o feto é inversamente proporcional a idade gestacional (MONTOYA,
REMINGTON, 2008). Geralmente essa transmissao materno-fetal ocorre quando a mulher se
infecta com o T. gondii pela primeira vez durante a gestacdo, ou é reinfectada por uma nova
cepa de T. gondii (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009, GAVINET et al., 1997), porém, ja foi
demonstrado que pode ocorrer a infeccdo congénita em caso de reativacdo da doenca, de uma
infeccdo prévia a gestacdo, tanto em mulheres imunocompetentes mas principalmente em
gestantes imunocomprometidas (ANDRADE et al., 2010, AZEVEDO et al., 2010,
BACHMEYER et al., 2006, KODJIKIAN et al., 2004).

Sabe-se que o diabetes mellitus gestacional (DMG) é uma patologia obstétrica
caracterizada por intolerancia a glicose e resisténcia a insulina com inicio durante a gestacéo,
que pode afetar até 25% de gestantes, e ocasionar varias complicacdes para a mée e ao recém-
nascido (OLIVEIRA; MONTENEGRO JUNIOR; VENCIO, 2017, PENDELOSKI et al.,
2015). Por exemplo, a mulher pode apresentar risco de pré-eclampsia e de desenvolver
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ap6s o parto. E os filhos de mulheres com DMG apresentam
risco aumentado de macrossomia, hipoglicemia neonatal, hiperbilirrubinemia, desconforto
respiratorio e natimortalidade, além de risco futuro de obesidade, desenvolvimento de DM2 e
doengas cardiovasculares (ACOG, 2018, CHIEFARI et al., 2017, OLIVEIRA;
MONTENEGRO JUNIOR; VENCIO, 2017).

O DMG tem sido associado a resposta imune materna prejudicada (LUCCIA et al.,
2019), porém sdo poucos os dados da literatura que associam essas duas patologias, e este
estudo € pioneiro em avaliar como o DMG pode influenciar na resposta imune materna frente

a infeccdo cronica de toxoplasmose.
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Na toxoplasmose, na maioria dos casos uma infeccdo materna anterior a gestacdo
protege o feto de transmissdo congénita, porém existem casos ja descritos de reativacdo da
doenca latente, com consequente infeccdo materno-fetal, principalmente em mulheres
imunocomprometidas, por exemplo pelo virus HIV (ANDRADE et al., 2010, CAMPOS et al.,
2014, HENNEQUIN et al., 1997). Mas faltam dados na literatura que relacionem outras
comorbidades, especialmente o diabetes gestacional, que podem afetar a resposta imune de
uma gestante frente a infeccdo por T. gondii; avaliando se a infeccdo crénica da mulher
realmente confere protegéo contra a infecgdo congénita.

No presente trabalho, foi dado o primeiro passo nessa investigagdo, com a comparagéo
entre alguns parametros da resposta imune anti-T. gondii de gestantes que desenvolveram
DMG em relacdo a gestantes que apresentaram apenas o risco habitual de uma gestacao
(grupo controle).

Durante o pré-natal é realizada a triagem soroldgica para toxoplasmose de todas as
gestantes no Brasil, visto a importancia de evitar a transmissdo desse parasito via
transplacentaria. Este estudo envolveu apenas gestantes que foram definidas como “imunes” a
doenca, pelos exames laboratoriais realizados de rotina no pré-natal (IgG positivas e IgM
negativas) e que portanto, tratadas como grupo de gestantes sem risco de transmitir o parasito
ao feto. Sendo assim, as pacientes foram dividias entre as que apresentaram normoglicemia
durante a gravidez, e aquelas que desenvolveram diabetes gestacional, para avaliar se o
imunocomprometimento causado pela hiperglicemia durante a gestacdo pode afetar a resposta
imunoldgica da mulher frente a toxoplasmose latente.

Primeiramente foi avaliada a resposta imune humoral especifica a T. gondii de 81
gestantes, sendo 47 normoglicémicas (grupo controle) e 34 que desenvolveram o diabetes
mellitus gestacional (grupo DMG). A diferenca dos indices glicémicos das pacientes
evidenciou e garantiu a distingdo dos grupos (controle vs DMG), em que as médias glicémicas
foram significativamente maiores nas gestantes do grupo DMG, nos trés tempos de realizacdo
do TOTG, comprovando que elas realmente desenvolveram diabetes mellitus gestacional.

Nos dois grupos os niveis de escolaridade e renda familiar foram semelhantes, porém a
faixa etaria das gestantes diabéticas foi maior que das pacientes do grupo controle, e esse
dado comprova que a idade avancada ¢ um fator de risco para desenvolvimento de DMG
(OLIVEIRA; MONTENEGRO JUNIOR; VENCIO, 2017).

Os testes soroldgicos realizados permitiram detectar a presenga de anticorpos IgG total

anti-T. gondii em 100% das amostras analisadas, garantindo o critério de inclusdo deste



75

estudo, em que estariam envolvidas no trabalho apenas gestantes com toxoplasmose latente
(1gG positiva e IgM negativa).

Quanto aos niveis de 1gG totais especificos a T. gondii, ndo houve diferenca na média
da producdo desses anticorpos entre os dois grupos de gestantes analisados. Porém, a
correlacdo dos niveis desses anticorpos com os niveis de glicemia do exame TOTG de todas
as gestantes, revelou que existe uma correlacdo negativa entre esses dois parametros.
Portanto, mesmo sem diferenca estatistica entre 0s niveis de anticorpos IgG total das gestantes
do grupo controle e do grupo DMG, foi observado que quanto maiores os indices glicémicos
das pacientes, menores foram o0s niveis de anticorpos IgG total anti-T. gondii. Esses dados sdo
o contréario do que foi encontrado por Kankova, Flegr e Calda (2015), que descreveu uma
correlacdo positiva entre os niveis de anticorpos IgG anti-T. gondii e de glicemia das
gestantes, no entanto, em sua pesquisa essas dosagens de anticorpos foram realizadas no
primeiro trimestre de gestacdo, o que difere do periodo gestacional estudado no presente
trabalho, em que as dosagens de anticorpos foram realizadas no terceiro trimestre gestacional,
periodo em que o diabetes gestacional ja exerceu efeito sobre o organismo da mulher.

Park e colaboradores (2019) demonstraram, em modelo murino, que diminuicdo da
producdo de anticorpos IgM e IgG especificos ao parasito estavam relacionados com aumento
da carga parasitaria no sistema nervoso central do animal. Ou seja, menores niveis de
anticorpos podem estar relacionado a maior carga parasitaria.

As subclasses de 1gG especificas ao parasito também foram avaliadas no soro das
gestantes, sendo que houve prevaléncia de IgG1 em relacdo aos demais subtipos, apenas uma
paciente de cada grupo néo apresentou essa imunoglobulina. A segunda subclasse prevalente
nas amostras das gestantes foi a IgG4, com 17% e 23,5% de soropositividade das pacientes do
grupo controle e DMG, respectivamente. Foram poucas as gestantes positivas para 1gG2 e
IgG3, para ambos 0s grupos. Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos em um trabalho
realizado no México, que também encontrou, entre as subclasses especificas a T. gondii,
prevaléncia de 1gG1 (50%) seguida de 1gG4 (15%) (CANEDO-SOLARES et al., 2008).

Adicionalmente, ndo houve diferenca significativa dos niveis de todas as subclasses de
IgG, entre os grupos controle e DMG. Os niveis de 1gG1 foram os maiores e semelhantes
entre os dois grupos, e as poucas pacientes positivas para 1gG2, 1gG3 e 1gG4, apresentaram
niveis bem mais baixos dessas e semelhantes entre si.

Esses resultados obtidos sdo compativeis com a literatura, que numa infeccdo por T.
gondii em seres humanos, todas as subclasses de 1gG especificas ja foram identificadas, sendo

a 1gGl a primeira a ser produzida e a mais prevalente (HUSKINSON et al., 1989;
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NASCIMENTO et al., 2015; SOUZA-E-SILVA et al., 2013). Além disso, 1gG2, 1gG3 e 1gG4
apresentam uma cinética variavel nesse tipo de infeccdo (CORREA et al., 2007). IgG1 e 1gG3
sdo fortes ativadores da via classica do complemento, e auxiliam na fagocitose do parasito por
opsonizacdo, portanto estdo relacionadas & destruicdo do parasito. Por outro lado, sugere-se
que 1gG2 e IgG4 estejam pouco associadas a protecdo do hospedeiro, porque ndo sdo Uteis
para controlar a replicacio de parasitos intracelulares (CANEDO-SOLARES et al., 2008;
HUSKINSON et al., 1989).

Neste trabalho também foi possivel avaliar a presenca desses anticorpos especificos a
T. gondii no sangue de corddo umbilical de 45 recém-nascidos, filhos das gestantes
envolvidas (25 do grupo controle e 20 do grupo DMG). Essa analise revelou que as subclasses
de anticorpos presentes no soro dos recém-nascidos correspondiam aquelas encontradas no
soro de sua respectiva mée. Além disso, também nédo houve diferenca significativa nos niveis
desses anticorpos, quando comparado os dois grupos estudados.

Sendo assim, 100% dos recém-nascidos apresentaram anticorpos IgG total e 1gG1l
anti-T. gondii. Em relacdo a 1gG2, 3 gestantes (2 controles e 1 DMG) foram positivas para
essa imunoglobulina, mas apenas o recém-nascido da gestante DMG apresentou 1gG2. Quanto
a 1gG3, foram positivas 5 gestantes (3 controles e 2 DMG), e apenas o recém-nascido de uma
gestante controle apresentou 1gG3. Para IgG4, foram positivas 16 gestantes (8 de cada grupo),
e os filhos de 3 dessas controles e 4 dessas DMG também foram positivos para 1gG4. Isso
pode ser sugestivo de que 0s anticorpos presentes nos recém-nascidos, foram adquiridos via
transplacentaria, pois todas as quatro subclasses de IgG atravessam a barreira placentaria,
mediada pelo receptor FcRn, com isso a IgG materna atinge a corrente sanguinea do feto e o
protege contra infeccdes, sendo a 1gG1l e a 1gG2, respectivamente, as subclasses mais e
menos eficientemente transportadas (SIMISTER, 2003).

Cafiedo-Solares e colaboradores (2008) também demonstraram que IgGl foi a
subclasse mais frequente tanto nas amostras das maes, quanto dos recém-nascidos, e que essa
subclasse de imunoglobulina ndo foi relacionada a infeccdo congénita. Por outro lado, eles
sugeriram que a presenca IgG2 e 1gG3 na amostra dos recém-nascidos estavam relacionadas a
transmisséo vertical do parasito, e que 1gG3 e 1gG4 presente na amostra de recém-nascidos
estavam relacionadas a manifestacdes clinicas da doenca.

No presente estudo, o Unico recém-nascido que foi positivo para 1gG2, também foi
positivo para 1gG4, e pertencia ao grupo DMG, além disso, o nivel de 1gG2 dele foi maior que
o nivel de 1gG2 de sua respectiva mae. Como a 1gG2 ¢ a subclasse menos transportada via

transplacentaria (SIMISTER, 2003), geralmente 1gG2 fetal corresponde a 60% do nivel de
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IgG2 materno (MALEK et al., 1996), e ainda ela pode estar relacionada a transmissdo
congénita (CANEDO-SOLARES et al., 2008), isso pode ser sugestivo de que talvez esse
recém-nascido tenha sido infectado pelo parasito. Um trabalho realizado no Brasil,
demonstrou que a deteccdo de IgG2 e IgG4 especificos a um antigeno recombinante de T.
gondii foi associado a presenca de retinocoroidite e calcificagbes cerebrais na crianca
(SOUZA-E-SILVA et al., 2013).

O recém-nascido que foi positivo para 1gG3, pertencia ao grupo controle, e o nivel
dessa imunoglobulina também foi maior que o nivel de 1gG3 de sua respectiva mae, porém
esse recém-nascido nao foi positivo para 1IgG4. Além disso, no trabalho realizado no México,
a transmissdo congénita do parasito ao feto estava relacionada a presenca de 1gG3 no soro do
recém-nascido, mas com auséncia de 1gG3 no soro da mie (CANEDO-SOLARES et al,
2008).

Também j& foi demonstrado que, ao final da gestagdo, os niveis de anticorpos IgG,
principalmente 1gG1, no soro fetal podem ser maiores que 0s niveis de anticorpos no soro da
mée (MALEK et al., 1996, SIMISTER, 2003). Esse resultado foi obtido no presente trabalho,
em que os niveis de IgG total e IgG1 de varios recém-nascidos foram maiores que 0s niveis
desses anticorpos de suas respectivas médes. Enquanto os niveis de 1gG4 dos recém-nascidos
positivos foram todos menores que os niveis de 1gG4 de suas respectivas maes.

Da mesma forma que foi realizada a correlacdo dos niveis de IgG total das gestantes
com os valores de glicemia obtidos no exame TOTG, também foi realizada a correlagéo 1gG1
vs TOTG, revelando novamente que mesmo sem diferenca estatistica entre 0s niveis de
anticorpos IgG1l das gestantes do grupo controle e do grupo DMG, existe uma correlagédo
negativa entre esses dois parametros, ou seja, quanto maiores os indices glicémicos das
pacientes, menores foram os niveis de anticorpos 1gG1 anti-T. gondii. E para ambas as
correlag@es (1gG total e 1gG1), a correlagio negativa foi significativa quando comparada todas
as pacientes em conjunto, e quando analisadas apenas as pacientes diabéticas (na glicemia de
1h). Portanto, isso sugere que glicemias mais elevadas modulam a reposta imunoldgica e
afetam a producéo de anticorpos.

Na rotina clinica, durante a investigacdo sorologica para toxoplasmose no periodo
gestacional, um exame muito utilizado para auxiliar no diagndstico de infec¢do aguda é o
teste de avidez de 1gG, que mede a afinidade funcional de um anticorpo a seu antigeno
(LIESENFELD et al., 2001). Somente a presenca de anticorpos IgG no soro das gestantes néo
determina exatamente o tempo de infeccdo (SAADATNIA; GOLKAR, 2012). No inicio de

uma infeccdo, com o desafio antigénico primario, a avidez de um anticorpo 1gG especifico €
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baixa, e durante as semanas ou meses ela vai aumentando devido & maturacdo de afinidade
dos linfocitos B (LIESENFELD et al., 2001). Sendo assim, quanto maior a avidez dos
anticorpos 1gG, mais antiga é a infeccdo, indicando uma infec¢do cronica de toxoplasmose,
por isso, anticorpos IgG de baixa avidez sdo sugestivos de uma infec¢do aguda, indicando
maior risco de transmiss@o congénita (BRASIL, 2018, FONSECA et al., 2017).

No presente estudo foi avaliada a avidez de anticorpos IgG total anti-T. gondii de
todas as pacientes, e 0 resultado mostrou que tanto as gestantes do grupo controle quanto as
do grupo DMG apresentaram alta avidez de 1gG (IA> 60%), indicando que todas elas
realmente eram pacientes com infeccdo toxoplédsmica latente (critério de inclusdo do
trabalho). Porém, houve diferenca estatistica significativa entre o indice avidez das pacientes
dos dois grupos, sendo que as pacientes diabéticas apresentaram menores indices, nas
amostras de terceiro trimestre de gestacdo. O mais interessante é que foi possivel analisar a
avidez de 1gG em amostras prévias ao terceiro trimestre, de algumas pacientes, e esse
resultado revelou que a avidez de IgG das pacientes diabéticas era semelhante a avidez das
pacientes controles, e que no terceiro trimestre, somente no grupo DMG houve diminuicdo
significativa do indice avidez, mostrando que o diabetes gestacional interferiu na resposta
imune humoral especifica a toxoplasmose. Essas mulheres passaram a produzir anticorpos
anti-T. gondii, por células B recém estimuladas.

Quando avaliada a avidez dos anticorpos IgG presentes nas amostras dos recém-
nascidos, ndo houve diferenca nem entre os grupos de recém-nascidos, e nem entre a analise
pareada méae/recém-nascido. Ja foi demonstrado que a IgG no soro do feto permanece baixa
até o segundo trimestre, ou seja, a transferéncia de 1gG materna ocorre principalmente a partir
do inicio do segundo trimestre de gestacdo, sendo a maior parte transferida durante o terceiro
trimestre (SIMISTER, 2003). Isso sugere que a diminui¢do da avidez dos anticorpos maternos
ocorreu somente no final da gestacdo, e que embora a maior parte da transferéncia de 1gG
materna ocorre durante o terceiro trimestre de gestacdo, os anticorpos IgG especificos a T.
gondii do recém-nascidos foram referentes a um pool de anticorpos recebidos via
transplacentaria ao longo de toda a gestacéo.

Também foi realizada a correlacdo dos niveis de avidez de 1gG total vs TOTG de todas
as pacientes, sendo ainda mais significativa a correlacdo negativa que existe entre a glicemia
das gestantes e o indice avidez de 1gG, pois nos trés tempos do exame (jejum, 1h e 2h, a
analise de todas as pacientes em conjunto resultou em valores significativos). Isso significa
gue quanto maiores os indices glicémicos das pacientes, menores o0s indices de avidez de

anticorpos IgG anti-T. gondii.
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Esses resultados sdo interessantes e sugerem que € necessaria uma atengdo as paciente
diabéticas quanto a interpretacdo do exame de avidez de 1gG, pois ocorreu diminuicdo do
indice ao longo da gestacdo, porém todas elas continuaram dentro dos limites de referéncia
que correspondem a 1gG de alta avidez, e isso pode “mascarar” a possivel mudanga de
resposta imunoldgica contra o T. gondii, que seja negativa para a protecdo e prevencdo da
infeccdo congénita.

Visto que estudos anteriores ja demonstraram que o diabetes provoca uma reducao da
resposta imunoldgica (SAKI; SHAFIEENIA; FOROUTAN-RAD, 2016), os resultados das
trés correlagdo do presente trabalho (TOTG vs 1gG total, 1gG1 e avidez de 1gG total) apontam
a existéncia de uma possivel associacao entre diabetes e a modula¢do negativa da resposta
imunoldgica humoral contra o protozoéario T. gondii. Sendo a glicemia de 1h ap0s a ingestao
de dextrose o melhor pardmetro para correlacdo, pois foi nesse tempo que houve diferenca
significativa entre todas as correlacGes realizadas, provavelmente por se tratar do tempo em
que ocorre o pico da glicemia. Além disso, o indice avidez de 1gG anti-T. gondii foi o
parametro mais significativo para demonstrar que os valores de glicemia das gestantes afetam
a resposta imune humoral especifica ao parasito. Com isso, sugere-se que as gestantes
diabéticas e seus recém-nascidos precisam ser melhores acompanhados quanto a essa infec¢do
parasitaria, e mais estudos sdo necessarios para confirmacao dessa hipotese.

As alteracdes da resposta imune que ocorrem na mulher durante a gravidez e a
resposta imune necessdria para combater uma infeccdo por T. gondii sdo antagdnicas
(BORGES et al., 2019).

O principal mecanismo para controle e eliminagdo de infec¢des causadas por parasitas
intracelulares é a producdo de uma resposta imune do perfil Thl pelo hospedeiro, com a
producdo de citocinas como IL-2, IFN-y, TNF-a e IL-12. Por isso, as células NK, os linfdcitos
T CD4" do perfil Thl e os linfécitos T CD8" citotdxicos possuem atividade sinérgica e
protetora contra T. gondii, devido a capacidade de produzir IFN-y e citocinas pro-
inflamatorias, que estimulam a producdo de 6xido nitrico, fundamental para eliminar o
parasita (DENKERS; GAZZINELLI, 1998, GAZZINELLI et al., 1991, HUNTER et al.,
1995). Quando ocorre a diferenciacdo para o perfil Th2, resulta no aumento da
susceptibilidade ao parasita (DENKERS; GAZZINELLI, 1998).

A gravidez esta associada a um aumento na producdo de progesterona que estimula as
células NK e as células T a produzirem fator de bloqueio induzido pela progesterona (PIBF),
que diminui a atividade das células NK e promove a expansao de células Th2, favorecendo a
producdo de citocinas como IL-4 e IL-13. Além disso, durante a gestacdo também ocorre a
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expansdo de células Treg, importantes para a tolerancia imunolégica materna ao feto.
Portanto, a imunomodulacdo durante a gravidez contribui para o desenvolvimento de um
ambiente com predominio de células Th2 e Treg, que facilita a evasdo de T. gondii da
resposta imune, podendo causar aumento da patologia materna ou da probabilidade de
transmissdo congénita (BORGES et al., 2019).

A avaliacdo da resposta imune celular dessas gestantes revelou que o diabetes
gestacional ndo alterou a quantidade de células T CD4* das mulheres, em comparacdo as
mulheres ndo diabéticas. Trabalhos anteriores também encontraram esse mesmo resultado
(LOBO et al., 2018, PENDELOSKI et al., 2015, SCHOBER et al., 2014), enquanto Friebe-
Hoffmann e colaboradores (2017) relataram diminuicdo no total de células T auxiliares CD4*
nas pacientes afetadas pela DMG, e Fagundes e colaboradores (2016) relataram aumento no
namero total dessas células em pacientes DMG.

Por outro lado, desde a condicdo basal, e na presenca de estimulo especifico do
parasito, o nimero de células T CD8" foi significativamente maior nas gestantes do grupo
DMG. Esse resultado diverge da literatura, que autores ndo encontraram diferenca no nimero
de células T CD8" entre gestantes diabéticas e ndo diabéticas (FRIEBE-HOFFMANN et al.,
2017, PENDELOSKI et al., 2015). Porém, nenhum estudo avaliou a resposta celular
especifica para toxoplasmose, como realizado neste trabalho.

As duas populagdes de linfocitos T, CD4* e CD8", das pacientes foram avaliadas
quanto a ativacdo e exaustdo celular, através da expressao dos marcadores de superficie CD28
e PD-1, respectivamente.

Para a estimulacdo de células T é necessaria a combinacdo de Varios sinais, o sinal
antigeno-especifico que acontece via receptor de células T (TCR), e sinais adicionais que sdo
independentes do antigeno e ocorrem via moléculas co-receptoras. Dentre 0s co-receptores
expressos na superficie dos linfocitos T, existem aqueles que sdo estimulatérios, pois
transmitem sinais positivos que irdo ativar a célula, e aqueles que sdo inibitdrios, que
modulam negativamente a sinalizagdo do TCR. Portanto, eles definem o destino e a funcdo da
célula T. Os co-receptores inibitdrios tem papel importante contra a ativagéo irrestrita de
linfécitos T, auxiliando na manutencdo da tolerancia periférica e homeostase imunologica
durante uma infeccdo (CHEN; FLIES, 2013, HUI et al., 2017).

O CD28 é um co-receptor estimulatério expresso constitutivamente na superficie de
células T CD4" e T CD8" naives, sua ligacdo as moléculas B7-1 e B7-2 em células
apresentadoras de antigenos (APCs) fornece sinal essencial para o crescimento e a

sobrevivéncia de células T (CHEN; FLIES, 2013). Conforme esperado, por ser um receptor
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constitutivo dos linfdcitos, os dois grupos de gestantes avaliadas neste trabalho apresentaram
alta porcentagem das duas populacdes de linfocitos expressando esse co-receptor de ativacao.
Esse mesmo resultado foi obtido por Pendeloski e colaboradores (2015), que analisaram
células PBMC isoladas do sangue periférico de gestantes, sem nenhum estimulo.
Adicionalmente, as pacientes do grupo DMG expressaram mais células T CD4*CD28" que as
pacientes do grupo controle, indicando que as células das pacientes diabéticas foram mais
ativadas quando estimuladas com anti-CD3/anti-CD28.

O PD-1 é um co-receptor inibitdrio, sendo PD-L1 e PD-L2 seus dois ligantes, que sdo
expressos por varias células imunes e ndo imunes, inclusive bastante expressos em células
tumorais (FREEMAN et al., 2000, ISHIDA et al., 1992, KEIR et al., 2008). Neste estudo,
todas as gestantes, sem distin¢do entre os grupos, apresentaram aumento de porcentagem de
linfocitos T (CD4" e CD8") expressando esse marcador de exaustdo celular apds as células
receberem estimulos, demonstrando que as células realmente foram estimuladas. Sendo que
no estado basal (sem estimulo) as pacientes diabéticas apresentaram maior quantidade de
células T CD4" em exaustdo (T CD4"PD-1%). Essa diferenca de células T CD4"PD-1" entre
gestantes diabéticas e ndo diabéticas também foi encontrada por Pendeloski e colaboradores
(2015).

Sob estimulo policlonal, o nimero de células T CD8" e CD4" expressando
concomitantemente CD28 e PD-1 foi significativamente maior nas pacientes do grupo DMG.
Além disso, nas diabéticas também foi significativamente maior o numero de células T
CD4'CD28*PD-1" no estado basal. Sabe-se que a ativacdo de PD-1 suprime as fungdes dos
linfocitos T através da desfosforilacdo de componentes de sinalizacdo do TCR (CHEN;
FLIES, 2013), porém, Hui e colaboradores (2017) demonstraram que PD-1 prefere a
sinalizacdo do co-receptor CD28 como alvo para a desfosforilagdo, e portanto as vias co-
estimulatérias possuem papéis importantes na regulacao da funcdo das células T efetoras e nas
respostas a terapia anti-PD-L1 ou anti-PD-1. Portanto, essas células expressando a dupla
marcacdo de CD28 e PD-1 provavelmente sofrem mais efeito inibitério quando PD-1 é
ativado por seu ligante. Sendo assim, os resultados demonstram que as células das pacientes
com diabetes gestacional sdo mais ativadas e levadas a exaustdo, que as células das pacientes
normoglicémicas.

O linfécito T CD8* desempenha fungdo fundamental no controle da infeccdo cronica
de toxoplasmose (JEFFERS et al., 2018, KHAN; HWANG; MORETTO, 2019). Ja foi
demonstrado, em modelo animal, que durante a fase tardia da toxoplasmose crbnica, as

células T CD8" sdo capazes de gerar uma forte resposta anamnéstica, ou seja, uma imunidade
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adaptativa potente, importante para manter T. gondii em quiescéncia e prevenir a reativacao
da infeccdo latente (BHADRA et al., 2011, BHADRA; COBB; KHAN, 2013).

Bhadra e colaboradores (2011) mostraram que um aumento progressivo na expressao
da molécula inibitéria PD-1 nas células T CD8" dos camundongos durante a fase cronica da
infeccdo pelo parasita, foi correlacionado a reativacdo de parasitemia (comprovada por
expressao génica, em que genes de taquizoitos estavam aumentados em relacdo a genes de
bradizoitos). Além disso, quando esses camundongos eram tratados com anti-PD-L1
(anticorpo que inibe o ligante de PD-1), eles apresentavam melhor sobrevida, porque o
tratamento impedia a reativacdo da infeccdo (diminuicdo de bradizoitos e aumento de
taquizoitos). Sendo esse mecanismo dependente de célula T CD8*, pois os animais que
tiveram célula T CD8 depletadas ndo sobreviveram, mesmo com o tratamento de anti-PD-L1.
Isso mostra que o tratamento anti-PD-L1 aumenta a resposta células T CD8" em
camundongos infectados cronicamente, o que impede a reativacdo da infeccdo, levando a
sobrevivéncia do hospedeiro.

Portanto, PD-1 aumentado é indicativo de células em exaustdo, com perda de funcéo
em controlar a infec¢do pelo parasito, e consequentemente com risco de reativacao da doenca
aguda. E os dados deste estudo mostraram que as pacientes diabéticas apresentaram mais
células T CD8 expressando PD-1 que as pacientes controles, sugerindo potencial risco para
esse grupo de pacientes.

Notoriamente o linfécito T CD8" é muito importante na resposta imune contra a
infeccdo de toxoplasmose, porém o linfocito T auxiliar € essencial para uma boa expansdo das
células T CD8", ou seja, as células CD4" sdo necessarias para a manutencdo das funcbes de T
CD8* (JEFFERS et al., 2018). Pois, na auséncia das células T CD4*, os linfécitos citotoxicos
ndo conseguem desempenhar bem o seu papel, uma vez que a imunidade gerada nao pode ser
mantida, e a resposta a um desafio secundario se torna fraca (KHAN; HWANG; MORETTO,
2019). Hwang e colaboradores (2016) mostraram que durante a infeccdo cronica por T.
gondii, as células T CD4" especificas aumentam a expressdo do fator de transcricdo BLIMP-1
(B-lymphocyte-induced maturation protein), com consequente aumento de receptores
inibitorios, inclusive PD-1, e perda de funcionalidade. Assim, células T CD4" em exaustdo
ndo auxiliam adequadamente os linfocitos T CD8" a desempenharem funcéo efetiva contra a
infeccdo cronica de toxoplasmose, sendo capaz de reativar a infeccdo latente. De forma que a
transferéncia adotiva de células T CD4* que sofreram delecdo de BLIMP-1, para animais
infectados, foi capaz de reverter a disfuncionalidade de linfocitos T CD8" e impedir a
reativacdo da infeccdo latente (HWANG et al., 2016).
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As pacientes do grupo DMG, do presente estudo, também apresentaram mais células T
CD4" em exaustdo (expressando PD1"), portanto, sugerindo que a resposta de linfécitos T
auxiliares das pacientes diabéticas também esta prejudicada.

Sabe-se que a ligacdo de PD-1 a seus ligantes resulta em inibi¢do da proliferacdo de
linfocitos e da secrecdo de citocinas (FREEMAN et al., 2000, ISHIDA et al., 1992, KEIR et
al., 2008). No estudo realizado por Freeman e colaboradores (2000), células humanas T CD4*
obtidas de PBMCs foram estimuladas com PD-L1 e anti-CD3, e ap6s 96h a producédo de
citocinas por essas células foi prejudicada, em que a secrecdo de IFN-y e IL-10 diminuiram
80% e 60%, respectivamente. Além disso, quando as células foram estimuladas com PD-L1 e
anti-CD28 também houve diminuicdo na producdo de IL-2. Assim, a ativacdo de células T na
presenca de ligante de PD-1 resulta em inibicdo da secre¢do de citocinas.

Sendo assim, quanto mais células T de um individuo expressarem PD-1, mais sujeito
esta de ser ativado por um dos seus ligantes, e com isso podendo inibir a resposta imunolégica
como a secrecdo de citocinas. Esses dados corroboram em parte com os resultados obtidos no
presente estudo, em que as pacientes do grupo DMG, apresentaram mais linfocitos T
expressando a molécula PD-1, na presenca de estimulo policlonal e, também secretaram
menos citocinas IL-10, IL-17, IL-4, TNF e IL-2, que foram quantificadas por CBA no
sobrenadante de cultura das células PBMC.

As citocinas IL-2, IFN-y e TNF sdo caracteristicas do perfil Thl de células T CD4", e
sdo importantes para a imunidade celular e para protecdo contra infeccbes por parasitas
intracelulares. Enquanto a 1L-13, a IL-5 e a IL-4 (juntamente com IL-13 estimula a ativagao
de linfocito B) sdo caracteristicas do perfil Th2. A populacdo denominada de Thl7, foi
proposta por produzir seletivamente IL-17, e desempenha um papel critico na inducdo de
inflamacdo com recrutamento de neutrofilos, bastante envolvido na patogénese de doencas
autoimunes e rejeicdo. A diferenciacdo das células Th1l7 humanas é inibida por altas
concentracOes de TGF-B, mas requer IL-1p e IL-6. A fungdo dessas trés populacdes de células
T efetoras (Thl, Th2 e Th17) é regulada pelas células Treg CD4*CD25*, que sdo células
importantes para a manutencdo da tolerancia periférica (LOMBARDELLI et al., 2016,
SAITO et al., 2010)

A IL-6 foi inicialmente considerada uma citocina pro-inflamatéria, porém, nos
sistemas imunes inato e adaptativo, a IL-6 estd envolvida tanto na amplificacdo como na
protecédo contra a inflamacgdo. Assim, a regulagéo inadequada da IL-6 pode desempenhar um
papel protetor ou deletério direto nas doencas em que a IL-6, ou outros fatores inflamatérios,

causam uma inflamacao de baixo grau, por exemplo como observado na obesidade e diabetes
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tipo 2 (KRISTIANSEN; MANDRUP-POULSEN, 2005). A alta secrecéo de IL-6 participa da
patogénese do diabetes mellitus gestacional, pois pode agravar a resisténcia a insulina na
gravidez (MORISSET et al., 2011). Neste trabalho, a citocina IL-6 foi altamente produzida
pelas células PBMC das pacientes diabéticas, com diferenca significativa entre o grupo das
pacientes controle, na condicdo basal (cultivadas apenas com meio de cultura). Em
comparagdo com gestantes nao diabéticas, o aumento dos niveis séricos circulantes de IL-6
em mulheres diagnosticadas com DMG ja foi relatado em vérios estudos (ATEGBO et al.,
2006, EDALAT et al., 2013, MORISSET et al., 2011, SIDDIQUI et al., 2019). No entanto,
nas duas condi¢des de estimulos, no presente trabalho, as células dos dois grupos produziram
altos niveis de IL-6, sem diferenca.

Alguns autores encontraram que 0s niveis sericos de IL-4 ndo foram diferentes entre
mulheres com e sem DMG (ATEGBO et al., 2006, FAGUNDES et al., 2016). No presente
estudo, quando as céelulas PBMC foram estimuladas (policlonal ou especifico) as pacientes do
grupo controle produziram significativamente mais IL-4 que as pacientes diabéticas. No
grupo DMG praticamente ndo houve producdo de IL-4 pelas células dessas pacientes. Isso
sugere que o perfil Th2 das pacientes diabéticas foi menor em relagdo as pacientes controles.
Além disso, como a IL-4 é uma citocina do perfil Th2 relacionada a produc¢éo de anticorpos,
pode-se sugerir que a diminuigdo de citocina IL-4 nas pacientes diabéticas pode contribuir
com a diminuicdo (mesmo que sem diferenca estatistica) de anticorpos IgG1 das pacientes
DMG em relacdo as pacientes controle, e principalmente com a correlacdo negativa
estatisticamente significante dos niveis de IgG1 com os niveis glicémicos das gestantes.

As PBMC das pacientes do grupo DMG secretaram significativamente menos IL-2 e
TNF que as células do grupo controle, quando receberam estimulo policlonal e, também na
presenca do estimulo especifico de T. gondii. No estado basal ndo houve diferenca entre os
grupos. As duas sdo citocinas do perfil Thl, portanto isso sugere que o diabetes gestacional
também modula negativamente o perfil Thl de células das gestantes, inclusive na resposta
especifica a toxoplasmose.

Outros estudos também mostraram que os niveis de IL-2 e/ou TNF-a, quantificada no
soro ou em sobrenadante de cultura de células PBMC cultivadas somente em meio, foram
similares entre os grupos (FAGUNDES et al., 2016, GEORGIOU et al., 2008,
GUEUVOGHLANIAN-SILVA et al., 2012, SAUCEDO et al., 2011). Enquanto também ja
foi demonstrado que pacientes DMG possuem menos IL-2 sérica (ATEGBO et al., 20086,
HARA et al., 2016). Em contraste, alguns autores que quantificaram as citocinas no soro de

gestantes, encontraram niveis de TNF-o maior nas gestantes DMG que nas controles
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(ALTINOVA et al., 2007, ATEGBO et al., 2006, LOPEZ-TINOCO et al., 2012, SALMI et
al., 2012). Porém, nenhum desses trabalhos avaliou a producdo dessa citocinas por células
estimuladas.

O TNF-a desempenha papel importante na infeccdo crbnica por T. gondii, pois
camundongos deficientes dessa citocina ou de seus receptores ndo conseguem controlar a
infeccdo parasitaria (SCHLUTER et al.,, 2003, YAP et al., 1998). A falta de TNF-a
influenciou na reducdo da producdo de 6xido nitrico sintase (iNOS) (SCHLUTER et al.,
2003).

A IL-2 promove a expansao e a sobrevivéncia das células T, portanto sua retirada pode
levar a morte celular (KEIR et al., 2008). Carter e colaboradores (2002) demonstraram que a
ativacdo de PD-1 por seus ligantes (PD-L1 ou PD-L2) nos linfocitos T CD4" e,
principalmente nos T CD8", inibiu a proliferacdo celular com consequente diminuicdo da
producéo de IL-2. Esses dados corroboram com os achados do presente estudo, em que as
pacientes do grupo DMG apresentaram mais células T CD4" e CD8* expressando PD-1, e
consequentemente menor producéo de citocina IL-2.

No presente estudo, trés citocinas (IFN-y, IL-10 e IL-17) foram avaliadas de duas
maneiras distintas: tanto a producdo intracelular delas pelas células T CD4" das gestantes,
através da imunofenotipagem por citometria de fluxo; quanto a secrecdo nos sobrenadantes de
cultura de células PBMC das pacientes, através da dosagem por CBA.

A avaliacdo de células T CD4" produtoras de IFN-y revelou que as pacientes
diabéticas apresentaram percentual significativamente menor de células T CD4*IFN*, tanto
sob estimulo policlonal, como sob estimulo antigénico especifico. Em contrapartida, a
quantificacdo de IFN-y no sobrenadante de cultura revelou que ndo houve diferenca na
secrecdo dessa citocinas entre as células PBMC dos dois grupos de gestantes.

Os dados da literatura sdo controversos, pois ja foi descrito que as concentracdes
séricas de IFN-y de gestantes com DMG foi semelhante (FAGUNDES et al., 2016), menor
(ATEGBO et al., 2006), e maior (HARA et al., 2016) que das pacientes normoglicémicas.

O IFN-y é uma citocina caracteristica do perfil Thl, bastante produzida em resposta a
infec¢Oes intracelulares, inclusive com fundamental importancia no controle da toxoplasmose
(DENKERS; GAZZINELLI, 1998, GAZZINELLI et al., 1991, HUNTER et al., 1995).
Camundongos knockout para IFN-y ou para o receptor de IFN-y sdo altamente susceptiveis a
infeccdo por T. gondii, isso prova 0 quanto essa citocina é importante para a resposta imune
de defesa do hospedeiro frente a esse parasito (NISHIYAMA et al., 2020, YAP; SHER,
1999). Os resultados obtidos mostraram que as pacientes diabéticas apresentaram uma
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diminuicdo de células T CD4* do perfil Thl. Nos sobrenadantes da cultura, ndo houve
diferenca nos niveis dessa citocina entre os dois grupos, nos varios estimulos usados. Isso
sugere que outras células mononucleares das pacientes diabéticas, como os mondcitos e/ou
linfocitos CD8" e/ou células NK, devem ser mais ativadas para auxiliar no controle da
toxoplasmose, via producdo dessa citocina pré-inflamatoria. Hara e colaboradores (2016)
mostraram que no sangue de gestantes com DMG existe maior quantidade de células NK
(CD16*CD56).

Um estudo recente realizado com gestantes no primeiro trimestre da gestacdo, com
fase aguda ou indeterminada da toxoplasmose, avaliou a producdo de citocinas por células
PBMC estimuladas com STAg e comparou a positividade de IFN-y e TGF-p entre os casos
em que houve transmissdo congénita e os que ndo houve transmissdo. Curiosamente, a
transmissdo vertical de T. gondii foi mais relacionada aos casos positivos para IFN-y ¢
negativos para TGF-B (citocina imunorreguladora). Além disso, no grupo de mées
transmissoras do parasito, foi encontrado maior proliferacéo de linfécitos T CD4* e T CD8"
especificos a antigeno de T. gondii (GOMEZ-CHAVEZ et al., 2019).

Os resultados obtidos no presente trabalho, na fase cronica da infec¢do, apontam uma
diminuicdo de células T CD4'IFN* das pacientes diabéticas, indicativo de uma
imunomodulacgéo negativa.

A avaliacéo de células T CD4" produtoras de IL-17 revelou que as pacientes diabéticas
apresentaram percentual significativamente menor de células T CD4"IL17" especificas para
STAg. Isso sugere que para o controle da toxoplasmose as pacientes diabéticas apresentarem
menos quantidade de células do perfil Th17. Além disso, a secrecdo de IL-17 pelas células
PBMC também foi significativamente menor no grupo de pacientes DMG, tanto com
estimulo policlonal tanto com o STAg. Nenhum outro estudo investigou o perfil de células
Th17 e producdo de IL-17 na resposta contra toxoplasmose, de pacientes diabéticas.

Em dois estudos de Fagundes e colaboradores (2016, 2018), eles relataram que néo
houve diferenca entre a quantidade de IL-17 no plasma de gestantes DMG e controles, esses
resultados sdo semelhantes com o presente estudo, em que na condicdo basal (sem estimulo)
também ndo houve diferenca entre os dois grupos.

A analise de células T CD4" produtoras de IL-10 revelou que as pacientes diabéticas
apresentaram percentual significativamente menor de células T CD4*IL10* especificas para o
antigeno de T. gondii. Animais knockout para IL-10 infectados por T. gondii exibem uma
patologia grave e morrem devido a excesso de producao de citocinas pro-inflamatorias. Além

disso, animais cronicamente infectados tratados com anticorpo anti-IL10R sucumbem a
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infeccdo e morrem. Portanto, a IL-10 é necessaria para a sobrevivéncia do hospedeiro tanto na
fase aguda quanto na fase crénica da infeccdo por T. gondii (JANKOVIC et al., 2007).

Jankovic e colaboradores (2007) demonstraram que numa infec¢do aguda por T.
gondii, em camundongo, a citocina I1L-10 foi produzida principalmente pelas células T CD4*
dupla produtoras de IL-10 e IFN-y, e que essa subpopulacdo celular era do perfil Thl de
linfécitos. No presente estudo, sob o estimulo de STAg as pacientes diabéticas apresentaram
quantidade significativamente menor de células T CD4" dupla produtora de citocinas, tanto T
CD4'IFN*IL10" quanto T CD4*IL17*IL10%, em relacdo as pacientes controles. Isso sugere
que as pacientes diabéticas apresentaram uma resposta Th1 anti-T.gondii prejudicada.

Contraditoriamente, nos sobrenadantes de cultura das pacientes do grupo DMG as
células PBMC secretaram significativamente mais IL-10 que as células das pacientes do
grupo controle, quando ndo receberam estimulo e, também na presenca do estimulo especifico
de T. gondii. Esses resultados sdo compativeis com a literatura, em que Atégbo e
colaboradores (2006) encontraram que 0s niveis séricos de IL-10 foram significativamente
aumentados em mulheres com DMG em comparacdo com mulheres controle. Portanto, esse
dado sugere que outras células do sangue periférico estdo contribuindo para os altos niveis de
IL-10 no sobrenadante das pacientes diabéticas. A IL-10 pode ser produzida por multiplos
tipos celulares do sistema imune inato e adaptativo, como eosinéfilos, DC, macrofagos,
células NK, linfécitos B, linfocitos T CD8" e varios subtipos de T CD4", por exemplo o Treg
(OUYANG etal., 2011).

Uma recente revisdo reuniu diversos estudos que ja demonstraram a importancia da
célula Treg na manutencdo de uma gestacdo saudavel, pois como o embrido expressa
aloantigenos derivados do pai, € necessaria uma resposta imunoldgica materna tolerogénica,
mediada pelas Treg, capaz de inibir a imunidade efetora e conter a inflamagdo. Sendo assim,
durante o curso da gravidez, o nimero de células Treg é aumentado através de muitos
mecanismos, enquanto a diminuicdo ou a disfuncdo dessas células estdo associadas a
infertilidade da mulher, abortos recorrentes, ou complicagdes na gravidez (ROBERTSON;
CARE; MOLDENHAUER, 2018).

No presente estudo, na auséncia de estimulos, as pacientes do grupo DMG
apresentaram mais células T CD4'CD25*, células T CD4*CD25"¢" e células T
CD4*CD25"'9"FOXP3*, ou seja, no estado basal, as pacientes diabéticas expressaram maior
quantidade de células Treg que as gestantes ndo diabéticas. Em contrapartida, na presenca de
estimulo policlonal as populac@es de Treg foram menores nas pacientes DMG, sugerindo que,

sob estimulo, as Treg das pacientes diabéticas ndo conseguiram se expandir completamente.
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Mahmoud e colaboradores (2012) também encontraram maior quantidade de células T CD4*
CD25" no sangue de gestantes DMG. Por outro lado, Lobo e colaboradores (2018) nao
encontraram diferenca significativa na porcentagem dessas células entre os grupos DMG e
controle; e ainda relataram menor frequéncia de células Treg CD25"9" e FOXP3"9" em
pacientes com DMG em comparagéo aos controles.

Zhang e colaboradores (2012) demonstraram, em modelo animal, que na infeccdo por
T. gondii a razdo de células Treg/Th17 da placenta diminui, e iSso aumenta as taxas de aborto.
Portanto, as células Treg também sdo necessarias para a manutencdo da gravidez apds a
infeccédo por T. gondii.

O estimulo de STAg influenciou de forma similar na quantidade de Treg dos dois
grupos estudados, ou seja, ndo houve diferenca significativa entre DMG e controles. Além
disso, ndo houve diferenca entre as gestantes DMG e controles no nimero de células Treg
CD4*CD25M9"FOXP3*LAP", que é um subconjunto de células Treg com melhores efeitos
imunorregulatérios. Sun e colaboradores (2012) utilizaram varios experimentos in vitro para
demonstrar que as células Treg funcionais apds estimulacdo sdo aquelas que expressam LAP
em sua superficie. Todas as gestantes envolvidas no presente estudo, diabéticas e néo
diabéticas, evoluiram bem a gravidez até o final, sugerindo que as Treg estavam funcionais
em ambos 0s grupos.

Todos esses resultados apresentados sugerem que, comparadas as gestantes
normoglicémicas, as pacientes que desenvolveram diabetes gestacional apresentaram
diminuicdo da resposta imunoldgica do perfil Thl, Th2 e Th17; enquanto o perfil Treg ndo foi
muito afetado. Além disso, a producdo de anticorpos 1gG e 1gG1 especificos a T. gondii pelas
gestantes foi inversamente proporcional a glicemia, e a avidez de 1gG foi significativamente
menor nas pacientes do grupo DMG. Sendo assim, € possivel concluir que o diabetes mellitus
gestacional modula negativamente a resposta imune humoral e celular da gestante
cronicamente infectada por T. gondii.

Na toxoplasmose cronica, normalmente, os cistos teciduais do parasito permanecem
inativos por toda a vida de um hospedeiro, mas os taquizoitos podem reemergir e causar
doencga/sintomas, em pacientes imunocomprometidos, geralmente associado a supressdo da
resposta imune do hospedeiro, mas 0s mecanismos de reativagdo ainda ndo foram bem
descritos (JEFFERS et al., 2018).

Uma vez que a DMG pode modular a resposta imune da gestante, existe a necessidade

de acompanhar melhor essas gestantes consideradas imunes a toxoplasmose (IgG positivas e
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IgM negativas) e seus recém-nascidos, com mais estudos para avaliar a real possibilidade de
reativacdo dos cistos teciduais no final da gestacao, devido a influéncia do diabetes.

Quando a infeccdo congénita causada por T. gondii ocorre no terceiro trimestre da
gravidez, a transmissdo tardia de parasitos reduz o tempo para a multiplicagcdo do parasito no
feto ou no recém-nascido, consequentemente os danos ndo sdo evidentes precocemente. Por
isso, muitas vezes as infeccdes congénitas sdo negligenciadas por serem assintomaticas no
momento do nascimento e permanecerem despercebidas. Porém, manifestacdes clinicas
podem aparecer semanas ou anos apés o nascimento (CARLIER et al., 2012), normalmente
na forma de coriorretinite grave (MELAMED et al., 2010).

A Figura 12 esquematiza os principais resultados obtidos no presente trabalho.
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Figura 12. Resposta imune especifica a T. gondii, de gestantes cronicamente infectadas pelo parasito, com e
sem diabetes mellitus gestacional (DMG). Altos niveis de glicose na corrente sanguinea caracterizam as
pacientes com DMG, enquanto as normoglicémicas foram identificadas como pacientes do grupo controle.
Houve correlagdo negativa entre a glicemia das gestantes e os niveis de 1gG total, 1gG1 e avidez de 1gG, ou
seja, quanto maior a glicose sanguinea das pacientes menor o nivel de anticorpos anti-T. gondii. Sob estimulo
policlonal (anti-CD3/anti-CD28), as pacientes do grupo DMG apresentaram maior nimero de linfocitos T
expressando os marcadores de ativagdo e exaustdo celular (CD28 e PD-1), mas na presenca de STAg nao
houve diferenca. Sob estimulo de STAg, o nimero de células T CD8* foi maior no grupo DMG, enquanto o
nimero de células T CD4" foi semelhante entre os grupos. Porém, a quantidade de linfécitos T CD4*
produtores de IFN-y, IL-10 e IL-17 foi significativamente menor no grupo DMG, enquanto nédo houve
diferenca entre os grupos na quantidade de células Treg funcionais CD4*CD25"9"FOXP3*LAP*. A IL-10 foi
mais secretada pelas células mononucleares do sangue periférico das pacientes DMG, ndo houve diferenca
entre os grupos na secre¢do de IFN-y e IL-6, enquanto a secrecdo de citocinas IL-17, IL-4, TNF e IL-2 foi
menor no grupo DMG. Portanto, comparadas as gestantes normoglicémicas, as gestantes que desenvolvem
DMG apresentam diminuigdo das respostas do perfil Thl, Th2 e Th17, bem como diminuigdo de avidez de
IgG e correlagdo entre 0 aumento da glicemia e a diminuicdo dos niveis de anticorpos anti-T. gondii,
sugerindo uma associagdo entre 0 DMG e a modulagdo negativa da resposta imune celular e humoral contra
T. gondii. Células B, células NK e mondcitos estdo separadas por um box, para representar que também sdo
células mononucleares do sangue periférico, mas ndo foram diretamente analisadas neste trabalho. Termos de
uso: essa figura € derivada de imagens atribuidas a “Servier Medical Art” da Servier, usada sob os termos de
licenca da Creative Commons Attribution 3.0 France (CC BY 3.0 FR).



7. Conclusdo

91



Conclui-se que o DMG modula a resposta imune humoral das gestantes,
caracterizada pela diminuicdo de avidez de 1gG anti- T. gondii e por correlagdo entre a
diminuicdo dessa avidez e o aumento dos niveis glicémicos. O DMG também afetou a
resposta imune celular da mulher, modulando negativamente a producdo de citocinas
IL-2, IL-4, TNF e IL-17, e o nimero de linfécitos T CD4" produtores de IFN-y, IL-10 e
IL-17, sob estimulo de antigeno de T. gondii, e ainda aumentou o namero de linfocitos
T expressando os marcadores de ativacdo e exaustdo celular (CD28 e PD-1), sob

estimulo policlonal.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da resposta imune celular e humoral especifica ao Toxoplasma gondii em
pacientes imunomodulados

Pesquisador: Virmondes Rodrigues Junior

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Verséo: 2

CAAE: 59831016.2.0000.5154

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.870.741

Apresentacdo do Projeto:

Segundo os pesquisadores:

A toxoplasmose € uma doenca causada pelo parasito intracelular obrigatorio Toxoplasma gondii, que faz
parte do Reino Protista, Sub-reino Protozoa e Filo Apicomplexa (TENTER; HECKEROTH; WEISS; 2000,
MONTOYA; LIESENFELD, 2004), e é caracterizado por possuir um complexo apical composto de roptrias,
micronemas, granulos densos e elementos do citoesqueleto (BESTEIRO; DUBREMETZ; LEBRUN, 2011,
MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011). Existem trés formas infectantes do T. gondii, que séo os
esporozoitos encontrados dentro dos oocistos, produzidos no intestino de felinos infectados e eliminados
para o meio externo juntamente com as fezes, cada oocisto apresenta 2 esporocistos com 4 esporozoitos, e
representam a forma de resisténcia do T. gondii; os taquizoitos s&o formas de replicacdo rapida e séo
encontrados no sangue e demais liquidos organicos durante a fase aguda da doenca, contaminando érgéos
como olhos, musculos, coracdo, placenta e sistema nervoso central; e por fim os bradizoitos que sé&o
morfologicamente idénticos aos taquizoitos, contudo apresentam multiplicacéo lenta de baixo metabolismo,
sdo encontrados dentro de cistos teciduais na fase crénica da doenca, presente em varios tecidos, tais
como, os musculos esqueléticos e cardiacos, células do sistema nervoso e retina, e podem
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacédo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/12/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 754500.pdf 11:02:56
Outros Diretoria_de_Pesquisa.pdf 08/12/2016 |Virmondes Rodrigues| Aceito
11:01:33 | Junior

Outros Autorizacao_MPHU_UNIUBE .pdf 17/11/2016 |Virmondes Rodrigues| Aceito
10:01:46 | Junior

Outros Autorizacao_Obstetricia_ UFTM.pdf 17/11/2016 |Virmondes Rodrigues| Aceito
10:01:17 [ Junior

Outros Autorizacao_Reumatologia_UFTM.pdf 17/11/2016 |Virmondes Rodrigues| Aceito
09:52:05 | Junior

TCLE/ Termos de | TCLEcordaoumbilical.doc 11/11/2016 | Ana Carolina de Aceito

Assentimento / 16:55:43 | Morais Oliveira

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | ProjetofinalPlataformaBrasil.doc 11/11/2016 | Ana Carolina de Aceito

Brochura 16:31:36 | Morais Oliveira

Investigador

TCLE / Termos de | TCLEgestantes.doc 08/11/2016 |CRISTHIANNE Aceito

Assentimento / 15:46:07 |MOLINERO

Justificativa de ANDRADE

Auséncia RATKEVICIUS

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 09/09/2016 |Virmondes Rodrigues| Aceito
12:05:07 | Junior

Outros ApendicellQuestionariclmunobiologicos.| 03/08/2016 |Ana Carolina de Aceito

doc 09:37:04 | Morais Oliveira

Outros ApendicelQuestionarioGestantes.doc 03/08/2016 |Ana Carolina de Aceito
09:36:43 | Morais Oliveira

TCLE / Termos de | TCLEimunobiologicos.doc 03/08/2016 |Ana Carolina de Aceito

Assentimento / 09:36:16 [ Morais Oliveira

Justificativa de

Auséncia

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo

UBERABA, 16 de Dezembro de 2016

Assinado por:
Marly Aparecida Spadotto Balarin

(Coordenador)
Enderego: Rua Madre Mana José, 122
Bairro: Nossa Sra. Abadia CEP: 38.025-100
UF: MG Municipio: UBERABA
Telefone: (34)3700-6776 E-mail: cep@pesqpg.uftm.edu.br
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG

Comité de Etica em Pesquisa- CEP
Rua Madre Mana José, 122 - 2°. Andar - Bairro Nossa Senhora da Abadia
CEP: 38025-100— Uberaba(MG) Telefone: (0**34) 3700-6776
E-mail: cep@pesqgpg.uftm.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPANTES MAIORES DE IDADE

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

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Vocé estd sendo convidada a participar do estudo “Avaliacdo da resposta imune
celular e humoral especifica ao Toxoplasma gondii em pacientes imunomodulados™, por ser
paciente do Ambulatorio Ginecologia e Obstetricia.

Durante a gravidez, a mulher pode desenvolver diabetes gestacional. que ¢ um
aumento no nivel de glicose do sangue. e isso pode gerar complicacées para a mie e o bebé. Além
disso. a toxoplasmose ¢ uma doenca que a gestante pode confrair e também causar graves danos ao
bebé. Por isso € importante a realiza¢do do pré-natal, pois acompanha os niveis de glicose no
sangue da mulher, bem como realizam-se exames para toxoplasmose. Dessa forma, o objetivo
desse trabalho € avaliar alguns dos mecanismos de defesa de gestantes que ja tiveram contato
com toxoplasmose. associado ou ndo a altos niveis de glicose no sangue (DM+ ou DM-).
Sendo o grupo controle negativo as pacientes sem toxoplasmose e sem diabetes mellitus
gestacional. Os avancos na area da saude ocorrem através de estudos como este, por isso a
sua participacdo é importante. Ndo serd feito nenhum procedimento que lhe traga qualquer
desconforto ou risco a sua vida. apenas iremos coletar seu sangue e alguns dados.

Espera-se que o beneficio decorrente da sua participacdo nesta pesquisa seja a
descoberta de informagdes importantes da associacdo entre altos niveis de glicose no sangue e
o surgimento de complicacdes da toxoplasmose para o bebé, que serdo ufeis para fomar os
devidos cuidados com relacio a necessidade de acompanhamento e tratamento.

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 participagdo no estudo, vocé ndo receberd qualquer valor em
dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas necessérias para a realizacdo da
pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecera em qualquer

momento do estudo, pois vocé serd identificado com um numero.
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MINISTERIO DA EDITCAQ?AO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP
Rua Madre Maria Jose, 122 - 2°. Andar - Bairro Nossa Senhora da Abadia
CEP: 38025-100— Uberaba(MG) Telefone: (0**34) 3700-6776
E-mail: cep@pesqgpg.uftm.edu.br

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 o 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 participacido a
qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso ndo afetara meu tratamento.
Sei que meu nome ndo sera divulgado, que ndo terei despesas e ndo receberei dinheiro por

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

Uberaba, ............. A S
Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de Identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato dos pesquisadores

Pesquisadoras: Pesquisador orientador:
Aline Caroline de Lima Marques Prof. Dr. Virmondes Rodrigues Tunior
Ana Carolina de Morais Oliveira (34) 33185289

Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius
(34)3318-5299

Em caso de divida em relagdo a esse documento. vocé pode enfrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro pelo telefone 3700-6776.
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP
Rua Madre Maria José, 122 - 2°. Andar - Bairro Nossa Senhora da Abadia
CEP: 38025-100— Uberaba(MG) Telefone: (0**34) 3700-6776
E-mail: cep@pesqpa.uftm edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
COLETA DE SANGUE DE CORDAO UMBILICAL

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

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Solicitamos o seu consentimento para a coleta de sangue de corddo umbilical do seu
Recém-nascido. para a participacdo no estudo “Avaliacio da resposta imune celular e
humoral especifica ao Toxoplasma gondii em pacientes imunomodulados™.

Durante a gravidez, a mulher pode desenvolver diabetes gestacional, que € um
aumento no nivel de glicose do sangue, e isso pode gerar complicacdes para a méae e o bebé. Além
disso, a toxoplasmose é uma doenca que a gestante pode contrair e também causar graves danos ao
bebé. Dessa forma, o objetivo desse trabalho € avaliar alguns dos mecanismos de defesa dos
recém-nascidos, cujas mdes ja tiveram contato com toxoplasmose, associado ou nio a altos
niveis de glicose no sangue (DM+ ou DM-). Sendo o grupo confrole negativo as pacientes
sem toxoplasmose e sem diabetes mellitus gestacional. Os avancos na area da saude ocorrem
atraveés de estudos como este, por i1sso a sua autorizacdo € importante. Nao sera feito
nenhum procedimento que traga qualquer desconforto ou risco a vida do seu bebé, apenas
iremos coletar uma amostra de sangue do corddo umbilical, apos o parto.

Espera-se que o beneficio decorrente da sua autorizacdo para a coleta dessa amostra
seja a descoberta de informacodes sobre possiveis complicacdes da toxoplasmose para o bebé,
que serdo nteis para tomar os devidos cuidados com relacio a necessidade de
acompanhamento e tratamento.

Vocé podera obter fodas as informacdes que quiser e podera retirar seu
consentimento a qualquer momento. sem prejuizo no seu atendimento ou do seu bebé. Pela
sua autorizacdo no estudo. vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro. mas tera a
garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de
sua responsabilidade. Seu nome ou o nome de seu bebé, ndo aparecerdo em qualquer

momento do estudo, pois vocés serdo identificados com um niimero.
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP
Rua Madre Maria José, 122 - 2°. Andar - Bairro Nossa Senhora da Abadia
CEP: 38025-100— Uberaba(MG) Telefone: (0**34) 3700-6776
E-mail: cep@pesqgpag.uftm edu.br

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 o esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual
procedimento serd realizado. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do
estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha auforizacdo a qualquer momento,
sem justificar minha decisdo e que isso ndo afetara meu tratamento, nem o fratamento do
meu bebé. Sei que meu nome, e o nome do meu bebé ndo serdo divulgados. que nao terei
despesas e ndo receberei dinheiro por participar do estudo. Eu autorizo a coleta de sangue de

cordio umbilical do meu recém-nascido. Receberei uma via deste Termo.

Uberaba, ............. [ o S
Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de Identidade
Assinatura do pesquisadorresponsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato dos pesquisadores

Pesquisadoras: Pesquisador orientador:
Aline Caroline de Lima Marques Prof. Dr. Virmondes Rodrigues Jinior
Ana Carolina de Morais Oliveira (34) 33185289

Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius
(34) 3318-5299

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



