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RESUMO

O presente estudo caracterizou as primeiras mudancas nas assinaturas e redes de quimiocinas e
citocinas séricas de lactentes portadores de toxoplasmose congénita (TOXO), em comparagédo
aos controles ndo infectados (NI). Grupo TOXO foi subdivididos de acordo com o status de
lesdo retinocoroidal como sem leséo (SL), lesdo ativa (RA), leséo cicatricial e ativa (RAC) e
lesdo cicatricial (RC). Os resultados mostraram que TOXO exibiu um perfil proeminente de
quimiocinas mediada por IL-8/CXCL8, MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10 e RANTES/CCLS5.
Além disso, enquanto IL-8/CXCLS8 e IP-10/CXCL10 sdo biomarcadores gerais associados com
lesdo ocular, MIG/CXCL9 aparece com um biomarcador seletivo para lesdo retinocoroidal
ativa. Além disso, TOXO é caracterizado por um padrdo de citocinas misto com agdo pro-
inflamatoria /reguladora mediada por IL-6, IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10. Enquanto o TNF aparece
como um biomarcador putativo para SL e IFN-y e IL-5, como caracteristica imunoldgica para
RA, IL-10 surge como um mediador relevante em RAC/RC. Assinaturas de biomarcadores
séricos corroboram que TOXO é acompanhado por uma producdo proficua de
guimiocinas/citocinas com um amplo conjunto de mediadores pro-inflamatérios/ reguladores.
IL-8/CXCL8 e IP-10/ CXCL10 séo indicadores de amplo espectro de doenca ocular, enquanto
TNF é um biomarcador para SL, IFN-y e MIG/CXCL9 apontam para RA e IL-10 é destacada
como um excelente biomarcador sérico de ACRL/CRL. A anélise da rede de biomarcadores
demonstrou um numero amplo de cruzamentos entre quimiocinas/ citocinas mediados por
correlacdes negativas observadas em TOXO contrastado com a pequena ponte de IL-10
observada na rede de biomarcadores de SL. Adicionalmente, na rede de RA observa-se um
encurtamento claro de conexdes vizinhas, enquanto SL e RC apresentou uma rede equilibrada,
da mesma forma que observamos em NI. No entanto, este novo equilibrio de rede, semelhante
ao observado em NI é suportado por uma assinatura de quimiocinas/citocinas distinta em SL e
RC. Com isso, concluimos que lactentes infectados com T. gondii produzem uma ampla gama
de biomarcadores que caracterizam os diferentes tipos de lesdo da toxoplasmose, o0 que pode
auxiliar no prognostico e diagndstico da doenca.

Palavras-chave: Toxoplasmose Congénita, Retinocoroidite, Lactentes, Biomarcadores.



ABSTRACT

This study describes the first changes signatures and networks of chemokines and cytokines
serum of patients with congenital toxoplasmosis infants (TOXQO), compared to non infected
controls (NI). TOXO group was divided according to retinochoroidal injury status: without
injuty (SL), active injury (RA), scar and active injury (RAC) and scar injury (RC). The author
found out that TOXO displays an outstanding profile of chemokine mediated by IL-8/CXCLS8,
MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10 e RANTES/CCL5. WHILE il-8/cxcl8 AND ip-10/cxcl10 are
general biomarkers associated with ocular injury MIG/CXCL9 appears with an active selection
biomarker for retinlchoroidal injury. Furthermore, TOXO is characterized by a mixed pattern
of cytokines with proinflamatory/regulatory action mediated by IL-6, IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-
10. While TNF appears as a putative biomarker for SL and IFN-y e IL-5 as immunological
characteristic of RA, IL-10 appears as an important mediator in RAC/RC. Signatures of serum
biomarkers confirm that TOXO is accompanied by a significant storm of chemokines/cytokines
with a wide range of proinflamatory/regulatory mediators. 1L-8/CXCL8 e IP-10/CXCL10 are
indicators of broad ocular disease spectrum, while TNF is a biomarker for SL, IFN-y and
MIG/CXCL9 point for RA and IL-10 is highlighted as an excellent serum biomarker of
ACRL/CRL. In the RA network a clear shortening neighboring connections are observed, while
SL and CR showed a balanced network, as it was observed in NI. This network balancing,
however, similar to the one observed in NI is supported by a signature of chemokines/cytokines
in separate SL and CR. Thus, we concluded that infants infected with T. gondii produce a wide
range of biomarkers that characterize the different types of toxoplasmosis lesion, which may

assist in prognosis and diagnosis of the disease.

Keywords: Congenital toxoplasmosis, Retichoroiditis, Infants, Biomarkers.



LISTA DE ABREVIATURAS
ANOVA — Anadlise de variancia
BD - Becton Dickinson
Blimp-1 - B lymphocyte-induced maturation protein-1
CBA — Cytometric Bead Array
COEP- UFMG - Conselho de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
CXCR3 — Receptor 3 de quimiocina C-X-C
ELFA- Enzyme Linked Fluorescent Assay
ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay
GRAL- Recombinant granule antigen proteins um.
IC — Intervalo de confianca
Ig- Imunoglobulina
IFN-y — Interferon alfa
IL- Interleucina
IL-8/CXCL8 — Interleucina 8/quimiocina ligante 8 (motivo C-X-C)
IP-10/CXCL10 - proteina induzida por interferon gama 10/ quimiocina ligante 10 (motivo C-
X-C)
MCP-1/CCL2 - proteina quimiotatica de mondcitos 1/quimiocina ligante 2 (motivo C-C)
MIG/CXCL9 — monocina induzida por interferon gama/quimiocina ligante 9 (motivo C-X-C)
Myd88 - Fator de diferenciacdo mieldide 88
NI — grupo néo infectado
NK — Natural killers
NO — oxido nitrico
02 — gas oxigénio
Pg/ml — picogramas por mililitro.
RA — Retinocoroidal aguda
RAC — Retinocoroidal aguda e cicatrizada
RANTES/CCL5 - regulador da atividade normal de célula T expressa e secretada/quimiocina
ligante 5 (motivo C-C).
RC — Retinocoridal cicatrizada
RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism, polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restri¢ao;
SL — Sem leséo

Th — Célula T auxiliar



TLR — Toll like receptor, Receptores do tipo Toll
TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa.

TOXO — grupo com toxoplasmose.



1.INTRODUCAO

1.1 Toxoplasmose: biologia do agente etiologico e transmissao

A toxoplasmose é uma parasitose de distribuicdo global, causada pelo parasito
intracelular obrigatério Toxoplasma gondii, que pertencente ao Filo Apicomplexa, a Classe
Sporozoea, a Sub-classe Coccidia, a Ordem Eucoccidiida, a Familia Sarcocystidae e a Sub-
familia Toxoplasmatinae, e Unica espécie de seu género Toxoplasma. Este parasito foi descrito
em 1908 por Splendore no Brasil e por Nicolle & Manceaux na Tunisia, simultaneamente. Pode
afetar qualquer célula nucleada em animais homeotérmicos, porém tem preferéncia por células
do sistema nervoso central, incluindo os grupos celulares responséveis pela visdo (DUBEY E
BEATTIE, 1988).

As trés formas de T. gondii (taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas) sdo infecciosas.
Taquizoito € a principal forma encontrada na fase aguda da toxoplasmose, devido a sua
capacidade proliferativa. Necessita de ambiente intracelular para sobrevivéncia e replicacéo, e
apos ingestdo oral é rapidamente destruido pelo suco gastrico. Os bradizoitos sdo a forma de
resisténcia na forma de cistos teciduais, caracterizando a fase cronica, e possibilitam a
reativacdo da doenca ap6s longos periodos. J& os esporozoitos sao formados dentro de oocistos,
que sdo eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos. Nos hospedeiros intermediarios, sdo
liberados apOs passagem pelo suco gastrico, podendo entdo invadir células e levar a
toxoplasmose (FRENKEL et al., 1970; BLACK e BOOTHROYD, 2000; HINRICHSEN;
VALENTE, 2005; BLADER et al., 2015; WATTS et al., 2015).

Seres humanos podem se tornar infectados pelas seguintes vias: ingestdo de carne crua
ou mal cozida contendo cistos com a forma bradizoita, principalmente carnes de suinos, ovinos
e caprinos (KIJLSTRA; JONGERT 2009); ingestdo de agua e alimentos contaminados com
oocistos excretados nas fezes de felideos infectados, principalmente gatos domesticos (BAHIA-
OLIVEIRA, et al., 2003); transmissdo congénita, por meio da transferéncia de taquizoitas da
mde para o feto através da placenta (transmissdo vertical), principalmente na fase aguda da
infeccdo (BALE, 2002); transplante de 6rgdos de um doador infectado para um receptor
soronegativo, principalmente transplantes de coragéo, pulmao, figado e rim (ROGERS et al.,
2008); transfusdo sanguinea de doadores infectados para receptores soronegativos, acidentes
laboratoriais ou entre profissionais de salude com objetos perfuro-cortantes contaminados com
taquizoitas vidveis presentes em secre¢des, ou acidentes laboratoriais envolvendo animais

infectados (BOWIE et al., 1997). A infeccdo pelo parasito pode ser assintomatica ou apresentar
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alguns sinais e sintomas que variam de acordo com o perfil genético e estado imunolégico do
hospedeiro, do gendtipo do parasito e ainda forma de infeccdo (MONTOYA e LIESENFELD,
2004).

O ciclo de vida desse protozoario € heteroxeno facultativo e possui como hospedeiros
definitivos os felideos, nos quais corre a fase sexuada do ciclo, e hospedeiros intermediarios
vertebrados homeotérmicos, nos quais ocorre a fase assexuada. Tanto na fase sexuada quanto
assexuada, os hospedeiros podem entrar em contato com as formas evolutivas do parasito por
meio de cistos (contendo bradizoitos), oocistos (contendo esporozitos) ou taquizoitos. Essas
formas possuem a capacidade de invadir enterdcitos do hospedeiro apds ingestao oral. Na fase
sexuada, no interior dessas celulas, o parasito se multiplica por merogonia, originando
merozoitos (HEHL et al., 2015). O rompimento da célula parasitada libera essas formas, que
penetram novas células epiteliais e se diferenciam em gametocitos e gamontes, e depois de
processo de maturacdo, em microgametas e macrogametas. Esses gametas se fecundam
formando o zigoto, que da origem ao oocisto. Ocorre, entdo, o rompimento da célula e o oocisto
é liberado para o meio externo junto as fezes do animal. O oocisto sofre maturacdo em
condicdes adequadas de temperatura, umidade e iluminacdo sombreada, o que justifica a alta
porcentagem de soropositivos em paises tropicais. Cada oocisto maduro contém dois
esporocistos, e em cada esporocisto ha quatro esporozoitos, e podem se manter infectantes por
volta de um ano, em condi¢cBes ambientais favoraveis (FRENKEL et al. 1970; BLACK e
BOOTHROYD, 2000).

Ja na fase assexuada, que também pode ocorrer nos felideos, ap6s ingestdo de alguma
das formas de T. gondii, o parasito liberado no trato digestivo sofre intensa replicagédo
intracelular no epitélio intestinal, sob a forma de taquizoito, e invade varios tipos celulares,
formando um vacuolo parasitoforo, onde sofre divisdes sucessivas por endodiogenia, formando
novos taquizoitos. Ap6s novo rompimento celular, invadirdo novas células. A disseminagéo do
parasito pode ocorrer por meio de sangue ou linfa, o que facilita a invaséo de T. gondii em
diversos 6rgéos e tecidos, incluindo olhos, placenta e cérebro (BLACK; BOOTHROYD, 2000).

Em modelos animais observa-se grande influéncia do genétipo do parasito na gravidade
da doenga (PEIXOTO-RANGEL et al. 2009; BEZERRA et al. 2012). Com base na utilizagdo
da técnica de polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP), T. gondii foi
classificado em linhagens genéticas distintas: cepas do tipo 1, 11 e 11, provenientes de isolados
da Europa e Estados Unidos (HOWE; SIBLEY, 1995) e cepas atipicas provenientes
principalmente de isolados da América Latina (WUJCICKA et al. 2013b). Os casos mais graves
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de toxoplasmose séo associados as cepas clonais do tipo | e atipicas, bem como os casos de
toxoplasmose congénita e ocular no Brasil. Ja as cepas do tipo Il sdo associadas a casos
assintomaticos (RESENDE et al. 2008; WUJCICKA et al. 2013b).

Mais de um terco da populagdo mundial apresenta soropositividade para o parasito
(RIBEIRO et al. 2008; ROBERT-GANGNEUX et al. 2012; TENTER, 2000), porém a maioria
dos casos é assintomatica e autolimitada para imunocompetentes. Nesses casos, 0s sintomas
sdo inespecificos, como febre, fadiga e linfadenopatia, sendo na maioria das vezes, confundidos
com manifestacfes de outras doencas. Esses sintomas ocorrem em decorréncia da destruicdo
tecidual causada pelo processo de invasdo do protozoario (BLADER et al., 2015). J& em
pacientes imunocomprometidos, as manifestacdes clinicas da toxoplasmose sdo mais graves,
podendo ocorrer comprometimento neurolégico e oftalmoldgico, além de pneumonia e
miocardite (PARLOG et al., 2015).

Os inimeros casos assintomaticos ocorrem, provavelmente devido a capacidade do
parasito em desenvolver estratégias para evadir a resposta imune do hospedeiro. Essa evasdo
ocorre, dentre outros meios, por meio da secrecdo de proteinas que sdo liberadas durante a
invasdo do protozoario, produzidas em organelas do complexo apical, as roptrias, micronemas
e granulos densos. As micronemas fazem o reconhecimento e adeséo inicial do parasito aos
receptores da superficie da célula hospedeira; as roptrias participam da internalizacdo do
parasito dentro do vacuolo parasit6foro e os granulos densos sao responsaveis pela remodelacdo
do vacuolo parasitoforo como um compartimento metabolicamente ativo para o crescimento do
protozoéario (DUBEY, 1998; STUTZ et al., 2012).

Outra forma de evasdo ocorre com a interconversdo entre as formas taquizoito e
bradizoito, formando cistos. Assim, o protozoario consegue modular a producdo de resposta
inflamatdria excessiva, por meio da modulacdo da producdo de 6xido nitrico e citocinas proé-
inflamatorias e inducdo da sintese de anti-inflamatorios (STUTZ et al. 2012 ; HUNTER et al.
2012).

1.2 Epidemiologia

Em éareas endémicas a toxoplasmose pode apresentar soroprevaléncia extremamente
alta, com ampla disseminacdo do parasito (TENTER, 2000 ; CABRAL et al., 2014 ;
MEDEIROS et al., 2014, CAMARA et al., 2015). Mesmo considerando que a maioria dos casos
permanece assintomatica, a infeccéo por T. gondii pode ser prejudicial, especialmente quando

ocorre infecgdo durante a gravidez, o que pode resultar na transmisséo vertical de T. gondii,
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sendo o desenvolvimento da toxoplasmose congénita e a forma mais significativa da doenga
(EMELIA et al., 2014; PERNAS et al., 2014; REZENDE-OLIVEIRA et al., 2012).

No Brasil a taxa de prevaléncia da toxoplasmose varia ao longo do territorio geografico,
e sofre influéncia de diversos fatores relacionados a padrdes culturais da populacdo, como
habitos alimentares, faixa etéria e procedéncia urbana ou rural (AMENDOEIRA et al, 2003).
Na regido nordeste, estudos indicam alta taxa de positividade, com 77% de gestantes positivas
em Caxias, Maranhdo, sendo 0,5% IgM reagentes (CAMARA et al., 2015) e em Natal, Rio
Grande do Norte, a taxa foi de 68,5% de 1gG reagentes e 0,3% IgM reagentes (INAGAKI et
al., 2014). No norte do pais, num estudo realizado com moradores de comunidades ribeirinhas
no Amazonas foi visto que 56,7% da populagdo era soropositiva para T. gondii (VITALIANO
et al., 2015). No Sudeste, em Assis, Sdo Paulo, a soroprevaléncia de 22,3% foi observada num
estudo realizado com estudantes universitarios de 17 a 25 anos (RODRIGUES et al., 2015). Em
outro estudo brasileiro realizado em Campos dos Goytacazes, no estado do Rio de Janeiro, a
taxa de prevaléncia chegou a 84% no grupo considerado com condic¢Bes socioecondmicas mais
baixas. Além disso, nesse estudo o habito de beber &gua sem filtrar foi relacionado a altas taxas
de positividade para T. gondii (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). J& no estado de Minas Gerais,
onde nosso estudo foi realizado, a prevaléncia encontrada em recém-nascidos foi de 1/770,
sendo que dessa populacéo estudada 79,8% apresentaram leséo retinocoroideana decorrente da
toxoplasmose congénita (VASCONCELOS-SANTOS, 2009).

Essa variacio também ocorre comparando diversas partes do globo. Na Asia, um estudo
realizado na China Oriental mostra que 15,2% das gestantes estudadas foram positivas pra IgG
e 2,9% pra IgM, enquanto néo gestantes tiveram 17,3% e 3,8% de positividade pra 1gG e IgM,
respectivamente, onde os fatores de risco envolvidos incluiam residéncia na area rural e contato
com o solo. Contato com gatos e cachorros também foi considerado como fator de risco (CONG
et al., 2015). Na Etidpia 18,5% de gestantes foram positivas para 1gG anti-T.gondii, e nenhuma
foi diagnosticada na fase aguda (AWOKE, NIBRET E MUNSHEA, 2015).

Poucos surtos de toxoplasmose sdo registrados na literatura. De 2001 a 2002, em Santa
Isabel do Ivai, no Parana, foi registrado um surto de toxoplasmose, afetando 426 pessoas devido
a contaminagdo com oocistos no reservatorio de dgua da cidade. Foram registrados 14 casos de
toxoplasmose ocular e 7 casos em gestantes, sendo que uma apresentou aborto espontaneo e 6
criancas nasceram infectadas, uma com anomalia congénita grave, que resultou em obito
(ALMEIDA et al., 2011). Outro surto envolvendo reservatdrio de agua ocorreu em Greater

Vitoria, no Canada, em 1995, tento como resultado 110 casos agudos de toxoplasmose,
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incluindo 42 gestantes e 11 recém-nascidos (BELL et al., 1995). Isso demonstra que o
tratamento de agua e saneamento basico adequados sdo necessarios para a prevencao de casos

de toxoplasmose, além de outras diversas parasitoses.

1.3 Infecgéo congénita

A transmissdo por via placentéria, da mée para o filho, é a forma de transmisséo que
mais merece a atencao das autoridades de salde, pois pode acarretar consequéncias graves para
o feto ou recém-nascido (MOMBRO et al. 2003). Durante a gravidez, a placenta desempenha
um papel importante contra T. gondii na transmissdo materno-fetal. O parasito coloniza
preferencialmente trofoblastos extravilosos em comparacdo com sinciciotrofoblastos
(WUJCICKA, et al. 2013b). A imunomodulacdo observada na gravidez cria mecanismos que
favorecem o escape de T. gondii e o proprio parasito contribui para esta condicdo modulando a
sintese de quimiocinas por células mononucleares de sangue periférico (REZENDE-
OLIVEIRA et al, 2012). O tratamento de mulheres gravidas com espiramicina reduz a
possibilidade de transmissdo da infeccdo para o feto e a auséncia de um tratamento adequado
estd associada com o aparecimento da forma neural-6ptico de infec¢do congénita (AVELINO
et al, 2014). Alguns estudos utilizando vilos placentarios e o roedor Calomys callosus sugerem
que a azitromicina também pode ser utilizada em grévidas, uma vez que a droga pode atuar
diminuindo a carga parasitaria e prevenindo a transmissdo de T. gondii através da placenta
(COSTA et al., 2009; CASTRO-FELICI et al., 2014).

Em geral, no primeiro trimestre de gestacdo, a taxa de transmissao congénita € de
aproximadamente 9%, aumentando para 27% e 59% no segundo e no terceiro trimestre de
gestacdo, respectivamente. A frequéncia de transmissdo e a gravidade das consequéncias da
infeccdo para o feto ou recém-nascido sdo inversamente proporcionais, de modo que as
consequéncias mais graves sao observadas em estagios gestacionais precoces (HOHLFELD et
al. 1994; DUNN et al. 1999; WALLON et al. 1999). A prevaléncia da toxoplasmose congénita
varia entre 0,3/1000 neonatos em Ribeirdo Preto, SP (CARVALHEIRO et al. 2005), 0,9/1000
em Porto Alegre, RS (VARELLA et al. 2009), 5/1000 em Uberlandia, MG (SEGUNDO et al.
2004) e 1/770 no estado de Minas Gerais (VASCONCELOS-SANTOS et al. 2009;
MACHADO et al. 2010).

Estudos realizados em areas endémicas do Brasil indicam maior prevaléncia da
toxoplasmose congénita em comparacdo com o resto do mundo (SEGUNDO et al, 2004;

CAMARA et al., 2015). Em até 80% dos casos, 0s recém-nascidos apresentam retinocoroidite
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no momento do nascimento, sendo que 50% desses casos manifestam as formas graves de leséo
retinocoroidal. Estes achados oculares alarmantes entre criangas com toxoplasmose congénita
no Brasil revelam aumento da gravidade da doenca ocular, em comparagdo com outros achados
oculares clinicos relatados em todo o mundo (VASCONCELOS-SANTOS et al. 2009).

Dimorfismos genéticos nos parasitas e circulacdo de cepas atipicas poderiam justificar
a gravidade e prevaléncia de lesGes oculares aumentarem em areas endémicas (CARNEIRO et
al. 2013). Por outro lado, o resultado da infeccdo pelo T. gondii baseia-se na interacdo entre a
resposta inflamatoria induzida pelo complexo do parasita, assim como 0S mecanismos
imunomoduladores desencadeados como resposta, principalmente em gestantes (REZENDE-
OLIVEIRA et al. 2012). A imunopatogenia do parasita € bem conhecida durante a infeccdo em
adultos, no entanto, os dados para toxoplasmose congénita ocular em criancas e recém-nascidos
ainda sdo escassos.

As manifestacbes clinicas da infeccdo congénita variam de acordo com a fase da
gestacdo em que ocorre a transmissdo do parasito para o feto. Deste modo, as consequéncias
mais comuns sdo: aborto espontaneo e morte fetal no interior do Utero, ou nascimento de
criancas com hidrocefalia, microcefalia, calcificacfes intracranianas, coriorretinite, estrabismo,
cegueira, epilepsia, retardamento mental e motor, trombocitopenia e/ou anemia. Nenhum dos
sinais descritos anteriormente é patognomonico para toxoplasmose congénita, uma vez que
podem se manifestar em decorréncia de infeccBes congénitas causadas por outros patdgenos
(SWISHER, BOYER e MCLEOD, 1994; MONTOYA e LIESENFELD, 2004; KRAVETZ e
FEDERMAN, 2005). Estudos com recém-nascidos no estado de Minas Gerais demonstraram
que 80% dos nascidos com toxoplasmose apresentavam algum sinal clinico importante no
momento do nascimento (63% lesdo ocular e 17% comprometimento neurolégico)(
ANDRADE et al. 2008, VASCONCELOS-SANTOS et al. 2009, MACHADO et al. 2010).

Um estudo realizado em Minas Gerais concluiu que os casos de toxoplasmose congénita
no estado sdo relacionados a exposi¢do materna a alguns fatores de risco, como baixa condi¢éo
socioecondmica, baixa escolaridade e idade das maes e ingestdo de agua ndo tratada e nédo
fervida. Além disso, nesses casos a infec¢do materna ocorreu principalmente por ingestdo de
oocistos (CARELLOS et al., 2014). Resultados semelhantes foram vistos no Parana, onde
tambem foram considerados como fatores de risco: residéncia em zona rural, a mée ter mais de
um filho, ingestdo de carne mau cozida e contato constante com o solo. Nos dois estudos a
presenca do gato domestico ndo foi considerado como fator de risco (LOPES-MORI et al.
2013).
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1.4 Toxoplasmose ocular

A toxoplasmose ocular é considerada a forma de uveite posterior mais frequente
(LAHMAR et al. 2009; MAENZ et al. 2014; TONG et al. 2015) e é uma das manifestacfes
mais comuns na doenca congénita, observada em um terco dos casos (GARZA-LEON, et al.
2008). Durante a inflamacdo, o individuo afetado se queixa de perda ou turvagdo da visdo e
visualizacdo de particulas flutuantes (ROBERTS, et al. 2001). Apos o processo inflamatério
inicial, o tecido afetado cicatriza, resultando em uma lesdo que, quando apresenta morfologia
classica, assemelha-se a uma roda de carroca (COMMODARO et al. 2009).

Os principais sinais sdo lesbes focais brancas visiveis, com uma intensa reagdo
inflamatdria associada (MONTOYA et al. 1996; BURNETT et al. 1998; HOLLAND, 1999;
HEGAB et al. 2003). Dentre as apresentacdes clinicas da retinocoroidite ativa, que ocorre
devido a resposta inflamatoria provocada por T. gondii, encontram-se: retinite destrutiva
associada a vitrite; areas puntiformes de retinite com edema e reacdo vitrea associadas; lesGes
puntiformes profundas, com exsudato subretinal com reacdo vitrea minima e com fluido
subretinal turvo ou com sangue. Essas lesdes levam a cicatrizes de pigmentacdo variavel.
Porém, algumas lesdes com parasitos permanecem ao redor das cicatrizes, o que possibilita a
reativacdo da doenca, apds tempo indeterminado (HEDGE et al., 2015).

As consequéncias para a visdo do individuo afetado dependem da localiza¢do onde as
lesGes se desenvolvem e da extensao do tecido afetado. Desta maneira, pode acarretar perda de
visdo parcial ou total, quando afetam a regido macular ou até nao ter consequéncia permanente,
quando afetam as demais regides do globo ocular (HOLLAND, 2004). A perda da acuidade
visual pode ser resultado também do envolvimento do nervo Optico e torna-se permanente
guando ocorre formacéo de cicatriz macular ou atrofia ética (LONDON et al., 2011).

Embora a lise celular mediada pelo parasito seja provavelmente a principal causa de
destruicdo tecidual, estados de imunodeficiéncia, hipersensibilidade e respostas inflamatorias
podem ser a base da doenca grave em imunocompetentes. Como exemplo disso, a toxoplasmose
ocular ativa pode ser associada & diminuicao dos niveis séricos de CCL2 em pacientes adultos
(REY et al. 2014). Ja em estudos utilizando modelos experimentais, as lesdes na retina foram
associadas a altos niveis de IL-6, depois de reativacdo da infeccdo (ROCHET et al., 2014).
Assim o perfil de citocinas pode servir como um marcador de atividade e fornecer ferramentas

para novos alvos de tratamento.
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1.5 Resposta Imune

Tanto a resposta imune inata quanto a resposta adaptativa possuem funcées no controle
da disseminacéo T. gondii no hospedeiro adulto, envolvendo uma série de interac6es celulares
coordenadas entre o parasito e enterdcitos, macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, NK,
entre outros elementos da resposta imune (MILLER et al. 2009; HALONEN et al. 2013). Em
sintese, a interrupgdo da proliferacdo de taquizoitos decorre principalmente da ativagdo de
macrofagos e células NK, da producdo de IL-12, IFN-y, IL-2, TNF pelos linfécitos T e da acéo
do éxido nitrico (NO) e oxigénio (02), que possuem ac¢do antimicrobiana. Sendo assim, esses
elementos interferem na resposta inata e adaptativa (MILLER et al., 2009; TAIT e HUNTER,
2009; LYKENS et al., 2010).

O sistema imune inato evoluiu para reconhecer um conjunto de moléculas presente em
protozoarios, bem como produtos de danos teciduais causados pela invasdo de T. gondii
(YAROVINSKY, 2014). Nisso ocorre a participacdo do receptor semelhante a Toll (TLR),
principalmente TLR11 e TLR12, induzidos por Myd88, induzindo a producéo de IL-12 por
células dendriticas. Essa citocina estimula células Natural Killers (NK) e linfocitos TCD4" e
TCD8" a produzirem outra citocina, o IFN-y, que regula mecanismos efetores para o controle
do parasito (HUNTER et al. 2012).

Como o parasito é intracelular obrigatério, a resposta protetora é fundamentalmente
mediada por células. Linfdcitos T CD4" participam principalmente na producdo de IFN-y, que
induzem a ativacdo de macrofagos a produzir moléculas de acdo antimicrobiana (STURGE et
al., 2014). Em tecidos fetais, a sobrevivéncia e a multiplicacdo do parasito é facilitada pela
ativacdo deficiente de macrofagos e menor producdo de citocinas pré-inflamatérias pelos
linfocitos T, incluindo uma menor produgdo de IFN-y e TNF, em comparacdo com tecidos
adultos (BELLANTI et al., 1999).

Polimorfismos de genes associados a expressdo de IFN-y vem sendo associados a
susceptibilidade dos hospedeiros a toxoplasmose, principalmente retinocoroidite
(ALBUQUERQUE et al., 2009; PEIXE et al., 2014). Isso se deve ao fato que IFN-y, juntamente
a TNF-a, promovem eventos precoces e tardios associados a citotoxicidade contra as células
infectadas com T. gondii, exercidas pelas células efetoras T CD8" (SHAH et al., 2015).

Ap0s o contato com o antigeno, ocorre uma producdo inicial de citocinas que estimulam
a diferenciacdo de células TCD4" em perfil pré ou anti-inflamatério, que produzirdo perfis
diferentes de citocinas. A 1L-12, por exemplo, estimula a diferenciagéo de linfocitos T CD4+
em linfocitos TCD4" de perfil pro-inflamatério, que juntamente a macréfagos e células NK,
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produzem IFN-y. Essa citocina inibe a diferenciacdo de L TCD4* em perfil anti-inflamatorio,
mantendo assim, um perfil de resposta pro-inflamatério, com imunidade predominantemente
celular. Por outro lado, as citocinas IL-4 e IL-10 estimulam a diferenciacéo para perfil Th2,
com resposta predominantemente humoral (GAJEWSKI e et al. 1988; MOSMANN et al., 1991;
TRINCHIERI et al., 1993).

Com o desenvolvimento da resposta imune, ocorre a eliminacdo de taquizoitos e o
aparecimento de bradizoitos com formacdo de cistos teciduais, dando inicio a fase cronica.
Nessa fase, 0s niveis de citocinas pré-inflamatorias caem e o controle da infec¢do ocorre devido
a acdo de L TCD4" e L TCD8" especificos, que controlam os cistos teciduais por meio de
producdo de IFN-y e atividade citotdxica mediada por perforina, respectivamente (SUZUKI et
al., 2000; MILLER et al., 2009).

A limitagdo dos danos causados pelo parasita também é dependente da capacidade do
hospedeiro em restringir a resposta inflamatoria exacerbada pela produgdo de moléculas
modulatorias tais como IL-4 e IL-10 (CALABRESE et al., 2008; CORDEIRO et al., 2008).
Pesquisas in vivo mostram que a producao de I1L-10 modula a sintese de IL-12 e IFN-y, evitando
uma resposta imune excessiva, com consequente dano tecidual (DENKERS et al. 1996).

A resposta imune humoral também participa diretamente na neutralizacdo e destruicdo
de parasitos extracelulares, auxiliando no controle da disseminagdo da infeccdo (HEGAB et al.
2003). Os anticorpos IgA e IgM sdo as primeiras imunoglobulinas produzidas na infecgéo por
T. gondii. Os anticorpos IgM sdo responsaveis pela ativacao do sistema complemento, e tem
como caracteristica o fato de serem 6timos aglutinadores, o que permite a sua utilizacdo no
diagndstico. O encontro de IgM anti-T. gondii em amostras de recém-nascidos sugere quadro
de toxoplasmose congénita, uma vez que essa classe de anticorpos ndo atravessa a barreira
placentaria (LAWTON, 1992). Enquanto a IgA produzida pela mucosa digestiva - sitio natural
da infecgdo por T. gondii - é importante para a proteccdo contra a infec¢do, os anticorpos 1gG
especificos para o antigeno estdo envolvidos com a protecdo e patogénese da doenca (ZORGI
et al, 2011).

Os anticorpos IgG sdo produzidos sistematicamente na toxoplasmose e sdo a principal
classe de imunoglobulinas da resposta humoral na infec¢do, sendo que sdo detectadas em
diferentes fases da doenca. A avidez da ligacdo de 1gG ao antigeno permite conhecer se a
infeccdo e recente ou ndo, auxiliando no diagnoéstico, principalmente em recém-nascidos e
lactentes. Contudo, sua detec¢do pode ocorrer pela transferéncia passiva de anticorpos

maternos, sem que tenha ocorrido a transmissdo vertical de T. gondii. Portanto, nesses casos é
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necessario averiguar se ocorre negativacao dos titulos desse anticorpo até um ano de idade do
bebé. Se isso ndo ocorrer, o diagnostico de toxoplasmose é confirmado (BOYER, 2005).
Resultados de trabalho do nosso grupo mostraram que a producdo de IgA e IgG1 esta
relacionada intimamente com a producdo de citocinas. Enquanto o anticorpo IgA foi
intimamente relacionado a producéo de TNF, o anticorpo 1gG1 foi intimamente relacionado a
producdo de IL-10 derivada de células B, e negativamente correlacionado a producéo de IFN-
v, derivado de mondcitos, neutréfilos e L TCD8" (DE JESUS et al., 2015). Esses resultados

indicam a importancia das citocinas na toxoplasmose, também no nivel de resposta humoral.

1.6 Biomarcadores de resposta imunologica

Citocinas e quimiocinas sdo moléculas utilizadas como biomarcadores para diversas
doencas, de carater infeccioso ou ndo, incluindo manifestagdes alérgicas, cancer, doencas
autoimunes, parasitoses, dentre outras. Varios ensaios tem sido desenvolvidos no intuito de
identificar essas moléculas, para a partir disso, conhecer um determinado estado de uma doenca

ou resposta a um farmaco. Dentre os estudos que abordam essa tematica, incluem:

A imunopatologia da infeccdo por T. gondii € caracterizada pela sintese de diferentes
citocinas (COSTA-SILVA et al., 2012). Quimiocinas e citocinas sdo moléculas extremamente
importantes na resposta do hospedeiro contra a infeccdo por T. gondii. Estes potenciais
biomarcadores extracelulares podem ser produzidos por uma infinidade de células e sdo
responsaveis por desencadear eventos imunoldgicos essenciais como: adesao e quimiotaxia de
leucdcitos, maturacdo e ativacdo celular e ainda regulacdo da duracdo e intensidade das
respostas especificas contra patdgenos e doencas ndo infecciosas (KIKUMURA, et al. 2012).
As células do sistema imune inato sdo essenciais para iniciar a resposta tanto por meio da
producdo de IL-12, bem como a apresentacao de antigenos derivados do parasita as células T
(PEPPER et al., 2008).

A avaliacdo do perfil de citocinas, como o IFN-y, pode auxiliar no diagnostico e
prognostico de toxoplasmose congénita em recém-nascidos, principalmente por ser um teste
simples, de facil realizacdo e possibilita que a decisdo do tratamento seja feita de forma mais
imediata (CHAPEY et al.,, 2010). Resumidamente, dentre as citocinas e quimiocinas
importantes na toxoplasmose podemos citar: IL-2, na ativacdo de células natural killer (NK) e
proliferacéo de celulas T CD4+ e CD8+, para que ambas produzam IFN-y (REIS E SOUZA, et
al., 1997, PIFER e YAROVINSKY, 2011); IL-12, no desenvolvimento de uma resposta imune
pro-inflamatoria efetora contra o parasito (LIEBERMAN, et al. 2004); IFN-y, fundamental para
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o controle da infecgdo aguda e crénica por T. gondii (ALIBERTI, 2005). TNFa, que juntamente
a outros biomarcadores iniciam a producdo da moléculas microbicidas (BRUNET, 2001); IL-
10, IL-4 e IL-5, desempenham um papel critico na regulacéo da resposta inflamatdria a infeccéo
por T. gondii (GAZZINELLI et al. 1996) ; TGFp, envolvida no controle da patologia intestinal
apos a infeccdo oral pelo parasito (MENNECHET et al. 2002); IL17A, associada com
imunopatologia apresentada pelo hospedeiro durante a infeccéo pelo parasito (VILLARINO et
al. 2006); IP-10, MIG, MCP-1, RANTES e IL8, na adesdo e quimioatracéo celular para o sitio
inflamatdrio da infeccéo e ainda facilitar a fagocitose celular (KIKUMURA et al. 2012); IL-21
com papel fundamental na producéo de 1gG especifico, porém com papel limitado na regulacéo
da imunopatologia da toxoplasmose (STUMHOFER, SILVER e HUNTER, 2013).

Neste contexto, o papel das quimiocinas € recrutar células imunitarias por quimiotaxia
e trabalho na relacdo hospedeiro-parasita (BRENIER-PINCHART et al., 2001). Na
toxoplasmose, 1L-8 / CXCL8 desempenha um papel importante no processo inflamatorio da
retinocoroidite toxoplasmica ativa (GONCALVES et al., 2007) e foi visto que IP-10/CXCL10
é responsavel pela manutencéo da resposta de células T e o controle de T. gondii ocular durante
a infeccdo cronica em ratos (NOROSE et al, 2011). Em camundongos BALB/c resistentes, as
quimiocinas IP-10/CXCL10, RANTES/CCL5 e MIG/CXCL9 s&o predominantemente
induzidas no cérebro durante a infeccdo cronica, e a sua expressdo é dependente de IFN-y (
WEN et al., 2010).

Varios trabalhos abordarem o papel de mediadores de resposta imunoldgica local no
controle da infecgé@o ocular por T. gondii em diversos modelos experimentais (DO CARMO et
al. 2014; ROCHET et. al, 2015) e em humanos em humor vitreo (DE-LA-TORRE et. al, 2013;
SAUER et. al, 2015).Porém pouco se sabe sobre citocinas circulantes em pacientes humanos
com toxoplasmose ocular (REY et al. 2014) e mais precisamente, ndo ha estudos que abordam
esse assunto em recém-nascidos congenitamente infectados categorizados pelo status clinico da

lesdo.
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2. JUSTIFICATIVA

Citocinas e quimiocinas sdo biomarcadores imunologicos de grande importancia na
maioria das patologias, sejam elas infecciosas ou ndo. Na toxoplasmose, determinar estes
marcadores é essencial, uma vez que na presenca destas moléculas o sistema imune do
hospedeiro reage ao parasito de maneira a limitar a infecgéo e ainda se protege de uma eventual
reacao exacerbada com consequente dano tecidual.

Apesar da prevaléncia da toxoplasmose congénita ainda permanecer alta, sdo inimeras
as dificuldades dos estudos relacionados a este modo de transmissdo. Com isso, encontramos
na literatura analises convencionais dos aspectos imunoldgicos ou avaliacbes em modelos
experimentais que dificultam a transposicao dos achados para humanos.

Deste modo, evidenciamos a relevancia deste estudo, que visa identificar os
biomarcadores envolvidos com a toxoplasmose em recém-nascidos com toxoplasmose

congénita e suas associa¢des com aspectos clinicos da infecgdo por T. gondii.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Analisar o perfil de quimiocinas e citocinas séricas em recém-nascidos com diferentes

manifestacOes da toxoplasmose congénita ocular.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar o perfil de quimiocinas (IP-10/CXCL10, MIG/CXCL9, MCP-1/CCL2,
RANTES/CCLS5 e IL-8/CXCLS) e citocinas (IL-1p, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, I1L-12p70,
TNF, IFN-y e IL-17A) plasmaticas em criangas com Toxoplasmose Congénita;
Determinar o padrdo de quimiocinas (IP-10/CXCL10, MIG/CXCL9, MCP-1/CCLZ2,
RANTES/CCLS5 e IL-8/CXCLS8) e citocinas (IL-1pB, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70,
TNF, IFN-y e IL-17A) plasmaticas em criancas apresentando diferentes manifestacdes
clinicas de lesdo ocular da toxoplasmose congénita;

Estabelecer o perfil de assinatura de quimiocinas (IP-10/CXCL10, MIG/CXCL9, MCP-
1/CCL2, RANTES/CCLS5 e IL-8/CXCLS8) e citocinas (IL-1p, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
IL-12p70, TNF, IFN-y e IL-17A) plasmaéticas em criancas apresentando diferentes
manifestacdes clinicas de lesdo ocular da toxoplasmose congénita;

Identificar possiveis biomarcadores relacionados as diferentes manifestacdes clinicas de
leséo ocular;

Empregar ferramentas de aprendizagem de maquina para caracterizar as conexdes em
redes de biomarcadores plasmaticos em criancas apresentando diferentes manifestacdes

clinicas de lesdo ocular da toxoplasmose congénita.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Populacéo de estudo

Este € um estudo transversal realizado pelo Grupo Brasileiro de Toxoplasmose
Congénita UFMG, aprovado pelo comité de ética da UFMG (COEP), protocolo 298/06. Um
fluxograma que ilustra a triagem neonatal para toxoplasmose congénita, incluindo o rastreio e
testes serologicos de confirmacdo, bem como a analise de fundo de olho empregada para
agrupar a populacéo de estudo é fornecida na Figura 1.

Amostras de sangue seco coletado em papel filtro, por meio de puncdo do calcanhar,
foram obtidos de 220 recém-nascidos imediatamente depois do nascimento, no periodo de 01
de novembro de 2006 a 31 de maio de 2007. Com essas amostras foram realizadas pesquisa de
IgM anti-T.gondii utilizando teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - Q-Preven®
TOXO, Biomerieux, France). Recém-nascidos que tiveram resultados negativos nesse teste
foram excluidos da pesquisa. Nos bebés que apresentaram resultado positivo, foi realizada uma
segunda coleta de sangue, obtida por meio de puncdo venosa no periodo de 30-45 dias ap0s o
nascimento, para pesquisa de anticorpos 1gG e IgM (ELFAVIDAS® TOXO, Biomerieux,
France) e IgA (IgA TOXO ELISA Bio-Rad, France) anti-T. gondii, para realizacdo de
diagndstico confirmatdrio da toxoplasmose congénita.

Lactentes que tiveram o resultado negativo para IgM anti-T.gondii foram excluidos. Ja
0s que tiveram resultados positivos para 1gG, IgM ou IgA anti-T.gondii passaram por uma nova
coleta de sangue realizada por puncdo venosa, um ano depois, para realizagéo de teste de IgG
anti-T.gondii (ELFAVIDAS® TOXO, Biomerieux, France), conclusivo para o diagndstico.
Bebés com resultados finais negativos foram classificados como grupo controle ndo infectado
(NI, n=22). Bebés com resultado final positivo foram categorizados como infectados com

toxoplasmose congénita (grupo TOXO, n=121).
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Figura 1: Fluxograma de triagem neonatal para toxoplasmose congénita (TOXQO). Amostras de sangue total

seco (pungdo no calcanhar) foram coletados de 220 bebés ime

diatamente ap6s o0 nascimento. Anticorpos IgM anti-

T. gondii foram utilizados para selecionar o grupo "TOXO presumida”. Amostras de soro foram obtidas do grupo
"TOXO presumida™ em 30-45 dias apds o nascimento, para confirmacdo do diagndstico por meio de pesquisa de
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anticorpos 1gG / IgM / IgA anti-T.gondii. Lactentes com resultados positivos do grupo "TOXO presumida” foram
acompanhados por um ano para executar teste sorologico conclusivo por meio de pesquisa de 1gG anti-T.gondii.
Lactentes com resultados negativos finais foram classificados como grupo controle ndo infectado (NI, n = 22)).
Lactentes com resultados positivos finais foram categorizados como grupo infectado com toxoplasmose congénita
(TOXO, n=121,). Com base no status de andlise de fundo de olho, as criancas TOXO foram sub agrupadas em 4
categorias referidas como: (i) criangas sem lesdes retinocoroideanas (NL, n = 29,); (ii) criancas apresentando lesdes
retinocoroideanas ativas (ARL, n = 11)); (iii) criancas com lesGes retinocoroideanas ativas / cicatriciais (ACRL, n =
45), e (iv) as criancas com lesdes cicatriciais retinocoroideanas (CRL, n = 36,). As amostras de soro coletadas em
30-45 dias apds o nascimento foram armazenadas a -80 ° C e utilizadas para analises quimiocinas e citocinas séricas
por meio de ensaio de citometria de fluxo de alta sensibilidade.

Todas as criancgas inclusas nesse estudo receberam assisténcia médica de especialistas
com experiéncia em doencas infecciosas e foram submetidos a avalia¢cdes oftalmoldgicas.
Todos os pacientes classificados como NI ndo apresentaram nenhuma alteragédo oftalmoldgica.
Baseada na analise fundoscopica, o grupo TOXO foi subdividido em quatro categorias: bebés
sem lesdo retinocoroidal (SL=29); bebés com lesdo retinocoroidal ativa (RA=11); bebés com
les@es retinocoroidais ativa e cicatrizada (RAC=45) e bebés com leséo cicatrizada (RC=36).

As amostras de soro coletadas no periodo de 30-45 dias depois do nascimento foram
estocadas a -80°C e utilizadas para analises de biomarcadores séricos (IL-8/CXCL-8,
RANTES/CCL5, MIG/CXCL9, MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL10, IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
IL-12p70, TNF, IFN-y e IL-17A), utilizando de citometria de fluxo.

4.2 Citometria de fluxo - “Cytometric bead Array (CBA)”

Os niveis das citocinas IL-1p, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF, IFN-y e IL-17A
em amostra de soro de lactentes com toxoplasmose congénita foram mensuradas usando o teste
de alta sensibilidade Cytometric Bead Array (Flex enhanced sensitivity CBA Kits - BD®
Biosciences, San Jose, CA, USA). As etapas do protocolo foram seguidas de acordo com as
instrucdes do fabricante.

As quimiocinas MCP-1/CCL2, RANTES/CCLS5, IL-8/CXCL8, MIG/ CXCL9 e IP-10/
CXCL10 também foram avaliadas no soro de lactentes com toxoplasmose congénita utilizando
o kit Cytometric Bead Array (CHEMOKINE CBA Kit - BD® Biosciences, San Jose, CA, USA)
de acordo com as instrugdes do fabricante. A aquisicdo de dados da citometria de fluxo foi
realizada usando o citometro de fluxo BD FACSVerse (Becton Dickinson, La Jolla, CA, USA)
e o software BD FACSuite™ (Becton Dickinson, La Jolla, CA, USA) e para a analise o FCAP
Array™ Software Version 3.0 (Becton Dickinson, La Jolla, CA, USA). Os resultados foram
expressos em fg/mL, tal como avaliado pela curva padrdo, utilizando regressdo logistica. De
acordo com o Kit, O limite de deteccdo para cada quimiocina € 0.2 (IL-8/CXCL8), 1.0

(RANTES/CCLS5), 2.5 (MIG/CXCLY), 2.7 (MCP-1/CCL2) e 2.8 (IP-10/CXCL10) pg/ml. Ja no
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imunoensaio de alta sensiilidade utilizado para mensurar as citocinas o intervalo de deteccéao é
de 274 a 200,000 fg / ml.

4.2 Anédlise de dados

Os niveis de quimiocinas e citocinas mensurados no plasma obtidos de pacientes com
toxoplasmose foram comparados por testes ndo paramétricos baseados na analise de variancia
(ANOVA), teste Kruskal-Wallis seguido de teste Dunn's para comparacGes multiplas. Para
analise de dados foi utilizado o programa The Graphpad Prism software version 6.0 (San Diego,
CA, USA).

Para avaliar as varias associa¢des entre os biomarcadores avaliados nos lactentes com
toxoplasmose congénita, uma matriz de correlagdes entre os niveis de citocinas e quimiocinas

secretadas no plasma dos recém-nascidos foi calculada para cada grupo clinico.

4.3 Analise de assinatura de biomarcadores

Nesta analise de dados, inicialmente, todo o universo de dados de cada citocina e de
qguimiocinas foi usado para calcular a mediana global, usada como o ponto de corte para
classificar criangas como baixos ou altos produtores de um determinado biomarcador. Uma vez
que foram estabelecidos os pontos de corte para cada biomarcador, foram selecionadas criangas
com contagens elevadas de biomarcadores e montados os dados usando diagramas para calcular
a frequéncia daqueles para cada grupo clinico. Dados relevantes (> 50%) foram entdo
destacadas em negrito / sublinhado formato. O programa GraphPad Prism 6.00 (San Diego,

EUA) foi utilizado para artes graficas.

4.4 Rede de biomarcadores séricos

Para avaliar a associacdo entre as citocinas e quimiocinas, o coeficiente de correlagdo
de Spearman e significancia foram calculados. A correlacdo entre os biomarcadores é calculada
com o intuito de verificar se existe um inter-relacionamento entre essas duas variaveis
quantitativas. A significancia estatistica foi considerada quando p <0,05. O indice de correlagédo
(r) foi utilizado para categorizar a forca de correlagdo como negativa (r <0), moderada (0,36> r
<0,67) e mais forte> 0,68) (Taylor, 1990). A correlagdo negativa indica que o crescimento de
uma das variaveis implica, em geral, no decrescimento da outra. A correlagdo positiva indica,
em geral, o crescimento ou decrescimento concomitante das duas variaveis consideradas. O

software Graphpad Prism 6.0 (San Diego, EUA) foi utilizado a analise de dados e o Cytoscape
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(versédo 2.8) utilizado para as artes da rede.
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Niveis Séricos [fg/mL]

5. RESULTADOS

5.1 Lactentes com Toxoplasmose congénita apresentam uma proeminente producéo de
guimiocinas mediada por MIG/CXCLD9, IP-10/CXCL10, RANTES/CCL5 e IL-8/CXCL8
Os niveis de quimiocinas séricas em lactentes com toxoplasmose congénita sdo apresentadas
na Figura 2A. A andlise de dados demonstrou que niveis aumentados de IL-8/CXCLS,
MIG/CXCLY, IP-10/CXCL10 e RANTES/CCL5 foram observados no grupo TOXO em
comparacédo ao grupo NI. N&o foi observada diferenca significativa entre os grupos, em relagédo
a producdo de MCP-1/CCL2. Esses dados indicam uma producéo relevante de quimiocinas no
periodo de 30-45 dias apds o nascimento de bebés com toxoplasmose congénita.

| Quimiocinas Séricas na Toxoplasmose Congénita |

IL-8/CXCL8

40+

204

2501

125+

MCP-1/CCL2

20,000

10,000+

MIG/CXCL9

26,000

13,000+

IP-10/CXCL10

2,500

1,250

RANTES/CCL5

NI TOXO NI TOXO NI TOXO NI TOXO NI

Figura 2: Perfil de quimiocinas séricas de criangas com toxoplasmose congénita. Niveis de quimiocina (I1L-8
/ CXCL8, MCP-1/CCL2, MIG / CXCLD9, IP-10 / CXCL10 e RANTES / CCL5) foram mensuradas em amostras
de soro coletadas a 30-45 dias apds o nascimento, através de pesquisa de biomarcadores séricos por microesferas
de captura por Citometria de Fluxo (CBA Array), como descrito em materiais e métodos. As medicdes dos niveis
séricos de quimiocina foram efetuadas em recém-nascidos com toxoplasmose congénita (TOXO, n = 121), em
comparacdo com grupo de controle ndo infectado (NI, n = 22,). Os resultados sdo apresentados em gréficos de
barras com a média de concentracéo de soro (fg / ml) + erro padrdo. O intervalo confidencial 95% (IC 95%) para
cada biomarcador foi calculado para o grupo de NI e utilizados como valores de referéncia para a anélise
comparativa dos subgrupos. As diferencas estatisticas (p <0,05) sdo destacadas por um asterisco (*) para
comparagdes com o grupo NI.

5.2 Enquanto IL-8/CXCL8 e IP-10/CXCL10 sédo biomarcadores gerais associados a lesdo
ocular, MIG/CXCL9 aparece como um marcador seletivo para lesdo retinocoroidal
ativa.

Com o intuito de caracterizar a presenca e o estado da leséo retinocoroidal associado ao padrao
IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2,
MIG/CXCLY, IP-10/CXCL10 e RANTES/CCLS5 nos subgrupos TOXO. Os resultados estdo

apresentados na Figura 2B. O intervalo de confianca (IC) de 95% dos niveis de quimiocinas

de quimiocinas, foi quantificado os niveis séricos de
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Niveis Séricos [figfml]

observado no grupo NI (retangulos cinzas) foi usado como intervalo de referéncia. A anélise
dos dados demonstrou 0 aumento dos niveis de MIG/CXCL9 e RANTES/CCL5 em bebés com
toxoplasmose congénita independentemente da presenca de lesdo ocular comparado ao
intervalo de referéncia de NI. Aumento nos niveis de IL-8/CXCL8 e IP-10/CXCL10 foi
observado em bebés com lesdo retinocoroidal, enquanto que somente no grupo SL foram
observados valores dentro do intervalo de referéncia de NI. Niveis séricos de MIG/CXCL9
foram significantemente maiores no grupo de bebés RA comparado a SL, RAC e RC. (Figura
3).

Quimiocinas Séricas na Toxoplasmose Congénita de acordo com as caracteristicas das lesdes
oculares

IL-8/CXCL8 MCR-1/CCL2 MGCXCL9 IR-1O0/CXCL10 RANTEZ/CCLS

200+ 25,0004

12,500

Subgrupos TCHOD

[ JRc [JRAC [JrRA [ ]sL

Figura 3: Perfil de quimiocinas séricas de criancas com toxoplasmose congénitade acordo com as lesGes
retinocoideanas. Niveis de quimiocinas (IL-8 / CXCL8, MCP-1 / CCL2, MIG / CXCL9, IP-10 / CXCL10 e
RANTES / CCL5) foram mensuradas em amostras de soro coletadas a 30-45 dias ap6s 0 nascimento, através de
pesquisa de biomarcadores séricos por microesferas de captura por Citometria de Fluxo (CBA Array), como
descrito em materiais e métodos. Essas quimiocinas foram quantificados em subgrupos TOXO categorizados de
acordo com o estado da lesdo retinocoroideanas como: criancas sem lesdes retinocoroideanas (SL, n = 29,);
criangas apresentando lesBes retinocoroideanas ativas (RA, n = 11,); criancas com lesBes retinocoroideanas
ativas/cicatriciais (RAC, n = 45), e criangas com lesdes cicatriciais retinocoroideanas (RC, n = 36,). Os resultados
sdo apresentados em gréficos de barras com a média de concentracdo de soro (fg / ml) £ erro padrdo. O intervalo
confidencial 95% (IC 95%) para cada biomarcador foi calculado para o grupo de NI e utilizados como valores de
referéncia para a analise comparativa dos subgrupos (TOXO retangulos cinzas). As diferencas estatisticas (p
<0,05) sdo destacadas por um asterisco (*) para comparagdes com o grupo NI. Além disso, as diferengas
significativas entre os subgrupos TOXO para p <0,05 séo identificados por linhas de conexao.
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53 O grupo TOXO ¢é caracterizado por um padrdo misto de citocinas de perfil
proinflamatorio/regulatério mediado por IL-6, IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10

Os niveis de citocinas mensurados em amostras de soro de lactentes com toxoplasmose
congénita sdo mostrados na Figura 4. Niveis aumentados de IL-6 e IFN-y contrabalanceado
pelo aumento da concentragéo de IL-4, IL-5 e IL-10 foram observados no grupo TOXO
comparado ao NI. Em relag8o as citocinas IL-1p, TNF, IL-12 e IL-17, ndo foram observadas

diferencas significativas nos niveis de producéo entre os grupos TOXO e NI.

| Citocinas Séricas na Toxoplasmose Congénita |

IL-1p IL-6 TNF IL-12 IEN-y

8007 4,000 600 8,000 10,000

400 2,000 300 4,000 5,000

Niveis Séricos [fg/mL]

IL-4 IL-5 IL-10 IL-17A

8001 2,000 2,000 1,500 7

4007 1,000 4 1,000 4 750

Niveis Séricos [fg/mL]

NI TOXO NI TOXO NI TOXO NI TOXO

Figura 4: Perfil de citocinas séricas de criangas com toxoplasmose congénita. Os niveis de citocinas (IL-1p,
IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-17A) foram mensurados em amostras de soro colhidas a 30-45
dias apds o nascimento usando um ensaio utilizando microesferas de captura por Citometria de Fluxo (CBA Array),
conforme descrito no material e Métodos. (A) As medicdes dos niveis de citocinas no soro foram realizadas em
lactentes com toxoplasmose congénita (TOXO, n = 121), e em comparacdo com grupo de controle ndo infectado
(NI, n=22)). Os resultados sdo apresentados em graficos de barras com a média de concentracdo de soro (fg / ml)
+ erro padrdo. As diferencas estatisticas (p <0,05) sdo destacadas por um asterisco (*) para compara¢fes com o
grupo NI.

5.4. Enquanto TNF é apresentado como um biomarcador para o grupo SL e IFN-y e IL-
5 no grupo RA, IL-10 aparece como um mediador relevante nos grupos RAC/RC
Os niveis de citocinas pro-inflamatdrias e regulatorias observados nas amostras de soro

dos diferentes subgrupos TOXO, categorizados de acordo com o status da lesédo
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Niveis Séricos [fg/mL] _

retinocoroidiana so apresentados na Figura 5. O IC de 95% dos niveis de citocinas observados
no grupo NI (retdngulos cinzas) sdo usados como intervalo de referéncia. Esses resultados
revelam niveis aumentados de IL-6, IFN-y e IL-5 observados nos subgrupos de TOXO,
comparado com intervalo de referéncia de NI.

No entanto, foi visto 0 aumento dos niveis IFN-y e, surpreendentemente, IL-5 no grupo
RA (Figura5). Os niveis séricos de TNF foram maiores significativamente em lactentes SL em
comparacdo com os grupos RA, RAC e RC, sugerindo o seu potencial como um biomarcador
precoce associado com a auséncia de lesdo ocular em toxoplasmose congénita. Curiosamente,
niveis elevados de IL-10 foram observados nos grupos RAC e RC, demonstrando a relevancia
deste biomarcador como um mediador de eventos cicatriciais de lesdo retinocoroidal. N&o
houve diferenca nos niveis das citocinas IL-1p, IL-12 e IL-17A observadas em amostras de
soro a partir de subgrupos TOXO, em comparacdo com o NI (Figura 5). No entanto, a auséncia
de lesdo retinocoroidal foi particularmente associada com niveis de IL-17A confinados na

fracéo inferior do intervalo de referéncia NI (Figura 5).

Citocinas Séricas na Toxoplasmose Congénita de acordo com as caracteristicas das lesdes oculares

IL-1p IL-6 NF IL-12 IFN-y
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Figura 5: Os niveis de citocinas (IL-1pB, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-17A) foram mensurados
em amostras de soro colhidas a 30-45 dias apds 0 nascimento usando um ensaio utilizando microesferas de captura
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por Citometria de Fluxo (CBA Array), conforme descrito em Material e Métodos. Os niveis dessas citocinas foram
quantificados em subgrupos TOXO categorizados de acordo com o estado da lesdo retinocoroideana, como:
criangas sem lesdes retinocoroideanas (SL, n = 29,); criangas apresentando lesdes retinocoroideanas ativas (RA, n
= 11,); criancas com lesdes retinocoroideanas ativas/cicatriciais (RAC, n = 45), e criancas com lesdes cicatriciais
retinocoroideanas (RC, n = 36,). O intervalo de confianca 95% (IC 95%) para cada biomarcador foi calculado para
o grupo NI e utilizados como valores de referéncia para a analise comparativa dos subgrupos TOXO (retangulos
cinzas.). As diferencas estatisticas (p <0,05) sdo destacadas por um asterisco (*) para comparacdes com 0 grupo
NI e as diferencas significativas entre os subgrupos TOXO para p <0,05 sdo identificados por linhas de conexéo.

5.5. As assinaturas de biomarcadores séricos corroboram que o grupo TOXO é
caracterizado por uma proficua producdo de quimiocinas/citocinas com um amplo
conjunto de mediadores proinflamatérios/reguladores.

A assinatura de biomarcadores foi elaborada para compilar a frequéncia de pacientes
com altos niveis de biomarcadores séricos (Figuras 6 e 7), pretendendo eleger esses dados como
possiveis atributos para caracterizar os eventos imunoldgicos relacionados a toxoplasmose

congénita.
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Diagramas para Calculo das Frequéncias de Recém-Nascidos com Altos Niveis de Biomarcadores

NI

Biomarcadores Séricos Biomarcadores Séricos

—>» 3650 9 18 41 64 55 55 36 3641 36 4141

5552615949 435043504747 53 5134

Figura 6: Diagrama para calculos das frequéncias de recém-nascidos com altos niveis de biomarcadores nos
grupos NI e TOXO. Todo o universo de dados de cada citocina (IL-1pB, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-
10 e IL-17A) e de quimiocinas (IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10 e RANTES/CCL5)
foi usado para calcular a mediana global, usada como o ponto de corte para classificar criangas como baixos ou
altos produtores de um determinado biomarcador. Uma vez que foram estabelecidos os pontos de corte para cada
biomarcador, foram selecionadas criangas com contagens elevadas de biomarcadores e montados os dados usando
diagramas para calcular a frequéncia daqueles para cada grupo clinico. Dados relevantes (> 50%) estdo destacadas
em negrito. Os retangulos coloridos representam os altos produtores, sendo azul para pacientes do grupo NI e
vermelho para o grupo TOXO. (As curvas ascendentes de frequéncia para altos produtores de todos os grupos
TOXO séo exibidas nas figuras 8 e 9).
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Diagramas para Calculo das Frequéncias de Recém-Nascidos com Altos Niveis de Biomarcadores
Subgrupos de TOXO

Biomarcadores Séricos Biomarcadores Séricos Biomarcadores Séricos Biomarcadores Séricos
w w w
- w < - = < - u < o
: i o - - -
2025359523955 2992359522395 0 3805259523935 of025%estIy00t
2EFLpdaFfIL a0 2Ll EIddad SE3LpadFAbadaa RIS Z020890 0

41414545 59 48 45 59 59 66 52 48 48 31

5653 49 5842 49 44 38 44 38 44 47 49 27

Figura 7: Diagrama para célculos das frequéncias de recém-nascidos com altos niveis de biomarcadores nos
subgrupos TOXO. Todo o universo de dados de cada citocina e de quimiocinas foi usado para calcular a mediana
global, usada como o ponto de corte para classificar criangas como baixos ou altos produtores de um determinado
biomarcador. Uma vez que foram estabelecidos os pontos de corte para cada biomarcador, foram selecionadas
criangas com contagens elevadas de biomarcadores e montados os dados usando diagramas para calcular a
frequéncia daqueles para cada subgrupo clinico. Dados relevantes (> 50%) estdo destacadas em negrito. Os
retdngulos coloridos representam os altos produtores, sendo amarelo claro: pacientes SL; laranja: pacientes RA;
salmao: pacientes RAC e amarelo-ouro: pacientes RC.

Utilizando anélise categorica descritiva foi possivel selecionar os biomarcadores mais
relevantes observados em mais de 50% dos individuos de cada grupo (Figure 8 — retangulos
cinzas). As assinaturas de quimiocinas/citocinas de TOXO e NI séo apresentadas na Figura 8.
As analises de dados demonstraram que NI exibe um pequeno conjunto de biomarcadores com
frequéncia maior que 50%, incluindo MCP-1/CCL2, IL-6, TNF e IL-1p (Figura 8). Por outro
lado, o grupo TOXO mostrou uma assinatura de biomarcadores robusta, composta por
frequéncias relevantes de IL-10, INF-y, RANTES/CCLS5, IL-12, IL-5, IL-8, IP-10/CXCL10 e
MIG/CXCLDO.
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Frequéncia de Recém-nascidos com

Assinatura de Biomarcadores séricos na Toxoplasmose congénita

NI TOXO
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Figura 8: Analises de biomarcadores séricos na toxoplasmose congénita. Analises quantitativas de biomarcadores
realizadas por citometria de fluxo de alta sensibilidade foram realizados para medir os niveis séricos de
quimiocinas (IL-8 / CXCL8, MCP-1/ CCL2, MIG / CXCLJY9, IP-10 / CXCL10, e RANTES / CCL5) e citocinas
(IL-1B, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-17A). Os valores da mediana global de cada biomarcador
foi calculado levando em conta todo o universo dos dados, e foram utilizadas como ponto de corte para classificar
as criangas como "baixo" ou "alto" produtores de biomarcadores. A frequéncia dos “altos” foi usado para montar
as curvas ascendentes referidos como "assinaturas de biomarcadores séricos" para cada grupo clinico. As
assinaturas de biomarcadores ascendentes do TOXO e NI sdo apresentados em graficos de barras e linhas. As
frequéncias relevantes de “altos produtores" (=50%) sdo destacados por retangulos cinzas na parte inferior da cada
grafico.

5.6 IL-8/CXCLS8 e IP-10/CXCL10 sdo indicadores de amplo espectro de doenca ocular,
enquanto TNF é um biomarcador para SL, IFN-y e MIG/CXCL9 apontam para ARL e
IL-10 é destacada como um verdadeiro biomarcador sérico de ACRL/CRL

As assinaturas de quimiocinas/citocinas construidas para os subgrupos TOXO de acordo
com o tipo de leséo retinocoroidal sdo apresentadas na Figura 9. Apdés a selecdo dos mediadores
mais relevantes que foram observados em mais de 50% dos individuos em cada grupo clinico
(Figura 9 - retangulos cinzas), os resultados mostraram que a IL-8/CXCL8 é um atributo
universal observado nas assinaturas de biomarcadores de lactentes com lesfes oculares
causadas por T. gondii, independentemente do nivel de morbidade (Figura 9 - circulos).
Enquanto o subgrupo SL apresenta um namero restrito de biomarcadores com frequéncia de
altos produtores acima de 50% (IL-4, TNF, IL-12, RANTES/CCL5 e IFN-y), RA apresenta uma
assinatura mais proeminente com maiores frequéncias de alto produtores, incluindo IL-6, MCP-
1/CCL2, IL-5, IL-8/CXCLS, IP-10/CXCL10, RANTES/CCLS5 e um pico composto por IFN-y

e MIG/CXCL9 (Figura 9 — semicirculo). Outro resultado de destaque foi a notavel presenca
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seletiva de IL-10 entre os atributos inseridos na assinatura de biomarcadores dos grupos RAC
e RC (Figura 9 - retangulos).

Assinatura de Biomarcadores séricos na Toxoplasmose congénita de
acordo com as caracteristicas das lesées oculares
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Figura 9: Anélises de biomarcadores séricos na toxoplasmose congénita de acordo com as lesdes
retinocoroideanas. Analises quantitativas de biomarcadores realizadas por citometria de fluxo de alta
sensibilidade foram realizados para medir os niveis séricos de quimiocinas (IL-8 / CXCL8, MCP-1/ CCL2, MIG
/ CXCLDY, IP-10 / CXCL10, e RANTES / CCL5) e citocinas (IL-1pB, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-17A). Os valores da mediana global de cada biomarcador foi calculado levando em conta todo o universo dos
dados, e foram utilizadas como ponto de corte para classificar as criangas como "baixo" ou "alto" produtore@de
biomarcadores. A frequéncia dos “altos” foi usado para montar as curvas ak¢endentes referidos como "assinaturas
de biomarcadores(géricos" para cada grupo clinico. Assinaturas de[biomarcadores ascendentes dos subgrupos
TOXO, categorizados de acordo com o estado da lesdo retinocoroidiana (NL,; ARL,; ACRL e CRL,) séo
apresentados por curvas de sobreposi¢do. Frequéncias relevantes de “altos produtores" (=50%) sdo destacadas por
retdngulos cinzas na parte inferior do grafico. Biomarcadores selecionados com provavel associagdo com
morbidade da toxoplasmose congénita sdo realcados por simbolos geométricos fornecidos na figura ( =
biomarcador de amplo espectro associado com a presenca de lesdo ocular; = seletiva biomarcador relacionado a
auséncia de lesdo; = biomarcadores relacionados com a lesdo ativa; = biomarcador de lesdo cicatricial).
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5.7 A ampla interagéo entre quimiocinas/citocinas mediada por negativas correlagdes na
rede TOXO contrasta com uma pequena ponte de IL-10 observada na rede NI.

Por ultimo, a analise de redes de quimiocinas/citocinas foi projetada para entender a
relacdo e cruzamentos entre biomarcadores séricos, como indicado pelo indice de correlacao.
Esta abordagem representa um novo conceito de biologia de sistemas para integrar 0s aspectos
multifuncionais da resposta imune. Na nossa analise de redes de biomarcadores, vimos clara
diferenca entre os grupos NI x TOXO e entre os subgrupos TOXO, tanto em relacdo ao numero
de conexdes quanto em relacdo ao tipo dessas conexdes. Primeiramente, a rede TOXO
apresenta mais conexdes entre citocinas e quimiocinas quando comparada a rede NI, sendo a
maioria dessas conexdes negativa, com excecao das interagdes que envolvem IL-8/CXCL-8. O
numero de conexdes de citocinas entre os biomarcadores no grupo NI € muito homogéneo.

A rede de biomarcadores séricos, caracterizada por eventos precoces da toxoplasmose
congénita no periodo de 30-45 dias ap6s o nascimento, é apresentada na Figura 8. As anélises
de dados demonstraram que o grupo TOXO mostrou evidente expansdo nas conexdes vizinhas
no microambiente de quimiocinas, comparado a rede NI. Neste contexto, o aumento dos
nodulos das quimiocinas séo evidentes com IL-8/CXCL8<MIG/CCL2<IP-10/CXCL10.

Aleém disso, pode ser notada interagdo maior entre os microambientes de citocinas e
quimiocinas, mediada por um grande numero de arestas negativas. Apesar de ocorrer a
manutencdo de uma rede complexa de citocinas, um evidente enfraquecimento das forgas das

bordas pode ser notado em TOXO, com menores indices de correlacdo (Figura 10).
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Redes de Biomarcadores Séricos na Toxoplasmose Congénita

IP-10
(CXCL10) IL-6

P10 ;:_ ........
L[CXCL10)

TNF

MIG

(CXCL9)
T, TNF

IL-12

IL-4

IFN-y

MNimero de Conextes (0-10) indices de Correlacfio

--------- Megativa Fraca (r=-0.36) Positiva Fraca (r<0.36)

== mms NegativaModerada(-0.672rs-0.36) = PositivaModerada (0.362r<0,67)

— Pgsitiva Forte (r=0.67)

Figura 10: Rede de biomarcadores séricos em criancas com toxoplasmose congénita. Analises de correlagdo
foram realizadas para calcular a relacdo entre os niveis de quimiocinas e citocinas no soro durante os eventos
iniciais da toxoplasmose congénita. Matrizes de correlagdo foram construidos com indices significativos e layouts
circulares montados para identificar a associagdo entre os niveis de biomarcadores séricos. Redes de
biomarcadores para TOXO e NI sdo exibidos pela distribuicdo de aglomerados de nddulos para quimiocinas
(microrede a esquerda) e citocinas (macrorede a direita). Tamanhos do nds refletem o nimero de liga¢des vizinhas,
de 0 a 10, de acordo com a escala fornecida na figura. Correlagdes significativas (p<0,05) foram representados
através das conexdes dos noés, sendo positivo [fraco (r <0,36;), moderada (0.36<r<0.68;) forte (r> 0,68;)] ou
negativos [fraco (r>-0,36 ;) ou moderados (-0.68<r<-0,36;)], tal como proposto por Taylor (1990).

5.8 A rede RA apresenta clara diminuicdo de conexdes vizinhas, enquanto SL e RC
apresentaram rede equilibrada, da mesma forma que observamos em NI

As redes de quimiocinas/citocinas elaboradas para os subgrupos TOXO de acordo com
0 status da lesdo retinocoroidal sdo apresentadas na Figura 10. Uma andlise geral das redes
permitiu identificar que em RA houve reducdo notadvel no nimero de conexdes vizinhas,
permanecendo com algumas bordas fortes, representando elevados indices de correlagdo.
(Figura 10).

Interessantemente, um pequeno nimero de conexdes vizinhas pode ser observado para

IFN em todos os subgrupos TOXO, é notavel que, apesar da conexdo entre IFN-y/IL-12
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aparecer em todos os grupos, a ligacao de IFN-y ocorre com diferentes biomarcadores em cada
subgrupo vizinhanga sdo mediados por arestas distintas, com outros biomarcadores. Com efeito,
no subgrupo SL, IFN-y mostra ligacdo adicional com a citocina IL-17A e TNF, enquanto em
RAC, a interagdo com IL-5 aparece como a Unica aresta adicional. Além disso, em RC houve
expansdo no numero de conexdes vizinhas de IFN-y, com liga¢6es adicionais com IL-10, IL-5
e IL-6 (Figura 10).
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Redes de Biomarcadores Séricos na Toxoplasmose Congénita de Acordo
com as Caracteristicas das Lesdes Oculares
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Figura 11: Redes de biomarcadores para subgrupos TOXO, categorizados de acordo com o estado da leséo
retinocoroidiana (SL, RA, RAC e RC) foram construidas para identificar potenciais biomarcadores, as suas
ligacBes vizinhas e conexdes relacionadas com nivel de leséo retinocoroideanas. Tamanhos do nés refletem o
ntmero de ligagBes vizinhas, de 0 a 10, de acordo com a escala fornecida na figura. Correlagdes significativas
(p<0,05) foram representados através das conexdes dos nds, sendo positivo [fraco (r <0,36;), moderada
(0.36<r<0.68;) forte (r> 0,68;)] ou negativos [fraco (r> -0,36 ;) ou moderados (-0.68<r<-0,36;)], tal como proposto
por Taylor (1990).
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6. DISCUSSAO

A infeccdo humana por T. gondii é geralmente assintomatica em adultos
imunocompetentes, enquanto leva a significante morbidade em criancas infectadas
congenitamente (GUGLIETTA et al. 2007). A imunidade celular desempenha o papel principal
na resisténcia do hospedeiro e citocinas de perfil pré-inflamatdrio sdo necessarias para protecéo
e controle dessa infeccdo (DENKERS et al. 1998; STURGE et al. 2014). Enquanto isso, pouco se
sabe a respeito da producdo de quimiocinas e citocinas em lactentes com toxoplasmose
congénita. Em relacdo a resposta imune celular observada nessa mesma faixa etéaria, nosso
grupo viu o aumento do nimero de linfécitos T CD4" e T CD8", além de mondcitos circulantes
em sangue periférico de criancas soropositivas, comparadas a soronegativas (MACHADO et
al., 2014). Considerando a resposta imune humoral, a doenca é caracterizada pela alta producéo
de anticorpos IgG1 e IgG3, sendo que individuos com danos oculares tém titulos de anticorpos
mais elevados do que individuos sem doenca ocular (DE JESUS et al., 2015).

Neste trabalho analisamos por citometria de fluxo, niveis séricos de cinco quimiocinas
(IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, MIG/CXCLY, IP-10/CXCL10 e RANTES/CCL5) e nove
citocinas (IL-1pB, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-17A) em pacientes lactentes,
com o objetivo de entender melhor a resposta imune na toxoplasmose congénita e identificar
potenciais biomarcadores das diferentes manifestacdes da toxoplasmose ocular. Para isso
utilizamos a andlise de dados convencional, a assinatura de biomarcadores e as redes de
biomarcadores.

Por meio dessas trés analises, observamos que o perfil de resposta de quimiocinas e
citocinas € misto, com acdo pro-inflamatéria e reguladora, e em cada subgrupo TOXO
observamos potenciais biomarcadores especificos para toxoplasmose ocular. Esse perfil de
resposta misto observado provavelmente ocorre devido a tentativa do organismo infectado em
regular a resposta exacerbada provocada pela presenca de T. gondii, e a partir disso, evitar dano
tecidual. Entretanto, nos pacientes dos subgrupos RA e RAC essa tentativa de regulacdo nédo
foi suficiente, causando lesdo. Outros fatores devem ser considerados como decisivos para a
ocorréncia de diferentes tipos de manifestacfes clinicas, como as diferencas entre as cepas de
T. gondii e susceptibilidade do hospedeiro (ALBURQUERQUE et al., 2009; BRANDAO et al.,
2009; BEHNKE et al., 2015).

Por meio da analise do perfil de quimiocinas observamos que IL-8/CXCLS,
RANTES/CCLS5, IP-10/ CXCL10, MIG/ CXCL9 diferiram significativamente entre os grupos

controle e infectado, o que nos indica producao substancial dessas moléculas no periodo de 30-
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45 dias ap0s o nascimento. As quimiocinas sdo moléculas responsaveis pela regulacdo de todo
processo dindmico no trafego celular (BRENIER-PINCHART et al. 2001), sendo assim, 0
aumento da concentracdo destas moléculas sugere a participacdo das células que expressam os
respectivos receptores dessas quimiocinas em suas membranas.

Analisando os subgrupos, vimos um aumento de IL-8/CXCL8 e IP-10/CXCL10 em
todos os grupos que apresentaram lesdo. Em relacdo a MIG/CXCLJ9, os niveis dessa quimiocina
foram significantemente maiores no grupo de bebés RA comparado a SL, RAC e RC,
destacando-se como um biomarcador seletivo de lesédo retinocoroidal ativa na toxoplasmose.
Alguns estudos mostram o papel dessas quimiocinas na toxoplasmose. Niveis elevados de IL-
8/CXCL8 foram vistos em soro de pacientes com toxoplasmose e foram correlacionados ao
tamanho das lesdes, sendo reduzidos apos tratamento adequado (GONCALVES et al., 2007).
Essa citocina é produzida por mondcitos, linfocitos T e neutrdfilos e estd relacionada a
quimioatracdo deste ultimo tipo celular para o sitio de infeccdo, além da sua adesdo ao endotélio
(ZEILHOFER E SCHORR, 2000; TAKAMI, TERRY E PETRUZZELLI, 2002; ZOUKI et al.,
2001). Considerando os produtores de IL-8/CXCL9, nossos dados estdo de acordo com
Machado et al. (2014) que observaram um aumento do nimero de mondcitos em recem-
nascidos com toxoplasmose congénita, comparado ao controle néo infectado.

Ja a expressdo de MIG/CXCL9 e IP-10/CXCL10 é mediada pela producédo de IFN-y,
com posterior ligagdo ao receptor CXCR3 de perfil pro-inflamatorio, expresso
predominantemente por linfocitos T e células NK (GROOM et al. 2011). Em camundongos
infectados cronicamente, a expressdo de MIG/CXCL9 e IP-10/CXCL10 avaliados na retina
desses animais foi significativamente maior durante a infec¢do crénica. Em animais tratados
com anticorpos anti-CXCL10, houve diminuicdo na contagem de células T CD4", indicando
que a manutencdo da resposta de células T e consequente controle da replicacdo de T. gondii
no olho desses animais durante a infeccao cronica é dependente de IP-10/CXCL10 (NOROSE
et al., 2011). J& nos nossos pacientes, 0s dados sugerem que essas quimiocinas levam a lesdo,
provocada por resposta imunolégica de perfil pro-inflamatorio.

Em relagdo a RANTES/CCLS5, que teve a concentragdo significativamente maior no
grupo TOXO, num outro estudo envolvendo modelo experimental de toxoplasmose cerebral foi
visto que a producgéo dessa quimiocina em camundongos deficientes em Myd88 infectados por
T. gondii foi bem maior. Isso leva a concluir que a resposta dessa quimiocina depende de
sinalizacéo via Myd88 e que ela esta envolvida na resisténcia de camundongos a infeccéo por
T. gondii (TORRES et al., 2013). Outro estudo mostra a relacdo de IFN-y e RANTES/CCLS5,
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onde foi visto que camundongos geneticamente resistentes a T. gondii produzem mais
RANTES/CCL5, comparados a animais deficientes em IFN- vy, mostrando, portanto, que a
producdo dessa quimiocina em cérebros de animais durante a infecgdo crénica também depende
de IFN-y.

N&o foram observadas diferencas significativas nos niveis de MCP-1/CCL2.
Diferentemente, em outro estudo, os niveis de MCP-1/CCL2 foram menores em pacientes com
toxoplasmose ocular ativa em Barcelona, Espanha (REY et al. 2014). Porém, num estudo
brasileiro, também nédo foram observadas diferencas nos niveis dessa quimiocina em pacientes
com retinocoroidite toxoplasmica ativa, comparadas com o grupo controle, coincidindo com 0s
nossos resultados (GONCALVES et al. 2007). Essa diferenca pode ser atribuida a variacdo de
cepas de T gondii que infectaram os pacientes nas diferentes localizacdes geograficas.

Na andlise de citocinas, a alta producdo de IFN-y, IL-6, IL-4, 1L-5 e IL-10 no grupo
TOXO sugere que nesses pacientes o perfil de resposta € misto, com acdo pro-
inflamatoria/reguladora, em lactentes com toxoplasmose congénita, no periodo de 30 a 45 dias
depois do nascimento.

A respeito da resposta de perfil pro-inflamatorio, a produgdo de IFN-y foi maior em
pacientes com lesdo ativa, comparado ao grupo controle e outras manifestacoes clinicas. IFN-y
é uma citocina pro-inflamatoria essencial para a sobrevivéncia do hospedeiro durante a infeccao
por T. gondii e é necessario para estimular a producgdo de potentes antimicrobianos produzidos
por macréfagos (SCHARTON-KERSTEN et al., 1997; STURGE et al., 2014). Essa citocina é
produzida por diversos tipos de células, incluindo células T, e desempenha um papel critico na
prevencdo da reativacdo da infeccdo de T. gondii no cérebro (KANG et al. 2001).
Correlacionado a isso, um outro estudo realizado por nosso grupo observou alta expressao de
células NK CD3-CD16*- CD56*" em bebés com leséo ativa ocular causada por T. gondii , além
de células T CD8" em bebés infectados (MACHADO et al., 2014). Além disso, foi vista alta
producéo dessa citocina em 86% de células fagociticas mononucleares provindas de criancas
infectadas por T. gondii, quando reestimuladas com o antigeno GRAL do parasito (GUGLIETTA
et al., 2007). Em contraste com nossos resultados, pacientes assintomaticos tiveram alta
producéo de IFN-y quando comparados com pacientes com lesdo ocular (MEIRA et al., 2014),
sugerindo que IFN-y pode ter um papel ambiguo na toxoplasmose, levando a prote¢do do
hospedeiro ou causando lesao.

Outra citocina pré-inflamatoria, IL-6, teve seus niveis altos em pacientes do grupo

TOXO comparados ao grupo controle. 1L-6 é produzido por mondcitos, células endoteliais e
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fibroblastos e se liga ao receptor de interleucina-6, que inicia sinalizagdo intracelular (ROSE-
JOHN, 2015). Alguns estudos mostram a relacdo entre a producéo de IL-6 e lesdes causadas por
toxoplasmose. Camundongos deficientes em IL-6 foram mais susceptiveis a infec¢do por T.
gondii e esses animais apresentaram ineficiente neutrofilia durante a infeccdo (JEBBARI et al.,
1998). Outro estudo realizado em camundongos, viu que essa citocina teve agéo prejudicial em
animais que apresentavam lesdo ocular causada por T. gondii (ROCHET et al., 2015).

Enquanto algumas citocinas pro-inflamatorias apresentaram niveis mais altos em
pacientes com lesdo ocular, observamos que a concentracdo de TNF foi significativamente
diferente em pacientes sem leséo, possivelmente, exercendo um papel protetor. Da mesma
forma, a toxoplasmose cerebral foi correlacionada a um aumento da carga parasitaria e menor
expressdo de TNF-a. no cérebro, além de IL-12 (TORRES et al., 2013), e IFN-y e bloqueadores
de TNF-o estdao associados com a reativagdo de granulomas latentes em pacientes com
toxoplasmose ocular (PAULA-RODRIGUES et al., 2013). Em animais cronicamente
infectados com T. gondii tratados com doses de anticorpo neutralizante contra TNF-a,
observaram-se a emergéncia de taquizoitos livres e um aumento do niumero de cistos.

Em relacdo a regulacdo da resposta, foi observado também que a producéo de IL-10 foi
significativamente maior em pacientes com lesdo cicatrizada. 1L-10 é uma citocina produzida
por células dendriticas, macrofagos, linfocitos B e populacbes de linfécitos T (células T
reguladoras e Th2) (BLISS et al. 2000; MOORE et al., 2001), relacionada com a supressao da
resposta patolégica nos casos de transplante, alergia e resposta imune (LEVINGS et al., 2002)
e limitacdo de potencial resposta prejudicial de perfil Thl causada por inflamacdo ocular
decorrente de toxoplasmose (SUZUKI et al., 2000). Deficiéncia no fator de transcricdo
regulador Blimp-1 relacionado a producéo dessa citocina, levou ao aumento da mortalidade de
camundongos infectados com T. gondii, devido a excessiva inflamacdo (NEUMANN et al.,
2014). Em camundongos infectados com cepas RH, macrofagos peritoneais produzem I1L-10
rapidamente, provavelmente, para controlar o processo inflamatorio causado por neutrofilos e
as células dendriticas que produzem IL-12 (BLISS, et al. 2000). Além disso, em humanos, foi
visto que o polimorfismo do gene IL-10 foi associado a reticoroidite toxoplasmica, devido a
baixa producéo dessa citocina (CORDEIRO et al., 2008).

Além de IL-10, IL-4 e IL-5 s&o citocinas importantes para a regulagéo da resposta imune
ou susceptibilidade a infeccdo. Estudos controversos indicam que a producgéo de IL-4 pode ser
benéfica ou prejudicial em camundongos infectados com T. gondii. Enquanto camundongos IL-

4 -/- sdo mais resistentes a toxoplasmose adquirida quando comparados ao seu tipo selvagem
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(NICKDEL et al., 2004) a mesma linhagem é mais susceptivel em condic¢Bes de infecgdo
semelhantes, porém com efeitos prejudiciais de longo prazo, possivelmente por causa da
habilidade dessa citocina em modular produtos pré-inflamatérios com efeito anti-parasitario
(ROBERTS et al., 1996).

Por outro lado, IL-5, que em nosso trabalho foi associado a leséo ativa, € uma citocina
derivada de células T que prolonga a sobrevivéncia de eosindéfilos, estimula a desgranulaco
desses eosinofilos e producdo de espécies reativas de oxigénio, exerce efeito quimiotatico
nessas células e promove a proliferacdo e diferenciacdo de células B ativadas (KOIKE et al.
1994; FACCIOLI etal., 1997; KARLEN et al., 1998). Em estudo relacionando a toxoplasmose,
foram vistos niveis altos de IL-5 em mulheres infectadas na fase aguda da infeccdo comparadas
ao grupo controle (MATOWICKA-KARNA, et al. 2009) o que indica que esta citocina €
importante para o estado de inflamagdo. Durante a infec¢do crbnica em camundongos
deficientes em IL-5, foi visto o aumento do numero de cistos e taquizoitos e acelerada
mortalidade dos animais (ZHANG et al.1999). Com isso podemos ver que essas citocinas
possuem diferentes papeis durante a infeccdo por T. gondii, e suas acdes dependem também do
tipo de infeccdo, do modelo experimental utilizado na pesquisa, da cepa do parasito e da
susceptibilidade do hospedeiro para determinar se a regulacdo da resposta sera benéfica ou
prejudicial.

Outro dado interessante a ser analisado, refere-se aos niveis de concentracdo da citocina
IL-17A nos subgrupos TOXO. Foi visto que, apesar de ndo apresentar diferenca significativa
em relacdo NI, os niveis dessa molécula foram maiores no grupo SL comparados aos grupos
que apresentaram algum tipo de lesdo. IL-17A é normalmente associada a respostas pro-
inflamatorias e doengas autoimunes. Em um estudo realizado na Franca utilizando amostras
intraoculares de pacientes com uveite, foi visto que os niveis dessa citocina foram maiores
particularmente no grupo com lesbes associadas a toxoplasmose (SAUER et. al, 2015). Essa
divergéncia com nossos dados pode ser relacionada ao tipo de amostra utilizada nos dois
estudos: amostras sistémicas e amostras intraoculares, considerando que o olho € um o6rgao
imunoprivilegiado. Além disso, diferengas nas cepas do parasito circulantes no Brasil e na
Franca também podem ser relacionadas a esses resultados.

Como resultado da analise convencional realizada, as citocinas TNF, IFN-y e IL-5 juntos
a IL-10 foram eleitas como potenciais biomarcadores de morbidade relacionados a
toxoplasmose congeénita precoce, sendo associadas com auséncia de lesdo (TNF), lesdo ativa

(IFN e IL-5) e presenca de cicatrizagdo (IL-10).
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Posteriormente a analise convencional, no6s desenvolvemos a assinatura de
biomarcadores, a fim de complementar os dados do perfil imunoldgico de lactentes com
toxoplasmose congénita. Nessa andlise, mensuramos 0 numero de pacientes considerados
baixos e altos produtores de cada biomarcador alvo, sendo possivel concluir, por meio disso,
quais sdo as quimiocinas e citocinas mais frequentes em cada grupo de manifestagdo clinica.
Observamos entdo, que o grupo TOXO é composto por eventos inflamatdrios e moduladores
ocorrendo simultaneamente, com a producgéo de IL-10, INF-y, RANTES/CCLS5, IL-12, IL-5,
IL-8, IP-10/CXCL10 e MIG/CXCLY, destacando o perfil de resposta misto apresentado por
lactentes no periodo de 30 a 45 dias apds 0 nascimento, como Visto na analise convencional.
Em contraste com esse resultado, observamos que o grupo NI é composto somente por MCP-
1/CCL2, IL-6, TNF e IL-1p, sugerindo que nossos pacientes apresentaram maior variedade de
quimiocinas e citocinas quando infectados por T. gondii. Esses resultados corroboram a
hipotese geral de que a toxoplasmose congénita é caracterizada por uma producdo mista de
quimiocinas/citocinas no periodo de 30-45 dias ap0s 0 nascimento.

Combinando os resultados da anélise convencional com a assinatura de biomarcadores
destacamos certas citocinas e quimiocinas que potencialmente podem ser marcadores de fase
clinica da toxoplasmose. Estes incluem IL-8/CXCL8 (biomarcador de lesdo), TNF
(biomarcador de auséncia de lesdo), I1L-10 (lesdo cicatricial) e MIG/CXCL9 (lesdo ativa). E
importante salientar que a analise de assinatura de biomarcadores ndo substitui a analise
convencional, e sim complementa, apresentando novos dados que sdo Uteis para defini¢do de
biomarcadores que podem auxiliar no diagndstico, progndstico e monitoracdo de tratamento
em pacientes com toxoplasmose. Além disso, considerando que casos de reativacdo de
toxoplasmose ocular podem ocorrer, especialmente quando se trata de criancas, a importancia
de se estudar biomarcadores de manifestacdo clinica cresce e diferentes formas de analise sao
necessarias para obtencao de dados consistentes.

Analisando as redes dos subgrupos TOXO, é possivel observar, na rede SL, multiplas
conex0des entre citocinas e quimiocinas, incluindo duas negativas. Nessa rede, a quimiocina IL-
8/CXCL-8 interage com grande numero de interacGes. Curiosamente, IFN-y exibe menos
interacdes com outros biomarcadores durante esse estado da doenca. A rede RA apresenta um
perfil interativo pobre de biomarcadores, que pode ser resultado de uma producdo
desorganizado de citocinas e quimiocinas. Alem disso, menos numero de conectividade entre
0s biomarcadores durante a fase ativa pode representar enfraquecimento do sistema imune, em

que as respostas efetoras ainda sdo imaturas. Em RAC e RC as conexdes entre os biomarcadores
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sdo reestabelecidas, sendo IP-10/CXCL10 e IFN-y biomarcadores fundamentais durante a fase
cronica. A rede RC apresenta algumas similaridades com os pacientes ndo infectados (rede NI),
sugerindo que a resposta imune nesse grupo esta tendendo a voltar ao estado homeostético.
Entretanto, quando comparamos as assinaturas de biomarcadores desses dois grupos, elas séo
diferentes no perfil de altos produtores de citocinas/quimiocinas, embora apresentem
semelhanca em relacdo as conexdes, sugerindo que o grupo RC ainda carrega caracteristicas
inflamatorias relacionadas a convalescéncia.

Outras conexdes observadas nas redes que podem ser consideradas relevantes envolvem
a citocina IL-12. Em nenhum momento na analise convencional houve diferenca significativa
nas concentrages dessa citocina nos grupos analisados. Porém, nas redes é possivel ver
conexdes entre IL-12 e IFN-y em todos os grupos, notando-se a importancia da correlacao entre
esses dois biomarcadores na toxoplasmose.

Os nossos dados sugerem que as respostas pré-inflamatorias desencadeadas pelo
parasito durante as fases precoces e tardias da doenca podem ser observadas juntamente a
modulacdo da resposta imune sistémica e nao apenas localmente (TORRES-MORALES et al.,
2014). A avaliacdo de biomarcadores sistémicos € plausivel e pode contribuir para a
compreensdo dos fatores imunoldgicos resultantes de eventos significativos que ocorrem
durante a toxoplasmose ocular aguda e cronica. Esta abordagem permite avaliacdo menos
invasiva de pacientes, especialmente quando a populagao do estudo inclui criancgas.

Além disso, nossos dados sugerem que a producdo de quimiocinas e citocinas sistémicos
no periodo de 30-45 dias € essencial na resposta imunoldgica a T. gondii, sendo que cada
manifestacdo clinica da toxoplasmose ocular apresenta um perfil de producdo de
quimiocinas/citocinas diferente. Isso possibilita a criacdo de métodos de avaliagdo de potenciais
biomarcadores, para sua utilizacdo na monitoracdo de pacientes recém-nascidos/lactentes com

toxoplasmose congénita.
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7. CONCLUSOES

Em concluséo, a analise de biomarcadores em crian¢as com toxoplasmose congénita,
demonstrou que ha amplas interacGes entre quimiocinas/citocinas, que podem mudar durante
as diferentes fases da lesdo retinocoroidal induzidas pela infecgdo por T. gondii. Isso cria
possibilidades na monitoracdo dos pacientes tratados, podendo indicar que os pacientes tém
risco de recorréncia da infeccdo. Mais estudos sdo necessarios para entender melhor a resposta
imune de criancas e bebés com toxoplasmose congénita.

Além disso, alguns tépicos merecem destaque:

e Pacientes lactentes com toxoplasmose congénita apresentaram perfil de resposta
imunolégica diferente do grupo controle e diferente entre 0s grupos de manifestacdo
clinica, subdivididos de acordo com a les&o ocular.

e Lactentes com Toxoplasmose congénita apresentam perfil de quimiocinas mediada por
MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10, RANTES/CCL5 e IL-8/CXCLS;

e Enquanto IL-8/CXCL8 e IP-10/CXCL10 s&o biomarcadores gerais associados a lesdo
ocular, MIG/CXCLJ9 aparece como marcador seletivo para lesdo retinocoroidal ativa;

e O grupo TOXO € caracterizado por padrdo de citocinas misto
proinflamatério/regulatério mediado por IL-6, IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10;

e Enquanto TNF € apresentado como biomarcador para o grupo SL, e IFN-y e IL-5 no
grupo RA, IL-10 aparece como mediador relevante nos grupos RAC/RC;

e Asassinaturas de biomarcadores séricos corroboram que o grupo TOXO é caracterizado
por uma relevante tempestade de quimiocinas/citocinas com amplo conjunto de
mediadores proinflamatdrios/reguladores;

e De acordo com a assinatura de biomarcadores, IL-8/CXCL8 e IP-10/CXCL10 séo
indicadores de amplo espectro de doenca ocular, enquanto TNF é biomarcador para SL,
IFN-y e MIG/CXCL9 apontam para ARL e IL-10 é destacada como verdadeiro
biomarcador sérico de ACRL/CRL,;

e No estudo das redes de biomarcadores, a ampla interagdo entre quimiocinas/citocinas
mediada por negativas correlacdes na rede TOXO contrasta com uma pequena ponte de
IL-10 observada na rede NI;

e A rede RA apresenta clara diminuicdo de conexdes vizinhas, enquanto SL e RC

apresentaram uma rede equilibrada, da mesma forma que observamos em NI.
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DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP, aprovou no
dia 27 de setembro de 2006, o projelo de pesquisa intitulado
“Triagem neonatal para toxoplasmose congénita no Estado de
Minas Cerais" bem como o Termc de Consentimento Livre e
Esclarecido do referido projeto.

O relatdrio final nu parcial devera ser encaminhado ac COEP
um ano apos ¢ inicio do projeto.
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