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Entao, vanho...?

Passou-se a infancia...

Adolescéncia turbulenta.

Escada interminavel?

Como ¢ facil o valor do um apds outro,

Dos degraus e degraus transpostos.

Apice longinquo, desejado,

Com esforco alcancado.

Pombinha branca da paz alga voo,

Vé-se nas alturas o vulto,

Sob o claro azul do céu.

Voa minha pombinha branca!

Deixou-me esperancoso,

Seu futuro também ¢ azul.

Sobre o telhado, ergue-se com anseio,

Num bater de asas frenético,

Como se fosse mensageira da paz.

Tens em mente o endereco planejado e tracado.
Acharas teu destino nos pisos repisados,
Dos infindaveis murmurios cobicados.
Exaltados e sobressaltados, comentarios curiosos,
Mataras a ignorancia ainda impregnada...
Outra fase perpetua incognita e sigilosa
Molhando-se em arduas e futuras pesquisas
Afogaras em buscas sabias e constantes.
Frenética como as asas d’outrora,
Doutora...? Buscas o saber?

E nos passos da vida seguida,

Preenches o vacuo de sua promessa.

Numa brincadeira matreira, balbucia.
—FEi...1 Ja sei falar... “vamos”?

—Entao, vamost!

Autor. Arli Lopes de Aratijo
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RESUMO

O diagnostico precoce da toxoplasmose congénita (TC) representa um desafio
importante em saude publica. A busca de indicadores laboratoriais complementares para um
diagnodstico precoce e mais sensivel da infeccdo congénita tem sido considerada relevante
para contribuir na tomada de decisdo clinica e inicio imediato do tratamento, que reduz
complicacdes posteriores. Aliado a isso, varios estudos tem abordado diferentes tipos de
resposta imunologica, para melhor compreensdo de como o organismo infectado responde a
presenca de 7. gondii. Com isso, o presente trabalho teve dois objetivos: (i) realizar uma
analise integrativa de  parametros imunolégicos na  identificagdo de
biomarcadores complementares para o diagnodstico precoce da TC em lactentes; e (ii) avaliar o
impacto do tratamento etioldgico precoce no perfil de biomarcadores celulares e moleculares
na TC. Usando pequenos volumes de amostras de sangue total, o desempenho de mediadores
soluveis no soro, fenotipos ex vivo de leucdcitos circulantes e perfis de citocinas intracelulares
apos estimulos in vitro de curto prazo foram avaliados como plataformas de biomarcadores
passo a passo simples ou combinadas. Os resultados mostraram que os niveis séricos de
CXCL9 e as frequéncias de células T CD4" CD25" circulantes e células T CD4" IFN-y"
especificas de 7. gondii, mensuradas no periodo de 30-45 dias apds o nascimento
apresentaram alta acuracia para distinguir lactentes infectados com 7. gondii de controles
saudaveis de mesma idade. Digno de nota foi o desempenho aprimorado (acuracia = 96%)
obtido usando uma anélise combinada passo a passo de células T CD4" CD25" e CXCLO.
Além disso, a alta acuracia global (AUC = 0,9) com sensibilidade elevada (Se = 98%)
também foi alcancada usando a frequéncia total de células T especificas de 7. gondii

produtoras de IFN-y in vitro (3’ IFN—y+ CD4" e CD8+) como biomarcador de TC. Além disso,

a analise in vitro de células T CD4" IL5" especificas de T. gondii e células NK IFN-y"
exibiram uma alta acurécia para o prognostico precoce de lesdo ocular em lactentes com TC.
Juntos, esses achados apoiam a relevancia do emprego dos elementos da resposta imune
celular como biomarcadores com potencial para endossar o diagnostico precoce € o
prognostico da TC, contribuindo assim para um manejo clinico preciso e intervengdo
terapéutica eficaz. Em relacdo ao segundo objetivo, abordou-se a alteragdo da resposta imune
de criangas com toxoplasmose congénita (TC) quanto a evolucdo da infecgdo e intervencdo
terapéutica. Lactentes com TC apresentaram alta contagem de monocitos, células T CD3"
CD16CD56™", CD3" CD56" ¢ CD4" um ano ap6s o inicio do tratamento (TOXO_yearat)-
Ntmeros menores de células T CD3'CD16CD56" e TCRyS™ foram especificamente



observados em lactentes com lesdes retinocoroidais (L (+)). Quando os lactentes foram
classificados de acordo com o estado basal da lesdo, a expansdo das células T CD3'CD16
CD56"" ¢ CD4" foi observada em L (+) que incluiam pacientes com lesdes ativas, ativas/
cicatrizadas ou cicatrizadas. Lactentes que tiveram lesdes ativas ou ativas/cicatrizadas
apresentaram niveis maiores de mondcitos, células T CD3'CD16'CD56", CD3'CD56",
CD8'DR" e TCRYS" ¢ aqueles com lesdes ativas/cicatrizadas ou cicatrizadas na classificagio
basal apresentaram aumento nos monécitos CD14'CD64". Além disso, todos em L(+)
aumentaram as células T CD4" IFN-y" e IL-10" enquanto L (-) aumentaram células NK
produtoras de TNF, IFN-y e IL-4, apo6s estimulagdo com antigeno especifico. Alteragdes
persistentes em leucocitos em TOXO1-yearAT sugerem sequelas de longo prazo no sistema
imunoldégico de lactentes com TC. Embora o tratamento tenha um impacto benéfico na
mudanca da lesdo retinocoroidal para um estado cicatricial, a implementacdo de um programa
de rastreamento pré-natal ativo para prevenir a transmissao da TC ¢ necessaria para minimizar
o impacto a longo prazo dessa infeccdo no sistema imunologico. Em resumo, nossos dados
obtidos mostram que o perfil de resposta imune que ocorre em lactentes com TC pode ser util
para a busca de novos biomarcadores diagnosticos e prognosticos e para 0o monitoramento

pos-terapéutico dos pacientes tratados.

Palavras-chave: biomarcadores, resposta imune, lactentes, toxoplasmose congénita



ABSTRACT

The early diagnosis of congenital toxoplasmosis (CT) represents an important public health
challenge. The search for complementary laboratory indicators for an early and more sensitive
diagnosis of congenital infection has been considered relevant to contribute to clinical
decision-making and immediate initiation of treatment, which reduces further complications.
In addition, several studies have addressed different types of immune response, for a better
understanding of how the infected organism responds to the presence of 7. gondii. Thus, the
present work had two objectives: (i) to perform an integrative analysis of immunological
parameters in the identification of complementary biomarkers for the early diagnosis of CT in
infants; and (ii) assess the impact of early etiological treatment on the profile of cellular and
molecular biomarkers in CT. Using small volumes of whole blood samples, the performance
of serum soluble mediators, ex vivo phenotypes of circulating leukocytes and intracellular
cytokine profiles upon short-term in vitro stimuli were evaluated as single or combined
stepwise biomarker platforms. Results showed that ex vivo serum levels of CXCL9, and the
frequencies of circulating CD4 CD25" T-cells and 7. gondii-specific IFN-y'CD4" T-cells
measured 30-45 days after birth presented high accuracy to distinguish 7. gondii-infected
infants from healthy age-matched controls (Global Accuracy/AUC = 0.9; 0.9 and 0.8,
respectively). Of note was the enhanced performance (Accuracy = 96%) achieved by using a
combined stepwise analysis of CD4'CD25" T-cells and CXCL9. In addition, high global
accuracy (AUC = 0.9) with elevated sensitivity (Se = 98%) was also reached by using the
total frequency of in vitro IFN-y-producing 7. gondii-specific T-cells (3. IFN-y+ CD4+ &
CD8+) as a biomarker of congenital toxoplasmosis. Furthermore, the analysis of in vitro T.
gondii-specific IL5'CD4" T-cells and IFN-y" NK-cells displayed a high accuracy for early
prognosis of ocular lesion in infant with CT (Global Accuracy/AUC = 0.8 and 0.9,
respectively). Together, these findings support the relevance of employing the elements of the
cell-mediated immune response as biomarkers with potential to endorse early diagnosis and
prognosis of congenital ocular toxoplasmosis to contribute for a precise clinical management
and effective therapeutic intervention. Regarding the second objective, changes in immune
response of children with congenital toxoplasmosis (CT) regarding infection evolution and
therapeutic intervention was addressed. Infants with CT presented increased counts of
monocytes, CD3'CD16 CD56™" CD3"CD56" and CD4" T-cells 1-year after treatment onset
(TOXO\_yearat). Smaller numbers of CD3 CD16CD56" and TCRyéS+ T-cells were specifically

observed in infants with retinochoroidal lesions (L(+)). When infants were classified based on



the baseline status, expansion of CD3'CDI16 CD56"" and CD4" T-cells were observed in
L(+) who had active, active/cicatricial or cicatricial lesions. Infants who had active or
active/cicatricial lesions display augmented numbers of monocytes, CD3'CD16 CD56",
CD3'CD56", CD8'DR" and TCRy5™ T-cells and those with active/cicatricial or cicatricial at
baseline displayed increase in CD14'CD64" monocytes. Moreover, all L(+) had increased
IFN-y" and IL-10" CD4" T-cells, while L(-) had increased ratios of TNF', IFN-y" and IL-4"
NK-cells upon antigen-specific stimulation. Persistent alterations in leukocytes in TOXO1-
yearAT suggest long-term sequels in the immune system of infants with CT. Although
treatment had a beneficial impact in shifting the retinochoroidal lesion to a cicatricial state,
the implementation of an active prenatal screening program to prevent CT transmission is
necessary to minimize the long-term impact of this infection in the immune system. In
summary, our data suggest that the immune response profile that occurs in newborns and
infants with CT may be useful for the search for new diagnostic and prognostic biomarkers,

and for post-therapeutic monitoring of treated patients.

Keywords: biomarkers, immune response, infants, congenital toxoplasmosis.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii é um protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, Classe
Coccidea, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eimeriida, Subordem FEimeriorina, Familia
Sarcocystidae (Sarcocystis), Subfamilia Toxoplasmatinae, Género Toxoplasma (McAULEY;
JONES; SINGH, 2015). Foi descrito em 1908 por Splendore no Brasil ¢ por Nicolle &
Manceaux na Tunisia, simultaneamente. Tem como caracteristica a capacidade de infectar
células nucleadas de animais homeotérmicos, incluindo células do sistema nervoso e placenta
(DUBEY; BEATTIE, 1988), gracas a um conjunto de organelas secretoras presentes no
complexo apical de organismos pertencentes ao grupo Apicomplexa (MORRISSETE;
SIBLEY, 2002).

O ciclo de vida de T. gondii ¢ heteroxénico, envolvendo um hospedeiro definitivo
felideo e hospedeiros intermediarios, incluindo aves e mamiferos. Membros da familia
Felidae s@o os unicos hospedeiros definitivos conhecidos para os estagios sexuais de 7. gondii
e, portanto, sdo os principais reservatorios de infeccdo. Os trés estagios deste parasita inclui:
taquizoitos, que proliferam rapidamente e destroem células infectadas durante a infecgdo
aguda; bradizoitos, que possuem proliferacdo lenta em tecidos formando cistos; e
esporozoitos em oocistos, que sdo excretados em fezes do gato. Os oocistos podem
sobreviver no ambiente por varios meses a mais de um ano e sao resistentes a desinfetantes,
congelamento e secagem, mas sdo destruidos por aquecimento a 70 °© C durante 10 minutos
(REMINGTON et al., 2011, McAULEY, 2014).

Nas células epiteliais do intestino dos felideos ocorre a reproducdo sexuada do
protozoario. Estes animais se infectam apds a ingestdo de cistos teciduais contendo
bradizoitos, uma das formas de desenvolvimento do parasito, citada anteriormente
(REMINGTON et al.,, 2011). Nos hospedeiros intermedidrios ocorre somente a fase
assexuada da reproducgdo. Nesses casos, a contaminacdo ocorre por meio de: ingestdo de
oocistos maduros presentes no solo; ingestdo de agua e alimentos ndo higienizados; ingestao
de cistos teciduais contendo bradizoitos em carnes cruas ou mal cozidas; ingestdo de
taquizoitas presentes em liquidos organicos, infecgdes congénitas, acidentes laboratoriais e
transplante de o6rgdos e tecidos (DEROUIN; PELLOUX, 2008; GOTTELAND et al., 2014;
CARADONNA et al., 2017).
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Em humanos, a infeccdo causada por esse protozoario geralmente € assintomatica em
adultos imunocompetentes, mas oferece riscos consideraveis com elevada morbidade para
pacientes imunocomprometidos, sendo o sistema nervoso central o local das manifestacoes
mais graves nesses individuos (PORTER; SANDE, 1992; ROBERT-GANGNEUX et al.,
2015). A doenca oferece também riscos consideraveis com complica¢des graves para o feto
ou recém-nascido quando a primo-infecgio ocorre durante a gestagio (MOMBRO et al.,
2003). Em imunocompetentes, os sintomas sdo inespecificos, como febre, fadiga e
linfadenopatia, sendo na maioria das vezes, confundidos com manifestagdes de outras doengas
e ndo tendo necessidade de tratamento especifico. Esses sintomas ocorrem devido a destruicdo
tecidual causada pelo crescimento do
protozoario (BLADER et al., 2015). Em pacientes imunocomprometidos, as manifestacoes
clinicas da toxoplasmose sdo mais graves, podendo ocorrer comprometimento neurologico e

oftalmolégico, além de pneumonia e miocardite (PARLOG; SCHLUTER; DUNAY, 2015).

1.2. Toxoplasmose congénita

A infec¢do em gestantes pode resultar na transmissdo vertical da
toxoplasmose, sendo a TC a forma mais significativa da  doenca
(REZENDE-OLIVEIRA et al., 2012, EMELIA et al., 2014, PERNAS et al., 2014). Embora a
transmissdo vertical derivada de infeccdo primaria € considerada a via mais comum, estudos
mostram que a transmissdao transplacentdria também pode ocorrer apds a recorréncia de
infeccdo com reativagdo de cistos latentes no organismo e reinfeccdo materna com cepas
geneticamente distintas (FRANCO et al., 2011, BESSA etal., 2019, CHIEBAO et al., 2019).

As manifestacdes clinicas da infecgdo congénita variam de acordo com a fase da
gestacdo em que ocorre a transmissdo do parasito para o feto, sendo que a possibilidade de
transmissdo materno-fetal de 7. gondii aumenta no decorrer da gravidez, ou seja, a idade
gestacional e a taxa de transmissdo sdo diretamente proporcionais. Apesar das maiores taxas
de transmissdo de infec¢do para o feto ocorrerem no terceiro trimestre, a transmissdo mais
tardia na gravidez geralmente resulta em infec¢do subclinica ou manifestagdes mais leves de
toxoplasmose congénita no nascimento. Sendo assim, a idade gestacional e a gravidade das
sequelas da infeccdo sdo inversamente proporcionais (DESMONTS; COUVREUR, 1974,
HOHLFELD et al., 1994, STILLWAGGON et al., 2011). Porém, é importante ressaltar que
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as lesdes oculares decorrentes da toxoplasmoses ndo sdo totalmente dependentes da época da
infeccao (GILBERT et al., 2008).

Deste modo, as consequéncias mais comuns sdo: retinocoroidite, aborto espontaneo e
morte fetal no interior do Utero, ou nascimento de criangas com hidrocefalia, microcefalia,
calcifica¢Ges intracranianas, estrabismo, cegueira, epilepsia, retardamento mental ¢ motor,
trombocitopenia e/ou anemia. Nenhum dos sintomas descritos anteriormente ¢ exclusivo para
toxoplasmose congénita, uma vez que podem se manifestar em decorréncia de infeccdes
congénitas  causadas  por  outros  patogenos (MONTOYA;  LIESENFELD,
2004; KRAVETZ; FEDERMAN, 2005).

Além disso, individuos infectados congenitamente podem apresentar sintomas na
puberdade e fase adulta, sendo a retinocoroidite e danos no sistema nervoso central as
manifestagdes mais comuns nesses casos (BEVERLEY, 1973, WILSON et al., 1980). Outros
estudos indicam a possibilidade de relagdo entre toxoplasmose e manifestacdo de diversos
disturbios mentais, como transtorno bipolar, esquizofrenia, autismo e depressdo, na puberdade
e vida adulta, porém ainda ndo had um consenso na literatura a respeito dessa possivel
correlacao (DEL GRANDE et al., 2017, SPANN et al., 2017 ). A auséncia do tratamento
durante a gestacdo esta relacionado com a presenca de sintomas nas criangas nascidas com
TC, demonstrando a importdncia de um pré-natal com exames periddicos e de uma
intervencgao terapéutica precoce (STRANG et al., 2020).

Estima-se que a prevaléncia para a toxoplasmose atinja até¢ 30% em adultos, com
variagdes decorrentes da localizagdo geografica (MONTOYA; LIESENFELD, 2004), e
sofre influéncia de diversos fatores relacionados a padrdes culturais da populagdo, como
habitos alimentares, faixa etaria e procedéncia urbana ou rural (AMENDOEIRA et al, 2003).
Uma estudo recente de revisdo, que abordou a prevaléncia da toxoplasmose gestacional em
varios paises, mostrou que a soroprevaléncia global de IgM anti-7. gondii foi de 1,9% , com
heterogeneidade substancial entre as regides (Figura 1). Ja a soroprevaléncia global de IgG
(Figura 2) foi de 32,9%, também apresentando heterogeneidade substancial, sendo o Brasil o
terceiro pais com maior taxa de soroprevaléncia de IgG (53.8%). Além disso, o estudo
concluiu que a toxoplasmose apresenta distribuicdo mundial e sua frequéncia é maior em
paises de baixa renda em comparacdo com paises de maior renda (BIGNA et al., 2020). As
diferencas nas taxas de soroprevaléncia ao redor do globo provavelmente estdo relacionadas
com as variagdes nos niveis de servicos publicos de satide e saneamento basico, situagdo

econdmica, diferentes condigdes culturais e sociais, além de diferengas climaticas (ROSTAMI
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et al, 2020). Nessas localizagdes, a conscientizacdo da populagdo pode facilitar o
reconhecimento de fatores de risco e pode permitir a aplicacdo de politicas adequadas de
saude publica, visando, em particular, mulheres soronegativas em idade fértil em areas de alta
prevaléncia (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS, 2009).

Além da América do Sul apresentar altas taxas de soroprevaléncia em comparagdo
com outras regioes (BIGNA et al., 2020, ROSTAMI et al., 2020), a infec¢do congénita,
retinocoroidite, e encefalite toxoplasmatica também s3o mais frequentes na América do Sul
do que em outras regides do mundo (BESSA, ALMEIDA-VITOR, MARTINS-DUARTE,
2021). Para explicar esse fato, diversos estudos relacionam o aumento da frequéncia das
manifestagdes clinicas da toxoplasmose com uma grande diversidade genética de 7. gondii
nessas regides. Especificamente em Minas Gerais, um estudo utilizando isolados obtidos em
amostras de recém-nascidos com TC mostrou um alto indice de polimorfismo genético. No
total, 27 cepas foram isoladas e a analise genética de 24 destas revelou 14 gendtipos
diferentes, incluindo 7 previamente identificados de animais e 7 novos tipos. (CARNEIRO et
al., 2013). Outro estudo brasileiro observou a alta diversidade genética de T. gondii entre
isolados de animais domésticos, animais selvagens e amostras de liquido-amnidtico no
Centro-Oeste do Brasil, identificando nove genétipos previamente descritos e dois novos em
animais domésticos e selvagens (WITTER et al., 2020). Acredita-se que os fatores que
contribuem para esta grande variabilidade genética de cepas de 7. gondii incluem: a grande
biodiversidade da fauna brasileira, incluindo hospedeiros definitivos, amplitude geografica e

diferentes rotas de infecgdo (FERREIRA et al., 2006).
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Figura 1. Distribuicio global da soroprevaléncia das imunoglobulinas M de Toxoplasma gondii em
gestantes (BIGNA et al., 2020).
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Figura 2. Distribuicio global da soroprevaléncia das imunoglobulinas G de Toxoplasma gondii em
gestantes (BIGNA et al., 2020).

1.3. Resposta imune ao Toxoplasma gondii.

O controle da disseminacdo de 7. gondii no hospedeiro adulto envolve uma série de
interagdes celulares coordenadas entre o parasito, células e outros elementos da resposta
imune (MILLER et al. 2009, HALONEN et al., 2013). Normalmente, 7. gondii atinge locais
classicamente definidos como “imunologicamente privilegiados”, como o cérebro, os olhos

ou a placenta. Essa condicdo ¢ definida pela limitagdo da inflamacdo local e ativagdo de
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células imunes, evitando danos irreversiveis aos tecidos (GREIGERT, BITTICH-FAHMI,
PFAFF, 2020). Nesses locais, o equilibrio entre a ativagdo da resposta imune para conduzir
a formagdo dos estdgios de cisto tecidual cronico e a inibicdo da resposta imune para
garantir sua sobrevivéncia determina o sucesso de 7. gondii no organismo. Para ser
transmitido, o protozodrio em questdo precisa formar cistos teciduais infecciosos por via
oral em hospedeiros intermediarios. Portanto, ¢ do interesse do parasita garantir que seu
hospedeiro sobreviva a infec¢do, que ¢é alcangada pela indugdo de uma resposta imune
capaz de controlar a multiplicagdo do parasita. No entanto, para garantir que nem todos os
parasitas sejam eliminados por essa resposta imune, 7. gondii utiliza estratégias efetoras
para garantir a sua sobrevivéncia (ARRANZ-SOLIS; MUKHOPADHYAY; SAEIJ,
2021).

1.3.1. Resposta imune inata

Inicialmente 7. gondii, quando ingerido pelo hospedeiro na forma de cisto ou oocisto,
tem sua parede rompida no estdmago, e os bradizoitos ou esporozoitos cruzam a barreira
epitelial intestinal ao infectar enterocitos presentes na mucosa, mecanismo necessario para
desencadear uma infec¢do sist€émica (EGAN et al., 2012). Este protozoario apicomplexa
realiza a invasdo celular de forma ativa, evitando extensas rupturas do endotélio durante o
processo (DUNAY; SIBLEY, 2010). Os enterocitos infectados secretam quimiocinas como o
ligante de quimiocina CXC 2 (CXCL2), que inicialmente recruta neutréfilos para o local da
infec¢@o. Outras quimiocinas produzidas localmente apos a infecgdo por 7. gondii incluem os
ligantes de quimiocinas CCL2, CCL4, CCL5, CCL7 (proteina quimiotatica de monocitos 3 -
MCP-3), CCL8 (MCP-2), que possuem agdo quimioatraente para mondcitos, células
dendriticas (DCs) e macrofagos, direcionando essas células para o intestino (MCGOVERN;
WILSON, 2013, DUNAY; DIEFENBACH, 2018). Embutida no epitélio intestinal esta
também uma populacdo de linfocitos T intraepiteliais (IEL) cuja origem e fungdo sdo
relativamente mal compreendidas. Estas células podem expressar o receptor de células T
(TCR) ap ou yd e foram relacionadas com a homeostase tecidual, podendo contribuir também
para o surgimento de patologia causada por resposta pro-inflamatoria durante a toxoplasmose
(COHEN; DENKERS, 2015). Em modelo animal, a patologia foi associada a capacidade
dessas células de produzir IFN-y e foi dependente da expressdo do receptor de quimiocinas 2

(CCR2) (EGAN et al., 2009).
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Durante a infeccdo aguda, as células apresentadoras de antigenos como macrofagos,
neutrofilos e células dendriticas (citados anteriormente) sdo extremamente importantes para
iniciar uma resposta imune do tipo T helper 1 (Thl), necessaria para a eliminacdo de T.
gondii. Para que a ativagdo dessas células ocorra, o sistema imune inato evoluiu para
reconhecer um conjunto de moléculas presente em protozoarios, bem como produtos de danos
teciduais causados pela invasdo de 7. gondii (YAROVINSKY, 2014). Nisso ocorre a
participagdo dos receptores semelhante a Toll (TLRs — do inglés Toll like receptors),
principalmente TLR11 (ndo funcional em humanos) e TLR12, induzidos pela molécula
adaptadora fator de diferenciacdo mieldide 88 (Myd88 — do inglés Myeloid differentiation
protein 88), desencadeando a produgdo de IL-12 por células dendriticas. Essa citocina
estimula células Natural Killers (NK) e linfocitos TCD4" ¢ TCD8" a produzirem outra
citocina, o IFN-y, que regula mecanismos efetores para o controle do parasito (HUNTER et al.
2012). Na auséncia de TLR11, os receptores endossomais TLR7 e TLR9 agem de forma
combinada também levando a ativagdo de Myd88. Além disso, os receptores de superficie
celular TLR2 e TLR4 também parecem estar envolvidos no reconhecimento de 7. gondii
(YAROVINSKY, 2014).

Apbés o reconhecimento pelos receptores, os neutrofilos desempenham papel
importante nos estagios iniciais da infec¢do, atuando na protecdo por meio da fagocitose,
liberagdo de moléculas microbicidas, como intermedidrios reativos de oxigénio e enzimas
degradativas, e secrecdo de moléculas efetoras (como IL-12, IL-1B, TNF, CXCL1 e CXCL2,
CCL5, CCL20 e CCL2), ativando outros subconjuntos de células imunes (DENKERS et al.,
2004, DUNAY; DIEFENBACH, 2018). Além disso, podem promover armadilhas
extracelulares, chamadas NETs (do inglés Neutrophil extracellular trap), que capturam,
neutralizam e matam 7.gondii, promovem o recrutamento de células CD4" e a producio de
citocinas de perfil Thl e Th17 durante a fase aguda da doengca (MIRANDA et al., 2021). Em
camundongos, a deple¢do de neutrofilos no inicio da infeccdo resulta no aumento da
susceptibilidade e exacerbagdo da toxoplasmose, com diminuicdo da produgdo de IFN-y, IL-
12, TNF-a, indicando uma reversdo da resposta Thl para uma resposta predominantemente
Th2. Quando a deplegdo ¢ feita em estagios mais avangados da infec¢do nenhum efeito ¢é
observado, indicando um papel importante destes na resposta inicial ao 7. gondii (BLISS et
al., 2001).

As células dendriticas sdo as principais fontes de producdo de IL-12 em resposta a

infeccdo por 7. gondii e sdo vitais para a resisténcia contra a infeccdo in vivo (SCOTT,
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HUNTER, 2002). Foi demonstrado que o receptor CCRS5 estd envolvido na mobilizagdo de
células dendriticas e na producdo de IL-12 apds a infecgdo por 7. gondii. Neutrofilos
infectados produzem os ligantes de CCR5 (CCL3, CCL4 e CCLS5), levando & migracdo de
células dendriticas para o sitio de infec¢do e a posterior producdo de IL-12, demonstrando
assim um papel importante dessas células na iniciagdo das respostas de perfil Thl
(ALIBERTTI; JANKOVIC; SHER, 2004). Corroborando com esses dados, foi visto que, em
camundongos, a deplecdo das células dendriticas suprime a produgdo de IL-12 e aumenta
a susceptibilidade de camundongos a infec¢do aguda. Ao mesmo tempo, a transferéncia de
células dendriticas de camundongos selvagens para camundongos que sofreram deplecdo de
células dendriticas antes da infeccdo restaura a producdo de IL-12 e IFN-y, e
consequentemente aumenta a resisténcia a infeccao (LIU et al., 2006).

Outro componente da resposta inata que atua no inicio da infec¢do por 7. gondii sao os
macrofagos, que sdo um grupo de células extremamente heterogéneo com muitas
subpopulagdes que se comportam de maneira distintas, inclusive durante a infeccdo por 7.
gondii (CABRAL et al., 2018). Em geral, essas cé¢lulas atuam na fagocitose, apresentacdo de
antigenos para os linfocitos, produgdo de substincias antimicrobianas e de citocinas pro-
inflamatorias importantes, como IFN-y, TNF e IL-12. O IFN-y induz a produ¢do de o6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) e espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos proprios
macrogafos, sendo essas substancias extremamente importantes para uma eliminagao eficiente
de T. gondii (STURGE et al., 2014).

Ap6s o reconhecimento do antigeno, os macréfagos podem sofrer uma polarizagdo que
determina suas respostas efetoras. Citocinas de perfil Thl desencadeiam a ativacdo classica
dessas células, conhecida como polarizagdio M1. Macréfagos M1 sdo produtores de fatores
pro-inflamatérios e expressam em suas superficies os marcadores CD40 e CD64. Ja as
citocinas de perfil Th2 desencadeiam a ativagdo alternativa dos macrofagos, que sdo
polarizados para um perfil denominado M2. Esse perfil de macrofago esta mais associado a
uma resposta imune reguladora, participando da regeneragdo de tecidos, angiogénese e
tolerancia imunologica. Apresentam em suas superficies os marcadores CD163 e CD206. As
duas populacdes de macrofagos descritas possuem papel importante na resposta a 7.gondii,
estando relacionados a patogenicidade (macrofagos M1) e a auséncia de sintomas
(macrofagos M2) (PATIL et al., 2014, JIN et al., 2017).

Contudo, T. gondii evoluiu estratégias para poder evadir da resposta de macrofagos

ativados classicamente. Uma das estratégias desenvolvidas inclui a supressdo da producdo de
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oxido nitrico (NO, do inglés Nitrous Oxide), limitando a disponibilidade de arginina
intracelular. Parasitas da cepa Tipo I iniciam a privacdo de arginina pela secrecdo de roptria
16 (ROP16), uma quinase que ativa STAT6 e resulta na expressdo da arginase-1 do
hospedeiro, que degrada a arginina da célula hospedeira disponivel, limitando assim a
disponibilidade de NO. Apesar dessa limitacdo de NO ser benéfico para o protozoario, 7.
gondii também ¢ afetado pela falta de arginina, que provoca diminui¢do de sua proliferacao.
Essa resposta leva a uma reducdo no crescimento do parasita com o objetivo de manter a sua
sobrevivéncia a longo prazo dentro do hospedeiro (BUTCHER et al., 2011, PITTMAN;
KNOLL, 2015).

A infecgdo por T. gondii também desencadeia a producdo de células NK citotdxicas,
tanto na fase aguda quanto na fase cronica da infeccdo. Na fase aguda, células NK migram
para o sitio de infeccdo pela acdo do receptor de quimiocinas CCRS e produzem IFN-y em
resposta a IL-12, contribuindo para o desencadeamento da resposta pro-inflamatoria
(KHAN et al., 2006, GIGLEY et al., 2016). Essas células parecem estar envolvidas também
na producdo de IL-17, estimuladas por IL-6, IL-23 e TGF-B, apontando um papel dessas
células na promog@o e manutencao da resposta de perfil Th17. Em contraste, esses eventos
foram inibidos por IL-2, IL-15 e IL-27 (PASSOS et al., 2010).

Em suma, a interrup¢do da proliferacdo de taquizoitos decorre principalmente da
ativacdo de macrofagos e células NK, da produgdo de IL-12, IFN-y, IL-2 ¢ TNF pelos
linfécitos T e da agdo do oxido nitrico (NO) e oxigénio (O;), que possuem acdo
antimicrobiana. Sendo assim, esses elementos interferem na resposta inata e adaptativa
(MILLER et al., 2009, TAIT ¢ HUNTER, 2009, LYKENS et al., 2010). 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 de que IFNy, junto
a TNF-a, promove eventos precoces e tardios associados a citotoxicidade contra as células
infectadas com 7. gondii, exercidas pelas células efetoras de linfocitos T CD8" (SHAH et al.,
2015).

A limitag@o dos danos causados pelo parasita também ¢é dependente da capacidade do
hospedeiro em restringir a resposta inflamatoria exacerbada pela producdo de moléculas
modulatérias tais como IL-4 ¢ IL-10 (CALABRESE et al., 2008, CORDEIRO et al., 2008).

Pesquisas in vivo mostram que a produgdo de IL-10 modula a sintese de IL-12 e IFN-
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v, evitando uma resposta imune excessiva, com consequente dano tecidual (DENKERS et al.

1998 ).

1.3.2. Resposta imune adaptativa

As citocinas produzidas apds reconhecimento de 7. gondii pela resposta imune inata
determinam o curso da resposta imune adaptativa. A IL-12 produzida durante respostas
imunes inatas em DCs, e os macrofagos estimulam a proliferacdo de células NK, células T
CD4" e células T CD8 " citotoxicas, resultando em produgdo massiva de IFN-y. Com o
desenvolvimento da resposta imune, ocorre a ecliminagdo de taquizoitos e o
aparecimento de bradizoitos com formagdo de cistos teciduais, dando inicio a fase cronica.
Nessa fase, os niveis de citocinas préo-inflamatérias caem e o controle da infecgdo ocorre
devido a a¢do de L TCD4" ¢ L TCDS" especificos, que controlam os cistos teciduais por meio
de produgdo de IFN-ye atividade citotoxica mediada por perforina, respectivamente
(SUZUKI et al., 2000, MILLER et al., 2009).

A iniciagdo das respostas das células T requer que as células T CD4" ou CD8" naive
encontrem células apresentadoras de antigenos contendo seu antigeno associado as moléculas
MHCII ou MHCI, respectivamente, em conjunto com 0s sinais coestimulatorios (a ligacdo das
moléculas CD28 e ICOS, expressas na superficie das células T) e de citocinas (IL-12)
necessarios para a ativacdo das células T. As células que apresentam antigeno para as células
T CD4" incluem células B, macréfagos e DCs (CURTSINGER et al., 1999, DUPONT,
CHRISTIAN, HUNTER, 2012).

As células T CD4 normalmente desempenham um papel menor no controle da
infeccdo por 7. gondii em hospedeiros imunossuficientes, onde as infec¢des sdo geralmente
bem contidas e amplamente assintomaticas (TUSSIWAND et al., 2020). Porém, essas células
desempenham um papel auxiliar essencial para manter a imunidade a longo prazo e fornecem
varias func¢des regulatorias criticas na mediagdo da resisténcia a toxoplasmose. Durante os
estagios iniciais da infeccdo, eles contribuem para as respostas ideais das células B e T CDS",
e a capacidade dessas células de controlar a infec¢do cronica pode ser atribuida a sua
producdo de citocinas como IFN-y, ou sua expressio de CD40L (também referido como
CD154), que pode ativar mecanismos efetores em macrofagos e outras células inatas que
expressam CD40 em sua superficie (ANDRADE et al.,, 2005, DUPONT, CHRISTIAN,
HUNTER, 2012).
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O papel de células T CD4" regulatérias (Treg) ainda precisa ser explorado com mais
detalhes, porém varios estudos sugerem que Treg esta envolvido com a protecao do 7. gondii.
Uma diminui¢io no numero de células Treg Foxp3' locais e na circulagio sistémica foi
associada a mortalidade em camundongos apos infeccdo oral letal por 7. gondii
(OLDENHOVE et al., 2009, SILVA-GUTIERREZ et al., 2018). Outro estudo usando modelo
animal aponta um papel duplo das células Treg durante a infecgdo por 7. gondii: nos animais
com baixo numero de células Treg durante a infec¢do aguda, foi visto uma alta taxa de
mortalidade decorrente de uma resposta imune exacerbada, porém apds a transferéncia de
células Treg, a imunopatologia foi atenuada e a carga de cistos cerebrais aumentou. Portanto,
na toxoplasmose € necessario que ocorra um equilibrio delicado entre resposta imune
inflamatoria e sua modulagdo pelas células Treg (OLGUIN et al., 2015).

Enquanto células T CD4" desempenham um papel importante na etapa inicial da
infecgdo por T. gondii, os linfocitos T CD8" desempenham o papel principal no controle da
toxoplasmose e sdo criticas para a prote¢do de longo prazo e para manter a infeccdo em um
estado cronico. O mecanismo de protegdo mediada por células T CD8" durante os estigios
finais da infeccdo aguda pode ser atribuido a sua capacidade de produzir IFN-y . No entanto,
durante a toxoplasmose cronica, a capacidade citotoxica dependente de perforina da
populacio de células T CD8" esta envolvida em restringir a proliferagdo do protozoario
(KHAN; MORETTO, 2019). Camundongos infectados cronicamente e tratados com o
anticorpo anti-CDS8 apresentaram reativacdo da infec¢do latente, indicando a importancia
dessas células para o controle da toxoplasmose (BHADRA; COBB; KHAN, 2011).

Embora as células T CD8" desempenhem um papel efetor importante no controle da
infecgdo cronica, sua manutengdo depende da ajuda critica fornecida por T CD4" (KHAN;
MORETTO, 2019). As células T CD4" ajudam a resposta das células T CD8" principalmente
facilitando a apresentagdo do antigeno e a regulagdo positiva de moléculas co-estimulatorias
nas células dendriticas para niveis ideais que induzem uma resposta robusta das células T
CDS" (BENNETT et al., 1997, SCHOENBERGER et al., 1998 ). As células T CD4 também
sdo essenciais para a expansdo robusta da populagio de células T CD8" de memoria
(WILLIAMS et al., 2006a) e sdo uma fonte critica de IL-2, importante para o
desenvolvimento das células T CD8" (WILLIAMS et al., 2006b).

As células NK durante a infeccdo cronica por 7. gondii modificam seu papel na
imunidade ao parasita e passam de protetoras a componentes prejudiciais da resposta imune.

. . , ~ . , . +
Em camundongos foi visto que essas células provocam a exaustdo de linfocitos T CD8", ao
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desencadear apoptose, diminuindo o numero dessas células protetoras no baco e
consequentemente no cérebro, levando a uma possivel reativacdo da infeccio (IVANOVA et
al., 2020). A exaustdo das células T CD8" durante a infeccio cronica por 7. gondii é marcada
pela redugio do niimero de células T CD8", diminuicdo das frequéncias e niimeros de células
T CD8" produtoras de IFNy no bago e cérebro, aumento da apoptose de T CDS" ¢ alta
expressao de PD1 na superficie dessa populacao celular (WHERRY; KURACHI, 2015).

A resposta imune humoral também participa diretamente na neutralizacdo e destruicao
de parasitos extracelulares, auxiliando no controle da disseminacdo da infec¢do (HEGAB et
al. 2003). Os anticorpos IgA e IgM sdo as primeiras imunoglobulinas produzidas na infec¢do
por T. gondii. Os anticorpos IgM sdo responsaveis pela ativagdo do sistema complemento, e
tem como caracteristica o fato de serem 6timos aglutinadores, o que permite a sua utilizagdo
no diagnostico. O encontro de IgM anti-7. 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 infeccdo por 7. gondii - ¢ importante para a protec¢do contra a infeccdo, os
anticorpos IgG especificos para o antigeno estdo envolvidos com a protecdo e patogénese da
doenga (ZORGI et al, 2011).

Os anticorpos IgG s@o 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 IgG ao antigeno permite conhecer se a
infeccdo € recente ou ndo, auxiliando no diagndstico, principalmente em recém-nascidos e
lactentes. Contudo, sua deteccdo pode ocorrer pela transferéncia passiva de anticorpos
maternos, sem que tenha ocorrido a transmissao vertical de 7. gondii. Portanto, nesses casos ¢
necessario averiguar se ocorre negativacao dos titulos desse anticorpo até um ano de idade do
bebé. Se isso ndo ocorrer, o diagndstico de toxoplasmose ¢ confirmado (BOYER, 2005).
Resultados de trabalho do nosso grupo mostraram que a producdo de IgA e IgGl estd
relacionada intimamente com a producdo de citocinas. Enquanto o anticorpo IgA foi
intimamente relacionado a producdo de TNF, o anticorpo IgG1 foi intimamente relacionado a
produgdo de IL-10 derivada de células B, e negativamente correlacionado a produgdo de IFN-
v, derivado de mondcitos, neutréfilos e L TCDS8+ (DE JESUS et al., 2015). Esses resultados

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

1.4. Resposta imune ao Toxoplasma gondii na placenta
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A toxoplasmose congénita € causada pela transmissao vertical de 7. gondii durante a
gestacdo. Para que isso ocorra, o protozoario em questdo precisa atravessar a barreira
placentaria e chegar até o feto. Da mesma forma que ocorre na toxoplasmose adquirida pos-
natal, quando 7. gondii infecta uma gestante também sdo necessdrias interagdes celulares
coordenadas entre todos os elementos da resposta imune, para que ocorra o controle de sua
disseminagdo, e isso deve ocorrer principalmente no microambiente placentario.

Em humanos, a placenta ¢ a principal interface entre os compartimentos materno e
fetal e ¢ a barreira primaria que restringe a disseminacdo hematogénica de diferentes
microrganismos. Aliado a isso, as gestantes representam uma populacdo imunologicamente
unica: a presenga do feto e a formagao da placenta alteram a imunidade e fisiologia materna
com o objetivo de manter a gravidez. A resposta imune na placenta fornece protegdo contra
infeccdo e contribui para a remodelamento do tecido materno, que ¢ fundamental para o
desenvolvimento do feto. Compreender os aspectos celulares e moleculares desta interacao ¢
relevante para a tomada de decisdes clinicas associadas ao tratamento e prevencdo de
infeccoes que ocorrem durante a gestagdo (RACICOT et al., 2014, ANDER et al., 2018,
PIAO et al., 2018, BORGES et al., 2019).

O risco da transmissdo vertical de 7. gondii aumenta de acordo com a idade
gestacional. Esse aumento no risco ocorre devido a dois fatores principais: alteracdes na
estrutura da placenta ao longo da gestacdo e a modulacao da resposta imunologica, necessaria
para a manuten¢do da gestacdo. No decorrer da gravidez, a barreira placentaria diminuiu
progressivamente até o final do periodo gestacional, permitindo que os patdogenos invadam de
forma mais facil os trofoblastos (BLASZKOWSKA; GORALSKA, 2014; HOO;
NAKIMULI; VENTO-TORMO, 2020). Além disso, de acordo com o prosseguimento da
gestagdo, a camada de trofoblasto viloso se torna descontinua e diminui sua capacidade
proliferativa, fazendo com que a camada de sinciciotrofoblasto se torne mais fina e
descontinua, levando a uma diminui¢do da barreira placentaria (CARLIER et al., 2012;
ROBBINS et al., 2012).

A modulagdo da resposta imunoldgica, o segundo fator que interfere na relagdo entre a
taxa de transmissdo e o periodo gestacional, ¢ decorrente da necessidade do organismo
materno em promover tolerdncia em relacdo aos tecidos fetais, que expressam antigenos
paternos. Nos primeiros estagios da gravidez, ha um ambiente pré-inflamatério que decorre

da implantacdo e placentagdo. Posteriormente, hA uma mudanga para um estado anti-
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inflamatorio que permite o crescimento fetal e, finalmente, uma mudanga de volta para um
estagio pro-inflamatério que promove o parto. Com isso, durante esse periodo alguns aspectos
da imunidade da mae sdo modificados, com o aumento da circulagdio de mondcitos,
granulodcitos e linfocitos T, e diminuicdo da expressdao do complexo de histocompatibilidade
classe II pelos mondcitos circulantes da mie (NAPSO et al, 2018; ARRANZ-SOLIS,
MUKHOPADHYAY; SAELJ, 2021).

Além da interferéncia da resposta imunologica na transmissdo do parasito, a infec¢ao
por T. gondii promove um desequilibrio nessa curva de resposta imunolédgica, desencadeando
diferentes consequéncias clinicas. A alteragdo do equilibrio Th1 / Th17 versus Th2 / Treg na
placenta pode desempenhar um papel central na ocorréncia do aborto, principalmente no
inicio da gestagdo, ndo necessariamente tendo relacdo com a transmissdo vertical. O
toxoplasma causa uma diminui¢do nos niveis de Tregs ¢ do fator de transformagdo de
crescimento (TGF) -p na interface materno-fetal, impedindo assim o controle de uma resposta
imune exacerbada (ARRANZ-SOLiS; MUKHOPADHYAY; SAEL], 2021). Em
contrapartida, se prevalecer um perfil dominado por células Th2 e Treg, esse perfil menos
agressivo pode facilitar o escape de 7. gondii da resposta imune, levando ao aumento da
patologia materna ou ao aumento da probabilidade de transmissdo congénita (BORGES et al.,
2019).

Estudos in vitro usando linhagens celulares mostram que células trofoblasticas
modulam a atividade de células imunologicas, na infeccio por 7. gondii. Castro et al (2013)
viram, por exemplo, que células trofoblasticas sdo capazes de regular a atividade funcional
das mondcitos (células THP-1), alterando o padrdo de secre¢@o de citocinas, bem como sua
suscetibilidade a infec¢do por 7. gondii na interface materno-fetal. Ja Guirelli et al. (2015),
observaram que macrofagos infectados desencadearam o aumento de apoptose em linhagem
de trofoblasto extraviloso.

Porém, alguns estudos utilizando amostras de soro sugerem que o perfil da resposta
imunolégica da gestante ¢ um fator importante envolvido na taxa de transmissdo vertical,
sugerindo que o perfil de resposta Thl pode estar associado a uma maior transmissao
(GOMEZ-CHAVEZ et al., 2019, GOMEZ-CHAVEZ et al., 2020). O aumento da produgéo de
IFN-y foi associada a gestantes infectadas com 7. gondii que transmitiram congenitamente o
protozoario, sendo encontrada também uma diminui¢ao da producdo de TGF-3 nesse mesmo
grupo de gestantes. Isso, de acordo com os autores deste trabalho, demonstra um papel

paradoxal da resposta pro-inflamatéria de perfil Thl, que limita a infeccdo nos tecidos
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maternos, porém parece estar associada a uma maior transmissio (GOMEZ-CHAVEZ et al.,
2019, GOMEZ-CHAVEZ et al., 2020).

Nesse contexto, o desenvolvimento do sistema imunologico humano que comega nos
estagios embriondrios iniciais pode sofrer interferéncias. O perfil de resposta imunoldgica de
uma crianga pode ser influenciado por alteragdes intrauterinas, como por exemplo a exposi¢do
a alérgenos, infeccOes microbianas ou doencas maternas imunomediadas, que podem
ocasionar impacto na imunidade no nascimento e na matura¢do imunologica durante a
primeira infancia das criangas. A falha em responder com uma resposta apropriada para a
idade leva a mortalidade ¢ a morbidade. O aumento do conhecimento sobre a maturagdo do
sistema imunoldgico pode levar a novas ferramentas diagnésticas e intervengdes terapéuticas

(YGBERG; NILSSON, 2011, BASHA, SURENDRAN, PICHICHERO et al., 2014).

1.5. Diagnostico pré-natal da toxoplasmose congénita

O diagnodstico precoce da toxoplasmose congénita ainda representa um desafio
importante em saude publica. O soro, o plasma, o liquido cefalorraquidiano (LCR), o fluido
ocular, o LA e a placenta podem ser utilizados para pesquisa de anticorpos
especificos e/ou DNA do parasita (STERKERS et al, 2012, McAULEY, 2014,
ROBERTGANGNEUX et al., 2017), sendo tteis no diagndstico e/ou no monitoramento dos
pacientes.

O diagnostico clinico da doenga ¢ pouco empregado, pois a maioria dos casos €
assintomatica e nos casos onde existem sintomas, estes sao inespecificos. Nesse contexto faz-
se necessario a utilizagdo de testes sorologicos, que indicam o estagio da doenga. Os métodos
indiretos baseados na pesquisa de anticorpos especificos para T. gondii sdo os mais utilizados
(MITSUKA-BREGANO et al., 2010).

Apesar de a maioria dos casos de toxoplasmose ndo apresentar sintomas clinicos, ¢
extremamente importante realizar um diagnostico precoce da doenga para inicio imediato do
tratamento, que reduz complica¢des posteriores, incluindo a retinocoroidite. Devido a isso, a
triagem sorologica das gestantes, ao detectar a infeccdo em fase aguda, facilita o diagnostico e
tratamento e previne a transmissdo da doenca para o feto (PINON et al., 1996; REMINGTON
etal., 2011).
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No diagnostico pré-natal, a infeccdo primaria ¢ confirmada depois da avaliacdo da
presenca de anticorpos IgM e/ou IgG no soro das pacientes gestantes. No entanto, devido as
variagdes na producdo de anticorpos apods a infeccdo, um diagnodstico definitivo s6 € possivel
apos avaliacdes adicionais, como a confirmagdo de um aumento significativo no titulo de
anticorpos ou soroconversdo concomitante a teste de avidez de IgG. A capacidade de um
teste para confirmar os dias de soroconversdo antes de outros testes poderia permitir o manejo
precoce de infecgdes congénitas (ARMENGOL et al., 2017, BASCHIROTTO; KRIEGER;
FOTIL, 2017).

Os critérios de selecdo de um teste sorologico devem incluir os valores de
sensibilidade e especificidade de IgM e IgG, que sdo determinantes para o diagndstico de
infeccdo recente por 7. gondii. Deve-se levar em conta também as restrigdes técnicas e
financeiras do laboratorio onde sera executado o experimento. Em um estudo realizado na
Franca, foram avaliados diferentes imunoensaios comerciais para pesquisa de IgG e IgM anti-
T.gondii em gestantes. Para deteccdo desses anticorpos, os testes comerciais mais sensiveis e
especificos foram AxSYM, VIDAS, Architect e Elecsys. O teste Platelia teve uma
sensibilidade elevada para IgM, porém para deteccdo precoce de IgG em situacdes de rotina
os valores de sensibilidade e especificidade foram baixos. O mesmo estudo recomenda ainda
a utilizacdo de métodos para confirmagdo dos resultados encontrados em testes comerciais,
como por exemplo, teste de avidez e Western blot para IgG e ensaio de aglutinagdo por
imunoadsor¢do (ISAGA-IgM) para IgM (VILLARD et al., 2016).

Durante a gestacdo, a presenca do parasita no LA (observada por meio da
amplificagdo do DNA, microscopia ou isolamento do organismo) e em tecidos fetais (por
meio da amplificacio de DNA, coloracdo de antigenos, microscopia ou isolamento do
organismo) resulta em resultado positivo para toxoplasmose congénita. Uma das
metodologias laboratoriais mais aceitas para o diagnostico durante a gestacdo ¢ o uso de
Polymerase chain reaction — reagdo de cadeia de polimerase (PCR) no liquido amnidtico
(POMARES; MONTOYA, 2016). O uso de técnicas de biologia molecular para a
deteccdo do DNA de T. gondii em amostras de LA contribuiu significativamente para a
sensibilidade do diagndstico no pré-natal no feto. Embora a sensibilidade da PCR em LA
possa chegar a 91%, a sensibilidade da PCR em amostras de placentas confere uma

sensibilidade de apenas 52% (BESSIERES et al., 2009).
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1.6. Diagnostico da toxoplasmose congénita em recém-nascidos e lactentes

O método mais comum utilizado para o diagnostico de TC em recém-nascidos e
lactentes ¢ a deteccdo sorologica de varios isotipos de anticorpos especificos para 7. gondii,
sendo pesquisa de IgG, IgM e IgA os mais empregados. Juntos, esses trés isotipos de
anticorpos podem fornecer informagdes sobre soroconversdo e se a infeccao ¢ aguda, cronica
ou reativada (LI et al., 2016; VILLARD et al., 2016).

A utilizagdo de testes laboratoriais para a pesquisa de anticorpos IgG anti-T. gondii,
empregando métodos classicos, possuem pouca relevancia no diagndstico precoce em recém-
nascidos ¢ lactentes devido a transferéncia passiva de IgG materna especifica e seu
desaparecimento gradual em criangas saudaveis (PINON et al., 1996). Dessa forma, a
pesquisa de IgG torna-se relevante ap6s uma fase relativamente tardia da infeccdo. Por outro
lado, a deteccdo IgM e IgA especificas em amostras de soro sdo métodos soroldgicos
importantes para o diagnostico da TC. A utilizacdo combinada destes
testes permite o diagnodstico da toxoplasmose congénita no primeiro ou nos trés primeiros
meses de vida com sensibilidade de 90 e 94%, respectivamente, alcancando valores mais
elevados (99%) apenas aos 8 meses de idade (PINON et al., 1996).

A sensibilidade dos testes para a deteccdo de IgM e IgA especificas no sangue do
cordao também possui uma baixa sensibilidade, por volta de 64% e 53%, respectivamente
(BESSIERES et al., 2009). Estudos anteriores tem demonstrado que a analise dos padrdes de
reatividade em Western Blot para IgG e IgM especificas permitem a detec¢do de 94% dos
casos de toxoplasmose congénita nos primeiros 3 meses de vida, sugerindo que o uso do
Western blot parece ser uma ferramenta complementar util para o diagnostico pos-natal
precoce de toxoplasmose congénita (ROBERT-GANGNEUX et al., 1999; RILLING et al.,
2003). Entretanto, o elevado custo dessa metodologia tem restringido o seu uso em larga
escala.

E necessario acompanhar os recém-nascidos e lactentes em risco de toxoplasmose
congénita com técnicas especificas, até que os titulos de IgG especificos para Toxoplasma
gondii sejam completamente negativos. Isso exclui o diagndstico da toxoplasmose congénita
quando a sorologia se torna negativa e também permite o diagndstico e o tratamento da
doenca quando a infec¢do ¢ detectada de forma tardia (POMARES ¢ MONTOYA, 2016;
DARD et al., 2017).
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Nesse contexto, tem sido proposto, que a utilizagdo ampliada de diversas abordagens
diagnosticas ainda se faz necessaria para um diagnoéstico precoce com elevada sensibilidade.
Diversos métodos analiticos tém sido propostos para essa finalidade. Dentre eles, a deteccdo
de T. gondii em amostras de liquido amnidtico associada a triagem neonatal com a deteccao
de parasitos na placenta, associada a pesquisa de IgM e IgA especificas em recém-nascidos
tem sido propostas (BESSIERES et al., 2009). Embora os métodos moleculares em amostras
de liquido amnidtico contribuem para maior sensibilidade no diagnodstico da toxoplasmose
congénita, permitindo um diagnéstico precoce da maioria dos casos, a auséncia de um kit
comercial amplamente disponivel e confidvel, exige que os profissionais de saude
encaminhem seus pacientes para uma unidade de pesquisa capaz de executar o teste ou, entdo,
tratar a infecgdo suspeita de forma empirica sem o diagnoéstico (OLIVEIRA-AZEVEDO et al.,
2016).

1.7. Biomarcadores imunoldgicos

A busca de indicadores laboratoriais complementares para um diagnéstico precoce e
mais sensivel da infec¢do congénita tem sido considerada relevante para contribuir na tomada
de decisdo clinica. Para isso, varios estudos tem abordado diferentes tipos de resposta
imunolégica, para melhor compreensdo de como o organismo infectado reponde a presenga de
T. gondii. Diversos estudos tém demonstrado que a infeccdo por 7. gondii promove uma
resposta imune celular de longa duragdo, altamente dependente da atividade efetora de
linfocitos T produtores de IFN-y (GAZZINELI et al, 1991, CHAPEY et
al., 2010). Um estudo realizado por Chapey et al., 2010 avaliou o desempenho de um ensaio
de producdo de IFN-y em amostras de sangue total incubadas na presenca de antigenos de T.
gondii para o diagnostico de toxoplasmose congénita. A sensibilidade e especificidade do
método foram de 94% e 98%, respectivamente. Em outro estudo em modelos murinos para
diagnostico precoce de toxoplasmose, foi possivel detectar a infecgdo dos animais em apenas
3 dias apos a inoculacdo do parasito, utilizando ensaio de producdo de IFN-y (YIN et al.,
2015).

Analises do perfil imunologico celular de leucocitos circulantes no contexto ex vivo

foi realizado por Machado et al., 2014, em recém-nascidos com toxoplasmose congénita.
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Nesse estudo, foram identificados biomarcadores de imunidade celular associados com
caracteristicas imunopatologicas da toxoplasmose congénita. Dentre as principais
observagdes, foi identificada uma expansdo de monocitos CD14'CD16 HLA-DR™#" ¢ células
NK-CD56%™ em pacientes com lesdes ativas. Frequéncia elevada de células T TCRyS e
células T CD8" foram atributos diretamente associados com o grau de morbidade. Um outro
estudo, desenvolvido por Carneiro et al., 2016, forneceu novas informagdes sobre os eventos
imunoldgicos celulares associados com retinocoroidite no cendrio de toxoplasmose congénita
em recém-nascidos, demonstrando uma série de biomarcadores com aplicabilidade potencial
como indicadores laboratoriais complementares no diagndstico precoce da toxoplasmose
congénita. Nesse estudo, foi observado que a resposta pré-inflamatoéria das células T CD4" e
CDS8", caracterizada por elevada producio de IFN-y e IL-17 é predominante em pacientes
com lesdo retinocoroidal ativa, enquanto a presenga simultinea de simultanea de IFN-y e fator
de necrose tumoral (TNF-o) ¢ caracteristica de casos sem lesdo e com lesdo cicatricial.
Entretanto, um perfil elevado de IL-10 ¢ observado em criangas com lesdes cicatriciais.

Em conjunto, esses resultados suportam a existéncia de microambiente imunolégico
progressivo nas fases iniciais, apical e cicatricial do processo de formacdo da lesdo
retinocoroidal em recém-nascidos com toxoplasmose congénita, sugerindo a perspectiva de
identificacdo de biomarcadores complementares com aplicacdo na avaliagdo prognoéstica de
monitoragdo ¢ manejo clinicos dos pacientes.

Outro estudo realizado pelo nosso grupo com amostras de pacientes lactentes avaliou a
produgdo de quimiocinas e citocinas séricas em pacientes ndo infectados e pacientes com
toxoplasmose, sendo avaliados também de acordo com a presenga ¢ auséncia de lesdo ocular.
A partir disso, foi observado que pacientes com lesdo apresentaram uma produ¢do maior de
IL-8 e IP-10. Pacientes com les@o ativa apresentaram uma maior producdo de IFN-y, quando
comparado aos outros grupos, e surpreendentemente, foi vista uma producdo maior de TNF
em pacientes sem lesdo, sugerindo que esta citocina teve uma agdo protetiva na resposta a 7.
gondii (ARAUJO et al., 2017). Estudos de imunidade humoral, baseado na pesquisa de
subclasses de IgG tem também demonstrado a existéncia de um padrao diferencial de
reatividade, sugerindo que a andlise de subclasses de IgG especificas sdo biomarcadores
sorologicos relevantes com aplicabilidade diagndstico e avaliagdo prognostica da
toxoplasmose congénita (DE-JESUS et al., 2016).

Métodos de avaliagdo de marcadores imunologicos celulares, empregando amostras de

sangue total, ttm se tornado uma ferramenta aplicavel em laboratério clinico, oferecendo
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vantagens quando comparados aos métodos convencionais de culturas de células
mononucleares isoladas de amostras de sangue periférico. Em geral, o volume de amostra
necessario para a realizagdo de testes ¢ bem reduzido (cerca de 1mL), com a possibilidade de
separacdo do plasma para a realizacdo da pesquisa de anticorpos IgM e IgA especificos
(considerados “padrdo de ouro” ou “método referéncia”) e a detec¢do da produgdo de IFN-y
na mesma amostra biologica. Essa vantagem representa um ponto importante no diagnostico
precoce da toxoplasmose congénita, uma vez que a coleta de amostras em recém-nascidos
geralmente apresenta restri¢des éticas e operacionais de coletas de grandes volumes de sangue

(CHAPEY et al., 2010).
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CAPITULO I

Biomarcadores putativos para diagnéstico precoce e progndstico de toxoplasmose ocular

congénita
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1. INTRODUCAO

A infeccdo por Toxoplasma gondii apresenta distribui¢do mundial, afetando por volta
de 25 a 30% da populagdo humana (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012, TORGERSON; MASTROIACOVO, 2013). A
soroprevaléncia pode variar de menos de 10% a maior de 90%, dependendo dos habitos de
nutricdo e higiene da populacdo de diferentes regides geograficas (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004, PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS, 2009). A infec¢do por 7. gondii
pode resultar da ingestdo ou manipulacdo de carne crua ou mal cozida contendo cistos
teciduais ou alimentos contaminados com oocistos infectantes. Além disso, a toxoplasmose
congénita pode ocorrer como consequéncia da infeccdo primaria em gestantes, podendo
resultar em morte fetal e aborto ou causar sintomas graves que incluem dano neurologico,
déficit neurocognitivo ou corioretinite (MOMBRO et al.,
2003).

Apesar da gravidade das lesdes que a toxoplasmose congénita pode desencadear, estas
nem sempre sdo detectdveis durante o pré-natal. Assim, o dano fetal causado pela
toxoplasmose ¢ detectavel pela triagem ultrassonografica apenas quando anomalias
neurologicas graves estdo presentes. No entanto, a coriorretinite toxoplasmatica ndo ¢
acessivel por ultrassonografia. As manifestagdes clinicas da toxoplasmose congénita podem
estar ausentes em recém-nascidos, mas podem ser observadas sequelas a longo prazo,
incluindo retinocoroidite e anormalidades neurologicas. Além disso, nenhum sinal descrito
em recém-nascido com doenca congénita € patognomonico para toxoplasmose (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004).

O diagnostico da toxoplasmose congénita ¢ geralmente estabelecido com base no uso
de varios métodos laboratoriais, incluindo o isolamento do 7. gondii do sangue ou fluidos
corporais, deteccdo de DNA do parasita e testes sorologicos para deteccdo de
imunoglobulinas especificas do parasito. Embora a detecg¢do de IgM e IgA especifica para T.
gondii, que ndo atravessa a placenta, sejam considerados bons marcadores de infecg¢do
congénita, esses biomarcadores apresentam baixa sensibilidade e ndo conseguem detectar
mais do que 75% dos lactentes infectados (MONTOYA; LIESENFELD, 2004, CHAPEY et

al., 2010). Como o anticorpo IgG especifico para 7. gondii atravessa a placenta e a eliminacgdo
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de IgG recebido da mae no bebé pode levar de 6 a 12 meses (LEBECH et al., 1996,
MONTOYA; LIESENFELD, 2004), IgG ndo ¢ um marcador laboratorial viavel para
toxoplasmose congénita. Nesse sentido, torna-se relevante propor abordagens diagnosticas
complementares que contribuam para um manejo clinico preciso e efetivo estabelecimento de
intervengdo terapéutica imediatamente apos o nascimento.

E bem conhecido que, além de desencadear uma resposta robusta de anticorpos, a
infeccdo congénita por 7. gondii resulta em resposta imune mediada por células de longa
duragdo, que envolve uma ampla gama de subpopulagdes de células e moléculas soluveis
(DENKERS et al., 1999, FATOOHI et al., 2003, CIARDELLI et al., 2008, MATOWICKA-
KARNA et al., 2009; CHAPEY et al., 2010, MACHADO et al., 2014, CHAPEY et al, 2015,
CARNEIRO et al., 2016, DE ARAUJO et al., 2017). Surpreendentemente, os estudos que
investigaram o potencial papel da imunidade celular no diagndstico da toxoplasmose
congénita ou métodos com potencial prognostico para predizer o estado da lesdo
retinocoroidal ainda sdo escassos. Foi proposto que a triagem de IgM ao nascimento, seguida
pela analise de avidez de IgG por citometria de fluxo 30-45 dias apds o nascimento, apresenta
alto desempenho para o diagnoéstico sorologico precoce de toxoplasmose congénita (DE
CASTRO et al., 2017). Além disso, o uso de sorologia de citometria de fluxo tem sido
reconhecido como um método potencial para o prognoéstico precoce de lesdes oculares em
lactentes infectados com 7. gondii (DE JESUS et al., 2016).

Foi relatado que a alta expressdo de CD25 ¢ detectavel em quase todos os pacientes
infectados com 7. gondii, incluindo recém-nascidos (FATOOHI et al., 2003). Além disso, a
analise de outros marcadores de ativacao de células T, como as células T produtoras de HLA-
DR e IFN-y, tem se mostrado uma abordagem util para o diagnostico precoce e preciso da
toxoplasmose congénita (CIARDELLI et al., 2008). Com o objetivo de aprimorar o
diagnostico laboratorial da toxoplasmose, métodos complementares com amostras de sangue
total tém sido propostos. Nessa linha, foi descrito um teste simples baseado no ensaio de
liberacdo de IFN-y no sangue total para avaliar a imunidade mediada por células T na
toxoplasmose com alta sensibilidade e especificidade (CHAPEY et al., 2010, CHAPEY et al,
2015, MAHMOUDI et al., 2017).

No presente estudo, avaliamos uma ampla gama de mediadores imunoldgicos a serem
empregados como biomarcadores para o diagnostico precoce e prognostico do
desenvolvimento de lesdes oculares em lactentes com toxoplasmose congénita. Usando

pequenos volumes de amostras de sangue total, o desempenho de mediadores soluveis no
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soro, fenotipos ex vivo de leuctcitos circulantes e perfis de citocinas intracelulares apos
estimulos in vitro de curto prazo foram avaliados como plataformas de biomarcadores passo a
passo simples ou combinadas. Conforme relatado aqui, descobrimos que os niveis de CXCL9
e as frequéncias de células T CD4'CD25" circulantes e células T CD4" IFN-y" especificas de
T. gondii medidas 30-45 dias ap6s o nascimento apresentaram alta acurdcia para distinguir
lactentes infectados com 7. gondii. Além disso, as analises escalonadas combinadas de células
T CD4'CD25" ¢ CXCL9 ou a frequéncia total de células T especificas de T. gondii produtoras
de IFN-y" in vitro melhoram ainda mais a acurécia do diagndstico de toxoplasmose congénita.
Finalmente, a analise contemporanea de células T CD4" IL-5" especificas de T. gondii e
células NK IFN-y" servem como uma ferramenta de prognéstico precoce do envolvimento

ocular em lactentes com toxoplasmose congénita.
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2. JUSTIFICATIVA

As manifestagdes da toxoplasmose congénita podem surgir ao nascimento, durante a
infincia, ou até varios anos mais tarde. Sendo assim, ¢ de grande importancia que lactentes
nascidos de maes soropositivas para toxoplasmose sejam monitorados, no minimo, por um
ano, com avaliagdo clinica (incluindo avaliagdo oftalmologica e neurologica) e testes
sorologicos periddicos, para diagnosticar e tratar a infecgdo o mais cedo possivel. Para
conseguir alcancar um diagndstico precoce e sensivel, ¢ importante utilizar testes sensiveis
como a citometria de fluxo e ferramentas de analises de dados, que facilitam a apuracdo de
resultados e avaliagdo de desempenho de biomarcadores, utilizando pequenos volumes de
amostras. Esses biomarcadores auxiliam na tomada de decis@o clinica e ajudam a melhorar o
prognostico do pacientes. Deste modo, evidenciamos a relevancia deste trabalho, que visou
avaliar o desempenho de biomarcadores complementares em lactentes com toxoplasmose

congeénita, no periodo de 30 a 45 dias apds o nascimento.



3.

3.1.

53

OBJETIVOS

Objetivo geral

Realizar uma analise integrativa de pardmetros imunologicos na identificacdo de

biomarcadores complementares para o diagnostico precoce da toxoplasmose congénita em

lactentes.

3.2.

Objetivos especificos
Analisar o desempenho isolado e combinado de biomarcadores celulares e
moleculares como ferramenta complementar no diagndstico precoce da
toxoplasmose congénita;
Analisar a aplicabilidade de biomarcadores imunoldgicos celulares e moleculares
na avaliagdo prognostica precoce da lesdo retinocoroidal na toxoplasmose

congénita;
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4. METODOLOGIA

4.1. Populacio de estudo

Este estudo fez parte de uma investigagdo prospectiva sobre a triagem neonatal para
toxoplasmose congénita realizada por um grupo de pesquisa multidisciplinar (Grupo
Brasileiro de toxoplasmose congénita da Universidade Federal de Minas Gerais, UFMQG).

Amostras de sangue total seco ao ar (pun¢do do calcanhar) foram coletadas
imediatamente ap6s o nascimento de 146.307 recém-nascidos ¢ utilizadas para a triagem
inicial de IgM anti-T. gondii por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Q-Preven
TOXO, Symbiosis, Leme, Brasil). Individuos com resultados positivo ou indeterminado para
IgM anti-T gondii foram selecionados posteriormente em uma amostragem de conveniéncia
ndo probabilistica para coleta de sangue periférico adicional. Amostras de sangue total foram
obtidas em 30-45 dias e um ano apds o nascimento para identificar biomarcadores putativos
para fins de diagnostico / prognoéstico precoce ou prognostico tardio, respectivamente. Foram
selecionados 215 lactentes, incluindo: 177 lactentes com diagnostico confirmado de
toxoplasmose congénita (TOXO) e 38 lactentes incluidos como grupo controle (CTL), com
resultados negativos para IgG anti-T. gondii usando teste Enzyme Linked Fluorescent Assay
(ELFA - ELFAVIDAS® TOXO, Biomerieux, Franca), realizado em amostras de sangue
adicionais coletadas 12 meses apds o nascimento.

A analise fundoscopica foi realizada por um médico especialista no periodo de 30-45
dias apds o nascimento para avaliar o comprometimento oftalmolégico conforme descrito
anteriormente (VASCONCELOS-SANTOS et al.,, 2009). Com base nos achados
oftalmoldégicos, o grupo TOXO foi primeiro categorizado em dois subgrupos, referidos como:
pacientes sem lesdo retinocoroidal (NL) e pacientes com lesdo retinocoroidal (L). A
classificag@o posterior dos pacientes com TOXO foi realizada com base na presenca de lesdes
retinocoroidais cicatriciais (CL), ativas (AL) ou ativas / cicatriciais (ACL). As crian¢as CTL
ndo apresentavam qualquer comprometimento oftalmologico.

Os protocolos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica local
(Universidade Federal de Minas Gerais, protocolo 298/06). O consentimento informado por

escrito foi dado por todas as maes dos lactentes incluidos neste estudo.
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4.2.  Quantificacdo de quimiocinas e citocinas séricas

Um total de 134 amostras coletadas no periodo de 30-45 dias apds o nascimento
foram testadas para quantificacdo de quimiocinas e citocinas séricas (108 TOXO e 26 CTL)
por Cytometric Bead Array de acordo com as instru¢des do fabricante (CBA, BD Biosciences,
San Jose, CA, EUA). As quimiocinas (CXCL8, CCL2, CCL5, CXCL9 ¢ CXCL10) foram
medidas pelo sistema CBA convencional ¢ os niveis de citocinas (IL-1p, IL-6, TNF, 1L-12,
IFN-y, IL-4, IL- 5, IL-10 e IL-17A) determinado usando o ensaio CBA Flex de sensibilidade
aprimorada. A aquisi¢do da amostra foi realizada utilizando o citdmetro de fluxo BD
FACSVerse (Becton Dickinson, La Jolla, CA, EUA) ¢ a analise dos dados realizada
utilizando o software FCAP ArrayTM V3.0 (Becton Dickinson, La Jolla, CA, EUA). Os
resultados foram expressos em pg/mL (quimiocinas) ou fg/mL (citocinas), avaliados pela
curva padrao usando o parametro de regressao logistica. Os limites de deteccdo foram CXCL8
=2,5 pg/mL, CCL2 = 0,2 pg/mL, CCL5 = 1,0 pg/mL, CXCL9 = 2,7 pg/mL, CXCL10 = 2,8
pg/mL, IL-1B = 274,35 fg/mL, IL-6 = 409,62 fg/mL, TNF = 144,62 fg/mL, IL-12 = 191,48
fg/mL, IFN-y = 172,09 fg/mL, IL-4 = 238,34 fg/mL, IL-5 = 407,19 fg/mL, IL-10 = 152,70
fg/mL e IL-17A = 239,95 fg/mL. Todas as amostras de pacientes foram testadas no mesmo

lote usando a mesma curva padrao para evitar a variabilidade entre os testes.

4.3. Imunofenotipagem de leucécitos circulantes

O sangue periférico de criangas com toxoplasmose congénita (TOXO) e criangas nao
infectadas (CTL) foi coletado em tubos de heparina / EDTA. Um total de 90 amostras (68
TOXO e 22 CTL), coletadas 30-45 dias ap6s o nascimento e 81 amostras de TOXO coletadas
um ano apds o nascimento, foram usadas para andlise imunofenotipica de leucdcitos
circulantes. As amostras foram processadas ¢ os leucdcitos foram utilizados para protocolos
ex vivo, conforme previamente descrito (MACHADO et al., 2014). Os anticorpos
monoclonais foram usados para marcar as moléculas da superficie celular: anti-CD14 (TiiK4),
anti-CD16 (3G8), anti-CD32 (FLI8.26) e anti-CD64 (10.1) para mondcitos, anti-CD16 (3GS)
e anti -CD56 (B159) para células NK e subconjuntos de células NKT; anti-TCRaff (WT31) e
anti-TCRyd (11F2), anti-CD3 (UCHT1), anti-CD4 (RPA-T4), anti-CD8 (B9.11) para

subconjuntos de células T e anti-HLA-DR (TU36) como marcador de ativagio para células T
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juntamente com anti-CD5 (L17F12), anti-CD19 (4G7) e anti-CD23 (M-L233) para
subpopulagdes de células B. Os anticorpos conjugados com isotiocianato de fluoresceina
(FITC), ficoeritrina (PE) ou Tricolor (TC) foram adquiridos de Invitrogen Life Technologies
(Carlsbad, CA, EUA) e BD Bioscience (San Diego, CA, EUA). A aquisicdo de dados foi
realizada usando FACSCalibur e os resultados expressos como % de células fechadas ou
intensidade média de fluorescéncia (MFI) da expressdo do marcador de superficie celular.

FlowlJo (versdo 9.4.1; TreeStar, Ashland, Oregon) foi usado para analise de dados.

4.4. Cultura de sangue total de curto prazo in vitro e anilise de -citocinas

intracitoplasmaticas

Amostras de sangue total heparinizado (3 mL) de 61 lactentes (51 TOXO e 10 CTL)
coletadas 30-45 dias apos o nascimento e 50 amostras de TOXO coletadas um ano apds o
nascimento foram usadas para cultura in vifro de curto prazo, conforme descrito anteriormente
(CARNEIRO et al., 2016). Amostras de sangue foram dispensadas em tubos de polipropileno
e cultivadas com meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (cultura controle, CC) ou
antigeno soluvel de 7. gondii (STAg), produzido conforme descrito anteriormente
(GAZZINELLI et al., 1991), a uma concentracdo de 5 pg / mL (cultura estimulada por T.
gondii). As amostras foram incubadas por 12 horas em uma incubadora de 5% de CO, a 37°
C. Brefeldin A (Sigma, St Louis, Missouri) foi adicionada a cada tubo de cultura a uma
concentragdo final de 10 pg / mL durante 4 horas adicionais. Antes da imunomarcagdo, as
células estimuladas por CC e STAg foram tratadas com EDTA e mantidas em temperatura
ambiente por 15 minutos antes da andlise de citocina intracelular. Apds a estimulacdo, as
células foram coradas com os seguintes anticorpos de superficie: anti-CD14-TC, anti-CD16-
TC, anti-CD4-TC, anti-CD8-TC ou anti-CD19-TC, a temperatura ambiente por 30 minutos.
Os globulos vermelhos foram entdo lisados e os leucécitos foram fixados com solucdo de lise
/ fixacdo durante 10 minutos a temperatura ambiente. As lavagens foram realizadas com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) suplementada com 0,5% de albumina de soro
bovino e permeabilizagdo com PBS-saponina (PBS, 0,5% de albumina de soro bovino, 0,5%
de saponina). As células permeabilizadas fixas foram coradas com anti-IL-8 (AS14), anti-IL-
1B (AS10), anti-IL-6 (AS12), anti-TNF (Mabl1), anti-IL-12 (C11.5 ), anti-IFN-y (4S.B3),
anti-IL-4 (8D4-8), anti-IL-5 (TRFKS), anti-IL-10 (JES3-19F1) ou anti-IL-17A ( SCPL1362)
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anticorpos monoclonais conjugados com PE, por 30 minutos em temperatura ambiente. As
células foram lavadas e fixadas com solucdo de fixacdo FACS (10 g / L de paraformaldeido,
10,2 g/ L de cacodilato de sodio e 6,63 g/L de cloreto de sodio; pH 7,2). As amostras foram
armazenadas na auséncia de luz, e a aquisicao realizada em 24 horas utilizando FACSCalibur
(BD Biosciences). Pelo menos 20.000 eventos totais foram adquiridos. O software FlowJo foi
usado para andlise de dados. As estratégias de analise foram feitas da seguinte forma: os
linfécitos foram selecionados primeiro com base em seu tamanho e propriedades de
espalhamento de laser de granulosidade. Posteriormente, a frequéncia de células produtoras de
citocinas em subconjuntos ou monocitos de linfocitos bloqueados foi calculada para culturas
de CC e STAg. Uma analise posterior foi realizada para estimar a produ¢do de citocinas
especificas de 7. gondii como o indice de cultura estimulada por STAg dividido pelo CC

(doravante, o indice STAg/ CC).

4.5. Analise estatistica

A ferramenta estatistica usada para determinar o ponto de corte, bem como os indices
de desempenho de sensibilidade e especificidade e os respectivos intervalos de confianga em
95% dos testes foi a curva Receiver Operating Characteristic (curva ROC) e a Two-Graph
Receiver Operating Characteristic (TG -ROC). A definicdo dos pontos de corte para cada
biomarcador foi determinada pela analise da curva ROC, considerando os maiores valores
possiveis de sensibilidade e especificidade. A acuracia global foi estimada considerando a
area sob a curva ROC (AUC) categorizada como baixa (AUC <0,7), moderada (0,7 <AUC
<0,8) ou alta (AUC> 0,8). Andlise combinada de biomarcadores, incluindo quimiocinas e
citocinas séricas; o perfil imunofenotipico dos leucocitos circulantes e os padrdes de citocinas
intracitoplasmaticas também foram realizados, por meio de um algoritmo sequencial proposto
para aqueles atributos com maior acuracia na triagem. GraphPad Prism 5.0 foi usado para

construir as curvas ROC e TG-ROC.
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5. RESULTADOS

5.1. Triagem de quimiocinas e citocinas séricas como biomarcadores complementares

para diagnoéstico precoce e prognéstico de toxoplasmose congénita

O desempenho das quimiocinas e citocinas séricas como biomarcadores
complementares para o diagndstico precoce da infec¢do congénita por 7. gondii foi avaliado
primeiro avaliando a sensibilidade (Se) e a especificidade (Sp) para segregar lactentes
infectados por T. gondii (TOXO) de controles saudaveis (CTL) Além disso, a capacidade
desses biomarcadores séricos de fornecer uma avaliagdo do progndstico precoce também foi
avaliada comparando TOXO com lesdo retinocoroidal (L) vs TOXO sem lesdes (NL), bem
como TOXO com lesdo ativa (AL) vs TOXO com lesdao cicatricial (CL ) Os indices de
desempenho (AUC, Se e Sp) sdo apresentados na Tabela 1, da maior para a menor acuracia
global (AUC). Os pontos de corte especificos usados para cada biomarcador foram calculados
pela curva ROC e sdo fornecidos na Tabela 1. A analise dos dados demonstrou que CXCL9 e
CXCL10 exibem alta acuracia (AUC> 0,8) para distinguir TOXO de individuos CTL. Baixa
acuracia (AUC <0,7) foi encontrada para quimiocinas e citocinas séricas para avaliacdo do

prognostico precoce, comparando NL vs L ou AL vs CL (Tabela 1).
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Tabela 1. Triagem de quimiocinas e citocinas séricas como biomarcadores complementares para diagnostico precoce
e prognostico da toxoplasmose congénita

DIAGNOSTICO PROGNOSTICO

) * CTL x TOXO Biomarcadores TOXO (NLx L) Biomarcadores TOXO (AL x CL)
Biomarcadores S S 4 v S § v S
(pg/mL) AUC o ((;z) (pe/mL) AUC o o) (pe/mL) AUC o o)
CXCL9 0.9 84 81 IL-5 0.6 92 28 IL-12p70 0.6 91 30
CXCL10 0.8 82 69 TNF 0.6 78 50 IL-6 0.6 87 30
CCL5 0.6 83 42 CXCLS8 0.6 68 50 CCL2 0.6 84 37
CXCLS8 0.6 68 50 IL-6 0.6 62 61 CCL5 0.6 78 37
IFN-y 0.6 58 65 CCL2 0.6 61 72 IL-17A 0.6 72 46
IL-12p70 0.6 56 61 IFN-y 0.6 55 72 IL-4 0.6 63 52
IL-1pB 0.6 52 65 CCL5 0.6 40 78 IL-1B 0.5 96 15
TNF 0.6 31 83 IL-17A 0.5 83 33 IL-10 0.5 94 21
IL-10 0.5 91 22 IL-1pB 0.5 81 39 CXCLS8 0.5 93 17
CCL2 0.5 91 23 IL-4 0.5 71 50 IL-5 0.5 93 27
IL-17A 0.5 91 22 CXCL9 0.5 68 50 IFN-y 0.5 59 52
IL-4 0.5 85 30 IL-12p70 0.5 51 61 TNF 0.5 48 70
IL-5 0.5 51 70 IL-10 0.5 46 72 CXCL9 0.5 40 74
IL-6 0.5 42 74 CXCL10 0.5 13 100 CXCL10 0.5 31 86

CTL = controles ndo infectados (n = 26); TOXO = Lactentes com toxoplasmose congénita (n = 108); NL = sem lesao retinocoroidal (n =
18); L = lesdo retinocoroidal (n = 90); AL = lesao retinocoroidal ativa (n = 35); CL = lesdo retinocoroidal cicatricial (n = 55); AUC =
Area sob a curva ROC; Se = Sensibilidade; Sp = especificidade. * Cut-off: CXCL9 = 6.754; CXCL10 = 12.050; CCL5 =937; CXCLS8 =
3,3; IFN-y = 1.565; IL-12p70 = 72; IL-1B = 197; TNF = 64; IL-10 = 98; CCL2 = 230; IL-17A = 795; IL-4 = 704; IL-5 = 451 ¢ IL-6 =
1.861. # Cut-off: IL-5 = niveis detectaveis; TNF = 346; CXCLS8 = 3,3; IL-6 = 986; CCL2 = 59; IFN-y = 2.031; CCL5 = 1.295; IL-17A =
335; IL-1B = 83; IL-4 = 342; CXCL9 = 10.135; IL-12p70 = 275; IL-10 = 887 ¢ CXCL10 = 8.523. §Cut-off: IL-12p70 = 4.617; IL-6 =
3.460; CCL2 = 141; CCL5 = 2.215; IL-17A = niveis detectaveis; IL-4 = 249; IL-1p = 1.065; IL-10 = 138; CXCL8 = 1,2; IL-5 = 2.914;
IFN-y = 1.414; TNF =91; CXCL9 = 15.256 ¢ CXCL10 = 24.694.
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5.2. Triagem de subpopulagdes de leucdcitos circulantes como biomarcadores

complementares para diagnéstico precoce e prognodstico de toxoplasmose congénita.

As contagens absolutas de leucocitos realizadas por hematologico automatizado e a
frequéncia de monocitos circulantes, neutrofilos, eosindfilos, células T e subconjuntos de
células B gerados a partir de analises de citometria de fluxo ex vivo, avaliadas 30-45 dias apds
o nascimento, foram utilizadas para avaliar a sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) para
segregar lactentes infectados com 7. gondii (TOXO) de controles saudaveis (CTL). Além
disso, a capacidade desses biomarcadores de distinguir “NL de L”, bem como “AL de CL”
também foi avaliada. Os indices resultantes (AUC, Se e Sp) sdo fornecidos na Tabela 2. A
anélise de dados mostrou que as frequéncias de células T CD4" CD25", células Ty3, células T
CD8", células T CD4" HLA-DR", Células T CD8" HLA-DR", células T CD4" discriminam
TOXO de individuos CTL com alta acuracia (AUC> 0,8). Precisdes moderadas (AUC = 0,7)
ou baixas (AUC <0,7) foram encontradas para comparagdes entre “NL vs L” ou “AL vs CL”

(Tabela 2).
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Tabela 2. Triagem de subpopulagdes de leucdcitos circulantes ex vivo como biomarcadores complementares para diagndstico precoce ¢ prognostico de toxoplasmose congénita

DIAGNOSTICO PROGNOSTICO
Biomarcadores” CTL x TOXO Biomarcadores * TOXO(NL x L) Biomarcadores ® TOXO (AL x CL)

(% or MFI, Cont.) Se Sp (% or MFI, Cont.) Se Sp (% or MFI, Cont.) Se Sp
AC W AVC W AVC )
CD4'CD25" 0.9 82 91 CD3CDI6" & CD3CD56" 0.7 63 73 CD3°CD16" & CD3°CD56" 0.7 82 62
TCRy&" 0.8 82 76 CD3"CD56" 0.7 59 80 CD3'CD16'CD56" 0.7 55 92
gns: 0.8 78 68 CD3°CD16°CD56" 0.7 54 93 WBC+(Cont.2 0.7 55 85
CD4'DR 0.8 71 77 WBC(Cont.) 0.7 50 93 CD3'CD16 0.6 92 29
CDS'DR* 0.8 66 77 CD3" 0.6 96 24 CD14"CD64"(MFI) 0.6 89 36
CD4* 0.8 54 100 CD14"CD64*(MFT) 0.6 74 53 CD14'CD32"(MFI) 0.6 86 43
CD14'CD32"(MFI) 0.7 82 55 CD19°CD5* 0.6 72 59 TCRy8" 0.6 86 43
WBC(Cont.) 0.7 79 55 CD3°CD16" 0.6 72 67 LYM 0.6 85 46
CD14'CD64" (MFI) 0.7 77 59 CD19" 0.6 70 59 CD4"CD8" 0.6 81 14
TCRap" 0.7 75 71 TCRaB” 0.6 69 65 NEU 0.6 79 54
CD3°CD56™" 0.7 66 82 CD3°CD16°CD56 0.6 64 67 CD3*CD56" 0.6 69 64
CD14"CD167/CD14" 0.7 57 82 CD19°CD23" 0.6 60 71 CD4" 0.6 67 57
CD3*CDI16" 0.7 54 77 LYM 0.6 54 73 CD19" 0.6 67 57
NEU 0.6 97 30 CD14"CD16'DR/CD14*CD16" 0.6 54 71 CD3" 0.6 61 71
CD14°CD16 DR'/CD14°CD16" 0.6 93 36 CD8'DR 0.6 44 77 TCRaB" 0.6 46 71
LYM 0.6 89 32 CD3CD16CD56" 0.6 40 87 CD14'CD16°/CD14" 0.6 36 86
CD3*CD56" 0.6 85 41 CD4" 0.6 36 94 CD3°CD16CD56" 0.5 100 15
CD3°CD16"CD56" 0.6 84 41 CD3CD56"" 0.6 33 100 CD8" 0.5 78 43
CD3* 0.6 63 59 NEU 0.6 24 100 CD19°CD23* 0.5 78 36
MON 0.6 62 73 CD14'CD16"/CD14" 0.5 96 18 CD14'CD16'DR/CD14*CD16" 0.5 69 43
EOS 0.6 54 64 TCRys" 0.5 82 29 CD3°CD16"CD56 0.5 63 62
CD3CD16" & CD3CD56" 0.6 52 77 CD8" 0.5 80 41 CD4'DR" 0.5 53 71
CD19'CD5 0.6 41 91 CD19°CD5 0.5 80 41 CD19'CD5 0.5 53 64
CD3°CD16"CD56 0.6 39 91 CD4'CDS8" 0.5 68 41 CD4'CD25" 0.5 53 71
CD19°CD23" 0.6 35 96 CD4°CD25* 0.5 60 53 EOS 0.5 39 82
CD19'CD5" 0.5 47 68 CD14"CD32"(MFI) 0.5 44 71 CD19'CD5" 0.5 33 86
CDh4'CD8" 0.5 27 91 MON 0.5 44 71 CD8'DR 0.5 28 86
CD3°CD16CD56" 0.5 26 91 CD4'DR" 0.5 40 77 MON 0.5 24 100
CD19" 0.5 16 100 EOS 0.5 29 93 CD3°CD56™" 0.5 14 100

CTL = controles ndo infectados (n = 22); TOXO = Lactentes com toxoplasmose congénita (n = 68); NL = sem lesdo retinocoroidal (n = 18); L = les@o retinocoroidal (n = 50); AL = lesdo retinocoroidal ativa (n =
14); CL = lesao retinocoroidal cicatricial (n = 36); AUC = Area sob a curva ROC; Se = Sensibilidade; Sp = especificidade. WBC = globulos brancos; LYM = linfocitos; MON = Mondcitos; NEU = Neutrofilos;
EOS = Eosinéfilos. * Cut-off: CD4"CD25'=4.8; TCRyS *=4.1; CD8'=23.2 ; CD4'DR*=5.4; CD8'DR'=14.1; CD4'=33.8; CD14"CD32*(MFI)=518.3; WBC(Contagem)=9,350; CD14"CD64"(MFI)= 557.5;
TCRaB*=59.5; CD3'CD56""=1.1; CD14"CD16'/CD14"= 12.1; CD3'CD16'=0.9; NEU=28; CD14"CD16"'DR"/CD14"CD16'=63.7; LYM=58.2; CD3"'CD56'=0.4; CD3"CD16"CD56'=4.8; CD3'=66.8; MON=10;
E0S=3.7; CD3°CD16" & CD3°CD56'=18.5; CD19'CD5=6.0; CD3"CD16'CD56=8.8; CD19'CD23"=10.5; CD19'CD5'=12.7; CD4'CD8"'=0.8; CD3"CD16'CD56'=2.3; CD19'=11.9. #Cut-off: CD3'CD16" &
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CD3°CD56'=20.4; CD3'CD56'=0.5; CD3°CD16'CD56'=9.7; WBC(Contagem)=12,360; CD3'=75.8; CD14'CD64"(MFI)=566.4; CD19'CD5'=14.2 CD3'CD16'=0.3; CD19'=2.6; TCRap=54.4; CD3
CD16°CD56'=5.9; CD19°CD23*=12.9; LYM=70.2; CD14"CD16"'DR'/CD14'CD16'=80.8; CD8 DR'=32.6; CD3'CD16'CD56"=1.7; CD4'=28.8; CD3 CD56"=0.9; NEU=10; CD14'CD16°/CD14'=26.5;
(continuagio) TCRy8'=11.9; CD8'=24.2; CD19°CD5=4.5; CD4'CD8'=0.3; CD4'CD25"=3.9; CD14"CD32"(MFI)=481.8; MON=10.3; CD4 DR"=10.2; EOS=2.8. §Cut-off: CD3'CD16" & CD3'CD56'=24.9;
CD3°CD16'CD56'=7.3; WBC(Contagem)=12,160; CD3"CD16'=0.4; CD14"CD64"(MFI)=630.7; CD14"CD32"(MFI)=356.6; TCRy8"=4.4; LYM=63.1; CD4'CD8"=0.8; NEU=17; CD3"CD56'=0.9; CD4'=29.8;
CD19°=17.6; CD3"=62.6; TCRap'=53.5; CD14'CD16'/CD14"=10; CD3'CD16 CD56"=4.9; CD8'=30.8; CD19°CD23"=17.2; CD14"CD16'DR"/CD14°CD16'=86.9; CD3 CD16"CD56=7.2; CD4'DR'=7.9;

CD19°CD5=6.7; CD4"CD25"=3.6; EOS=2.9; CD19"CD5"=14.2; CD§'DR"=10.9; MON=13.4; CD3'CD56"=0.3.
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5.3. Triagem de citocinas intracelulares especificas de 7. gondii como
biomarcadores complementares para o diagnéstico precoce e prognéstico da

toxoplasmose congénita.

Citocinas intracelulares foram analisadas em mondcitos, neutrdfilos, células NK,
células B e células T por citometria de fluxo apos estimulagdo de curto prazo com antigeno
de T. gondii de amostras de sangue total in vitro, realizada 30-45 dias apds o nascimento.
A acuracia global (AUC), sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) desses biomarcadores
para segregar "TOXO de CTL", bem como "NL de L" e "AL de CL" sdo fornecidos na
Tabela 3. Os resultados indicam que o indice STAg / CC para células T CD4" IFN-y’,
mondcitos IL-12" e neutréfilos IL-5" exibiram alta acuracia (AUC> 0,8) para discriminar
TOXO de individuos CTL. Para fins de progndstico precoce, o indice STAg / CC para
células T CD4" IL-5" e células T CD4" IL-17A" mostraram alto desempenho (AUC> 0,8)
para discriminar NL de L. Além disso, o indice STAg / CC para As células NK IFN-y"
exibiram alta acuracia (AUC> 0,8) para discriminar AL de CL (Tabela 3).

Com o objetivo de rastrear biomarcadores complementares para o progndstico
tardio da toxoplasmose congénita, as caracteristicas ex vivo dos leucdcitos circulantes e o
perfil in vitro de citocinas intracelulares foram analisados em amostras de sangue total
coletadas 1 ano apds o nascimento do TOXO para procurar atributos putativos com
aplicabilidade como prognoéstico tardio biomarcadores para distinguir “NL de L”. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 4. Todos os biomarcadores avaliados apresentam
indices de acuracia moderados (AUC = 0,7) ou baixos (AUC <0,7) para discriminar NL de
L (Tabela 4).
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Tabela 3. Triagem de citocinas intracelulares especificas de 7. gondii como biomarcadores complementares
para diagnoéstico e prognostico de toxoplasmose congénita.

DIAGNOSTICO PROGNOSTICO

Biomarcadores” CTL x TOXO Biomarcadores® TOXO(NL xL) Biomarcadores® TOXO (AL x CL)
(%) Se Sp (%) Se Sp (%) Se Sp
AC AVC @ AV
CD4" IFN-y* 0.8 79 80 CD4" IL-5" 0.8 65 90 NK IFN-y* 0.9 93 83
MON IL-12° 0.8 78 70 CD4'IL-17A* 0.8 62 100 CD4' IL4" 0.7 86 50
NEU IL-5* 0.8 65 88 CD19" [L-4" 0.7 100 29 MON IL-18" 0.7 68 80
MON IL-1" 0.7 93 56 CD4" IL-8" 0.7 81 50 CDS8"IL-8" 0.7 68 71
NEU IL-17A" 0.7 78 56 CD4" IFN=y" 0.7 74 60 CD4" IL-8" 0.7 67 69
NEU IL-10* 0.7 76 67 NEU IL-4" 0.7 63 78 CD19" TNF* 0.7 63 69
NEU TNF* 0.7 63 88 MON TNE* 0.7 63 78 NK IL-4" 0.7 60 73
MON TNF* 0.7 55 90 CD8" IL-5" 0.7 48 88 CD4" TNF* 0.7 52 79
CDS8' IFN-y" 0.7 45 100 NEU IL-5" 0.7 41 100 NEU IL4* 0.7 47 85
NK IFN-y" 0.7 44 100 CD4" IL-10" 0.6 98 30 CD8" IL-10" 0.6 96 29
CD19" IL-10* 0.6 90 44 CD8' TNF* 0.6 80 44 CD8' IL4" 0.6 96 35
CD19" IL4* 0.6 80 40 CD8" IFN-y" 0.6 79 44 NEU IL-6" 0.6 75 46
MON IL-4" 0.6 78 50 CD4' TNF* 0.6 71 50 MON IL-10* 0.6 75 47
MON IL-10" 0.6 73 60 MON IL-6" 0.6 68 56 CD8" TNF* 0.6 73 59
CD8'IL-5" 0.6 71 56 CD19" IL-10" 0.6 63 71 NEU TNE* 0.6 71 67
CD4" IL-4" 0.6 70 60 NK TNF* 0.6 48 83 NEU IL-10" 0.6 70 63
NEU IL-4" 0.6 67 63 MON IL-1p* 0.6 47 89 CD4" IL-10" 0.6 63 63
NEU IL-8" 0.6 66 78 NEU IL-17A" 0.6 42 86 TNF'NK 0.6 60 67
MON IL-6" 0.6 65 60 CD8' IL-17A" 0.6 35 88 CDI19"IL-10" 0.6 58 69
NEU IL-1p" 0.6 61 71 NEU IL-1p" 0.6 31 100 MON IL-4" 0.6 52 73
CD8' IL4" 0.6 59 67 NK IFN-y* 0.6 23 100 MON TNF* 0.6 48 79
CD8' TNF* 0.6 58 67 CD8" IL-8" 0.6 21 100 NEU IL-17A" 0.6 47 86
NK TNF* 0.6 58 100 NEU TNE* 0.5 100 11 MON IL-6" 0.6 45 79
CD4'IL-17A" 0.6 50 78 CD8" IL-4" 0.5 95 22 CD4" IFN-y" 0.5 100 19
CD4' IL-8" 0.6 40 80 MON" IL-10" 0.5 80 44 CD4" IL-5" 0.5 96 18
CD4" TNF* 0.6 33 90 CD4" IL-4" 0.5 73 44 CD8" IL-5" 0.5 91 29
CD8" IL-17A" 0.6 33 100 MON IL-12* 0.5 56 67 CDS8" IL-17A" 0.5 91 25
CD19* TNF* 0.6 26 100 NEU IL-10" 0.5 47 89 MON IL-12* 0.5 81 33
CD4' IL-5" 0.5 64 50 MON IL-4" 0.5 36 89 NEU IL-1p* 0.5 69 46
NEU IL-6 0.5 45 75 NEU IL-6" 0.5 27 100 CD8" IFN-y* 0.5 62 65
CD8' IL-8" 0.5 35 100 CD8" IL-10" 0.5 27 89 CD4" IL-17A" 0.5 55 64
NK IL-4" 0.5 34 100 CD19" TNF* 0.5 24 100 NEU IL-8" 0.5 44 80
CD4" IL-10* 0.5 18 100 NEU IL-8* 0.5 24 100 NEU IL-5* 0.5 30 88
CD8" IL-10" 0.5 16 100 NK IL-4* 0.5 23 100 CD19" IL4" 0.5 24 92

CTL = controles nao infectados (n = 10); TOXO = Lactentes com toxoplasmose congénita (n = 51); NL = sem lesao retinocoroidal
(n=10); L = lesdo retinocoroidal (n =41); AL = lesdo retinocoroidal ativa (n = 16); CL = lesdo retinocoroidal cicatricial (n = 25);
AUC = Area sob a curva ROC; Se = Sensibilidade; Sp = especificidade. Células NK: CD16" FSCLowSSCLow; MON =
Mondcitos: células CD14"; NEU = neutréfilos SSCHE'CD16" ou CD14" . *Cut-off: CD4" IFN-y*=1.3; MON IL-12"=1.2; NEU IL-
5"=0.9; MON IL-1B"=0.5; NEU IL-17A"= 0.9; NEU IL-10"=0.9; NEU TNF'=0.9; MON TNF'=4.0; CD8'TFN-y"=1.3; NK IFN-
y=1.7; CDI9'IL-10"=0.7; CDI19'IL-4"=0.8; MON IL-4'=1.0; MON IL-10"=1.3; CD8'IL-5=0.9; CD4'IL-4'=1.1; NEU IL-
4'=0.9; NEU IL-8'=3.4; MON IL-6'=1.3; NEU IL-1p"=3.8; CD8" IL-4'=1.0; CD8" TNF'=1.1; NK TNF'=1.2; CD4IL-
17A=1.2; CD4'IL-8'=1.2; CD4'TNF'=1.9; CD8'IL-17A"=0.9; CD19'TNF'=1.7; CD4" IL-5'=0.9; NEU 1L-6'=1.1; CD8" IL-
8'=1.6; NKIL-4"=0.8; CD4'IL-10"=1.7; CDS8'IL-10"=1.5. #Cut-off: CD4'IL-5"=1.1; CD4'IL-17A"=1.2; CD19'IL-4'=0.5; CD4"
IL-8'=1.4; CD4'IFN-y'=2.8; NEUIL-4'=1.2; MON TNF'=6.0; CD8" IL-5"=1.0; NEU IL-5'=2.3; CD4" IL-10"=2.2; CD8§"
TNF'=1.5; CD8" IFN-y"=1.9; CD4'TNF'=1.8; MON IL-6"=3.1; CD19"IL-10"=1.1; NK TNF'=1.1; MON IL-1p"=1.2; NEU IL-
17A"=2.6; CD8" IL-17A"=1.2; NEU IL-1B"=1.7; NK IFN-y"=0.9; CD8"IL-8"=0.8; NEU TNF'= 5.1; CD8'IL-4"=0.5; MON" IL-
10'=1.2; CD4'IL-4'=1.1; MON IL-12'=2.2; NEU IL-10'=1.0; MON IL-4'=1.6; NEU IL-6'=2.4; CD8" IL-10'=1.2; CD19"
TNF'=1.8; NEU IL-8"=1.5; NK IL-4"=0.5; §Cut-off: NK IFN-y"=1.3; CD4" IL-4"=0.9; MON IL-18"=1.2; CD8" IL-8'=1.2; CD4"
IL-8'=1.1; CD19" TNF'=1.1; NK IL-4'=1.1; CD4" TNF'=1.3; NEU IL-4'=0.6; CD8" IL-10'=0.7; CD8" IL-4'=1.4; NEU IL-
6'=1.6; MON IL-10"=1.4; CD8" TNF'=1.2; NEU TNF'=1.3; NEU IL-10"=1.4; CD4" IL-10"=1.0; NK TNF'=1.1; CD19" IL-
10"=1.0; MON IL-4"=1.2; MON TNF'=6.0; NEU IL-17A"=1.2; MON IL-6'=1.1; CD4" IFN-y'=0.8; CD4" IL-5"=0.5; CD8" IL-
5'=1.7; CDS'IL-17A"=1.8; MON IL-12"=1.3; NEU IL-1p"=1.9; CD8'IFN-y'=1.2; CD4'IL-17A"=1.3; NEU IL-8'= 2.1; NEU IL-
5'=4.2; CD19" IL-4"=1.8.



Tabela 4: Triagem de subpopulacdes de leucocitos circulantes ex vivo e citocinas intracelulares
especificas de 7. gondii como biomarcadores complementares para o prognostico de toxoplasmose
congénita um ano apos o nascimento *

STATUS CLINICO (um ano apos nascimento)

Subpopulagdes de TOXO (NLx L) Citocinas TOXO (NLx L)
leucocitos” Se Sp especificas de T. Se Sp
(%, MFI ou Contagem) AUC (%) (%) gonah'i§ (%) AUC (%) (%)
CD14'CD16'DR'/CD14°CD16" 0.7 52 82 NK IL-4" 0.7 95 50
CD19°CD5 0.6 89 39 MON IL-6" 0.7 93 50
LYM 0.6 87 39 NK TNF* 0.7 88 56
CD3" 0.6 84 44 MON IL-4" 0.7 82 75
CDS'DR" 0.6 80 47 MON IL-1p* 0.7 78 75
CD4°CDS8" 0.6 73 56 CD4" TFN-y" 0.7 77 67
NEU 0.6 68 56 NK IFN-y* 0.7 76 67
CD14"CD64*(MFI) 0.6 68 53 CD4" 1L-10" 0.7 68 83
CDI19" 0.6 65 61 NEU IL-17A" 0.7 53 68
CD3°CD16CD56" 0.6 64 61 MON IL-10" 0.6 97 33
MON 0.6 61 59 CDS" IL-17A" 0.6 90 33
CD3"CD56" 0.6 60 67 CD4" IL-17A" 0.6 86 50
TCRap* 0.6 57 65 CDS8" IL-5" 0.6 72 63
CD19°CD23" 0.6 55 67 CD4" TNF* 0.6 65 67
CD14'CD16/CD14" 0.6 49 71 NEU TNF* 0.6 57 67
CD4'DR" 0.6 45 78 CD4" IL-8" 0.6 45 83
CD3CD16" & CD3°CD56" 0.6 35 89 NEU IL-8* 0.6 39 89
EOS 0.6 20 100 CD8" TNF* 0.6 38 89
TCRyS" 0.5 85 41 CD4" IL-5" 0.6 36 83
CD4'CD25" 0.5 70 44 CDS8" IFN-y" 0.6 34 100
CD3CD56™" 0.5 69 53 CD19" TNF* 0.6 29 100
WBC (Cont.) 0.5 68 44 NEU IL-10* 0.6 28 100
CD19°CD5* 0.5 48 72 CD8"IL-10" 0.6 26 100
CD8" 0.5 45 72 NEU IL-18* 0.6 22 100
CD4" 0.5 41 83 NEU IL-6" 0.5 93 33
CD3"CD16" 0.5 40 78 NEU IL-4" 0.5 77 44
CD3CD16°CD56" 0.5 40 78 CD8" IL-8" 0.5 74 38
CD3'CD16'CD56 0.5 35 89 CDI9"IL-10" 0.5 69 50
CD14"CD32"(MFI) 0.5 24 94 MON TNF* 0.5 66 60
- - - - CD4" IL-4" 0.5 53 67
= = - - NEU IL-5* 0.5 51 67
- - - - MON IL-12" 0.5 41 80
= = - - CDS" IL-4" 0.5 33 86
- - - - CD19" IL-4" 0.5 27 100

Os achados oftalmolégicos empregados para definir o estado clinico (NL e L), bem como as caracteristicas imunoldgicas
foram medidos um ano apds o nascimento. TOXO = Lactentes com toxoplasmose congénita (n # = 81; n§ = 50); NL =
sem lesdo retinocoroidal (n # = 18; n§ = 9); L = lesdo retinocoroidal (n # = 63; n§ = 41); AUC = Area sob a curva ROC;
Se = Sensibilidade; Sp = especificidade.#Cut-off: CD14'CD16 DR'/CD14'CD16'=91.7; CD19'CD5=15.0; LYM=71.3;
CD3'=60.8; CD8'DR'=2.0; CD4'CD8"=1.1; NEU=24.0; CD14'CD64"(MFI)=181; CD19'=21.8; CD3'CD16 CD56'=1.3;
MON=5.9; CD3"CD56"=1.3; TCRap=59.1; CD19°CD23"=11.0; CD14°CD16/CD14'=7.1; CD4'DR"=3.2; CD3 CD16"
& CD3CD56'=8.9; E0S=8.0; TCRy§'=8.3; CD4'CD25"=6.1; CD3'CD56""=1.6; WBC(Contagem)=; CD19"CD5"=9.3;
CD8'=31.9; CD4'=40.4; CD3'CD16'=1.9; CD3'CD16'CD56'=5.7; CD3 CD16'CD56=1.6; CD14'CD32"(MFI)=229.
§Cut-off: NK IL-4"=2.3; MON IL-6"=2.6; NK TNF'=1.7; MON IL-4'=1.8; MON IL-1p"=3.5; CD4" IFN-y'=1.2; NK
IFN-y"=1.7; CD4'IL-10"=0.9; NEU IL-17A"=0.9; MON IL-10"=2.6; CDS8'IL-17A"=2.5; CD4'IL-17A"=1.7; CD8" IL-
5'=1.4; CD4"TNF'=1.1; NEU TNF'=1.7; CD4'TL-8'=1.0; NEU IL-8'=1.3; CD8'TNF'=1.5; CD4'TL-5'=0.8; CD8" IFN-
¥"=0.7; CD19"TNF'=1.5; NEU IL-10"=1.5; CD8'IL-10"=1.5; NEU IL-1$"=1.0; NEU IL-6"=3.0; NEU IL-4"=1.7; CD8"
IL-8'=1.4; CD19'TL-10"=1.3; MON TNF'=2.5; CD4" IL-4'=0.9; NEU IL-5'=1.4; MON IL-12'=1.7; CD8" IL-4'=1.2;
CDI19" IL-4'=1.4.

65



66

5.4. Desempenho detalhado de biomarcadores selecionados para o diagnéstico

complementar precoce de toxoplasmose congénita.

Informacgdes detalhadas de desempenho, incluindo curvas ROC de dois graficos (TG-
ROC), indices de curvas ROC e distribui¢do de grafico de dispersdo para os biomarcadores
selecionados durante a analise de triagem (CXCL9, células T CD4" CD25" e células T CD4"
IFN-y") sdo apresentado na Figura 1. As curvas TG-ROC foram empregadas para definir os
pontos de corte para cada biomarcador, capazes de segregar TOXO do CTL com a maior
acuracia (Figura 1, painéis a esquerda). A analise de dados indicou que niveis de CXCL9
acima de 6.754 pg/ml, frequéncia de células T CD4" CD25" acima de 4,8% e indice STAg/CC
para células T CD4" IFN-y" acima de 1,3% s3o os pontos de corte mais confiaveis para
discriminar TOXO de CTL (Figura 1, painéis do meio). Os parametros da curva ROC
ressaltaram o alto desempenho para esses biomarcadores, (AUC = 0,9; 0,9 e 0.8,
respectivamente) (Figura 1, painéis do meio). As distribui¢des de grafico de dispersdo de
valores individuais ilustram ainda a capacidade das CXCL9, células T CD4" CD25" e células

T CD4" IFN-y" para distinguir TOXO de CTL (Figura 1, painéis direitos).
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Figura 1 - Desempenho dos biomarcadores imunologicos para o diagnéstico precoce da toxoplasmose
congénita. Os niveis séricos de CXCL9 (pg/ mL) e as porcentagens de células T CD4" CD25" e células T CD4"
IFN-y" circulantes foram medidos conforme descrito em Material e métodos. As curvas TG-ROC foram tragadas
com base na sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) no eixo y versus ponto de corte no eixo x. As linhas
pontilhadas indicam o corte com maior acuracia. As curvas ROC foram tragadas considerando a sensibilidade
(Se) e o complemento da especificidade (100-Sp%) ao longo de uma faixa de pontos de corte. A area sob a curva
(AUQC) indica a acuracia global de cada biomarcador no diagnostico de toxoplasmose congénita pela segregacao
de TOXO de CTL. Os indices de desempenho (Cutt-off; Area sob a curva - AUC; Sensibilidade (Se);
Especificidade (Sp); Razdo de Verossimilhanga - LR (-) / LR (+) para os trés biomarcadores selecionados sdo
fornecidos na figura. Graficos de dispersdo ilustram os niveis de CXCL9 (pg / mL), bem como a frequéncia de
células T CD4" CD25" e células T CD4" IFN-y" em lactentes com toxoplasmose congénita (TOXO, circulos
pretos, n = 90) e controles saudaveis (CTL, circulos brancos, n = 24). A linha pontilhada representa o corte
previamente selecionado pela analise da curva TG-ROC e ROC. As frequéncias das amostras TOXO (Se) e CTL
(Sp) segregadas pelo ponto de corte sdo exibidos em cada grafico de dispersao.
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5.5. Desempenho de biomarcadores combinados para o diagnéstico precoce da

toxoplasmose congénita.

Na tentativa de melhorar o desempenho dos biomarcadores imunoldgicos como
ferramentas complementares para o diagndstico precoce da toxoplasmose congénita, os dois
principais biomarcadores de cada conjunto de parametros foram combinados em um
algoritmo sequencial gradual (Figura 2). Para este propdsito, novas bordas de corte foram
definidas para cada atributo da raiz (CXCL9, células T CD4" CD25" e células T CD4" IFN-y")
para melhorar a sensibilidade para fins de triagem. Um segundo biomarcador (CXCL10,
células Tyd e IL-12" MON, respectivamente) foi entio empregado como um atributo restritivo
para fornecer especificidade complementar. A acuracia obtida para o uso de biomarcadores
unicos ou combinados foi entdo comparada por andlise discriminante. A analise de dados foi
realizada com grupos de lactentes com medigao pareada de CXCL9: CXCLI10 (TOXO = 108
e CTL = 26), células T CD4" CD25": células Tyd (TOXO = 67 e CTL = 21) e células T
CD4'TFN-y": MON IL-12" (TOXO = 43 ¢ CTL = 10). Os resultados demonstraram um ligeiro
aumento no desempenho geral com o uso de CXCL9 — CXCL10 combinado (Acuracia =
91%) em comparagdo com o uso de CXCL9 sozinho (Acurdcia = 84%) (Figura 2A). No
entanto, a acuracia diminuida foi obtida para a combinacdo dos biomarcadores células T
CD4" CD25" — células Tyd = 84% e células T CD4" IFN-y" — MON IL-12" = 84% em
comparagdo com o uso de pardmetros tnicos (células T CD4" CD25" = 85% e células T CD4"

IFN-y "= 81%) (Figura 2B e C).
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Figura 2 - Desempenho da analise de biomarcadores individuais e combinados para o diagnodstico precoce
de toxoplasmose congénita. Trés conjuntos de biomarcadores incluindo (A) quimiocinas séricas, (B)
subpopulacdes de leucocitos e (C) citocinas intracelulares foram avaliados como parametros individuais e em
combinacdo para segregar TOXO de CTL. A andlise de biomarcador individual é exibida por graficos de
dispersdo individuais para os niveis séricos de CXCL9 (pg / mL) e porcentagens de células T CD4" CD25" e
células T CD4" IFN-y" circulantes em lactentes com toxoplasmose congénita (TOXO, circulos pretos," n ”é
indicado para cada biomarcador) e controles saudaveis (CTL, circulos brancos,” n ¢ indicado para cada
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biomarcador). A linha pontilhada representa os pontos de corte previamente selecionados pela analise da curva
ROC. A proporgao de TOXO e CTL entre os cut-offs é mostrada em cada grafico de dispersdo. Os resultados
falso-positivos e falso-negativos sdo sublinhados por circulos vermelhos. A andlise de biomarcadores combinada
foi realizada usando os dois principais biomarcadores com maior desempenho durante a analise individual.
Novos pontos de corte (cut-off) foram definidos para cada atributo (células T, CXCL9, células T CD4" CD25" e
células T CD4" IFN-y") para melhorar a sensibilidade para fins de triagem. O segundo biomarcador (CXCL10,
células TyS e MON IL-12°, respectivamente) foi empregado como um atributo rigoroso para fornecer
especificidade complementar. Planos de fundo cinza exibem os pacientes selecionados para a segunda rodada de
analise. A analise dos dados foi realizada com grupos de lactentes com medi¢des pareadas (“n” ¢ fornecido para
cada par de biomarcadores). A analise discriminante para analise de biomarcador individual e combinada ¢
fornecida abaixo de cada grafico de dispersdo. A acuracia da analise discriminante ¢ exibida no canto esquerdo
inferior de cada tabela inserida.
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A anélise adicional foi realizada com a combinagio gradual de células T CD4" CD25"
— CXCL9, usando um grupo selecionado de lactentes (TOXO = 37 e CTL = 15) com
medi¢do pareada desses atributos. Os resultados demonstraram um aumento relevante na
acurdcia para células T CD4" CD25" — combinagio CXCL9 (acuracia = 96%) em

comparagdo com células T CD4" CD25" usadas como um tinico parametro (acuracia = 90%)

(Figura 3).
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Figura 3 - Desempenho de analise individual de células T CD4" CD25" e anilise combinada de células T
CD4" CD25" ¢ CXCLY para o diagnéstico precoce de toxoplasmose congénita. O grafico de dispersdo ilustra
a analise individual de células T CD4" CD25" em lactentes com toxoplasmose congénita (TOXO, circulos
pretos, n = 37) e controles saudaveis de mesma idade (CTL, circulos brancos, n = 15). A linha pontilhada
representa o corte previamente selecionado pela analise da curva TG-ROC e curva ROC. As frequéncias das
amostras TOXO (Se) e CTL (Sp) segregadas pelos cut-offs sdo exibidas em cada grafico de dispersdo. Os
resultados falso-positivos e falso-negativos sdo sublinhados por circulos vermelhos. A analise individual de
biomarcadores foi realizada usando a frequéncia das porcentagens de células T CD4" CD25" circulantes para a
triagem e os niveis séricos de CXCL9 como uma segunda etapa para segregar lactentes com toxoplasmose
congénita (TOXO, olheiras, n = 37) de criangas da mesma idade saudaveis (CTL, circulos brancos, n = 15). A
linha pontilhada representa o corte previamente definido pela analise da curva ROC para o uso de um tnico
biomarcador. Planos de fundo cinza exibem os pacientes selecionados para a segunda rodada de andlise. A
propor¢ao de TOXO e CTL entre os cut-offs ¢ mostrada em cada grafico de dispersdo. Os retdngulos de linha
pontilhada mostram o numero de casos contabilizados na analise discriminante como resultados precisos. Os
resultados da analise discriminante, incluindo a analise de biomarcadores individuais e combinados, sdo
demonstrados nas tabelas inseridas abaixo de cada grafico de dispersdo. A acuracia da analise discriminante €
exibida no canto esquerdo inferior de cada tabela inserida.



72

5.6. Desempenho de células T IFN-y" CD4" mais IFN-y" CD8" como diagnéstico
precoce de toxoplasmose congénita.

O desempenho da produgdo de células T IFN-y" induzida por 7. gondii observada em
estimulos de curto prazo in vitro foi ainda avaliado como biomarcador complementar para o
diagnostico precoce de toxoplasmose congénita. Para este propoésito, a soma das células T
CD4" IFN-y" e células T CDS8" IFN-y" (Y IFN-y" CD4" & CDS8") foi calculada e o
desempenho avaliado por TG-ROC e analise da curva ROC (Figura 4). A borda de corte
(Indice STAg / CC = 1%) foi definida pela analise TG-ROC como o valor mais confiavel para
obter os maiores indices de desempenho. Foi obtida uma alta acuracia global (AUC = 0,9)
juntamente com elevada sensibilidade (Se = 98%) e especificidade moderada (Sp = 70%)

(Figura 4).
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Figura 4: Desempenho das células T produtoras de IFN-y (3 IFN-y" CD4" ¢ CD8") para o diagnéstico
precoce de toxoplasmose congénita. A curva TG-ROC foi plotada com base no eixo y versus corte no eixo x. A
linha pontilhada vertical representa cut-off com maior acurdcia. As curvas ROC foram tracadas considerando a
sensibilidade (Se%) e o complemento da especificidade (100-Sp%). Os indices de desempenho (Cut-off; Area
sob a curva - AUC; Sensibilidade (Se); Especificidade (Sp); Razdo de verossimilhanga - LR (-) / LR (+)) s@o
fornecidos na figura. Os graficos de dispersdo ilustram as porcentagens de células T positivas para IFN -y (3
IFN-y" CD4" & CD8") em lactentes com toxoplasmose congénita (TOXO, circulos pretos, n = 49) e controles
saudaveis de mesma idade (CTL, circulos brancos, n = 10). A linha pontilhada representa o cut-off previamente
selecionado pela analise das curvas TG-ROC e ROC. As frequéncias das amostras TOXO (Se) ¢ CTL (Sp)
segregadas pelos cut-offs sdo exibidas no grafico de disperséo.
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5.7. Desempenho de células T CD4" IL5" e células NK IFN-y" para o prognéstico
precoce de toxoplasmose congénita

A fim de verificar a caracteristica operacional de novos biomarcadores para o
prognostico precoce da infeccdo congénita por 7. gondii, uma analise detalhada de células T
CD4" IL5" e células NK IFN-y" foi realizada em subgrupos TOXO comparando NL vs L e
AL vs CL, respectivamente (Figura 5). As curvas TG-ROC foram usadas para determinar os
pontos de corte do Indice STAg / CC mais adequados (células T CD4" IL5" = 1,1% e células
células NK IFN-y'= 1,3%) para o progndstico precoce preciso da infec¢do congénita por T
gondii (Figura 5, painéis da esquerda). A analise da curva ROC indicou o alto desempenho
desses biomarcadores para distinguir NL de L (AUC = 0,8) e AL de CL (AUC =0,9) (Figura
5, painéis do meio). Os graficos de dispersdo de valores individuais ilustram ainda a
capacidade das células T CD4" IL5" e células NK IFN-y" para categorizar lactentes TOXO

com base em seu estado de lesdes retinocoroidais (Figura 5, painéis direitos).
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Figura 5: Desempenho de citocinas intracelulares produzidas por células T para o progndstico precoce da
toxoplasmose congénita ocular. Os biomarcadores selecionados, células T CD4 " produzindo IL-5 (CD4" IL-5)
e células NK produzindo IFN-y (NK IFN-y"), foram avaliados quanto ao seu desempenho como novos
parametros laboratoriais para o progndstico precoce da infec¢do ocular congénita por 7. gondii. O desempenho
de células CD4" IL-5" foi testado para discriminar lactentes com toxoplasmose congénita com lesdes
retinocoroidais (L) daqueles sem (NL) lesdes retinocoroidais. A frequéncia de células NK IFN-y" foi testada
quanto a sua capacidade de segregar lactentes com lesdes retinocoroidais ativas (AL) ou cicatriciais (CL). A
curva TG-ROC foi construida considerando a sensibilidade (Se) e a especificidade (Sp) no eixo y versus corte no
eixo x. A linha pontilhada vertical mostra o corte com a maior acuracia. As curvas ROC foram tragadas
considerando a sensibilidade (Se%) e o complemento da especificidade (100-Sp%). Os indices de desempenho
(corte; Area sob a curva - AUC; Sensibilidade (Se); Especificidade (Sp); Razdo de verossimilhanga - LR (-) / LR
(+) sdo fornecidos na figura. Os graficos de dispersdo ilustram as porcentagens de células CD4" IL-5" em
lactentes com (L, circulos pretos, n = 41) ou sem lesdes retinocoroidais (NL, circulos brancos, n = 10), bem
como a porcentagem de células NK IFN-y" em lactentes com lesdo ativa (AL, circulos brancos, n = 14) ou lesio
retinocoroidal cicatricial (CL, circulos pretos, n = 12). A linha pontilhada exibe os pontos de corte (cut-off)
selecionados pela andlise da curva TG-ROC e ROC. As frequéncias dos lactentes acima e abaixo dos cut-off sao
exibidos em cada grafico de dispersao.
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6. DISCUSSAO

A infeccdo congénita por 7. gondii pode levar a graves sequelas neuroldgicas e
oftalmoldgicas e, portanto, o diagnostico precoce ¢ relevante para apoiar o manejo clinico
imediato e a intervencdo terapéutica (DE CASTRO et al.,, 2017). Os métodos mais
comumente empregados para o diagndstico da toxoplasmose congénita em recém-nascidos e
lactentes s@o a deteccao com base na sorologia de anticorpos IgM, IgG e IgA especificos para
T. gondii (ZHANG et al., 2016, VILLARD et al., 206). Embora esses métodos classicos
possam fornecer diagnostico diferencial de toxoplasmose adquirida aguda, cronica ou
reativada, eles tém pouca relevancia para o diagnostico precoce de toxoplasmose congénita,
especialmente devido a transferéncia passiva de persisténcia de longo prazo de IgG especifico
de T. gondii materno para criangas em risco para toxoplasmose congénita (PINON et al.,
1996). Em geral, o diagnostico sorologico definitivo de toxoplasmose congénita requer
acompanhamento subsequente por pelo menos um ano (POMARES; MONTOYA, 2016,
DARD et al., 2017).

Véarios métodos analiticos tém sido propostos como biomarcadores laboratoriais
complementares para o diagndstico precoce da toxoplasmose congénita, com alta
sensibilidade e especificidade, visando melhorar a tomada de decisdo clinica (DE CASTRO et
al.,, 2017, MAHMOUDI et al., 2017). No presente trabalho avaliamos a sensibilidade e
especificidade de um amplo espectro de pardmetros imunoldgicos e caracterizamos sua
acuracia como biomarcadores complementares para o diagnostico precoce e prognostico da
toxoplasmose congénita. A andlise incluiu a medicdo dos niveis séricos de quimiocinas e
citocinas, juntamente com a quantificacdo de subconjuntos de leucécitos circulantes e analise
de citocinas intracelulares por estimulagdo in vitro de curto prazo especifica para antigenos.

Nossos dados demonstraram que CXCL9 e CXCL10 tém bom desempenho para
discriminar lactentes infectados por 7. gondii de controles ndo infectados de mesma idade.
Além disso, também observamos que a analise combinada de CXCL9 e CXCL10 melhora a
acuracia desses biomarcadores para diagnosticar toxoplasmose. Anteriormente, mostramos
niveis aumentados de CXCL9 e CXCL10 séricos em lactentes infectados por 7. gondii logo
ap6s o nascimento (DE ARAUJO et al., 2017). Altos niveis de quimiocinas também foram
descritos no humor aquoso de pacientes com toxoplasmose ocular primaria ou recorrente em
comparagdo com controles sem doenga (THIEME et al., 2019). E bem descrito que a resposta

imune induzida pela infeccdo por 7. gondii ¢ mediada por um microambiente rico de células
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ativadas e mediadores inflamatorios soluveis, incluindo quimiocinas, citocinas e fatores
celulares (DUNAY et al, 2008, NOROSE et al, 2011, FURTADO et al.,, 2012,
GOLDSZMID et al., 2012, ANDRADE et al., 2013, OCHIAI et al., 2015, TOSH et al.,
2016, DE ARAUIJO et al., 2017). Ja foi relatado que a expressdo de CXCL9 e CXCL10 na
retina foi significativamente regulada positivamente em modelo experimental de
toxoplasmose ocular (NOROSE et al., 2011). CXCL9 tem se mostrado crucial para recrutar e
ativar células T para controlar a infec¢do por 7. gondii (OCHIAI et al., 2015). E importante
notar que CXCL10 aumentou a transmigragdo de preparagdes de células dendriticas derivadas
de monocitos humanos infectadas com 7. gondii em dire¢cdo ao endotélio retinal humano
(FURTADO et al., 2012). Esses achados apoiam a relevancia da medicdo de CXCL9 e
CXCL10 como ferramentas complementares para o diagnodstico precoce da toxoplasmose
congeénita.

Além da analise de biomarcadores séricos, nossos resultados mostraram que a analise
ex vivo de subpopulacdess de leucocitos circulantes pode ser empregada como teste
imunolégico complementar para o diagnostico precoce da toxoplasmose congénita. A
avaliagdo de células Tyd e células T CD4" CD25" apresentou alto desempenho para distinguir
TOXO de CTL. Embora a analise combinada de células T CD4" CD25" e Tyd nido melhore a
acuracia desses biomarcadores para o diagnéstico precoce, a avaliagio de células T CD4"
CD25" seguida de CXCL9 levou a um aumento no desempenho do diagnéstico.
Demonstramos anteriormente que as caracteristicas fenotipicas das respostas imunes inatas e
adaptativas em lactentes com toxoplasmose congénita forneceram informagdes relevantes
para a pesquisa adicional de parametros laboratoriais com aplicacdes clinicas putativas
(MACHADO et al.,, 2014). Da mesma forma, outros estudos mostraram alteragcdes em
elementos do sistema imunoldgico durante a toxoplasmose congénita. Machado et al. (2014)
sugeriram que o nivel aumentado de contagem de células T TCRyd ™ foi um bom biomarcador
de morbidade em lactentes com toxoplasmose congénita. Estudos anteriores propuseram a
dosagem de células T CD25" por estimulagdo especifica do 7. gondii como um teste simples,
sensivel e especifico para o diagndstico de toxoplasmose congénita para os casos em que 0s
testes sorologicos eram imprecisos (FATOOHI et al., 2003, CIARDELLI et al., 2008). Um
desses estudos também mostrou que a avaliacdo da resposta especifica de células T, como
expressdao de CD25 e HLA-DR, producdo de IFN-y por células T e proliferacao de células T
suportou o diagndstico de neonatos infectados por 7. gondii, 3 meses ou mais (CIARDELLI

et al., 2008). Em relacdo ao marcador de ativagdo CD25, foi demonstrado que a expressdo de
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CD25 aumenta nas células T apds estimulagdo in vitro de longo prazo de células
mononucleares do sangue periférico com antigenos de 7. gondii. Nossos dados mostraram
uma diminuigdo nana frequéncia de células T CD25" CD4" circulantes de recém-nascidos
com 30-45 dias de idade infectados com TOXO 7. gondii em comparagdo com controles nao
infectados da mesma idade.

Uma resposta pro-inflamatéria proeminente de células T CD4" e CD8", caracterizada
por altos niveis de IFN-y, foi relatada durante uma toxoplasmose congénita; tanto nos casos
sem envolvimento ocular quanto naqueles com lesdo retinocoroidal ativa ou cicatricial
(CARNEIRO et al., 2016). Nesse contexto, nossos resultados induzidos que a producdo de
IFN-y pelas células T CD4" apds estimulagdo de duragdo com antigeno de 7. gondii tem alta
acuracia para o diagnostico precoce da toxoplasmose congénita. Além disso, a producdo de
IFN-y pelas células T CD4" e CD8" revela um desempenho ainda maior para o diagndstico.
Uma andlise do IFN-y secretado produzido pela estimulagdo com antigenos do 7. gondii,
conhecido como IGRA, tem sido usado como método de diagnostico da toxoplasmose. Em
geral, esses testes baseados em células T tém sido considerados uma ferramenta diagndstica
sensivel e especifica para toxoplasmose congénita, complementar aos testes sorologicos
(CHAPEY et al., 2010, CHAPEY et al., 2015, MAHMOUDI et al., 2017). A medicao de
citocinas intracelulares adiciona informagdes relevantes aquelas realizadas no soro, uma vez
que descreve em detalhes a fonte celular de mediadores imunologicos relevantes. Esse
conhecimento ¢ relevante ndo apenas para propor novas ferramentas laboratoriais, mas
também como uma importante contribuicdo para o melhor entendimento da resposta imune na
toxoplasmose congénita.

Nesse sentido, mostramos que a producdo de IFN-y pelas células NK apresenta alta
acuracia para discriminar lactentes com lesdes retinocoroidais ativas ou cicatriciais. O IFN-y
produzido pelas células NK ¢é importante para regular a dindmica das células inflamatoérias e
também para conduzir a diferencia¢do celular para o inicio da resposta imune ao 7. gondii
(ANDRADE et al., 2013). No entanto, em que extensdo essa citocina estd associada ao
envolvimento ocular ainda ndo ¢ conhecido. Nossos resultados também mostraram que a
produgio de IL-5 pelas células T CD4" foi capaz de distinguir com alta acurécia lactentes com
lesdes retinocoroidais daqueles sem doenga ocular. Assim, embora a avaliagcdo de células NK
produtoras de IFN-y forneca um biomarcador putativo para o prognostico precoce de
toxoplasmose congénita, a analise de células T CD4" IL-5" apos estimulagio de antigenos de

T. gondii ¢ um marcador prognostico potencial de envolvimento ocular em lactentes com
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toxoplasmose congénita. A regulagdo positiva de IL-5 foi relacionada a caracteristicas clinicas
graves de toxoplasmose ocular com niveis aumentados de IL-5 encontrados em amostras de
humor aquoso de pacientes com toxoplasmose ocular aguda e recorrente (DE-LA-TORRE et
al., 2014).

Em conjunto, nossos achados reforcam a importancia da avaliagdo de elementos da
resposta imune como biomarcadores para definir o diagnostico precoce e o prognostico da
toxoplasmose congénita. Este estudo rastreou uma variedade de ensaios imunologicos para
medir pardmetros especificos ex vivo e pds-estimulagdo do 7. gondii definindo biomarcadores
com alta acurdcia para o diagnéstico e prognodstico da toxoplasmose congénita. Propomos os
niveis de CXCL9 e CXCLI10, as frequéncias de células T CD4" CD25" e a frequéncia de
células T CD4" produtoras de IFN-y especificas de 7. gondii apresentadas como
biomarcadores capazes de distinguir com alta acuracia lactentes com toxoplasmose congénita
de ndo infectados controles saudaveis. As analises combinadas de células T CD4" CD25" e
CXCL9 e produgdo de IFN-y por células T CD4" ¢ CD8" tém uma acuricia ainda maior como
biomarcadores de toxoplasmose congénita. Quanto ao progndstico precoce, células T IL5"
CD4" especificas de T. gondii ¢ IFN-y produzidos por células NK apresentaram alta acuracia
para definir, respectivamente, o envolvimento ocular e a fase aguda / crénica da toxoplasmose
ocular em lactentes com doenca congénita. Juntos, esses achados apoiam a relevancia do
emprego dos elementos da resposta imune mediada por células como biomarcadores com
potencial para endossar o diagndstico precoce e o prognodstico da toxoplasmose congénita.
Essas analises desses biomarcadores tém potencial para serem utilizadas como abordagens
complementares para contribuir para um melhor manejo clinico e intervengdo terapéutica
durante a toxoplasmose congénita. O presente estudo pode ter algumas limitagcdes em relagao
ao numero de amostras avaliadas e requer validagdo adicional em investiga¢des futuras. No
geral, esses achados apoiam a relevancia de empregar os elementos da resposta imune
mediada por células como biomarcadores com potencial para endossar o diagnodstico precoce
e o progndstico da toxoplasmose congénita. Nossa proposta ¢ que, mediante sorologia
positiva para toxoplasmose congénita logo apds o nascimento (rastreamento IgM positivo em
amostras de pun¢ao de calcanhar, imediatamente apo6s o nascimento, ¢ IgM / IgG positivo 30-
45 dias ap6s o nascimento) deve ser realizada analise complementar por biomarcadores

séricos, imunofenotipicos e funcionais em laboratérios de referéncia especializados.
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1. INTRODUCAO

A toxoplasmose congénita (TC) é uma doenca parasitaria resultante da transmissdo
transplacentaria do parasita protozoario Toxoplasma gondii que ocorre predominantemente
apos a infec¢do primaria durante a gravidez (MONTOYA; REMINGTON, 2008; PIAO et al.,
2018). A incidéncia de TC depende da auséncia de imunidade prévia da mae e da taxa de
exposicdo ao 7. gondii durante a gravidez. A prevaléncia de CT difere entre as regides como
resultado de multifatoriais epidemiologicos, ambientais, comportamento cultural e condigoes
sanitarias (PETERSEN et al., 2012; MAREZE et al., 2019) . A incidéncia global estimada de
TC ¢ de aproximadamente 1,5 casos em 1.000 nascidos vivos (TORGERSON;
MASTROIACOVO, 2013). A América do Sul ¢ a regido geografica com maior prevaléncia
de CT, com circulagdo dos genotipos mais patogénicos de 7. gondii (SHWAB et al., 2018).
No Brasil, a prevaléncia estimada varia de 0,3-3,4 / 1.000 nascidos vivos (DA SILVA et al.,
2015).

Embora a TC seja subclinica em aproximadamente 75% dos recém-nascidos
infectados, a infeccdo pode apresentar uma ampla gama de manifestacdes clinicas, causando
doenga grave e incapacitante tanto no feto em desenvolvimento quanto no recém-nascido
(MOMBRO et al., 2015, ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012, MCAULEY, 2014). A
retinocoroidite, calcificacdes intracranianas e hidrocefalia sdo consideradas a triade classica
da TC (GRAS et al., 2002). Dentre as manifestacoes clinicas da TC, a retinocoroidite ¢ um
dos desfechos mais comuns relatados no Brasil (STRANG et al., 2020). As consequéncias
para os lactentes que podem resultar em perda parcial ou total da visdo dependem do local
onde as lesoes se desenvolvem e da extensao do tecido afetado (PLEYER et al., 2014). Novas
lesdes retinocoroidais desenvolvidas apds o primeiro ano de vida sdo comuns mesmo em
pacientes tratados, o que indica a importdncia do acompanhamento em longo prazo dos
pacientes com TC (LAGO et al., 2020).

Os eventos fisiopatologicos associados ao desenvolvimento da lesdo ocular na TC
envolvem mecanismos multifatoriais, sendo a lise celular mediada pelo parasita relatada como
a principal causa de destruicdo tecidual. Além disso, as respostas inflamatorias exacerbadas
também podem contribuir para a gravidade da doenca ocular (DODDS et al., 2008; REY et
al., 2013) e eventos modulatorios, capazes de contrabalangar a resposta inflamatoria
exacerbada, sdo relevantes para controlar os danos causados pela infeccdo (CALABRESE et
al., 2008, CORDEIRO et al., 2017). Alguns estudos apoiam que diferentes microambientes

imunolégicos nos estagios iniciais da TC estdo associados a estados distintos de lesdes
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retinocoroidais (MACHADO et al., 2014). Altos niveis de mondcitos CD14™ CD16" HLA-
DR"#" ¢ células NK-CD56™ ¢ um estado proé-inflamatério proeminente de células T CD4" e
CDS8", mediado pela produgdo de IFN-y e IL-17 sdo predominantes em lactentes com lesido
retinocoroidal ativa (MACHADO et al., 2014, CARNEIRO et al., 2016). Por outro lado, a alta
producdo de IL-10 por neutrofilos e monocitos foi a marca registrada de lactentes com lesoes
retinocoroidais cicatriciais (CARNEIRO et al., 2016).

Com o objetivo de controlar o desfecho clinico da TC, o esquema terapéutico mais
utilizado inclui o uso combinado de pirimetamina com sulfonamida (VILLENA et al 1998,
PETERSEN; SCHMIDT, 2003). O objetivo imediato do inicio terapéutico precoce ¢ inativar
rapidamente as formas proliferativas do parasita, controlando assim o estado inflamatorio e
reduzir o risco de ativagdo da infeccdo mais tarde na vida. Esquema terapéutico estendido
durante o primeiro ano de vida tem sido proposto para controlar a infeccdo até que a crianga
desenvolva uma resposta imune eficaz para inibir a proliferagdo do parasita (PETERSEN;
SCHMIDT, 2003, GILBERT et al., 2009). No entanto, foram relatados efeitos adversos de
longo prazo da terapia com sulfadiazina / pirimetamina, incluindo distarbios hematolégicos,
principalmente neutropenia, como resultado da supressdo da medula 6ssea (CARELLOS et
al., 2014).

Embora alguns estudos relatem o efeito terapéutico benéfico no estado das lesdes
retinocoroidais, efeitos adversos putativos também foram observados em criangas com TC
(PHAN et al., 2008, CARELLOS et al., 2014). No entanto, ndo ha estudos abordando o
impacto da intervengdo terapéutica no perfil imunoldgico de criangas com toxoplasmose
congeénita.

No presente estudo, avaliamos o perfil imunologico de criangas com toxoplasmose
congénita, um ano apos o inicio do tratamento etioldgico, durante o acompanhamento desta
coorte. A fenotipagem imune de leucocitos circulantes ex vivo e perfis de citocinas
intracelulares foram avaliados por estimulagdo de curto prazo usando pequenos volumes de
amostras de sangue total. Embora a intervencdo terapfutica precoce resulte em lesdes
cicatriciais em todos os lactentes avaliados, alteragdes de longo prazo no estado fenotipico e
funcional das células imunes sdo encontradas um ano apods o tratamento, revelando perfis

distintos dependendo do envolvimento ocular observado antes do inicio do tratamento.
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2. JUSTIFICATIVA

A transmissdo vertical de 7. gondii pode causar varias sequelas, com apresentagido
de manifestagdes clinicas do nascimento até a vida adulta. O resultado varia entre
infeccdo assintomatica, morte fetal intrauterina e nascimento de criangas gravemente
afetadas. Além das lesdes oculares, o comprometimento cerebral ¢ uma das manifestacdes da
toxoplasmose congénita. Dentre os fatores que parecem agravar esta situagdo estdo a auséncia
do diagnoéstico e tratamento precoces, decorrentes da auséncia de um acompanhamento
inadequado ou ausente de gestantes de alto risco.
O tratamento imediato de gestantes e recém-nascidos com suspeita de TC pode
minimizar os efeitos da doenca.

Apos o diagnostico e inicio do tratamento da toxoplasmose congénita ¢ de extrema
importancia que o monitoramento de lactentes nascidos de maes soropositivas para a infecgao
continue, devido a possibilidade de novas manifestagdes clinicas se desenvolverem depois do
primeiro ano de vida. Apesar dessa necessidade, atualmente pouco se sabe sobre os efeitos da
intervencdo terapéutica na resposta imunologica de lactentes tratados. A literatura mostra que
existe uma complexa interacdo entre o hospedeiro e o 7. gondii durante a toxoplasmose
congénita e adquirida, que pode ser a base de mudancas de longo prazo nas caracteristicas
metabdlicas, epigenéticas, fenotipicas e funcionais da resposta imune. Com isso, ressalta-se a
importancia deste trabalho, que teve como foco analisar o perfil de biomarcadores celulares e
moleculares de lactentes com toxoplasmose congénita, apds um ano do inicio do tratamento

etiologico.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o impacto do tratamento etioldogico precoce no perfil de biomarcadores

celulares e moleculares na toxoplasmose congénita.

3.2

Objetivos especificos

Avaliar alteracdes no perfil imunolégico de leucocitos circulantes de lactentes com
toxoplasmose congénita, apds tratamento etiologico.

Avaliar alteragdes na producdo de citocinas intracitoplasticas, apds estimulo de curto
prazo com antigeno de T. gondii in vitro, de lactentes com
toxoplasmose congénita, apos tratamento etioldgico.

Verificar se as alteragdes no perfil imunoldgico apds tratamento etiologico estdo
relacionadas com os achados clinicos da avaliagdo oftalmologica no periodo de 30 a 45

dias apos nascimento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Populacio de estudo e amostragem.

Trata-se de um estudo observacional realizado como parte de uma investigacdo
prospectiva da triagem neonatal para toxoplasmose congénita, coordenada pelo grupo de
pesquisa multidisciplinar (Grupo Brasileiro de Toxoplasmose Congénita da UFMGQG),
implementada entre novembro de 2006 a maio de 2007 em Minas Gerais, Brasil. A
investigacdo prospectiva original compreende a coleta em papel de filtro de sangue total por
puncdo de calcanhar, imediatamente apds o nascimento, de um total de 146.307 recém-
nascidos para rastreamento de IgM anti-7. gondii (Q-Preven TOXO ELISA, Symbiosis,
Leme, Brasil). Lactentes com resultados positivos ou indeterminados com IgM anti-7. gondii
e suas respectivas maes foram submetidos a punc¢do venosa para coleta de sangue total para
testes sorologicos confirmatdrios pela pesquisa de [gM e IgG anti-7. gondii (Enzyme-Linked
Fluorometric Assay, ELFA-VIDAS, BioMérieux SA, Lyon, Franca). Todas as maes
apresentaram resultados positivos para IgM e / ou IgG anti-T. gondii por ELFA-VIDAS.

Todos os lactentes receberam atendimento médico mensal de especialistas clinicos
primarios em doengas infecciosas. A avaliagdo oftalmologica foi realizada 30-45 dias apds o
nascimento por dois médicos especialistas em retina / uveite independentes, assistidos por
uma enfermeira treinada de acordo com um protocolo padrdo, conforme relatado
anteriormente por Vasconcelos et al. (2009). Os achados fundoscopicos foram usados para
definir o estado basal da lesdo retinocoroidal. Apés a primeira consulta, lactentes positivos
com IgM e / ou IgG anti-7. gondii por ELFA-VIDAS receberam o tratamento classico
proposto pelo Chicago Toxoplasmosis Study Group (McAuley et al., 1994) compreendendo:
Sulfadiazina (duas doses diarias de 100mg / kg / dia) e Pirimetamina (dose diaria nos
primeiros 6 meses seguidos por uma dose 3 vezes por semana de 1mg / kg / dia) durante 1
ano. O acido folinico foi usado continuamente 3 vezes por semana na dose de 7,5mg / dose
por um ano e interrompido uma semana apos o término do tratamento com Sulfadiazina e
Pirimetamina. As doses foram ajustadas mensalmente de acordo com os pesos corporais.

Lactentes com resultados positivos persistentes para anti-7. gondii (IgG ELFA) com
um ano de idade foram considerados casos de toxoplasmose congénita (TOXO). Lactentes
com resultados negativos para anti-7. gondii aos 12 meses de idade foram considerados
controles ndo infectados (NI, n = 6). O acompanhamento oftalmoldgico foi realizado um ano

ap6s o nascimento. Os lactentes com diagndstico confirmado de toxoplasmose congénita,
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submetidos ao tratamento, foram selecionados um ano apds o inicio do tratamento, em
amostragem ndo probabilistica de conveniéncia para coleta adicional de sangue periférico
(TOXO1-3p0a1, n = 81). Os achados oftalmologicos observados um ano apds o inicio do
tratamento foram considerados para definir o "estado de lesdo retinocoroidal atual" como: L (-
) = lactentes sem lesdes retinocoroidais (n = 18) e L (+) = lactentes com lesoes retinocoroidais
cicatriciais (n = 63). O estado basal da lesdo retinocoroidal, definido 30-45 dias apds o
nascimento, foi usado para categorizar retrospectivamente o L (+) (n = 63, todos com lesdes
retinocoroidais cicatriciais atuais) em trés subgrupos de acordo com a "evolugdo do estado
basal da lesdo retinocoroidal" da seguinte forma: AL — CL (n = 9) - lactentes com lesdes
retinocoroidais ativas no inicio do estudo, ACL — CL (n = 30) - lactentes com lesdes
retinocoroidais ativas / cicatriciais mistas no inicio do estudo ¢ CL=CL (n = 24) - lactentes
com lesdes retinocoroidais cicatriciais desde o inicio.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais,
protocolo 298/06. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes e
regulamentacdes brasileiras. Mediante consentimento informado assinado pela mae ou
representante legal, amostras de sangue total (SmL em EDTA e 7mL em heparina) foram
coletadas de cada bebé para caracterizar o perfil fenotipico e funcional de subconjuntos de

leucocitos circulantes.

4.2. Imunofenotipagem de leucocitos circulantes ex vivo

Amostras de sangue total, coletadas em EDTA, foram utilizadas para analise
imunofenotipica de leucécitos circulantes ex vivo de acordo com relatado anteriormente (DE
ARAUIJO et al., 2020). Aliquotas de sangue total (50 uL) foram incubadas em temperatura
ambiente por 30 minutos com um painel de anticorpos monoclonais para marcadores de
superficie celular, para identificar: Subconjuntos de mondcitos - anti-CD14 (TiK4), anti-
CD16 (3G8) anti-CD32 (FLIS8.26), anti-CD64 (10.1), anti-HLA-DR (TU36); Subconjuntos de
células NKT e células NK - anti-CD16 (3GS8), anti-CD56 (B159); Subconjuntos de células T -
anti-CD3 (UCHT]1), anti-TCRa3 (WT31), anti-TCRys (11F2), anti-CD4 (RPA-T4), anti-CD8
(B9.11) anti-HLA -DR (TU36) e subconjuntos de células B - anti-CD5 (L17F12), anti-CD19
(4G7), anti-CD23 (M-L233), conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina
(PE) ou Tricolor (TC ), adquirido na Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA) e na
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BD Bioscience (San Diego, CA, EUA). Apds a incubacdo, as amostras foram tratadas, por 10
minutos a temperatura ambiente, com 1mL de solucdo de lise FACS (BD Biosciences, San
Diego, CA, EUA). Em seguida, a suspensdo celular foi lavada (800 xg, 7min a 4°C) com 1mL
de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) e fixada com 300 pL de solugdo fixadora de
FACS (10g / L de paraformaldeido, 10,2g / L de cacodilato de sodio, 6,67g / L de cloreto de
sodio, pH 7,2, todos adquiridos de SIGMA, St. Louis, MO, EUA). As células coradas foram
mantidas a 4°C por até 24 horas antes da aquisi¢d@o por citometria de fluxo. Um total de
30.000 eventos / amostra foram adquiridos em um instrumento FACSCalibur (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA) usando o software CellQuest. A analise dos dados foi
realizada com o software FlowJo (versdao 10.3; TreeStar, Ashland, OR, EUA). Os resultados
foram expressos inicialmente como porcentagem de células selecionadas (Figura 1A). Os
dados finais foram expressos em contagens absolutas (células / mm3), considerando as
contagens diferenciais de leucdcitos realizadas em analisador hematoldgico automatizado

(Sysmex XE2100, Kobe, Hyogo, Japao).

4.3. Perfil funcional de leucdcitos circulantes in vitro em cultura de curto prazo

Amostras de sangue total heparinizado foram utilizadas para cultura de curto prazo in
vitro realizada em tubos de polipropileno de 5SmL (BD Bioscience, Bedford, MA, EUA),
como segue: 500uL de sangue total foram incubados com 500uLl. de meio do Roswell Park
Memorial Institute (RPMI-16-40) na presenca de 10uL de antigeno soluvel de 7. gondii
(STAg, preparado conforme descrito anteriormente por Gazzinelli et al. (1991), na
concentragdo final de Sug / mL (cultura estimulada por STAg) ou na presenga de 10uL. de
RPMI-1640 [Cultura de controle - (CC)] por 12 horas a 37 ° C, 5% de atmosfera de CO, em
uma incubadora umidificada. Apds a incubagdo, 10uL de Brefeldin A (SIGMA, St Louis, MO
, EUA), a uma concentragdo final de 10 pg / mL, foi adicionado a cada tubo e as culturas de
células incubadas por mais 4 horas. As culturas de células foram entdo tratadas com 100uL de
EDTA a uma concentragdo final de 2 mM por 15 minutos em temperatura ambiente. Apos a
incubacdo das células foram lavados (800 xg, 7min a 4°C) com 2mL de PBS suplementado
com 5% de albumina de soro bovino (PBS-5% BSA) e ressuspensos i n ImL de PBS-5%
BSA. Aliquotas de células foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente com
anticorpos monoclonais para marcadores de superficie celular marcados com FITC ou TC,

para identificar: mondcitos —anti-CD14-TC; Células NK - anti-CD16-TC; Subconjuntos de
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células T - anti-CD4-TC, anti-CD8-TC e células B - anti-CD19-TC, todos adquiridos na BD
Bioscience, San Diego, CA, EUA. Os eritrocitos foram entdo lisados e as células fixadas com
ImL de solucdo de lise FACS (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) por 10 minutos em
temperatura ambiente, as células foram lavadas com ImL de PBS-5% BSA e permeabilizadas
com ImL de PBS-5 % BSA com 0,5% saponina durante 10 minutos a temperatura ambiente.
As células foram entdo lavadas e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente com
anticorpos monoclonais para citocinas, conjugados com PE: anti-IL-8 (AS14), anti-IL-1
(AS10), anti-IL-6 (AS12) , anti-TNF (Mabl1), anti-IL-12 (C11.5), anti-IFN-y (4S.B3), anti-
IL-17A (SCPL1362), anti-IL-4 (8D4-8), anti-IL-5 (TRFKS) ou anti-IL-10 (JES3-19F1), todos
adquiridos na BD Bioscience, San Diego, CA, EUA. Apés a lavagem, as células foram
fixadas com solugdo fixadora FACS e armazenadas a 4°C por até 24 horas antes da aquisi¢ao
da citometria de fluxo. Um total de 20.000 eventos / amostra foram adquiridos em um
instrumento FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e o software CellQuest. Os
dados foram analisados por meio do software FlowJo (versdo 10.3; TreeStar, Ashland, OR,
EUA). Estratégias distintas de gating foram empregadas para selecionar mondcitos
(CD14High) e linfécitos (FSCLowSSCLow) e graficos de pontos bidimensionais usados para
avaliar a frequéncia de células positivas para citocinas em culturas estimuladas por CC e
STAg (Figura 1B). Os resultados foram expressos como indice STAg / CC calculado como a

proporgao de citocina + células na cultura STAg dividida pela cultura CC correspondente.
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Figura 1. Graficos de citometria de fluxo representativos empregados para estratégia de gating para anailise
fenotipica e funcional de leucdcitos circulantes de lactentes com toxoplasmose congénita. (A) Fluxogramas
ilustrativos da estratégia de gating empregada para a andlise fenotipica de subpopulagdes de mondcitos, de células T e
NK. Os monbcitos foram selecionados pela primeira vez com base em sua alta expressio de CDI14. A seguir,
caracteristicas fenotipicas adicionais foram analisadas conforme ilustrado pela expressio de CD16, CD32 e CD64. A
analise das células NK iniciou-se com a selecdo dos linfocitos de acordo com suas propriedades morfométricas
(Tamanho-FSC e granularidade-SSC) seguida da sele¢do da expressdo de CD3 para identificar células NK (CD3) e T
(CD3"). Posteriormente, a analise da expressdo de CD16 ¢ CD56 foi empregada para identificar subconjuntos de células
NK. Os subconjuntos de células T também foram analisados dentro dos eventos selecionados de CD3", conforme
ilustrado pela quantificagdo dos subconjuntos TCRaf e TCRyd. A analise de subpopulagdes de células T também foi
realizada por selegdo inicial de linfocitos totais seguido pela selegdo de células CD4" e CD8" e a anilise de caracteristicas
fenotipicas adicionais, conforme ilustrado pela expressdo de HLA-DR. (B) Fluxogramas ilustrativos da estratégia de
gating empregada para analise funcional de subpopulagdes de mondcitos, de células NK e T com base na expressdo de
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quimiocinas e citocinas intracitoplasmaticas apos estimulos in vitro na auséncia (Cultura de controle - CC) e na presenga
de 10 pL de antigeno soluvel de 7. gondii (cultura estimulada - STAg). Os mondcitos foram selecionados inicialmente
com base em sua alta expressdo de CD14. Em seguida, a analise funcional foi baseada na expressao de IL-1f, IL-6, TNF-
a, IL-12, IL-4 e IL-10. A analise funcional das células NK foi realizada por selecdo inicial de linfocitos totais, seguido
pela seleciio de células CD16" para posterior quantificacdo de eventos de citocina (IFN-y, TNF-o e IL-4). A analise das
propriedades funcionais das subpopulacdes de células T foi realizada pela selegdo inicial de linfocitos totais, seguida pela
selecdo de eventos CD4" e CD8", com subsequente quantificagdo de células positivas para quimiocina (IL-8) e citocinas
(TNF-o, IFN-y, IL-17A , IL-4, IL-5 e IL-10).

4.4. Analise estatistica

A analise estatistica convencional foi empregada para analise comparativa conforme
apropriado, considerando a distribui¢do de normalidade de cada conjunto de dados: Teste t de
Student ou Teste de Mann-Whitney foram usados para comparagdo entre dois grupos.
ANOVA unilateral seguida pelo teste de Tuckey ou Kruskal Wallis seguido pelo teste de
Dunns foram usados para compara¢des multiplas entre subgrupos. Em todos os casos, as
diferencas foram consideradas significativas para p <0,05. O software GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) foi usado para analise estatistica e artes graficas.

A analise da assinatura do biomarcador também foi realizada convertendo as medidas
das variaveis continuas (contagens absolutas / mm3) em dados categoricos relatados como a
proporgdo (%) de lactentes com contagens absolutas acima do ponto de corte global mediano
(valores medianos de todos os conjuntos de dados). Os seguintes pontos de corte foram
usados: MON = 427,0; CD14'CD64" = 206,5; CD14'CD32" = 173,5; CD14'CD16" = 24,4;
CD14'CD16'DR"#" = 22,0; CD3°CD16" = 73,5; CD3"CD56 " = 65,5; Células NK = 586,9;
CD3CD16'CD56™ = 108,8; CD3'CD16'CD56 * = 376,9; CD3-CD16CD56" = 63,2; CD3"
CD16CD56™" = 21,0; CD3" = 3.367,3; CD3'TCRaf" = 2.936,0; CD3 TCRy8" = 319,4;
CD4 " = 1.883,3; CD8" = 1.473,6; CD4'DR" = 181,1; CD8'DR" = 193,5; CD19" = 1.004,0;
CD19" CD5"=500,0 e CD19" CD23" = 578,7 células / mm3. As propor¢des de lactentes com
contagens absolutas acima do ponto de corte foram reunidas como assinaturas de
biomarcadores ascendentes e aqueles biomarcadores com propor¢do superior a 50%
selecionados para analise posterior. Os diagramas de Venn
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) foram construidos para identificar

biomarcadores comuns e seletivos entre os grupos.
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5. RESULTADOS

5.1.  Perfil fenotipico de leucdcitos circulantes de lactentes com toxoplasmose

congénita um ano apos o inicio do tratamento

As contagens absolutas de células do sistema imune inato e adaptativo em amostras de
sangue periférico de lactentes com toxoplasmose congénita (TOXO.noat) coletadas um ano
apods o inicio do tratamento foram comparadas com aquelas de lactentes ndo infectados (NI)
(Figura 2). A exibicdo de TOXO apoaT aumentou o nimero de monocitos circulantes, células
NKT CD3'CD56" e células NK CD3'CD16 CD56"" em comparagdo com NI (Figura 2A).
Além disso, também foram encontrados numeros aumentados de células CD3" circulantes,
células TCRaf" e TCRyS", bem como células T CD4" em TOXO_gnoat €M comparagio com

NI (Figura 2B).

5.2. Contagens absolutas de subpopulacdes de leucécitos de lactentes com
toxoplasmose congénita um ano apods o inicio do tratamento, de acordo com o status

atual da lesao retinocoroidal

O perfil fenotipico das células do sistema imune inato e adaptativo em amostras de
sangue periférico de lactentes um ano apds o inicio do tratamento da toxoplasmose congénita
(TOXO.anoat) foi analisado de acordo com o status da lesdo retinocoroidal [L (-) e L (+)] em
comparagdo com os valores observados em criangas ndo infectadas (faixa de cinza) (Figura
3). Numeros aumentados de mondcitos circulantes, células NKT CD3'CD56", células NK
CD3'CD16CD56"" (Figura 3A) e células T CD4" (Figura 3B) foram observados em
TOXO _anoaT €m comparagdo com NI, independentemente do status da lesdo retinocoroidal [L
(-) ou L (+)]. Além disso, enquanto contagens aumentadas de células TCRyS" foram
observadas apenas em L (-) em comparag¢do com NI, niveis mais baixos de células NK CD3"
CD16CD56" (Figura 3A) e células TCRyS™ (Figura 3B) foram observado em L (+) em

comparagdo com L (-).
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Figura 2: Perfil fenotipico de leucdcitos circulantes de lactentes com toxoplasmose congénita um ano apo6s
o inicio do tratamento. As contagens absolutas de subconjuntos de leucdcitos do sangue periférico de lactentes
com toxoplasmose congénita foram determinadas um ano apo6s o inicio do tratamento (TOXO;_gyoat, N = 81) €
comparadas com controles ndo infectados (NI, n = 6). O perfil fenotipico ex vivo das células da resposta inata
(A) (células de mondcitos, NKT e NK) e (B) adaptativas (células T e B) foi caracterizado por citometria de
fluxo, conforme descrito em Material ¢ Métodos. Os resultados sdo expressos como média + erro padrio da
contagem absoluta de células / mm3.
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Figura 3: Perfil fenotipico de lactentes com toxoplasmose congénita de acordo com a lesdo retinocoroidal
atual um ano apos o inicio do tratamento. As contagens absolutas de subpopulagdes de leucocitos do sangue
periférico de lactentes com toxoplasmose congénita foram determinadas um ano apos o inicio do tratamento
(TOXO_anoat), categorizadas de acordo com o status atual da lesdo retinocoroidal [L (-),n=18 e L (+),n=63] ¢
em comparagdo com controles ndo infectados (NI, n = 6, faixa de cinza). Perfil fenotipico ex vivo de células (A)
inatas (mondcitos, células NKT e NK) e células adaptativas (B) (células T e B) foram caracterizadas por
citometria de fluxo conforme descrito em Material ¢ métodos. Os resultados sdo expressos como média £ erro
padro da contagem absoluta de células / mm3.
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5.3. Caracteristicas fenotipicas de leucécitos circulantes em lactentes com
toxoplasmose congénita um ano apos o inicio do tratamento, de acordo com a evolugio

do estado basal da lesao retinocoroidal

O perfil dos leucocitos do sangue periférico de criangas com toxoplasmose congénita
foi caracterizado um ano apos o inicio do tratamento (TOXO)oat) € analisado de acordo
com a evolugdo do estado de lesdo retinocoroidal basal (AL — CL, ACL — CL e CL=CL).
Os resultados foram comparados com os observados no TOXOapoar L (-) (faixa de cinza
escuro) e também com os valores observados em lactentes ndo infectados (faixa de cinza
claro) (Figura 4). NGmeros aumentados de células NK CD3'CD16CD56™" circulantes
(Figura 4A) e células T CD4" (Figura 4B) foram observados em TOXOoar L (+),
independentemente da evolug@o do estado de lesdo retinocoroidal basal (AL — CL, ACL —
CL ou CL=CL) quando comparado com NI, mas ndo foram observadas diferencas entre os
subgrupos L (+) e L (-) de TOXO.anoat (Figura 4A e B). Além disso, foram observados
ntimeros aumentados de células T CD8'DR’ em AL — CL em comparagio com NI e os
outros subgrupos TOXO1-y0at L (+) (Figura 4B). Além disso, contagens aumentadas de
mondcitos CD14°CD64" (Figura 4A), mas nimeros menores de células TCRyS" (Figura 4B)

foram observados em CL~CL em comparacao com L (-).
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FIGURA 4
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Figura 4: Perfil fenotipico dos leucdcitos circulantes de lactentes com toxoplasmose congénita um ano apos
o inicio do tratamento, de acordo com a evolucio do estado basal da lesdo retinocoroidal. As contagens
absolutas de subconjuntos de leucocitos do sangue periférico de lactentes com toxoplasmose congénita foram
determinadas um ano apos o inicio do tratamento (TOXO1-,,0a71), categorizadas de acordo com a evolugdo do
estado de lesdo retinocoroidal basal (AL — CL, n = 9; ACL — CL, n = 30 e CL=CL, n = 24). Os resultados
foram comparados com aqueles observados em TOXO1-,,0a7 L (-) (faixa de cinza escuro) e com os valores de
referéncia observados em lactentes NI (faixa de cinza claro). Perfil fenotipico ex vivo de células (A) inatas
(mondcitos, células NKT e NK) e células adaptativas (B) (células T e B) foram caracterizadas por citometria de
fluxo conforme descrito em Material e métodos. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da
contagem absoluta de células / mm3.
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5.4. Assinaturas fenotipicas de leucdcitos do sangue periférico de lactentes com

toxoplasmose congénita um ano apos o inicio do tratamento

As assinaturas fenotipicas dos leucocitos do sangue periférico de criancas com
toxoplasmose congénita foram reunidas um ano apds o inicio do tratamento (TOXO1-40aT) €
comparadas com NI. Além disso, as assinaturas também foram analisadas com base no estado
atual [L (-) e L (+)] e na evolucdo das lesoes retinocoroidais basais (AL — CL, ACL — CL ¢
CL=CL) (Figura 5). TOXOI-a0at apresentou uma ampla gama de caracteristicas fenotipicas
alteradas em comparagdo com NI, especialmente mondcitos, NKT, NK e subpopulagdes de
células T, com CD3'CD16'CD56, CD3'CD16" e¢ CD4'DR" destacados como os trés
principais biomarcadores (Figura 5A).

A andlise comparativa entre L (-) e L (+) demonstrou que o aumento do numero de
monécitos circulantes, células NKT (CD3'CD56"), células NK (CD3CD16CD56™¢"),
células T (CD4") e células B (CD19") foram observados em ambos os grupos (Figura 5B, D).
No entanto, mudangas seletivas foram observadas em L (-), incluindo niveis aumentados de
subpopulagdes de monoécitos (CD14'CD16" ¢ CD14'CD32"), células NKT (CD3'CDI16"),
células NK (CD3'CD16'CD56", CD3'CD16CD56"), células T (CD3'TCRy5", CD4 DR") ¢
células B (CD19'CD5" e CD19'CD23"). Por outro lado, L (+) apresentou niveis aumentados
de monodcitos CD64" (CD14" CD64"), células NK (CD3'CD16'CD56") e células T (CD3",
CD3'TCRof" e CDS").

Multiplas comparagdes entre os subgrupos TOXO1-,0at1 L (+), categorizados de
acordo com a evolugdo do estado de lesdo retinocoroidal basal, demonstraram que as células
NK (CD3'CD16 CD56"") ¢ células T CD4" foram biomarcadores aumentados em AL — CL,
ACL — CL e CL=CL. O conjunto de biomarcadores em comum observados em AL — CL e
ACL — CL inclui mondcitos, células NKT (CD3'CD56"), NK (CD3'CD16 ' CD56") e células
T (CD8'DR") (Figura 5C, D). Biomarcadores seletivos de AL — CL incluem mondcitos
(CD14°CD16", CD14'CD32" ¢ CD14'CD16'DR &) ¢ células NK, enquanto biomarcadores
seletivos de ACL — CL compreendem niveis aumentados de células T (CD3" e TCRaf"). Os
biomarcadores comuns observados em ACL — CL e CL=CL incluiram niveis

predominantemente aumentados de monécitos CD14'CD64". Além disso, CL~CL apresentou
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niveis aumentados de células NKT (CD3'CD16"), células T (CD8") e subconjuntos de células
B (CD19", CD19°CD5" CD19°CD23") (Figura 5C, D).
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Figura 5: Assinaturas fenotipicas de leucdcitos do sangue periférico de lactentes com toxoplasmose
congénita um ano apés o inicio do tratamento. Assinaturas de biomarcadores de caracteristicas fenotipicas de
leucocitos do sangue periférico de lactentes com toxoplasmose congénita um ano apds o inicio do tratamento e
controles ndo infectados foram construidas. As analises foram realizadas convertendo as medidas de variaveis
continuas (contagens absolutas / mm3) em dados categoricos relatados como a proporgdo (%) de lactentes com
contagens absolutas acima do ponto de corte global mediano (valores medianos de todos os conjuntos de dados),
conforme descrito em Material ¢ Métodos. As proporgdes de lactentes com contagens absolutas acima do ponto
de corte foram reunidas como assinaturas de biomarcadores ascendentes sobrepostos de (A) NI vs TOXO1-
anoAT> (B) L () vs L (+) ¢ (C) AL — CL vs ACL — CL vs CL=CL. (D) Biomarcadores com propor¢ao superior
a 50% selecionados para andlises posteriores. Os diagramas de Venn foram construidos para identificar
biomarcadores comuns e seletivos entre os grupos.
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5.5. Perfil funcional dos leucécitos do sangue periférico de lactentes com
toxoplasmose congénita um ano apés o inicio do tratamento, de acordo com o estado da

lesao retinocoroidal

O estado funcional das células do sistema imune inato e adaptativo de lactentes com
toxoplasmose congénita foi avaliado um ano apos o inicio do tratamento (TOXO1-,,0aT) apos
antigeno in vitro com antigeno soluvel de 7. gondii (STAg). Os dados sdo relatados como
indice STAg / CC calculado como a propor¢do entre culturas estimuladas por STAg
emparelhadas e culturas de controle in vitro.

A analise comparativa de lactentes categorizados de acordo com o estado atual das
lesdes retinocoroidais [L (-) e L (+)] demonstrou que L (-) apresentou proporgdes aumentadas
de células NK TNF', IFN-y" e IL-4" em estimulagdo in vitro com STAg (Figura 6A). Por
outro lado, L (+) apresentou razdes aumentadas de células T CD4" IFN-y" e IL-10" em
comparagdo com L (-) (Figura 6B).

Comparagdes multiplas entre subgrupos (TOXO1-40at1) categorizados de acordo com
a evolucdo das lesdes retinocoroidais basais sdo apresentadas na Figura 7. Os resultados
mostraram uma proporc¢io diminuida de monécitos IL-4" em AL — CL e ACL — CL. Uma
diminui¢do geral da proporgdo de células NK IL-4" foi observada independentemente do
estado de evolucdo das lesdes retinocoroidais (Figura 7A). Além disso, ACL — CL
apresentou uma propor¢do diminuida de células NK TNF" (Figura 7A), bem como células T
CDS8" IFN-y" e IL-5" juntamente com alta propor¢ido de IL-10" por células T CD4" (Figura
7B).
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Figura 6: Perfil funcional dos leucdcitos circulantes de lactentes com toxoplasmose congénita um ano apos
o inicio do tratamento, classificados de acordo com a lesdo retinocoroidal atual. O perfil funcional de
subconjuntos de leucécitos do sangue periférico de criangas com toxoplasmose congénita um ano apods o inicio
do tratamento foi caracterizado. TOXOI1-anoAT foi categorizado de acordo com o estado atual da lesdo
retinocoroidal [L (-): n =41 e L (+): n = 6]. A produg@o especifica de STAg de citocinas por (A) células inatas
(mondcitos e células NK) e (B) células adaptativas (células T CD4" ¢ CDS") foi determinada por citometria de
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fluxo apods coloragdo intracitoplasmatica, conforme descrito em Material e métodos. Os dados s@o relatados
como a propor¢do de citocina + células em cultura STAg e cultura CC correspondente. Os resultados sdo

expressos como média + erro padrao.
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Figura 7: Perfil funcional dos leucécitos circulantes de lactentes com toxoplasmose congénita um ano apos
o inicio do tratamento, classificados de acordo com a evolu¢do da lesio retinocoroidal. O perfil funcional de
subconjuntos de leucécitos do sangue periférico de criangas com toxoplasmose congénita um ano apds o inicio
do tratamento foi caracterizado. TOXOI1-anoAT foi categorizado de acordo com o estado atual da lesdo
retinocoroidal (AL — CL, n =9; ACL — CL, n = 30 e CL=CL, n = 24). Os resultados foram comparados com
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aqueles observados em TOXO1-yearAT L (-) (faixa de cinza claro). A produgao especifica de STAg de citocinas
por (A) células inatas (mondcitos e células NK) e (B) células adaptativas (células T CD4" e CDS8") foi
determinada por citometria de fluxo apds coloragdo intracitoplasmatica, conforme descrito em Material e
métodos. Os dados so relatados como a proporgdo da proporgao de citocina + células em cultura STAg e cultura
CC correspondente. Os resultados sao expressos como média + erro padrao.

6. DISCUSSAO

A complexa interacdo entre hospedeiro e 7. gondii durante a toxoplasmose congénita
e adquirida pode ser base para mudangas de longo prazo nas caracteristicas metabdlicas,
epigenéticas, fenotipicas e funcionais da resposta imune (FLEGR et al., 2014, PITTMAN et
al., 2015). Ja foi demonstrado na literatura que o tratamento da TC no primeiro ano de vida
dos lactentes parece melhorar o resultado clinico (LAGO et al., 2020, MCLEOD et al., 2006).
No entanto, o impacto da infec¢do no perfil imunoldégico de pacientes, nos casos em que ha
intervengdo terapéutica, ¢ pouco abordado. Dessa forma, caracterizamos os aspectos
fenotipicos e funcionais dos leucocitos circulantes de lactentes com TC apds o inicio do
tratamento etiologico.

Estudos anteriores do nosso grupo mostram que a infec¢do congénita por 7. gondii
desencadeia mudangas expressivas nas caracteristicas fenotipicas e funcionais dos leucécitos
circulantes logo apo6s o nascimento. A perturbacdo resultante na resposta imune foi associada
ao estado inicial das lesdes retinocoroidais. Este fendmeno foi acompanhado por leucocitose,
com aumento de mondcitos e linfocitos juntamente com alteracdes na imunidade inata
(expansio de mondcitos CD14"CD16"HLA-DR™" ¢ células NK CD56°™) e alteragdes em
subpopulacdes de células da imunidade adaptativa (niveis aumentados de TCRyS e células T
CDS8") que atingem a resposta periférica em lactentes com lesdes oculares ativas
(MACHADO et al., 2014). Além disso, em nossos estudos as assinaturas de citocinas
revelaram a existéncia de um ambiente imunologico progressivo que se move de um perfil
inflamatorio (mediado por IFN-y e TNF) para um perfil modulado (mediado por IL-10)
associado a eventos cicatriciais (CARNEIRO, et al., 2016, de ARAUIJO et al., 2017).

No presente estudo vimos que, apos um ano de tratamento especifico, a toxoplasmose
congénita desencadeia aumento na contagem absoluta de monécitos, CD3"CD56", CD3"
CD16CD56™%" ¢ células T CD4" independentemente do estado da lesdo retinocoroidal. No
entanto, nimeros mais baixos de CD3'CD16CD56" e células T TCRyS" foram observados
apenas em lactentes com doenca ativa no inicio do tratamento. Contagens mais altas de CD3"
CD16 CD56'™'%" ¢ células T CD4 " foram universalmente observadas em todos os subgrupos de

pacientes L (+). A analise das assinaturas dos biomarcadores revelou conjuntos comuns e
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seletivos de biomarcadores observados nos subgrupos de criangas que apresentavam doenga
ativa no inicio do tratamento.

Apesar de nossos dados mostrarem um aumento da proliferacdo celular e na produgao
de citocinas na resposta imune especifica, alguns outros estudos demonstram que a resposta
proliferativa de linfocitos ¢ mais baixa em criangas mais jovens infectadas congenitamente em
comparagdo com criancas mais velhas. Esses dados indicam um comprometimento da
resposta especifica das células T aos antigenos do parasita, dependente da idade (MCLEOD et
al.,, 1985, MCLEOD et al.,1990, GUGLIETTA et al., 2007). Ainda assim, foi vista alta
producdo de IFN-y em leucécitos de pacientes com menos de 4 anos, apos estimulo com
antigeno, e pouca producdo de IL-4 (GUGLIETTA et al., 2007). Nao fizemos comparacdes
com amostras de criancas infectadas mais velhas, porém esses resultados indicam,
corroborando com nossos resultados, que criangas que nasceram com toxoplasmose congénita
apresentam alteracdes imunologicas de longo prazo.

Ao analisar o perfil de citocinas produzidas por células em cultura apés estimulo com
STAg, vimos uma maior produgdo de TNF, IFN, e IL-4, produzidos por células NK em L (-),
e a também a maior produgdo de IFN e IL-10 por células T CD4 em pacientes L(+),
caracterizando um perfil de resposta misto, independente da lesdo prévia. A producdo de IL-4
associada a diminuigdo dos niveis de IFN ja foi associada a presenga de rebote sorologico,
indicando que a uma resposta predominantemente de perfil Th2 pode causar esse efeito (Kahi
et al.,, 1999). Nossos dados ndo indicam uma relacdo inversamente proporcional entre a
producdo de citocinas de perfil Thl e Th2, porém a avaliagdo periddica do perfil de resposta
de lactentes infectados com TC se faz necessaria para descartar a possibilidade da ocorréncia
desse fenomeno.

Alguns estudos demonstram também a possibilidade de que 7. gondii e outros agentes
infecciosos sistémicos podem induzir alteragdes de longo prazo na medula 6ssea e no timo
(PETAKOV et al., 2002, KUGLER et al., 2016). T. gondii desencadeia a mobiliza¢do dos
progenitores da medula 6ssea e induz a hipoplasia da medula 6ssea (PETAKOV et al., 2002).
Além disso, varios patdégenos podem desencadear uma atrofia do timo que pode ndo retornar
aos niveis de estado estacionario apés a infecgdo aguda, afetando a manutengdo do pool e da
diversidade de células T (DOUEK et al., 1998, BONZON et al., 1999, BORGES et al.,
2012). A infeccdo por T. gondii induz alteragdes na func¢do timica em camundongos que se
assemelham as alteragGes fisiologicas observadas durante o envelhecimento natural. Assim, a

infec¢do sistémica por 7. gondii pode resultar em impacto de longo prazo na resposta imune,
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desencadeando fun¢do timica prejudicada acumulada durante o inicio da vida (KUGLER et
al., 2016). Nao pudemos avaliar especificamente a medula 6ssea ou a fungdo timica nessas
criancas, mas as mudancas de longo prazo nas populacdes de células sugerem que esses
orgaos estao sendo afetados também na TC humana.

Em relagdo ao impacto do tratamento etiologico, um estudo realizado pelo Grupo
Brasileiro de Toxoplasmose Congénita da UFMG relatou alta frequéncia de depressdao da
atividade da medula 6ssea, avaliada pela incidéncia de anemia macrocitica, neutropenia e
trombocitopenia, nos lactentes inscritos na presente investigagdo como um evento adverso
importante relatado durante o tratamento da toxoplasmose congénita (CARELLOS et al.,
2017). Embora as alteragdes na fungdo da medula dssea, observadas durante as infecgoes,
possam ser uma consequéncia direta da presenca local de patdégenos, como na Leishmania
infantun, talvez o cendrio sistémico de superproducdo de quimiocinas / citocinas e fatores de
crescimento em locais distais também possa contribuir para alterar o compartimento da
medula 6ssea (GLATMAN et al., 2014). Nesse sentido, ¢ plausivel levantar a hipotese de que
as alteracdes de longo prazo observadas na resposta imune ap6s a infeccdo congénita por 7.
gondii podem refletir a complexa interacdo entre os oOrgdos linféides do hospedeiro,
particularmente a medula 6ssea e o timo, com o 7. gondii durante toxoplasmose congénita

aguda e, a partir dai, inicio do tratamento etioldgico.
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7. CONCLUSAO

Varias alteragdes foram observadas no perfil fenotipico / funcional dos leucoécitos
circulantes em TOXO1-4p04T, revelando que as sequelas sdo permanentemente registradas no
sistema imunolégico em lactentes mesmo um ano ap6s o inicio do tratamento. Numeros
aumentados de mondcitos, células NK, células T TCRy8+, células T senescentes, CD8 DR"
ativados foram comumente encontrados em lactentes que tiveram envolvimento ocular agudo
durante o inicio do tratamento. Por outro lado, o aumento do nimero de mondcitos
expressando CD64 estava comumente presente em lactentes com lesdes oculares cicatriciais.
Quanto a produgdo de citocinas, lactentes sem envolvimento ocular apresentam aumento na
proporcao de células NK produtoras de TNF, IFN-y e IL-4. No entanto, a diminuicdo da
proporgio de células NK produtoras de TNF foi encontrada em ACL — CL. E importante
ressaltar que criangas com lesdes oculares apresentaram maior propor¢do de células T CD4"
especificas para sTAg, produtoras de IFN-y e IL-10. Consequentemente, uma alta proporc¢ao
de células T CD4" produtoras de IL-10 foi encontrada no subgrupo ACL — CL, que também
exibe uma proporgdo diminuida de células T CD8" produtoras de IFN-y e IL-5 (Figura 7).

Apesar de nossos achados, o impacto preciso que a infec¢do congénita por 7. gondii e
o tratamento etiologico tém na resposta imune do hospedeiro continua ndo completamente
compreendido. Na verdade, essas sequelas de longo prazo observadas na resposta imune de
lactentes podem ser resultantes de eventos multifatoriais. Assim, embora a intervencdo
terapéutica orientasse a evolucao clinica para um quadro cicatricial de lesdes retinocoroidais,
a implantacdo de um programa de triagem pré-natal ativa seria a garantia de prevencdo da
transmissdo por TC, evitando o impacto a longo prazo dessa infec¢do na qualidade do

lactente. da vida.
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CONSIDERACOES FINAIS DO TRABALHO

O presente trabalho ¢ uma evidéncia sobre a importdncia do monitoramento de
pacientes com toxoplasmose. Na gestacdo, os cuidados com prevenc¢do devem ser redobrados,
principalmente naquelas pacientes com sorologia negativa. Ainda assim, as mulheres que
apresentarem em seu pré-natal sorologia positiva para 7. gondii ndo se devem ser
negligenciadas, devido a possibilidade de reinfec¢do com cepas diferentes da primo-infec¢do
e/ou reativacdo. E necessario promover acdes de promog¢do a satide, com disseminagdo de
informagdes sobre as medidas higieno-dietéticas necessarias para a prevengdo da
toxoplasmose, de preferéncia focadas no publico de gestantes. Além disso, a atualizacdo de
profissionais de satde ¢ mandatdria para ndo ocorrer disseminagdo de informagdes erroneas.

Da mesma forma, o monitoramento de criangas com toxoplasmose congénita ¢ de
extrema importancia. O acompanhamento com uma equipe multidisciplinar incluindo
oftalmologistas, otorrinolaringologistas e neurologistas faz-se necessario e politicas publicas
devem ser promovidas para que essas criangas tenham o atendimento adequado. Nesse
contexto, o desenvolvimento de novas técnicas laboratoriais e o investimento do setor publico
em laboratdrios de referéncia para que essas técnicas sejam executadas de forma eficiente sdo
indispensaveis.

Outro desafio relacionado a toxoplasmose congénita € o tratamento etioldgico. Como
visto neste trabalho, a intervencao terapéutica foi eficiente na resolugdo das lesdes oculares.
Ainda assim, ¢ interessante que sejam propostos estudos que abordem os efeitos deste
tratamento na resposta imunologica e que abordem novas formas de tratamento. Essa
necessidade ¢ decorrente da possivel manifestagao de efeitos colaterais, da indisponibilidade
de alguns medicamentos em algumas regides do pais e da ocorréncia de resisténcia
medicamentosa.

Neste trabalho, tentamos colaborar com a resolugdo de uma problematica complexa.
Acreditamos que os resultados apresentados podem auxiliar na interpretagdo de como ocorre a
relacdo entre 7. gondii ¢ o hospedeiro, ¢ que a evolugdo natural do sistema imunologico
decorrente da idade pode interferir nesse processo, mesmo em pacientes tratados. O
monitoramento da resposta imunologica desses pacientes também pode trazer varias
informagdes pertinentes, que podem ser uteis para o aprimoramento do diagndstico e do

tratamento.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

K‘.on’d& Changes in immune response of children with ital 1 is (CT) regarding infection evolution and
ypic and functional bi therapeutic intervention was addressed. Infants with CT presented increased counts of monocytes,

Immune response CD3-CD16-CD56'", CD3*CD56* and CD4* T-cells 1-year after treatment onset (TOXOj.yearat). Smaller

lé'::"g:‘i al numbers of CD3"CD16~CD56* and TCRy5* T-cells were specifically observed in infants with retinochoroidal

. . Taccifiod haceli : - - High
Toxoplasmosis lesions (L(+)). When infants were ¢ based on the status, of CD37CD16~CD56 and

CD4* T-cells were observed in L(+) who had active, active/cicatricial or cicatricial lesions. Infants who had
active or active/cicatricial lesions display augmented numbers of monocytes, CD3"CD16*CD56%, CD3*CD56%,
CD8*DR* and TCRy8" T-cells and those with active/cicatricial or cicatricial at baseline displayed increase in
CD14*CD64* monocytes. Moreover, all L(+) had increased IFN-y* and IL-10* CD4* T-cells, while L(-) had
increased ratios of TNF*, IFN-y* and IL-4* NK-cells upon antigen-specific stimulation. Persistent alterations in
leukocytes in TOXOj.yearat Suggest long-term sequels in the immune system of infants with CT.

Abbreviations: AL, infants with active retinochoroidal lesions; ACL, infants with active and cicatricial retinochoroidal lesions; BSA, bovine serum albumin; CC,

control culture; CL, infants with cicatricial retinochoroidal lesions; CT, ¢ ital 1 is; EDTA, ethylenediamine tetraacetic acid; FITC, fluorescein iso-
thiocyanate; HLA-DR, human leukocyte antigen — DR 1sotype IL, lnterleucm, L(-), infants without retinochoroidal lesions; L(+), infants with retinochoroidal lesions;
NI, non-infected control; TOXO, infants with c PBS, phosphate buffered saline; PE, phycoerythrin; STAg, soluble T. gondii antigen; TC,
tricolor.
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