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Resumo

O Toxoplasma gondii € um protozoario amplamente disseminado pelo
mundo que pode causar doenca em animais e seres humanos. A
prevaléncia varia geograficamente. Em Erechim, Rio Grande do Sul -
Brasil, 88% da populacdo é soropositiva e a toxoplasmose ocular acomete
18% destes individuos. A evolucdo e a gravidade da doenca dependem de
caracteristicas genéticas do parasita e do hospedeiro. A maioria dos
isolados do T. gondii é classificado em uma das trés linhagens clonais
distintas (tipo I, Il e Ill). Epitopos polimorficos destas linhagens séo
altamente imunogénicos. A resposta imune humoral contra T. gondii é
cepa-especifica e persistente em todas as fases da infeccdo. O objetivo
deste estudo foi correlacionar a imunidade humoral e a resposta contra
peptideos cepa-especificos com a gravidade da toxoplasmose ocular em
pacientes de Erechim. Foram analisadas pelo método de ELISA 322
amostras de soro de individuos em diferentes fases da infeccdo, com ou
sem lesdo ocular, para a pesquisa dos isotipos especificos e contra
peptideos recombinantes de regides polimérficas (GRA6 e GRA7) do
parasita. Nossos dados mostram que IgG1 é a subclasse predominante em
todos os grupos analisados; 1gG2 e 1gG3, além de IgA e IgE, estao
associados a infeccdo adquirida recente; seis diferentes padrdes
sorotipicos do T. gondii parecem infectar esta populacdo, sendo o sorotipo
I/111 detectado em grande parte dos pacientes sem lesdo ocular, enquanto
0 sorotipo Atipico D foi detectado em 60% dos pacientes com a forma
grave da doenca. Embora ndo tenha sido observada associacdo entre os
isotipos e a evolucéao clinica da TO, a utilizacdo da analise soroldgica com
peptideos cepa-especificos, além de sugerir a diversidade de cepas
presentes nesta populacdo, pode ser utili como marcador para o
prognoéstico da toxoplasmose ocular.



Abstract

Toxoplasma gondii is a widespread protozoan parasite associated with a
large spectrum of pathology in both humans and animals. Prevalence
varies with geography. In the city of Erechim, in the state of Rio Grande
do Sul, Brazil, prevalence of the disease is 88% and related with a high
incidence (18%) of ocular toxoplasmosis (OT). The progression and
severity of the disease is quite variable probably due to some combination
of host and parasite genetics. Most of T. gondii strains are classified in one
of three distinct clonal lineages (type 1, Il, Ill). Strain polymorphic
epitopes are highly immunogenic. The humoral immune response against
T. gondii is strain-specific and effective at all stages of infection. The aim
of this study was to correlate the humoral immunity and response against
strain-specific peptides with the severity of OT in Erechim™s patients. Sera
of 322 individuals in different stages of infection, with or without ocular
lesion, were evaluated by ELISA to specific isotypes, IgG avidity and
serotyped with strain-specific polymorphic peptides (GRA6 and GRA7).
Our results show that 1gGl was predominant in all clinical groups,
whereas IgA, IgE, 1gG2 and 1gG3 were associated with recent acquired
infection. Our data identified six serotypes, four of which were new. One
of the atypical serotypes was strongly associated with severe ocular
disease in 60% of these patients and serotype I/11l was detected in the
majority of the patients without ocular toxoplasmosis. Although there was
no association between isotypes and the clinical evolution of OT,
serological analysis with strain-specific peptides suggest that divergent T.
gondii strains have been infecting Erechim™s population. Moreover, this
methodology may be useful as a prognostic marker of the ocular
toxoplasmosis.
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Abreviaturas

DNA
D.O.
ELISA

GRA

HIV
IFN-y

IL

MHC

NK
PBMC
PBS
PCR
RFPL

Stag
SAG

TMB
TO

ng

Acido desoxiribonucléico

Densidade 6ptica

Ensaio imunoenziméatico (do Inglés: Enzyme Linked
Immunoabsorbant Assay)

Proteina do granulo denso (do inglés: Granule dense
protein

Virus da imunodeficiéncia humana

Interferon gama

Imunoglobulina

Interleucina

Molar

Complexo principal de histocompatibilidade (do inglés:
Major Histocompatobility complex

Normalidade

Célula matadora natural (do inglés: natural Killer)
Célula mononuclear do sangue periférico

Solucédo salina tamponada com fosfato

Reac&o em cadeia da polimerase

Polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo
(do inglés: Restriction Fragment Length Polymorphism)
Antigeno de superficie do T. gondii

Antigeno de superficie do T. gondii (do inglés: surface
antigen)

3,3’,5,5 tetra-metilbenzidina

Toxoplasmose ocular

microgramas

microlitros
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Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1. O Parasito

Toxoplasma gondii € um protozoario parasita intracelular obrigatodrio,
capaz de infectar e replicar dentro de qualquer célula nucleada de animais
homeotérmicos (WON e REMINGTON, 1993; DUBEY, 1998). Foi descrito em
1908 no Brasil por Splendore, a partir de coelhos (SPLENDORE, 1908) e, no
mesmo ano, na Tunisia por Nicole e Manceaux, em formas oriundas do
roedor Ctenodatylus gondii (NICOLLE e MANCEAUX, 1908). Esse protozoario
gue pertence ao Filo Apicomplexa, subclasse Coccidea, tem extrema
importancia médica e veterinaria (LEVINE et al., 1977; TENTER et al., 2000).

T. gondii possui o ciclo de vida heteroxénico facultativo com trés
estagios de vida infectantes: esporozoitas (presentes nos oocistos),
bradizoitas (formando cistos teciduais) e taquizoitas (intra e extracelulares).
Estas formas evolutivas compdem um complexo ciclo envolvendo
hospedeiros definitivos e intermediarios (DUBEY, LINDSAY e SPEER, 1998)
(Figura 1).

O ciclo sexuado ocorre apenas no intestino de membros da familia
Felidae, que sdo os hospedeiros definitivos. Apds a ingestdo de tecidos
contendo cistos, o0s bradizoitas liberados invadem os enterdcitos,
multiplicam-se por uma série de esquizogonias, e se diferenciam em
gametas masculinos e femininos. A fusao do micro e macrogameta resulta na

formacdo de um zigoto dipléide (oocisto) que é liberado no ambiente,
12



Introducéo

juntamente com as fezes, onde se divide em oito progénies haploides
denominadas esporozoitas, as quais sao formas infectantes para os
hospedeiros susceptiveis (DUBEY et al., 1970; SIBLEY et al., 1992; WONG e
REMINGTON, 1993). Os gatos podem infectar-se também através da ingestao
de oocistos esporulados liberados nas fezes de outros gatos (DUBEY, 1998;
2002). Apos a esporulacao, os esporozoitas podem ser ingeridos por outros
mamiferos (incluindo o homem), transformando-se em taquizoitas (DUBEY,
MILLER e FRENKEL, 1970; FRENKEL, 1973).

A forma taquizoita mede cerca de 2 a 6 um de comprimento, tem
formato de meia-lua, apresentando a regidao anterior afilada e a posterior
recurvada. Corresponde ao estagio de multiplicacao rapida do parasito, tanto
em células do hospedeiro intermediario, quanto em células epiteliais
intestinais do hospedeiro definitivo (SHEFFIELD e MELTON, 1968; KOHLER et al.,
1997). Esta forma tem a capacidade de entrar em todas as células nucleadas
por penetracdo ativa e formar um vacuolo parasitdoforo (DOBROWOLSKI e
SIBLEY, 1996). A propagacao dos taquizoitas ocorre pelo rompimento das
células infectadas e invasao de células adjacentes ou por via hematogénica,
contaminando principalmente o sistema nervoso central, musculatura
esquelética e cardiaca. Como o T. gondii pode invadir todas as células e
tecidos do organismo, sua disseminacao se estende por todo o corpo do
hospedeiro (WONG e REMINGTON, 1994). Esse estagio proliferativo caracteriza

a fase aguda da infecgao.

13



Introducéo

A entrada do T. gondii na célula do hospedeiro € um processo ativo,
envolvendo filamentos de actina e miosina do parasito e certas proteinas
transmembranicas que se ligam a estes filamentos. A invasao do parasita é
semelhante a fagocitose, embora seja um processo mais rapido e polarizado,
pois ocorre a partir da regidao apical do parasita (HIRAI, HIRATO e YANAGAWA,
1966; AJIOKA et al., 1998), que atravessa a membrana da célula do
hospedeiro. Enquanto a fagocitose é lenta e depende do rearranjo do
citoesqueleto (JONES, YEH e HIRSCH, 1972; AIKAWA et al., 1977)

A proliferagdo dos taquizoitas diminui com o estabelecimento da
resposta imune do hospedeiro, contudo aqueles que escapam, evoluem para
a forma bradizoita e, juntamente com proteinas do hospedeiro, formam os
cistos teciduais, os quais sao incapazes de induzir inflamagao (HUNTER e
REMINGTON, 1994). Ha um equilibrio dindmico entre o parasita e o
hospedeiro, instalando-se assim a infeccdo cronica ou latente (DENKERS,
2003). Os cistos teciduais alojam-se, basicamente, no sistema nervoso
central, musculaturas esquelética e cardiaca e retina (JACOBS et al., 1960;
ISRAELSKI et al., 1989).

Sob determinadas condicdes, os bradizoitas, contidos nos cistos
teciduais, podem retornar as formas proliferativas - taquizoitas, reiniciando o
ciclo de parasitemia. Ainda hoje, sdo desconhecidos os fatores que induzem
esta mudanca nos bradizoitas a reiniciar o ciclo assexuado. Em outros

membros dos Coccidia, somente os esporozoitas, provenientes do ciclo

14



Introducéo

sexuado, possuem essa capacidade (Dubey, 1970). Todavia, esta capacidade
de interconversao do T. gondii, alarga as fontes de infeccao para o homem,
dando a este protozoario notavel importancia em problemas da saulde

humana (LYONS, McLOEOD e ROBERTS, 2002).

1.2. Transmissao e Epidemiologia

A infeccao pode ser adquirida por diversas formas, sendo que a via oral
€ a mais importante forma de contaminacao. Deste modo, os hospedeiros
podem infectar-se das seguintes maneiras: a) ingestdao do oocisto, através
de frutas, verduras, legumes, agua ou pelo contato com o solo; b) ingestdo
de cistos teciduais, presentes em alimentos crus ou mal-cozidos; c) ingestao
de taquizoitas, através do leite ndo pasteurizado, ovos, saliva, perdigotos,
transfusdes sanguineas e 6rgaos transplantados (BONAMETTI et al., 1997;
GARCIA et al., 2003; MONTOYA e LIESENFELD, 2004).

A transmissdo congénita é uma das formas mais importantes de
infeccao. A gestante transmite a infeccdo para o feto quando se infecta
durante a gestacdo, através da passagem dos taquizoitas pela barreira
placentaria (FIGURA 1). O parasito pode causar diferentes graus de
gravidade dependendo da viruléncia da cepa, da capacidade de resposta
imune da mae e da idade gestacional (AJZENBERG et al., 2002).

InfeccOes causadas pelo T. gondii estdao amplamente distribuidas

atingindo um terco da populagcdo mundial (TENTER, HECKEROTH e WEISS,

15
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2000). A prevaléncia da infeccao varia com a regidao geografica e a faixa
etaria (DUBEY, 2004). Entre norte-americanos aproximadamente 15% da
populacao estd cronicamente infectada (JONES et al.; 2001). Nas Américas
Central e Sul e na Europa continental estima-se que a prevaléncia alcance
50-80% (DUBEY e BEATTIE, 1988; TENTER et al., 2000). Em regides especificas
do Brasil e Franca as taxas de soroprevaléncia atingem indices
extremamente elevados e pouco comuns, de aproximadamente 88%
(GLASNER et al., 1992). Devido a incidéncia da doenca ser tdo variavel,
ressalta a necessidade de investigar a dindmica da transmissao e/ou as
caracteristicas das cepas do parasita que causam doenga em comunidades
susceptiveis, como no Brasil, sobretudo na regiao Sul, na cidade de Erechim.

Erechim é um municipio localizado no Noroeste do estado do Rio
Grande do Sul, na regiao do Alto Uruguai, sobre a cordilheira da Serra Geral.
Colonizado basicamente por quatro etnias, polonesa, italiana, alema e
israelita, o povoado se formou em 1908, a margem da estrada de ferro.
Ocupa uma area de 430,764 km? com uma populagdo de cerca de 98.288
habitantes (IBGE, 2005). A economia da regidao € basicamente focada na
pecuaria, especialmente suinos, agricultura e o comércio local. Diveros
estudos vém sendo realizados com o intuito de entender a elevada
prevaléncia da toxoplasmose (88%) e, sobretudo, a alta incidéncia (18%) da
forma ocular da doenca nesta regiao (SILVEIRA et al., 1988; GLASNER et al.,

1992; SILVEIRA et al., 2001)

16
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Fase Sexuada

Fase Assexuada

Gametocitos

Cistos teciduais Zigoto

‘ — > — 5 @ Intestino
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(esporozoito)
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Toxoplasmose Adquirida

1484

U adO dd
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Toxoplasmose Congénita

Figura 1. Ciclo evolutivo do Toxoplasma gondii. O ciclo sexuado ocorre
exclusivamente no intestino do hospedeiro definitivo - felinos. Apds a ingestdo de
bradizoitas, na forma de cistos teciduais, o parasita invade os enterdcitos, sofre
processos de divisdo celular até formar macro e microgametécitos. Os gametdcitos
fundem-se para formar o zigoto ou oocisto, que sdo liberados no meio ambiente na
pelas fezes do gato. O oocisto no ambiente, através de meioses, evolui a forma de
esporozoita, que é resistente por anos num ambiente Umido e infectante. Uma vez
ingerido, por um hospedeiro intermediario, o esporozoito se diferencia a forma de
taquizoita, extremamente proliferativa, a qual estabelece a infeccdo aguda. Passada
a fase aguda, os taquizoitas evoluem num lento processo de divisdo para a forma
de bradizoita. Neste estagio, o parasita pode permanecer latente por toda vida do
hospedeiro na forma de cisto tecidual, ou pode ser transmitido por carnivorismo
para outros hospedeiros, inclusive o gato, reiniciando o ciclo. Durante a infeccao
aguda, os taquizoitas podem ser transmitidos da mde para o feto, levando a
toxoplasmose congénita (Baseado em Dubey, 1986).

As linhas sodlidas indicam os processos de diferenciacdo do parasita e as linhas
pontilhadas indicam os modos de transmisséao.
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Através de estudo de caso-controle realizado em Erechim foram

verificados os principais fatores de risco e fontes de infeccao do T. gondii

(Figura 2). Os dados do estudo apontam o contato direto no solo, seja ele

no campo ou em jardinagem domiciliar, e o habito de comer carne de suinos

e ovinos mal-cozida, como principais fontes de infeccdo associadas as

infeccdes recentes. A pesquisa também revela que ha maior soroprevaléncia

entre adultos e criancas do sexo masculino, mulheres multiparas e na

populacdao da zona rural. Entre os individuos domiciliados na zona urbana foi

verificada baixa associagao com a infecgao (JONES et al., 2006). E provavel

que as campanhas de saude publica estejam educando e conscientizando a

populacao urbana, minimizando a exposicao ao parasita.

Ciclo da
infeccéo

em
Erechim

Figura 2 - Representacéao
esquematica do ciclo da
infeccdo pelo T. gondii em
Erechim. Seres humanos se
infectam principalmente pelo
contato com o solo e pela ingestao
de carnes, frutas, legumes e
verduras cruas ou mal-cozidas,
sendo a contaminagcao oral a
principal via de infecgao. O ciclo de
transmissibilidade parece ser
independente da fase sexuada, que
ocorre nos felinos (setas cheias),.
Mulheres multiparas e individuos do
sexo masculino, adultos e criancas,
estdo mais expostos a infecgdo
(Baseado em Jones et al., 2006).
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1.3 Caracteristicas genéticas do parasita

Ainda que a infecgao pelo T. gondii seja amplamente disseminada pelo
mundo, da grande variedade de hospedeiros intermedidrios e da capacidade
do parasita em se reproduzir sexualmente, analises filogenéticas revelaram
resultados surpreendentes. Este bem-sucedido parasita possui uma incomum
estrutura populacional, consistindo de trés linhagens clonais, denominadas
Tipo I, II ou III, as quais foram detectadas em 94% dos isolados da Europa e
na América do Norte (HOWE e SIBLEY, 1995), diferindo-se geneticamente
entre si em apenas 1% ou menos (SU et al., 2003).

Diversos estudos tém postulado os possiveis motivos que justifiguem a
pequena variabilidade genética neste parasita. Estudos populacionais
sugerem que em todos os lécus ha apenas dois alelos, indicando que estas
trés linhagens tenham dois ancestrais comuns (denominadas “A” e “E”, de
Addo e Eva, respectivamente), com limitadas variagdes génicas, que foram
cruzados recentemente na historia evolutiva. Cada lécus genético desse
organismo hapldide possui um alelo derivado a partir de uma ou de outra das
cepas ancestrais, os trés genodtipos sao definidos pela mistura destes alelos
(GRIGG et al., 2001a). Outra analise comparativa do genoma das cepas Tipo I,
II e III, mostrou que ha um cromossomo idéntico - denominado
cromossomo Ia (chrla) - comum as trés linhagens (KHAN et al., 2006). Este

cromossomo parece ser o Unico que ndo é susceptivel a polimorfismos, dado
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gue corrobora a hipétese de um ancestral comum para as trés linhagens
distintas (BOYLE et al., 2006).

O Toxoplasma ndo depende essencialmente da fase sexuada do seu
ciclo para sua sobrevivéncia e disseminagcao, ao contrario de outras espécies
do género Apicomplexa, tais como plasmodium spp. e a Eimeria spp, nas
guais a manutencao do ciclo sexual parece ser vital para a geragao da
diversidade necessaria a adaptacao ao meio ambiente, sobrevivéncia no
hospedeiro, transmissibilidade e viruléncia (revisto por KYES et al., 2001). Na
fase assexuada do seu ciclo (ver Figura 1), desde a progénie (esporozoitas)
até a formacdo do cisto tecidual, todas as formas evolutivas sao infectantes
para hospedeiros intermediarios (DUBEY e BEATTLE, 1988). Deste modo, a
reproducao sexuada pode ser evitada, minimizando a possibilidade de
cruzamento entre os genoétipos e garantindo a transmissdo da espécie com
minimo de recombinacdo meidtica (KHAN et al., 2006). Esta caracteristica
biolédgica do parasita, denominada de transmissao oral assexuada, parece
determinar a estrutura da populagdo clonal com apenas trés linhagens
predominantes (DARDE et al., 1992; SIBLEY e BOOTHROYD, 1992; HOWE e
SIBLEY, 1995).

A viruléncia do Toxoplasma é normalmente definida com base na dose
letal 50 (DL50) em modelos murinos, porém pouco se sabe sobre a
viruléncia deste parasito em outras espécies. As trés linhagens clonais

apresentam diferentes potencias para causar doenca em modelos animais
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(SIBLEY e BOOTHROYD, 1992). A linhagem tipo I é altamente virulenta em
camundongos, com DL de apenas um parasita viavel. Em contraste, as cepas
tipo II e tipo III tém a DL50 em mais que 103 parasitas (HOWE e SIBLEY,
1995). Visando explicar as bases das diferencas na patogenicidade entre os
tipos de parasita, estudo de mapeamento genético identificou um lbécus
comum na cepa tipo I que pode estar associado a maior viruléncia desta
linhagem em murinos (SU et al., 2002).

Os estudos até entdo publicados sobre a infeccao pelo T. gondii em
humanos, atribuem a cepa tipo II como responsavel (81%) pela
toxoplasmose congénita e em individuos imunocomprometidos na América
do Norte e Europa, principalmente na Franca (HOWE et al., 1997; HONORE et
al., 2000; FUENTES et al., 2001), enquanto os tipos I e III foram encontrados
em 10 e 9% dos isolados de seres humanos, respectivamente (HOWE et al.,
1997), porém ha relatos do isolamento de cepas do tipo I em casos de
toxoplasmose congénita na Espanha e em Portugal (FUENTES et al., 2001). Ha
uma tendéncia em associar a doenga em seres humanos a linhagem tipo II,
ja que parasitas deste tipo constituem pelo menos dois tercos dos isolados
em humanos (HOWE e SIBLEY, 1995).

Diante dos estudos funcionais sobre as diferentes cepas do T. gondii,
pode-se concluir que sao linhagens e nao verdadeiras espécies, ja que foram
identificados gendtipos mistos. Todavia, o “clone” tipo € uma entidade

taxondOmica importante, do ponto de vista médico, pois apresenta
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caracteristicas bioldgicas diferentes (HOWE, 1995; SIBLEY, 1999). Embora
muitos estudos tenham sugerido que o gendtipo do parasita pode definir a
apresentacao clinica da toxoplasmose humana, diante da ampla
disseminacao deste parasita, muitas outras pesquisa ainda sao necessarias
em diversas populacdes, pois é possivel que o padrao de doenca seja
definido ndo s6 pelo T. gondii, mas também pela relacdo parasito-hospedeiro
e 0 meio-ambiente (HOWE, 1995; HOWE, 1997; SIBLEY, 1999; HOLLAND, 2004).

Algumas evidéncias da relacdo entre o gendtipo do parasito e a
gravidade da doenca ocular tém sido apresentadas na literatura. Grigg e
colaboradores (2001) mostraram que a cepa tipo I e algumas linhagens
atipicas foram isoladas em individuos imunocompetentes com TO grave nos
Estados Unidos (GRIGG et al., 2001b). No caso do Brasil, a caracterizagao de
parasitas presentes nas retinas de alguns individuos de Sao Paulo (SP) e de
Erechim (RS) também sugerem a presenca do Tipo I (VALLOCHI et al., 2005a).

Linhagens de T. gondii com atipica ou nova combinagdao de alelos tém
sido isoladas de animais nao domésticos, em alguns continentes como
América do Sul e Africa (DARDE et al., 1998; AJZENBERG et al., 2004; LEHMANN
et al., 2004; FERREIRA et al., 2004; MILLER et al., 2004). Todavia, a grande
maioria dos estudos de caracterizacdo genotipica tem examinado apenas um
(SAG2) ou dois marcadores genotipicos do parasita (FUENTES et al., 2001;
DUBEY et al., 2004; VALLOCHI et al., 2005), como muitas linhagens dividem o

mesmo alelo de muitos loci, a correta caracterizacao genotipica da cepa deve
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ser feita através da genotipagem mutilocus ou multicromossémica (KHAN et
al., 2005).

No Brasil, estudos com amostras de animais provenientes de alguns
surtos ocorridos nos Estados do Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina,
Minas Gerais e Amazonas também detectaram predominantemente parasitas
do tipo I, alguns casos do tipo III e raramente o tipo II (DUBEY et al., 2002;

DUBEY et al 2003 a; DUBEY et al., 2003b; DUBEY et al., 2004; DUBEY et al., 2005;
DA SILVA et al., 2005; BRANDAO et al., 2006; DUBEY et al., 2006; DE MOURA et

al., 2006; FERREIRA et al., 2006; PENA et al., 2006).

KHAN e colaboradores (2006) genotiparam amostras de pacientes
provenientes de Erechim e de dois surtos de toxoplasmose que ocorreram no
Parana (Santa Vitéria do Pinhal) e Santa Catarina (Agrondmica) e comparou
com amostras de isolados de animais provenientes de Minas Gerais e
Erechim. Os dados desse trabalho mostram que os isolados de T. gondii da
regiao de Erechim sdao genotipicamente divergentes dos padroes
convencionais previamente descritos para amostras da América do Norte e
Europa. De todas as amostras analisadas, animais e humanos, apenas uma
apresentou genotipo do Tipo I, as demais apresentaram padrdes genotipicos
atipicos, que por analise foligenética, sugere o intercruzamento entre as trés
linhagens clonais (KHAN et al., 2006).

As estratégias atuais para classificagdo da cepa do T. gondii sao

tipicamente focadas em estabelecer diferengas inter-cepas via proteinas
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(DARDE, 1996) ou por classificacdo gendmica (GRIGG e BOOTHROYD, 2001;
AJZENBERG et al., 2002). Para estas analises € necessario o isolamento de
grande quantidade de DNA do parasita ou a infeccdo de outros organismos
para obtencdo de proteinas. Devido a dificuldade de obtencdo deste tipo de
material bioldgico, ha limitacbes técnicas para estes estudos em grandes
populacdoes (HOLLAND, 2006).

Novas abordagens técnicas surgiram na tentativa de caracterizar as
linhagens do parasita e sua importdncia na patogenicidade aos seres
humanos. Utilizando seqliéncias de nucleotideos das trés linhagens, obtidas a
partir do GenBank, por ESTs (expressed sequence tags) do Toxoplasma ou
por sequenciamento direto de proteinas imunogénicas de antigenos do T.
gondii, KONG e colaboradores (2003) descrevam peptideos recombinantes
contendo regides polimdrficas imunogénicas das linhagens tipo I, II, III.
Através da utilizacdo destes peptideos pela técnica de ELISA (do inglés,
Enzyme-Lynked Immunoabsorbant Assay), € possivel detectar no soro ou
plasma anticorpos cepa-especificos e, desta forma, determinar qual a
linhagem infectante em hospedeiros humanos e animais.

O desenvolvimento do método de sorotipagem de cepas baseou-se no
fato de que o T. gondii estimula uma forte e persistente resposta humoral
em todos hospedeiros. Anticorpos contra proteinas do parasita permanecem
com titulos elevados por toda a vida do hospedeiro e estdo presentes em

pacientes com essencialmente todas as manifestacdes clinicas da infeccao
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(FRENKEL et al., 1991; ASAI et al., 1992). Dados na literatura mostram que a
resposta imune humoral contra o T. gondii €& cepa-especifica. Para
exemplificar, 5 de 5 anticorpos de monoclonais de camundongos (MAbs) para
SAG2A isolados depois de uma infeccdo natural eram alelo-especificos (i.e.,
os anticorpos reconhecem o alelo expresso por tipo I e III, mas nao o tipo II,
embora todos os 3 tipos expressem niveis aproximadamente iguais da
proteina de SAG2A) (PARMLEY et al., 1994). Conseqlientemente, epitopos
polimérficos parecem ser altamente imunogénicos e, possivelmente,
imunodominantes (KONG et al., 2003). Em humanos, a presenca de
anticorpos contra regides especificas das proteinas do granulo denso 6
(GRA6) (FAZAELI et al., 2000) e 7 (GRA7) (JACOBS et al., 1999) do
Toxoplasma, pode discriminar seguramente se a infeccdo € por uma cepa

Tipo II ou pelos Tipos I e III (KONG et al., 2003).

1.4. ManifestacOes Clinicas da Toxoplasmose

A patogenicidade e o tropismo cerebral deste parasita no hospedeiro
imunocomprometido foram referidas por Vietzke em 1968. Até a década de
80, os casos de toxoplasmose referidos na literatura eram principalmente
relacionados as infeccbes congénitas (DESMONTS, 1966; 1975), mas a
expansao das técnicas de transplante e, sobretudo o avanco da pandemia da

AIDS identificaram esta parasitose como infeccao emergente, sendo uma
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importante causa de morbidade e mortalidade nos imunodeficientes de
varias etiologias (LUFT e REMINGTON, 1992)

A infeccdo aguda adquirida no adulto imunocompetente é normalmente
assintomatica, evoluindo rapidamente para a cronicidade (DENKERS, 2003).
Por outro lado, a infeccdao primaria durante a gravidez, mesmo que
assintomatica ou subclinica, pode ser transmitida ao feto originando uma
infeccdo congénita. A transmissao materno-fetal esta relacionada ao aporte
sangliineo para a placenta, sendo maior nas fases tardias da gestacao. A
gravidade para o feto € maior quando a infeccdo ocorre entre a 10% e 24°
semanas. Neste periodo, os danos ao feto podem ser letais, podendo resultar
em aborto, ou lesdes neuroldgicas e oftalmoldgicas com graves seqielas
(TENTER, HECKEROTH e WEISS, 2000; GROSS, HOLPERT e GOEBEL, 2004) O feto
acometido no ultimo trimestre da gravidez é geralmente assintomatico ou
com manifestacdes discretas (KAPPERUD et al., 1996). A infeccao fetal pode
ser atenuada ou prevenida quando o tratamento materno é iniciado
precocemente (JONES et al., 2001).

Em individuos imunodeprimidos, a encefalite toxoplasmica (ET) é uma
importante manifestagdo clinica (LUFT e REMINGTON, 1992; WONG e
REMINGTON, 1993; WONG e REMINGTON, 1994). A progressao e a gravidade da
doenca ¢é significativamente varidvel entre os casos relatados de
toxoplasmose, provavelmente estas variagcdes possam ser relacionadas as

caracteristicas do hospedeiro (MCLEOD et al., 1989; SUZUKI et al., 1996) e/ ou
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variacoes genéticas na cepa infectante (SIBLEY e BOOTHROYD, 1992; HOWE et
al., 1996). A ET foi considerada uma das mais comuns infecgdes oportunistas
de pacientes com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (LUFT e
REMNIGTON, 1992).

A retinocoroidite toxoplasmica (TO) é definida como a uveite posterior
infecciosa mais comum, inclusive na populagao brasileira (HOLLAND, 2003;
GARCIA et al., 2003). As lesOes oculares causadas pelo T. gondii podem ser
originadas tanto da infeccdo congénita, quanto da infeccao adquirida apds o
nascimento (SILVEIRA, et al., 1988, GLASNER et al., 1992). Na regiao Sul do
Brasil sdo muitos os casos de infeccao pos-natal (SILVEIRA et al., 1988, 2001;
HOLLAND, 2000) e nos EUA um estudo dos riscos da infeccao concluiu que
pelo menos dois tercos dos casos de TO sao causados por infeccao adquirida
(GILBERT e STANFORD, 2000).

A TO é caracterizada por uma lesdo cicatricial atréfica, geralmente
localizada na macula. A lesao classica inicia-se na retina neural e, apos o
desenvolvimento da resposta inflamatdria, passa a envolver as demais
camadas da retina, assim como a cordide (ROBERTS e MCLEOD, 1999). Na
fase aguda, hd edema de retina e a lesao tem coloracao creme. A reativagao
da doenca apresenta-se como uma retinite focal, de tamanho variavel, com
forma ovalada ou circular. Pontos hemorragicos e infiltrados inflamatorios
estdo presentes na maioria dos casos. A presenca de células inflamatdrias na

camara anterior do olho também pode ser observada.
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A fundoscopia ou exame de fundo de olho e a retinografia sao
ferramentas diagnosticas para visualizacdao das lesdes oculares, que
permitem ao especialista visualizar as caracteristicas da lesdao e a sua
gravidade. Na Figura 3 apresentamos retinografias realizadas na Clinica
Silveira em individuos de Erechim. Para efeito de comparagao, mostramos o
exame de um individuo saudavel (Figura 3A). Na porcdo inferior da figura,
apresentamos retinografias dos dois olhos de um paciente imunocompetente
com toxoplasmose ocular adquirida. Uma caracteristica da TO neste paciente
€ o aparecimento de regides cicatrizadas, conseqlientes da auto-resolucdo do
processo inflamatoério local, que podem ser vistas em ambos os olhos.
Quando a lesdo é reativada, normalmente pode ser vista a retinite focal, de
tamanho variavel, a qual normalmente ocorre em apenas um olho (Figura
3B). Com a evolucao da doenca e a diminuicdo da resposta inflamatoéria,
ocorre o atrofiamento da lesao e as bordas tornam-se hiperpigmentadas,
provavelmente pelo dano tecidual (Figura 3C). SILVEIRA e colaboradores
(2001) relataram que lesGes tipicas da TO incluem minudsculos e nao-
especificos focos pigmentados, que podem ser vistos em conjuntos de
pequenas cicatrizes retinocoroidais em qualquer parte da retina (SILVEIRA et

al., 2001).
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Figura 3 — Retinografias de individuos de Erechim. (A) Retina normal
(B e C) de paciente com toxoplasmose ocular. (OE) olho esquerdo; (a)
recidiva ativa; (b) lesdao cicatrizando; (OD) olho direito; (c) retinocoroidite
cicatrizada. (Fonte: Clinica Silveira)

As caracteristicas das lesdes podem variar de acordo com o estado
imunoldgico do individuo. Em pacientes com AIDS, as lesdes comumente
descritas sdao multiplas, ativas, porém pequenas e pouco espessas,
envolvendo camadas internas e externas, podendo acometer ambos os olhos
(HOLLAND et al., 1988; HOLLAND, 1989). Em individuos imunocompetentes,
aparece um foco com lesdao ativa, mesmo que apresentem diversas areas
cicatriciais aglomeradas. As lesOes tipicamente apresentam diametro menor

que 1000um e sao encontradas no pélo posterior do olho (COCHEREAU-
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MASSIN et al., 1990; BEGER et al., 1993; DOFT e GASS, 1985; MATHEUS e

WEITTER, 1988).

Muitos trabalhos apdiam a hipdtese de que a infeccao pelo T. gondii
nos estagios iniciais de desenvolvimento da retina pode favorecer o
comprometimento da macula. Diferencas anatomicas e micro vasculares
entre a macula e a regidao periférica da retina poderiam criar um
microambiente que influéncia na localizacdo da lesao (YANG et al., 2000;
BOSCH-DRIESSEN et al., 2002;). As lesbes na regido da macula sao mais
freqientes em casos de toxoplasmose congénita (HORGAN et al., 1964;
FRIEDMANN e KNOX, 1969). Contudo, aproximadamente 38% dos pacientes de
Erechim com evidéncia soroldgica para infeccao adquirida apresentaram
lesbes maculares (dado apresentado pelo Dr. Claudio Silveira no
International Conference on Toxoplasmosis, Copenhague, Dinamarca, 23-25
de Junho de 2003).

A susceptibilidade ao desenvolvimento da lesao ocular grave pode
estar relacionada a viruléncia do parasita, indculo infectante, meio-ambiente,
influenciando na relagcao parasito-hospedeiro, e ao hospedeiro. Embora nao
tenha sido observada nenhuma associacdao entre etnias e a doenca ocular,
habitos alimentares de certas populacdes podem aumentar a exposicao ao
agente infeccioso, tornando a populacdo mais susceptivel (revisado por

HOLLAND, 2004; JONES et al., 2006).
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No que se referem as caracteristicas do hospedeiro, algumas
importantes associagdes ja foram descritas: 1) Idade - na grande maioria
dos trabalhos publicados hd um consenso de que entre 20 e 40 anos ha
maior freqiiéncia da doenca ocular (FRIEDMANN e KNOW, 1969; BURNETT et al.,
1998; JONES et al.,, 2001; BOSCH-DRIESSEN et al., 2002); 2) Estado
imunoldgico - a epidemia da AIDS mostrou que o estado de imunodeficiéncia
torna o paciente extremamente vulneravel ao desenvolvimento de lesdo
grave (REHDER et al., 1988; HOLLAND et al., 1988, HOLLAND et al., 1989;
BERGER et al., 1993; MOORTHY et al.,, 1993). Em pacientes idosos o
comprometimento na resposta imune inata e adaptativa induz alteragoes
funcionais em linfécitos, células matadoras naturais (NK, do inglés “natural
killer”) e macréfagos (JOHNSON et al., 1997); 3) Gestagdo - em gestantes ha
significativa freqliéncia de recorréncia da retinocoroidite toxoplasmica, é
possivel que esta associacao esteja relacionada as alteragdes imunoldgicas e
hormonais oriundas da propria gestacao (HOLLAND et al., 1996; FRIEDMANN e
KNOX, 1969; O'CONNOR, 1983; HOLLAND, 2004).

A reativacdo das lesdes na retina na TO pode também ocorrer pela
ruptura do cisto tecidual na fase crbénica da infeccao. Quando a supressao
imune por drogas ou por outras infeccoes permite a reversao da forma
bradizoita para taquizoita, reativa a replicacdo do parasita, estimulando o
sistema imune a um intenso processo inflamatorio local, que pode levar a

necrose tecidual (HOLLAND et al., 1988).

31



Introducéo

1.5. Resposta Imune ao T. gondii

Uma vez ingerido, pela via oral, em seu hospedeiro, o T. gondii invade
o trato gastrintestinal, penetra na mucosa do intestino, onde vai deparar-se
com a camada de células epiteliais - enterdcitos. Estas células sofrem
mudancas morfofisioldgicas, passam a secretar moléculas citotéxicas, como
o Oxido nitrico e, paralelamente, secretam quimiocinas e citocinas que
atraem neutroéfilos, macrofagos e células dendriticas para o sitio infeccioso.
Desta maneira, ainda na fase precoce da infeccdo, estd desencadeada a
resposta imune inata contra T. gondii (PAVLI et al. 1993).

Neutréfilos, macrofagos e células dendriticas (DCs) sdao essenciais na
fase de inducao da imunidade, pois sao células secretoras de IL-12, uma
citocina fundamental na resisténcia a infeccdo na fase aguda (DENKERS,
CASPAR e SHER, 1994; DENKERS e GAZZINELLI, 1998). Através da producdo de
IL-12 ha estimulacdo das células NK a produzirem IFN-y e promover o
desenvolvimento de células Thl (do inglés, T helper) produtoras de IFN-y
(GAZZINELLI et al., 1994).

Em modelos experimentais, in vivo e in vitro, os neutrdfilos
estimulados com taquizoitas migram rapidamente, entre 2-3 horas, para o
sitio de inoculacao do parasita e secretam IL-12 pré-armazenada. Apesar da
guantidade de IL-12 liberada por célula ser pequena, é possivel que devido
ao grande numero de células que migram para o sitio da infeccdo, a

liberacao local de citocinas tenha funcdo bioldgica e protetora na infeccao
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recente (BLISS et al., 2000). A deplecao de neutréfilos torna o hospedeiro
mais suscetivel a infeccao (BLISS et al., 2001).

A ativacdo dos macrofagos inibe ou mata o parasita intracelular
(DENKERS e GAZZINELLI, 1998; DENKERS, 2003). BUTCHER & DENKERS (2002)
demonstraram que macréfagos podem induzir a imunidade adquirida através
da liberacdo de citocinas, como IL-12, e pela apresentacdo de antigenos
peptidicos aos linfocitos T, via o complexo de histocompatibilidade (MHC) e
co-estimulacdo de moléculas. No entanto, o T. gondii inibe a producdo de NO
pelo macroéfago infectado, através da reducao da expressdao de NO sintase
indutivel (iNOS); estimula a producdo de TGF-B1 (fator transformador de
crescimento- beta 1) e IL-10, diminuindo a ativacdo destas células e a sua
atividade anti-protozoaria (SEABRA, SOUZA e DAMATTA, 2002). Além disso, ha
diminuicdo da producao de citocinas pré-inflamatérias como, IL-12 e TNF-a
(fator de necrose tumoral - alfa), devido a inibicao da translocacdao para o
nucleo do fator de transcricao (NF-kB) (BUTCHER e DENKERS, 2002) e STAT 1
(do inglés, signal transducer and activator of transcription ) (LUDER et al.,
2001).

As DCs sao uma fonte importante de secrecao de IL-12 e
desempenham um papel de maior relevancia na imunidade celular em
resposta a patégenos intracelulares (ALIBERTI et al.; 2000) e na resposta
imune especifica tipo I. A interacdao de antigenos do parasita via receptor de

quimiocina CCR5 (do inglés, C-C chemokine rececptor- 5) induz a sintese de
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IL-12 em DCs maduras, sendo esta uma das principais vias de indugao de
resisténcia dependente de IFNy na infeccdo (ALIBERTI et al., 2000).

DCs imaturas sao alvos preferenciais para a invasao do T. gondii
(McKEE et al., 2004). Apds a penetracdo na célula, o parasita suprime a
capacidade celular de participar da resposta imune inata e induzir a resposta
adaptativa. A inibicdo da maturacao das DCs &, provavelmente, por uma via
semelhante a que ocorre nos macroéfagos, por inibicio de NF-kB e STAT1
(LUDER et al., 2001; DENKERS et al., 2003). A inabilidade de maturacao das
DCs compromete a ativacdo de linfocitos T, sugerindo que haja
comprometimento da capacidade de apresentacdo antigénica por estas
células, facilitando a disseminacao do parasita no hospedeiro (McKEE et al.,
2004). Por outro lado, a producdao de TNF-a por neutréfilos parece ser um
mecanismo fundamental para estimular a maturagao das DCs e,
consequentemente, o desenvolvimento da resposta imune (DENKERS et al.,
2003).

FUX e colaboradores (2003) mostraram que em modelos murinos a
susceptibilidade e resisténcia a infeccdo dependem de fatores genéticos do
parasita e do hospedeiro. Neste estudo, camundongos de diferentes
linhagens foram infectados com uma cepa classica Tipo II (Me-49) e uma
cepa recombinante tipo I-III (P-Br), observando que a resisténcia a infeccao
com ambas as cepas € dependente da produgao de IL-12, TNF-a e IFN-y. Por

outro lado, a resisténcia a formacdo de cistos teciduais e o desenvolvimento
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da ET parece estar associado ao haplétipo do MHC do hospedeiro e ao
arquétipo clonal do parasita (FUX et al., 2003).

Estudos da infeccao com alguns microorganismos mostram a
correlacao entre as citocinas produzidas pelos linfocitos T, especialmente o
IFN-y, e a indugdao da imunidade protetora contra microorganismos
intracelulares, inclusive o T. gondii (HEINZEL et al., 1989; KAUFMANN, 1993
SUBAUSTE e REMINGTON, 1993; GAZZINELLI e DENKERS, SHER, 1993).
SUBAUSTE & WESSENDRAP (2000) demonstraram que a sinalizagao CD28-
CD80/CD86 regula a producao de IFN-y, e que a interacao CD40 ligante
(CD40L)-CD40 regula a secrecao de IL-12 e IFN-y, durante o contato entre
células T e mondcitos infectados com T. gondii (SUBAUSTE, DE WALL MALEFYT
e FUH, 1998; SUBAUSTE et al., 1999).

Os linfécitos T sdo os principais mediadores da imunidade adquirida,
sendo o padrao Thl elegido na resposta ao T.gondii (GAZZINELLI et al., 1991;
1992). Diversos experimentos mostram que camundongos atimicos sao
extremamente susceptiveis as linhagens virulentas e avirulentas do parasita
(LINDBERG e FRENKEL, 1977; SCHLUTER et al., 1995). A resisténcia a infecgao
em camundongos ¢ dependente tanto dos linfécitos T CD4* quanto dos T
CD8*. Contudo, em alguns modelos murinos, linfocitos T CD8* produtores de
IFN-y sao os principais efetores da imunidade in vivo (DENKERS et al., 1993).
A deplecdo in vivo dos linfécitos T CD8* converteu camundongos resistentes

em susceptiveis a infeccdo (GAZZINELLI et al., 1993).
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Anticorpos contra o parasita sao prontamente sintetizados em resposta
a infeccao, tanto nos seres humanos quanto nos modelos experimentais
(FRENKEL et al., 1991; ASAI et al.,, 1992). A supressdao da producao de
anticorpos através do tratamento com anticorpos anti-u resultou na
exacerbacdo da infeccdo, enquanto a transferéncia passiva de soro de
camundongos cronicamente infectados para camundongos deficientes de
células B controlou a infeccdo em 50% dos animais infectados (FRENKEL e
TAYLOR, 1982).

Embora seja controversa a participacdo dos anticorpos na resisténcia a
infeccdo, modelos experimentais com camundongos, ratos e cobaias tém
produzido diferentes resultados a respeito do potencial protetor dos
anticorpos, que pode ser devido ao basal genético dos hospedeiros e/ou do
parasita. A transferéncia passiva do soro imune ou de anticorpos
monoclonais anti- T. gondii ndo foi efetiva na protecdo a infeccdo com cepas
virulentas (FOSTER e MCCULLOCH, 1968; GIL e PRAKASH, 1970), porém foi
protetora para camundongos infectados com cepas de viruléncia moderada
(MASIHI e WERNER, 1978; JOHNSON et al., 1983; SHARMA et al., 1984).

Citocinas sao essenciais na diferenciacao das células B e na troca de
isétipos de imunoglobulinas (SUZUKI e KOBAYASHI, 1983). Na presenca de IL-
4 e anti-CD40, células B humanas secretam IgG4 in vitro (GASCAN et al.,

1991) e na presenca de IL-4 e do virus Epstein Barr (EBV), IL-4 e anti-CD40
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ou anti-CD40L estas células secretam IgA. IL-4 e IL-13 parecem estar
envolvidas na troca de isétipo para IgE (JABARA et al., 1990).

Embora IFN-y estimule a troca de classe para IgG2a em camundongos,
a Uunica evidéncia da influéncia desta citocina na troca de isétipo de
imunoglobulinas humanas é o aumento seletivo da expressdo de mRNA da
cadeia y2 nas células B (IgM*/IgG’) em repouso, porém ndo ha correlagdo
entre a troca para IgG2 (KITANI et al., 1993). Ainda que IFN-y aumente e
anti-IFN-y iniba a expressao espontanea de IgG2 pelos PBMC in vitro, este
efeito é abolido pela deplecdo de células que expressam IgG2*. Isto sugere
que o IFN-y atua seletivamente nas células B, as quais ja realizaram troca de
classe para IgG2, ndo agindo como um fator responsavel para esta mudanca
de isétipo (KOU et al., 1994).

A participacao das subclasses de IgG em resposta a agentes
infecciosos tem sido associada a gravidade dos sintomas clinicos e a resposta
inflamatdria (HUSSIAN et al., 1995; ASHBEE et al., 1997; LAGACE et al., 1995;
ANDERSON e GAARSLEV, 1992). Estes isétipos exercem fungdes bioldgicas
efetoras especificas. Assim, sabe-se que a IgGl e a IgG3 atuam como
opsoninas, uma vez que se ligam fortemente aos receptores Fc nos
fagocitos, porém a ligacdo da IgG2 e IgG4 a estes receptores é fraca (ROITT,
BROSTOFF e MALE, 1999).

IgG1l e a IgG3 ativam também o sistema complemento através da

proteina plasmatica C1 da via classica (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2003).
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IgG3 constitui cerca de 4 a 8% das IgG no soro humano. Juntamente com
IgG1, este é o principal isotipo envolvido na resposta a antigenos virais
(STEINBERG et al., 1973). Pacientes deficientes de IgG3 sao mais susceptiveis
as infeccOes recorrentes, embora muitos individuos nao desenvolvam doenca
(BJORKANDER et al., 1985; OXELIUS et al 1986; LINDE et al., 1988). A razao pela
qual estes individuos permanecem saudaveis ainda nao esta esclarecida.
Contudo, o aumento das taxas de infeccao pode ser relacionado a outras
desordens da imunidade humoral, inclusive na resposta de IgG2 (LINDE et. al,
1996).

A presenca e o perfil de subclasse de IgG intra-ocular foi verificada
através de dosagens no humor vitreo e humor aquoso em individuos
normais, sendo IgG1 predominante (WALDREP e SCHULTE, 1989). Em casos de
TO a producao destas subclasses parece nao se alterar, provavelmente
devido a inflamacgao local e a quebra da barreira hemato-retiniana, a invasao
de anticorpos séricos neste orgdao imuno-privilegiado, iniba a sintese local
dos isotipos (BLOCH-MICHEL et al., 1998)

A toxoplasmose ocular € caracterizada por um processo inflamatorio
intra-ocular, que ocorre em episddios recorrentes (NUSSENBLATT, WHITCUP e
PALESTINE, 1996). Alteracdes imunoldgicas observadas na retina sdo devido a
invasao, replicacdo e destruicdo de células da retina, conseqientes da
reativacdao do parasita, bem como por antigenos da retina liberados pelo

dano tecidual. A resposta imune contra antigenos da retina na TO, ndo
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protege para o desenvolvimento da lesdao, mas parece minimizar o
desenvolvimento de lesdes graves (VALLOCHI et al., 2005b). Taquizoitas e
cistos sdo encontrados no epitélio de camada Unica presente entre a cordide
e a neuroretina (Epitélio Pigmentar da Retina - RPE) de pacientes com
toxoplasmose ocular (NICHOLSON e WOLCHOK, 1976).

O RPE é secretor de citocinas como IL-6 (LYONS et al., 2001), IL-8
(ELNER et al., 1990) e NO em resposta a citocinas proé-inflamatérias e LPS.
Além destas, IFN-y (GAZZINELLI et al., 1994) e TGF-B (NAGINENI, DETRIC e
HOOKS, 2002) também estdo envolvidas na imunopatogénese da TO. A
presenca de mediadores inflamatoérios neste tecido estimula a expressao de
moléculas do MHC classe I e II e participa da apresentacdo antigénica intra-
ocular (DETRICK et al., 1985). Um dos mecanismos propostos, € que produgao
de TGF-B pelo RPE regule negativamente a ativacdo de células NK em
resposta a antigenos do T. gondii e, conseqiientemente, inibe a producao de
IFN-y (HAUSMANN et al., 1994). Em outra via, o TGF-B inibe a inducdao da
enzima indolamina (IDO) nas células humanas, favorecendo a replicacao do
parasita e a imunopatogénese a retina (NAGINENI et al., 2002)

A producgao intra-ocular de anticorpos ocorre em casos de TO ativa,
podendo ser determinada pela deteccao dos isdtipos no humor aquoso e
comparagao com os titulos séricos. No entanto, o uso desta pesquisa so

devera ser considerada em casos de retinocoroidite ativa de etiologia
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desconhecida, quando o diagnéstico clinico é pouco elucidativo (revisto por

HOLLAND, 2004).

1.6. Diagndéstico da Toxoplasmose

Grande parte das infeccbes pelo toxoplasma sdo sub-clinicas e o
diagnostico é  usualmente baseado no  critério  imunoldgico.
Convencionalmente, os estudos se baseiam na deteccdao de especificas I1gG,
IgM (DANNEMANN et al., 1990; REMINGTON e DESMONTS, 1990) e IgA,
associando-os a pesquisa de avidez de IgG (BESSIERES et al., 1992;
DECOSTER et al., 1991; PINON et al., 1986; STEPICK-BIEK et al., 1990). Embora
seja considerado um bom marcador da fase aguda, a deteccao de IgE
especifica raramente tem sido utilizada na rotina diagnostica (VILLENA et al.,
1999).

A presenca de anticorpos especificos no soro ou a presenca do parasita
no humor aquoso, detectada pela PCR, ainda é utilizada como a modalidade
primaria de diagndstico laboratorial da TO (SANTORO et al., 1985; SUZUKI et
al., 1990; HOLLIMAN et al., 1994), entretanto ndo existe nenhum teste que, de
forma Unica, suporte ou afaste o diagndstico de infeccao recente ou tardia
(ROBERTS et al., 2001). A definicdo de uma infeccdo aguda ou recente é
também extremamente importante, nos casos de infeccdo em gestantes,
diante dos riscos que a infeccao representa para o feto, inclusive a

retinocoroidite (REMINGTON e DESMONTS, 1990; HOLLAND, 1999)
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Anticorpos IgM surgem a partir do 5° dia de infeccao podendo diminuir
em poucas semanas ou meses., podendo persistir por até 18 meses, ndo
significando necessariamente infeccao recente (HALL et al., 1983). Anticorpos
IgA sao detectados em infecgdes agudas, na doenga congénita e podem ser
detectaveis por meses ou até mais de 1 ano. Normalmente estes anticorpos
sao mais sensiveis que IgM na infeccdo congénita (ASHBURN et al., 1998,
FOULON et al. 1999). A pesquisa de IgE também estd relacionada com
toxoplasmose aguda, uma vez que sua deteccao € possivel na fase inicial da
infeccdo e perdura por um curto periodo de tempo, porém ainda nao é de
uso corrente na pratica clinica (PINON et al., 1990).

Anticorpos IgG surgem em 1 a 2 semanas, tém pico em 1 ou 2 meses
e caem variavelmente, podendo persistir por toda vida. Valores elevados de
IgG com IgM negativo nao descartam a possibilidade de infeccao recente
(HAYDE et al., 1995). Em pacientes com comprometimento ocular por T.
gondii o diagndstico soroldgico disponivel ainda é pouco elucidativo. Titulos
baixos de IgG sao freqientes e IgM geralmente nao é detectavel. Assim, o
diagnodstico baseia-se, na maioria das vezes, no exame oftalmoldgico. A PCR
pode detectar o T. gondii no humor aquoso e vitreo (MONTOYA et al., 1997),
porém €& uma coleta invasiva para o paciente.

Foi demonstrado que a maturacao da resposta de IgG apds a infeccao
primaria, definida como a afinidade de ligacdo deste anticorpo ao seu

antigeno especifico (indice de avidez), varia consideravelmente entre
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individuos (JENUN et al., 1997). O baixo indice de avidez de IgG é detectado
apds os primeiros contatos com o antigeno, consecutivamente, apds algumas
semanas, ha o aumento da afinidade, através da selecao clonal de células B.
A proporcao de alta avidez aumenta progressivamente depois de uma
imunizacdo primaria, embora a baixa avidez de IgG possa persistir por longo
periodo (LAPPALAINEN e HEDMAN, 2004).

Durante a gestacdo, a deteccao de alta avidez no soro materno no
primeiro trimestre, € um forte indicador contra infeccdo materna primaria.
Todavia, ainda que seja sugestivo de baixo risco de transmissao para o feto
(LAPPALAINEN e HEDMAN, 2004; REMINGTON, THULLIEZ e MONTOYA, 2004), o
monitoramento da infeccao deve ser continuado, pois pode ocorrer a

toxoplasmose congénita (SILVEIRA et. al, 2003).

1.7. Tratamento da Toxoplasmose

A profilaxia e tratamento da toxoplasmose ocular sao usualmente
feitos pela combinacao de duas drogas - sulfadiazina e pirimetamina
(HOLLAND e LEWIS, 2002), que agem promovendo o efeito sinérgico do
blogueio da via de biosintese do folato através da inibicdao da dihidropteroato
sintetase (DHPS) e dihidrofolato redutase (DHFR), respectivamente (WONG e
REMINGTON, 1993; STRAY-PEDERSON, 1992). Cofatores de folato reduzido sao
essenciais para diversos processos bioquimicos, incluindo a formacao de

DNA. O T. gondii, como muitos microrganismos, sintetiza folatos de novo,
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pois se imagina que sejam incapazes de usar folatos pré-formados presentes
na dieta. As enzimas desta via sao, portanto, bons alvos para a
quimioterapia anti-microbiana.

O tratamento no recém-nascido e em criancas de até um ano de idade
(infeccdo congénita) ¢é também realizado com agentes anti-folato,
pirimetamina e sulfadiazina, mesmo sem manifestacdes clinicas. Acido félico
associado a pirimetamina também é utilizado para reduzir a toxicidade a
medula dssea. Infeccao ocular ativa é tratada com as mesmas medicacdes
até a cicatrizacao das lesOes. Outras drogas, como atovaquona e antibidticos
macrolideos (clindamicina) sdo usados para tratar a toxoplasmose em casos
de tolerancia a sulfadiazina. Corticosterdides orais sao administrados quando
a macula e disco 6tico sdo afetados, havendo riscos a visdo pela inflamagao.
Entretanto, had poucos dados demonstrando a eficacia do uso de
corticosterdides. A imunossupressao pode potencializar a divisdo do T.gondii
e exacerbar as lesdes oculares (SILVEIRA, 2002; ROBERTS e MCLEOD, 1999).

Tratamentos prolongados com sulfametoxazol e trimetoprim retardam
ou reduzem as freqléncias das recidivas (SILVEIRA et al., 2002). Esta terapia
nao deve eliminar os cistos do olho, porém pode suprimir a proliferacao
ocasional dos taquizoitas, permitindo o estabelecimento das defesas efetivas
do hospedeiro, antes da ocorréncia de lesdes clinicamente importantes.

Diversos estudos tém sido realizados sobre a imunidade celular,

contribuindo para o entendimento da imunopatogénese da toxoplasmose,
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porém, este conhecimento ainda ndo é utilizado para manejo clinico da
doenca. Em contraste, pouco conhecimento se detém sobre a resposta imune
humoral, que é uma importante ferramenta diagndstica. Abordagens mais
aprofundadas sobre a participacao dos anticorpos no curso da infeccao,
persisténcia da producdo de determinados isétipos e especificidade da
resposta humoral frente a diferentes cepas do parasita, ainda sao
necessarias. Buscando melhor entender a dinamica da infeccdo, nos
hipotetizamos que diferencas na producdo sistémica dos isotipos poderiam
refletir variabilidades inter-individuos associadas a protecdo ou gravidade da
toxoplasmose ocular.

Em nosso estudo longitudinal que mostramos a associacao entre a
cepa do parasita, a resposta imune humoral dos pacientes e as diferentes
manifestacdes clinicas da toxoplasmose ocular. Avaliamos aspectos
fundamentais para o entendimento da relagao parasito-hospedeiro em uma
populacao de valiosa importancia epidemioldgica, na qual a incidéncia da

doenca ocular € uma das maiores do mundo.
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2. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi investigar aspectos do parasita e do
hospedeiro associados a gravidade da toxoplasmose ocular. Para isso,
caracterizamos a reposta imune humoral e a resposta aos peptideos cepa-
especificos, em amostras de pacientes com toxoplasmose adquirida em

diversas fases da infeccdo e com diferentes formas clinicas da doenca.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Casuistica

Foi avaliado em um estudo longitudinal o total de 322 (trezentos e
vinte e dois) individuos, provenientes da Clinica Silveira, regido de Erechim —
Rio Grande do Sul e de surtos de toxoplasmose no Sul do Brasil, dos quais,
05 (cinco) pacientes vieram da cidade de Santa Vitéria do Palmar, Rio
Grande do Sul e 05 (cinco) do municipio de Agronémica, em Santa Catarina.
Todos foram avaliados clinicamente pela equipe da Clinica Silveira. O numero
de pacientes incluidos em cada metodologia utilizada neste estudo foi
variavel e sera especificado na sessdo de resultados. Dentre os pacientes
analisados: 166 apresentavam lesdao ocular, 106 individuos eram
soropositivos para T. gondii e sem lesdo ocular e 40 individuos saudaveis,
com sorologia negativa para Toxoplasma. Amostras de 20 pacientes foram
coletadas em diferentes tempos para o acompanhamento da evolucao
sorolégica da infeccdo. Todos os pacientes avaliados passaram por uma
triagem soroldgica para IgG e IgM anti- T. gondii, no Laboratério Fleury —
S&o Paulo. Os voluntéarios avaliados tinham idade entre 01 e 60 anos, de
ambos o0s sexos. Em relacdo a etnia, todos os voluntarios sdo descendentes
de caucasianos europeus, principalmente poloneses e italianos. Os grupos

analisados estao sumarizados na Tabelal.
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Os protocolos descritos foram previamente aprovados pela comissao
de ética em pesquisa com seres humanos do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo. Os voluntarios assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido, concordando com a participacdo no
estudo (Anexo A).

O diagnostico clinico da TO foi feito pelo Dr. Claudio Silveira utilizando
critérios previamente descritos (SILVEIRA et al., 1988; SILVEIRA et al., 2001).
Resumidamente, o diagnostico da infeccdo foi feito baseado na histéria e no
exame clinico do paciente, retinografia e perfil soroldégico (Laboratdério Fleury
— Sao Paulo — SP). As lesbes brandas foram definidas como: lesfes
superficiais, pequenas, com menos de 1/4 do tamanho do disco 6ptico; com
pouco ou rara inflamacao intra-ocular, localizadas em regides da retina sem
o comprometimento da méacula e/ou do disco 6ptico. As lesdes graves foram
assim definidas: baixa da acuidade visual do paciente, lesfGes localizadas
proximas da méacula ou disco 6ptico, presenca de processos inflamatorios
(retinite, vasculite, papilite, vitreite, edema de macula e disco Optico),
tamanho equivalente a metade ou mais do disco Optico, bordas bem
definidas, pigmentadas e profundas, em alguns casos, atingindo a cordide.
Foram critérios de exclusao sorologia positiva para sifilis, HIV e tuberculose.

De acordo com estes critérios foram estabelecidos seis grupos de
estudo, sendo:

+ Grupo Soronegativo: 40 individuos IgM-/1gG- para T. gondii;

47



Material e Métodos

+ Grupo Soropositivo sem lesao ocular (TO): 50 individuos
com infeccdo cronica (IgM-/1gG+ anti- T. gondii) ha mais de 05
anos, sem lesao ocular ou qualquer outra manifestacdo de
toxoplasmose;
¢ Grupo IgM®™ sem TO: 56 individuos com toxoplasmose
adquirida apresentando sorologia positiva para IgM/IgG anti- T.
gondii, mas sem lesao ocular;

% Grupo IgM™ com TO: 20 individuos com toxoplasmose adquirida
apresentando IgM+/1gG+ anti- T. gondii e com lesdo ocular em

estagios precoces, sem definicdo de gravidade;
» Grupo TO branda: 27 individuos com infec¢cao crénica (IgM

/1gG+ anti- T. gondii) e com lesao ocular branda;
+ Grupo TO grave - 119 individuos com infeccido crénica e com

leséo grave.

Os pacientes cujos soros foram reativos para IgM anti- T. gondii no
inicio deste estudo, ou seja, pacientes com confirmacédo soroldgica para a
toxoplasmose adquirida, foram seguidos clinicamente pela equipe médica da
Clinica Silveira, para avaliacdo da evolucdo da toxoplasmose e medidas
terapéuticas apropriadas. Os resultados deste seguimento e um sumario com

0s resultados obtidos neste estudo estdo descritos no Anexo B.
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Tabela 1. Distribuicdo por grupos clinicos dos individuos de Erechim- RS
avaliados neste estudo.

Sorologia
Descricio n Idade Sexo (anti-T.
Grupo ¢ (anos) gondii)
Masculino | Feminino IgG | IgM
. 30
1 Soronegativo 40 (21-51) 20 20 NEG | NEG
. 28
2 Soropositivo sem TO 50 (7-60) 13 38 POS | NEG
+ 34
3 IgM™ sem TO 56 (10-51) 27 28 POS | POS
+ 28
4 IgM™ com TO 20 (5-58) 10 10 POS | POS
30
5 TO branda 28 (17-55) 18 10 POS | NEG
29
6 TO grave 119 (4-68) 69 49 POS | NEG
Total 313 24 157 155
(4-68)

Abreviagbes: TO, toxoplasmose ocular; POS, positivo; NEG, negativo; n, ndmero de
individuos. A idade esta representada pela mediana, valor minimo e valor maximo em cada

grupo.

Camundongos

Para o estudo de sorotipagem de cepas do T. gondii utilizamos 20
camundongos Swiss provenientes do biotério do Vancouver General Hospital
da University of British Columbia — Vancouver — Canada. Os camundongos
foram oralmente infectados com aproximadamentelO cistos a partir das
seguintes cepas do T. gondii: Tipo | — CAST; Tipo Il - Me49; Tipo Ill - C56 e
VEG.

Devido ao fato da cepa RH (tipo 1) ndo evoluir a forma de cisto
rapidamente, os camundongos infectados com esta cepa receberam 100
taquizoitas intra-peritonealmente. Os camundongos inoculados com RH,

CAST, C57 ou VEG foram submetidos a dose de 200mg/kg de sulfadiazina
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adicionados na agua dos animais no terceiro ou quarto dia, permanecendo
até o décimo dia apdés a inoculacdo. Este tratamento foi instituido para
prevenir a morte durante a fase aguda da infeccdo. A coleta de sangue dos
animais foi feita entre quatro e oito semanas apo0s a infeccdo. Foram
utilizadas amostras de 3 camundongos nao infectados, como controle

negativo nos testes de ELISA, para sorotipagem das cepas.

3.2. Reagentes e antigenos
3.2.1. Antigenos do Toxoplasma gondii
Taquizoitas da cepa RH foram utilizados como fonte de antigenos

soluveis. Os parasitas foram mantidos em cultura de LLC-MK; (American

Type Culture Collection ATCC CCL7.1) a 379C. Para a preparacdo dos
antigenos sollUveis, os parasitas foram recuperados das culturas e passados
varias vezes por uma seringa com agulha gauge 27. Os taquizoitas foram
separados das eventuais células LLC-MK2 em suspensao por centrifugacao
de baixa velocidade (70g por 5 minutos) e o sobrenadante foi novamente

centrifugado a 590g por 10 minutos. Os parasitas no precipitado foram

lisados por ciclos de congelamento e de descongelamento (-196°C e 370C,
respectivamente). A lise foi completada apds 4 ciclos de ultra-som usando
uma micro-sonda (MicrosonTM, Misonix Inc., Farmingdale, NY, EUA). O
homogenato resultante foi centrifugado a 10.000g por 5 minutos. O

sobrenadante obtido contém as proteinas solluveis do parasita e €
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denominado STAg (Soluble Toxoplasma Antigen — antigenos sollveis de
Toxoplasma). A concentracdo protéica foi determinada pelo kit da Pierce
(Rockford, IL, USA) utilizando albumina sérica bovina (BSA, Sigma Chemicals
Company, St. Louis, MO, EUA) como padrdo. As amostras foram filtradas
usando microfiltros de 0,22um (Millipore), aliquotadas e acondicionadas a —

80°C até o uso.

3.2.2. Reagentes

Foram utilizados anticorpos monoclonais anti-IgA anti-IgE humanas e
anticorpos monoclonais biotinilados anti-lgG, -1gG1l, -1gG2, -1gG3 e -1gG4
humana (Pharmingen, San Diego, CA, EUA), estreptovidina HRP
(Pharmingen), o substrato 3, 3, 5, 5 tetrametilbenzidina (TMB,
Pharmingen), PBS O0,01M pH 7,2, Tween 20 (polietiieno 20 surbital
monolauril, Research Organics, Cleveland, Ohio, USA), tampéao
carbonato/bicarbonato de sédio 0,5M, pH 9,6 (Synth, S&o Paulo, Brasil),
HsPO4 1M (Synth), kits IgM (Toxonostika IgM 11, Biomérieux, Franca) e 1gG

(ETI-TOXOK-G PLUS, Dia Sorin, Italia).

3.3. Separacdo do plasma e de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC)
Foram coletadas amostras de sangue venoso, em tubos vacuntainer,

contendo &cido citrico 0,105M (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). A
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partir destas amostras, foi realizada a centrifugacéo (500 g/ 5 minutos) para
separacao de plasma que foi aliguotado e congelado (-20° C) até o uso.
PBMCs foram separadas por gradiente de densidade em solucdo de Isolymph
(Gallard-Schleisinger Industries - Carle Place, NY, EUA). ApOs a separacao,
as células foram lavadas 3 vezes em meio de cultura suplementado e

preservadas para extracdo de DNA genémico.

3.4. Ensaios Imunoenzimaticos para pesquisa dos isotipos

A deteccdo das subclasses de IgG (IgG1l, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) anti-T.
gondii foi realizada pelo método de ELISA indireto. Placas de 96 pocos, de
fundo chato e alta afinidade (Costar, Cambridge, MA, EUA) foram
sensibilizadas com 10ug/ml de STAg, em tampao carbonato/bicarbonato de
sodio 0,5M, pH 9,6 e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas entdo foram
lavadas 5 vezes com Solucao de Lavagem [PBS-Tween: PBS 0,01M , pH 7,2,
0,05% Tween 20 (polietileno 20 surbital monolauril)] e submetidas ao
bloqueio de regides nos pocos nao cobertos pelo STAg com 200ul de PBS-
Tween + 3% gelatina (Synth, Sao Paulo, Brasil) por poco e incubacéo, por
trés horas em estufa seca a 37°C. As placas foram entdo lavadas com PBS-
Tween e as amostras diluidas foram adicionadas em duplicata. A diluicdo dos
plasmas foi em tampéao carbonato/bicarbonato de sédio 0,5M, pH 9,6, sendo
IgG1 e IgG2 na razao de 1:50 e IgG3 e 1gG4 na razao 1:25. Apés incubacéo

de duas horas em estufa seca a 37°C, as placas foram novamente lavadas
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com PBS-Tween e 200ul do anticorpo de deteccdo biotinilado (anti- 1gG1,
anti- 1gG2, anti- 1gG3, e anti- 1gG4) foram adicionados na concentracdo de
5ug/ml. As placas foram incubadas em estufa seca a 37°C por uma hora,
novamente lavadas com PBS-Tween 0.05% e adicionados 200ul da
estreptovidina HRP (horseradish peroxidase; Pharmingen, San Diego, EUA)
diluida em 1:4000 em PBS-Tween. ApOs incubacdo de uma hora a
temperatura ambiente (TA), as placas foram lavadas e 100ul do substrato -
3, 3, 5, 5 tetrametilbenzidina (TMB, Pharmingen) foram adicionados por
poco. Em seguida, as placas foram mantidas ao abrigo da luz por 5 minutos
e a reacao interrompida com a adicdo de 50ul de HzPO4 (1M). A leitura das
absorbancias, a 450nm, foi obtida com leitor de ELISA SpectraMax 190 da
Molecular Devices (Mountain View, CA, EUA) utilizando o programa
SOFTMaxPro 5.1.

A deteccdo de IgA e IgE especifico para T. gondii has amostras dos
voluntarios foi realizada pelo método de ELISA de captura. Placas de 96
pocos de fundo chato e alta afinidade (Costar) foram sensibilizadas com
10pg/ml de anti-IgA ou IgE humana diluida em PBS-Tween e incubadas a
4°C por 18 horas. As placas foram entédo lavadas 5 vezes com PBS-Tween e
bloqueadas com 200ul de gelatina 3% (PBS-Tween). As placas foram
incubadas em estufa seca a 37°C por trés horas e, entdo, novamente
lavadas 5 vezes com PBS-Tween. Em seguida, foram adicionados 200ul das

duplicatas das amostras, diluidas na razdo 1:25 em PBS-Tween, e incubadas
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em estufa seca a 37°C por duas horas. As placas foram lavadas (5 vezes
com PBS-Tween) e adicionado 100ul do conjugado composto por antigeno de
Toxoplasma e anti-Toxoplasma de ovelha marcado com HRP (Biomérieux,
Franca). Apods incubacdo em estufa seca por uma hora, as placas foram
lavadas e foi adicionado o substrato TMB. As placas foram mantidas ao
abrigo da luz e, apd6s 15 minutos da adicdo do substrato, a reacao foi
interrompida adicionando-se 50ul de H3PO4 1M. A leitura das absorbancias, a
450nm, foi obtida com leitor de ELISA SpectraMax 190 da Molecular Devices
(Mountain View, CA, EUA) utilizando o programa SOFTMaxPro 5.1.

Os resultados foram definidos pelo valor de corte (cut-off), que foi
estabelecido como a média dos controles negativos adicionados 2 vezes o
desvio padrdo. Em seguida estabelecido o Indice, obtido pela divisdo do valor
da absorbancia de cada amostra pelo cut-off. Os Indices superiores a 1,11
foram considerados positivos, entre 0,91 e 1,10 foram considerados
indeterminados e inferiores a 0.90 foram considerados negativos (ANEXO
O).

Para a determinacdo de anticorpos da classe IgM anti-T. gondii em
plasma dos voluntarios, foi utilizado um kit comercial de ELISA, de captura
(Biomérieux, Franca). Amostras em duplicatas diluidas (1:100) em PBS
0,01M foram adicionadas. Os controles (negativo, positivo e fortemente
positivo) foram diluidos em tampéo fosfato 1:10 e também adicionados em

duplicata. Em seguida, as tiras foram incubadas a 37°C durante 1 hora,
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seguido da lavagem (4 vezes) com tampdo fosfato. A solucdo antifen
(antigeno de Toxoplasma e anti-Toxoplasma de ovelha marcado com HRP)
foi adicionada em cada poco e entdo as tiras foram incubadas a 37°C por 1
hora. Em seguida, as tiras foram lavadas 4 vezes com PBS 0,01M e foi
adicionado substrato TMB (200ul). Apo6s incubacdo a TA por 30 minutos, a
reacdo foi interrompida com &cido sulfdrico 1M. A leitura das absorbancias, a
450nm, foi obtida com leitor de ELISA SpectraMax 190 da Molecular Devices
(Mountain View, CA, EUA) utilizando o programa SOFTMaxPro 5.1.

A deteccdo de IgG especifica para T. gondii, em plasma de voluntarios
foi obtida utilizando-se um kit comercial baseada no principio do ELISA
indireto (DiaSorin, Italia). As tiras de microelisa, cada uma com oito pocos
recobertos com Toxoplasma gondii inativado (cepa RH), foram adicionadas
duplicatas das amostras diluidas (1:100) em solu¢do tampéao, com albumina
bovina sérica (BSA) Controles positivos e negativos (100ul de cada) foram
utilizados. Em seguida, as tiras foram incubadas a 37°C durante 1 hora, e
imediatamente apds a incubacédo, foram lavadas 4 vezes com PBS-Tween.
Foi adicionada 100uL do conjugado enzimatico (solucdo de IgG monoclonal
de camundongo anti-lgG humana conjugada com HRP) por poco e incubados
a 37°C por 1 hora. Em seguida, as placas foram lavadas 4 vezes com PBS-

Tween e o substrato (TMB) foi adicionado. Apds incubacdo a TA por 30
minutos, a reacdo foi interrompida com &cido sulfarico 1M. A leitura das
absorbancias, a 450nm, foi obtida com leitor de ELISA SpectraMax 190 da
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Molecular Devices (Mountain View, CA, EUA) utilizando o programa
SOFTMaxPro 5.1. Todas as amostras foram avaliadas em triplicatas, valores
de densidade Optica variando em mais de 15% para uma mesma amostra

foram descartados.

3.5. Definicao do indice de avidez para 1gG anti- T. gondii

A determinacdo da avidez dos anticorpos IgG especificos para o T.
gondii foi realizada com kits comerciais Vidas Toxo IgG Avidy (BioMérieux —
Franca) no equipamento Mini-Vidas (BioMérieux — Franca) em colaboracao
com o Laboratorio Clinicos Associados — Sdo Paulo — SP. O principio associa o
meétodo ELISA sanduiche, em duas etapas, com uma deteccdo final em
fluorescéncia (ELFA).

O cone de utilizacdo uUnica serve tanto para a fase sdlida, como de
suporte de pipetagem. Os outros reagentes estdo prontos para uso e
repartidos numa barrete/tira. Todas as etapas do teste foram realizadas
automaticamente no equipamento. O Vidas Toxo IgG Avidy utiliza uma
barrete dupla, composta por uma barrete de referéncia, a lavagem permite
eliminar anticorpos nao especificos. 100 uL da amostra, previamente diluida
(soro humano + albumina+ azida sédica 1 g/l), foi colocada em cada poco
das duas barretes. As IgG anti—toxoplasmicas da amostra formam complexos
com o antigeno, fixado a fase soélida. Na barrete de referéncia, a lavagem

permite eliminar os anticorpos inespecificos. Na barrete teste, a lavagem
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com o0 agente dissociante modifica as ligacbes antigeno-anticorpo. Somente
os anticorpos de alta avidez permanecem ligados na fase sdlida, enquanto os
de baixa avidez sdo eliminados. Os anticorpos anti- IlgG humanos conjugados
com fosfatase alcalina foram aspirados e dispensados varias vezes no interior
do cone, fixando-se assim as IgG humanas, eventualmente, presentes na
parede do cone. Durante a etapa final de revelacdo, o substrato (4-Metil-
Umbeliferil Fosfato) é aspirado e dispensado pelo cone. A enzima do
conjugado catalisa a reacdo de hidrdlise deste substrato num produto (4-
Metil-Umbeliferona) cuja fluorescéncia é medido a 450nm. Esta ¢é
proporcional a concentracdo dos anticorpos presente na amostra. A relacdo
entre a quantidade de anticorpos de alta avidez (barrete teste) e a
quantidade de anticorpos totais (barrete referéncia) fornece um indice que
demonstra a avidez dos anticorpos presentes na amostra analisada. O indice
superior a 31% ¢é considerado de alta avidez, indices iguais ou entre 31% e
29% sdo considerados indeterminados e indices menores que 29% foram

considerados de baixa avidez.

3.6. Analise sorotipica de cepas de T. gondii

3.6.1. Seqguéncia de peptideos

Os peptideos selecionados foram obtidos e utilizados no Laboratdério de
Biologia Molecular do Dr. Michael Grigg da British Columbia University —

Vancouver — Canada. As sequUéncias de nucleotideos foram selecionadas dos
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arquétipos das cepas tipo | (RH), tipo Il (Me49 e Prugniaud) e tipo Ill (VEG e
CEP) descritas no GenBank de sequUéncias expressadas pelo Toxoplasma ou
por sequenciamento direto dos 14 imundgenos do Toxoplasma, que sao:
proteinas do granulo denso GRA1 (BEGHETTO et al., 2001), GRA3 (ROBBEN et
al., 2002), GRA4 (MEVELC et al., 1998), GRA6 (FAZAELI et al., 2000), GRA7
(JACOB et al., 1999); NTPase | e IlIl (BERMUDES et al., 1994; JOHNSON et al.,
1999); antigenos de superficie (SAG)-1, SAG2, SAG3, SAG4, BSR4 e SRS2
(HOWE et al.,1997; GRIGG et al.,, 2001; GRIGG, BOOTHROYD, 2001); e as
proteinas da roptria ROP1 (KONG et al., 2003). Todas as sequéncias de
peptideos ja foram previamente descritas (KONG et al., 2003). Dois peptideos,
ctrl-1 (CEVVHDYRLFNP) e ctrl-2 (CENFSPHFVGLD), foram usados como
controles negativos.

Os peptideos foram produzidos pelo método de fase-sdélida com um
sintetizador automatico de peptideos e a pureza foi avaliada por
espectroscopia de massa na Stanford Protein e Nucleotide facility (Stanford,
CA). Um residuo de cisteina foi adicionado na regido C ou N terminal de cada
peptideo para facilitar o acoplamento a proteina carreadora “keyhole limpet
hemocyanin” (KLH; Pierce by maleimide chemistry), de acordo com as
especificagcdes do fabricante. As sequUéncias dos peptideos utilizados neste

estudo estdo descritas no QUADRO 1.
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QUADRO 1. Peptideos alelo- especificos, derivados de imunégenos do Toxoplasma, os quais
sao fortemente reconhecidos por anticorpos alelos-especificos em soros de animais ou
humanos infectados pelo Toxoplasma gondii.

Locus genético Nome SequUéncia dos peptideos
GRAG-1/111 6-1/111 CLHPERVNVFDY
220
dGRAG-I1/111 déel/Ill CLHPERVNVFD
220
GRAG-I11 6-11 CLHPGSVNEFDF
214
dGRAG6-11 de-11 CLHPGSVNEFD
214
GRA7-11 7-11 CVPESGKDGEDARQ
225
Nota: "I," "II1," e "llI" referem-se ao arquétipo da cepa que inclui a sequiéncia de peptideo, os niumeros

seguintes indicam a posi¢cdo na sequéncia cddigo do primeiro aminoacido de cada peptideo. A cisteina
(C) nas regides amino (N) e carboxi (C) terminais eram acrescentadas para estabilizar o peptideo e
ndo estao presentes na proteina. As letras em negrito indicam os sitios polimoérficos.

3.6.2. Ensaios imunoenzimaticos cepa-especificos

Peptideos ligados a KLH foram diluidos para 10 ug/mL em 0,1M de
tampao carbonato (pH 8,5). Como controle positivo para cada amostra de
soro, 1% Nonidet P-40 (Calbiochem; NP-40), lisado de Toxoplasma — STAgQ -
foram preparados e diluidos para o equivalente de 1000 parasitas. 50uL de
cada peptideo ou do lisado (i.e., —50 parasitas) foi adicionado em cada poco
da placa de poliestireno de ELISA (Falcon flat-bottom - Becton Dickinson —
Le Pont de Claix - Franga) para sensibilizacdo a 4°C por 12 horas. Cada poco
foi entdo blogueado com 200 pL de solucao de caseina 2% (purificada de leite
bovino - Sigma) em PBS com 0,01% timerosol e incubado a TA por 2 horas.
Na etapa seguinte, 50uL de soro infectado diluido 1:100 em solucéo de
caseina 1% foi adicionado em cada poco, as placas foram incubadas a TA por
3 horas. ApOs o periodo de incubacéo, as placas foram lavadas 4 vezes com
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solucdo de caseina 1% e entdo, adicionado 50 pL do anticorpo monoclonal
anti- 1IgG humana (1:1000) ou camundongo (1:3000) conjugado com HRP
(horseradish peroxidase) (BD Pharmigen). Os anticorpos conjugados foram
diluidos em solucdo de caseina 1% e 0,1% de Tween 20. As placas foram
incubadas durante 2 horas a TA. As placas foram novamente lavadas (PBS e
0,1% Tween 20) por 5 vezes e em seguida, foi adicionado 150puL do
cromogeno ABTS (Kirkegaard e Perry Laboratories — Maryland - EUA),
incubado por 15 minutos. A absorbancia foi medida no comprimento de onda
de 405nm, nos tempos 15, 60, 120, 240 minutos e em 24 horas. no leitor de
ELISA SpectraMax 190 da Molecular Devices (Mountain View, CA, EUA)
utilizando o programa SOFTMaxPro 5.1. Amostras de soro de pacientes nao-
infectados serviram como controles negativos, para estabelecer a reatividade

basal do ELISA e os resultados estao descritos no Anexo D.

3.6.3. Normalizacdo dos resultados dos ELISAs

Todas as amostras foram analisadas em triplicatas, em experimentos
independentes. Para cada experimento as absorbancias (D.0O.) de cada
amostra eram normalizadas utilizando como referéncia a média aritmética
das D.O. de cada amostra em relacédo as D.O. dos peptideos controles (P/E e
Ctrl2). Os valores de densidade otica para cada amostra foram entdo

normalizados com a seguinte formula:

D.O. normalizada = D.O. (amostra) — Onde X= D.O.P/E + D.O. ctrl.
X 2
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Os resultados apresentados neste trabalho representam a meédia de
trés experimentos da densidade 6ptica normalizada detectado para cada

amostra, com leituras no tempo de 24 horas.

3.7. Analise Estatistica

Foram determinados parametros estatisticos (média, mediana, desvio
padrao, valor minimo e valor maximo) dos indices de IgM, IgA e IgE e dos
valores de densidade ética de IgG total e dos subtipos de IgG utilizando o
programa GraphPad Prism versao 4.00 (GraphPad Software, Incorporated),
para e definicdo dos valores de corte dos isotipos. Uma vez definido o cut-
off, utilizamos a analise da area sobre a curva ROC (do inglés, receiver
operating characteristics) (HANLEY e McNEIL, 1984; GREINER et al., 1995) para a
definicdo da sensibilidade, especificidade para cada is6tipo. A descricao

destas analises encontra-se no Anexo E.

As variaveis categorizadas foram representadas em graficos por indice
ou densidade oOtica, onde o0s grupos controles e experimentais foram
comparados pelos testes ANOVA e o teste de mudltiplas comparacdes de
Tukey e teste T, para dados nao pareados e nao-paramétricos, utilizando o
programa GraphPad Prism versdo 4.00. O intervalo de confianca adotado foi
de 95%, onde os valores descritivos (p) inferiores a 0,05 foram considerados

significantes.
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4. Resultados

4.1. Avaliacido da imunidade humoral na toxoplasmose ocular

4.1.1. Caracteristicas da populacdo estudada em relacdo a faixa etaria
e sexo

Inicialmente analisamos a correlagdo entre toxoplasmose ocular, idade,
e sexo na populacdo estudada, para investigar se haveria alguma correlacao
entre a faixa etdria e o0 género com o desenvolvimento da TO.
Representamos na Figura 4, a distribuicdo da populacdo em relacdo a faixa
etaria e a presenca ou auséncia da lesao ocular. Os dados representam
individuos sem lesao ocular (n=110) e com lesdo ocular (n= 167). O numero
de individuos avaliados em cada grupo, por faixa etaria, encontra-se descrito
na tabela sob a figura.

Baseados na analise da Figura 4, algumas observacdes devem ser
ressaltadas:

a) o percentual de individuos com lesdo ocular é crescente com a faixa
etaria, sugerindo que a ocorréncia da TO aumenta da idade;

b) individuos soropositivos sem lesdo ocular estdo predominantemente
na faixa de 21 a 30 anos;

c) a toxoplasmose ocular foi detectada em 69% dos individuos da faixa
de 31 a 40 anos;

d) entre os individuos acima de 51 anos, a frequéncia da TO parece

ser alta, ainda que o numero de individuos avaliados neste grupo foi
pequeno;
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e) em relacdo a faixa de 0 a 10 anos, embora o numero de individuos
esteja no mesmo patamar que o item anterior, parece que a frequéncia da
les@o ocular é baixa nesta faixa etaria.

Diante do dado que a freqiéncia da TO aumenta com a faixa etéaria,
podemos dizer que na populacdo estudada, a forma adquirida é prevalente

que a forma congénita, uma vez que individuos com TO congénita

desenvolvem a lesdo nos primeiros anos de vida (HOLLAND, 2004).

—Sem lesao ocular

100 - E==1Com lesdo ocular
754
S 50- - .
25- H H
0 |
0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 >50

Faixa etaria (anos)

Faixa etéria (anos)
0al0 11a20 21a30 31a40 |41ab50 >50
Grupos Clinicos
Soropositivo sem lesao 5 11 17 9 9 3
IgM* sem leséao 4 17 14 13 8 2

Figura 4 — Distribuicdo da populacdo estudada de acordo com a faixa etaria e a
toxoplasmose ocular. Grafico representa o percentual de individuos classificados pela
presenca ou auséncia da TO, em relacdo a faixa etaria. A tabela representa o numero

absoluto destes individuos em cada grupo clinico por faixa etaria, que esta representada em
anos.
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Uma vez caracterizada a populacdo em relacdo a faixa etaria,
verificamos também se havia diferenca entre frequéncia da toxoplasmose
ocular e o sexo. Avaliamos 372 individuos, sendo: 135 do sexo feminino e
137 do sexo masculino.

Conforme apresentamos na Figura 5A, ha& maior percentagem de
individuos do sexo masculino com lesao ocular, totalizando 58% (97/166), e
maior percentagem de individuos do sexo feminino sem lesao ocular (66% -
66/106). Com base nesta observacado, verificamos se havia diferenca na
distribuicdo por sexo e faixa etaria.

Os dados representados na Figura 5B, mostram que ha maior niumero
de individuos do sexo masculino entre criancas (0-10 anos) e adolescentes
(11-20 anos), engquanto, a grande maioria (60%) das mulheres soropositivas
esta acima dos 21 anos.

Ainda em relacdo ao sexo, verificamos se havia alguma diferenca entre
a producdo dos isétipos nestes grupos. A producdo de subclasses de IgG é
semelhante em ambos o0s grupos, porém foi detectada a producao
significativamente maior de IgA e IgE (p< 0,001), entre os individuos do
sexo masculino, como dispdem os dados na Figura 5C. Além disso,
verificamos que 78% dos pacientes com baixo indice de avidez eram do sexo
masculino (dado nédo mostrado). Estes dados sugerem que ha maior

incidéncia da infeccdo entre homens.
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Figura 5 - Distribuicdo da populacdo estudada de acordo com o sexo, toxoplasmose
ocular, faixa etaria e producdo dos is6tipos. A) representacdo grafica do nimero de
individuos do sexo masculino e feminino em relacdo a toxoplasmose ocular; B) representa o
percentual de individuos de ambos os sexos distribuidos por faixa etaria em anos; C)
representa a producdo individual de IgA e IgE anti- T. gondii em indice por individuos
Soropositivo de ambos os sexo. As linhas vermelhas representam as medianas dos grupos.
*** representam as diferencas estatisticas (p<0,001) através do teste T para analises nao-
pareadas, com 95% de intervalo de confianca.
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4.1.2. Correlacado entre os isOtipos e a toxoplasmose ocular

ApOs as correlacfes feitas anteriormente, analisamos possiveis
diferencas na producdo dos isétipos entre os individuos com e sem TO. A
Figura 6 representa a producao dos isotipos 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA e
IgE especificos para T. gondii nestes grupos. Observamos que em ambos os
grupos houve producdo de IgGl (cut-off = 0,50), porém sem diferencas
estatisticas. Em relacdo ao 1gG2, a média de detec¢cdo nos mesmos grupos
ficou abaixo do valor de corte (cut-off= 0,80). Entretanto, quando avaliamos
a producdo de 1gG3, IgA, 1IgG4 e IgE observamos que houve producao
significativamente maior (p< 0,0001 e p< 0,01, respectivamente) entre os
individuos sem lesdo ocular. Com base nestes dados, decidimos avaliar a
producéo dos isotipos nos diferentes grupos clinicos e soroldgicos.

Avaliamos a producao dos isétipos com os voluntarios categorizados,
de acordo com o perfil sorolégico e apresentacdo clinica da toxoplasmose
ocular. Os resultados que estdo demonstrados na Figura 7 nos comprovam
que o isétipo IgGl foi detectado em todos os grupos analisados. Houve
producéo significativamente maior de 1gG2 (p< 0,001) no grupo IgM™ sem

lesdo, quando comparado com 0s grupos soropositivo sem TO e TO grave

(p< 0,01) e soronegativo (p< 0,001).
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Figura 6 — Deteccao de 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA e IgE anti- T. gondii no plasma
de individuos de Erechim-RS de acordo com a toxoplasmose ocular. Representagédo
individual dos isétipos detectados por (A) ELISA indireto (IgG1-4) e por (B)ELISA de captura
(lgA e IgE) de acordo com a presenca (IgG1-4, n=156; IgA, n= 85; IgE, n= 52) ou auséncia
para (IgG1l-4, n= 106; IgA, n= 60; IgE, n= 49) da lesdo ocular. Os resultados estédo
expressos em densidade 6ptica (D.O) obtida a 450nm e em indice. Os dados estao
representados em “Box plot” com distribuicdo em valor maximo, segundo percentil,
mediana, terceiro percentil e valor minimo para cada isétipo. (*** e **) representam as
diferencas estatisticas (p<0,0001 e p<0,01, respectivamente) através do Anova seguido de
Tukey para analises ndo-pareadas, num intervalo de confianca de 95%.
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Ainda em relacdo ao grupo IgM™ sem TO, a producgdo de IgG3 foi,

segundo a analise estatistica, significativamente maior quando comparado

com os grupos TO branda, TO grave, soronegativo (p< 0,001) e soropositivo

sem leséo (p< 0,01). Este dado nos levou a pensar que a presenca do 1gG3
no inicio da infeccdo pudesse prevenir o desenvolvimento da lesdo ocular.
Analisando os dados apresentados na Tabela Il, observamos que entre os
individuos sem toxoplasmose ocular 53% produziram 1gG3 especifica,
enquanto na grande maioria (72%) dos individuos com lesdo ocular este
isotipo néo foi detectado. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa na
producdo deste isotipo em relagcdo ao grupo IgM™ com lesdo, sugerindo a
participacao deste isotipo em infeccdes recentes.

Embora a producdo do isétipo IgG4 tenha sido baixa na maioria das

amostras analisadas, no grupo soropositivo a producado desta imunoglobulina

foi significativamente maior do que nos grupos com lesao oculares, incluindo

IgM™ com TO e TO grave (p< 0,01) e TO branda (p< 0,001) e soronegativo

(p< 0,001). Estes dado nos levaram a pensar, se haveria alguma relacédo
entre a presenca deste anticorpo e a protecao para o desenvolvimento da
toxoplasmose ocular.

Na Figura 7 representamos os resultados da pesquisa de IgA e IgE
especificas, detectados no soro dos voluntarios dos diferentes grupos. No

hY

que diz respeito a deteccao de IgA, verificamos que houve producao
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significativamente maior deste isotipo nos individuos IgM™ com e sem leséo

ocular em relacdo aos demais grupos. Outro dado interessante, agora em

relacdo a presenca de IgE, em todos o0s grupos as médias ficaram abaixo do

valor de corte (indice= 1), porém no grupo IgM™sem TO foi detectado maior

producéo de IgE em relagdo aos demais grupos (p< 0,001).

Tabela 11 — Avaliacdo da producado de IgG3 anti- T. gondii em pacientes infectados
em Erechim. Os valores representam o ndmero de individuos produtores de 1gG3 especifica
classificados de acordo com a manifestacao clinica da toxoplasmose ocular

Valor de corte
IgG3<0,80
IgG3>0,81

Toxoplasmose ocular

IgM*
17
45

Ausente
Soropositivo
30

27

Presente
IgM+* Lesé&o branda Lesdo grave
7 23 87
12 7 50

Observacao: o valor de corte definido para o is6tipo 1gG3 pelo método ELISA foi 0,8 de densidade
6ptica no comprimento de onda de 450nm. Valores iguais ou superiores a 0,81 foram considerados

positivos.
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Figura 7 — Deteccdo de 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA e IgE anti- T. gondii no plasma de
individuos de Erechim-RS de acordo com o diagndstico clinico. Representacdo dos isotipos
detectados por ELISA indireto (IgGl-4) e por ELISA de captura (IgA e IgE) de acordo com a
classificacdo clinica dos individuos: IgM* sem toxoplasmose ocular (TO) (n=56) — individuos com les&o
adquirida sem les&o ocular; IGM* com TO (n=20) - paciente com infec¢do adquirida com les&o ocular;
T.0 branda (n=27) — individuos com infeccao crbnica e lesdo ocular branda; TO grave (n=118, para
subclasses de IgG; n= 54 para IgA e n= 35 para IgE) — individuos com infecgcdo crénica e com lesédo
grave; Soropositivo (n= 50)- paciente com infec¢do crénica ha mais de dois anos e sem lesdo ocular;
Soronegativo (n= 35, para subclasses de IgG e n= 30 para IgA e IgE) - individuos sorologia negativa
para T. gondii. Os resultados estdo expressos em densidade 6ptica (D.O) obtida a 450nm e em indice.
Os dados estao representados em “Box plot” com distribuicdo dos dados em valor maximo, segundo
percentil, mediana, terceiro percentil e valor minimo para cada is6tipo e as linhas pontilhadas
determinam o valor de corte. Os resultados acima ou baixo do valor de corte e do indice s&o
considerados positivos ou negativos, respectivamente.
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Diante dos dados mostrando diferencas na producdo dos isotipos nos
grupos clinicos, investigamos se haveria correlacdo entre a producdo destas
imunoglobulinas e o tempo de infec¢cdo. Para isso, fizemos analises para
correlacionar a presenca do isotipo IgM, a producdo dos outros isotipos
(1gG1-4, IgA, IgE) e a avidez de 1gG especifica.

A Figura 8 é a representacao grafica da analise ultra mencionada, na
qual podemos observar que nos individuos IgM positiva h& producédo
significativamente maior de 1gG2, IgG (p< 0,001) e IgA (p< 0,0001) em
relacdo aos individuos IgM negativa. A presenca do IgM nédo exclui uma
infeccdo latente, contudo noé prediz que estes individuos tém infeccdo
adquirida Para investigar casos de infeccao adquirida recente na populacao

estudada, nds também analisamos a avidez de 1gG.

4.1.3. Determinacao do indice de avidez de IgG anti- T. gondii

Dando continuidade a caracterizacdo da resposta imune humoral nesta
populacdo, a nossa proxima investigacao foi para verificar, se os pacientes
dos grupos IgM* tinham infeccdo recente ou IgM persistente. Para isso,
determinamos o indice de avidez de IgG anti-T. gondii, o qual é considerado
um marcador soroldgico para diferenciar uma infeccdo recente ou crénica
(HEDMAN et al., 1989). Foram analisados 69 soros de individuos para a
determinacdo do indice de avidez, sendo destes: 25 (36%) apresentaram

indice de avidez baixa e 44 (64%) apresentaram avidez alta.
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Figura 8 — Relacdo entre a producdo dos isétipos (1gG1l, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA e
IgE) anti- T. gondii e a presenca de IgM especifica no plasma de individuos de
Erechim-RS. Representacdo gréafica dos isotipos detectados por ELISA indireto (IgG1-4) e
por ELISA de captura (IgA e IgE) no plasma de individuos soropositivo para T. gondii
classificados por IgM positiva (1gG1-4, n= 138; IgA, n= 102; IgE, n= 64) para ou IgM
negativa (IgGl-4, n= 52; IgA, n= 42; IgE, n= 37). Os resultados estdo expressos em
densidade éptica (D.O) obtida a 450nm para as subclasses de IgG e em indice para IgA e
IgE. Os dados estdo representados em “Box plot” com distribuicdo dos dados em valor
maximo, segundo percentil, mediana, terceiro percentil e valor minimo para cada is6tipo.
*** e ** representam as diferencas estatisticas (p<0,0001 e p<0,01, respectivamente)
através do teste T para analises ndo-pareadas, num intervalo de confianca de 95%.

Na Figura 9 representamos os resultados individuais da pesquisa de
subclasses de IgG, IgA e IgE no soro dos individuos em relacdo a avidez.
Observamos que nas amostras com alto indice de avidez ha producéo
substancialmente maior de IgG1 (p< 0,001). Enquanto, conforme esperado,
h& maior producdo de IgA e IgE (p< 0,01) nas amostras com baixa avidez.
Outra observacédo, nos individuos com infeccdo adquirida ha predominio dos

isotipos 1gG1 e IgG3, embora ndo seja significativa esta diferenca. 1gGl é
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produzida em maior quantidade nas amostras com alta avidez. Por outro

lado, foi detectada a presenca de 1gG2 nas amostras dos individuos com alta

avidez. Este dados em conjunto sugerem um padrao diferente de resposta na

infeccdo adquirida recente.
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Figura 9 - Pesquisa da avidez de 1gG anti-T. gondii em relacdo a deteccdo dos
isOtipos anti-T. gondii em soro de individuos de Erechim. Representacédo individual dos
is6tipos detectados por ELISA indireto (IgG1l-4), expressos em densidade 6ptica, e por
ELISA de captura (IgA e IgE), expressos em indice, o gréfico representa os resultados
obtidos no plasma dos individuos com baixo (n=25) e alto indice de avidez (n=44) para IgG
anti-T.gondii. ** e *** representam da diferenca estatistica (p<0,01 e p< 0,001,
respectivamente) pelo teste T ndo-pareado num intervalo de confianca de 95%.
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Para melhor entender a dindmica da infeccao, analisamos a correlacéo
entre a producdo dos isotipos. Conforme representado na Figura 10, ha
uma correlacdo negativa entre a producao de IgM e IgG1, enquanto que com
0 IgG3 esta correlacéo é positiva. Neste mesmo grupo, ha correlacdo positiva
entre IgGl e 1gG3 (dado ndo apresentados). Nao foram observadas

correlacfes em relagcdo aos outros isotipos.

o 1gG3

v 1gGl

[y

D.O. (450nm)

laM

Figura 10 — Correlacdo entre IgM, 1gG1 e IgG3 anti-T. gondii detectado em soro de
individuos de Erechim. Representacdo da regressdo linear dos is6tipos detectados por
ELISA indireto (IgG1 e 1gG3), expressos em densidade 6ptica, e por ELISA de captura (IgM),
expressos em indice.
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4.1.4. Relagado entre a producao de IgA, faixa etaria e leséo ocular

Na infeccdo pelo toxoplasma, IgA sérica pode ser detectada no inicio ou
em casos de recidiva. Ha indicios de que a producdo deste isétipo esteja
associada com a ocorréncia da toxoplasmose ocular em outras populacdes
brasileiras (Portela et al., 2004). Avaliamos a producéo de IgA anti- T. gondii
no plasma de individuos da cidade de Erechim, categorizados de acordo com
a faixa etaria e a presenca ou auséncia de lesdo ocular, com o objetivo de
associar a presencga deste anticorpo com o comprometimento ocular.

A Figura 11 representa graficamente o percentual dos individuos
produtores do isétipo IgA por faixa etaria. Nossos resultados mostram que
entre os individuos sem TO a producdo de IgA foi maior (28%) entre
adolescentes, na faixa entre 11 e 20 anos de idade. Nas faixas etarias entre
21 até 50 anos de idade a producdo de IgA especifica foi uniforme (21%o),
enquanto entre criancas e individuos acima de 60 anos a detecc¢do foi menor,
entre 6% e 2%, respectivamente. Destarte, entre os individuos com
toxoplasmose ocular foi detectado IgA em 38% dos individuos na faixa entre
41 e 50 anos de idade, 18% nas faixas de 11 a 20, 31 a 40 e 50 a 60 anos;
2% entre os individuos com 21 a 30 anos, enquanto que em criancas este

isétipo néo foi detectado.
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Figura 11 — Producao de IgA anti- T. gondii em individuos com ou sem
lesdo ocular distribuidos em faixas etarias. As barras representam o percentual
de individuos com producdo de IgA especifica em cada faixa etaria em anos de
acordo com a auséncia ou presenca da lesdo ocular.

4.1.5. Evolucéo clinica dos pacientes com toxoplasmose adquirida

Para estabelecer se a resposta imune humoral estava implicada na
protecdo ou gravidade da toxoplasmose ocular, realizamos o seguimento
clinico dos individuos com toxoplasmose adquirida, ou seja, dos grupos IgM™
com e sem lesdo ocular. Estes individuos foram avaliados clinica e
sorologicamente. Ao primeiro exame clinico, foi feita a avaliagdo
oftalmoldgica para investigar o comprometimento ocular e a coleta de

sangue para exames soroldgicos. A coleta dos dados clinicos foi feita a partir
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da re-avaliacdo entre dois a trés anos apds o primeiro exame. Estes dados

encontram-se descritos no ANEXO B.

Dentre os 20 individuos que apresentaram a lesdo ocular no inicio da

infeccdo, 9 evoluiram para lesdo branda e 8 evoluiram para lesao grave. Vale

ressaltar, entre os individuos do grupo IgM™ sem TO ao primeiro exame,
algumas caracteristicas clinicas sao interessantes e devem ser mencionadas,
tais como: a) 9 individuos apresentaram doenca sistémica exacerbada, com
febre alta e intermitente, linfadenopatia, dores de cabeca fortes, porém né&o
desenvolveram a toxoplasmose ocular; b) 2 individuos evoluiram para uma
toxoplasmose branda; c) 3 individuos apresentaram lesédo ocular grave; d) 5
individuos apresentaram uma toxoplasmose ocular atipica, com discreto ou
raro processo inflamatério, com lesbes praticamente imperceptiveis; e) A
grande maioria do grupo (31 pacientes) ndo desenvolveu TO ou qualquer
outro sintoma da toxoplasmose; f) 15 individuos ndo retornaram para
avaliacdo clinica. Nao foi encontrada associacdo entre a producao de

anticorpos e a evolucao da doenca ocular.

4.2. Analise sorotipica do T. gondii
4.2.1. Novos padrdes sorotipicos na populacdo estudada

Com o intuito de investigar a relacdo entre cepa do parasita e o
desenvolvimento da toxoplasmose, avaliamos a presenca de anticorpos

contra peptideos cepa-especificos (Quadro 1), em 249 soros provenientes de
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individuos soropositivos para T. gondii. Através da sorotipagem (ELISA)
avaliamos a presenca de anticorpos contra peptideos cepa-especificos
(Quadro 1) em 249 soros provenientes de individuos soropositivos para T.

gondii.

De acordo com a reatividade contra os peptideos, detectamos seis
consistentes padrdes sorotipicos nas amostras analisadas, conforme
descricdo a seguir: a) Tipo IZ111- 52 amostras com reatividade contra os
peptideos 61/111 e/ou d61/111; b) Atipico A — 10 amostras reagiram contra 0s
peptideos 61/111 e 711; c) Atipico B - 9 amostras fortemente reativas contra
os peptideos 61/111 e/ou d6l/lll, 611 e 71I; d) Tipo 1l — 35 amostras
mostraram um padrao reativo compativel com infeccao pelo Tipo Il contra os
peptideos 611, d6l1l e/ou 711; e) Atipico C — 24 soros reagiram contra 61/111,
611 e 711; f) Atipico D (nh= 119) — praticamente na maioria das amostras
analisadas - 49% - nao foi detectada reatividade contra os peptideos
estudados. Todas as amostras avaliadas reagiram positivamente contra o
lisado do T. gondii e o SAG1l, os quais foram usados como controles

positivos. Os dados destas analises estdo sumarizados na Figura 12.

Para validacdo dos nossos resultados, analisamos 40 amostras
provenientes de 20 individuos obtidas a partir de diferentes coletas, num
ensaio duplo-cego, utilizando a mesma metodologia para a sorotipagem da

cepa. Os resultados apresentados na Tabela Il mostram que o padréo de
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resposta aos peptideos se mantém nas diferentes amostras, como por
exemplo nas amostras n°. 297, 129 e 134, que foram coletadas com
intervalo de quase dois anos. Em 3 de 20 individuos obtivemos reatividade
compativel com infeccdo pela cepa do Tipo Il, sendo que um paciente
respondeu apenas para os peptideos do GRA-6 e os outros somente para
GRA-7. Em 5 pacientes detectamos reatividade caracteristica para infeccao
pelo tipo I/11l. Os padrdes de resposta atipicos se mantém, inclusive em 8
individuos permaneceu a auséncia de reatividade aos peptideos, que é
definida como sendo infeccdo pelo sorotipo atipico D.

Também apresentamos na Tabela 111, a evolucao clinica da infeccao
nestes pacientes, mostrando que a maioria (5/9) dos pacientes infectados
com o sorotipo Atipico D, evoluiu para a forma grave da doenca ocular. Estes
dados sugerem que a auséncia de resposta nestes individuos para os
peptideos € uma caracteristica da infeccdo e ndo do estado imunoldgico do

paciente.
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Figura 12 — Analise sorotipica do Toxoplasma gondii. Sorotipos detectados em 249 soros dos
pacientes de Erechim- RS em resposta aos peptideos cepa especificos: 61/111, d6l/111, 611, d6ll, 711 e
SAG1. O eixo Y de cada gréfico representa o valor da densidade 6tica normalizado para os peptideos
(esquerda) e SAG1 (direita). As linhas pontilhadas representam os valores de cut-off . Cada grafico
representa um perfil detectado de acordo com a reatividade dos soros contra os peptideos 61/111 e
dél/11l (tipo I); 61/111 e 711 (Atipico A); 611, d6ll e 711 (Tipo I1), 61/111, d61/111, 611, d6ll e 711 (Atipico
B); 61/111, d6l/111, 611, d6ll (Atipico C); Atipico D significa que nado foi detectada reatividade positivo
contra nenhum dos peptideos analisados. A media de cada grupo esta representada por linhas cheias.
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Tabela 111. Avaliacdo duplicada de Individuos de Erechim- Rs. Amostras de soro ou
plasma de coletas diferentes de individuos da Clinica Silveira foram avaliadas para pesquisa
de anticorpos cepa-especificos. As amostras foram coletadas em intervalos de meses ou
anos. Os valores representam a média da triplicata da densidade 6ptica normalizada
detectada no soro dos individuos por ELISA indireto para cada um dos peptideos cepa-
especificos (6/1/111, d6l1/111, 611, d6ll, 711).

NO Data da Grupo Peptideos cepa-especificos

Paciente coleta clinico Sl d63ﬁf_66|| — Gsﬁﬁ Sorggp;c;da
00297 “&1‘?253 Soropositivo sem TO 122 ij ;2 ié ;é ATRIED A
00129 Maio-03 o o emto | 109 12 73 11 21 Atipico B
Mar-05 115 | 14 93 16 28
00223 | Suioa | 0S¥ | ool 72 |60 |ds| yp | AWPIC
i | B | toas | % 323351 3 | s
0013 | Gnigs | TOGme | 15 43 g 1o 1q | ATPCOD
o015 | AgO-02 IgM* sem TO 12 | 11 11 11 10 ATIPICO D
Out.-02 Soropositivo sem TO 1.3 0.9 1.0 1.0 0.9
00003 /;22|822 Soropositivo sem TO ii 12 1(1) 11 gg ATIPICO D
o Yool | WEem© | 1| 4150|321 wmcon
o MO ome 1 210 M1 weos
00024 | yioioos | TOFends | 1) | 5 | o9 | s | 1a | ATRICOD
00080 S\ﬁirgg TO Grave Cl’:g 12 2:2 12 12 ATIPICO D
o i BEem i 03 2 10 1 o
00113 g‘:{gg Soropositivo sem TO ;'Z ié 13 i; é; Tipo /11l
s | M2 | ooam | 338108 3| o
00072 ﬁ;gj Soropositivo sem TO ;2 11 18 11 18 Tipo /11l
00280 n';ﬂ;g-ooSs TO Branda ﬁg 12 1‘11 1(1) 12 Tipo 1711l
0067 | pgogp | IMSEMIO | o | g |1y e | 1g | TROW
s | M2 | WEEmD | 13[4 20|13 s |
e | 20| rocae | 3218118 5| e
00052 | fuTos | TOBEnda | g9 3o g9 a1 o TRl

Abreviagdes: TO: toxoplasmose ocular; GRA: proteina do granulo denso
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4.2.2. Associacdo entre os sorotipos e a toxoplasmose ocular.

Diante da observacdo de que diferentes cepas poderiam ser
responsaveis pela infeccdo dos individuos estudados, nos investigamos se
havia alguma correlacdo entre a gravidade da toxoplasmose e a cepa
infectante. A Figura 13 mostra a relacdo entre o numero de individuos,
classificados de acordo com o sorotipo do T. gondii, ou seja, de acordo com o
padrdao de resposta detectado para cada peptideo cepa-especifico, e a
apresentacdo clinica da toxoplasmose ocular. Nesta analise foram incluidas

235 amostras de pacientes soropositivos, assim distribuidos: IgM*™ sem TO -

46 amostras; IgM*™ com TO - 17 amostras; soropositivo sem TO - 46

amostras; TO branda - 24 amostras; TO grave - 102 amostras.

Em relacdo a gravidade da doenca ocular, nossos dados mostram que
entre individuos com TO grave a grande maioria (61%) ndo reagiu contra 0s
peptideos, sugerindo um padréo de infeccdo pelo sorotipo Atipico D. Ha de
se verificar que, entre os individuos com infec¢cdo adquirida sem lesdo ocular

(IgM™_sem TO) detectamos o sorotipo I/111 em 41% das amostras. Quando

hY

comparamos o0s sorotipos em relagdo a presenca ou auséncia de
toxoplasmose ocular, verificamos que 55% dos individuos com lesdo ocular
estdo infectados com o sorotipo Atipico D e 33% dos individuos sem leséao,

estao infectados pelos sorotipo 1111 (ver Tabela na Figura 13).

Nossa proxima avaliacdo foi verificar se entre os 57 individuos dos
grupos IgM* com e sem TO que foram clinicamente acompanhados (ANEXO
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111) esta correlacdo entre a clinica e os sorotipos também prevaleceria. Os
resultados estao representados graficamente na Figura 14, mostram que 10
de 20 (50%) individuos que evoluiram para toxoplasmose ocular grave
estavam infectados pelo sorotipo Atipico D. Enquanto, 11 de 24 (46%)
individuos que nédo desenvolveram lesdo ocular estavam infectados pelo
sorotipo 1111 do T. gondii. Outro dado interessante, entre os individuos
infectados pelo Atipico D, 71% desenvolveram lesdo grave, 21% lesao
branda e 8% né&o desenvolveu lesdo ocular. Em contrapartida, entre os
individuos infectados pelo Tipo I/111, 64% nao desenvolveram TO, 23%
desenvolveram leséo branda e, apenas, 13% lesdo grave. Nao foi encontrada
nenhuma relacao entre os demais sorotipos e a doenga ocular. Este conjunto
de dados sugere que além da caracterizacdo da cepa, o método da

sorotipagem pode sugerir o prognoéstico da infeccao.
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Toxoplasmose ocular
Ausente  Presente

Sorotipo (%) (%)
Tipo I/1ll 31,5 14,0

Tipo Il 13,0 15,4
Atipico A 6,5 2,8
Atipico B 16,7 2,1
Atipico C 6,5 11,9
Atipico D 33,7 55,2

Figura 13. Associacdo entre a cepa infectante e a toxoplasmose. A) Representacéo
grafica do numero de individuos por grupo estudado (soropositivo (n=46), IgM™ sem TO
(n=46), IgM™ com TO (n=17), TO branda (n= 24), TO grave (n= 102) e a classificacdo do
sorotipo infectante do T. gondii. B) Representacdo tabular do percentual de pacientes
infectados pelos sorotipos de acordo com a presenca ou auséncia da lesdo ocular. A
descricdo dos sorotipos encontra-se na Figura 12.
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Figura 14. Associacdo entre a evolugcdo clinica das pacientes com
toxoplasmose adquirida e cepa infectante. Representacao grafica do percentual
de individuos dos grupos IgM* com e sem lesdo ocular de acordo com a evolucdo
clinica ap6s 3 anos de infeccdo e o sorotipo da cepa. Do total de 57 pacientes, 20
sdo soropositivos sem TO, 13 desenvolveram ledo ocular branda e 20
desenvolveram lesdo grave. A descricdo dos sorotipos encontra-se na Figura 12.
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4.2.3. Atipicos sorotipos do Toxoplasma gondii infectam individuos no Sul do
Brasil

No decorrer deste trabalho ocorreram dois surtos de toxoplasmose no
Sul do Brasil, tivemos a oportunidade de fazer o estudo de sorotipagem com
o plasma de 14 individuos provenientes dos Ilugarejos chamados:
Agrondmica, em Santa Catarina e Santa Vitéria do Palmar, Rio Grande do
Sul. Os resultados destas analises, que estdo sumarizados na Tabela 1V,
nos mostram que na maioria das amostras dois sorotipos atipicos foram
predominantemente detectados. Em AgronOmica em 5 das 7 amostras foi
detectado o padrao - Atipico A - como responsavel pela infeccdo, enquanto
que nas amostras de Santa Vitéria do Palmar em 5 dos 7 individuos
detectamos o sorotipo Atipico B. Nas duas populacdes foram detectados
sorotipos 11, mas néo foi detectado o tipo I/11l. Amostras de DNA destes
pacientes foram avaliadas por KHAN e colaboradores (2006), e neste estudo
também foram detectadas cepas atipicas como responsaveis pela infeccédo
em ambos os lugares. Correlacionamos as amostras analisadas por Khan e
colaboradores (2006), para genotipagem aquelas analisadas em nosso
estudo. Segunda a classificacdo da Clinica Silveira, as amostras 413 e 418
(Tabela 1V), correspondem, respectivamente, aos numeros 2644 e 2712

analisadas genotipicamente.

O estudo de genotipagem destas amostras, também sugere que ha
padrbes genéticos atipicos nas amostras do sul do Brasil. Na amostra n°. 413
(Tabela 1V), na qual detectamos o Atipico A, foi detectado o gendtipo |, 11
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ou Ill, enquanto na amostras n°. 418 (Tabela 1V), cujo sorotipo € o Atipico

B, foi detectado o gendétipo | ou Il (KHAN et al., 2006).

Tabela 1V. Avaliacdo sorotipica das cepas de T. gondii a partir de
individuos infectados em surtos na Regidao Sul do Brasil. Amostras de
soro, provenientes de 7 individuos de Agrondmica — Santa Catarina e Santa
Vitéria do Palmar — Rio Grande do Sul, foram avaliadas pelo método ELISA
para a resposta contra peptideos cepa-especificos do T. gondii. Os resultados
estdo representados em densidade Optica normalizada. Valores superiores a
1,5 s&o considerados reagentes.

Origem o fente 6I/lII dellmpeptldgﬁs dell | 71 | SAG1 | “orotie

410 8,7 1.1 1,0 13 21 Over ApA

o 411 1,9 1.1 1,0 15 20 132  AtpA
= 412 1,4 11 182 174 11  Over I

© 413 18 1,2 1,0 10 1,7 197 @ AtpA

< 414 1,9 1,0 11 1,0 19 201  AtpA
= 415 11 1,0 48 11 1,0 197 I

416 3.3 1,0 11 10 19 87 | ApA

417 20 1,2 1,7 16 19 138 | AtpB

g 418 11,2 4.7 8,0 20 39 206 | AtpB
:g . 419 13 1,2 1,8 32 | 11 63 I

cE 420 3.1 25 23 1,9 1,7 203 AtpB
g o 421 1,1 1,0 3,6 1,3 1,2 9,1 I

& 422 2,6 1,7 1,8 1,5 2,7 Over | AtpB

423 7,0 2,1 3,7 1,7 4,0 Over Atp B

AbreviacBes: Over: resultado superior ao limite de deteccdo do método; Atp A:

sorotipo atipico A; Il: sorotipo Il; Atp B: sorotipo atipico B.
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5. Discussao

A retinocoroidite toxoplasmica é uma doenca que pode levar a
sequelas graves em individuos imunodeficientes e imunocompetentes. A
resposta imune é capaz de controlar a proliferacdo do T. gondii, porém
restam o0s cistos que sdo resistentes a estas defesas. A resisténcia do
hospedeiro a infeccdo pelo T. gondii € criticamente dependente de IFN-y,
produzidos por células NK e linfécitos T CD4+ e T CD8+ (YAP e SHER,
1999). Assim sendo, esta parece depender também da resposta humoral.
Anticorpos contra o parasita sdo prontamente sintetizados em resposta a
infeccdo, tanto nos seres humanos como nos modelos experimentais
(FRENKEL et al., 1991; ASAI et al., 1992).

A diferenciacédo entre as fases aguda e crdnica da infeccdo sistémica
€ crucial para o entendimento da dindmica da doenca e para a
identificacdo de pacientes com risco para o0 desenvolvimento da
retinocoroidite toxoplasmica. Permitindo, desta maneira, estabelecer
estratégias preventivas e terapéuticas, minimizando o0s riscos para o
paciente (HOLLAND et al., 1996; MONTOYA e REMINGTON, 1996). Neste
estudo, fizemos uma abrangente caracterizacdo da resposta imune
humoral de individuos infectados com diferentes classificacdes clinicas e
soroldgicas. Dois objetivos principais nortearam esta etapa da
investigacdo: 1) associacdo entre a producdo dos isétipos e a evolucao

clinica da toxoplasmose ocular; 2) estabelecer a dinamica da resposta
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imune humoral na infeccdo recente e crbnica, através da deteccdo de
anticorpos no plasma de individuos com diferentes tempos de infeccao.

O principal indicador da fase aguda da toxoplasmose € a
soroconverséao, definida a partir de um titulo negativo de IgM ou IgG para
um titulo positivo do anticorpo ou pelo aumento de quatro vezes do titulo
de 1gG, num intervalo de pelo menos trés semanas (WALLACH, 1996).
Alguns estudos sugerem a determinacdo consecutiva dos niveis séricos de
IgM, durante algumas semanas, para observar se foi estabelecida a
resposta imune especifica neste periodo. Entretanto, eventuais variacdes
individuais na resposta imune, podem levar a producado persistente de IgM
e IgA anti-toxoplasmicas por longos periodos, comprometendo o
diagnostico preciso (STEPICK-BIEK et al., 1990, TURUNEM et al., 1983;
LIESENFELD et al., 1997).

Anticorpos 1gG sao geralmente detectidveis a partir da segunda
semana (HAYDE et al., 1995), apds este periodo mantém-se elevados,
com ou sem diminuicdo de IgM. Em nosso estudo, dos 76 individuos com
IgM positiva, apenas 23 apresentaram baixo indice de avidez, sugerindo
que a grande maioria destes pacientes apresenta IgM persistente. Glasner
e colaboradores (1992) observaram na populacdo de Erechim uma
correlagcdo positiva entre presenca de IgG anti-T. gondii e a toxoplasmose
ocular. Nestes individuos a prevaléncia da toxoplasmose ocular aumenta
com a idade e a principal forma de infeccéo € pela via adquirida e nao pela

forma congénita (SILVEIRA et al., 1988).
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Na toxoplasmose adquirida a combinacdo da analise dos trés
isotipos (IgG, IgM e IgA) e a cinética destes (TURUNEN et al., 1983)
podem, em alguns casos, diferenciar entre uma infec¢cdo recente ou
antiga. Curiosamente, em casos de toxoplasmose ocular por infeccédo
congénita, sdo detectados baixos titulos de 1gG, principalmente na
retinocoroidite ativa, devido a reativacao da infeccdo congénita pelo T.
gondii, enquanto a IgM é usualmente nao detectado (MONTOYA et al.,
2002).

Visando entender, de que maneira a resposta imune dos pacientes
poderia estar implicada com a protecdo ou desenvolvimento da lesao
ocular, pesquisamos a resposta imune humoral em amostras de plasma
de 327 individuos, classificados em: infeccdo adquirida recente, com e
sem lesao ocular e infec¢cdo cronica com leséo grave, branda e sem lesao.
Para isto, desenvolvemos em nosso laboratdrio ensaios de ELISA para
deteccao de subtipos de IgG (1gG, 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4), IgA e IgE
especificos contra antigenos do T. gondii. Além da pesquisa de IgM e
avidez de IgG com kits comerciais.

As analises pelo método ELISA para os diferentes isétipos foram
padronizados utilizando-se como antigeno as proteinas solUveis do extrato
protéico da forma taquizoita (STAg). Embora alguns trabalhos da
literatura discutam a necessidade de utilizar diferentes componentes
antigénicos do parasita para a pesquisa dos isétipos, nés optamos pelo
uso do supracitado por ser a forma antigénica mais utilizada nas

pesquisas laboratoriais clinicas. O STAg contém véarias proteinas, sendo
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que a principal delas é uma proteina de peso molecular entre 25 a 32 Kda
(p30) ou SAG1 (do inglés, surface antigen -1). O SAG1l é uma das cinco
proteinas de superficie de membrana ancoradas na camada lipidica -
glicofosfatidilinositol (GPI) descrita com um dos principais alvos para a
producéo de anticorpos, durante as fases aguda e cronica da infeccdo em
seres humanos e, por isso, € a proteina mais utilizada em pesquisas
soroldgicas (MINEO, CAMARGO e FERREIRA, 1980; HANDMAN e REMINGTON,
1980). Em modelos experimentais, a imunizacdo com a p30 ou a
transferéncia de células que reconhecem esta proteina confere imunidade
em infeccbes posteriores com o parasita intacto (PAVIA et al., 1992; KASPER
et al., 1993; KHAN et al., 1994). Anticorpos anti-p30 inibem a infec¢cdo de
células do hospedeiro in vivo (SANTORO et al. 1985).

Durante o processo de padronizacdo dos ELISAs dos isétipos,
tivemos dificuldades para estabelecer os valores de corte para cada teste,
uma vez que a definicdo destes valores recai no estabelecimento de
sensibilidade e especificidade da metodologia testada. O nosso maior
desafio foi estabelecer os verdadeiros positivos, uma vez que a producao
dos isétipos varia individualmente e de acordo com o0s estagios da
infeccao.

Para superar esta dificuldade, analisamos amostras de 35
voluntarios soronegativos provenientes de Erechim. Estas amostras foram
analisadas em triplicata por ELISA, indireto e de captura, para cada
isotipo, para assim definirmos a meédia, desvio padrao, valor minimo e

maximo. Com base nestas definicbes, decidimos que o valor de corte,
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para cada isoOtipo, seria a média mais duas vezes o desvio padrdo das
densidades oOticas obtidas (Anexo C). Uma vez definidos os valores de
corte, verificamos através da aplicacdo de analises estatisticas e da curva
ROC, qual seria a sensibilidade e especificidade do nosso método para
cada isotipo (Anexo E). A sensibilidade e a especificidade sao critérios de
validade resultantes da comparacao do teste com a verdade. Portanto,
para se expressar objetivamente os dois critérios, com relagcdo a um teste,
€ preciso comparar seus resultados com aqueles obtidos por um exame de
referéncia. Em nosso caso, por nao haver um teste de referéncia para fins
comparativos, principalmente no caso das subclasses de 1gG, a nossa
definicho foi baseada nos controles negativos, priorizando-se a
especificidade em relacdo a sensibilidade.

Em concordancia com os dados da literatura, os resultados
apresentados neste estudo mostram que o anticorpo IgG1l foi a subclasse
de 1gG predominante em todos o0s grupos analisados. Dentre as
subclasses, IgG1l é a subclasse mais abundante no soro humano normal e
ja foi demonstrado que na toxoplasmose a producdo deste anticorpo
também se mantém elevada (HUSKINSON et al., 1989; PORTELA et al.,
2004). Entre os individuos IgM positivo, n0s observamos uma correlacao
negativa entre IgG1l e IgM. Além disso, h& producdo significativamente
maior deste anticorpo nos pacientes com alta avidez de IgG (Figura 8).
Sugerindo que a producdo deste isGtipo aumenta com a evolucdo da

infeccao.
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Em relacdo aos outros isotipos, foi detectada correlacdo positiva
entre 1gG3 e IgM (Figura 9), houve producéao significativamente maior de
1IgG2 e 1gG3 entre os individuos com IgM positiva em relacdo aos
individuos IgM negativa, sugerindo que os isotipos 1gG2 e 1gG3 sdo mais
precocemente produzidos do que 1gGl. Em infec¢cbes congénitas, 0s
recém-nascidos produzem primeiramente 1gG2 e IgG3 contra antigenos
recombinantes do T. gondii, enquanto o IgGl €& predominante entre
isotipos transferidos maternalmente (BUFFOLANO et al., 2005).

Alguns resultados importantes devem ser ressaltados em relacao ao
grupo IgM* sem TO. Primeiro, quando comparamos a producido de 1gG3
em relacdo a presenca da TO, verificamos que nos individuos sem leséo
ocular a producado deste anticorpo foi significativamente maior. Segundo,
neste mesmo grupo a producdo de IgG3 foi estatisticamente maior em
relacdo a producdo deste iséOtipo nos grupos lesdo grave, branda (p<
0,001) e soropositivo. Terceiro, a producdo de 1gG2 também foi
significativamente maior nos grupos IgM™ sem TO em relacdo aos grupos
de infeccdo crbonica com leséo e sem lesdo (p< 0,001). Quarto, quando
avaliamos individualmente os pacientes em gque foram coletadas mais de
uma amostra, observamos que na maioria dos pacientes foi detectado
1IgG3 e/ou 1gG2 e, raramente, IgG1l na primeira coleta, porém na segunda
amostra, 1gG3 diminui ou desaparece, 1gG2 permanece e IgGl é
predominante (dado apresentado no ANEXO B). Apesar do numero de
pacientes ser pequeno para este tipo de andlise, esta observacdo nos

sugere a dinamica da producdo dos isétipos na infeccdo. Ainda que

93



Discussao

investigacfes mais aprofundadas sejam necessarias, estes dados sugerem
a importancia destes isotipos nas infeccdes recentes.

E importante relembrar que o nosso critério para estabelecer
infeccdo foi a presenca de IgM e baixa avidez. Embora tenha sido
detectada a presenca de anticorpos IgM em todos os pacientes dos grupos
IgM™, vale ressaltar que nem todos os individuos tém infeccdo recente.
Em infec¢des pelo T. gondii a presenca deste isétipo pode persistir por
longos periodos e, portanto, o uso exclusivo deste parametro ndo seria
um marcador para infeccdo aguda (HALL et al., 1983).

Observamos que nos individuos com infeccdo crbénica sem lesao
ocular houve producédo de IgGl (92%) e, curiosamente, a producdo de
IgG4 foi significativamente maior em relacdo aos grupos lesdo grave e
branda (p< 0,01). A producéo do isétipo 1gG4 na resposta imune humoral
em humanos esta associada a exposicao repetida ao antigeno ou infeccdes
cronicas (AALBERSE et al., 1983; HUSKINSON et al., 1989). A presenca deste
anticorpo foi detectada em pacientes com outras infeccdes crbnicas, como
esquistossomose (ISKANDER et al., 1981) e filariose (OTTESEN et al., 1985) e
em diversos casos de doencas alérgicas (BRUYNZEEL e BERRENS, 1979;
GWYNN et al., 1982). No entanto, em nosso estudo este anticorpo nao foi
detectado no soro da maioria dos pacientes.

Biologicamente, os anticorpos IgG1l e IgG3 se distinguem de 1gG2 e
1IgG4 pela alta eficiéncia na fixacdo do complemento e na capacidade de
interacdo com receptores Fc de macrofagos, sendo, portanto, efetivas

opsoninas. O anticorpo 1gG3, em relacdo as demais subclasses, apresenta
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alta taxa catabdlica fracionada e baixa meia-vida (GIAMMANCO et al.,
2003). A producao do IFN-y por células Thl é responsavel pela troca de
classes e producdo de IgGl e 1gG3 em humanos em pacientes
lepromatosos (HUSSIAN et al., 1999). IgG1 e IgG3 sao as mais frequentes
subclasses detectadas no soro humano em resposta a antigenos protéicos.
A deficiéncia de 1gG3 esta associada a histdéria de infeccdes recorrentes,
levando a doenca pulmonar cronica, além disso, a_diminuicdo dos niveis
de 1gG3 frequentemente esta associada a deficiéncia de 1gG1l (HERROD et
al., 1993).

Estudos prévios com a populacdo de Erechim, sugerem que a
resisténcia a infeccéo esta relacionada a habilidade de secrecéo de IL-12 e
IFN-y, como observado nos individuos soropositivos sem lesdes oculares.
Em contrapartida, nos individuos com toxoplasmose ocular adquirida ha
maior secrecdo de IL-1, TNF-a e IL-10 em resposta a antigenos de
T.gondii quando comparados com individuos soropositivos sem lesdo
ocular. Estas informacdes nos sugerem, que a susceptibilidade ao
desenvolvimento de lesdes oculares esta associada a mecanismos que
culminam com a producdo destas citocinas, as quais podem contribuir
para o dano da retina e/ou da corodide. Mostrando assim, a participacao de
diferentes mecanismos no desenvolvimento das lesdes oculares nos
pacientes com lesdo adquirida e congénita (YAMAMOTO et al., 2000).

Em nosso estudo, o padrao IgGl e IgG3 foi predominante nos
individuos IgM™ sem lesdo e com lesdo, por isso ndo é possivel associar

este padrdo, supostamente Thl, como protetor a lesdo ocular. A presenca
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destes isotipos na infeccdo recente, pode estar associada a atividade anti-
parasitaria via receptor Fc nos macrofagos, como uma tentativa do
organismo para o controle da parasitemia. Estes is6tipos podem também
servir como marcadores auxiliares do diagndstico da toxoplasmose
adquirida e congénita.

Entre os pacientes com lesdo grave e branda nado houve diferenca
significativa na producdo dos isoOtipos. Nestes grupos o IgGl foi a
subclasse predominante, com menor producdo dos demais isotipos.
GOMEZ-MARIN e colaboradores (2000) reportam que em casos de re-
infeccdo pode haver producdo dos isoétipos IgM ou IgA anti- T. gondii
separadamente ou em associacdo com o anticorpo IgE. IgA especifica tem
sido detectado também em casos de infeccdo recidiva ou em re-infeccao,
podendo ser encontrado em pacientes com infeccao cronica (FORTIER et
al., 1997).

Em estudos anteriores mostrou-se uma relagéo funcional entre IgE e
IgG4 em infeccbes em humanos (HUSSAIN e OTTESEN, 1986). Foi
demonstrado em modelos animais que IgE anti- T. gondii poderia
desempenhar fungcao protetora na infeccdo pelo toxoplasma (RIDEL et al.,
1988). Em nosso estudo foi detectada a presenca de IgE em apenas oito
pacientes, sendo que dois destes produziram IgG4. Em termos de
evolucédo clinica, um paciente desenvolveu lesdo grave, dois apresentaram
lesdo branda e cinco ndo desenvolveram leséo ocular, em até trés anos
apos o primeiro exame. Nao foi possivel correlacionar a producédo de IgE

com a protecdo a lesdo, pois o numero de pacientes € muito pequeno. Por
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outro lado, nossos dados mostram a presencga deste anticorpo apenas em
pacientes com infeccado recente, pois nédo foi detectado IgE em nenhum
paciente com infecc¢&o cronica.

Anticorpos IgE séo detectaveis por ELISA no soro de adultos
infectados, criangas com infeccdo congénita e criangcas com
retinocoroidite. A duracdo de soropositividade para IgE € menor do que
IgM e IgA e, conseguentemente, parece ser um método para identificar
infeccbes recentes (PINON et al., 1990). Interessante, € que embora
tenhamos detectado a presenca deste anticorpo, exclusivamente, em
pacientes com infeccdo recente (IgA positiva e baixa avidez), observamos
uma limitacdo técnica para a deteccédo deste anticorpo através da técnica
ELISA, visto que em amostras confirmadamente positivas os resultados
nao foram reprodutivos em experimentos diferentes, provavelmente
houve desnaturacdo protéica no processo de conservacdo das amostras.
Diante disso, é importante ter certeza que a auséncia deste isétipo seja
realmente representativa de infeccdo tardia e ndo por limitacao
experimental (metodoldgica).

Avaliamos 67 pacientes com evidéncias sorolégicas de toxoplasmose
adquirida, dentre os quais 17 apresentavam lesdo ocular no primeiro
exame clinico (Tabela 11). Entre os individuos com lesdo ocular, 53%
apresentaram lesdo ocular branda e 47% evoluiram para a forma grave.
Dentre os individuos que, inicialmente, ndo apresentavam lesdo ocular,
cerca de 80% destes nédo desenvolveram toxoplasmose ocular, em até

trés anos apds o primeiro exame; 17% evoluiram para lesdo branda e 8%
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para lesdo grave. Este grupo € raro entre as populacbes com
toxoplasmose ocular ja estudadas, por tratar-se de um grupo com
confirmacdo sorolégica e clinica para a toxoplasmose adquirida. Em
Erechim a via adquirida se sobrepde em importancia clinica a via
congénita (SILVEIRA et al., 1988). A doenca ocular aparece normalmente
entre a segunda e quarta década de vida do paciente, isso se aplica tanto
para a doenca primaria quanto a recorrente. A toxoplasmose se manifesta
geralmente na fase aguda da infeccdo (IgM positivo), mas ha relatos da
ocorréncia na fase cronica, em casos de infeccdo congénita e adquirida
(HOLLAND et al., 1996; MONTOYA et al., 1996; BURNETT et al., 1998).

Avaliamos a presenca dos isétipos em relacdo a faixa etaria e o
sexo. Em relacdo a producdo de IgA anti- T. gondii, entre os individuos
que ndo tém toxoplasmose ocular, a maior producdo de IgA esta entre os
pacientes na faixa de 10 a 20 anos de idade. Por outro lado, dentre os
pacientes com toxoplasmose ocular, a deteccéo de IgA foi maior na faixa
etaria entre 41 e 50 anos.

Em um estudo numa populacdo do Estado de Minas Gerais, na
cidade de Melquiades, PORTELA e colaboradores (2004) também néo
encontraram correlacdo entre a presenca de isotipos anti-T. gondii e a
ocorréncia de lesdo ocular. Neste estudo, foi utilizado como antigeno o
glicosilsinositol fosfolipideo do taquizoita (GIPL) que é uma forma
antigénica diferente da utilizado em nossos experimentos. No trabalho
deste grupo foi demonstrado que ha correlacdo positiva entre a producéo

de IgA anti-GIPL e o tamanho da lesdo ocular. Em nosso estudo
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obtivemos resultados diferentes: do total de individuos produtores de IgA
85% nao desenvolveram lesédo ocular, 29% apresentaram lesdo branda e
15% evoluiu para a lesdao grave. Estas diferencas podem ser devido a
diferenca populacional, uma vez que estamos estudando uma regido
endémica, cuja populacdo pode estar sendo cronicamente re-infectada,
pode ser que a producdo deste isOtipo esteja associada a resposta
sistémica na infeccdo e ndo ao dano ocular. Além disso, utilizamos
diferentes formas antigénicas nos testes soroldgicos e, ainda, pode ser
que a populacédo clonal do parasita seja diferente entre duas regides do
pais.

Em um estudo recente sobre os fatores de risco associados a
infeccdo pelo T. gondii em Erechim, JONES e colaboradores (2006)
mostraram que o trabalho com o solo, seja no campo ou em jardinagem
domiciliar, representa um importante fator de risco. Esta forma de
infeccdo é muito importante nos individuos do sexo masculino. Neste
mesmo estudo foi demonstrado que tanto criancas menores de 18 anos,
quanto adultos do sexo masculino sdo mais vulneraveis a infeccao (JONES
et al., 2006).

Embora a abordagem epidemioldgica ndo seja o principal objeto do
nosso estudo, tivemos a oportunidade de avaliar uma coorte de 272
individuos soropositivos para T. gondii, divididos em: 135 mulheres e 137
homens. Verificamos a frequéncia da lesao ocular em relagdo ao sexo,
idade e producdo de IgA especifica. Esta analise nos mostrou que 58%

dos pacientes com lesdo ocular sao do sexo masculino e 62% dos
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individuos sem lesdo sdo do sexo feminino. Também observamos que a
freqiéncia de individuos do sexo masculino soropositivo é maior entre
criancas e adolescentes. Enquanto para as mulheres, esta frequéncia é
maior acima dos 30 anos de idade. Apesar de né&o ter sido detectada
diferenca nas subclasses de 1gG, verificamos que individuos do sexo
masculino produzem mais IgA e IgE do que o sexo feminino (Figura 4).
Entre os individuos com infeccdo recente (baixo indice de avidez), 78%
eram do sexo masculino (dado nao apresentado).

Embora em um estudo anterior tenha sido demonstrado que nao ha
diferenca na susceptibilidade a TO entre os sexos e que a prevaléncia da
toxoplasmose ocular aumenta com a idade em Erechim (Silveira et al.,
1988), Nossos dados corroboram com Jones e colaboradores (2006),
sugerindo que individuos do sexo masculino para contraem a infeccéo
mais precocemente e, consequentemente, desenvolvem a TO. Todavia,
nao observamos diferencas na resposta imune humoral em relacdo ao
sexo. Outro importante estudo com individuos de Erechim mostrou que
individuos com toxoplasmose adquirida desenvolvem lesdes oculares
tardiamente, em alguns casos anos ap0s a primo-infeccdo (SILVEIRA et
al., 2001).

A literatura tradicionalmente descreveu que a toxoplasmose ocular
raramente ocorre em casos de doenca adquirida, baseado no fato de que
o desenvolvimento da lesdo ocular sé seria possivel simultaneamente ou
logo apds o aparecimento da doenca sistémica pos-infeccdo pelo T. gondii

(NUSSENBLATT e BELFORT Jr., 1994; HOLLAND et al. 1996; HOLLAND et
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al., 1999). Estes dados mostram que a populacdo de Erechim apresenta
peculiaridades em relacdo a toxoplasmose, que podem ser relacionados
com caracteristicas epidemioldgicas, ambientais, individuais e, sobretudo,
com a genética do parasita.

Embora seja controversa a participacdo dos anticorpos na
resisténcia a infeccdo pelo Toxoplasma, modelos experimentais em
camundongos, ratos e cobaias tém produzido diferentes resultados a
respeito do potencial protetor dos anticorpos anti-T. gondii que pode
variar devido ao basal genético dos hospedeiros e/ou do parasita. A
protecdo a infeccdo foi demonstrada pela transferéncia passiva do soro
imune ou de anticorpos monoclonais especificos a proteinas do T.gondii
para camundongos infectados com cepas de viruléncia moderada (MASIHI
e WERNER, 1978; JOHNSON, MCDONALD e NEOH, 1983; SHARMA et al., 1984).
Além disso, a supressdo da producdo de anticorpos, através do
tratamento com anticorpos anti-u, resultou na exacerbacdo da infeccdo e
a transferéncia passiva de soro de camundongos cronicamente infectados
para camundongos deficientes de células B recuperou metade dos animais
infectados (FRENKEL e TAYLOR, 1982).

O melhor entendimento da correlacdo entre a producdo de
determinado isé6tipo e a manifestacdo clinica, pode servir como
diagnostico, e também como prognostico da Toxoplasmose ocular. Este
estudo também pode contribuir para o entendimento da resposta imune
humoral na infeccdo em seres humanos envolvidas na infeccdo dos

individuos com toxoplasmose ocular. Diante da dificuldade em definir uma
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infeccdo adquirida recente, a pesquisa de subclasses de I1gG nesta
populacdo sugere a dinamica da resposta imune humoral em individuos
com infeccdo adquirida recente e crdnica. Portanto, a pesquisa destes
isOtipos pode ser mais um parametro sorologico para a caracterizacao de
infeccdo recente em individuos imunocompetentes.

O desencadeamento da doenca ocular com maior ou menor
gravidade, parece depender de trés aspectos fundamentais diretamente
ligados a infeccdo, que sdo: as caracteristicas do hospedeiro, com especial
importancia para a resposta imune; do meio-ambiente, que pode
contribuir para a disseminacdo do parasita; e por fim, a viruléncia da cepa
infectante, que parece estar relacionada a patogenicidade. O nosso
proximo objetivo, foi estabelecer a relacdo entre a cepa infectante e as
manifestacdes clinicas da toxoplasmose ocular. Para isso utilizamos teste
soroldgico para definir o sorotipo da cepa do T. gondii, baseada no fato de
que a resposta imune ao parasita é cepa-especifica (PARMLEY et al., 1994).

Avaliamos pelo método ELISA a presenca de anticorpos em
amostras de soro de 249 individuos soropositivos, provenientes de
Erechim, contra peptideos polimérficos recombinantes de regibes
altamente imunogénicas do parasita (proteinas GRA6 e GRA7), os gquais
sao capazes de diferenciar entre a linhagem Il das linhagens | e 111 (KONG
et al., 2003).

A tipagem soroldgica de cepas € possivel devido a pequena variagao
entre as trés linhagens clonais do T. gondii. Estudos desta natureza

permitem uma avaliagdo retrospectiva sobre a dindmica da infeccdo em
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populacbes de areas endémicas e em casos especificos de surtos, pois a
técnica € capaz de detectar a resposta contra os peptideos recombinantes
tanto em pacientes agudos, quanto em pacientes cronicos (Kong et al.,
2003).

Neste estudo caracterizamos sorotipos do T. gondii que infectam
pacientes de Erechim e associamos a forma clinica da doenca. Nossos
dados claramente mostram que had uma diversidade das cepas infectantes
nesta populacdo. Diante do fato de que foi detectado um numero
significativo de pacientes infectados com os sorotipos I/11l ou II.
Naturalmente, isto sugere que a resposta imune destes individuos néo é
diferente dos norte-americanos e europeus, nos quais o tipo Il esta
associado com a maioria dos casos de toxoplasmose ocular (HOWE e
SIBLEY, 1995; HOWE et al., 1997; HONORE et al., 2000; FUENTES et al., 2001).
Ademais, caracterizacdo genotipica em amostras de pacientes de Erechim
sugeriu a presenca de cepas do Tipo | (VALLOCHI et al., 2005a).

Em contrapartida, n6s também observamos sorotipos atipicos, 0s
quais nao haviam sido detectados em estudos semelhantes com amostras
da Polbnia - Europa (NOWAKOWSKA et al., 2006) e Coldbmbia - América do
Sul (PEYRON et al.,, 2006). Detectamos anticorpos contra peptideos
especificos tanto para tipo I/11l quanto para o tipo Il, sugerindo a
presenca de cepas divergentes (isto €, apresentam alelos polimdérficos em
outras regides que nado os presentes nos peptideos recombinantes do
GRA6 e GRA7) ou cepas mistas. Coincidentemente, recente estudo de

genotipagem de amostras de suinos coletadas em pocilgas e abatedouros
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de Erechim detectou gendtipos mistos ou divergentes — tipo I/111 ou tipo
I/11/111 — nas amostras analisadas (BELFORT-NETO et al., 2007).

Um dos resultados mais surpreendentes deste trabalho, ¢é
exatamente mostrar que ha um grande numero de pacientes infectados,
mas que nao respondem contra qualquer um dos peptideos cepa-
especificos (Atipico D) e que a maioria deles apresenta a forma grave da
doenca ocular. Este é primeiro estudo de clara associacdo entre o0s
sorotipos do parasita e a manifestacao clinica da toxoplasmose ocular.

A presenca de variagbes sorotipicas do T. gondii na populacdo de
Erechim e esta associacdo de uma destas cepas com a TO grave, nos
sugere que estas cepas geneticamente divergentes dos padroes
previamente descritos tenham maior tropismo para a retina e, por isso, a
elevada incidéncia da TO. Diante da elevada endemicidade para esta
infeccdo em Erechim, é possivel que a variabilidade genética seja
consequente de recombinagdes sexuais no ciclo de vida do parasita, como
ja foi sugerido para outras partes do Brasil (FERREIRA et al., 2006).

Um paciente (#20) incluido neste estudo, apresentou sorologia
positiva (IgM-/1gG+) para T.gondii ao primeiro exame, mas nao
apresentou toxoplasmose ocular. Depois de dois anos, o referido paciente
retornou a Clinica Silveira com quadro de toxoplasmose sistémica e, neste
momento, foi detectada a presenca de anticorpo IgM, sugerindo a
reativacdo da doenca. Infelizmente nao tivemos acesso ao soro deste
paciente na primeira amostra, mas na segunda amostra detectamos um

sorotipo sugestivo de uma cepa mista (Atipico C). O que sugere que esta
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paciente tenha sido infectada por diferentes cepas, fato que pode ser
justificado pela alta taxa de carnes de suinos infectadas com cepas
atipicas em Erechim (BELFORT-NETO et al., 2007).

Avaliamos a relacdo entre a producédo das subclasses de IgG e o
sorotipo do T.gondii com o objetivo de verificarmos se diferentes cepas
seriam capazes de estimular diferencas na resposta imune humoral.
Observamos diferencas na producao de isétipos para cada sorotipo, sendo
que a producao de IgG3 foi significativamente maior nos sorotipos /111 e
Atipico A. Apenas I1gGl foi detectada nas amostras dos individuos
infectados com o sorotipo Atipico D. O dado nao foi apresentado, pois a
pesquisa de subclasses foi feita com o STAg e ndo com peptideos cepa-
especificos, mesmo assim, os dados sdo sugestivos de que diferencas na
resposta imune podem ser observadas na infecgdo por diferentes cepas e,
este poderia ser um dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento ou
protecao a doenca.

A validacdo dos nossos dados foi feita com a analise de amostras
dos mesmos individuos em diferentes coletas. Conforme apresentamos na
Tabela 6, avaliamos a presenca de anticorpos cepa-especificos no soro de
alguns pacientes com intervalos de meses ou anos e o0 sorotipo detectado
permanece o0 mesmo. Estes dados foram fundamentais para sabermos se
a auséncia de reatividade frente aos peptideos do GRA6 e GRA7 seria
devida ma qualidade da amostra, dos peptideos ou por falta de
especificidade dos peptideos. A deteccdo do mesmo padrdo de resposta

em ambas as amostras do mesmo paciente, sugere que nao ha
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reconhecimento antigeno-especifico pelos anticorpos do paciente frente
aos peptideos. Paralelamente, as amostras com diversos padrdes de
resposta, incluindo as supostamente néao respondedoras e aquelas com
forte reatividade, foram testadas pela mesma metodologia em diluicdes
seriadas (1:40 até 1:640) e os resultados foram reproduzidos (dado nao
mostrado). Desta maneira, descartamos a possibilidade de resultados

falso-positivos ou negativos.

Duas amostras avaliadas neste estudo para sorotipagem foram
também avaliadas em outro estudo para genotipagem (KHAN et al., 2006).
Em nossos resultados, a sorotipagem sugere a presenca da infeccdo com
cepas atipicas. KHAN e colaboradores (2006) também detectaram cepas
atipicas como responsaveis pela infeccdo em ambos os lugares.
Correlacionamos as amostras analisadas na genotipagem e aquelas
analisadas em nosso estudo. Segunda a classificacdo da Clinica Silveira,
as amostras 413 e 418, correspondem respectivamente aos numeros
2644 e 2712 analisadas genotipicamente. Amostra em que detectamos o
sorotipo Atipico A, foi detectado um gendtipo misto tipo I, Il e IlI,
enquanto na amostra que detectamos o Atipico B, foi detectado um

genotipo misto, porém diferente do anterior, definido como tipo | e Il.

Tanto em nossos resultados quanto naqueles apresentados por
KHAN e colaboradores (2006), fica claro que h4 uma diversidade genética
na cepa que infecta individuos de Erechim e em outras partes do Brasil.

De fato, tanto a sorotipagem quanto a genotipagem das cepas sao
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técnicas que devem ser utilizadas para complementacdo de resultados. A
primeira, pela facilidade de acesso ao material biolégico e sensibilidade e,
a segunda, pela possibilidade de caracterizacdo mais completa do
genotipo da cepa, aliando-se, inclusive, o0 seguenciamento para
determinacdo de regides polimodrficas, possivelmente relacionadas a

viruléncia.

Em modelos murinos as cepas tipo | estdo associadas as formas
graves de doenca (SIBLEY e BOOTHROYD, 1992). A viruléncia €, em parte,
resultado da diferenciada capacidade de migracao do parasita, através das
barreiras fisiolégicas no hospedeiro, fato que possibilita a réapida
disseminacdo e aumento da carga parasitaria na infeccdo (BARRAGAN e
SIBLEY, 2002), quando, finalmente, libera a cascata de mediadores pro -
inflamatdrios que induzem a patologia (GRAVRILESCU e DENKERS, 2001).
Em isolados de pacientes de Erechim, foi detectada a presenca da cepa
Tipo | (VALLOCHI et al., 2005), porém neste estudo nao foi feita a

associacao com a gravidade da doenca.

Outra parte dos nossos pacientes apresentou a forma grave da
toxoplasmose, mas nao desenvolveram lesdo ocular em até trés anos
ap6s a primeira infeccdo. Estes pacientes apresentaram quadros com
febre alta e persistente, linfadenopatia, dor de cabeca. Curiosamente,
quase 40% destes pacientes estavam infectados pela cepa tipo Il. Nossos
dados sdo bastante sugestivos de que, em contraste com 0 que ocorre na

Europa e Estados Unidos (HOWE et al., 1997; FUENTES et al., 2001; HONORE
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et al., 2000), a cepa tipo Il ndo €é a linhagem responsavel pela
toxoplasmose ocular em Erechim.

Entre os pacientes do grupo IgM™ que foram seguidos clinicamente,
nao foi encontrada associacdo entre a producao dos isotipos e a evolucao
da toxoplasmose, contudo nés observamos que 60% dos individuos que
evoluiram para a forma grave da doenca ocular estavam infectados pelo
sorotipo D. Curiosamente, o sorotipo I/111 foi detectado em 45% dos
pacientes que ndo desenvolveram doenca ocular e ndo foi detectado nos
pacientes com TO grave. Em conjunto com as nossas observacdes
anteriores, estes dados sugerem que ha correlacdo entre os sorotipos e
desenvolvimento da doenca ocular. Sugerindo que o sorotipo I/11l parece
estar relacionado com menor possibilidade para o desenvolvimento da
lesdo, enquanto o Atipico D, fortemente associado a forma grave da
doenca ocular.

O estudo da imunidade humoral em pacientes com TO nos mostra
que nao ha um padrdo de isétipos associado ao desenvolvimento da
toxoplasmose ocular, porém sugere que a presenca de 1gG2 e 1gG3, além
de IgA e IgE, podem estar associadas com infeccdo adquirida recente.
Nossos dados também mostram que ha uma grande diversidade de cepas,
com diferentes formas de viruléncia, parasitando a populacdo de Erechim
e outras partes do Brasil. A utilizacdo dos peptideos cepa-especificos nas
investigacBes soroldgicas, além de sugerir aspectos da cepa do parasita,

parece ser util como um marcador para estabelecermos o progndéstico
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para a evolugdo da TO, servindo como referéncia para nortear o clinico
nas condutas terapéuticas em beneficio do paciente.

Nossos dados sao importantes também por re-inserirem as
caracteristicas da resposta imune nos fatores responsaveis pela
susceptibilidade ao aparecimento de TO. Desde que ndés demonstramos
que as cepas responsaveis por grande parte das infeccOes oculares no
Brasil apresentavam um padrao genético diferente daquele descrito no
Hemisfério Norte, a discussédo sobre o aparecimento de TO ficou centrada
exclusivamente em aspectos do parasita. Os dados aqui apresentados,
mostram que a resposta imune contra estes parasitas “atipicos”
geneticamente €& centrada em epitopos diferentes daqueles que
observamos em resposta aos parasitas que se encontram dentro dos
padrdes quase clonais das 3 familias descritas na literatura. Sendo assim,
passa a ser pertinente a discussao se, alem da diferenca genética entre as
cepas ser responsavel por maior 6culo-tropismo das mesmas, ela também
parece resultar em uma resposta imune para diferentes alvos, podendo
desta maneira contribuir para a maior frequéncia de lesbes oculares, seja
por resultar em uma resposta nao protetora, seja por selecionar cepas

que escapem para o ambiente altamente imuno-privilegiado do olho.
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6. Conclusao

Nossos resultados sugerem:

] IgG1 é a subclasse envolvida na resposta imune ao T. gondii

em individuos com infeccdo aguda e cronica;

[ | IgG1 e 1gG3 parecem estar associados a infeccdo adquirida
recente;

u IgA e IgE estdo presentes na infeccdo aguda;

] Diferentes cepas do T. gondii s&o responsaveis pela

toxoplasmose na populacdo de Erechim;

[ | A gravidade da toxoplasmose ocular em Erechim parece ser
dependente da cepa infectante, sendo o sorotipo I/111, relacionado a lesao
ocular branda, um novo sorotipo - Atipico D, associado com a forma

grave da toxoplasmose ocular;

[ | Investigacdes sorolégicos com peptideos cepa-especificos
(GRA-6 e GRA-7) do T. gondii podem ser utilizadas tanto para a
caracterizacdo das cepas do parasita, quanto para o estabelecimento do

prognéstico da toxoplasmose ocular.
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Anexos

ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
GRUPO EXPERIMENTAL

ESTUDO: CARACTERIZAGAO DA RESPOSTA HUMORAL AO Toxoplasma gondii,
SUA RESISTENCIA A SULFA E ASSOCIAGAO A FORMA CLINICA DA DOENGA

Vocé estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O
documento abaixo contém todas as informacdes necessarias sobre a pesquisa que
estamos fazendo. Sua colaboracdo neste estudo sera de muita importancia para nos,
mas se desistir a qualquer momento, isso ndo causara nenhum prejuizo a vocé.

EU, (NOME € ProfiSSa0) .. i e ,

residente e domiciliado na
............................................................................................................ , portador
da Cédula de identidade, RG ..oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeenn, , € inscrito no
CPE/MF ... nascido(a) em / / , abaixo

assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade em participar como voluntéario(a) do
estudo “Caracterizacdo da resposta humoral ao Toxoplasma gondii, sua resisténcia a
sulfa e associacdo a forma clinica da doenca” . Declaro que obtive todas as informacgdes
necessarias, bem como todos os eventuais esclarecimentos quanto as duvidas por mim
apresentadas.

O principal objetivo deste estudo € estudar a imunidade (defesas do organismo)
contra o parasita Toxoplasma gondii, que estd presente em diversas carnes e
que pode ser o causador da doenca ocular. Vocé esta sendo convidado a
participar deste estudo, pois apresenta problemas no olho devido ao
Toxoplasma. Visamos estabelecer a relacdo entre a producdo de anticorpos
(proteinas de defesa do organismo) e as varias formas clinicas da toxoplasmose,
além de procurarmos definir as caracteristicas do parasita que fazem com que
haja falha no tratamento com a sulfadiazina, permitindo assim um melhor
entendimento para o tratamento ideal da doenca.

Estou ciente que:

) O estudo se faz necessario para que se possam descobrir as possiveis causas da doenca
denominada “toxoplasmose ocular”;

1)) Serdo realizados:

a) exame oftalmoldgico completo que consistird de um exame externo do olho, medida da
presséo intra-ocular e exame de fundo de olho. Este exame faz parte da rotina numa
consulta oftalmolégica.

b) exame de sangue consistira de ndo mais de 450 ml de sangue a serem extraidos em
um periodo de varios meses, sendo que cada amostra serd de ndo mais de 50 ml. Os
riscos da retirada de sangue sdo hematoma local (rouxiddo), algum desconforto e,
raramente, tontura.

1)) Essa(s) coleta(s) sera(ao) feita(s) apenas para este estudo e em nada influenciara
(influenciardo) o meu tratamento; ndo vai (vdo) me curar; ndo vai (vdo) me causar
nenhum problema, exceto o pequeno incbmodo de dor no momento da coleta (introducédo
da agulha para retirada do sangue). Os riscos na coleta de humor vitreo (liquido contido no
olho) sdo os proéprios da proépria cirurgia. Todos os procedimentos para a coleta deste
material estdo normalmente incluidos nas etapas da cirurgia. A diferenca € que o material
serd coletado em recipiente préprio para a sua analise. Assim, ndo hd riscos introduzidos
pela coleta do material.
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1V) A participacdo neste projeto ndo tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem
como ndo me acarretara qualquer 6nus pecuniario com relacdo aos procedimentos médico-
clinico-terapéuticos efetuados com o estudo ;

V) Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracdo neste estudo nho momento
em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagdo;
V1) A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saude ou bem estar fisico. Nao vira

interferir no atendimento ou tratamento médico;

VII) Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo que
sejam divulgados em publica¢des cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam
mencionados;

VIII) Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final desta
pesquisa

( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
( ) Na&o desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Estes estudos podem melhorar o entendimento da doenca levando a formas mais
eficazes de diagndstico e tratamento no futuro. E provavel que o voluntario em quest&o
nao seja beneficiario direto destes avancos.

A adocdo de alguns cuidados especificos para prevencdo da toxoplasmose é
vantajosa para vocé. Estes cuidados consistem em: ingestdo de carnes cozidas ou bem
passadas, leite pasteurizado e fervido, agua filtrada e tratada, lavagem de verduras e
frutas, bem como evitar a criacdo de gatos, o hospedeiro definitivo da toxoplasmose.

Quaisquer duvidas, que possam ocorrer com relacio a esse estudo, poderdao ser
contatados: Dr. Claudio Silveira na Clinica Silveira, Avenida sete de setembro, 1502 Erechim -
RS, telefone (54) 321-1900. Dr. Luiz Vicente Rizzo na Universidade de Sdo Paulo, Laboratério de
Imunologia Clinica, Av. Prof. Lineu Prestes 1730, Sao Paulo -SP 05508-900, telefone (11) 3091
7394.

Sao Paulo, de de 200

( ) Paciente / ( ) Responsavel

Testemunha 1 :

Nome / RG / Telefone
Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone
Responsavel pelo Projeto:

Lilia Rios Tsukuda
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
GRUPO CONTROLE

ESTUDO: CARACTERIZACAO DA RESPOSTA HUMORAL AO Toxoplasma
gondii, SUA RESISTENCIA A SULFA E ASSOCIACAO A FORMA CLINICA
DA DOENCA

Vocé estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima
citado. O documento abaixo contém todas as informacfes necessarias
sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboracdo neste estudo
sera de muita importancia para nés, mas se desistir a qualquer momento,
isso ndo causara nenhum prejuizo a voceé.

EU, (NOME € ProfiSSA0) .. .. e e e , residente e
domiciliado = ,
portador da Cédula de identidade, RG ...t , € inscrito no
CPE/MF ..o nascido(a) em ___ / /____, abaixo assinado(a), concordo de

livre e espontanea vontade em participar como voluntario(a) do estudo “Caracterizacao da resposta
humoral ao Toxoplasma gondii, sua resisténcia a sulfadiazina e associagdo a forma clinica da
doenca”. Declaro que obtive todas as informagfes necessarias, bem como necessarias, bem como
todos os eventuais esclarecimentos quanto as duvidas por mim apresentadas.

O principal objetivo deste estudo é estudar a imunidade (defesas do organismo) contra o parasita
Toxoplasma gondii, que estd presente em diversas carnes e que pode ser o causador da doenca
ocular. Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo, pois apresenta problemas no olho
devido ao Toxoplasma. Visamos estabelecer a relacdo entre a producdo de anticorpos (proteinas de
defesa do organismo) e as varias formas clinicas da toxoplasmose, além de procurarmos definir as
caracteristicas do parasita que fazem com que haja falha no tratamento com a sulfadiazina,
permitindo assim um melhor entendimento para o tratamento ideal da doencga.

Estou ciente que:

1X) O estudo se faz necessario para que se possam descobrir as possiveis causas da doenca
denominada “toxoplasmose ocular”;
X) Seréo realizados:

c) exame oftalmolégico completo que consistira de um exame externo do olho, medida da
pressédo intra-ocular e exame de fundo de olho. Este exame faz parte da rotina numa
consulta oftalmolégica.

d) exame de sangue consistira de ndo mais de 450 ml de sangue a serem extraidos em
um periodo de véarios meses, sendo que cada amostra serd de ndo mais de 50 ml. Os
riscos da retirada de sangue sdo hematoma local (rouxiddo), algum desconforto e,
raramente, tontura.

e) APENAS para individuos com problemas no olho, mas nédo devido ao Toxoplasma:
analise do liquido que esta contido no olho (humor vitreo), que normalmente seria
desprezado durante a cirurgia (se esta for necessaria) para corre¢cdo de complicacbes
da doenca ocular, como descolamento de retina, glaucoma, catarata.

XI) Essa(s) coleta(s) sera(ao) feita(s) apenas para este estudo e, para os individuos com
problemas no olho, mas néo devido ao Toxoplasma, em nada influenciara (influenciardao) o
meu tratamento; ndo vai (vdo) me curar; ndo vai (v8o) me causar nenhum problema,
exceto o pequeno incdbmodo de dor no momento da coleta (introducdo da agulha para
retirada do sangue). Os riscos na coleta de humor vitreo (liquido contido no olho) sdo os
proprios da proépria cirurgia. Todos os procedimentos para a coleta deste material estdo
normalmente incluidos nas etapas da cirurgia. A diferenca é que o material sera coletado
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em recipiente préprio para a sua analise. Assim, ndo ha riscos introduzidos pela coleta do
material.

X1 A participacdo neste projeto ndo tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem
como ndo me acarretara qualquer 6nus pecuniario com relacdo aos procedimentos médico-
clinico-terapéuticos efetuados com o estudo ;

XIIl)  Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracdo neste estudo no momento
em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagdo;

XIV) A desisténcia ndo causard nenhum prejuizo & minha saude ou bem estar fisico. Nao vira
interferir no atendimento ou tratamento médicos;

XV) Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo que
sejam divulgados em publica¢des cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam
mencionados;

XVI)  Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final desta
pesquisa:

( ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
( ) Na&o desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Estes estudos podem melhorar o entendimento da doenca levando a formas mais eficazes
de diagnodstico e tratamento no futuro. E provavel que o voluntario em questdo nio seja
beneficiario direto destes avancos.

A adoc¢ado de alguns cuidados especificos para prevencdo da toxoplasmose é vantajosa para
vocé. Estes cuidados consistem em: ingestdo de carnes cozidas ou bem passadas, leite
pasteurizado e fervido, agua filtrada e tratada, lavagem de verduras e frutas, bem como evitar a
criacdo de gatos, o hospedeiro definitivo da toxoplasmose.

Quaisquer duvidas, que possam ocorrer com relacdo a esse estudo, poderdo ser
contatados:

Dr. Claudio Silveira na Clinica Silveira, Av. Sete de setembro, 1502 Erechim — RS, telefone (54)
321-1900. Dr. Luiz Vicente Rizzo na Universidade de Sdo Paulo, Laboratério de Imunologia Clinica,
Av. Prof. Lineu Prestes 1730, Sdo Paulo —SP 05508-900, telefone (11) 3091 7394.

Sao Paulo, de de 200

( JPACIENIE e

Testemunha 1 :

Nome / RG / Telefone
Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone
Responsavel pelo Projeto:
Lilia Rios tsukuda
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Quadro Il - Resumo dos dados coletados e obtidos na populagdo estudada oredenados por grupo clinico

N° | Sexo | Idade | Data Grupo Evolugéo Isétipos 1gG subclasses Peptideos Sorotipo
(anos)| Coleta Clinico Clinica |[lgG|IgM|IgA|IgE| 1 2 3] 4 | LA.|6l/1ll | d6l/lll 6ll dell 7l

257 M 5 jan-99 [igMsemTO| SPsem TO - 17111
11| F 25 | ago-02 |igMsemTO | ] Atp. D
15 F 27 ago-02 [igMsemTO| SPsem TO l. - - Atp. D
132 M | 10 | abro3 [igMsemTo| spsemto || - B | 11
156 F 12 | set03 [igmMsemTO ] | ] N Atp. D
305 F 13 | mar05 [igmsemTO ] | ] Atp. D
310 M | 17 | maros [igmMsemTo - B | Atp. A
312 M 44 abr-05 [IgM sem 7O | TO branda
313 F 23 | mai-05 |igMsemTO]| sPsemTO - B | 11
324 F 14 | abro5 [igMsemTo - B | 11
331 F 31 20/0405 | igM sem TO | SP sem TO - 17111
334 F 58 mai-05 |IgMsem TO| SPsem TO 17111
336 F 11 | out-04 [igMsemTO| spsemTO [ 11
338 F 41 | fev-05 [igMsemTO]| spsemTO ] | ] 11
348 F 27 abr-05 [igMsemTO| TO grave - - Atp. D
349 F 38 abr-05 [IigMsemTO| SPsem TO - - Atp. D
69 M 15 fev-03 |IigMsem TO| SPsem TO - Atp. A
114 F 25 dez-02 |igMsem TO| SPsem TO Atp. C
204 F 16 mar-04 [igMsemTO| SPsem TO -
188 F 39 nov-03 |IigMsem TO| SPsem TO
154 ™M 43 set-03 |IgMsem TO| SPsem TO - - Atp. B
219 ™M 24 jun-04 |IigMsem TO| SPsem TO - --
178 F 37 jun-05 |IgM sem TO | TO branda - -

30 F 21 fev-03 |IigMsem TO| SPsem TO Il
208 ™M 11 mar-04 [igMsemTO| SPsem TO l.

72| F 32 | mar-03 |igMsemT0]| spsemTO || 11
125 F 57 mar-03 [IgMsemTO| SPsem TO -- - Atp. C
68 M 32 fev-03 |IigMsem TO| SPsem TO - Atp. A

6 M 16 jul-02 |IigMsem TO| SPsem TO - Il
74 M 38 nov-02 |igMsem TO| TO grave -- Atp. D
150 ™M 17 ago-03 [igM sem TO| TO branda - Atp. D
197 ™M 19 fev-04 |igMsem TO| SPsem TO --
221 ™M 29 jun-04 |igMsem TO| SPsem TO
181 F 26 | out03 |igMsemTO | ]
120 ™M 34 abr-03 [igM sem 7O | TO branda - Il
299 ™M 34 mar-05 [IgMsemTO| SPsem TO 17111
164 F 24 | set-03 [igMsemTO]| spsemTO [ || 11

8 [ m | 18 | jun-os [igmsemTo] spsemtO | ] | ] 11
258 F 10 jan-99 [igMsem TO| TO branda - Atp. B
14 F 25 ago-02 [igM sem TO| TO branda -- Atp. B
259 F 38 jan-99 [igMsemTO| SPsemTO 17111
141 M | 14 | ju-03 [igMsemTo| spsemto [ 11

2 M 35 abr-02 [igM sem 7O | TO branda - Atp. C
128 F 41 | mar-03 |igMsem 10| 10 branda [ 11
146 | M 35 ago-03 [igMsemTO| SPsem TO - Atp. A
18] M | 16 | seto2 [igmsemto]| spsemtO || 11
300 F 27 | mar-05 |igMsemTO] spsemTO [ 11
285 F 50 mai-04 |IigMsemTO| SPsem TO Atp. A
26 M 15 out-02 [igMsemTO| TO grave - = Atp. D
283 M 44 mar-04 [igMsemTO| TO grave - Atp. D
143 M 7 jul-03 |IgMsem TO| SPsem TO - Il

9 [ m | 20 | abroz [igmsemto] spsemtO [ 11
67 M | 26 | fev-03 [igmsemT0]| spsemTO [ 11
191 ™M 12 fev-04 |igMsem TO| SPsem TO -

87 F 50 jul-03 |IgM sem TO | TO branda 17111
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168 F 35 set-03 |IgMsem TO| SPsem TO - -

240 F 59 | jan-05 | spsemTO [

315 ™M 8 mai-05 | SPsem TO - -

351 M | 44 | abros | spsemto ||

355 F 19 | junos [ spsemto || [

360 F 47 | jun-0s | spsemto ||

368 F 30 | jun-05 | spsemtO || [

372 F 30 | jun-05 | spsemTO || -E

374 M | 12 | junos | spsemto ||

376 F 24 | jun-05 | spsemtO || . B |

384 F 24 | jun-05 | spsemtO || | ]

200 F 12 | jan-05 | spsemtO || [

287| F 17 | fev-05 | spsemtO ||

298| F 25 | mar-05 | spsemtO || [

281 F 30 | juro3 | spsemto || - B |

303] F 60 | mar-05 | spsemTO || - B |

202] F 30 | fev-05 | spsemTO || ] | ]

205| F 42 | fev-05 | spsemtO || [

262 F 34 | jan99 | spsemtO || ||

201] F 22 | fev-05 | spsemtO || [

79| F 25 | abr-03 | spsemtO ] | B B |

255 F 25 | dez98 | spsemtO || ||

175] F 42 | nov-04 | spsemtO - - B |

288| F 39 | fev-05 | spsemTO N B

260 F 66 | jan-99 | spsemTO ||

167 F 27 set-03 | SPsemTO | SPsem TO - --

293| M | 10 | fev-05 | spsemto [

266 F mar-99 | sPsemTO - -

119 F 18 abr-03 | sPsemTO

133 ™M 17 abr-03 | sPsemTO -

263| F 30 | fev-99 | spsemTO ||

73] F 34 | fev-03 | spsemtO [

210 M | 12 | maro04 | spsemto ] | ]

180 F 41 | nov-04 | spsemtO [

215| F 31 | mar-04 | spsemtO ] | ]
65 | M | 20 | mar03 | spsemtO N B
3 F 48 abr-02 | sPsemTO

58 | M | 25 | fev-03 | spsemto -=

206 | F 19 | fev-05 | spsemtO || - B |
77| F 48 | dez02 | spsemtO |

199 F 32 fev-04 | sPsemTO

34 F 13 out-02 | sPsemTO

200 F 32 fev-04 | sPsemTO

177 F 30 out-03 | sPsemTO

301] F 37 | mar-05 | spsemtO ||

151 ™M 5 ago-03 | sPsemTO

60 M 42 fev-03 | sPsemTO

25 F 30 out-02 [ sPsemTO | SPsemTO

152 ™M 21 ago-03 | sPsemTO

129 ™M 7 mai-03 | SPsemTO | SPsem TO

286 | F 46 | fev-05 | spsemTO ||

159 ™M 10 set-03 |IgM com TO| TO branda -

236 M 44 dez-04 |IgM com TO| TO grave

250 ™M 11 mar-05 [IgM com TO| TO branda

311 ™M 45 mar-05 [IgM comTO| TO grave

3141 M 16 mai-05 |IgM com TO| TO branda

317 F 37 abr-05 [igM com 1O

377 F 21 jun-05 |IigM com TO

Atp. D

Atp. D

Atipico B
Atp. D
1710
Atp. D
1710
Atp. D
1
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378 F 48 jun-05 |IgM com TO| TO branda

5 M 36 jul-02  |igM com TO| TO grave

38 F 46 fev-03 |IgM com TO| TO branda
176 | M 54 out-03 [igM com TO| TO grave -
162 F 33 set-03 |IgM com TO| TO grave - -
20 F 31 set-02 |IgM com TO| TO grave -
134 F 31 abr-03 [igM com 10| TO grave
130 ™M 35 mai-03 |IgM com TO| TO branda -

17 F 43 set-02 |IgM com TO| TO branda
112 ™M 48 out-02 [IgM com TO| TO branda -
270 F 51 ago-01 [igM comTO| TO grave
277 F 14 out-02 [igM comTO| TO grave -
306 M 52 mar-05 [IgM comTO| TO grave - -
243 M | 33 | jan-05 [T10Dbranda [
251 M | 31 | abr97 [10branda ||
319 F | 28 | mai-05 |10branda ||
340 M | 26 | mai-05 |10branda ||
344 M | 17 | mai-05 |10 branda ||
347 M | 24 | mai-05 [10branda || [
362 M | 37 | junos |10branda || | ]
363 M | 28 [ jun0s |710branda || - B |
364 M | 18 [ jun05 |710branda || ||
370 M | 27 | junos |10branda || - B |
382 M | 42 | junos |10branda ||

88 | F 17 | ju-03 |[r1obranda [
148 F 29 ago-03 | TO branda

75 | M | 38 | fev-03 |T0branda [
158 | ™M 29 set-03 | TO branda
230 F 45 nov-04 | TO branda -
85| F | 44 | out02 |10branda [
45 F 34 fev-03 | TO branda

59 M 20 fev-03 | TO branda -
183 F | 41 | out05 [710branda [
50 M 17 fev-03 | TO branda
224 F 29 | juro4 |710branda | ]
116 | ™M 55 out-02 [ TO branda | TO branda
173 F 15 out-03 | TO branda

24 F 32 out-02 | TO branda | TO grave
1791 ™M 29 out-03 | TO branda
163 | M 26 set-03 | TO branda
142 ™M 33 jul-03 TO grave | TO grave - -
237 M 33 jan-05 | 1O grave - --
238 M 21 mai-03 | TO grave | TO grave - - -
241 F 39 jan-05 [ TtOgrave | TO grave - -
244 F 42 ago-05 | 1O grave - -
246 | M 29 ago-03 | 1O grave -
247 F 31 mar-05 | TO grave - -E
248 F 12 mar-03 | TO grave - - -
249 ™M 21 mar-05 | TO grave -
252 ™M 36 mar-05 | TO grave -
316 | M 18 mai-05 | TO grave -
318 M 15 mai-05 | TO grave - -
320 ™M 16 abr-05 [ 1O grave - ---
321 M 18 mai-05 | TO grave -
322 M 17 abr-05 | 1O grave -
323 M 17 abr-05 [ 1O grave -
325 F 12 mai-05 | TO grave -
326 F 28 mai-05 | TO grave -

O(0|0|(0|0

olojolo|o

O




ANEXO B

327 M 50 mai-05 | TO grave -

328 F 18 mar-04 | TO grave -

329 M 56 abr-05 [ 1O grave -

330 M | 38 [ maios | 10grave || Atp. D
332 M 25 mai-05 | TO grave -

337 M | 34 [ jun-03 | 10grave || C
339 F 22 | abr-os | 10 grave || D
31| F 12 | mai-05 | 10 grave || C
45| F 29 | mar05 | 10 grave || D
46| F 20 | mai05 | 10 grave || D
350 M | 40 | abros | 1o grave || D
352 F 44 | mai05 | 10 grave || D
353 M 17 jun-05 | TO grave -

356 F 9 jun-05 | TO grave - -

357 F 58 jun-05 | TO grave - -

359 M [ 39 [ jun-0s | tograve || || C
361 M | 48 [ jun0s | 1ograve || || C
365 F 26 | jun-0s | 10 grave || || D
366 M | 27 [ jun0s | 1ograve || || D
367 M | 17 | jun0os | tograve || C
369 F 45 | jun-0s | 10 grave || [ D
371 F 53 | jun-05 | 1O grave || || D
379 F 4 jun-05 | TO grave - - .D
380 F 23 | jun-0s | 10 grave || B
381 F 40 | jun-0s | 10 grave || N D
123 F 50 abr-03 | 1O grave - -

276 M | 31 | out02 | Tograve || || Atp. D
268 M 15 dez-00 | TOgrave | TO grave - -

254 M | 23 | dez9s | 1ograve || ] Atp. D
282 M | 39 | maro4 | 1ograve || Atp. D
273 M 23 jul-02 TO grave -

121 M | 16 | abro3 | tograve | Atp. D
122 M | 33 | maro3 | 1ograve [ Atp. D
269 F 14 mai-01 | TO grave Atp. D
274 F jul-02 TO grave

308| M 36 mar-05 | TO grave Atp. C
265 F 43 | mar99 | 10 grave || Atp. D
275 F 27 jul-02 TO grave | TO grave

279 M 31 mai-03 | TO grave | TO grave -

302 M | 14 [ maros | 10grave || [ Atp. D
264 F 30 mar-99 [ TOgrave | TO grave - Atp. D
43 F 19 fev-03 | TO grave -=

64| M | 20 | maro3 | tograve - . B | Atp. D
231 F 16 | nov-04 | TO grave ] | ] Atp. D
256 M 14 jan-99 [ T1O grave - - -

144 ™M 19 ago-03 | 1O grave -

39| M | 24 | fev-03 | T0grave | ] Atp. D
220 ™M 29 jun-04 | TO grave

198 M 46 fev-04 | 1O grave - -

271 M | 27 | outor | tograve [ B | | Atp. D
209 ™M 15 mar-04 | TO grave ---

46 | M | 32 | fev-03 | To0grave - B | Atp. D
61 M 35 fev-03 | TO grave ---

174 M 34 out-03 | TO grave -

226 M 37 nov-04 | TO grave ---

203 F 34 mar-04 | TO grave -

211 F 30 mar-04 | TO grave ---

206 M 16 mar-04 | TO grave -
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157 M 20 set-03 TO grave
184 M 43 out-03 | TO grave
145 F 14 ago-03 | 1O grave
171 F 51 out-03 | TO grave
62 F 17 mar-03 | TO grave
212 ™M 35 mar-04 | TO grave
33 F 43 out-02 | TO grave
229 F 37 nov-04 | TO grave
205 F 59 mar-04 | TO grave
222 F 20 jul-04 TO grave
82 M 28 mai-03 | TO grave
228 F 38 nov-04 | TO grave
31 F 27 out-02 | TO grave -
136 M 50 abr-03 | 1O grave -
202 ™M 43 mar-04 | TO grave -
16 M 22 set-02 TO grave
81 F 57 mai-03 | TO grave | TO grave -
76 M 17 dez-02 | TO grave -
115( ™M 31 nov-02 | TO grave --
207 F 47 mar-04 | TO grave -
194 ™M 19 fev-04 | 1O grave
47 F 34 fev-03 | TO grave
49 F 18 fev-03 | TO grave
57 M 12 fev-03 | TO grave
155 ™M 32 set-03 TO grave
70 M 38 fev-03 | TO grave -
187 M 41 nov-04 | TO grave - - -
284 F 53 abr-04 | 1O grave -
54 M 58 fev-03 | TO grave
53 F 26 fev-03 | TO grave
166 M 40 set-03 TO grave
172 F 39 out-03 | TO grave - -
160 M 28 set-03 TO grave
161 M 39 set-03 TO grave
309 F 12 mar-05 | TO grave
44 F 15 fev-03 | TO grave
1 M 35 abr-02 | 1O grave
41 M 59 fev-03 | TO grave | TO grave
80 M 67 mar-03 [ TOgrave | TO grave
124 ™M 9 abr-03 | 1O grave
196 F 58 fev-04 | TO grave - ---
289 M 16 fev-05 | TO grave -

Atp. D

Abreviaturas: I.A.: indice de avidez de 1gG; M: masculino; F: feminino; TO: toxoplasmose ocular; SP: soropositivo; Atp.: Atipico

Reagente

Alta avidez

N&o reagente

Baixa avidez

N&o testado

Reagente (>1,5)

N&o reagente (<1,5)
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Anexo C

Definicdo dos valores do corte (cut off para o ELISA dos is6tipos)

A Tabela V mostra os dados da andlise estatistica realizada com os
valores em densidade Otica obtidos do plasma de voluntéarios
soronegativos obtidos a partir da pesquisa dos isotipos (IgG1l-4) anti-
T.gondii pela técnica de ELISA indireta. A média e o desvio padrdo da
densidade otica do plasma de 40 voluntarios em cada teste foram obtidos
e utilizados como referéncia para a definicao dos valores de corte (cut off)
de cada teste. O cut-off foi determinado pela média mais duas vezes o
desvio padrao de cada parametro. Para melhor visualizacdo dos valores
considerados negativos e positivos o valor de corte de cada teste esta

representado nos graficos como uma linha pontilhada (Figura 7).

Tabela V — Definicdo de cut off. Valores de Média, desvio padrao, valor minimo,
mediana, valor maximo da densidade 6tica de 1gG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4 anti-T. gondii
obtidas pelo teste ELISA em amostras de plasma de voluntarios soronegativos utilizados
para a definicdo do cut off de isétipo.

Isétipos
lgG1 lgG2 19G3 lgG4
Parametros estatisticos Densidade 6tica (D.O.)
n 40 40 40 40
Média 0,30 0,52 0,51 0,38
Desvio Padréo (SD) 0,10 0,16 0,16 0,20
Valor minimo 0,10 0,11 0,04 0,20
Mediana 0,28 0,57 0,43 0,53
Valor maximo 0,49 0,90 0,89 0,86
Cut- off * 0,50 0,84 0,83 0,78

*Cut- off = Média+ 2 x DP
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Anexo D

Definicdo do valor de corte em reposta a cada um dos peptideos

especificos das diferentes cepas do T. gondii

Para definicdo do valor do cut-off avaliamos amostras de 35

individuos soronegativos provenientes da cidade de Erechim- RS- Brasil.

Cada amostra foi analisada 3 vezes pelo método ELISA, contra os

peptideos 61/111, d6l/1ll, 611, d6ll, 71I, CTRL, PE e SAG1, descritos na

Quadro 1. Para obtencdo do valor de corte (cut-off), foi estabelecida a

média da densidade Optica obtida em todas as amostras na presenca de

cada peptideo somado a duas vezes o desvio padrao

obtidos encontram-se descritos na Tabela VI.

Tabela VI. Definicdo do valor de cut off para cada peptideo analisado.

Peptideos | 6/l del/Il 6l déll 71 SAG1
Media 1.0 1.0 1.0 1.1 0.9 1.2
Desvio Padréo 0.25 0.25 0.25 0.34 0.20 0.40
Media + DP 1.23 1.26 1.23 1.35 1.14 1.59
Media + 2DP 1.47 1.51 1.48 1.66 1.34 2.0
Cut-off 1.5 1.5 15 1.8 1.3 2.0

Abreviactes: Desvio Padrdo, DP

Os resultados
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Figura 14 - Representacadp grafica da analise por curva ROC dos is6tipos anti- T. gondii no

plasma de individuos soronegativos (negativos) e IgM* sem les&o ocular (positivos).

TABELA V11 — Analise dos valores de corte (cut-off) para cada isétipo especifico em

funcéo da curva ROC.

Is6tipos n Sensibilidade Especificidade p
anti- T. gondii Con. | pat. | cutoff | AUC (%) (%)
IgG1 40 46 0,50 0,97 95 98 0,0001
1gG2 40 46 0,80 0,75 48 95 0,0001
IgG3 40 46 0,80 0,89 25 95 0,0001
IgG4 40 46 0,70 0,67 35 94 0.001
IgA 35 35 1,0 0,69 48 100 0,003
IgE 35 35 1,0 0,80 24 100 0.0001

Abreviag6es: Con.: controles; Pat.: pacientes; AUC: area sobre a curva ROC; p: probabilidade (significante p<

0,05)
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