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TEODORO LF. Analise da expresséo génica dos receptores TLR2, TLR4 e TLR9 e da

producdo de citocinas pré e anti-inflamatérias em pacientes com toxoplasmose ocular
cicatricial e reativada. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP,
Botucatu. 2020.
Introducdo: A toxoplasmose € uma zoonose causada pelo protozodrio Toxoplasma gondii,
parasita intracelular obrigatério que atinge o olho por via hematogénica, na forma de
taquizoitos livres ou dentro de macrofagos circulantes. No olho, a reacdo imune celular e
humoral induzida pelo toxoplasma leva a uveite posterior e retinocoroidite focal necrosante.
Cerca de dois ter¢os dos individuos acometidos podem apresentar recidiva nas margens da
lesd@o primaria, em outro local da retina ou no olho contralateral. As causas das recidivas ainda
sdo pouco conhecidas, porém a resposta imune desempenha um papel essencial. O
mapeamento de mediadores inflamatérios na TO tem ganho importancia por facilitar a
compreensdo sobre a modulagéo da inflamacgé&o, que varia com a expressdo das citocinas.
Estudo recente mostrou que ha diferencas no perfil de expressdo destes mediadores no
humor aquoso, durante as recidivas de TO. Outras evidéncias sugerem que os TLRs (toll-like
receptors) estariam envolvidos na reagcao imune contra o toxoplasma, e que varias proteinas
PAMPs (padrdes moleculares associados ao patégeno) foram associadas a ativacéo destes
receptores. No entanto, ndo h& estudos sobre o papel dos TLRs na patogénese da TO e o
envolvimento deles nos mecanismos envolvidos nas recidivas. Objetivo: avaliar o padréo de
resposta imunolégica sistémica de pacientes com toxoplasmose recidivada e cicatricial por
meio da expressdo génica dos receptores TRLs e de citocinas pré e anti-inflamatorias.
Métodos: Foram avaliados 44 individuos, divididos em trés grupos: 14 com TO reativada
(TOR); 16 com TO cicatricial (TOC); e 14 sem toxoplasmose ocular (grupo controle — C). Os
pacientes dos grupos TOR e TOC foram submetidos a avaliagdo oftalmologica completa. A
quantificagdo da expressao génica dos TLR2, TLR4 e TLR9 por g-PCR foi realizada a partir
de células mononucleares do sangue periférico dos participantes do estudo. A producéo de
citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a no soro foi quantificada por ELISA. Resultados: As idades
variaram de 19 a 68 anos no grupo TOC, e 20 a 49 anos no grupo TOR. No grupo de TOC, 8
(57,1%) eram do sexo feminino e no grupo TOR 11 eram homens (68,7%). Quanto aos TLRs,
a expressédo do TLR2 foi diminuida nos grupos TOC e TOR em relacdo aos controles. O grupo
TOR apresentou expressao diminuida do TLR4 em relagdo aos grupos TOC e controle
enquanto a expressao de TLR9 foi aumentada no grupo TOR em relagéo ao grupo TOC. J&
na avaliacdo das citocinas, a IL-10 apresentou diminuicdo no grupo TOR em relagdo ao
controle. As demais citocinas ndo apresentaram alteracéo entre 0os grupos. Conclusao: Os
achados sugerem que durante as recidivas da toxoplasmose ocular ha envolvimento do TLR9
e manutencdo do estado pré-inflamatorio, evidenciado pela diminuicdo da citocina anti-
inflamatoria IL-10.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; toxoplasmose ocular; coriorretinite; receptores Toll-Like.
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TEODORO LF. Analysis of the gene expression from the TLR2, TLR4 and TLR9 receptor and
the pro and anti-inflammatory cytokine’s production in patients with reactivated and cicatricial
ocular toxoplasmosis. Dissertation (Master degree) — Botucatu Medical School, UNESP,
Botucatu. 2020.

Introduction: Toxoplasmosis is a zoonosis caused by the protozoan Toxoplasma gondii, an
obligate intracellular parasite that reaches the eye via the hematogenous pathway, in the form
of free tachyzoites or within circulating macrophages. In the eye, the cellular and humoral
immune reaction caused by toxoplasma lead to posterior uveitis and necrotizing focal
retinochoroiditis. About two-thirds of ocular toxoplasmosis (OT) patients may relapse on the
margins of the primary lesion, elsewhere on the retina or even on the contralateral eye. The
causes of relapses are still poorly understood, but the immune response plays an essential
role. The mapping of inflammatory mediators in OT has gained importance for facilitating the
understanding of the modulation of inflammation, which varies with the expression of
cytokines. A recent study showed that there are differences in the expression profile of these
mediators in aqueous humor during recurrences of OT. Other evidence suggests that TLRs
(toll-like receptors) play a role in the immune reaction against toxoplasma, and several PAMP
(pathogen-associated molecular patterns) proteins have been associated with the activation
of these receptors. However, no studies are correlating TLRs in the pathogenesis of ocular
toxoplasmosis and the mechanisms involved in recurrences. Objective: To evaluate the
pattern of the systemic immune response in patients with recurrence and cicatricial
toxoplasmosis through gene expression of TRL receptors and pro and anti-inflammatory
cytokines. Methods: Forty-four individuals were evaluated, divided into three groups: 14 with
recurrent ocular toxoplasmosis (ROT); 16 with cicatricial ocular toxoplasmosis (COT); and 14
without ocular toxoplasmosis (control group - C). The patients in the ROT and COT groups
underwent a complete eye evaluation. The quantification of gene expression of TLR2, TLR4
and TLR9 by g-PCR was performed from mononuclear cells in the peripheral blood of the study
participants. The production of cytokines IL-6, IL-10 and TNF-a in serum was quantified by
ELISA. Results: Ages ranged from 19 to 68 years in the COT group, and 20 to 49 years in the
ROT group. In the COT group, 8 (57.1%) were female and in the ROT group, 11 were men
(68.7%). As for the TLR, the expression of TLR2 was decreased in the COT and ROT groups
in relation to the controls. The ROT group showed decreased expression of TLR4 in relation
to the COT and control groups while the expression of TLR9 was increased in the ROT group
in relation to the COT group. In the evaluation of cytokines, IL-10 showed a decrease in the
ROT group compared to the control. The other cytokines did not change between groups.
Conclusion: The findings suggest that during the recurrence of ocular toxoplasmosis there is
involvement of TLR9 and maintenance of the pro-inflammatory state, evidenced by the
decrease in the anti-inflammatory cytokine IL-10.

Keywords: Toxoplasma gondii; ocular toxoplasmosis; chorioretinitis; Toll-Like receivers.
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1. Introducéo

1.1. Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo universal causada pelo
protozodario Toxoplasma gondii (T. gondii), um parasita intracelular obrigatério, que
tem como principal hospedeiro definitivo o gato, e 0 homem como um dos hospedeiros
intermediarios (1). O T. gondii pertence ao filo Apicomplexa, e € capaz de infectar
praticamente todo tipo de célula nucleada, o que |he confere alta prevaléncia
sorologica (2).

Cerca de um terco da populacdo mundial € infectada pelo toxoplasma de
forma assintomética. No Brasil, a prevaléncia da infeccdo na populacdo adulta varia
de 50 a 83%, podendo a doenca se apresentar sob a forma aguda ou crbnica, de
acordo com a cepa do parasita e com a imunidade do hospedeiro (3,4).

A infec¢cdo humana ocorre principalmente pela ingestdo de oocistos do T.
gondii presentes no solo, em alimentos ou 4gua contaminados por fezes de gato e por
cistos teciduais presentes em carne crua ou malcozida (1). A transmissao vertical é
menos frequente, mas potencialmente grave, podendo causar 6bito em 12% dos
casos e sequelas no sistema nervoso central e na retina em até 90% das criancas
acometidas no inicio da gestacéao (5).

Em individuos imunocompetentes, a infeccdo pelo toxoplasma é
assintomatica na maioria dos casos, com curso benigno e cura espontanea (6).
Porém, cerca de 10-20% dos infectados apresentam algum tipo de sintomatologia,
sendo a mais comum, a linfadenopatia isolada com febre de curta duracédo (7). Ja nos
individuos imunocomprometidos, como os submetidos a transplantes de 6rgaos,
portadores de doencas linfo proliferativas ou sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), a toxoplasmose costuma ser a mais prevalente das infec¢gdes oportunistas do

sistema nervoso central, com alta taxa de mortalidade (8).

1.2. Toxoplasmose Ocular

A toxoplasmose ocular é uma das causas mais frequentes de uveite
posterior no mundo, e pode levar a deficiéncia visual grave e cegueira irreversivel,
especialmente em criancas e adultos jovens (9,10). No Brasil a prevaléncia varia
conforme a regido do pais, sendo maior na regidao Sul, onde alguns habitos
alimentares, como a ingestdo de embutidos crus e carne malpassada, contribuem

para torna-la endémica para a doencga (2).
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O T. gondii atinge o olho pelo sangue, sob a forma de taquizoitos livres ou
dentro de macrofagos circulantes (11). Na retina, sua presenga provoca resposta
imune celular e humoral, com consequente formacgéao de cistos (12). A ruptura destes
cistos dormentes libera parasitas viaveis que desencadeiam processo inflamatério e
necrose granulomatosa focal da retina e da coréide (retinocoroidite) (13).

A toxoplasmose ocular pode ser de origem congénita ou adquirida. A
congénita pode ser neonatal (20%), quando a infeccdo ocorre durante os primeiros
meses de gestacao e a retinocoroidite cicatricial esta presente ao nascimento, e tardia
(80%), quando a infecgao ocorre no segundo ou terceiro trimestres e a doenga ocular
nao ocorre ao nascimento, mas se manifesta na primeira década de vida, como
resultado de infeccdo aguda ou reativacdo. A forma ocular adquirida é a mais
frequente e pode ser concomitante com o quadro sistémico da toxoplasmose ou se
manifestar algum tempo depois (14).

A toxoplasmose ocular é uma doenca recidivante. Cerca de dois tercos dos
pacientes apresentam recorréncia que pode localizar-se nas margens da lesao
primaria (lesdo satélite), em outro local da retina ou no olho contralateral (15). As
causas das recidivas ainda sao pouco conhecidas, havendo varias teorias na
literatura: a persisténcia e ruptura de cistos de retinianos, a reacdo de
hipersensibilidade ao antigeno toxoplasmico, a autoimunidade contra antigenos
retinianos, a liberacdo do PEF (penetration enhancing fator) pelo parasita, e a
reinfeccao pelo toxoplasma (16,17).

Outros fatores envolvidos nas recidivas estariam relacionados a baixa de
resisténcia mediada por linfécitos, traumas, estresse e gestacdo. Além disso, sabe-se
gue a resposta inflamatéria no humor vitreo e na camara anterior nao esta relacionada
a presenca de parasitas viaveis, o que reforca o papel da autoimunidade na

patogénese da doenca (18).

1.3. Resposta Imune e Receptores Toll-like

A resposta imune a um microrganismo pode ser inata ou adquirida. A inata
€ responsavel pela protecao inicial contra as infec¢des, bloqueando a entrada de
microrganismos e eliminando rapidamente os que conseguem invadir os tecidos do
hospedeiro. As células que representam a imunidade inata sdo os macrofagos, as
células denominadas natural killer (NK) e os polimorfonucleares. A imunidade
adquirida se desenvolve mais lentamente e proporciona uma defesa especializada e

mais eficaz contra as infec¢des, pois requer a expansao e a diferenciacao de linfocitos
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em resposta aos microrganismos (19).

A imunidade inata é entdo, a primeira linha de defesa do organismo apds a
invasdo de um patdgeno ou injuria tecidual. A resposta do organismo comeca pelo
reconhecimento do agente agressor por uma ampla variedade de receptores
presentes na superficie celular ou no citosol, e consequente ativacdo de resposta
imune protetora (20).

Dentre esses receptores, se destacam os Toll-like ou TLRs (21,22), uma
familia de proteinas transmembranas evolutivamente conservadas em insetos e
humanos que desempenham papel importante na deteccéo e reconhecimento de
patégenos microbianos, bem como na geracao de sinais para a producao de proteinas
e citocinas pr6 inflamatérias (22-26). Esses sensores estdo presentes em células
imunes (macréfagos, células dendriticas, eosindfilos, neutrofilos, linfocitos) e néo
imunes (células epiteliais, endoteliais, cardiomidcitos, adipdcitos) (27-29), sendo aptos
a reconhecer certos constituintes microbianos: os padrées moleculares associados ao
patogeno (PAMP), e os padrdes moleculares associados ao dano (DAMP) (30).

Uma vez sensibilizados por esses padrdes, os TLRs enviam uma
sinalizag&o para o nucleo celular, induzindo a sintese de mediadores pré-inflamatorios
e consequente eliminagc&do do agente agressor e resolucao do dano tecidual (31).

Atualmente, s&o identificados 12 membros da familia Toll-like em
mamiferos, contudo somente 10 séo funcionais em humanos (32, 33). Os TLRs 1, 2,
4, 5 e 6 estdo localizados na membrana plasmética e os TLRs 3, 7, 8 e 9 sdo
expressos no interior das células, especialmente no reticulo endoplasmatico e nas
membranas endossomicas (21).

Estruturalmente os receptores Toll-like apresentam um dominio
extracelular com repeticbes ricas em leucina, o LRR (responsavel pelo
reconhecimento), e um dominio intracelular, o TIR (Toll/IL-1R) (34), que se assemelha
ao receptor da IL-1 (Figura 1).

O dominio TIR com as moléculas adaptadoras, MyD88 (fator de
diferenciacdo mieldide) e TIRAP (proteina adaptadora do dominio receptor de
interleucina-1 do Toll) (23), podem ser encontrados nas caudas citoplasmaticas de
receptores de IL-1 e IL-18, o que confere a estes receptores vias similares de
sinalizacdo aos TRLs, resultando na ativagao de fatores transcricionais NF-kB e AP-
1, e na sintese de mediadores inflamatorios (36-37).

Os PAMPs sé@o moléculas produzidas e conservadas pelos microrganismos
e ndo por ceélulas do hospedeiro, sendo essenciais para o seu metabolismo e

sobrevivéncia (38). Os TLRs reconhecem um repertdrio distinto de PAMPSs, entre eles:
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glicolipideos, lipopolissacarideos de bactérias Gram-negativas, lipopeptideos e
peptideoglicanos e outros componentes da parede celular microbiana (34). Como
exemplo de pares receptores-ligantes bem caracterizados, temos: TLR4 e LPS, TLR5
e flagelina, TLR 1, 2 e 6 e lipoproteinas e TLR 3, 7, 8 e 9 e diferentes acidos nucléicos
(39).

Apéds o reconhecimento dos PAMPs pelos TLRs, a proteina MyD88 é
recrutada ao dominio TIR, iniciando uma cascata enzimatica que culminara com a
dissociacao dos inibidores 1 e 2 da Kinase (IKK) e translocacdo do NF-kB para o
ndcleo, resultando na transcricdo de citocinas, quimiocinas, reativos do oxigénio e
nitrogénio, e aumento da fagocitose (40-41).

Além da imunidade inata, a estimulacédo dos TLRs pelos PAMPs também
induz a imunidade adaptativa, com ativacdo de células dendriticas, aumento da
expressdo de MHC (complexo principal da histocompatibilidade) em APCs (células
apresentadoras de antigenos). Este processo torna mais eficiente a apresentacdo de
antigenos aos linfocitos T e B e aumenta a producao de citocinas como o TNF-q, IL-
5, IL-6, IL-8 e IL-12, quimiocinas e éxido nitrico (NO) (32).

Leucine-rich repeats
(LRRs)

Exterior
domain

Ribbon model of
exterior domain

Transmembrane region
Cytoplasmic E8»TIR domain
tail

Figura 1. Estrutura dos receptores Toll-Like. Fonte: Kindt et al., 2007 (35).
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1.4 Resposta Imune na Toxoplasmose

O T. gondii induz uma resposta imune consistente e duradoura, buscando
o controle da proliferacdo dos taquizoitos. Os principais PAMPs expressos pelo T.
gondii e reconhecidos pelos TLRs, sdo moléculas ligadas a ancoras proteicas de GPI
(glicosilfosfatidilinositol), expressas também por outros protozoarios como o
Tripanossoma cruzi, a Leishmania spp e o Plasmodium spp (24,40,42). Takeda &
Akira reportaram que o T. gondii expressa ligantes de TLR2 e TLR4, que estimulam a
producéo de citocinas por macrofagos (26). Com resultados semelhantes, Gazzinelli
et al. (40) verificaram em ratos, que GPIs de T.gondii induziram a ativacdo de NF-kB
e producdo de TNF-a por macrofagos, possivelmente por meio de TLR2 e TLR4.

Outros PAMPs de T.gondii sédo as profilinas e a HSP70 (proteina do choque
térmico). Esta ultima parece estar relacionada com a ativacdo do TLR4 (44). As
profilinas, que sdo uma classe de proteinas ligantes de actina altamente conservadas
nos parasitas do filo Apicomplexa, sao responsaveis por ativar o TLR11 (32,43,44). O
TLR11 é o mais divergente de todos os membros da familia TLR, e esta presente nos
vertebrados, entretanto em humanos, € representado por um pseudogene, que
codifica uma forma né&o funcional de TLR11 (32,47).

Recentemente foi observada uma associacao entre complexos proteicos
liberados por organelas secretoras do T.gondii, os micronemas (MIC), e a ativacao
resposta imune via TLR2. Esta seria uma outra PAMP que induziria a liberag&o de IL-
12 (48). Outras pesquisas sobre o papel dos TLRs na toxoplasmose tém demonstrado
a associacao deles com o processo de neurodesenvolvimento, neuroplasticidade,
aprendizagem e memoria. Estudo experimental em ratos verificou a associacdo de
lesbes cognitivas com a infeccdo por toxoplasmose e o principal receptor ligado a
protecéo neuronal foi o TLR2 (49).

A infeccdo pelo T.gondii também induz imunidade n&o especifica,
independente de célula T, com ativacdo de células do sistema imune inato, como
macréfagos e células NK. Essa ativacdo em estagios precoces da infec¢do, aumenta
a atividade fagocitica de macrofagos, que limitam a replicacdo dos taquizoitos e
produzem citocinas inflamatdrias, recrutando outras células efetoras da imunidade
(46-50).

O inicio da resposta inata e o reconhecimento do antigeno pelas células
apresentadoras de antigeno (APC), iniciam a cascata da resposta adaptativa. Estas

APCs, por meio de sinalizacdo de membrana induzem a diferenciacéo dos linfocitos
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T CD4 virgens em padrbes especificos. A diferenciagdo ocorre tanto pelas citocinas

envolvidas como pelos receptores de membrana expressos (19). A defesa
imunolégica aos patdgenos pode variar conforme a diferenciacdo das células T CD4
em suas subpopulagbes: Thl, Th2, Th1l7 e Treg (Figura 2). Cada subpopulacdo
desencadeia a producdo de citocinas especificas e esta relacionado a maior
capacidade de defesa ou dano dos patégenos ao individuo (19).

As caracteristicas que definem os tipos diferenciais de células efetoras séo
as citocinas que eles produzem, os fatores de transcricdo que eles expressam, e as
alteracdes epigenéticas no loci do gene da citocina. Em relacdo as citocinas
caracteristicas de cada populacédo temos: TNF-a e IFN-y nas células Th1; IL-4, IL-5 e
IL-13 nas células Th2; IL-17 e IL-22 para Th17; TGF- 31, IL-10 para Treg (41).

Subpopulagbes
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Figura 2. Desenho esquematico da interacao APC linfocitos CD4. Fonte: O'Shea & Paul., 2010 (51).

Apos a infecgédo pelo T. gondii, macrofagos e células dendriticas produzem
IL-12, que ativa células NK a produzirem IFN-y. Embora a producao de IFN-y seja
dependente da IL-12, outras citocinas, tais como TNF-q, IL-1 e IL-15, potencializam o
efeito da IL-12 sobre as células NK. O IFN-y aumenta as propriedades fagociticas dos
macrofagos, aumenta a sintese das INOS (sintases de 6xido nitrico) e de outros
componentes antimicrobianos, e juntamente com a IL-12, ativa linfécitos TCD4+ e
TCD8+, induzindo a diferenciacdo das células T em perfil Thl. Células desse perfil
produzem IFN-y e outras citocinas como TNF-q, IL-6, importantes para o controle da
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infeccéo (46, 47, 52-58).

A ativacdo da resposta imune e o controle da infeccdo pelo T. gondii
durante a fase aguda da doencga resulta no aumento da resposta inflamatoria. No
entanto, € necessario um balanco entre a producao de citocinas pro-inflamatorias, que
controlam o crescimento do parasita, e a producdo concomitante de citocinas anti-
inflamatdrias, para que o excesso de inflamacdo ndo seja prejudicial aos tecidos do
hospedeiro (59-60).

Assim, macrofagos, ao mesmo tempo em que induzem citocinas do perfil
Thl, também podem regular a inflamacdo por meio da IL-10 e TGF-B (61). Essas
citocinas exercem acdes supressoras e inibem a sintese de IL-12 e IFN-y, limitando
as funcdes efetoras contra o T. gondii e as propor¢des da infeccdo, a fim de evitar
alteracdes imunopatolégicas graves (62-64).

A IL-12 é importante para o inicio de uma forte e efetiva imunidade mediada
por células contra os taquizoitas de T.gondii, enquanto que a IL-10 parece modular a
sintese de IL-12 e IFN-y “in vivo”, evitando resposta imune excessiva que poderia
desencadear um intenso processo inflamatorio. Portanto, IL-10 e IL-12 sdo
antagonistas envolvidas na regulacdo da sintese de IFN-y durante a fase inicial da
infeccdo. A principal via pela qual a IL-10 inibe a sintese do IFN-y pelas células NK e
Thl é a da inibicdo de IL-12 por macréfagos (61,64).

A explicacdo sobre a resisténcia e a suscetibilidade a infec¢des parasitarias
€ baseada na dicotomia Thl e Th2. A falta de padrdo Thl pode induzir déficit no
controle do patégeno, por meio da acao IFN-y, IL-6 e MIP-1. Por outro lado, o excesso
de padrdo anti-inflamatério Th2 est4d associado a maior nimero de lesbes e
recorréncias, em especial por causa de IL-5 e do VEGF (vascular endothelial growth
fator) (65).

No entanto, outros subtipos de linfécitos T como as células regulatérias
Treg e as Th17 também desempenham papel crucial durante a infecgéo pelo T. gondii.
As células Tregs auxiliam na regulacéo das respostas inata e adaptativa e possuem
a capacidade de controlar a resposta imune excessiva contra antigenos préprios,
tumorais, exdgenos e agentes infecciosos. Desta forma elas limitam o dano tecidual,
porém também podem impedir que a infec¢éo seja eliminada, por suprimir respostas
imunes cruciais (36).

Os linfocitos Th 17, surgem da transformacéo das células CD4 +, cultivadas
na presenca de TGF-f3, IL-6, IL-1 B, IL-23 e IL-21, que passam a expressar o fator de
transcricdo RORyt (related orphan receptor gamma), e desempenham um papel

atribuido inicialmente a uma hiper-ativacao de células Thl (66). Eles atuam na
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resisténcia contra varias infeccbes bacterianas e parasitarias, produzindo

preferencialmente IL-17 e promovendo um processo inflamatério intenso mediado por
neutrofilos (67).

Evidéncias cientificas tém apontado as células Th1l7 como componentes
criticos da resposta imune contra o T. gondii. Camundongos deficientes da citocina
IL-6, fundamental para a producdo de células Thl7, apresentam maior
susceptibilidade a toxoplasmose, pela producéo reduzida de IL-17 (68). Dutra et al.,
encontraram niveis mais elevados de IL-17A, produzidas por células mononucleares
do sangue periférico de pacientes com toxoplasmose ocular presumida e
toxoplasmose ocular ativa. Além disso, foi observada maior frequéncia de linfocitos
Th17 com antigenos especificos do parasita em pacientes com retinocoroidite, o que
sugere que as células Th-17 e a IL-17A contribuem para o processo inflamatério no

desenvolvimento da toxoplasmose ocular (12).

1.5 Resposta Imune na toxoplasmose ocular

Em 1908, Nicolle & Manceaux, corresponsaveis junto com Splendore, pela
descricdo de um novo organismo em forma de arco, denominado Toxoplasma gondii,
definiram a toxoplasmose como sendo “infecgéo, algumas vezes doenca!” Até os dias
atuais, esta continua a ser uma das principais questdes sobre a doenca (69).

Assim, o motivo pelo qual alguns individuos sdo expostos ao parasita de
forma crénica e ndo sdo infectados, e outros, com o mesmo estimulo, acabam
desenvolvendo a doenca, permanece uma incognita. Da mesma forma, a caréncia de
informagdes sobre os mecanismos pelos quais somente alguns pacientes com
retinocoroidite desenvolvem as recidivas permanece como uma das principais
guestdes no estudo da toxoplasmose ocular (70).

Embora a retina seja considerada o sitio primario de infec¢éo pelo T. gondii,
o olho é um ambiente imunologicamente privilegiado, onde inumeros fatores
contribuem para tal, incluindo barreiras anatébmicas (71). A resposta imune intraocular
€ suprimida, o que diminui chance de destruicdo tecidual (72). Em circunstancias
normais, células presentes em varias partes do olho como cérnea, iris, corpo ciliar e
retina, bem como células T e macrofagos, expressam ligante de Faz (Fas-L), uma
proteina transmembrana do tipo Il que pertence a familia de fatores de necrose
tumoral, que induz a delecdo de células T e células NK no olho, por apoptose. Além
disso, 0 humor aquoso e o vitreo contém citocinas e outros mediadores que tém

propriedades imunossupressoras (72).
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O T. gondii no hospedeiro humano comporta-se como agente dotado de

alta infectividade e baixa patogenicidade. A resposta para a intensidade da uveite e
surgimento das recidivas entdo pode estar relacionada ao tipo de imunidade gerada
pela interacédo parasita/hospedeiro, as diferentes cepas existentes, fatores genéticos
e ambientais.

Meenken et al., correlacionaram o HLA-Bw62 com a gravidade da
toxoplasmose ocular congénita. Rodrigues et al., relacionaram o HLA-B35 a
suscetibilidade a retinocoroidite por T. gondii em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida. Jorge et al.,, demonstraram que pacientes com
determinados fendétipos do sistema sanguineo Duffy apresentam risco aumentado de
desenvolvimento de toxoplasmose ocular (67,68,73).

Estudo experimental em ratos mostrou que durante a infec¢cdo ocular
aguda pelo T.gondii, uma resposta pro-inflamatoria leve mediada pelo perfil Thl, com
aumento de IFN- y e TNF-a e diminuicao de TGF-B1, no sangue e humor aquoso, esta
associada ao controle da uveite e menor grau de lesdo retiniana. De forma oposta,
um padrédo baseado em TGF-B1 pode levar a maior dano tecidual (74).

Para o controle da infeccéo por T. gondii varios componentes da resposta
imune inata e adquirida sdo induzidos simultaneamente por mecanismos ainda néo
completamente entendidos. Embora existam muitos trabalhos avaliando imunidade
inata e infeccdo por T. gondii, pouco é relatado sobre o envolvimento dos TLR2, TLR4
e TLR9 na toxoplasmose ocular e a relacao deles com a producao de citocinas pro e
anti-inflamatérias (75-78).

O envolvimento dos TLR 2 e 4 tem sido bem descrito, porém somente em
estudos experimentais. Em relacdo ao TLR9, ha poucas informacdes na literatura.
Somente um estudo brasileiro realizou analise génica de familias com toxoplasmose
ocular sem atividade inflamatéria (cicatricial) sugerindo que o TLR9 pode se relacionar
a defesa contra o T.gondii, no entanto, os autores concluem que novos estudos sao

necessarios para confirmar os achados (78).

Justificativa

Em fungéo da caréncia de informacdes sobre o envolvimento dos TLRs na
toxoplasmose ocular em humanos e na hipétese de que estes receptores estejam
envolvidos diretamente na resposta imune e recidivas da doenca, esperamos que a
avaliacdo da expressdo génica dos receptores TLR2, 4 e 9 e da producdo das
citocinas pré e anti-inflamatérias em pacientes com retinocoroidite auxiliara na

compreensao dos mecanismos envolvidos na patogénese da doenca.
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2.0Objetivos

Objetivo geral

Avaliar o padrdo de resposta imunoldgica sistémica em pacientes com

Toxoplasmose ocular recidivada e cicatricial.

Objetivos Especificos

Avaliar as caracteristicas socio-epidemiologicas e clinicas dos pacientes
com toxoplasmose ocular recidivada e cicatricial.

Avaliar a expressao génica dos receptores TLR2, TLR4 e TLR9 em
pacientes com toxoplasmose ocular recidivada, cicatricial.

Avaliar a producdo das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a em pacientes com

toxoplasmose ocular recidivada, cicatricial.
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3. Material e Métodos

3.1. Tipo de Estudo

Estudo Transversal.

3.2. Local do Estudo

O estudo foi conduzido no Departamento de Oftalmologia,
Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco da Faculdade de Medicina de
Botucatu - UNESP.

3.3. Andlise Etica
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, sob o niumero 531.949.

3.4. Casuistica

Participaram do estudo 44 individuos, sendo 16 com diagndstico de
toxoplasmose ocular reativada, 14 com diagnéstico de toxoplasmose ocular cicatricial
e 14 individuos sem a doenca. Os 30 individuos com toxoplasmose ocular reativada
e cicatricial foram atendidos no Ambulatério de Uveites do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB) - UNESP.

Dos 30 pacientes com toxoplasmose ocular avaliados, um foi retirado da
andlise, por se encaixar em um dos critérios de exclusédo do estudo, permanecendo, 39
pacientes. Os 14 individuos sem toxoplasmose ocular eram doadores do Banco de
Sangue do HCFMB.

Todos os participantes do estudo foram esclarecidos previamente sobre os

propoésitos do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.4.1. Critérios de incluséo

Quando com toxoplasmose ocular recidivada:
* Presenca de uma ou mais lesfes de retinocoroidite, compativeis clinicamente com
toxoplasmose ocular sendo uma ou mais com sinais de atividade inflamatoria e
pelo menos uma com aspecto cicatricial,
» Testes sorologicos positivos para imunoglobulina G (IgG) e ou imunoglubulina M
(IgM) anti-toxoplamasma;
+ Teste cardiolipinico do VDRL (veneral disease research laboratorial) negativo
para Sifilis e;
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» Teste tuberculinico pela técnica de Mantoux n&o reator ou reator fraco (até 9 mm).

Quando com toxoplasmose ocular cicatricial:
* Presenca de uma ou mais lesdes de retinocoroidite sem atividade inflamatoria e
com aspecto cicatricial;
» Testes sorologicos positivos para imunoglobulina G (IgG) e ou imunoglubulina M
(IgM) anti-toxoplamasma;
» Teste cardiolipinico do VDRL (veneral disease research laboratorial) negativo
para Sifilis e;

» Teste tuberculinico pela técnica de Mantoux ndo reator ou reator fraco (até 9 mm).

Quando sem toxoplasmose ocular:

« exame biomicroscopico e fundoscépico compativel com a normalidade;

* antecedentes negativos para doencas oculares e;

+ testes soroldgicos negativos para imunoglobulina G (IgG) e imunoglubulina M

(IgM) anti-toxoplamasma;

3.4.2. Critérios de excluséo

Foram utilizados como critérios de exclusdo do estudo: gravidez, doencas

infecciosas prévias (um ano) ou atuais.

3.5. Grupos de Estudo

3.5.1. Grupo com Toxoplasmose Ocular Recidivada (TOR): Composto por 15
pacientes com diagndstico clinico e laboratorial presuntivo de toxoplasmose ocular

recidivada.

3.5.2. Grupo com Toxoplasmose Ocular cicatricial (TOC): Composto por 14
pacientes com diagnadstico clinico e laboratorial presuntivo de toxoplasmose ocular
cicatricial.

3.5.3. Grupo Controle (GC): Composto por 14 individuos, sem toxoplasmose ocular.

3.6. Caracterizacao Geral da Amostra
3.6.1. Avaliacéao clinica oftalmoldgica
A avaliacéo clinica oftalmolégica, realizada em todos os pacientes dos grupos
TOR e TOC compreendeu:
e Anamnese completa;
* Acuidade visual inicial (TOR e TOC) e ao final do tratamento (TOR);
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* Biomicroscopia;
+ Tonometria de aplanacéo;
+ Oftalmoscopia binocular indireta

A avaliacéao clinica oftalmologica dos individuos do grupo C compreendeu:
*  Anamnese completa;
*  Biomicroscopia;

+  Oftalmoscopia binocular indireta.

Os 15 pacientes do grupo TOR receberam tratamento conforme padronizacdo do
ambulatorio de Uveites do HCFMB — UNESP.

3.6.2. Avaliagéo laboratorial
A avaliacao laboratorial realizada em todos os pacientes dos Grupos TOR e

TOC seguiu padronizacédo do Laboratoério de Andlises Clinicas do HCFMB — UNESP
para as sorologias, e da Secretaria de Saude do Estado de S&o Paulo para o teste
tuberculinico, sendo feita por meio dos seguintes testes:
a) teste ELISA captura de IgM para pesquisa de anticorpos anti-toxoplasma IgM e
imunoenzimético de microparticulas MEIA (microparticle enzyme immunoassay)
para IgG,;
b) Teste caridolipinico do VDRL para pesquisa de sifilis;
c) Teste tuberculinico pela técnica de Mantoux com tuberculina purificada PPD

(purified protein derivative) para pesquisa de tuberculose.

3.5. Técnicas utilizadas: Exame Oftalmologico
3.5.1. Acuidade Visual
A verificacdo da acuidade visual, realizada em todos os pacientes dos
grupos TOR e TOC foi feita com melhor correcdo Optica, quando utilizada pelo
paciente, utilizando tabela de optotipos de Snellen (American Optical, San Diego,
EUA), padronizada para 5 metros de distancia com valores expressos em fracoes
convertidos a escala decimal. Quando a acuidade foi menor que 0,1 a sequéncia
habitual da propedéutica (conta dedos, movimentos de mé&o e percepg¢do luminosa)
foi realizada. Para andlise estatistica foi convertido as acuidades para tabela de

Logmar.
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3.5.2. Biomicroscopia

O exame foi realizado utilizando lampada de fenda Topcon (Topcon
Medical Systems, Oakland, EUA), avaliando conjuntiva, cornea, camara anterior,
cristalino, vitreo e retina. Foi quantificada a presenca de reacdo de camara anterior
(RCA) de 0 a 4 cruzes, conforme critérios de Nussemblatt et al. (74), assim como a
presenca de flare (0 a 4 cruzes), pelos critérios de Hogan et al. (75), e vitreite (0 a 4

cruzes) pelo critério de Kimura et al. (76).

3.5.3. Tonometria

A medida da pressao intraocular foi realizada com o paciente sentado, apés
anestesia topica com 1 gota de colirio preparado com 5 mg de cloridrato de
proximetacaina 0,5% (Anestalcon®, Alcon Laboratérios do Brasil Ltda., Sdo Paulo,
Brasil) e 15 gotas de colirio de fluoresceina sddica (Fluoresceina®, Allergan Produtos
Farmacéuticos Ltda., S&do Paulo, Brasil), utilizando tondmetro de aplanacao tipo
Goldmann, modelo R-900, (Haag-Streit AG., Berna, Suica), acoplado a lampada de

fenda.

3.5.4. Fundoscopia

O exame fundoscopico foi realizado com oftalmoscopico binocular indireto,
modelo H-OI (Neitz Instruments Co.Ltd., Toquio, Japao) e lente de 20 dioptrias (Nikon
Corporation, Toquio, Japao), com o paciente em decubito dorsal e pupila dilatada.
Foram avaliados o disco Optico, vasos retinianos, retina, macula e coroide. As lesdes

de retinocoroidite foram classificadas quanto a (ao):

* Atividade daleséo: ativa ou cicatricial, segundo o aspecto apresentado no exame.
Para ser considerada cicatricial a lesédo nao poderia apresentar nenhum fenémeno
inflamataorio.

+ Tipo: Unica, satélite ou multipla (duas ou mais lesdes no mesmo olho). A lesdes
satélites deveriam apresentar continuidade com a lesdo priméaria.

* Localizacdo: Segundo critério de Holland et al. (77): Zona | (central), Zona Il

(equador) e Zona lll (periférica).



Material e Métodos 39

3.5.5. Dilatagao pupilar

Para a realizacdo de biomicroscopia do cristalino, vitreo e retina, bem como
para o exame fundoscoépico os individuos foram submetidos a dilatagado pupilar com
trés instilacdes, espacadas de cinco minutos, de uma gota de colirio de tropicamida a
1% (Mydriacyl® 1%, Alcon Laboratérios do Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil).

3.6. Técnicas utilizadas: Analise Imunolégica

3.6.1. Coleta de sangue

Cerca de 10 ml de sangue foram obtidos por puncao venosa no antebraco,
em um Unico momento, de todos os individuos dos grupos TOR, TOC e C. O sangue
foi centrifugado por 10 minutos a 1500 RPM e o plasma separado e congelado a 80°C,

para posterior dosagem de citocinas.

3.6.2. Obtencédo de células mononucleares totais do sangue periférico

As células mononucleares do sangue periférico foram obtidas por meio da
separacao em gradiente de Ficoll — Histopaque (Sigma Chemical Co. USA). O anel
rico em linfécitos e mondcitos foi lavado, inicialmente, com meio de cultura RPMI 1640
(Gibco Laboratories, Grand Island, NY) por 15 minutos a 1500 rpm. Apés esse
periodo, as células foram ressuspensas em PBS, sendo a identificacdo e viabilidade
delas feita por meio de contagem com Turk e azul de Tripan, respectivamente. A

seguir, a suspensao de células totais foi acertada para 107 células/mL.

3.6.3. Andlise da expressao génica por g-PCR
- Extracdo de RNA

Células mononucleares do sangue periférico, obtidas segundo o item
anterior, foram utilizadas para extracdo do RNA total. As células foram colocadas em
microtubos contendo Trizol (Invitrogen, Carlsband, CA, EUA) e cloroformio e
homogeneizadas em agitador por 15 segundos. Em seguida, os tubos foram
centrifugados por 15 minutos a 12000g a 4°C e a fase translicida contendo RNA foi
transferida para um novo tubo contendo alcool isopropilico. Apdés agitacdo e
incubacédo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12000g a 4°C para a

formacao do pellet no fundo do tubo. Todo o liquido foi desprezado sendo, entéo,
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adicionado etanol 75%. A solucao foi homogeneizada em agitador, até a liberacéo do
pellet da parede do tubo e, em seguida, centrifugada por 5 minutos, a 75009 a 4°C.
As amostras foram suspensas em agua ultrapura e mantidas em freezer -80°C até o
momento de uso.

As concentracoes e a integridade do RNA das amostras foram
determinadas a partir dos valores de absorbéancia, dados pelo aparelho Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific Inc.). A razdo A260/280 de todas as amostras estavam entre

1,8 e 2,0, 0 que demonstra a pureza do acido nucleico.

«Sintese do cDNA

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de 1ug de
RNA total utilizando Improm Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para cada tubo contendo RNA foi adicionado primers
randémicos e &gua ultrapura, obtendo volume total de 5 uL. Em seguida foi adicionado
nos tubos um mix contendo RNAse out (Invitrogen), reaction buffer, MgCI2, dNTPmix,
enzima transcriptase reversa e agua ultrapura. Posteriormente, os microtubos foram
incubados no termociclador nas seguintes condi¢cdes da reacdo, 25°C por 5 minutos,
42°C por 60 minutos e 70° por 15 minutos. O cDNA produzido apds esse periodo de

incubacéao foi armazenado em freezer a -20°C.

+ Quantificacdo da expressao génica

A partir da obtencao do cDNA, foi efetuada a amplificagéo dos genes TLR2,
TLR4 e TLR9 pelo método da quantificagdo relativa de acordo com o protocolo da
Applied Biosystems Power Sybr® Green, StepOne Plus™ Sequence Detector
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O volume total da reacédo foi de 10 pl
composto por amostras, Sybr Green, primers e agua ultrapura. As condi¢des da
reacao foram; 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de anelamento a 95°C por 15 segundos
e extensdo a 60°C por 1 minuto, sendo os sinais de fluorescéncia adquiridos nos
passos de anelamento e extenséo do ciclo de amplificacéo (60°C por 1 minuto).

Para analise de especificidade de cada gene, foi adicionado o passo da
curva de dissociagdo. A tabela 1 mostra a sequéncia dos primers utilizados. Os niveis
da expressao de mRNA foram normalizados com [-actina. Em todos os ensaios, as
amostras foram processadas em duplicata e a concentracao de cada amostra testada

foi fornecida diretamente pelo programa “Sequence Detection Systems” Step One
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Plus (Applied Biosystems). A quantidade relativa da expresséo dos genes TLR2, TLR4

e TLR9 para todos os grupos foram comparadas depois da normalizagdo com 0s
valores da (-actina (ACT). Os fold-change da expressédo génica foram calculados
usando as diferencas nos valores de ACT entre as duas amostras (AACT) e a equagao
2-AACT.

Tabela 1. Primers utilizados na quantificagéo da expressao génica.

Gene Sequénciareverse Sequéncia forward

TLR2 5 GGTCTTGGTGTTCATTATCTTC & 5 TCTCCCATTTCCGTCTTTTT 3’
TLR4 5 TCTGCTGCAACTCATTTCAT & 5 CCGCTTCCTGGTCTTATCAT 3
TLR9 5 ACAGTTGCCGTCCATGAATA 3 5 CCAAATCCCTCATATCCCTG 3’

B-actina 5" AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA 3 5 CTGGAACGGTGAAGGTGACA 3’

3.6.4. Dosagem de citocinas plasmaticas por ELISA

As citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a serdo avaliadas no plasma utilizando kits

comerciais de ELISA e seguindo as instru¢des do fabricante.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software Graphpad Prims
5.01. Na avaliacdo das caracteristicas demogréficas, as diferencas significativas entre
os diversos grupos foram determinadas pelo teste de Andlise de Variancia para
amostras dependentes, e as médias comparadas pelo teste de Correlacdes Multiplas
de Tukey-Kramer Para a analise dos TLR foi usado distribuicdo gama e para a analise
das citocinas foi utilizado anova seguido de teste de Dunn. Em todas as analises foi
assumindo como verdadeira cada hip6tese em que a probabilidade de erro for menor
que 5% (p < 0,05).
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4. Resultados

Caracteristicas Demograficas

A média de idade dos pacientes com toxoplasmose ocular do grupo TOC,
TOR foi de 43 (£ 18) e 32 (= 8) anos. Em relacdo ao sexo, o grupo TOC foi composto
em sua maioria por mulheres (57,14%) enquanto o grupo TOR teve maior prevaléncia
do sexo masculino (68,75%). Quanto a cor da pele, a porcentagem de individuos

caucasianos foi de 85,71% e 66,67% nos grupos TOC e TOR, respectivamente.

Avaliacao Clinica Oftalmoldgica

Em relacdo a acuidade visual verificamos que os pacientes do grupo TOC
apresentaram média de 0,53 + 46 Logmar em olho direito (OD) e em olho esquerdo
(OE) 0,54 + 43 Logmar. Ja no grupo TOR as médias foram de 0,61 + 0,38 Logmar em
OD e 0,63 = 0,44 Logmar em OE. Quanto a presséao intraocular (PIO), o grupo TOC
apresentou médias de 12,58 mmHg + 1,51 e 12,58 mmHg + 2,71, respectivamente
em olhos direito e esquerdo. Ja o grupo TOR apresentou médias de 14,27 mmHg +
5,86 em OD e de 12,33 mmHg + 2,09 em OE.

As lesbes retinianas foram avaliadas em numero e localizacéo tanto para o
grupo TOR, quanto para o grupo TOC. Em relacdo ao numero de lesfes cicatriciais,
no grupo TOC foram encontradas 1 lesdo em 8 (57,1%) pacientes, 2 lesbes em 5
(35,7%) dos pacientes e 4 lesbes em 1 paciente (7,1%). No grupo TOR, 1 leséo foi
observada em 10 (62,5%) dos pacientes. A presenca de 2, 3 ou 4 lesGes foram
encontradas em 2 pacientes em cada caso (12,5% em cada uma das hipoéteses).

Quanto as lesbes ativas (TOR), 1 lesdo foi encontrada em 12 (75%) e 2
lesdes em 4 (25%).

Em média, o grupo TOC apresentou 1,57 + 0,85 de lesbes cicatriciais,
enquanto o grupo TOR, 1,25 * 0,44 de lesdes ativas e 1,75 + 1,12 de lesdes
cicatriciais.

Os dados referentes aos valores de idade, média da AV, PIO e ndmero de

lesdes ativas e cicatriciais estao representados nas tabelas 2 e 3.
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Tabela 2. Caracteristicas da acuidade visual, presséo intraocular e nimero de lesdes

nos grupos TOR e TOC.

Variaveis Grupo TOC Grupo TOR Valor de
(n=14) (n=16) p

Idade 43,07 +18,78 325+833 <0,05
AV OD 0,53 + 0,46 0,61 +0,38 <0,05
0,63+0,44 <0,05

AV OE 0,54 +0,43
14,27 + 5,86 <0,05

PIO OD 12,58 + 1,51
12,33 + 2,09 <0,05

PIO OE 12,58 + 2,71
0,0 1,25 + 0,45 <0,05

N° de lesdes ativas

N° de lesbes 1,57 +0,85 1,75+1,12 <0,05

cicatriciais

AV: acuidade visual em Log-mar; OD: olho direito; OE: olho esquerdo;
P10O: pressao intraocular em mmHg; Idade em anos;TOC: toxoplasmose ocular cicatricial;

TOR: Toxoplasmose ocular recidivada.

Tabela 3. Numero de lesdes cicatriciais e ativas nos grupos TOR e TOC.

~ ~ Lesdes
LesoOes Lesoes )
5 - . oo . S ativas
NUumero de lesdes cicatriciais cicatriciais grupo
grupo TOC grupo TOR TOR
1 lesao 8 (57,1%) 10 (62,5%) 12 (75%)
2 lesdes 2 (12,5%) 4 (25%)
5 (35,7%)
3 lesdes 0 (0%) 2 (12,5%) 0 (0%)
0 0, 0,
4 lesdes 1(7,1%) 2 (12,5%) 0 (0%)

TOC: toxoplasmose ocular cicatricial; TOR: Toxoplasmose ocular recidivada

A localizacéo das les@es foi avaliada dividindo a retina em 3 partes: Zona |

(central), Zona Il (equador) e Zona lll (regides periféricas).

No grupo TOC, 4 lesbes (28,5%) estavam na Zona |, 3 (21,4%) na Zona Il
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e 7 (50%) na Zona lll. No grupo TOR 1 lesao (6,2%) se situava na Zona |, 5 (31,2%)

na Zona Il e 10 (62,5%) na Zona lll. Os dados a localizacdo das lesGes sao

representados na tabela 4.

Tabela 4. Localizag&o das lesdes nos grupos TOR e TOC.

Localizacéo das

lesd Grupo TOC Grupo TOR
esoes

1 (6,2%)
Zonal 4 (28,5%)

5 (31,2%)
Zona ll 3 (21,4%)
Zona lll 7 (50%) 10 (62,5%)

TOC: toxoplasmose ocular cicatricial; TOR: Toxoplasmose ocular recidivada

A intensidade da reacéo inflamatoria foi avaliada somente em pacientes do
grupo TOR. A reacdo em camera anterior (RCA) estava ausente (0+) em 5 pacientes
(31,2%),foi moderada (1 a 2+) em 8 pacientes (50%) e intensa (3 a 4+) em 3 (18,8%).
O flare estava ausente em 5 pacientes (31,2%), foi moderado em 10 (62,5%) e intenso
em somente um paciente (6,25%). A presenca de precipitados ceraticos (PKs) nao foi
constatada em 8 pacientes (50%), foi moderada em 7 (43,7%) e intensa em 1 (6,25%)
paciente. A vitreite estava ausente em 3 pacientes (18,8%), foi moderada em 11
(68,8%) e intensa em 2 (12,4%) dos pacientes, conforme tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas da reacédo inflamatéria em camara anterior (RCA e flare),

cornea (PKs) e cavidade vitrea (vitreite) no grupo TOR.

VARIAVEIS RCA FLARE PKs VITREITE
AUSENTE 5 (31,2%) 5 (31,2%) 8 (50%) 3 (18,7%)
MODERADA 8 (50%) 10 (62,5%) 7 (43,7%) 11 (68,7%)
INTENSA 3 (18,7%) 1 (6,2%) 1 (6,2%) 2 (12,5%)

RCA: reacéo de camara anterior; PKs: Precipitados cerdticos; Critério: ausente: 0+; moderado:1 a 2 +
e intenso 3 a 4+.

Avaliacao da expresséo dos TLRs



Resultados
Em relacéo a expresséao dos receptores TLR (Figura 3), nossos resultados

mostraram que o grupo TOC e TOR apresentaram diminui¢cdo significativa da
expressdo de mRNA de TLR2 (p=0,001 e p<0,0001) em relagéo ao grupo controle.
N&o foi detectada diferenca de expressao deste receptor entre 0s grupos de pacientes
com toxoplasmose (Fig. 3A).

Quanto ao TLR4, foi observado que sua expressao foi significativamente
diminuida no grupo TOR quando comparada aos grupos TOC e controle (p=0,002)
(Fig. 3B). Em contrapartida, nossos resultados apontam que o grupo TOC apresentou
expressdo diminuida de TLR9 em relacdo ao grupo TOR (p=0,0048) e ao grupo
controle (p=0,0002). (Fig. 3C).
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Figura 3. Niveis de expresséo génica de receptores TLR2 (A), TLR4 (B) e TLR9 (C) em PBMCs de
pacientes com toxoplasmose ocular cicatricial (TOC), recidivada (TOR) e individuos controles (C). A

guantificacéo foi realizada por expresséao relativa (2-22¢"). Dados sdo expressos por média + DP. p<0.05

*TOCvs.C; # TOR vs. C; & TOC vs. TOR.
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Avaliacdo da dosagem de citocinas

Em relacdo a dosagem das citocinas (Figura 4), nossos resultados

mostraram que o grupo TOR apresentou diminuicéo significativa na dosagem de IL-

10 (p=0,001 e p<0,0001) em relacao ao grupo controle. (Fig. 4B). Na&o foi detectada

diferenca na dosagem desta citocina nos grupos TOC e controle.

As citocinas IL-6 e TNF-a ndo apresentaram diferenga na dosagem em

relacdo aos grupos pesquisados. (Fig. 4A e 4C).
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Figura 4. Dosagem das citocinas TNF-a (A), IL-10 (B) e IL-6 (C) por ELISA de pacientes com
toxoplasmose ocular cicatricial (TOC), recidivada (TOR) e individuos controles. Os resultados sao

expressos em pg/ml. A linha horizontal representa a mediana. p<0.05. * TOR vs. controle.
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5. Discussao

Com relagdo as caracteristicas demograficas dos pacientes incluidos no
estudo, verificamos que nos grupos TOR e TOC houve uma diferenca entre as médias
de idades, maior nos pacientes do grupo TOC. Este achado pode estar relacionado
ao fato de que alguns dos pacientes do grupo TOC ja eram acompanhados no HCFMB
h& véarios anos por causa da toxoplasmose ocular e apresentavam mais de uma lesao
cicatricial de retinocoroidite. Aleixo et al. (79), ao analisar os fatores de risco para a
recorréncia de retinocoroidite por toxoplasmose observou que a idade € um fator
determinante no risco de recidiva da toxoplasmose.

Com relacdo ao sexo também houve diferenca entre os dois grupos. No
grupo TOC, 42,8% dos pacientes eram do sexo masculino, enquanto no grupo TOR,
68,7%. Rudzinski et al. (80) ao avaliar a resposta de imunomoduladores contra a
toxoplasmose também encontrou um predominio do sexo masculino no grupo de
toxoplasmose recidivada (66,6%), similar ao presente estudo. Aleixo et al. no entanto,
reportou prevaléncias similares de ambos 0s sexos.

A pesquisa da cor da pele revelou um predominio de caucasianos em
ambos 0s grupos. Assim, no grupo TOC, 12 individuos se declararam caucasianos
em um universo de 14 (85,7%) e 10 em 15 (66,6%), no grupo TOR. Um individuo ndo
respondeu ao questionario no grupo TOR sendo desconsiderado da avaliagdo. A
escolha era sujeita a autodeterminacédo do sujeito.

Na regido abrangida pelo presente estudo, o predominio é de individuos de
origem europeia na populagéo, o que pode ter contribuido para os achados. No Brasil,
porém, onde ha grande miscigenacdo da populacdo, existe o risco de viés na
autodeclaracéo do paciente, o que torna dificil avaliar os resultados. Na literatura néo
h& um consenso sobre a questdo étnica na toxoplasmose. Um estudo em Londres
(81) reportou que individuos de origem africana e do oriente médio teriam maior risco
de desenvolver toxoplasmose.

Com relacdo a avaliacdo clinica dos pacientes com lesédo ativa (grupo
TOR), os resultados foram compativeis com a literatura, com predominio de sinais
inflamatorios leves a moderados (74). O diagnéstico clinico da lesao recidivada foi
feito utilizando como critério, a presenca de lesdo ativa satélite a cicatriz de
retinocoroidite. Greigert, et al. (82) apoiado nos achados de Commodaro et al. (83),
refere que o padréo-ouro para o diagnostico da TO se da por meio da presenca de
lesBes retinianas tipicas cicatriciais proximas a areas de atividade claras e que a coleta
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de humor agquoso para diagnostico devera ser reservada para lesfes atipicas.

A presenca de les@es retinianas € o marco mais importante para a TO. A
presenca delas é obrigatéria no diagndstico clinico, mas podem estar ausentes nas
lesGes atipicas. Para a classificacdo da localizacdo utilizamos 3 posi¢cdes: macula,
arcadas e periferia. Foram consideradas tantos as lesdes cicatriciais, assim como o
conjunto cicatriz e lesGes ativas. As lesdes maculares foram encontradas em 4
pacientes (28,5%) com toxoplasmose cicatriciais e em apenas em 1 (6,2%) recidivada.
As lesdes em arcada forma encontradas em 3 (21,4%) dos pacientes com TOC e em
5 (31%) dos pacientes TOR. As lesbes periféricas foram as mais numerosas, sendo
encontradas em 7 (50%) dos pacientes TOC e em 10 (62,5%) dos TOR. O aumento
do achado de lesGes maculares nos pacientes TOC pode se relacionar aos pacientes
com lesdes congénitas, que se apresentam muitas vezes em roda de carroca (lesdo
macular circular). A periferia, como sendo a maior porgao retiniana é um dos locais
mais provaveis da TOR no estudo.

O numero de lesbes retinianas é outro marco usado na TO. Durante a
avaliacao diferenciamos a presenca de lesdes cicatriciais e ativas. Nos pacientes com
TOC encontramos 1 Unica cicatriz em 8 paciente (57,1%), 2 cicatrizes em 5 pacientes
(35,7%) e 4 cicatrizes em 1 paciente (7,1%). A média de lesdes no grupo TOC em
lesBes cicatriciais foi de 1,57. Nos pacientes com TOR encontramos 1 Unica lesdo em
10 pacientes (62,5%), e 2, 3 e 4 lesGes em 2 pacientes cada (12,5% em cada caso).
A média de lesbes foi de 1,75, similar aos achados no grupo TOC. Na analise de
lesbBes ativas somente encontramos nos pacientes com TOR. Nestes a lesao Unica
ativa ocorreu em 12 casos (75%), enquanto 2 lesdes ativas ocorreram em 4 casos
(25%). Neste critério os pacientes com TOR tiveram média de 1,25. No estudo de
Aleixo et. al. (2019) (70) o risco de recorréncia era maior se a lesdo encontrada néo
fosse primaria, ou seja, mais do que 1 lesdo em fundo de olho.

A gravidade da toxoplasmose ocular depende de varios fatores como
viruléncia da cepa do T. gondii, padréo genético e resposta imunolégica do hospedeiro
(84, 85, 86). Durante a fase aguda, os taquizoitos transformam-se em bradizoitos e
sob essa forma ficam dormentes e estabelecem infecgdo cronica (87). Os
mecanismos fisiopatologicos que engatilham a reativacdo da toxoplasmose ocular
ainda sao obscuros no entanto sabe-se que a resposta imune tem papel importante
nesse processo (88).

Os receptores TLR s&o proteinas presentes nas membranas celulares que
ao reconhecerem componentes do T. gondii engatilham resposta imunologica precoce

através da ativagao de células imunes e producdo de mediadores inflamatorios com a
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finalidade de eliminar os parasitas (89). A importancia dos receptores TLR2 e TLR4

na resisténcia a infeccao foi mostrada por estudo em que camundongos deficientes
desses receptores mostraram niveis diminuidos de TNF-a e incapacidade de eliminar
os parasitas (90). Nossos dados mostraram que a expressao do TLR4 foi maior em
pacientes com a doenca latente e controles em relacdo aos recidivados, sugerindo
gue a baixa expressao do TLR4 nesse grupo pode estar ligada com a reativacdo. Esse
fato foi evidenciado por estudos experimentais que mostraram que camundongos
deficientes de TLR4 foram suscetiveis a infeccdo (91, 92). O TLR4 também participa
da defesa do hospedeiro aumentando a maturacdo de células dendriticas apos
sensibilizagdo com T. gondii (93, 94).

Outro receptor que esta envolvido com a protecao é o TLR2, o qual esta
relacionado com ativacdo de macrofagos e producdo de NO (92, 95). No entanto,
nossos resultados mostraram que o TLR2 foi menos expresso nos grupos cicatriciais
e com recidiva. Khan et. al. (1996) (96) observou que apesar da liberagdo de NO
induzida pelo TLR2, os ratos com deficiéncia de MyD88 somente morreram quando
infectados por altas concentracdes do parasita. Assim, o TLR2 é mais efetivo em
superinfeccdes e grandes contagens de cistos, podendo ter seu efeito invivo, pela
presenca de cepas menos virulentas e menor contaminagdo, muito menos
importantes (97).

Outros receptores toll-like também s&o associados a infeccdo pelo
T.gondii. Yarovinsky et.al. (2014) (98) relata que além do TLR2, os TLR4, TLR?7,
TLR9, TLR11 e TLR12 parecem participar no reconhecimento e combate ao patégeno.
No entanto, os dois ultimos somente possuem funcdo ativa em roedores, sendo
provavelmente suplantados pelos demais em humanos.

Embora existam varios relatos de que os receptores TLR participem da
reposta imune contra T. gondii, pouco € conhecido sobre a acdo do TLR9 na
toxoplasmose ocular. Um estudo mostrou que a auséncia desse receptor reduz a
resposta Thl e causa inflamacao reduzida na mucosa intestinal apos infecgéo oral por
T. gondii (99). Por outro lado, infecgé&o in vitro com o parasita ndo engatilhou a ativagéo
de TLR9 (100). Peixoto-Rangel et. al. (2009) (78) realizou um trabalho em familias
afetadas com toxoplasmose ocular e ao avaliar o polimorfismo nos genes dos TLR
somente encontrou associacdo ao TLR9. A partir disso o autor postulou que talvez
este receptor poderia promover uma acao pro-inflamatoria associado a TO. Todavia,
neste mesmo artigo, os autores afirmaram que poderia haver associagdo com 0sS
demais TLR pesquisados caso fosse realizado novos estudos com maior capacidade
de anélise

Além do exposto, o fator genético pode inferir na suscetibilidade a infec¢éo
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ocular (101). Alguns genes séo associados com uma maior probabilidade de lesdes,

especialmente no sistema nervoso central. Jamielson et. al. (2009) (102) demonstrou
uma associac¢ao no polimorfismo do gene ABCA4 com maior leséo pela toxoplasmose
em olhos e sistema nervoso de criancas portadoras desta alteracéo.

A defesa contra a inflamacao por toxoplasmose recruta diversas citocinas.
Na infeccdo primaria, IL-6 e IL-17A parecem estar associados a lesédo e ao dano
tecidual contra os patdgenos. IL-6 € importante para a producéo de IL-17A. (16) Da
mesma forma, o INF-y e o TNF-a sdo relacionados ao combate ao patégeno e ao
padréo Thl.

A ativacdo do padrédo Thl induz um estado pro-inflamatorio no qual os
mediadores TNF- a e IL-6 s&o essenciais na amplificacdo do combate ao agente, tanto
em quadro agudos, como em formas cronicas. (103) No nosso estudo, no entanto, tais
citocinas ndo apresentaram diferenca estatistica nos grupos avaliados. Apesar de
estimular a inflamacéo, alguns estudos sugerem que IL-6 pode reduzir a multiplicacédo
do parasita e estimular a formacgéao de cistos, controlando o dano local. (104, 105)

O IL-10 é uma citocina importante no controle da infeccéo. Ela € expressa
durante a regulacéo para Th2. A elevacédo desta citocina se associa a menor controle
contra o parasita, visto se tratar de uma citocina anti-inflamatoria. Em nosso estudo
observamos uma diminui¢do desta citocina no grupo TOR. Meira et. al. (2014) (106)
observou uma diminuicdo desta citocina nos grupos com HIV, TO e Toxoplasmose
cronica. Os niveis de IL-10 demonstraram uma tendéncia a diminuicdo no grupo com
TO em relagéo ao grupo croénico, similar ao encontrado em nosso estudo. Isto pode
ser explicado pela necessidade de melhora no controle do parasita e sua diminuicéo
como forma de aumentar o combate, principalmente em fases inicias do controle.
Abdollah et al. (2013) (107) avaliou a mudanca na concentragéo de IL-10 ao longo do
tempo durante a vacinagéo de ratos para toxoplasmose e observou um aumento ao
longo dos dias. Este achado ndo pode ser reproduzido em nosso estudo pois 0s
pacientes coletados estavam no inicio do quadro inflamatorio. No entanto, o estudo
sugere que mesmo em tais pacientes poderiamos observar um aumento desta

citocina ao longo do tempo.
Consideracdes finais

Os receptores TLR demonstram queda em relacéo aos controles. O TLR2
apresentou diminuicdo nos dois grupos com TO em relagcéo ao controle. O TLR4 se
apresentou diminuido na TOR em relagdo ao controle e, por fim o TLR9 se mostrou

diminuido no grupo TOC em relagcéo ao controle. As alteracdes observadas nos TLR
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podem ser relacionada a imunidade contra o parasita e mesmo ajudar a explicar

porque alguns pacientes desenvolvem recidiva e porque outros a lesdo se mantem
cicatrizada sem novas recidivas. A dosagem das citocinas demonstrou que o perfil
anti-inflamatoério Th2 pode estar suprimido em pacientes com toxoplasmose reativada
em relacédo aos controles e cicatriciais. Tal alteracéo pode ser associada a diminuicédo
dos receptores TLR4, diminuido somente no grupo cicatricial. No entanto, para definir
0 papel correto destes receptores serdo necessarios mais estudos que aumentem o
tamanho amostral e consigam demonstrar a producdo de citocinas nestes pacientes.
A avaliacdo da producao de citocinas no humor aquoso e a presenca dos receptores
TLR em situ ao invés de sistémicos podera demonstrar se tais achados se reproduzem

localmente.
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6. Conclusdes

Baseado nos achados obtidos pela expresséo dos TLR, na dosagem das
citocinas, nas condi¢des experimentais utilizadas e de acordo com os resultados

obtidos, pode-se concluir que:

1. Houve diminuicdo da expressdo dos receptores toll-like 2 dos grupos com
toxoplasmose cicatricial e recidivada em relacdo aos controles.

2. Houve diminuicdo da expressao dos receptores toll-like 4 do grupo com
toxoplasmose recidivada em relacao aos grupos controle e toxoplasmose cicatricial.

3. Houve diminuicdo da expressdo dos receptores toll-like 9 do grupo com
toxoplasmose cicatricial em relacdo aos controles e toxoplasmose recidivada.

4. Houve diminuicdo da dosagem da citocinas IL-10 no grupo com toxoplasmose

recidivada em relagéo ao grupo controle.
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Apéndice 2 — Esquema de tratamento para toxoplasmose ocular recidivada
utilizada no estudo.

Uso ocular:

1- Acetato de prednisolona 1% colirio — 1 gota de 4/4h por 7 dias, com

mudanca para 6/6h por 7 dias se processo inflamatorio em caAmara anterior

2- Tropicamida 1% colirio — 1 gota de 12/12h por 15 dias se processo

inflamatério em camara anterior

3- Maleato de timolol 0,5% colirio — 1 gota 12/12h por 15 dias se hipertenséo

ocular

Uso oral:
1- Sulfadiazina 500mg — 1 comprimido, por via oral, de 6/6h por 30 dias

2- Pirimetamina 25mg - 3 comprimidos, por via oral, 1 vez ao dia por 3 dias,

seguido por 1 comprimido, por via oral, 1 vez ao dia por 27 dias

3- Prednisona 20mg - 3 comprimidos, por via oral, 1 vez ao dia por 3 dias,
seguido por 1 comprimido, por via oral, 1 vez ao dia por 20 dias, seguido por
% comprimido, por via oral, 1 vez ao dia por 7 dias, dependendo da

intensidade da uveite posterior.
4- Acido folico 5 mg — 1 comprimido, por via oral, de 12/12h por 30 dias

5- Albendazol 400 mg — 1 comprimido, por via oral, dose Unico no inicio do

tratamento

6- Omeprazol 20 mg — 1 comprimido, por via oral, cedo em jejum por 30 dias
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Apéndice 3 — Modelo do termo de Consentimento livre e esclarecido entregue

aos participantes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A toxoplasmose € uma doenca causada pelo protozoario Toxoplasma gondii. Quando ela
atinge os olhos, pode levar a cegueira irreversivel, especialmente em crian¢as e adultos jovens.
Algumas substancias do sistema de defesa do corpo parecem estar envolvidas no controle ou
manutenc¢ao da infeccdo. Esta pesquisa visa estudar o perfil do sistema de defesa dos pacientes
com toxoplasmose ocular e compara-lo com o perfil das pessoas sem a doenca. Os resultados
obtidos nesta pesquisa ajudardo a entender melhor a TO e porque ocorrem as recidivas da
doenca.

Eu,

recebi
pessoalmente o convite para participar da pesquisa: “Andlise da expressao génica dos
receptores TLR2, TLR4 e TLR9 e das citocinas pro e anti-inflamatérias em pacientes com
Toxoplasmose ocular cicatricial e recidivada”, a ser realizada no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, sob responsabilidade do Médico Leonardo de
Freitas Teodoro, sob orientacdo da Profa. Dra. Eliane Chaves Jorge, do Departamento de
Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco e Co-orientacao da Profa.
Mariana Gatto, do Departamento de Doencas Tropicais e Diagnéstico por Imagem, ambos da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, e todas as informacdes a respeito da mesma.

Fui devidamente informado sobre os objetivos e procedimentos envolvidos na pesquisa,
gue consistem em: 1. Coleta de 10 ml de sangue por punc¢do venosa, em um unico momento
do estudo; e 2. Exame oftalmoldgico com medida da acuidade visual e da pressao intraocular,
biomicroscopia e exame de fundo de olho.

Fui informado que depois de passar pelos exames, se for constatado que sou portador
de toxoplasmose ocular, farei parte do grupo de portadores da doenca e serei tratado (caso
haja necessidade e eu concordar com o tratamento); e se meus exames forem normais, farei
parte do grupo controle da pesquisa.

Fui informado de que os procedimentos realizados no estudo n&do acarretardo nenhum
risco para minha saude e, que o exame oftalmolégico traz beneficios para a minha saude, ja
que pode prevenir a cegueira pela toxoplasmose ocular e detectar outras doencas
oftalmolégicas. Também fui alertado de que a puncéo venosa e 0 exame oftalmolégico poderdo
causar leve desconforto.

Ficou esclarecido que a minha participagéo € voluntaria e que tenho a liberdade para me
retirar da pesquisa em qualquer momento. Fui informado de que os dados colhidos na pesquisa
serdo mantidos em sigilo e que minha privacidade sera resguardada.

Fui informado de que meu sangue sera estocado e caso ele seja utilizado no futuro, serei
procurado novamente para autorizar 0 Seu uso.

Declaro que este documento tem duas vias, sendo que uma copia ficara comigo e outra
sera mantida em arquivo pelo pesquisador. Com a assinatura abaixo, dou consentimento para
a incorporacao dos meus dados neste estudo.

Fui informado de que caso tenha qualquer ddvida adicional, poderei entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa, através do telefone: (14) 3880-1608/ 1609/ 1610.
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Botucatu, de de

Assinatura do paciente

Leonardo de Freitas Teodoro CRM: 151257

End: Av. Prof. Montenegro, Distrito de Rubido Junior, s/n
Botucatu, SP

Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP

Telefone: (14) 98112 2688

Email: leo_teodoro@hotmail.com

Assinatura do pesquisador

Profa Dra Eliane Chaves Jorge CRM: 55107
Depto OFT/ORL/CCP- Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP

Telefone: 14 3880 1520

Email: elianej@fmb.unesp.br
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