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RESUMO

A toxoplasmose ¢ uma das zoonoses mais prevalentes no Brasil e no mundo e pode trazer
consequéncias graves em imunossuprimidos. Por essa razdo, existe uma grande preocupacao
com a prevengdo e com 0 monitoramento de toxoplasmose aguda nesses grupos de pacientes.
Nos ultimos anos, os antagonistas de TNF tém sido utilizados para o tratamento de doencas
autoimunes (DA) e proporcionado um melhor controle dos sintomas e qualidade de vida para
esses individuos. No entanto, durante a fase cronica de toxoplasmose o IFN-y e seu receptor,
IFN-yR, necessitam da atuacdo também de TNF-a ¢ TNFR para a manutengdo da resisténcia e
laténcia da doenca, e varios estudos demonstraram risco de reativacdo de infeccdes latentes,
incluindo a toxoplasmose, em pacientes com DA em uso de imunomoduladores, devido a
diminuicdo da vigilancia dessas citocinas. No presente estudo, objetivou-se verificar se
pacientes portadores de doencas autoimunes e em uso de antagonistas de TNF possuem algum
indicio de risco aumentado de reativacdo de toxoplasmose. Para tanto, foram coletadas
amostras de sangue periférico dos pacientes que ja tiveram contato com o Toxoplasma gondii
(IgG"), portadores de doencas autoimunes que estavam em uso de drogas sintéticas (DS) e/ou
imunobioldgicos (IB) e de individuos do grupo controle (GC), e as células mononucleares do
sangue periférico foram separadas e avaliadas apos estimulacdo com antigenos solUveis totais
de Toxoplasma gondii e com anti-CD3 e anti-CD28 ou sem nenhum estimulo, nos tempos de
48 e 96 horas. Foram avaliados os seguintes marcadores: CD69* e CD28" para ativacdo e PD-
1 para exaustdo; expressdo intracelular de IFN-y, IL-17 e IL-10 por CD4" e presenca de
células T CD4" regulatorias, pela marcacdo de CD25", FOXP3 e LAP. A producdo das
citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a e IL-17 foi dosada em sobrenadante de
cultura apés 96 horas. As sorologias para IgG total e IgGl também foram avaliadas.
Observou-se que ndo houve diferenca nos niveis de 1gG total e IgG1 entre 0s grupos, porém
foi possivel observar que a avidez de 1gG1 estava diminuida no IB em relagdo ao GC. Todos
0s grupos apresentaram forte correlacdo entre a positividade de 1gG e IgG1. Com relagéo a
analise celular, foi visto que linfécitos T CD4" expressando PD-1 estdo aumentadas em
individuos com DA e em uso de DMARDs. Foi verificado ainda que o tratamento com
bloqueadores de TNF pareceu ndo exercer influéncia sobre as populacdes das células T
regulatdrias estudadas e ndo interferiu nem na expressao das citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10
por células CD4", nem na producdo de citocinas por PBMCs de pacientes com DA. Dessa

forma, podemos concluir que aparentemente o uso de imunobioldgicos isoladamente ndo é



suficiente para desequilibrar a imunidade a ponto de prejudicar a resposta & infeccdo por
Toxoplasma gondii e predispor a reativacdo de toxoplasmose.

Palavras-chave: Bloqueadores de TNF, Imunoglobulinas, Toxoplasma gondii,

Imunossupressdo, Toxoplasmose, Resposta Imune.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is one of the most prevalent zoonoses in Brazil and in the world and can have
serious consequences in immunosuppressed patients. For this reason, there is great concern
with the prevention and monitoring of acute toxoplasmosis in these groups of patients. In
recent years, TNF antagonists have been used to treat autoimmune diseases (AD) and provide
better symptom control and quality of life for these individuals. However, during the chronic
phase of toxoplasmosis, IFN-y and its receptor, IFN-yR, also need the action of TNF-a and
TNFR to maintain disease resistance and latency, and several studies have shown risk of
reactivation of latent infections, including toxoplasmosis, in patients with AD using
immunomodulators, due to the decreased surveillance of these cytokines.. In the present
study, the objective was to verify whether patients with autoimmune diseases and using TNF
antagonists have any indication of an increased risk of toxoplasmosis reactivation. For this
purpose, peripheral blood samples were collected from patients who had already had contact
with Toxoplasma gondii (IgG+), in addition to autoimmune diseases who were using
synthetic (DS) and/or immunobiological drugs (IB) and from individuals in the control group
(CG). Peripheral blood mononuclear cells were separated and evaluated after stimulation with
total antigens free of Toxoplasma gondii and with anti-CD3 and anti-CD28 or without any
stimulus, at 48 and 96 hours. The following markers were evaluated: CD69+ and CD28+ for
activation and PD-1 for exhaustion; intracellular expression of IFN-y, IL-17 and IL-10 by
CD4+ and presence of regulatory CD4+ T cells by labeling CD25+, FOXP3 and LAP. The
production of cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a and IL-17 was measured in
culture supernatant after 96 hours. Serology for total IgG and 1gG1 were also evaluated. It
was observed that there was no difference in the levels of total 19gG and IgG1 between the
groups, but it was possible to observe that the IgG1 avidity was reduced in the IB compared to
the CG. All groups showed a strong correlation between 1gG and 1gG1 positivity. Regarding
cell analysis, it was seen that CD4" T lymphocytes expressing PD-1 are increased in
individuals with AD and using DMARDs. It was also verified that treatment with TNF
blockers did not seem to influence the populations of regulatory T cells studied and did not
interfere with the expression of the cytokines IFN-y, IL-17 and IL-10 by CD4+ cells, nor with
the production of cytokines by PBMCs from AD patients. Thus, we can conclude that
apparently the use of immunobiologicals alone is not enough to unbalance immunity to the
point of impairing the response to Toxoplasma gondii infection and predisposing to

toxoplasmosis reactivation.



Keywords: TNF Blockers, Immunoglobulins, Toxoplasma gondii, Immunosuppression,

Toxoplasmosis, Immune Response.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma das zoonoses mais prevalentes no Brasil e no mundo,
apresentando distribuicdo variada de acordo com a populacdo estudada. Embora seja uma
doenga autolimitada em imunocompetentes, pode trazer graves consequéncias em
imunossuprimidos, o que faz com que tenha grande importancia médica (MUNOZ;
LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011; PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS, 2009).

A atuacdo do sistema imune € determinante para a manutencdo da laténcia da
toxoplasmose. Por essa razdo, existe uma grande preocupagdo com a prevengdo e com o
monitoramento de toxoplasmose aguda em pacientes que apresentam algum tipo de
comprometimento imunoldgico, tais como transplantados, HIV-positivos que desenvolveram
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), gestantes e recém-nascidos, uma vez que ja
estd bem estabelecida a gravidade das manifestacbes nesses grupos (ISA et al., 2016;
PASSOS; ARAUJO FILHO; ANDRADE JUNIOR, 2000; STRAY-PEDERSEN, 1993).
Nesse contexto, o tratamento com anticorpos neutralizantes de citocinas especificas se
mostrou revolucionario para o controle da evolucdo das doencas autoimunes (ELLIOTT et al.,
1994), porém ja existem alguns registros de complicagdes, sendo a principal delas a
reativacao de infecgdes oportunistas (GOMEZ-REINO; CARMONA; DESCALZO, 2007).

A realizacdo de sorologia para toxoplasmose estd entre as recomendacdes do
Ministério da Saude para o monitoramento de alguns desses grupos de risco para o
desenvolvimento da doenca (SAUDE, 2013, 2016), porém ainda ndo se sabe ao certo até que
ponto ha o risco de reativacdo de toxoplasmose devido ao uso de drogas imunossupressoras e,
portanto, ndo ha também nenhuma recomendacdo para que se faca avaliacdo antes do uso
desses medicamentos. Sabendo-se que trata-se de uma zoonose de grande impacto em
imunossuprimidos, torna-se imprescindivel compreender como ocorre a modulacdo do
sistema imune em individuos que fazem uso desses medicamentos imunobiolédgicos; quais
alteracdes ocorrem no perfil celular e padrédo de citocinas secretadas frente aos antigenos do
Toxoplasma gondii ap0ds a introdugdo dessa terapia, qual o real risco de reagudizacdo dessa
doenca nesses pacientes e ainda qual a participacdo da imunidade humoral através da
producéo de anticorpos. E por fim, como esses dados podem ser utilizados para auxiliar no
monitoramento do tratamento desses pacientes, caso se comprove um alto risco de

desenvolvimento de toxoplasmose aguda.

Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius



© 00 N oo o b~ W N e

W W oW N RNRNRNRLDRNNRNRNRNDNRR R R B B B B B
N B O © © N o OO0 8 WO N FBP O © 0 N O 00~ W N B O

19

Introducéo

1.1 TOXOPLASMOSE

A Toxoplasmose é uma doenca causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, que é
um parasito intracelular obrigatdrio e pertence a familia Sarcocystidae, classe Sporozoa, filo
Apicomplexa. Esse parasito foi descrito pela primeira vez em 1908 através de estudos feitos
por Splendore no Brasil utilizando-se coelhos e simultaneamente na Tunisia, utilizando-se
roedores, pelos autores Nicolle e Manceaux. Apenas cerca de 15 anos depois, em 1923, foi
relatado o primeiro caso de transmissdo de toxoplasmose em uma crianca de 11 meses, que
veio a falecer em decorréncia da doenca e que apresentou VArios acometimentos que
posteriormente foram atribuidos como provenientes da infeccdo pelo Toxoplasma gondii
(NICOLLE; MANCEAUX, 1909; REMINGTON et al., 2006; SPLENDORE, 1908).

Essa zoonose apresenta distribuicdo mundial e acredita-se que cerca de um terco da
populacdo mundial ja teve contato com o parasito, apresentando a infec¢do de forma crénica.
Sua prevaléncia ndo é homogénea entre 0s continentes, variando de 10 a 80% dependendo da
regido geografica, do pais e da populacdo estudada. Em alguns paises da Africa e da América
Latina, a positividade para a infeccdo por Toxoplasma gondii pode chegar a 60% ou mais,
demonstrando os indices mais altos. Ja paises da Europa apresentam entre 30 a 50% de
prevaléncia da doenca, enquanto América do Norte e alguns paises da Asia, Europa (norte) e
Africa apresentam indices baixos, variando entre 10 a 30%. No Brasil, estima-se que
aproximadamente 60% da populacdo esteja infectada com o Toxoplasma gondii (PAPPAS;
ROUSSOS; FALAGAS, 2009; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Vérios fatores podem influenciar na distribuicdo do parasito, tais como
socioecondémicos e culturais, climaticos, condicdes de higiene e habitos alimentares
(AVELAR et al., 2018; VARELLA et al., 2003; WILKING et al., 2016). Contudo, a grande
importancia dessa zoonose se deve a sua prevaléncia e maior morbidade principalmente em
gestantes e recém-nascidos com infeccdo congénita (KOSKINIEMI, 1989; STRAY-
PEDERSEN, 1993) e em pacientes imunossuprimidos, dentre os quais destacam-se pacientes
HIV positivos que desenvolveram AIDS (PASSOS; ARAUJO FILHO; ANDRADE JUNIOR,
2000), pacientes transplantados (ISA et al., 2016) e pacientes com doengas autoimunes em
uso de drogas imunossupressoras, modificadoras do curso da doenca (PULIVARTHI et al.,
2015).

Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius
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1.1.1 Toxoplasma gondii

Embora o parasito tenha sido descoberto no inicio do século XX, foi na década de 50
que estudos mais detalhados sobre a morfologia e reproducdo do parasito comecaram a
ocorrer. Em 1954 foram descritas varias organelas antes desconhecidas, como os condides e
micronemas (GUSTAFSON; AGAR; CRAMER, 1954), enquanto em 1958 foi observada e
descrita pela primeira vez que a reproducdo do Toxoplasma gondii (T. gondii) ocorre por
endodiogenia, em que uma célula mde forma duas células filhas, posteriormente também
descrita em maiores detalhes em 1962 (GAVIN; WANKO; JACOBS, 1962; GOLDMAN;
CARVER; SULZER, 1958; LUDVIK, 1958).

Toxoplasma gondii em sua forma livre é alongado, apresentando forma muito
semelhante a uma lua crescente, exceto pelo seu posterior que é levemente arredondado. E
protegido por uma membrana externa, que envolve todo o parasito, e uma membrana interna,
mais espessa, que se inicia no anel polar anterior e termina no anel polar posterior, assim
como os microttbulos presentes no citoplasma do parasito. A membrana externa possui uma
invaginacao na borda lateral anterior ao nucleo, conhecida como microporo. Na extremidade
anterior ha estruturas como as micronemas e o conoide, que fica dentro do anel polar, sendo
composta ainda por tabulos em espiral e roptrias, que sdo aproxidamente 8 no parasito. O
reticulo endoplasmatico fica lateral ao nucleo, situado na extremidade posterior, assim como a
mitocondria logo abaixo, que possui cristas tubulares e é longa e ramificada (SHEFFIELD;
MELTON, 1968).

Esse parasito possui a capacidade de infectar células nucleadas e tecidos de qualquer
animal de ‘“sangue quente”, incluindo humanos, através do complexo apical (condide, anel
polar, microtubulos, roptrias, micronemas e granulos densos), que promovem a invasdo na
célula hospedeira (DUBEY, 1998; DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

Existem trés formas infectantes distintas de Toxoplasma gondii: 0s oocistos contendo
esporozoitos, produzidos no intestino de felideos infectados e eliminados para 0 meio externo
ainda imaturos juntamente com as fezes; os taquizoitos, anteriormente denominados
trofozoitos, que sdo a forma proliferativa ou livre e estdo presentes na fase aguda da doenca; e
0s cistos contendo bradizoitos, que podem permanecer indeterminadamente no hospedeiro e
sdo a forma de resisténcia de T. gondii (DUBEY; BEATTIE, 1988; FRENKEL, J. K;;
DUBEY, J. P.; MILLER, 1970; FRENKEL, 1973; SHEFFIELD, H. G.; MELTON, 1970).

Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius
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Seu ciclo bioldgico (Figura 1) é constituido de duas fases (heteroxénico), sendo 0s
felideos os hospedeiros definitivos; enquanto aves e mamiferos em geral, incluindo 0 homem,
estdo entre os hospedeiros intermediarios. Dessa forma, nos primeiros acontecem as fases
sexuada e assexuada do ciclo e nos demais, apenas a fase assexuada (DUBEY; FRENKEL,
1972; FRENKEL, J. K.; DUBEY, J. P.; MILLER, 1970; HUTCHISON et al., 1970).

A\ Estagio mfeccioso

A= Esiagio de diagnostico

.
=

—r——
= =

— ———

Cistos
Teciduais

t-fq

Figura 1: Ciclo Bioldgico de Toxoplasma gondii. Fonte: (“CDC - DPDXx - Toxoplasmosis”, 2020).

Quando o hospedeiro definitivo ingere uma das formas — esporozoitos, taquizoitos ou
bradizoitos — ocorre a invasdo das células epiteliais do intestino delgado, onde inicia-se a
esquizogonia (proliferacdo por endodiogenia) que origina varios merozoitos que recebem o
nome de esquizonte maduro. O esquizonte se rompe e libera 0s merozoitos, que penetram
novas células e em seguida se diferenciam em gamontes, originando 0os microgametas maveis
(gametas masculinos) e os macrogametas imoveis (gametas femininos). A fecundacéo entre
os dois origina o zigoto, que em seguida forma o oocisto imaturo, que é entdo eliminado
juntamente com as fezes e, no meio externo, sofre 0 processo de esporogonia, tornando-se
maduro (DUBEY; FRENKEL, 1972; KAWAZOE; NEVES, 2002).

Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius



© 00 N oo o b~ W N e

W W W W W NN NDNDNDNDRNDNDRNDNNIDRNERER P P R P R R R, e
BE WO N P O © 0 N o 0 B WO NP O © 0 N O 0l b W N B O

22

Introducéo

Quando o hospedeiro intermediario ingere acidentalmente alimentos ou &gua
infectados por oocistos contendo esporozoitos ou carne crua ou malpassada contendo
bradizoitos, estes passam pelo epitélio intestinal e entdo se multiplicam por endodiogenia
apos invadir as células do individuo. Os taquizoitos formados rompem a célula infectada e
infectam novas células, causando diversos tipos de sintomas de fase aguda. A acdo do sistema
imune abranda a invaséo e promove o0 encistamento, caracterizando a fase cronica (DUBEY,
1997; DUBEY:; LINDSAY:; SPEER, 1998). Estima-se que o tempo para a formacéo de cistos
varia de acordo com a forma presente no momento da contaminagdo. Em animais infectados
em laboratorio, observou-se que ocorre formacao de cistos de T. gondii cerca de 5 dias ap0s
inoculacdo com a forma livre (taquizoitos), de 7 a 9 dias, com bradizoitos e 9 a 10 dias, com
0ocistos; e que o0s cistos possuem uma maior afinidade por tecido cerebral e musculatura do
que por érgdos como rins, figado, baco ou pulmao, nas cobaias infectadas inicialmente com
taquizoitos (DUBEY; FRENKEL, 1976). Vale ressaltar que outras formas de transmissdo
para 0 homem sdo transmissdo vertical ou transplacentaria, amamentagdo, por saliva,
esperma, acidentes laboratoriais com pérfuro-cortantes e transfusdo sanguinea, todos mais
raros (AMATO; MARCHI, 2002; DUBEY, 1998) .

1.2 MANIFESTACOES CLINICAS

A toxoplasmose pode causar desde manifestacGes clinicas leves até acometimentos
mais graves; e pode também ser assintomatica. O sistema imune pode promover resposta
contra a infecgdo por Toxoplasma gondii, produzir anticorpos e ainda assim ndo haver
manifestacdo de sintomas nos individuos acometidos. De fato, a maioria dos individuos
imunocompetentes infectados permanecem com bradizoitos em seus tecidos durante toda sua
vida, sem causar qualquer transtorno (DUBEY; DESMONTS, 1987; DUBEY; LINDSAY;
SPEER, 1998). Dentre os sintomas comuns durante a fase aguda estdo fadiga, cefaleia, febre e
por vezes linfadenopatia, que se resolvem em poucos dias. Raramente individuos
imunocompetentes desenvolvem manifestacGes mais graves da doenga, porém podem ocorrer;
existem casos documentados de pneumonia, infeccdes cardiacas, toxoplasmose disseminada e
principalmente toxoplasmose ocular (LEAL et al., 2007; NUNURA et al.,, 2010; PARK;
HAN; NAM, 2011; PERGOLA; CASCONE; RUSSO, 2010).

A toxoplasmose ocular pode ocorrer tanto como recorréncia de uma infeccdo
congénita quanto devido a uma infec¢do adquirida, sendo uma das manifestacbes mais

frequentes também em individuos imunocompetentes. Dentre os acometimentos oculares
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estdo inclusos retinocoroidite, vitrite e uveite anterior; além de descolamento vitreo parcial ou
total, espessamento da parede da retina e descolamento de retina ndo regmatogénico, papilite
e periflebite em alguns casos (PARK; HAN; NAM, 2011).

Alguns fatores podem ser determinantes para essas variagcdes, tais como a carga
parasitaria, a cepa do parasito, a idade do individuo e condigdes do sistema imune. As cepas
do tipo I, por exemplo, sdo mais virulentas e possuem multiplicacdo mais rapida do que as
cepas tipo Il (AVELAR et al., 2018; HOWE; DAVID SIBLEY, 1995). Contudo, dentre esses
fatores 0 mais importante para o curso da infeccdo € o grau de comprometimento do sistema
imune. A toxoplasmose possui grande impacto em fetos e recém-nascidos com infeccdo
congénita e em individuos imunodeprimidos ou imunossuprimidos, apresentando maior
morbidade e mortalidade nesses individuos (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

Uma das formas mais grave e mais preocupante de toxoplasmose € a infeccdo
congénita, que pode apresentar diferentes acometimentos para o feto ou bebé de acordo com o
tempo de gestagdo em que a mulher contraiu a infecgdo. A probabilidade de transmissdo
transplacentaria durante o ultimo trimestre € maior, porém as alteracGes e possiveis sequelas
sdo0 menos graves do que as que podem ocorrer no inicio da gestacdo (LINDSAY; DUBEY,
2011).

Dentre as alteragdes mais observadas no periodo perinatal estdo coriorretinite,
hidrocefalia, calcificagdes cerebrais, doenca sistémica, microcefalia, além de danos
oftalmoldgicos como maculares observados ao nascimento, que podem ser amenizadas se as
criancas forem acompanhadas e tratadas adequadamente a longo prazo. Contudo, criangas que
nascem aparentemente sem sequelas ou mesmo aquelas que fizeram o tratamento podem
desenvolver episodios de convulsdes afebris e mesmo desenvolver novas lesdes na retina (MC
AULEY etal., 1994).

Outro grupo muito acometido por toxoplasmose, seja primeira infeccdo ou reativacao,
sdo os pacientes HIV positivos, com manifestacdo de AIDS. A destruicdo de linfocitos T CD4
— (ue sdo extremamente importantes na organizacdo de respostas contra patdégenos —
decorrente dessa condi¢do causa uma consequente diminuicdo da vigilancia do sistema imune.
Com isso, esses pacientes ficam mais “expostos” aos danos que Toxoplasma gondii pode
causar, podendo levar ao desenvolvimento de manifestacbes como encefalite toxoplasmica.
Essa alteracdo esta diretamente relacionada a contagens de T CD4 menores que 100 células
por milimetro ctbico (mm?®) e representa um importante risco de mortalidade nesses casos
(NISSAPATORN et al., 2004), uma vez que pode ocorrer uma diminuigdo da produgéo de

IFN-y, culminando na dificuldade de contencéo parasitaria, € a0 mesmo tempo um aumento
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de TNF-o que, em excesso e sem acdo sinérgica com o IFN-y, pode causar uma resposta
inflamatoria exacerbada mais prejudicial do que eficaz contra a infeccdo. Contudo, é
importante ressaltar que esse desequilibrio nessas citocinas também pode ser observado em
individuos com toxoplasmose ocular ndo infectados com HIV (MEIRA et al., 2015, 2014).
Dentre os principais sintomas presentes na associacdo de AIDS com toxoplasmose cerebral
estédo dores de cabeca, desaceleracdo psicomotora, hemiparesia, confusdo, febre, alteragcéo de
consciéncia, convulsoes, alteracdo do nervo craniano, alteracdo visual, entre outros, sendo que
alguns pacientes s6 descobrem o diagndstico de HIV positivo devido aos sintomas de
neurotoxoplasmose. Contudo, o adequado tratamento anti-toxoplasmose e a introducdo da
terapia antirretroviral altamente ativa (highly active antiretroviral therapy - HAART)
contribuem para uma resposta parcial ou mesmo completa ao tratamento dos acometimentos
neuroldgicos (VIDAL et al., 2005).

Em pacientes transplantados também existe o risco de acometimento por
toxoplasmose, estando entre os sintomas mais comuns febre e convulsdes e o 6rgdo mais
acometido é o cérebro. Muitas vezes a identificacdo da doenca sé ocorre apos o Obito. Além
disso, uma preocupacao recorrente com esses individuos € que a infec¢do pode ocorrer tanto a
partir do doador como do receptor com toxoplasmose latente, ou seja, primeira infec¢do do
receptor negativo a partir do doador com sorologia positiva ou reagudizacdo da infeccdo a
partir do receptor com sorologia positiva para a doenca (DE MEDEIROS et al., 2001). Dentre
os tipos de transplantes destaca-se o de coragdo e coracdo/pulméo que apresenta alto risco de
infeccdo priméaria de toxoplasmose em doadores positivos e receptores negativos; e o
transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas quando se trata de reativacdo de
infecgdo latente no receptor (DEROUIN; PELLOUX, 2008). Individuos diagnosticados com
cancer e em uso de quimioterapia também apresentam grande risco de desenvolvimento de
toxoplasmose, muitas vezes apresentando parasitemia logo ap6s o tratamento com drogas
antineoplasicas (KHABAZ; ELKHATEEB; AL-ALAMI, 2011).

Um outro grupo que tém se destacado devido ao seu estado de imunossupressao séo
pacientes que possuem doencas autoimunes e fazem uso de medicamentos imunomoduladores
para o controle da resposta inflamatoria exacerbada e destruicdo tecidual gerada nessas
condigdes. O uso dessas drogas causa uma imunossupressao que, se ndo monitorada, pode
aumentar o risco de infecgdes oportunistas, incluindo infecgdes fungicas, virais, tuberculose,
outras infec¢des por micobactérias e toxoplasmose (MOTA et al., 2015a; PULIVARTHI et
al., 2015).

Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius
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1.3 PERFIL DE RESPOSTA IMUNE CONTRA O TOXOPLASMA GONDII

A resposta imune contra o Toxoplasma gondii € desempenhada, assim como na
maioria das infeccdes, inicialmente pela imunidade inata, seguida pela ativacdo dos
mecanismos humoral e celular da imunidade adaptativa. Os receptores de reconhecimento de
padrdes (pattern recognition receptors — PRRS), como os receptores semelhantes a Toll —
Toll like receptors (TLR), receptores semelhantes a NOD (NOD-like receptors) e lectinas tipo
C (C-type lectins) ttm uma participacdo primordial na ativacao de respostas contra patdgenos,
através da producéo de citocinas pré-inflamatorias (SASAI; YAMAMOTO, 2019).

Durante a resposta imune inata ao T. gondii 0os TLRs — que apresentam 10 tipos de
receptores em humanos e 13 em camundongos, mantém o primeiro contato com o parasito
(MEDZHITOV; PRESTON-HURLBURT; JANEWAY, 1997). Os TLRs sdo capazes de
reconhecer e se ligar em componentes associados aos patdégenos e promover uma rapida
resposta contra o agente invasor (SASAI; YAMAMOTO, 2019). Essa ligacdo desencadeia
uma cascata de sinalizacdo que é, em grande parte, dependente do fator de diferenciacao
mieloide 88 — Myeloid Differentiation factor 88 (MyD88) —, uma proteina adaptadora
utilizada por varios membros da familia dos receptores TLR (MEDZHITQV et al., 1998), e
essencial para a adequada producdo precoce de IL-12 pelas células apresentadoras de
antigenos (APCs) (SCANGA et al., 2002).

MyD88 é tdo importante que camundongos geneticamente modificados ou Knockout
para o gene codificador dessa molécula sdo incapazes de sobreviver a fase aguda da infec¢éao
pelo T. gondii, pois a redugdo na producdo de IL-12 por neutréfilos, macrofagos e células
dendriticas (DCs) e, consequentemente, na resposta contra o parasito facilita também a sua
proliferacdo. Sua deficiéncia pode ainda interferir negativamente na imunidade celular
mediada por células, por prejudicar indiretamente a producdo de IFN-y secretado em resposta
a 1L-12; podendo, portanto, contribuir para uma resposta Thl insuficiente (SCANGA et al.,
2002). Além disso, a deficiéncia de MyD88 ou TLR2 pode prejudicar a producdo de 6xido
nitrico (NO) pelas células, assim como aumentar 0s niveis de citocinas do perfil Th2 como
IL-4 e IL-10 (MUN et al., 2003); contudo, embora a importancia de MyD88 esteja bem
descrita, existem divergéncias quanto ao nivel de participacdo de TLR2 nas respostas contra o
T. gondii (MUN et al., 2003; SCANGA et al., 2002).

A ligacdo nos receptores TLR também induzem a ativacdo do fator de transcri¢do
nuclear kB (NF-kB) através da quinase associada ao receptor de interleucina-1 — Interleukin-1

receptor-associated kinase (IRAK) — e da proteina adaptadora receptor de TNF associado ao
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fator 6 — TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6) (MEDZHITQV et al., 1998); e expresséo
de genes para citocinas pro-inflamatdrias, como IL-6, IL-8 e IL-1, além de B7.1, que é uma
molécula coestimulatoria essencial para a ativacdo de linfocitos T naive (MEDZHITOV;
PRESTON-HURLBURT; JANEWAY, 1997).

Dentre os TLRs que participam da resposta anti-T. gondii destacam-se TLR11 e
TLR12 (descritos apenas em camundongos) que reconhecem a profilina do parasito através da
formacéo de heterodimeros entre si e, assim como TLR3, TLR7 e TLRY, sua ativacdo também
¢ mediada pelo gene UNC93B1. Enquanto estudos sugerem que a deficiéncia desses trés
ultimos receptores resulta na diminui¢do da producédo de IL-12 e IFN-y (MELO et al., 2010),
outros atribuem esse efeito aos TLRs 7, 9 e 11 (ANDRADE et al., 2013). TLR4 e TLR2
também parecem ter alguma participacdo no reconhecimento de proteinas ancoradas por
glicosilfosfatidilinositol (GPI) presentes na superficie do Toxoplasma gondii, resultando na
liberacdo de NO mais especificamente pelo reconhecimento por TLR2 (DEBIERRE-
GROCKIEGO et al., 2007; MUN et al., 2003). Contudo, os genes codificantes de TLR11 e 12
ndo sao funcionais em humanos, pressupondo-se portanto que o TLR7, responsavel pelo
reconhecimento de RNA, e o TLR9, por DNA, seriam os principais atuantes na resposta
contra a toxoplasmose humana, provavelmente associados a outros receptores (ANDRADE et
al., 2013).

Outro fator relacionado a imunidade contra o T. gondii € a ligacdo do receptor de
quimiocina CC do tipo 5 (CCR5) que induz a producéo de IL-12 contra o T. gondii em células
dendriticas e utiliza a via de sinalizacdo pela proteina G (ALIBERTI et al., 2000). Embora
seja uma via diferente de MyD88, ambas podem atuar em sinergia, promovendo a
potencializagéo da resposta (SCANGA et al., 2002).

Com relacdo as principais células presentes durante a resposta imune inata, destacam-
se as células dendriticas, uma vez que tém a capacidade de migrar até os 6rgaos linfoides para
apresentacdo de antigenos aos linfécitos T naive e, a0 mesmo tempo, produzir respostas
rapidas através da secrecdo de IL-12, apenas poucas horas ap0s o contato inicial com o
patdgeno, induzindo assim o inicio da resposta imune mediada por células (SOUSA et al.,
1997). Ha ainda as células linfoides inatas (innate lymphoid cells — ILCs) — que sdo divididas
em ILC1s, ILC2s e ILC3s — em que destacam-se as ILC1s que auxiliam na producéo de IFN-y
e TNF-a em resposta a presenca de Toxoplasma gondii (KLOSE et al., 2014; SASAI,
YAMAMOTO, 2019).

Dessa forma, com a ativacdo da imunidade celular devido a producgdo de citocinas

como o TNF-a e IL-12 associadas a presenca do parasito e, 0 consequente aumento de IFN-y
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por células NK e linfdcitos, ha a diferenciacéo de linfocitos T CD4" para o perfil Thl. Essas
citocinas sdo capazes de orquestrar importantes mecanismos efetores que agem impedindo a
multiplicacdo do parasito e, com isso, auxiliam na limitacdo dos danos causados na fase aguda
da doenca (JOHNSON; SAYLES, 1997; LUDER; BOHNE; SOLDATI, 2001; SUZUKI et al.,
1988). Um estudo demonstrou que a presenca de células T CD4* ou T CD8", assim como da
citocina IFN-y, é essencial para a contencdo do parasito, de modo que, quando as duas
linhagens ou o IFN-y sdo bloqueados pode ocorrer a reativagdo da toxoplasmose antes em
estado de laténcia (GAZZINELLLI et al., 1992). Além disso, a diminuicdo das citocinas chave
do perfil Thl, IL-12 e IFN-y, durante a fase aguda da doenga podem implicar na inibigdo da
apresentacdo de antigenos, o que resulta no prejuizo da resposta imune celular e consequente
aumento da multiplicacdo dos parasitos. A diminuicdo desse perfil pode promover ainda o
aumento de citocinas como IL-4 e IL-10 (GAZZINELLI et al., 1994). Nesse contexto, a
reativacdo de algumas manifestacbes clinicas da Toxoplasmose, como por exemplo
toxoplasmose congénita, é de fato acompanhada do predominio do perfil Th2 (KAHI et al.,
1999).

O aumento no numero de parasitos, assim como as alteracGes provenientes dessa
multiplicacdo, ocorre porque é a acdo dessa resposta celular efetiva que promove a formacédo
de cistos contendo bradizoitos, que é a forma presente na toxoplasmose latente e, qualquer
prejuizo nessa resposta leva a ndo formacdo (em caso de primeira infec¢do) ou ruptura dos
cistos (em caso de reativacdo) geralmente resultando em desenvolvimento de manifestaces
graves, principalmente em individuos imunocomprometidos (BOHNE; HEESEMANN;
GROSS, 1993, 1994; LYONS; MCLEOD; ROBERTS, 2002; SOETE et al., 1993).

Embora a imunidade celular tenha participacdo central na defesa contra o Toxoplasma
gondii por se tratar de um parasito intracelular obrigatério (GAZZINELLI et al., 1992;
MOSMANN et al., 1986), a resposta humoral também possui extrema importancia durante a
fase aguda, tanto no que se refere a diagnostico laboratorial através da dosagem de anticorpos
produzidos por plasmdcitos frente a infeccdo como no combate a taquizoitos pela resposta
antigeno-especifica (SABIN; FELDMAN, 1948). Os anticorpos produzidos se ligam em
taquizoitos livres na corrente sanguinea e podem a afetar a entrada de taquizoitos nas células,
0 que acredita-se ser mais eficaz na destruicdo do parasito do que o auxilio ao sistema
complemento e as células fagociticas através da opsonizacdo (SAYLES; GIBSON;
JOHNSON, 2000). Um estudo de Castellano e colaboradores (2009) mostrou que pacientes

com leishmaniose apresentaram altos niveis circulantes de I1gG anti-leishmania,
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principalmente naqueles com lesdes, e que esse aumento se correlacionou positivamente com
os niveis de citocinas do perfil Th1 (CASTELLANO et al., 2009).

Na toxoplasmose, camundongos deficientes em células B infectados oralmente com
cistos de T. gondii conseguiram sobreviver a fase aguda da infec¢do; contudo sucumbiram
poucas semanas depois apresentando uma sobrevida inferior a camundongos que ndo possuem
deficiéncia nessas células, além de maior quantidade de cistos e taquizoitos no cérebro,
acompanhados por areas de inflamacéo e necrose, apesar de apresentarem niveis de IFN- v,
IL-10 e NO no cérebro e sérico de IFN- y semelhantes ao do grupo controle. Entretanto,
quando esses animais receberam tratamento com anticorpos IgG anti-T.gondii houve um
aumento em sua sobrevida, demonstrando que a resposta imune humoral é essencial para
auxiliar na diminuicdo da multiplicacdo de parasitos, principalmente no cérebro (KANG;
REMINGTON; SUZUKI, 2000). Outro estudo mostrou que camundongos com deficiéncia de
linfocitos T CD4" infectados com taquizoitos apresentam baixa producdo sérica de 1gG2a e
que a administracdo dessa imunoglobulina especifica para o T. gondii, embora apenas durante
o tempo de tratamento, foi capaz de aumentar a sobrevida desses animais, o que confirma a
importancia da participacdo de anticorpos na resposta anti-T. gondii (JOHNSON; SAYLES,
2002).

Aléem disso, uma vez que a infeccdo na maioria das vezes é assintomatica em
imunocompetentes, mas pode apresentar acometimentos desde leves até graves em gestantes,
recém-nascidos e imunodeprimidos/imunossuprimidos em geral (MUNOZ; LIESENFELD;
HEIMESAAT, 2011), a avaliacdo da producdo de anticorpos IgM durante a fase aguda e de
IgG durante a fase cronica especificos contra o T. gondii é de extrema importancia para a
determinacdo do estagio da infeccdo (CAMARGO et al., 1991; LIU et al., 2012).

Dessa forma, observa-se na fase aguda o surgimento da IgM logo apds a primeira
semana de infeccdo e, a medida que a doenca vai cronificando, seus niveis séricos vao
diminuindo gradativamente até sua negativacdo (DEL BONO et al., 1989; WIELAARD et al.,
1983), enquanto a IgG passa a ser produzida entre uma e duas semanas de infecgéo, atinge
valor maximo em seis semanas e posteriormente reduz novamente persistindo por toda a vida
do individuo infectado (MONTOYA, 2002). Dentre as quatro subclasses de IgG, a IgG1 é
considerada predominante na resposta contra o T. gondii, seguida pela 1gG2 e IgG3 em bem
menores quantidades e quase nenhuma producdo de IgG4 (HUSKINSON et al., 1989).
Contudo, a 1gG4 tém sido observada em doengas autoimunes e j& demonstrou grande
participacdo em lesdes de oOrgdos e tecidos de pacientes com pancreatite autoimune

(KAMISAWA et al., 2003) — 0 que pode ser interessante para o estudo da relacdo dessa
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imunoglobulina em casos de reativacdo de toxoplasmose em individuos com autoimunidade
imunossuprimidos atraves de medicacao para controle da inflamacéo.

Alguns individuos podem apresentar niveis altos de IgM na circulacdo sanguinea
durante cerca de dois anos ou mais, que € um tempo maior que o esperado para a presenca
dessa imunoglobulina e, nesse caso, pode ser chamada de IgM residual. Contudo, os
anticorpos 1gG apresentam maior afinidade com seu antigeno especifico a medida que sofrem
maturacdo, de modo que, quanto maior o tempo de infeccdo, maior a avidez dessa
imunoglobulina pelo antigeno (DEL BONO et al., 1989; HOLLIMAN et al., 1994; RIBEIRO;
MUTIS; FERNANDES, 2008). Dessa forma, uma outra avaliagdo bastante utilizada, mais
comumente em gestantes, e muito importante para a determinacdo da fase da doenca em que o
individuo se encontra, principalmente nos casos de IgM residual, é a avidez de 1gG, ja que
uma baixa avidez da ligacdo entre antigenos de T. gondii com a IgG indica que a infec¢do é
recente; enquanto a alta avidez significa que a exposi¢do ao parasito ocorreu ha mais tempo
(CAMARGO et al., 1991). Outros métodos diagndsticos, tais como testes moleculares como a
Reacdo em Cadeia da Polimerase - Polymerase Chain Reaction (PCR), tém sido amplamente
utilizados para confirmacéao da presenca de DNA do parasito apos proliferacdo, indicando fase
aguda (LAWRENCE BURG et al., 1989), seja sozinho ou em associagdo com a avaliacdo de
anticorpos.

1.3.1 Dinamica de Producéo de Citocinas na Resposta Imune

Células apresentadoras de antigenos profissionais (APCs) e linfécitos T CD4" sdo 0s
principais produtores de citocinas. Essas moléculas possuem grande importancia durante a
resposta imune mediada por células, pois tém a capacidade de regula-la de modo que, as
células T auxiliares podem se diferenciar em subpopulacdes com funcdes bem distintas,
dependendo do tipo de sinais que recebem e das citocinas que secretam em resposta ao
reconhecimento de um antigeno. As primeiras subpopulacdes descobertas foram as T helper 1
(Thl) e Th2 (MOSMANN et al., 1986). Linfocitos Thl sdo especializados na resposta contra
patdgenos intracelulares e produzem principalmente IL-12 e IFN- y — que sdo as mais
utilizadas para identificar esse perfil — IL-2, TNF- a e linfotoxina - o (LTa) (CHERWINSKI,
SCHUMACHER; BROWN, 1987; HSIEH et al.,, 1993; MOSMANN et al., 1986). Sua
diferenciacdo ocorre quando um antigeno é apresentado aos linfocitos T CD4" pelas APCs
profissionais que liberam IL-12 e, juntamente com outros sinais, promove a ativagao de

células T (HSIEH et al., 1993). Uma vez ativadas essa células liberam IL-2, que induz
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proliferacdo celular e formacao de células de memoria, tanto CD4" quanto CD8"; e IFN-y que
atua intensificando a acdo de varias células (como os macrofagos) contra microorganismos,
principalmente intracelulares (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019; HSIEH et al., 1993).

O perfil Th2 age na eliminacdo de microorganismos extracelulares, além de toxinas
microbianas e, dessa forma, auxilia a resposta imune humoral, secretando principalmente IL-
4, IL-5, IL-13 e IL-10 (CHERWINSKI; SCHUMACHER; BROWN, 1987; HSIEH et al.,
1993; MOSMANN et al., 1986). Enquanto a IL-4 induz a mudanca de isétipo para IgE em
linfécitos B e a diferenciacdo e manutengdo de Th2, a IL-5 ativa eosinofilos e a IL-13 auxilia
no combate a microorganismos grandes como 0s helmintos, por exemplo (CHERWINSKI;
SCHUMACHER; BROWN, 1987; VELDHOEN et al., 2008). Normalmente, quando ndo ha
presenca de citocinas caracteristicas do perfil Thl as células se diferenciam em Th2, em
consequéncia da presenca de IL-4, que pode inibir a presenca de citocinas mais especificas
para respostas intracelulares (CHERWINSKI; SCHUMACHER; BROWN, 1987; HSIEH et
al., 1993; MOSMANN et al., 1986).

As células T regulatdrias ou Tregs agem controlando ou mesmo interrompendo a acédo
de outras populacGes celulares (CHEN et al., 1994). Sua identificacdo ocorre observando-se a
presenca da cadeia alfa do receptor de IL-2 (CD25") (SAKAGUCHI et al., 1995) e FOXP3,
que é um fator de transcricio (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003), associados a
CD4" e producdo das citocinas TGF- B, IL-10 (FUSS et al., 2002) e IL-35 (COLLISON et al.,
2007), sendo o TGF- B a principal citocina atuante na regulacdo por Tregs tanto de perfis
celulares quanto de células inflamatdrias, de tal modo que sua diminuicdo além de interferir
na diferenciacdo e manutencdo dessas células (KEHRL et al., 1986), pode indiretamente
permitir 0 agravamento de doencas autoimunes (POWRIE et al., 1996).

O perfil Th17 produz principalmente as citocinas I1L-17, IL-6, IL-21, IL-22 e TNF e
normalmente necessita de IL-6, IL-21, IL-23 e TGF-p para se diferenciar e se manter
(BETTELLI et al., 2006; LANGRISH et al., 2005). Atua na resposta a bactérias extracelulares
e fungos (INFANTE-DUARTE et al., 2000) e, tem importancia em doengas autoimunes ja
que IL-17 pode estimular citocinas pro-inflamatérias, como IL-6 e IL-8 e induzir inflamacao
(BETTELLI et al., 2006; PARK et al., 2005). Ja foi observado também, em camundongos,
que o bloqueio de IL-17 atenuou a encefalomielite autoimune experimental (EAE) devido a
inibicdo da regulagdo positiva de quimiocinas nos tecidos nervosos, enquanto sua
superexpressdo induz a expressao de quimiocinas e provoca infiltrado inflamatério aumentado
em tecidos pulmonares (PARK et al., 2005).
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Outro perfil identificado, o Th9 tem participagdo na defesa contra helmintos, asma e
alergias cronicas (semelhantemente ao Th2) e em doencas inflamatorias (KHAN et al., 2003;
NICOLAIDES et al., 1997; VELDHOEN et al., 2008) e sua diferenciacdo ocorre devido a
presenca de TGF-p e IL-4, que promovem a mudanca de linfocitos T naives para esse perfil
(VELDHOEN et al., 2008). JA o Th22, considerando a sua proximidade ao perfil Th1l7,
apresenta predominantemente a producdo da citocina IL-22, sendo esta importante alvo para
a regulacdo do desenvolvimento de varias doengas autoimunes (ZHAO et al., 2013). Desse
modo, foi verificado que uma quantidade aumentada de IL-22 estd presente em muitos
disturbios autoimunes, tais como Lupus Eritrematoso Sistémico, artrite reumatoide, doencas
alérgicas, Purpura Trombocitopénica Imune, Esclerose multipla e entre outros. Assim,
acredita-se que que a IL-22 se relaciona positivamente a gravidade dessas doencas, estando
sempre aumentada nesses casos, quando comparada aos controles saudaveis (FARD; AZIZI,
MIRSHAFIEY, 2016; ZHAN et al., 2018; ZHAO et al., 2013).

Dessa forma, a resposta imune adaptativa possui varios subtipos celulares, com a
producdo de varias citocinas que podem ser benéficas ou prejudiciais de acordo com 0s niveis
em que sdo produzidas e ainda interagir entre si positiva ou negativamente. Citocinas do perfil
Th1, conhecidas pela protecdo contra o Toxoplasma gondii, tais como IL-12, IFN-y, TNF-a,
além de IL-18, podem ser encontradas em niveis altissimos em infeccOes letais em animais,
enquanto em infecgdes agudas ndo letais essas mesmas citocinas apresentam uma producao
equilibrada, evitando danos ao hospedeiro e a0 mesmo tempo levando ao controle da infecgédo
(MORDUE et al., 2001). Além disso, perfis celulares possuem uma certa regulacéo entre si,
como ja foi mostrado entre Thl e Th2 onde a presenca de um perfil inibe a presenca do outro
(MOSMANN et al., 1986) e também entre Treg e Thl7, ja que um inibe resposta
inflamatdrias exacerbadas e o outro as induz (BETTELLI et al., 2006). A presenca de IL-4 e
IFN-y também podem regular negativamente a expressio de IL-17, de modo que a
diferenciacdo para Th17 ocorre, preferencialmente, na auséncia de modulagdo de Thl e Th2
(PARK et al., 2005).

Em algumas doengas pode haver diferencas na presencga de citocinas inclusive entre
infeccBes primarias e recorrentes. Na toxoplasmose ocular, dosagens de citocinas em humor
aquoso demonstraram a presenca de IFN-y em ambos os casos, enquanto a IL-17 estava
aumentada apenas em infecgbes priméarias € 0 mais interessante € que 0 numero de
recorréncias estava relacionado com a redugéo das citocinas IFN-y, IL-13, TN-o. e mesmo a
IL-9, que ndo é uma citocina conhecida por ter algum papel em infecgdes por T. gondii até
agora (THIEME et al., 2015).
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Esse equilibrio de citocinas tem sido explorado ao longo dos anos a fim de melhorar o
tratamento de individuos com doengas autoimunes, diminuindo citocinas que contribuem para
a progressdo da doenca (LIMA et al.,, 2015; MOTA et al., 2015a). Contudo, deve-se
considerar que a interferéncia em algumas citocinas deve ser monitorada para que nao haja
efeitos colaterais indesejaveis. Ja foi mostrado que alguns pacientes que utilizam
bloqueadores de TNF para tratamento de artrite idiopatica juvenil, por exemplo, podem
apresentar mais genes reguladores de IFN-a e anticorpos anti-dsDNA, ambos relacionados ao
LUpus Eritematoso Sistémico. Por isso, deve-se tomar cuidado para que a tentativa de controle
de uma doenca ndo predisponha a outro desequilibrio na imunidade do individuo — embora
esse seja um efeito colateral raro — (CHARLES et al., 2000; PALUCKA et al., 2005), ou
mesmo para uma imunossupressdo excessiva devido ao bloqueio de citocinas chave para
determinadas respostas (MOTA et al., 2015; PULIVARTHI et al., 2015).

1.4 IMUNOSSUPRESSAO POR IMUNOMODULADORES BIOLOGICOS EM
PACIENTES COM DOENCAS AUTOIMUNES

As doengas autoimunes sdo caracterizadas pela capacidade de o sistema imune do
individuo reagir contra antigenos préprios e causar dano tecidual (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2019; SMITH; GERMOLEC, 1999). A classificacdo de doenca autoimune era feita,
inicialmente, através da observacao de autoanticorpos ligados a células ou livres na corrente
sanguinea, com a confirmacdo do antigeno causador da producdo desses anticorpos e havia
ainda a necessidade de confirmacdo através de experimentos em animais — para demonstrar o
aparecimento de efeitos patoldgicos semelhantes aos ocorridos em humanos — (WITEBSKY
et al., 1957), que foram posteriormente denominadas evidéncias diretas (presenca de
anticorpos ou células reativos ao préprio), indiretas (demonstradas por experimentacdo
animal) e ainda a evidéncia circunstancial, denominada dessa forma pois apenas indica a
possibilidade de doenca autoimune devido a presenca de sintomas clinicos caracteristicos da
doenga (ROSE; BONA, 1993). Atualmente, sabe-se que séo alteragdes no sistema imune que
podem provocar a falha da autotolerdncia e consequentemente perda da capacidade de
reconhecimento de estruturas proprias e que, alem da susceptibilidade genética, alguns
agentes infecciosos e fatores ambientais também podem contribuir como gatilhos para o
desenvolvimento dessas doengas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019; SMITH;
GERMOLEC, 1999).
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Uma andlise de varios artigos publicados sobre doencgas autoimunes publicada por
Jacobson e colaboradores, em 1997, demonstrou a incidéncia e a prevaléncia de 24 doencgas
autoimunes durante o periodo de 1965 a 1997 e foi observado que, até aquela data,
aproximadamente 8,5 milhGes de pessoas nos Estados Unidos foram acometidas por doencas
autoimunes, representando naquela época 1 em cada 31 pessoas (3,2%). A porcentagem de
mulheres acometidas foi maior do que em homens e dentre as doengas mais prevalentes
apresentaram-se artrite reumatoide, anemia perniciosa, doenca de Graves, vitiligo, tireoidites
e diabetes melitus insulino-dependente (JACOBSON et al., 1997). Outro estudo fez um
levantamento sobre a prevaléncia de 29 doencas autoimunes a partir de dados de artigos
publicados em varias partes do mundo e calculou uma prevaléncia variando entre 7,6 a 9,4%
que, segundo o autor, foi corrigida em relacdo a analise de Jacobson e colaboradores (1997) e
a de Eaton e colaboradores (2007), que havia relatado aproximadamente 5% de prevaléncia de
31 doengas autoimunes com base em informagdes na Dinamarca. A porcentagem de mulheres
acometidas foi maior do que em homens em todos os estudos. Sugere-se ainda que, em geral,
existe um padrdo de co-ocorréncia entre doencas autoimunes (COOPER; BYNUM;
SOMERS, 2009; EATON et al., 2007). Outro ponto importante a se destacar é que é notavel o
aumento da prevaléncia e incidéncia de doencas autoimunes ao longo dos Gltimos 30 anos
(LERNER; JEREMIAS; MATTHIAS, 2015).

Um outro estudo no Brasil, mais especificamente na microrregifo de Aguas Formosas,
em Minas Gerais, encontrou uma prevaléncia de 0,67% na populacdo de 24 doencas
autoimunes revisadas; contudo, os dados avaliados s6 incluiram pacientes atendidos nos
servicos publicos de saide (TOLENTINO; DE OLIVEIRA; DE ASSIS, 2019). Essa variacdo
entre estudos demonstra a dificuldade de estimar a prevaléncia de doencas autoimunes devido
a escassez de informacdes ou dificuldade em acessa-las. Contudo, por se tratar de uma doenca
crbnica e muitas vezes de dificil controle, essa prevaléncia mostra-se preocupante quando é
considerada a populagdo em geral.

Doencas autoimunes causam desequilibrio nas fun¢des imunoldgicas. Individuos com
AR podem apresentar erosdo de teldmeros, causando encurtamento prematuro, em células T
CD4" e CD8" periféricas e encurtamento de teldomeros também em CD4" virgens de pacientes
com menos de 40 anos de idade; alteracGes equivalentes as observadas em idosos, mostrando
uma renovacao celular mais intensa e, eventualmente, ocasionando prejuizo da replicacdo de
células T em pacientes com essa doenga (KOETZ et al., 2000).

Além disso, pacientes com artrite reumatoide (AR) comparados com individuos sem

AR e acompanhados durante varios anos, demonstraram que a doenca autoimune também
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aumenta o risco de infeccdes nesses pacientes, principalmente em 0ssos, articulagdes, pele e
tecidos moles e trato respiratorio; e a taxa de mortalidade (DORAN et al., 2002b). Essa maior
susceptibilidade a infecgbes pode estar associada tanto a propria doenca autoimune em si
(KOETZ et al., 2000), quanto ao uso de medicamentos imunossupressores para seu controle
(SAAG et al., 1994).

Os medicamentos imunossupressores sdo utilizados para auxiliar no controle da
doenca autoimune através do blogueio de componentes do sistema imune e variam
mecanismos de acdo de acordo com a doenca para a qual sao utilizadas (OSTENSEN, 1992).
Dentre eles, destacam-se os imunomoduladores bioldgicos, que sdo moléculas recombinantes
(proteinas) ou anticorpos monoclonais ou desenvolvidos para se ligarem em citocinas,
receptores de citocinas ou células para controlar ou ao menos reduzir a evolucdo da doenca
autoimune. Enguanto 0s imunossupressores convencionais sdao chamados drogas anti-
reumaticas modificadoras do curso da doenca (Disease Modifying Antirheumatic Drugs —
DMARDS) sintéticas, os imunobioldgicos sdo também conhecidos como DMARDS, porém
bioldgicas. Dentre as DMARDs sintéticas destacam-se 0 Metotrexato, Leflunomida, anti-
maldricos, entre outros; enquanto entre as DMARDSs bioldgicas mais utilizadas estdo o anti-
TNF-alfa, além de outras como anti-IL-6R, anti-CD20, inibidores de coestimulacdo do
linfocito T, e varias outras opgOes disponiveis atualmente (GUMPEL, 1976; LIMA et al.,
2015; MOTA et al., 2015b; SINGH et al., 2012a).

Ao longo do tratamento, podem ser feitas combinacdes entre duas ou mais drogas
sintéticas e/ou entre DMARDSs sintéticas e bioldgicas, de acordo com a necessidade do
paciente e melhores efeitos observados, porém normalmente sdo feitas tentativas inicialmente
com o0s medicamentos convencionais. No caso de uso de imunobiol6gicos, pode acontecer de
a primeira escolha ndo surtir o efeito desejado ou ainda causar reacGes adversas, como
infeccdes e reacdes infusionais, por exemplo, que também se destacam entre 0s motivos para
a suspensdo da droga, juntamente com a remissao da doenga (LIMA et al., 2015).

No Brasil, de acordo com dados do registro nacional de pacientes em uso de terapias
biologicas para doencas reumatoldgicas, BiobadaBrasil, dentre 1037 pacientes distribuidos
entre os centros participantes do registro entre janeiro de 2009 e fevereiro de 2010, tanto nos
pacientes recebendo bioldgicos (n = 750) quanto nos em uso de drogas sintéticas (n = 287), a
artrite reumatoide foi a doenga mais diagnosticada, seguida por espondilite anquilosante (EA),
artrite psoriatica (AP), espondilite relacionada a doenca de Chron e espondilite diferenciada.
Consta ainda que o inibidor de TNF mais utilizado foi o infliximabe e logo em seguida o

adalimumabe e etanercepte e que 0s eventos adversos mais frequentes foram as infeccdes,
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sendo no trato respiratorio superior e trato urinario as mais comuns. Contudo, a suspenséo da
medicacdo foi muito mais frequente devido a falta de resposta ao tratamento do que por
eventos adversos em si. Em conformidade com os demais estudos em outros paises, a maioria
dos pacientes eram do sexo feminino (TITTON et al., 2011).

Embora sejam boas alternativas para o controle das doencas autoimunes, varios
estudos j& demonstraram que o uso das DMARDs, sintéticas ou bioldgicas, pode causar
imunossupressdo e predispor o individuo a infeccdes oportunistas (MOTA et al., 2015;
PULIVARTHI et al., 2015).

Dentre as sintéticas, ja esta bem descrito que o uso de corticosteroides a longo prazo
pode causar diversos efeitos colaterais. A Prednisona é amplamente utilizada no tratamento de
doencas autoimunes e pode desencadear problemas de salde, tais como erosfes ou fraturas
Osseas, alteracdes gastrointestinais e infecgbes graves, além de outras complicacdes. Embora
doses médias abaixo de 5 mg/dia sejam consideradas menos prejudiciais, acima dessa
posologia o risco de desenvolvimento desses acometimentos aumenta proporcionalmente a
dose utilizada (SAAG et al., 1994). O MTX, por sua vez, em individuos com AR estd mais
relacionado, na maioria das vezes, ao aumento das enzimas hepaticas — apesar de o estudo de
Kremer e Lee (1986) ndo ter encontrado alteracGes histoldgicas nos pacientes biopsiados —, e
também pode provocar problemas gastrointestinais. Contudo, apresenta baixo risco de
desenvolvimento de infecgdes oportunistas quando administrado em doses entre 8 a 12 mg,
consideradas seguras (KREMER; LEE, 1986; SALLIOT; VAN DER HEIJDE, 2009).

No entanto, deve-se levar em conta que raramente o tratamento é feito utilizando-se
apenas uma droga, de modo que, associagdes entre MTX, Leflunomida, Hidroxicloroguina,
sulfalazina, corticosterdides e até mesmo antagonistas de TNF-a podem ocorrer € ja foram
observadas complicacdes como herpes zoster disseminado, infeccGes pulmonares,
gastroenterites, TB e casos mais graves como sepse (JENKS et al., 2007).

Além disso, risco de infeccdes oportunistas relacionadas a DMARDs é maior em
individuos em uso de metotrexato, antagonistas de TNF ou ambos combinados, quando
comparado ao uso de outras DMARDSs; e quando comparados apenas 0s 3 grupos, a
associacao entre anti-TNF e MTX, assim como o0 imunobiolégicos sozinho, apresentam maior
risco do que o uso de apenas metotrexato (GREENBERG et al., 2010). O uso de prednisona
também aumenta o risco de infeccdes (GREENBERG et al., 2010), sobretudo pela maior
imunossupressao causada por doses mais altas desse corticoide (SAAG et al., 1994).

Contraditoriamente a sua funcdo, o uso de imunobiolégicos pode ainda causar o

desenvolvimento de doencas autoimunes, tais como lUpus eritematoso sistémico, vasculites,
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doenga pulmonar intersticial, doengas oculares autoimunes, hepatitis autoimunes, miopatias
inflamatorias, hepatites autoimunes e sarcoidose, inclusive tendo sido mostrado nessa Ultima a
resolucdo apos a interrupcdo do tratamento com anti-TNF (BAHA et al., 2015; RAMOS-
CASALS et al., 2007, 2008).

1.4.1 Imunomoduladores Bioldgicos Bloqueadores de TNF-a e a Reagudiza¢do de Doen¢as

Latentes em Pacientes Imunossuprimidos

A utilizacdo de anticorpos para bloquear fungdes de uma citocina especifica
revolucionou o tratamento de doengas autoimunes por mostrar bons resultados e possibilidade
de um melhor controle da doenca (ELLIOTT et al., 1994), sendo os anti-TNF-a cada vez mais
utilizados ao longo dos anos. Os blogqueadores de TNF-alfa sdo: golimumab (Simponi®),
adalimumab (Humira®), certolizumab pegol (Cimzia®), etanercept (Enbrel®) e infliximab
(Remicade®). O Etanercept é uma proteina de fusdo que contém a porcdo extracelular do
receptor-2 de TNF (TNFR2) ligado a porcao Fc da IgG humana e se liga ao TNF-alfa livre. O
Adalimumab e Golimumab sdo anticorpos IgGl anti-TNF-alfa humanos, enquanto o
Infliximab é um anticorpo anti-TNF-alfa quimérico, contendo uma parte da por¢do Fc humana
e aminoacidos murinos. O Golimumab pode se ligar tanto ao TNF-alfa livre quanto a forma
transmembrana. Por altimo, o Certolizumab é uma porcdo Fab de um anticorpo humanizado
ligado com polietilenoglicol (PEG), que serve para aumentar a meia-vida e solubilidade da
droga (CHOY EH, 2001; TRACEY et al., 2008).

Quando um imunomodulador biol6gico €é prescrito para um paciente para controle da
doenca autoimune, varios critérios devem ser atendidos e exames de triagem séo realizados
para descartar potenciais doencas imunossupressoras ou infeccdes em andamento. Contudo,
também deve ser realizado um monitoramento para avaliacdo da eficacia do medicamento e
do risco de reativacdo de doencas latentes ou ainda o risco de ocorréncia de infec¢do primaria
devido a reducédo da imunidade causada pela medicacdo (MOTA et al., 2012, 2018).

Ao longo dos anos, tém se observado um alto risco de desenvolvimento de TB em
pacientes em uso de bloqueadores de TNF-a. Um estudo demonstrou que 44 pacientes com
doenca inflamatoria intestinal em tratamento com infliximabe ou adalimumabe
desenvolveram tuberculose, principalmente extrapulmonar e disseminada, embora todos
tenham realizado testes de triagem antes do inicio da terapia e obtido resultados negativos.
Isso demonstra a necessidade de realizagcdo de exames de triagem ndo apenas inicialmente,

mas também durante o tratamento. Contudo, foi observado que a reintroducdo da medicacéo
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anti-TNF ap0s o tratamento contra tuberculose na maioria das vezes pode ser considerada, ja
que a recorréncia da infeccdo é menos frequente ap6s acompanhamento adequado (ABITBOL
etal., 2016).

Analisando dados do Sistema de Notificacdo de Eventos Adversos (Adverse Event
Reporting System - AERS) da agéncia federal de administracdo de drogas e alimentos (Food
and Drug Administration — FDA) Keane e colaboradores (2001) encontraram 70 casos de
tuberculose apds tratamento com infliximabe que manifestaram sintomas em média ap6s 12
semanas do inicio do uso do IB (KEANE et al., 2001). Em 2004, Wallis e colaboradores
também examinaram o banco de dados AERS da FDA a fim de comparar a quantidade de
complicagdes associadas ao infliximabe e etanercept e viram que dentre 35 275 relatérios, 556
foram referentes ao infliximabe e 83, ao etanercept e que o infliximabe apresentou uma taxa
de relatos de eventos adversos de aproximadamente 0,23%, enquanto o etanercept teve bem
menos eventos relatados em comparagdo (cerca de 0,07%). Além disso, todas as infecgdes
relatadas, tais como listeriose, coccidioidomicose, histoplasmose, candidiase, aspergilose,
Mycobacterium tuberculosis e demais espécies de micobactérias, entre outras, foram mais
frequentes em pacientes em uso de infliximabe do que no etanercept, sendo a tuberculose o
acomentimento mais comum. Nesses relatorios havia ainda o relato de toxoplasmose em 5
pacientes em uso de infliximabe. Isso mostra que algumas drogas bioldgicas podem
apresentar maior risco de doencas oportunistas do que outras, sugere que 0 uso do Etanercept
pode apresentar menor risco de infec¢des, especialmente granulomatosas em pacientes em uso
de anti-TNF-a e principalmente, reafirma a necessidade de monitoramento do tratamento com
IB e preocupacdo com a imunossupressdo que pode ser desencadeada nesses pacientes
(WALLIS et al., 2004).

Na toxoplasmose ja existem casos relatados de pacientes em wuso de
imunossupressores, sintéticos, bioldgicos ou associacdes, em que houve o desenvolvimento
de toxoplasmose cerebral. Pulivarthi e colaboradores relataram esse diagnostico em uma
mulher de 76 anos ap6s uso de infliximabe associado com MTX para controle de AR, apos a
observacdo de sintomas como fraqueza progressiva do lado direito e dificuldade de falar, que
foi confirmado apenas por bidpsia cerebral (PULIVARTHI et al., 2015). Outro estudo
também relatou toxoplasmose cerebral, porém apos uso de adalimumab, com o paciente
apresentando sintomas neurologicos inespecificos como hemiparesia esquerda leve e paralisia
facil periférica bilateral e diagndstico definitivo também por bidpsia cerebral (NARDONE et
al., 2014).
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Experimentos realizados em camundongos infectados com T. gondii mostraram que 0
tratamento com etanercept diminuiu os niveis das citocinas IL-6, IL-1p e TNF, que
inicialmente estavam aumentadas no soro desses animais devido a infeccdo pelo parasito;
aumentou o nimero de cistos contendo bradizoitos no cérebro, promoveu piora dos sintomas
clinicos e maior taxa de mortalidade. Os animais tratados com etanercept apresentaram ainda
mais encefalite do que os que estavam apenas infectados com o T. gondii, que foi confirmada
na andlise dos tecidos cerebrais e, na andlise por PCR, expressaram mais 0 gene SAGI,
relacionado a taquizoitos, do que o gene BAGL, relacionados a bradizoitos, sugerindo uma
conversao para fase aguda. Em macrdfagos da linhagem RAW2647 previamente tratados com
esse IB e infectados com o parasito também houve diminuicdo dessas mesmas citocinas e
indicios de conversdo de bradizoitos em taquizoitos, mas apenas em doses mais altas de
etanercept (YANG et al., 2018).

A coriorretinite toxoplasmica, que também € uma manifestacgdo comum em
imunossuprimidos, vém sendo descrita nesse grupo de pacientes. Lassoued e colaboradores
(2007) relataram dois casos de corioretinite toxoplasmica em individuos com aproxidamente
40 anos de idade. Um dos pacientes fazia uso de MTX e infliximabe e a outra, de etanercept.
Interessantemente, a IgM foi positiva no soro de apenas um dos pacientes. Anélise feita no
soro de 6 meses antes desse paciente foi negativa para IgM e IgG, demonstrando uma
infeccdo recente; enquanto a paciente que foi negativa para IgM apresentou anticorpos 19G
positivos no ato do diagnostico (LASSOUED et al., 2007). Esses estudos e relatos
demonstram que pacientes em uso dessas drogas podem apresentar risco de desenvolver tanto
uma infeccdo primaria quanto uma reativagdo de uma infecgdo latente, de modo que se torna
interessante que o rastreio para toxoplasmose seja feito antes do inicio do tratamento e nédo
apenas caso apresentem sintomas neuroldgicos e/ou de alteracBes oculares durante o

monitoramento da doenca autoimune.
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2. JUSTIFICATIVA

A presenca de relatos de reativacdo de toxoplasmose, associada a escassez de dados
sobre a manutencdo da toxoplasmose latente antes e durante a terapia com imunobioldgicos,
atentam para a necessidade do desenvolvimento de mais estudos demonstrando uma avaliagcdo
detalhada do comportamento da resposta imune contra o T. gondii nesses pacientes e a anélise
do risco de reativacdo dessa doenca, além da real necessidade de triagem, monitoramento e
possivelmente tratamento anti-parasitario antes do inicio do controle da doenga autoimune

com essas drogas.
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3. HIPOTESE

A hipotese desse estudo foi que pacientes portadores de doencas autoimunes e em uso
de antagonistas de TNF possuem um risco aumentado para a reativacao de toxoplasmose, uma
vez que a inibicdo dessa citocina pode predispor a quebra da manutencdo da cronicidade da
doenca, com a consequente conversdo de bradizoitos em taquizoitos, e prejuizo da resposta

anti-T. gondii.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a resposta imune celular e humoral anti-Toxoplasma gondii de pacientes
soropositivos para toxoplasmose, em uso de terapias imunossupressoras para o tratamento de

doencas autoimunes.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Detectar a presenca dos anticorpos 1gG e subclasse IgG1 anti - Toxoplasma gondii
em amostras de soro de pacientes positivos para toxoplasmose, em uso de drogas
imunomoduladoras sintéticas e/ou bioldgicas e comparar os niveis de anticorpos com o grupo

controle.

2- Avaliar o perfil de células T CD4* e CD8" dos pacientes soropositivos para
toxoplasmose, em uso de drogas imunomoduladoras sintéticas e/ou bioldgicas, ap6s estimulo
in vitro com anti-CD3/anti-CD28 e com antigenos soltveis de T. gondii da cepa RH do
parasito, por meio de:

- marcador de ativacdo precoce CD69, apds 48 horas de cultura.

- marcador de ativacdo CD28 e de exaustdo PD-1, ap6s 96 horas de cultura.

- expressao de CD25, LAP e Foxp3 em células T CD4", ap6s 96 horas de cultura.

- expressao intracelular de citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10 em células T CD4", ap6s 96
horas de cultura.

3- Avaliar os niveis das citocinas, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a e IL-17,
produzidas por células mononucleares do sangue periférico — peripheral blood mononuclear
cells — (PBMCs) dos pacientes soropositivos para toxoplasmose, em uso de drogas
imunomoduladoras sintéticas e/ou bioldgicas, ap6s estimulo in vitro com anti-CD3/anti-CD28

e com antigenos soltveis de T. gondii da cepa do RH do parasito.

4 — Comparar o perfil de células T CD4" e CD8"* e de citocinas produzidas dos

pacientes em uso de drogas sintéticas e/ou bioldgicas com o grupo controle.
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5. METODOLOGIA

5.1 DESENHO DA PESQUISA

Pacientes atendidos pelo servi¢o de Reumatologia do ambulatério Maria da Gléria, no
Hospital das Clinicas da UFTM, na cidade de Uberaba-MG, com diagnostico confirmado de
doenca autoimune, em uso de terapias imunossupressoras para seu controle e sorologia
positiva para toxoplasmose (IgG*), foram convidados a participarem do estudo. Individuos
com sorologia positiva para T. gondii e sem doenga autoimune, atendidos nos demais setores
do ambulatério Maria da Gloria da UFTM, foram convidados a integrarem o grupo controle.

Foram coletadas amostras de sangue periférico e os seguintes dados de cada paciente:
idade, data de nascimento, sexo, escolaridade, renda familiar, tabagismo, alcoolismo e uso de
medicamentos (Apéndice A).

Adicionalmente, pesquisa de prontuario online pelo Aplicativo de Gestdo para
Hospitais Universitarios (AGHU) foi realizada para a verificacdo dos seguintes dados: doenca
autoimune diagnosticada, data do diagnostico, tempo de tratamento e tipo de medicacdo
utilizada para seu controle; presenca de outras comorbidades associadas, especialmente
infectocontagiosas (por exemplo, HIV, HCV, HBV, entre outros), que possam
imunossuprimir o sistema imunoldgico.

Todos os pacientes foram informados sobre o objetivo do estudo e somente foram
inclusos os que aceitaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo A). Esse projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), sob o parecer nimero 1.870.741
(Anexo B).

5.2 COLETA DAS AMOSTRAS E DIVISAO DOS GRUPOS

As coletas foram realizadas entre os anos de 2017 e 2020. Inicialmente, 110 pacientes
responderam o questionario e uma pequena amostra de sangue (2 a 5mL) foi coletada em
tubos contendo acido etileno tetra-acético — Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) ou tubo
sem anticoagulante para a realizacdo do exame para diagnostico de toxoplasmose. Os
pacientes que apresentaram IgG anti-T. gondii positiva foram selecionados para a realizacdo
dos experimentos e, cerca de 3 a 4 meses depois quando retornaram ao ambulatério, foram

chamados para uma segunda coleta desde que estivessem tomando a medicagédo
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adequadamente e ndo apresentassem nenhum diagndstico de doenga oportunista ou qualquer
outra condicdo aguda que pudesse interferir na analises da resposta in vitro contra
Toxoplasma gondii, como por exemplo, gripes, infarto recente, fratura 0ssea, entre outros.
Cerca de 20 mililitros (mL) de sangue periférico foi coletado em tubos contendo heparina e 2
mL, em EDTA ou tubo sem anticoagulante; e os dados do questionario foram atualizados
quanto a possiveis alteracdes na medicacdo e Ultima data de administragdo, no caso de
imunobioldgicos. Os demais pacientes que foram negativos para toxoplasmose foram
chamados novamente apenas no ano seguinte para a realizacdo de uma nova sorologia.

Os participantes da pesquisa foram ent&o divididos em grupos de acordo com o tipo de
medicacdo que estavam utilizando: drogas de base convencionais ou imunomoduladores
bioldgicos. Dentre as drogas de base convencionais estdo os medicamentos para controle de
sintomas como o0s analgésicos, os anti-inflamatdrios ndo esteroides e os corticosteroides
(apresentam acdo imunossupressora quando em uso prolongado). Estdo inclusas também as
drogas anti-reumaticas modificadoras do curso da doenca — Disease Modifying Antirheumatic
Drugs (DMARDs) sintéticas (GUMPEL, 1976), tais como sulfassalazina, sulfato de
hidroxicloroquina, leflunomida e o metotrexato (MTX). Ja os imunomoduladores biol6gicos
sdo considerados DMARDs bioldgicas e estdo entre eles o infliximabe, etanercepte,
certolizumabe pegol, golimumabe e o adalimumabe, todos bloqueadores da citocina TNF-a
(SINGH et al., 2012b), que foi o foco do presente estudo.

Dessa forma, foram formados 3 grupos distintos, conforme pode ser observado no

quadro 1:

Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos de pacientes do estudo de acordo com a medicagdo em uso.

Pacientes
Grupos por grupo Critérios de inclusao*
(n)
- 1gG anti-T. gondii positiva;
DS | Drogas Sintéticas 14 - uso de DMARD:s sintéticas e/ou

corticosteroides associados ou ndo a
medicamentos para controles de sintomas..

- 1gG anti-T. gondii positiva;
- uso de imunomoduladores bioldgicos
IB | Imunobioldgicos 16 associados ou ndo a DMARD:s sintéticas e/ou
corticosteroides e/ou medicamentos para
controles de sintomas.

- 1gG anti-T. gondii positiva;
GC | Grupo Controle 13 - nenhum uso de DMARDS ou corticoides.
- possibilidade de doenca autoimune descartada.

Fonte: Elaborado pela autora, 2020. *Apenas individuos entre 18 e 60 anos.

Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius



© 00 N oo o b~ W N e

W W W W W NN NDNDNDNDRNDNDRNDNNIDRNERER P P R P R R R, e
BE WO N P O © 0 N o 0 B WO NP O © 0 N O 0l b W N B O

44
Metodologia

J& os critérios utilizados para excluséo de pacientes no estudo foram:

- Pacientes que apresentaram alguma doenga crénica transmissivel, ou imunocompro-
metimento ndo associado aos critérios estabelecidos neste estudo, constatados durante
preenchimento do questionario (Apéndice A) ou durante a revisdo de prontuarios online.

- Pacientes com anticorpos IgG anti-T. gondii negativa.

- Individuos que ndo concordaram com a participagdo na pesquisa ou nao assinaram o
TCLE.

O soro e/ou plasma obtidos foram distribuidos em aliquotas e armazenado a -80°C até
a realizacdo dos testes soroldgicos. O sangue total foi utilizado para a separagdo de células

para a cultura.

5.3 MANUTENCAO DE CULTURAS DE TOXOPLASMA GONDII E OBTENCAO DO
PARASITO

As formas taquizoitas da cepa RH de T. gondii foram mantidas em cultura celular,
usando linhagens de células HeLa (RIBEIRO et al., 2009). As células foram infectadas com
taquizoitos de T. gondii e mantidas por passagens seriadas em meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI, Gibco, EUA) com 5% de Soro Fetal Bovino, a cada 48-72 horas. Os
parasitos livres foram coletados por descamacdo da monocamada celular (cell scraper) e
parcialmente purificados por passagens forcadas atraves de agulha 13 x 4 mm e centrifugacéo
rapida (70 x g por 2 minutos a 4°C) para remover restos celulares. O sobrenadante foi
coletado e lavado por duas vezes (900 x g por 10 minutos a 4°C) com solugdo salina
tamponada com fosfato 0,01 M — Phosphate-Buffered Saline (PBS, pH 7,2). O sedimento
final da suspenséo parasitaria foi ressuspendido em PBS e o0s parasitos contados em camara de
Neubauer, utilizando o corante de exclusao vital azul de Tripan a 0,4% (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, EUA). Os parasitos foram armazenados a -20°C até a preparacdo do antigeno
soluvel de T. gondii.

5.3.1 Preparo de Antigenos Sollveis de Toxoplasma gondii (STAg) para ensaios

imunoenzimaticos e para cultura de células

Antigenos sollveis de taquizoitos de T. gondii (STAQ) para ensaios imunoenzimaticos
foram preparados como descrito anteriormente por Scott e colaboradores (SCOTT et al.,

1987), com modificagbes. Suspensbes parasitarias contendo aproximadamente 108
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taquizoitos/mL foram ressuspendidas em &gua ultrapura contendo o coquetel de inibidores de
proteases COMPLETE™ (COMPLETE™ ULTRA Tablets, Mini, EASYpack, Roche
Applied Science, Suica) e submetidas a dez ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio
liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C. Em seguida, passaram por 8 ciclos de
ultrassom a 60Hz, em banho de gelo, por 5 minutos. Apos centrifugagdo a 10.000 x g por 30
minutos a 4°C, o sobrenadante foi coletado e aliquotado. Para a utilizagdo em cultura de
células o mesmo protocolo foi seguido, apenas com a exclusdo do coquetel de inibidores de
proteases COMPLETE™ e com a adigdo de uma etapa de filtragem do antigeno para cultura
em membrana com poro de 0,22 um (Millipore, EUA), aliquotado dentro da capela de fluxo
laminar. Foi realizada a determinagdo da concentracdo proteica (BRADFORD, 1976) de
ambos 0s antigenos soluveis totais e armazenadas aliquotas a -80°C até utilizagdo posterior. A

figura 2 mostra a eletroforese em gel de poliacrilamida dos antigenos sollveis totais obtidos:

Figura 2 - Antigenos sol(veis totais de Toxoplasma gondii. Eletroforese em gel de poliacrilamida
demonstrando as bandas dos antigenos solUveis totais de Toxoplasma gondii ap6s protocolo de extracdo. *MPM,

marcador de peso molecular.
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5.4 ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-
TOXOPLASMA GONDII

Os testes para deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii nas amostras de soro
dos pacientes foram realizados através do ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay — ELISA), previamente padronizado segundo técnica descrita

anteriormente, com modificagdes (MINEO et al., 1986).

5.4.1 Deteccgéo de 1gG Total e IgG1 no soro por ELISA indireto

Os testes de deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii, 1gG total e sua subclasse,
IgG1l, nas amostras de soro dos pacientes foram realizados por meio do ensaio
imunoenzimatico (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA).

Placas de alta afinidade (Thermo ScientificTM NuncTM, EUA) foram sensibilizadas
com STAg (10pg / mL) diluidas em tampdo carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) e
incubadas por 18 h a 4 ° C. Posteriormente, a placa para teste de 1gG foi lavada 3 vezes com
PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e bloqueada com PBS-T contendo 5% de leite em
p6 desnatado (Molico, Nestlé, Sdo Paulo, SP, PBS -T-M5 %) por 1 h em temperatura
ambiente. Ap6s nova lavagem, as amostras de soro foram diluidas 1:64 em PBS-T-M5% e
incubadas por uma hora a 37 ° C. Apos 6 lavagens, o anticorpo IgG anti-humano (1:2000)
conjugado com peroxidase (IgG / HRP, DAKO) foi adicionado e incubado durante 1 hora a
37 ° C. Apo6s nova lavagem, a reacdo foi revelada pela adicdo do substrato enzimatico 1,2
ortofenilenodiamina (OPD, Dako) com 3% de H.O2 (30%) diluidos em agua.

Para a avaliacdo da 1gG1, o mesmo processo foi seguido para a sensibilizacdo das
placas e lavagens. O bloqueio foi realizado com PBS-T contendo 1% de albumina de sérica
bovina (1% PBS-T-BSA) por 1 h em temperatura ambiente. Apos as lavagens, as amostras de
soro também foram diluidas na proporcéo 1:64 em 1% PBS-T-BSA e incubadas por 2 h a
37°C. Apbds 6 lavagens, o anti-lgG1 humano (1: 1000, BD PharmigenTM), conjugado com
biotina, foi incubado durante 1 h a 37 ° C. As placas foram entdo lavadas 6 vezes, e
estreptavidina conjugada com peroxidase foi adicionada (1: 1000) e incubada por 30 min no
escuro a temperatura ambiente. Depois de lavar novamente, a reacdo foi revelada.

Os valores de densidade dptica (OD) foram determinados num leitor de placas de

microtitulacdo a 490 nm. Tanto o controle positivo quanto o negativo foram incluidos na
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placa. Os niveis de anticorpos foram expressos no indice ELISA (IE), de acordo com a
férmula IE = DO amostra / cut off, onde o cut off foi calculado como a DO média dos soros
de controle negativo mais 3 desvios padrdes. Valores de EI> 1,2 foram considerados positivos
para 1gG total e IgG1, enquanto valores limitrofes de reatividade proximos a IE = 1,0 ndo

foram considerados positivos.

5.4.2 ELISA-AVIDEZ para IgG total e subclasse 1gG1 anti-T. gondii

Também foi realizado um teste para avaliacdo da avidez da subclasse IgG total e IgG1.
Para isso, 0 mesmo procedimento de ELISA foi realizado para amostras de soro positivas,
exceto pelo aumento de uma etapa apds a incubacdo com amostras de pacientes, onde a
diluicdo da solucdo de uréia 8 M em PBS 1x foi colocada em uma das placas, enquanto na
outra placa foi colocada apenas PBS1x - para que pudesse servir como placa de controle - por
15 min em temperatura ambiente para avaliacdo da forca de ligacdo entre os pacientes e 0s
antigenos de Toxoplasma gondii.

Os resultados desse teste foram expressos com o indice de Avidez, de acordo com a
formula 1A = IE da cavidade de uréia / IE da cavidade sem uréia x 100. A interpretacdo para
0s resultados obtidos para a avidez percentual do anticorpo IgG1 e 1gG foi da seguinte forma:
0 - 30%, baixa avidez - sugere infec¢do recente adquirida nos ultimos trés meses; 31 - 59%,
avidez moderada - ndo foi possivel definir o periodo de infeccdo, caracterizado como
indeterminado; 60-100%; alta avidez - sugere que a infeccdo foi adquirida ha mais de trés
meses (HEDMAN et al., 1993).

5.5 OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
(PBMCS)

As células mononucleares do sangue periférico foram separadas por gradiente de
densidade utilizando-se Ficoll-Hypaque® (Sigma-Aldrich, EUA), um polimero hidrofilico de
sacarose indicado para separar células de densidades semelhantes e tamanhos diferentes, sem
que ocorra dano a integridade funcional e morfolégica das membranas. O sangue periférico
coletado dos pacientes (20 mL) em tubos contendo heparina foi cuidadosamente colocado
sobre 10 mL de uma solugdo de Ficoll-Hypaque em tubos pléasticos conicos de centrifugacdo
tipo Falcon (Sarstedt, Alemanha) de 50 mL. Os tubos foram centrifugados a 430 x g por 30

minutos, a 25°C. Ao final da centrifugacdo o “anel” de células formado na interface Ficoll-
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plasma foi coletado cuidadosamente com pipeta de Pasteur ou pipeta graduada de 5mL estéril
e transferido para outro tubo conico de 50 mL. O excesso de Ficoll foi removido lavando-se
as células por trés vezes com meio RPMI incompleto por centrifugacdo, sendo a primeira
lavagem a 380 x g com 20mL de meio e as demais a 300 x g com apenas 10mL, por 10
minutos a 25°C. A quantidade de células obtidas foi determinada por contagem em cémara de
Neubauer e o volume do meio adicionado foi ajustado para se obter 2x10° células/mL para
cultura de células em placas de 24 pocos (Sarstedt, Alemanha). As células foram entdo
ressuspensas em RPMI completo, contendo 50mM de hepes, 24mM de bicarbonato de sédio,
10% de soro fetal bovino inativado, 2mM de L-glutamina, 40pg/mL de gentamicina. Todos 0s

procedimentos foram realizados em condigdes estéreis utilizando-se capela de fluxo laminar.

5.6 CULTURA DE CELULAS

Apos a separagdo das PBMCs, 1ml da suspensdo de células foi adicionado a cada poco
da placa de cultura de 24 pocos (Sarstedt, Alemanha). As células foram incubadas em 3
condigbes: 1pg/mL de oCD3 (BD Pharmigen™, EUA) e 0,5 pg/mL de aCD28 (BD
Pharmigen™, EUA); 5ug/mL de antigeno de T. gondii (STAg, cepa RH) e auséncia de
estimulo. Ap6s o periodo de 48 e 96 horas em estufa a 37°C, 5% CO,, as células foram

retiradas da placa e analisadas através de citometria de fluxo.

5.6.1 Obtencdo de sobrenadante de cultura de células

Os sobrenadantes foram obtidos, cultivando-se as PBMCs dos pacientes como descrito
anteriormente. Decorrido os tempos de cultura estabelecidos, os sobrenadantes ap6s 48h e 96

h foram coletados e estocados a -80°C para posterior quantificacdo das citocinas.

5.7 CITOMETRIA DE FLUXO

Apos a coleta do sobrenadante de 48 horas, as PBMCs contidas em cada condicdo de
cultura, aCD3aCD28, STAQ e auséncia de estimulo, de cada paciente foram retiradas da placa
de cultura e divididas em 2 pocos de microplaca com fundo em U (SARSTEDT, Alemanha)
diluidas em PBS contendo soro AB a 10% (PBS-AB10%) a um volume final de 100 pL por
pogo, sendo o primeiro contendo células sem marcacdo ou branco (B) e o segundo contendo

células para serem marcadas. J& as PBMCs de cada paciente cultivadas por 96 horas foram
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previamente incubadas por 5 horas com solucdo Golgistop™ (BD Biosciences, EUA) para
acumular a maioria das citocinas no Complexo de Golgi ou no reticulo endoplasmético
rugoso através do bloqueio dos processos de transporte intracelular e, dessa forma, permitir
uma melhor deteccdo de citocinas intracelulares. Posteriormente foi coletado o sobrenadante e
as células foram retiradas da placa de cultura e divididas em 5 pocos de microplaca com
fundo em U, 100uL/poco diluidas em PBS-AB10%, sendo um pogo contendo o branco e 0s
demais contendo as células para serem marcadas, para cada uma das 3 condicGes de cultura.
As células foram entdo incubadas em PBS-AB10% por 30 minutos a temperatura
ambiente, para realizacdo do bloqueio de possiveis ligaces inespecificas. Apos o bloqueio, a
placa foi centrifugada a 600 x g por 5 minutos, a 4°C, aceleracdo e desaceleracdo lentas. Os
anticorpos para marcacado extracelular foram agrupados de acordo com que tipo de célula e/ou
funcdo deveria ser mostrado e, para tanto, foram pipetados, ao abrigo da luz, em PBS-AB10%
formando um mix de anticorpos que foi entdo distribuido em seus respectivos pocos, 100
pL/pogo em cada umas das condic¢des de cada um dos pacientes. As marcacdes extracelulares
feitas na citometria apds 48 horas e as marcagdes intra e extracelulares feitas apds 96 horas

podem ser visualizadas no quadro 2.

Quadro 2 - Marcagdes utilizadas no protocolo de citometria.

Tempo Marcagéo Marcagéo
Pocos/Tubos| de ¢ * ¢ - Identificacdo/ Funcdo exercida
Extracelular Intracelular
Cultura
B 8 ——
CD8 BB515 Linfécitos T citotdxicos
1 48 h CD69PE |  ----- Ativacdo celular precoce
CD4 PE-Cy7 Linfocitos T auxiliares
B 9%6h | - e e
CD8 BB515 Linfocitos T citotdxicos
PD1 PE Proteina de morte celular
5 96 h (CD279) programada
CD4PE-Cy7 | = Linfdcitos T auxiliares
CD28 APC Molécula cgestlmulatprla presente
em celulas T ativadas
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CD25FITC | Linfocitos ativados; caracteriza Treg
(IL-2RA) quando associado a CD4+ FOXP3+
_____ FOXP3 PE Fator d,e transcrigdo presente em
3 96 h células T regulatdrias
CD4 PE-Cy7 | - Linfocitos T auxiliares
Expresso na superficie de células
LAP Alexa647 |  ----- Treg ativadas e dependentes de
TGF-f e IL-10
IL-17 Alexa . .
----- 488 Citocina do perfil Th17
_____ IL-10 PE Inlbe_a s_lntese de outras citocinas,
4 96 h principalmente IFN-y e TNF
CD4 PE-Cy7 | - Linfocitos T auxiliares
IFN Alexa o .
----- 647 Citocina do perfil Thl

Fonte: Elaborado pela autora, 2020. *Todos os anticorpos utilizados sdo da marca BD Pharmigen™, EUA.
BB515, azul brilhante 515; PE, ficoeritrina; PE-Cy7, ficoeritrina cianina 7; APC, aloficocianina; FITC,
isotiocianato de fluoresceina; Alexa 647, Alexa Fluor 647; Alexa 488, Alexa fluor 488.

Apo6s a marcagdo extracelular, as células foram incubadas a 4°C por 30 minutos, ao
abrigo da luz. Em seguida, a placa foi centrifugada a 600 x g por 5 min, a 4°C, aceleracdo e
desaceleracdo lentas, lavada com PBS1x e centrifugada novamente nas mesmas condicdes.
Apos a lavagem as células pos 48h foram fixadas para posterior leitura, enquanto no protocolo
realizado de 96h as células foram incubadas com solucdo de permeabilizagdo e fixacdo BD
Cytofix/Cytoperm™ (BD Bioscience, EUA), 100uL/poco, por 30 minutos a 4°C, no escuro,
para possibilitar a marcacdo de intracelular de citocinas. Decorrido o tempo, foi realizada uma
nova centrifugacdo a 600 x g por 5 min, a 4°C, a placa foi lavada com o tampéo de lavagem e
permeabilizante celular BD Perm/Wash™ (BD Bioscience, EUA) diluido 1:10 devido a
importancia de manter as células na presenca de saponina durante a marcacdo de citocinas.
Apdbs lavagem seguida de centrifugacdo, os anticorpos para marcacdo intracelular foram
agrupados de acordo com a citocina ou fator de transcri¢cdo que deveria ser mostrado e, para
tanto, foram pipetados em tamp&o BD Perm/Wash™, ao abrigo da luz, formando um mix de
anticorpos que foi entdo distribuido em seus respectivos pogos, 100 pL/pogo em cada umas
das condicBes de cada um dos pacientes. As células foram novamente incubadas a 4°C por 30
minutos, ao abrigo da luz; e lavadas em solucéo tamp&o (BD Perm/Wash™) para a remocao
do excesso de marcadores e logo depois com PBS1x. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi
retirado e as células ressuspendidas em 150 pL de fixador paraformaldeido a 4%.
Posteriormente as células foram passadas para tubos para que a leitura no citdmetro de fluxo
BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences, EUA) pudesse ser realizada e a aquisi¢do de 50.000
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eventos por tubo foi visualizada atraves do software CellQuest (BD Biosciences, EUA).
Foram utilizados anticorpos apropriados para 0s isotipos controles. A analise da aquisicdo
(figuras 4A-D; 5A-D; 6A-E; 7A-D) foi realizada no programa FlowJo versao 10.6.1 (BD
Biosciences, EUA).

5.8 DOSAGEM DE CITOCINAS NO SOBRENADANTE POR CYTOMETRIC BEAD
ARRAY (CBA)

As citocinas IL-2, IFN-y, IL-6, TNF-a, IL-4, IL-10 e IL-17 presente nos sobrenadantes
de cultura foram simultaneamente quantificadas pela técnica de CBA (BD™ CBA Human
Th1/Th2/Th1l7 Cytokine Kit, EUA), que utiliza bead especificas para cada citocina para
detecta-las simultaneamente dentro de uma mesma amostra. Para essa analise foram
selecionados 10 individuos do grupo controle (GC), 10 pacientes do grupo em uso de
DMARD:s sintéticas (DS) e 09, do grupo em uso de imunomoduladores biolégicos (IB),
selecionados de acordo com a doenca de base e tempo do uso de medicacdo, e dosados 0s
niveis de citocinas das trés condi¢Bes de estimulo, aCD3aCD28, STAg ¢ auséncia de
estimulo, no sobrenadante ap6s 96 horas de estimulo.

As beads de captura, que vém prontas para uso e guardadas individualmente, possuem
com anticorpos especificos para cada citocina conjugados com ficoeritrina em diferentes
intensidades. Essas beads foram vortexadas por 3 a 5 segundos e, apds calculo da quantidade
necessaria de cada uma para a realizacdo da dosagem das condi¢des de estimulo e da curva
padrdo do experimento, foram aliquotadas em um tubo de ensaio e reservadas em local
escuro, a temperatura ambiente. O padrao liofilizado foi reconstituido, mantido a temperatura
ambiente por 15 minutos sob leve homogeneizacdo e, logo em seguida foi preparada a curva
de calibracdo em tubos de ensaio com volume final de 300uL cada, de modo que o valor mais
alto da curva foi 5000 pg/mL e o0 mais baixo feito apenas com o diluente (branco).

Em uma placa para cultura de células, com fundo em U, contendo 96 pogos (Greiner
Bio-One, Austria) foram distribuidos 50pL de cada amostra e dos padrdes, 20pL do pool de
beads de captura e 20pL do mix de deteccdo (pronto para uso). A placa foi entdo incubada por
3 horas a temperatura ambiente, no escuro.

Ap0s a incubacdo a placa foi lavada com 150uL de solucéo de lavagem (Wash Buffer)
presente no kit e centrifugada a 400 xg por 6 minutos. O sobrenadante foi aspirado,

cuidadosamente, e as beads ligadas com as citocinas foram ressuspendidas em 200uL do
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Wash Buffer e transferidas para tubos de citometria para aquisicdo que foi feita no mesmo dia
no citdmetro de fluxo FACSCalibur BD (BD Biosciences, EUA).

A andlise da aquisicio foi realizada no programa FCAP Array™ versdo 2.0 (BD
Biosciences, EUA) e a concentragdo das citocinas foi estimada por analise de regressao linear

com as fluorescéncias obtidas na curva padréo de cada citocina e expressas em pg/mL.

5.9 ANALISE DOS RESULTADOS

A andlise estatistica de todos os dados foi realizada utilizando-se o software GraphPad
Prism versdo 7.04 (GraphPad Software Inc., EUA). Foi utilizado o teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn para os dados que ndo seguiram distribui¢cdo normal e
One-Way ANOVA com pds-teste de Tukey quando a distribuicdo foi normal. Para as analises
de amostras pareadas foi utilizado o teste de Wilcoxon quando a distribui¢do ndo foi normal e
o T Pareado para amostras com distribuicdo normal.

As analises de correlacdo foram feitas com o teste de correlacdo de Spearman. Os

valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS INDIVIDUOS ESTUDADOS

A média de idade entre os individuos testados foi 50,14 (+ 8,25) para o grupo DS;

48,38 (+ 11,39) para o IB e 38 (+ 10,00) para o grupo controle. As demais caracteristicas

estdo descritas abaixo na tabela 1, enquanto o quadro 3 apresenta os esquemas de tratamento

e tempo de utilizacdo dos medicamentos dos pacientes.

Tabela 1. Descri¢do dos grupos de estudo e grupo controle.

Caracteristicas gerais

N (%)
GC DS IB
(n=13) (n=14) (n=16)

Género
Feminino 9 (69,2) 12 (85,7) 11 (68,8)
Masculino 4 (30,8) 2 (14,3) 5(31,2)
Idade
17-30 4 (30,8) 0 (0) 1(6,2)
31-45 7 (53,8) 2 (14,3) 5(31,3)
46 — 60 2 (15,4) 12 (85,7) 10 (62,5)
Doenga autoimune
Artrite Reumatoide  ----- 11 (78,6) 7 (43,8)
Artrite Reumatoide + AlJ - 1(7,1) 0(0)
Artrite Reumatoide + Doenca
de Chron v 0(0) 16.2)
Artrite Idiopatica Juvenil (AlJ) - 0 (0) 1(6,2)
Artrite Psoriasica + Psoriase - 1(7,1) 3(18,8)
Espondilite Anquilosante - 0(0) 4 (25)
Artrite Reumatoide + LGpus? 1(7.1) 0(0)

Ou Sjogren (HD)

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.
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Quadro 3 - Descricdo dos medicamentos dos grupos IB e DS.

Imunomoduladores
biolégicos (n = 16)

Tempo de utilizacao

Ate 3
meses

4a6
meses

7al2
meses

13a24
meses

25a60
meses

61a120
meses

Mais de
120 meses

Adalimumabe

Adalimumabe,
Leflunomida e PDN

Certolizumabe

Certolizumabe e PDN

Certolizumabe, HQN e
PDN

Certolizumbe, MTX,
Mesalazina e Arpadol

Etanercepte

Etanercepte e MTX

Golimumabe e MTX

Infliximabe e MTX

Infliximabe e PDN

Drogas Sintéticas
(n=14)

Corticoide
(Dexametasona ou
Prednisona)

MTX

MTX e
Hidroxicloroquina

MTX,
Hidroxicloroquina e
Prednisona

MTX e Leflunomida

MTX e Prednisona

Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

6.2 DETECCAO DE ANTICORPOS IGG TOTAL E A SUBCLASSE IGG1 ANTI-

TOXOPLASMA GONDII E AVIDEZ DE IGG TOTAL E IGG1

Os pacientes que tiveram contato prévio com o Toxoplasma gondii foram selecionados

a partir da avaliacdo da sorologia para 1gG total anti-T.gondii, conforme pode ser observado

na figura 3A.

Quando os niveis de 1gG total foram comparados entre 0s grupos, ndo houve diferencga

significativa, contudo, foi observado uma forte tendéncia & diminuicdo no grupo IB quando
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comparado ao GC (p = 0,0554) (figura 3A). Todos os individuos do GC e a maioria dos
pacientes estavam com a infeccdo em fase cronica, pois apresentaram anticorpos alta avidez
de 1gG total, sendo que apenas um paciente estava com avidez moderada (ndo sendo possivel
determinar o tempo de infeccdo) e, portanto, ndo houveram variagdes significativas na
avaliacdo da avidez (figura 3B).

A presenca da subclasse 1gG1, que é descrita na literatura como a mais frequente na
resposta anti-T. gondii (HUSKINSON et al., 1989), também foi avaliada. Os niveis de 1gG1
sérica (figuras 3C) ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas na
comparagao entre 0s grupos, porém no teste de avidez de 1gG1 foi possivel observar que a
avidez desses anticorpos estava diminuida no 1B em rela¢do ao GC (p = 0,0482) (figura 3D).
Foi realizada ainda uma correlacdo entre os niveis de IgG total e IgG1l de cada grupo e
verificou-se uma forte correlacdo positiva entre a positividade de ambas, sendo p = 0,0003 e r
=0,8623 no GC; p<0,0001 er=0,9150 no DS e p <0,0001 e r =0,9727 no IB (figura 3E).
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Igl: Total

Figura 3 - Avaliacdo da imunidade humoral, avaliada pela produ¢do de anticorpos especificos para o
Toxoplasma gondii. (A) Niveis de anticorpos IgG total anti-T. gondii, expressos em indice ELISA (IE), (B)
indice Avidez dos anticorpos IgG total anti-T. gondii, expresso em porcentagem (%), (C) Niveis da subclasse
IgG1 anti-T. gondii, expressos em indice ELISA (IE), (D) indice Avidez da subclasse 1gG1 anti-T. gondii,
expresso em porcentagem (%), (E) Correlacdo entre os niveis dos anticorpos 1gG total e da subclasse 1gG1, nos
grupos GC, DS e IB. Andlise entre grupos por Kruskal-Wallis (A e C) e por Ordinary one-way ANOVA (B e D)
e analise de correlacdo por teste de Spearman, onde r expressa o coeficiente de correlacdo. As barras horizontais
representam as medianas com intervalos de interquartis ou média com desvio padrdo. Dados estatisticamente
significantes, *p < 0,05.

6.3 ANALISE DA EXPRESSAO DE MARCADORES DE ATIVACAO E EXAUSTAO EM
CELULAS T CD4*

Durante a realizacdo da citometria de fluxo, as células foram marcadas para que
fossem avaliadas quanto ao percentual de linfécitos T CD4*e T CD8* e ativacdo celular apds
48h e 96h, exaustdo apos 96h e quanto a possibilidade de presenca dos perfis de Thl, Treg e
Th17. Esses resultados obtidos foram analisados quanto ao ganho ou perda de células nos
estimulos utilizados quando comparados com as células que ndo foram estimuladas dentro do
préprio grupo; e foram também descritas as diferencas obtidas em um mesmo estimulo entre
0s grupos de estudo, DS e IB, quando comparados ao GC e entre si.

A ativacdo precoce demonstrada por CD69" nos linfécitos CD4" demonstrou um
aumento significativo do percentual de células no estimulo aCD3aCD28 em relacdo ao meio
(sem estimulo) nos grupos DS e IB (p = 0,0017 e p = 0,0076, respectivamente), enquanto no
GC houve apenas uma tendéncia ao aumento nesse mesmo estimulo (p = 0,0681). Ndo houve
diferenca no STAg nem entre os estimulos e nem entre os grupos avaliados (figura 4E),
assim como ndo houve diferenga nos outros dois estimulos entre os grupos avaliados. Na
ativagdo precoce em linfocitos CD8" (CD8"CD69") observou-se aumento no a«CD3aCD28 em

relagdo ao meio em todos os grupos (p = 0,0007 no GC, p = 0,0009 no DS e p = 0,0003 no
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IB) e no STAg em relacdo ao meio também em todos os grupos (p = 0,0398 no GC, p =
0,0245 no DS e p = 0,0044 no IB). Na analise entre grupos houve a diminuicdo significativa
do percentual de células ativadas na auséncia de estimulo apenas no IB em relagdo ao GC (p =

0,0451) e uma tendéncia a diminuicdo no DS em relacdo ao GC (p = 0,0707) nessa mesma
condicéo (figura 4F).
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Figura 4 - Ativacdo de linfocitos T CD4+ e CD8+, avaliada pela expressdo do receptor de superficie
celular CD69. (A) Selecdo da populacdo de linfocitos totais, (B) selecdo das populacGes de células T CD4+ e
CD8+, dentre as populacdes de linfdcitos totais, (C) selecdo das células CD4+ marcadas com CD69+, dentre as
células CD4+ totais, (D) selecdo das células CD8+ marcadas com CD69+, dentre as células CD8+ totais, (E)
percentual de CD4+CD69+ e (F) CD8+ CD69+ ap06s 48h de estimulo com anti-CD3 e anti-CD28, STAg e
auséncia de estimulo nos grupos GC, DS e IB, por citometria de fluxo. Os nimeros apresentados dentro dos
gréficos (A-D) demonstram o percentual de células presentes em cada selegdo descrita. Analise entre estimulos
por Wilcoxon e entre grupos por Kruskal-Wallis. As barras horizontais representam as medianas com intervalos
de interquartis. Dados estatisticamente significantes, *p < 0,05; **p < 0,005 e ***p < 0,0005.

Apds 96h os linfécitos T CD4* e CD8* foram analisados novamente. O percentual de
CD4* expressando CD28*, molécula co-estimulatéria que interage com a B7 presentes nas
APCs (SHARPE; FREEMAN, 2002), demonstrou-se reduzido no estimulo aCD3aCD28
quando comparado a auséncia de estimulos em todos os grupos (p = 0,0002 no GC, DS e IB),
enquanto no STAg houve uma tendéncia ao aumento no GC (p = 0,0574) e uma tendéncia a
reducdo no DS (p = 0,0676). Nao houve diferencas significativas nas analises entre grupos
(figura 5E). Com relagdo aos linfécitos T CD8* CD28", o aCD30CD28 mostrou percentual
menor em relacdo ao meio no GC (p = 0,0141), DS (p = 0,0209) e IB (p = 0,0152) e nenhuma
alteracdo significativa em nenhum dos grupos no STAg. O percentual celular no estimulo com
aCD3aCD28 no IB apresentou-se reduzido em relagdo ao mesmo estimulo no GC (p =
0,0306) assim como o STAg, também na comparacdo entre IB x GC (p = 0,0362), nas
analises entre grupos (figura 5F).

A exaustdo celular também foi avaliada pela expressdo de proteina de morte celular
programada 1 — Programmed cell death protein 1 (PD-1). Em T CD4+ foi evidente 0 aumento
de células expressando essa proteina apds estimuladas com aCD3aCD28 quando comparadas
as células sem nenhum estimulo nos trés grupos (p = 0,0005 no GC, p =0,0012no DS e p <
0,0001 no IB). Esse aumento na expressdo de PD-1 também foi observado nas células
estimuladas com STAg quando comparadas com a auséncia de estimulo nos trés grupos (p =
0,0005 no GC, p = 0,0419 no DS e p = 0,0076 no IB). Porém quando a expressao foi
comparada entre grupos, houve diferenca estatistica apenas entre as células ndo estimuladas
do DS em relacdo ao GC (p = 0,0082) e do IB em relacdo ao GC (p = 0,0121) (figura 5G).
Nos linfécitos T CD8+ houve o mesmo aumento de expressdo de PD-1 nas células
estimuladas com aCD3aCD28 quando comparadas a auséncia de estimulo nos trés grupos (p
= 10,0002 no GC, p =0,0001 no DS e p = 0,0003 no IB); assim como nas celulas estimuladas
com STAg em relacdo ao Meio, embora esse aumento tenha ocorrido apenas no GC (p =
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0,0034) e no DS (p = 0,0012). Nao houve diferencas estatisticamente significativas em células
CD8+ expressando PD-1 na anélise entre grupos (figura 5H).

Células expressando ambas as moléculas, CD28+ e PD-1 também foram analisadas.
Observou-se aumento da dupla expressdo nos linfocitos T CD4+ estimulados com
aCD3aCD28 quando comparado as células ndo estimuladas em todos os grupos, sendo p =
0,0327 para 0 GC, p = 0,0494 para o DS e p = 0,0110 para o IB. Esse mesmo aumento foi
observado também na analise do STAg x Meio nos 3 grupos: GC (p = 0,0005), DS (p =
0,0419) e IB (p = 0,0063). Na analise entre os grupos, apenas as células ndo estimuladas
apresentaram diferenga estatisticamente significativa entre o DS e o GC, demonstrando um
aumento no percentual de células com dupla expresséo no DS (p = 0,0366) (figura 51).

A avaliacdo de CD8+ duplo positivas mostrou aumento no percentual dessas células
no estimulo aCD3aCD28 em relacdo ao meio nos grupos GC (p = 0,0002), DS (p = 0,0001) e
IB (p = 0,0021) e no STAg em relagdo ao meio no GC (p = 0,0034) e DS (0,0105). Quando
realizada a analise entre grupos, observou-se uma diminuicdo no percentual de células
estimuladas com STAg que apresentaram essa dupla marcacdo no IB quando comparado ao
GC (p = 0,0443) (figura 5J).
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Figura 5 - Ativacéo e exaustdo de linfécitos T CD4* e CD8*, avaliada pela expressdo dos receptores de
superficie celular CD28 e PD-1. (A) Selecdo da populacdo de linfécitos totais, (B) selecdo das populacdes de
células T CD4+ e CD8+, dentre as populagdes de linfdcitos totais, (C) selecdo das células CD4+ marcadas com
PD-1 (Q1 + Q2), CD28+ (Q2 + Q3) e duplamente marcadas com PD-1 e CD28+ (Q2), (D) sele¢do das células
CDB8+ marcadas com PD-1 (Q1 + Q2), CD28+ (Q2 + Q3) e duplamente marcadas com PD-1 e CD28+ (Q2), (E)
percentual de CD4* CD28*, (F) CD8" CD28*, (G) CD4* PD-1*, (H) CD8* PD-1* (1) CD4* CD28* PD-1* e (J)
CD8* CD28* PD-1* apds 96h de estimulo com anti-CD3 e anti-CD28, STAg e auséncia de estimulo nos grupos
GC, DS e IB, por citometria de fluxo. Os nimeros apresentados dentro dos graficos (A-D) demonstram o
percentual de células presentes em cada sele¢do descrita. Andlise entre estimulos por Wilcoxon (E, G, H, l e J) e
por Paired T test (F) e entre grupos por Kruskal-Wallis (E, G, H, | e J) e Ordinary one-way ANOVA (F). As
barras horizontais representam as medianas com intervalos de interquartis ou media com desvio padrdo. Dados
estatisticamente significantes, *p < 0,05; **p < 0,005, ***p < 0,0005 e ##p < 0,0001.

6.4. ANALISE DA EXPRESSAO INTRACELULAR DAS CITOCINAS IFN-y, IL-17 E
IL-10 POR CELULAS CD4*

As células T CD4" foram avaliadas também quanto a sua expressao de IFN-y, IL-17,
IL-10 e dupla expressdo dessas citocinas. As células produtoras de IFN-y apresentaram
aumento em seu percentual apds estimulo com aCD3aCD28 em relagdo as ndo estimuladas
no GC (p = 0,0002), DS (p = 0,0353) e IB (p = 0,0013). Esse mesmo aumento em relacdo ao
meio foi observado apds estimulo com STAg no GC (p = 0,0002) e no IB (p = 0,0013), mas
ndo no DS. A analise entre grupos ndo mostrou diferencgas significativas (figura 6F).

O percentual de CD4" IL-17" nas células estimuladas com aCD3aCD28 foi maior em
relagcdo as nao estimuladas no GC (p = 0,0061) e no IB (p = 0,0016). O mesmo ocorreu nas
células apos estimulo com STAg (p = 0,0215 no GC e p = 0,0335 no IB). Contudo, ndo houve
diferengas nos estimulos na analise entre os grupos pesquisados (figura 6G).

A expressdo intracelular de IL-10 mostrou-se aumentada nas células CD4" apds
estimulo com aCD3aCD28 em relagdo ao meio nos grupos GC (p = 0,0134) e IB (p = 0,0076)
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e apds estimulo com STAg também em relagdo ao meio no GC (p = 0,0327), DS (p = 0,0245)
e IB (p = 0,0250) (figura 6H) e nenhuma diferenca na comparagéo entre grupos.

Com relagdo a dupla expressao intracelular de citocinas, a avaliacdo de CD4" IFN-y*
IL-17" demonstrou aumento no percentual de células estimuladas com aCD3aCD28 ¢ com
STAg em relagdo aos linfocitos ndo estimulados nos grupos GC (p = 0,0061 e p = 0,0327,
respectivamente) e IB (p = 0,0063 e p = 0,0290, respectivamente). Porém ndo apresentou
diferencas na avaliacdo entre grupos (figura 61). Por sua vez, células duplo produtoras de
IFN-y" e IL-10 mostraram aumento em seu percentual apenas no GC, quando comparado o
aCD3aCD28 ¢ o STAg com as células ndo estimuladas (p = 0,0081 ¢ p = 0,0134,
respectivamente); enquanto no IB houve apenas uma tendéncia ao aumento do percentual de
células estimuladas com STAg em relacdo ao meio (p = 0,0730). Porém a anélise entre grupos
ndo mostrou nenhuma diferenca significativa (figura 6J). Por fim, os linfécitos CD4* IL-17*
IL-10" mostraram um aumento significativo apenas no GC, quando as células estimuladas
com aCD3aCD28 foram comparadas as nao estimuladas (p = 0,0105); e uma tendéncia ao
aumento no STAg X meio no GC (p = 0,0574) e no aCD3aCD28 x meio no IB (p = 0,0761).
Da mesma forma que as anteriores, ndo houveram alteracGes significativas quando analisadas

as diferencas entre os grupos em cada estimulo (figura 6K).
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Figura 6 - Perfis de linfocitos T CD4+, avaliado pela expressdo das citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10. (A)
Sele¢do da populacéo de linfocitos totais, (B) selecdo das populagfes de células T CD4+, dentre as populagdes
de linfécitos totais, (C) sele¢do das células CD4+ expressando IFN-y (Q1 + Q2), IL-17 (Q2 + Q3) e duplamente
marcadas com IFN-y e IL-17 (Q2), (D) selecdo das células CD4+ expressando IFN-y (Q5 + Q6), IL-10 (Q6 +
Q7) e duplamente marcadas com IFN-y e IL-10 (Q6), (E) selecdo das células CD4+ expressando IL-17 (Q9 +
Q10), IL-10 (Q10 + Q11) e duplamente marcadas com IL-17 e IL-10 (Q10), (F) percentual de CD4+ IFN-y+,
(G) CD4+ IL-17+ (H) CD4+ IL-10+, (I) CD4+ IFN-y+ IL-17+, (J) IFN-y+ IL-10+ (K) IL-17+ IL-10+ apds 96h
de estimulo com anti-CD3 e anti-CD28, STAg e auséncia de estimulo nos grupos GC, DS e IB, por citometria de
fluxo. Os numeros apresentados dentro dos graficos (A-E) demonstram o percentual de células presentes em
cada selecdo descrita. Andlise entre estimulos por Wilcoxon e entre grupos por Kruskal-Wallis. As barras
horizontais representam as medianas com intervalos de interquartis. Dados estatisticamente significantes, *p <
0,05; **p < 0,005 e ***p < 0,0005.
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6.5 ANALISE DE POPULACOES T CD4* REGULATORIAS

O perfil de linfécitos T regulatérios também foi analisado e para tanto, as células T
CD4* foram avaliadas quanto a presenca da subunidade alfa do receptor de interleucina-2 ou
CD25, do fator de transcricdo Foxp3 e do peptideo associado a laténcia — latency-associated
peptide (LAP). Durante a analise da citometria, as células foram separadas em CD25M9",
CD25"" e CD25 negativas, sendo consideradas como Tregs classicas aquelas marcadas como
CD4*CD25M9"FoxP3*.

Foi observado um aumento dos linfécitos T CD4* CD25M9 nos estimulos:
aCD3aCD28 em relagdo as células sem nenhum estimulo nos trés grupos (p = 0,0002 no GC,
p = 0,0001 no DS e p < 0,0001 no IB), assim como no STAg também quando comparado ao
meio nos grupos GC, DS e IB (p = 0,0002, p = 0,0494 e p = 0,0004, respectivamente).
Quando analisada a diferenca entre grupos, o percentual dessas células mostrou-se diminuido
apos estimuladas com STAg no grupo DS quando comparado ao GC (p = 0,0177); contudo
ndo houve diferencas no IB (figura 7E).

Células CD4*CD25M9"Foxp3* demonstraram um aumento em seu percentual no
estimulo com aCD3aCD28 em relagdo ao meio apenas no IB (p = 0,0335) e ndo apresentou
alteracbes significativas na andlise entre grupos (figura 7F). Por sua vez, células
CD4*CD25M9"AP* apresentaram aumento em seu percentual quando estimuladas com STAg
em comparacdo aquelas sem estimulo nenhum em todos os grupos: p = 0,0105 no GC, p =
0,0419 no DS e p = 0,0060 no IB e também ndo apresentaram ganho ou perda em nenhum
estimulo quando comparados entre os grupos (figura 7G). Contudo, as células T regulatorias
expressando Foxp3* e LAP* ndo demonstraram diferencas significativas entre os estimulos
dos grupos, apenas uma tendéncia ao aumento no STAg quando comparado ao meio no grupo

IB (0,0730), e nenhuma diferenca na analise entre os grupos (figura 7H).
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Figura 7 - Perfil de linfécitos T CD4* regulatorios, avaliados pela expressdo da cadeia alpha do receptor
de IL-2 (CD25), LAP e do fator de transcricdo Foxp3. (A) Selecdo da populacdo de linfécitos totais, (B)
selecdo das populacfes de células T CD4+, dentre as populacdes de linfdcitos totais, (C) selecdo das células
CD25-, CD25Low e CD25High, dentre as populagdes de células CD4+, (D) sele¢do das células
CD4+CD25High, expressando FOXP3 (Q1 + Q2), LAP (Q2 + Q3) e duplamente marcadas com FOXP3 e LAP
(Q2), (E) percentual de CD4* CD25H19" totais, (F) CD4* CD25H19" Foxp3* (G) CD4* CD25M9" LAP* e (H) CD4*
CD25Hi8" Foxp3*LAP* apds 96h de estimulo com anti-CD3 e anti-CD28, STAg e auséncia de estimulo nos
grupos GC, DS e IB, por citometria de fluxo. Os nlimeros apresentados dentro dos graficos (A-D) demonstram o
percentual de células presentes em cada sele¢do descrita. Andlise entre estimulos por Wilcoxon e entre grupos
por Kruskal-Wallis. As barras horizontais representam as medianas com intervalos de interquartis. Dados
estatisticamente significantes, *p < 0,05; **p < 0,005, ***p < 0,0005 e ##p < 0,0001.

6.6 AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS POR PBMCS DE PACIENTES COM
DA EM SOBRENADANTE DE CULTURA

O sobrenadante foi analisado para verificar a presenca das citocinas IL-2, IFN-y, IL-6,
TNF-a, IL-4, IL-10 e IL-17 ap6s 96 horas de cultura de células. Na analise da producéo de IL-
2 observou-se um aumento dessa citocina no STAg quando comparado a auséncia de estimulo
nos trés grupos, sendo p = 0,0039 no GC e no DS e p =0,0195 no IB (figura 8A). A préxima
citocina analisada foi o IFN-y, que demonstrou aumento significativo em sua produgdo no
aCD3aCD28 e no STAg em relacdo ao meio em todos os grupos (p = 0,0020 no GC e DS e p

=0,0039 no IB, para ambos os estimulos), conforme mostra a figura 8B.
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Assim como no IFN-y, a IL-6 demonstrou aumento de sua produgdo nos dois
estimulos, quando comparados & sua producdo nas células ndo estimuladas, em todos os
grupos. As diferengas significativas para o aCD3aCD28 foram p <0,0001 parao GC e DS e p
= 0,0001 para o IB; enquanto para o STAg foram p = 0,0004, p = 0,0043 e p = 0,0261 para o
GC, DS e IB, respectivamente (figura 8C). O TNF-a, por sua vez, obteve aumento de sua
produgdo apos estimulo das células com aCD3aCD28 em relagdo ao meio nos grupos DS e IB
(p = 0,0078 para ambos) e uma tendéncia ao aumento de sua producéo no GC (p = 0,0742). O
estimulo com STAg também resultou no aumento dessa citocina nos trés grupos, sendo p =
0,0020 no GC, p = 00,78 no DS e p = 0,0039 no IB (figura 8D).

A andlise da IL-4 ndo demonstrou diferencas estatisticamente significativas entre o0s
estimulos quando comparados com as células ndo estimuladas em nenhum dos grupos (figura
6E). Ja a IL-10 mostrou aumento significativo de sua producdo apds estimulo com
aCD3aCD28 quando comparado a ausé€ncia de estimulos nos trés grupos: GC e DS (p =
0,0020) e IB (p = 0,0039). Contudo apenas o IB demonstrou aumento de producdo dessa
citocina no STAg em comparacgédo ao meio (p = 0,0078) (figura 8F).

Por fim, a IL-17 mostrou-se aumentada apenas no aCD3aCD28 quando comparado ao
meio, de forma estatisticamente significativa nos trés grupos (p = 0,0078 no GCe DS e p =
0,0156 no IB), conforme mostra a figura 8G.

A analise da producéo de citocinas em um mesmo estimulo entre os grupos de estudo
também foi realizada, porém ndo foram demonstrados aumento ou diminuicdo de nenhuma

das citocinas pesquisadas (figura 8A-G).
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Figura 8 - Producéo de citocinas no sobrenadante de cultura de células. Niveis das citocinas (A) IL-2, (B)
IFN-y, (C) IL-6, (D) TNF-a, (E) IL-4, (F) IL-10 e (G) IL-17, expressos em pg/mL, quantificados ap6s 96h de
estimulo com anti-CD3 e anti-CD28, STAg e auséncia de estimulo nos grupos GC, DS e IB, por CBA. Analise
entre estimulos por Wilcoxon (exceto em C, Paired T test) e entre grupos por Kruskal-Wallis (exceto em C,
Ordinary one-way ANOVA). As barras horizontais representam as medianas com intervalos de interquartis ou
média com desvio padrdo. Dados estatisticamente significantes, *p < 0,05; **p < 0,005, ***p < 0,0005 e ##p <

0,0001.
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7. DISCUSSAO

Uma resposta apropriada contra Toxoplasma gondii depende da acdo de citocinas
como IL-12, IFN-y e TNF-a, que sao predominantemente do perfil Thl, além de outras
citocinas pro-inflamatérias (GAZZINELLI et al., 1994). Por sua vez, o controle das doengas
autoimunes requer exatamente a reducdo da acdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias em
individuos acometidos por essas patologias. Nesse contexto, os bloqueadores de TNF séo
considerados um grande avan¢o no combate as doengas autoimunes, contribuindo para seu
controle e proporcionando uma boa qualidade de vida para os pacientes na maioria dos casos
(MOTA et al., 2012). Contudo, existem alguns casos em que a medicacdo pode ndo funcionar
como esperado (falha terapéutica) (LIMA et al., 2015), ou ainda funcionar, mas causar uma
imunossupressao que predispde o individuo a doencas oportunistas (PULIVARTHI et al.,
2015).

Anteriormente em nosso laboratério, foi mostrado que o uso de Infliximabe, um
bloqueador de TNF-a, em modelo de granuloma in vitro utilizando PBMCs de pacientes com
PPD positivo, tuberculose ativa ou tratados, foi capaz de promover uma modulacdo negativa
dos perfis Treg, Thl e Th2, avaliado através da observacdo da diminuicdo da producdo das
citocinas IFN-y, 1L-12p40, IL-10 e IL-17 (SILVA et al.,, 2018). Dessa forma, dada a
importancia de um equilibrio nas respostas imunes dos individuos para que ndo haja nem
lesdo tecidual, nem acometimento por doencas oportunistas, esse estudo procurou verificar se,
assim como ja foi mostrado na tuberculose, 0 uso desses medicamentos imunossupressores
em pacientes portadores de doencas autoimunes traz algum prejuizo em sua capacidade de
responder contra Toxoplasma gondii.

Existem relatos de individuos que podem desenvolver sintomas neuroldgicos ou
oculares (HOSSEININEJAD et al., 2018; PULIVARTHI et al., 2015), contudo esse é o
primeiro estudo, até onde sabemos, que tentou estabelecer quais alteragdes imunoldgicas estdo
relacionadas com uma possivel reativagdo. Por essa razdo, aqui tentamos avaliar alguns
pardmetros de expressdo celular e producdo de citocinas in vitro apds um estimulo
inespecifico e um estimulo com antigenos sollveis totais de Toxoplasma gondii.

Em nosso estudo encontramos que células CD4* expressando o marcador de exaustdo
PD-1 estavam aumentadas em pacientes em uso de drogas sintéticas e biologicas quando
comparados a individuos saudaveis; contudo essa exaustdo foi observada apenas na auséncia
de estimulos. Ja foi demonstrado que o aumento de PD-1 ocorre em resposta a exaustdo em
linfocitos T (BARBER et al., 2006; KEIR et al., 2008). Por essa razéo, o PD-1 esta envolvido
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também em mecanismos de autoimunidade e tolerdncia periférica e h& estudos inclusive
associando-o ao desenvolvimento de abordagens terapéuticas para amenizar os efeitos de
algumas doencas autoimunes (KEIR et al., 2008). Essa alteracdo que encontramos confirma
sua relacdo de aumento de expressdao em doencas autoimunes, conforme ja foi descrito na
literatura (KEIR et al., 2008), uma vez que as células desses pacientes podem demonstrar
sinais de exaustdo devido a estarem constantemente ativadas. Outra explicacdo para o
aumento de sua expressdo pode ser devido a tentativa de diminuicdo da ativacao de células T,
de modo a torna-las menos reativas, diminuindo os efeitos inflamatorios observados em
doencas autoimunes (YOKOSUKA et al., 2012).

Existem também evidéncias de que a infeccdo crdnica por Toxoplasma gondii pode
promover a exaustdo celular e aumento de expressao de PD-1 principalmente na presenca de
bradizoitos, mostrados em camundongos (BHADRA et al., 2011; BHADRA; GIGLEY;
KHAN, 2012; XIAO et al., 2018). De fato, quando analisamos as células estimuladas com
STAg em relagdo as ndo estimuladas, podemos observar que ha um aumento de exaustdo de
CD4" nos 3 grupos e de CD8" no GC e DS, apesar de essa alteragcdo também ter ocorrido ap6s
exposicao ao mitdgeno nos 3 grupos para ambas as populacgdes celulares.

Um estudo mostrou que células CD8" especificas para o virus da coriomeningite
linfocitaria demonstraram aumento de expressdo desse receptor acompanhado de proliferacdo
prejudicada e diminuicdo em producéo de citocinas em células efetoras. Um dos seus ligantes,
0 PD-L1 também estava aumentado em esplendcitos de camundongos infectados e o bloqueio
de PD-L1 com anticorpos foi capaz de aumentar novamente as respostas nessas células,
inclusive aumentando producéo das citocinas TNF-o ¢ IFN-y e diminuindo a carga viral em
6rgdos desses animais, mesmo na auséncia de linfocitos CD4". O anti-PD-L1 permitiu
também um aumento de proliferacdo dessa populacéo, por ndo permitir comunicagédo do PD-1
com seu ligante, uma vez que ele ainda permanece expresso na superficie celular. O bloqueio
do préprio PD-1 é capaz de melhorar novamente a exaustdo em CD8", embora em menor
proporcao (BARBER et al., 2006). Na toxoplasmose, foi demonstrado que a expresséo de PD-
1 em células T CD8" esta relacionada com aumento de apoptose e diminuicdo da proliferacdo
(BHADRA et al., 2011). Além disso, camundongos infectados com T. gondii e em fase
crénica que apresentavam anticorpos contra MAG1 — que é um antigeno presente no cisto
contendo bradizoitos — expressaram niveis mais altos de PD-1 e seus dois ligantes, PD-L1 e
PD-L2 e foi visto que quanto maior a quantidade de cistos, maior os niveis de anticorpos e
maior foi a expressdo dessas moléculas. Porém, uma vez tratados com anti-PD-L1 houve

diminuicdo do nimero de cistos cerebrais contendo bradizoitos e diminuicdo da expressédo da
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proteina BAG1, também presente em bradizoitos. Outro ponto positivo foi que esse blogueio
promoveu um aumento de citocinas como IL-12p70 e IL-10, que foram correlacionadas com a
diminuicdo dos cistos (XIAO et al., 2018).

Aqui observamos que ndo houve nenhum aumento na expressdo de PD-1 nos grupos
DS e IB em comparacdo ao GC em CD4" ou CD8" ap6s os estimulos com aCD3aCD28 e
STAg, sugerindo que ainda podem ter capacidade de resposta quando estimuladas, embora
estejam previamente exaustas devido aos efeitos inflamatdrios da doenca autoimune. Outro
fator a se considerar € que embora a via de PD-1 e PD-L1 possa prejudicar uma resposta
adequada, ha um mecanismo de protecdo envolvido que tenta evitar que as células fiquem
permanentemente ativadas, j& que camundongos knockout para PD-1 sdo capazes de
responder contra uma infec¢do viral aguda de coriomeningite linfocitaria normalmente; porém
guando infectados com a linhagem de infeccdo viral cronica, morrem devido a danos celulares
(BARBER et al., 2006). No caso dos individuos estudados em DS e IB ha que se pensar em
um equilibrio, uma vez que ha a necessidade de certa regulacdo negativa, mas ndo téo
exacerbada a ponto de interferir em uma resposta antiviral ou antiparasitaria. Nesse contexto é
interessante notar que o uso de blogueadores de TNF-a como tratamento aparentemente nao
interfere negativamente nesse aspecto.

Além disso, células CD4* com expressdao simultanea de CD28 e PD-1 estavam
aumentadas na auséncia de estimulos no DS, confirmando mais uma vez que a presenga de
PD-1 ndo inibiu completamente a presenca de CD28 e uma possivel ativacdo via CD28-B7.
Isso pode ocorrer porque embora o PD-1 possa interferir na ativagdo de PCK-6 mediada por
CD28 e diminuir a ativacéo de células T, ao contrario do CTLA-4, ele ndo exclui a presenca
dessa molécula, ndo esta posicionado em uma localizacdo semelhante e portanto ndo compete
com CD28 (YOKOSUKA et al., 2012). Dessa forma € possivel que uma célula expresse
ambas as moléculas mesmo que o PD-1 indiretamente prejudique a funcdo adequada de
CD28.

Quando se trata de Tregs, sabemos que a citocina TNF-a ¢ capaz de comprometer a
funcdo adequada dessa populacdo na artrite reumatoide, e um dos mecanismos é através da
reducdo da fosforilagdo do fator de transcricdo FoxP3, de modo que o tratamento com anti-
TNF contribui para reestabelecer a funcdo dessas células, revertendo esse efeito e ainda
reduzindo a a¢do de IFN-y e IL-17 e promovendo um equilibrio entre os perfis celulares (NIE
etal., 2013).

Devido ao uso de bloqueadores de TNF que, apesar de ser uma das principais citocinas

causadoras de inflamagdo em doengas autoimunes é também uma das responsaveis pela
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manutencdo da resposta anti-T. gondii, pensamos que pudesse haver uma redugdo no
percentual de células expressando IFN-y e aumento de células do perfil T regulatorio, contudo
isso ndo ocorreu. Ao contrario, ndo sO0 as células expressando IFN-y foram capazes de
apresentar percentuais semelhantes nos grupos de estudo e no GC como houve uma
diminuicdo da populagdo CD4CD25H19" em pacientes em uso de drogas sintéticas, apos
estimulo com STAg, quando comparadas as células de individuos do grupo controle,
sugerindo que pode haver a capacidade de desenvolvimento de uma resposta Thl apropriada
nesses pacientes frente a uma possivel infeccdo pelo parasito. Contudo, quando o fator de
transcricdo FoxP3 e o LAP foram analisados nessa populagdo, ndo houve diferencas
significativas, de modo que ndo ha como afirmar que todas essas células eram de fato
pertencentes ao perfil regulatdrio.

Contrario aos nossos resultados, Yang e colaboradores (2020) encontraram que 0
percentual de células T regulat6rias era menor em pacientes com espondilite anquilosante do
que no grupo controle; porém ap6s 12 semanas de tratamento com anbainuo, que é um
receptor de TNF-o recombinante (etanercept biosimilar), verificaram que a medicagdo
promoveu aumento do ndmero dessas células (YANG et al., 2020). Isso também foi mostrado
em modelo murinho de artrite em que o bloqueio de TNF foi acompanhado de aumento nessa
populacdo (BITON et al., 2011). O fato de termos encontrado uma diminuicdo ao invés de
aumento de Tregs pode sugerir que os efeitos dos anti-TNF avaliados ndo se sobressairam a
uma resposta adequada aos estimulos. Durante a infeccdo por T. gondii hd& uma grande
producdo de IFN-y, expressao de T-bet e aumento de células do perfil Thl e, com isso, ocorre
a reducdo de Tregs Foxp3*, que deve ser equilibrada para que os efeitos inflamatdrios
causados pela defesa contra o parasito ndo aumentem a patogénese da doenca (OLDENHOVE
et al., 2009). Outra explicacdo para essa reducdo de Tregs seria que por algum motivo esses
pacientes ndo apresentaram os efeitos maximos dos imunobioldgicos, ja que mesmo nha
auséncia de estimulo as Tregs estavam diminuidas. Todavia, vale ressaltar que essa alteracao
nas celulas T regulatorias pode ou ndo ocorrer dependendo de como a doenca evolui nesses
individuos e até mesmo do tipo de bloqueador de TNF utilizado para o tratamento. Pacientes
em uso de adalimumabe, por exemplo, podem apresentar aumento de Tregs, mas se a
atividade da doenca persiste apesar dos imunobioldgicos, 0 aumento dessas células ndo é
detectado (MCGOVERN et al., 2012). Além disso, existe variacdo na resposta imune de
acordo com o tipo de bloqueador de TNF utilizado, ja que esse aumento de Tregs devido ao

uso de adalimumabe nédo ocorre no tratamento com etanercepte (MCGOVERN et al., 2012).
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Por fim, quando avaliamos expressdo das citocinas IFN-y, IL-17 e IL-10, através de
citometria de fluxo, vimos que a estimulagdo com STAg e com aCD3aCD28 ndo aumentou,
nem diminuiu a capacidade de expressdo de citocinas em nenhum dos grupos, o que indica
que o uso de medicacdo imunomoduladora, seja sintética ou bioldgica, ainda permite que a
resposta seja semelhante aquela observada em individuos sem doenca autoimune, tais como
0s que compuseram o GC. Em concordancia com isso, uma analise de células T CD4"e CD8"
do sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide, colocadas em cultura e estimuladas
com PMA e ionomicina ou com aCD3aCD28 na presenca de brefeldina A, verificou a
expressao de citocinas de perfil Thl e Th2, IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10 nessas
células e concluiu que as porcentagens de expressdo dessas citocinas foram muito
semelhantes nos pacientes com AR quando comparados aos controles sem nenhum tipo de
doenca autoimune (BERNER et al., 2000). Assim como avaliamos possiveis diferencas entre
as citocinas em pacientes em uso de imunobioldgicos (IB), drogas sintéticas também
imunossupressoras (DS) e GC, eles também avaliaram essas possiveis diferencas entre
pacientes recebendo imunossupressores quando comparados aqueles que recebiam apenas
antiinflamatérios ndo esteroidais e também nédo viram diferencas significativas na expressdo
de citocinas (BERNER et al., 2000).

Com relagdo a andlises de citocinas no sobrenadante de cultura, um estudo analisou a
producdo da citocina IFN-y em resposta ao estimulo com o mitégeno Fitohemaglutinina
(Phytohemagglutinin — PHA) em pacientes com doencas inflamatdrias imuno-mediadas
reumatologicas (rheumatologic immune-mediated inflammatory diseases — IMID) durante 1 a
8 anos de uso prolongado de bloqueadores de TNF-a, e viram que ao longo desses anos
houveram oscilagfes na producdo de IFN-y, com os menores niveis na primeira dosagem ¢
apos 4 anos de uso, enquanto as dosagens ap6s 1, 2 e 8 anos foram até maiores do que a
inicial; e que ndo houveram diferencas entre a producdo dessa citocina nos dois blogueadores
de TNF avaliados, Etanercept e Adalimumab e nem entre as duas doencas, artrite reumatoide
e psoriatica. Interessante também observar que, apds 8 anos de uso desses imunobiologicos,
ndo foram encontradas diferencas estatisticas na producéo de IFN-y nesses individuos quando
foram comparados com doadores saudaveis (SAUZULLO et al., 2018), assim como
aconteceu em nosso estudo, que também n&o encontrou diferengas na produgdo de nenhuma
das citocinas analisadas, IL-2, IFN-y, IL-6, TNF-a, IL-4, IL-10 e IL-17, no sobrenadante em
IB e DS quando comparadas com GC, nem no estimulo com o mitégeno, nem no estimulo

com antigeno de T. gondii.
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Outro estudo avaliou os efeitos de um anti-TNF ap6s 7 dias da aplicacdo da medicagao
e, ao contrario dos nossos resultados, os pesquisadores encontraram que a producdo de TNF
apos estimulo com aCD3aCD28 foi menor em pacientes sem tratamento, em tratamento com
metotrexato e com anti-TNF em relacdo ao grupo controle e a producdo de IL-10 e IL-6 foi
menor em pacientes tratados com metotrexato ou drogas bioldgicas. Encontraram ainda que
células CD4"CD69" estavam diminuidas em individuos com MTX e IB ap6s estimulo com
aCD3aCD28 (FURIATI et al., 2019), enquanto nosso estudo ndo mostrou alteracBes na
populacdo CD4*, apenas em CD8*. Contudo, assim como observado em nosso estudo, Furiati
e colaboradores (2019) também ndo observaram diferencas na producéo de IFN-y e IL-17
quando comparados 0s grupos controle, pacientes com psoriase sem tratamento e pacientes
com psoriase em tratamento com DMARD:s sintéticas ou bioldgicas (FURIATI et al., 2019).

Esses achados de expressao celular de citocinas e producédo de citocinas demonstrando
niveis semelhantes entre individuos em uso de drogas imunossupressoras e 0 grupo controle,
embora preliminares, sdo surpreendentemente animadores, uma vez que podemos sugerir,
pelo menos inicialmente, que o risco de reativacdo de toxoplasmose ndo é tdo aumentado
guanto o observado para reativacdo de tuberculose, por exemplo. De fato, sé as alteracdes
causadas pela doenca autoimune séo suficientes para aumentar o risco de infeccbes nesses
pacientes em pelo menos duas vezes, incluindo tuberculose (DORAN et al., 2002a). Quando o
tratamento é feito com imunobioldgicos esse risco aumenta ainda mais, ja tendo sido
mostrado inclusive que, dependendo do tipo de bloqueador utilizado, pode chegar a cerca de
30 vezes como mostrou Seong e colaboradores (2007) com relacdo ao uso de infliximabe
(SEONG et al., 2007).

No entanto, h& poucos estudos relacionando uso de terapias bioldgicas com o risco de
reativacdo de toxoplasmose e, até onde sabemos, ndo ha outros estudos mostrando detalhes
das respostas imunes desses individuos frente a estimulos com antigenos de T. gondii, de
modo que ndo seriamos capazes de estabelecer, com os resultados aqui observados, qual o
grau de imunossupressao seria necessario para uma possivel reativacdo. Contudo, sabe-se que
em individuos com AIDS, que possuem uma imunodepressdo bem mais acentuada que a
imunossupressao causada pelas DMARDs utilizadas por pacientes com DA, o risco de
acometimentos neurologicos desencadeados por reativacdo de tuberculose é bem maior que o
risco de acometimentos causados por neurotoxoplasmose; de modo que observa-se que
enquanto uma meningite tuberculosa é associada a niveis de CD4* abaixo de 400/mm?3, para
toxoplasmose seria apenas abaixo de 200/mm?® (BOWEN et al., 2016). Seguindo essa linha de

raciocinio, é possivel entender porque embora existam relatos de manifestagcdes neuroldgicas
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e oculares em pacientes em uso de anti-TNF e demais imunobiol6gicos, ainda ndo ha um
monitoramento ou rastreio de toxoplasmose durante o tratamento, j& que a principio parece
que outros fatores podem estar envolvidos nesse desequilibrio na imunidade que causa a

reativacdo em alguns desses pacientes.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Num primeiro momento, acreditava-se que o bloqueio dessa citocina poderia predispor
a um aumento no risco de reativacdo de toxoplasmose naqueles pacientes que ja tiveram
contato com o parasito, visto que existem varios relatos de casos de individuos em uso de
imunobioldgicos ou mesmo drogas imunossupressoras do tipo sintéticas que eventualmente
apresentam sintomas de neurotoxoplasmose associado ou ndo a coriorretinite. Contudo, a
avaliacdo dessa imunomodulacao parece ser mais complicada do que inicialmente pensou-se.

Saliu e colaboradores (2006) mostraram que existem diferentes respostas frente aos
diferentes tipos de bloqueadores de TNF; em cultura de celulas de individuos saudaveis
estimulados com antigenos de M. tuberculosis ou PHA incubadas com bloqueadores de TNF
foi demonstrado que tanto o adalimumab quanto o infliximabe foram capazes de inibir a
ativacdo precoce de células T, avaliadas pela expressdo de CD69", enquanto o0 etanercept ndo
foi capaz de fazer o mesmo. Além disso, foi observado que o bloqueio do TNF com
infliximabe e adalimumabe podem suprimir a producdo de IFN-y, enquanto novamente o
etanercept ndo apresentou diferencas em relacdo a células ndo bloqueadas (SALIU et al.,
2006). Além disso, é necessario considerar que a resposta imune pode variar mesmo em
individuos sem doencas autoimunes. Nesse contexto, a doenca autoimune entra como mais
um fator de confusdo, j& que mesmo quando se avalia o uso de apenas um tipo de
imunobioldgico deve-se ter em mente que essa medicacdo € utilizada para varias doencas
autoimunes, com diferentes fisiopatogenias. Ha ainda a questdo de outras comorbidades
associadas que podem interferir na avaliacdo (embora tenhamos tentado ao maximo reduzir
esse Viés). E por fim, héa de se considerar que se faz necessario uma avaliagdo com um painel
de marcacéo celular mais amplo e um n maior.

Embora esse seja o primeiro estudo de avaliacdo de resposta celular realizado
buscando uma associacdo entre imunomodulares para tratamento de doencgas autoimunes e 0
risco de reativacdo de toxoplasmose, destacamos aqui que a imunossupressao causada pelos
imunomoduladores biolégico e até mesmo sintéticos, sozinha, aparentemente ndo é suficiente
para desencadear uma reativacdo de toxoplasmose. Como perspectivas esperamos que mais
estudos acerca do tema sejam realizados para esclarecer porque essa manifestacdo de

toxoplasmose ocorre em alguns individuos e quais séo os principais fatores preditores.
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9. CONCLUSAO

Com base nos resultamos obtidos nesse estudo, acredita-se que 0 uso de
imunomoduladores, isoladamente, ndo € suficiente para prejudicar a resposta imune frente a
infecgdo por Toxoplasma gondii em individuos cronicamente infectados e causar reativagdo
de toxoplasmose devido a baixa imunidade e que os casos descritos na literatura podem ter

outros mecanismos de imunossupressao associados ao uso desses medicamentos.
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APENDICE A - QUESTIONARIO

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

Paciente N°: Data da coleta: / / Grupo: ( )DS ( )IB
Registro Geral (Hospital): Prontuario:
Idade: Data de nascimento: / / Naturalidade:

Sexo: () Feminino () Masculino
Raca/Cor: ( ) Branco ( ) Negro ( ) Amarelo ( ) Parda ( ) Indigena ( ) Ignorado
Estado Civil: () Solteiro(a) ( ) Casado(a) ( ) Amasiado(a) ( ) Divorciado(a) ( )Viuvo(a)
Escolaridade: () Fund. Incomp. ( ) Fund. Comp. ( ) Ens. Méd. Incomp. ( ) Ens. Méd.
Comp. () Sup. Incomp. ( ) Sup. Comp.

Renda familiar: ( ) Até 2 salarios ( ) De 2 a5 salarios ( ) De 5a 10 salarios ( ) Mais de
10 salérios

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

Tabagismo: () ndo ( ) sim. Quantidade diaria? Tempo de uso:

Alcoolismo () ndo ( ) sim. Quantidade diaria? Tempo de uso:

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

Conhece a Toxoplasmose: () ndo () Jaouviufalar () sim

Possui saneamento basico na residéncia? () coletade lixo ( )esgoto ( )agua tratada
Possui gatos? ( )ndo ( )sim

Costuma deixa-los “passear” narua? ( )ndo () sim

Onde esses animais depositam seus dejetos? () caixa de areia () quintal ou jardim da
casa

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

( )ndo ( )asvezesesquece ( )lavaem agua corrente () lava com agua e sab&o
() deixa algum tempo no vinagre () deixa algum tempo no hipoclorito

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

Tem o habito de ingerir leitecru? ( )ndo () sim

Tem o habito de ferver ou filtrar a 4gua antes da ingestédo? () ndo ( ) fervida ( )
filtrada
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Informagdes do Prontuério

Portador de doenga autoimune?

Data do diagnostico Inicio do tratamento

Tempo de tratamento

Medicacéo para controle de sintomas? ( ) ndo ( ) sim. Qual?

Uso de drogas modificadoras do curso da doenca? ( ) ndo ( ) sim. Qual?

Inicio do tratamento com atual medicacéo:

Posologia:

Uso de imunobiolégico? () ndo () sim Qual?

Posologia do 1B

Data do altimo IB Préoxima data IB

Inicio do tratamento com atual imunobioldgico

Tempo de tratamento com atual imunobiolédgico

Inicio do tratamento com 1° imunobiol4gico

Tempo de tratamento com 1° imunobioldgico

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

Comorbidades associadas:

Ja fez alguma cirurgia? () sim () ndo. Qual(is)?

Possui doencas cronicas? () Diabetes () Hipertensao Arterial ()

Hipertireoidismo () Hipotireoidismo ( ) Doenca de Chagas ( ) Outras

Historico de doencas na familia? Quais?

Observagdes gerais:

Laboratério Central:  Toxo: Chagas: Tuberculose:

Sorologia para T. gondii: IgM IgG
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ANEXO A - Termos de consentimento livres e esclarecidos para pacientes em uso de

imunomoduladores bioldgicos e para individuos que constituiram o grupo controle.

VBT

Sl
MINISTERIO DA EDUCACAD

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG

Comité de Etica em Pesquisa- CEP
Rua Madre Maria José, 122 - 2°. Andar - Bairro Mossa Senhora da Abadia
CEFP: 38025-100 - Uberaba(MG) Telefone: (0*=34) 3700-6776

E-mail: cep@pesqpg. uftm.edu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPANTES MAIORES DE IDADE

Titulo do Projeto: Avaliacdo da resposta imune celular e humoral especifica ao Toxoplasma gondii

em pacientes imunomodulados

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do estudo “Avaliagdo da resposta imune celular ¢ humoral
especifica ao Toxoplasma gondii em pacientes imunomodulados”, por ser paciente do Ambulatério de
Reumatologia. O objetivo desse trabalho é analisar a resposta do seu sistema imunolégico, frente a
toxoplasmose, e a influéncia do seu tratamento (com ou sem imunomoduladores biolégicos) na
intensidade dessa resposta e no funcionamento do seu organismo. Os avangos na area da saide ocorrem
através de estudos como este, por isso a sua participacdo é importante. N&o serd feito nenhum procedimento
que lhe traga qualquer desconforto ou risco a sua vida, apenas iremos coletar seu sangue e alguns dados.

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

Vocé poderd obter todas as informages que quiser e poderd nao participar da pesquisa ou retirar
seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua participagdo no estudo,
vocé ndo receberéd qualquer valor em dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas necessarias para
a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecera em qualquer momento

do estudo, pois vocé sera identificado com um nimero.

Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPANTES MAIORES DE IDADE

Titulo do Projeto: Avaliacdo da resposta imune celular e humoral especifica ao Toxoplasma gondii

em pacientes imunomodulados

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do estudo “Avaliagéo da resposta imune celular ¢ humoral
especifica ao Toxoplasma gondii em pacientes imunomodulados”.

Algumas pessoas desenvolvem doengas autoimunes em que o sistema imune “reconhece e ataca”
tecidos proprios como se fossem patdgenos causadores de doengas. Para evitar que isso aconteca, é necessario
que esses individuos fagam uso de medicamentos imunossupressores, que servem para controlar essa agdo
exagerada do sistema imune e impedir que haja danos ao organismo. Porém, por abaixar a imunidade esses
medicamentos podem predispor alguns desses pacientes a doengas oportunistas, de modo que é preciso sempre
monitora-los. Dessa forma, o objetivo desse trabalho é analisar a resposta do sistema imune frente a
toxoplasmose e a influéncia do tratamento (com ou sem imunomoduladores bioldgicos) na intensidade
dessa resposta e no funcionamento do organismo. Para que possamos avaliar se essas pessoas
respondem adequadamente, precisamos estudar também como esta a defesa de quem ndo possui doenga
autoimune e ndo toma medicamentos imunossupressores, por isso vocé foi convidado(a) a participar
desse estudo.

Os avancos na area da salde ocorrem através de estudos como este, por isso a sua participagdo é
importante. Nao sera feito nenhum procedimento que lhe traga qualquer desconforto ou risco a sua vida,
apenas iremos coletar seu sangue e alguns dados. Espera-se que o beneficio decorrente da sua participagdo nesta
pesquisa seja a descoberta de informacfes importantes para tomar os devidos cuidados com relagdo a
necessidade de adequacdo a um tratamento para esse grupo de pacientes. Vocé poderd obter todas as
informacdes que quiser e poderd ndo participar da pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer
momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor
em dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa ndo serdo
de sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecerd em qualquer momento do estudo, pois vocé serd identificado

com um ndmero.

Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Titulo do Projeto: Avaliagéo da resposta imune celular e humoral especifica ao

Toxoplasma gondii em pacientes imunomodulados

Eu, , li e/ou ouvi

0 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 participacéo a qualquer momento, sem justificar minha deciséo e que isso ndo afetard meu tratamento. Sei
gue meu nome nao serd divulgado, que nao terei despesas e nao receberei dinheiro por participar do estudo. Eu
concordo em participar do estudo. Receberei uma via deste Termo.

Uberaba, ............. [ o, Lo,
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 Junior
Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius (34) 33185289

(34) 3318-5299

Em caso de davida em relacéo a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro pelo telefone 3700-6776.

Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius
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ANEXO B — Parecer do consubstanciado do CEP

:".{’f\ UNIVERSIDADE FEDERAL DO 3 Plataforma
- TRIANGULO MINEIRO - UFTM %oﬂ

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 CONEFP;);

Versao: 2

CAAE: 59831016.2.0000.5154

Instituigdo Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.870.741

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:
Nao

UBERABA, 16 de Dezembro de 2016

Assinado por:
Marly Aparecida Spadotto Balarin

(Coordenador)
Enderego: Rua Madre Maria Jose, 122
Bairro: Nossa Sra. Abadia CEP: 38.025-100
UF: MG Municipio: UBERABA
Telefone:  (34)3700-6776 E-mail: cep@pesqpg.uftm edu br

Cristhianne Molinero Andrade Ratkevicius





