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RESUMO

Apesar dos recentes avancos no diagnostico molecular e sorologico
da toxoplasmose cerebral em pacientes com aids, ainda existem limitagbes na
pratica clinica. O tratamento especifico € usualmente iniciado através do
diagnastico presuntivo, baseado em achados clinicos e radiologicos. O presente
estudo avalia o0 emprego das proteinas excretadas/secretadas (ESAs) de
Toxoplasma gondii no diagnéstico sorologico da toxoplasmose cerebral em
pacientes com aids. A escolha do antigeno foi baseada naqueles produzidos
por taquizoitos, uma vez que esta forma é responsével pela disseminacéo da
infeccdo, assim como estimulagdo da resposta imune celular e humoral. Pelo
método de ELISA (ESA-ELISA), o pool de ESAs recuperadas de sobrenadantes
de culturas de células VERO infectadas com taquizoitos (cepa RH) 48 horas
poés-infeccdo teve alta especificidade para soros de pacientes com
toxoplasmose cerebral. As reacfes foram comparadas com a ELISA utilizada na
sorologia convencional, na qual se emprega como antigeno, um extrato bruto de
taquizoitos. Os ensaios foram realizados em 300 amostras de soros divididos
em: Grupo | - 106 soros de pacientes com toxoplasmose cerebral e aids
(sintométicos); Grupo Il - 99 soros de individuos com toxoplasmose cronica
(soropositivos), excluindo-se pela suspeita clinica e triagem da Instituicdo de
origem, 0s soros suspeitos de HIV positivo; e Grupo Il - 95 soros de individuos
sadios sem toxoplasmose (controle). A ELISA convencional ndo foi capaz de
distinguir os Grupos | e Il que apresentaram similar reatividade. Em contraste,
ESA-ELISA distinguiu soros de pacientes com toxoplasmose cerebral (p<0,05).
Estes soros foram trés vezes mais reativos do que aqueles de individuos
soropositivos (médias de 12.6 para 4.2). Os resultados foram confirmados pela
concordancia com os resultados em western blotting e pela andlise estatistica.
Esses dados sugerem que anticorpos anti-ESAs estdo preferencialmente
presentes em pacientes com a infecgdo ativa. Desta forma, ESA-ELISA mostrou
ser um meétodo simples para auxiliar no diagndstico da toxoplasmose cerebral
em pacientes com aids, especialmente em paises com elevada prevaléncia de

infeccdo pelo T. gondii na populagéo geral.



ABSTRACT

Despite improvements in serological and molecular methods in
recent years, the diagnosis of cerebral toxoplasmosis in HIV-infected patients
still presents difficulties. In the present study, we investigated whether the
cerebral toxoplasmosis induced changes in the reactivity of serum toward
Toxoplasma gondii excreted-secreted antigens (ESA) in order to develop an
assay for evaluating HIV-infected patients with cerebral toxoplasmosis. The
antigen selection was based on those produced by tachyzoites since it is the
form responsible for disseminating the infection as well as stimulation of the
humoral and cellular immune responses. By using an ELISA containing a
pooled secreted-excreted protein recovered from infected culture
supernatants with tachyzoites-RH strain (ESA-ELISA), we found that ESA
had a high specificity for sera from patients with cerebral toxoplasmosis. The
reactions were compared with an ELISA using a crude tachyzoites antigen,
widely used in the traditional serology. The assays were performed in 300
serum samples separated in: 106 sera from patients with cerebral
toxoplasmosis and aids (symptomatic); 99 sera from individuals with chronic
toxoplasmosis (asymptomatic), excluding the suspects serum of positive HIV;
and 95 sera from healthy individuals without toxoplasmosis (control). The
crude tachyzoite antigen in ELISA was unable for distinguishing both groups
of sera with toxoplasmosis, as similar reactivity was observed in sera from
patients with cerebral toxoplasmosis and those from chronic individuals. In
contrast, ESA-ELISA distinguished sera from symptomatic and asymptomatic
individuals (three times more reactive in the prior group, means of 12.6
versus 4.2 and p<0,05). The results were confirmed by the concordance with
the western blotting results and the statistical analysis. These data suggest
the ESA-ELISA utility in the diagnosis of cerebral toxoplasmosis in HIV-
infected patient since they provided clear evidence that anti-ESA antibodies
are present principally in patients with active infection. The absence of a
significant amount of antibodies distinguished the patients without clinical

symptoms of infection.
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1. INTRODUCAO

1.1. Histérico

A toxoplasmose € uma zoonose causada por um protozoario
parasita intracelular obrigat6rio, Toxoplasma gondii, pertencente ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidia
(Levine et al., 1980). Foi descrito por Alfonso Splendore em Julho de 1908,
parasitando um coelho de laboratorio em S&o Paulo, Brasil. Na mesma
época, no Instituto Pasteur da Tunisia, os pesquisadores Nicolle e Manceaux
descreveram um microorganismo similar ao descrito por Splendore, em
células mononucleares do baco e do figado de um roedor norte-africano
denominado Ctenodactylus gondii. Em 1909 Nicolle e Manceaux criaram 0
genéro Toxoplasma e a espécie T. gondii. Casos da doenca humana
passaram a ser descritos: Janku, em 1923, observou lesdes oculares em um
paciente, e Wolf e Cowen, em 1937, relataram casos de criangcas em que,
provavelmente, a transmissdo congénita havia ocorrido. No Brasil,
importantes contribuicbes ao conhecimento foram feitas, principalmente por
Torres, em 1927, quando fez as primeiras descricdes anatomo-patologicas
da doenca, e por Delascio, em 1956, com detalhadas informagbes sobre a
forma congénita. Com o desenvolvimento do teste sorolégico do corante por
Sabin e Feldman, em 1948, foi possivel associar as varias apresentacdes

clinicas da doenca a etiologia por T. gondii (Coutinho e Vergara, 2005).
1.2. Morfologia e ciclo biologico

T. gondii € um parasita que invade e se multiplica no interior de
células nucleadas de mamiferos e de varios outros animais de sangue
quente (Dubey e Beattie, 1988). Parasitam de preferéncia macrofagos
teciduais, mas sdo encontrados também em secrecdes, células endoteliais,

nervosas e musculares, apresentando assim, uma morfologia mudltipla,
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dependendo do habitat e do estado evolutivo. Ha trés estagios infectantes de
T. gondii: os taquizoitos (livres), os bradizoitos (em cistos teciduais) e os
esporozoitos (em oocistos) (Dubey, 1996). Essas trés formas apresentam
organelas citoplasmaticas caracteristicas do filo Apicomplexa que constituem
o complexo apical: condide, anéis polares, microtibulos subpeliculares,
roptrias, micronemas e granulos densos (Dubey et al., 1998).

Frenkel (1973) utilizou o termo “taquizoito” para descrever o
estagio de rapida multiplicacdo em quaisquer células do hospedeiro
intermediario e nas células do epitélio intestinal do hospedeiro definitivo,
presentes em grande ndamero nas infec¢des agudas. Apresentam formato de
meia lua e medem cerca de 6 um de comprimento por 2 um de largura
(Figura 1A). Entram na célula hospedeira por penetracdo ativa e apés a
entrada, se tornam ovoides e envoltos por um vacuolo parasitéforo, o qual se
acredita ser derivado de moléculas do parasita e da célula hospedeira (Hill et
al., 2005). No interior do vacuolo parasitéforo, os taquizoitos se encontram
protegidos dos mecanismos de defesa da célula (Smith, 1995). Multiplicam-
se assexuadamente dentro da célula hospedeira por repetidas
endodiogenias até a ruptura celular. Este processo continua até o
desenvolvimento da imunidade do hospedeiro frente ao parasita (Dubey et
al.,1998; Montoya e Liesenfeld, 2004).

A infeccdo € estabelecida apds algumas divisbes. A seguir, 0s
parasitas formam cistos teciduais, de aproximadamente 5 a 70 um de
didmetro, podendo chegar a 300 um com centenas de bradizoitos em seu
interior (Figura 1B) (Buxton e Innes, 1995; Dubey, 1998). Estes se alojam no
interior dos tecidos por longos periodos ou pela vida toda do hospedeiro,
sem que cause resposta inflamatéria ou dano tecidual significante. Estdo
presentes nas infec¢des cronicas e congénitas (Duarte e Andrade Jr, 1994).
Sao morfologicamente idénticos aos taquizoitos, exceto pela multiplicacéo
mais lenta, pela localizacdo do nucleo na parte posterior do parasita e por
numerosos micronemas e granulos de amilopectina. Medem cerca de 7 ym
por 1,5 ym e sdo mais resistentes a enzimas proteoliticas do que os

taquizoitos. Embora cistos teciduais contendo bradizoitos possam se
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desenvolver no pulmao, figado e rim, sdo mais prevalentes em tecidos
neurais e musculares (cérebro, coracdo, masculo esquelético e retina) (Hill
et al., 2005). A variacdo no tamanho depende do estagio do cisto, da célula
hospedeira parasitada e do numero de bradizoitos em seu interior (Weiss e
Kim, 2000; Montoya e Liesenfeld, 2004).

Os oocistos sdo formas resultantes do ciclo sexuado e somente
ocorrem no trato gastrointestinal dos felideos com primo-infeccdo. Medem
em torno de 10 ym por 12 ym e séo eliminados pelas fezes dos gatos ainda
nao esporulados (Figura 1C). Sdo as formas de resisténcia no meio
ambiente e tornam-se infectantes apds a esporulagdo que ocorre de trés a
cinco dias de acordo com as condi¢coes ambientais. Os oocistos esporulados
contém dois esporocistos que abrigam em seu interior quatro esporozoitos
cada. Os esporozoitos medem, em média, cerca de 6 ym por 2 um. Os
oocistos esporulados podem permanecer viaveis no meio ambiente por um
periodo de até 18 meses (Dubey et al., 1998; Montoya e Liesenfeld, 2004;

Kravetz e Federman, 2005).
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Figura 1. Corte de nédulo linfatico de camundongo mostrando taquizoitos em
multiplicacdo nas células de linfonodo (A), Esfregaco de tecido cerebral
com bradizoitos encerrados dentro do cisto (B) (GIEMSA, 1000X), Oocisto

esporulado (seta vermelha) e ndo esporulado (seta azul) (C) (40x).
Fontes A e B: http://www.atlas.or.kr/atlas/include/viewlmg.html; C: http://caltest.vet.upenn.edu/paraav/iimages
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T. gondii apresenta um complexo ciclo de vida, descrito somente
em 1970, quando se descobriu que os hospedeiros definitivos sdo membros
da familia Felidae, incluindo o gato doméstico. Varios animais de sangue
guente (mamiferos ou aves) servem como hospedeiros intermediarios
(Figura 2) (Dubey, 1996).

A fase sexuada ocorre no gato jovem e nao imune que adquire a
infeccdo pela ingestdo de oocistos, cistos teciduais ou taquizoitos. O ciclo
sexual ocorre nas células intestinais com formacdo e fertilizacdo dos
gametdcitos e formacdo do zigoto. Este origina o oocisto imaturo que
posteriormente € liberado apdés rompimento celular, sendo eliminado nas
fezes apO0s uma ou duas semanas de infec¢cdo. Os oocistos imaturos, nao
infectantes, sob condi¢fes ideais de temperatura, umidade e oxigénio, como
as que ocorrem em regides de clima tropical, esporulam e podem sobreviver
de 12 a 18 meses no solo desde que mantidas tais condi¢cbes (Rey, 2001;
Montoya e Liesenfeld, 2004).

Nos hospedeiros intermediarios, a infeccdo pode se dar pela
ingestdo de oocistos maduros encontrados no solo, verduras, agua
contaminada e por carnes mal cozidas ou cruas contendo cistos com
bradizoitos. Os parasitas penetram no intestino do hospedeiro e iniciam um
processo de multiplicacdo assexuada dentro do vacuolo parasitoforo
denominado endodiogenia, processo pelo qual cada nucleo divide-se
formando duas células-filhas e o resto da célula mée se degenera. Estes se
multiplicam rapidamente até a ruptura da célula hospedeira liberando os
taquizoitos para invadir outras células. Com o desenvolvimento da resposta
imune humoral ocorre a lise de taquizoitos extracelulares, por meio de uma
combinacdo de anticorpos e complemento (Beaman et al., 1995), porém
alguns parasitas intracelulares podem persistir por algum tempo na medula

espinhal ou no cérebro (Dubey, 1993).
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Figura 2. Vias de transmisséo de T. gondii (Galisteo Jr, 2004).

1.3. Toxoplasmose humana

T. gondii, no hospedeiro humano, comporta-se como agente
dotado de alta infectividade e de baixa patogenicidade. A fonte de infecgéo
(cistos, oocistos ou taquizoitos), assim como o tamanho de inéculo, a
linhagem da cepa e o estado imunoldgico do hospedeiro sao fatores que
influenciam na determinacdo do quadro mais ou menos severo da doenga.
Sendo assim, a toxoplasmose, enquanto doenca pode ser dividida em quatro
formas clinicas: a adquirida em pacientes imunocompetentes; a doenca
ocular, consequente da coriorretinite adquirida por via congénita ou
excepcionalmente adquirida no periodo pés-natal; a forma congénita e a
doenca adquirida ou reativada em individuos imunocomprometidos (Amato
Neto et al.,1995; Remington et al.,1995).

1.3.1. Toxoplasmose em imunocompetentes

Em imunocompetentes, formas assintométicas da infeccao
constituem a maioria dos casos e figuram como acometimentos benignos,
geralmente de cura espontanea. Contudo, cerca de 10-20% dos individuos

infectados apresentam algum tipo de sintomatologia. A manifestacéo clinica
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mais tipica consiste em linfadenopatia isolada, com linfonodos rigidos, néo
supurados e discretos. Febre, por vezes, pode ocorrer. Este quadro clinico
assemelha-se muito ao da mononucleose infecciosa. A doenca é geralmente
auto-limitada, observando-se em poucas semanas 0 desaparecimento dos
sintomas. Outras formas podem surgir, embora com menor freqiéncia, como
miocardites, pneumonites e encefalites. O aparecimento dos sintomas esta
relacionado com a viruléncia da cepa e com o sistema imune do hospedeiro
(Remington e Klein,1995; Bushrod, 2004; Montoya e Liesenfeld, 2004).

1.3.2. Toxoplasmose ocular

A infecgao ocular acomete primariamente a retina e leva a um
quadro de uveite posterior (retinocoroidite) acompanhada freqiientemente de
uveite anterior. Em pacientes imunocompetentes é responsavel por 30 a
50% dos casos (Garweg et al., 2000; Villard et al., 2003). A toxoplasmose
ocular pode ser de origem congénita ou adquirida, como resultado da
infeccdo aguda ou reativacdo, e em ambas 0 acometimento ocular pode ser
precoce ou tardio (Montoya e Liesenfeld, 2004).

O grave impacto social da toxoplasmose ocular deve-se ao fato
de levar a perda acentuada da visdo. A lesdo mais freqlente € a
retinocoroidite focal, granulomatosa, necrosante, de coloragcdo branco-
amarelada e de bordas mal definidas. O tamanho € variavel, desde um
décimo do diametro papilar até dois quadrantes da retina (Bou et al., 1999).
Frequentemente encontra-se lesdo satélite a outras cicatrizes antigas
hiperpigmentadas e atréficas, sendo este achado patognoménico da
toxoplasmose ocular. A lesdo evolui para a cicatrizacdo, passando por
periodo de regressao, que varia de algumas semanas a muitos meses. Os
sintomas primordiais incluem diminui¢éo da viséo pelo edema, inflamagé&o ou
necrose retiniana e opacidades (nuvens) no campo visual, hiperemia
conjuntival e ciliar, dor e fotofobia. As recidivas freqlentes decorrem,
provavelmente, da ruptura do cisto e liberacdo dos parasitas (Amato Neto et

al.,1995; Remington et al.,1995).
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Nos Estados Unidos e na Europa, a infeccdo por T. gondii € uma
importante causa de retinocoroidite e, na maioria dos casos € resultante de
infeccdo congénita. No Brasil, os estados do Rio Grande do Sul, Parana e
Rio de Janeiro apresentam alta incidéncia de toxoplasmose ocular, sendo
gue a cidade de Erechin, no Rio Grande do Sul apresentou um indice de
17,7%, em uma populagao estudada de 1042 pessoas (Glasner et al., 1992;
Garcia et al., 1999; Petersen et al., 2001).

1.3.3. Toxoplasmose congénita

A infeccdo congénita se caracteriza pela transmisséo do parasita
ao feto via placenta. Esta forma de infeccdo ocorre somente quando a
mulher desenvolve infeccdo primaria durante a gestacdo, que apesar da
parasitemia temporaria, raramente tem sintomas (Hill et al., 2005).
Entretanto, quando este contato se efetua num periodo anterior ao
acontecimento da concepcdao, anticorpos sao formados e dificiimente o feto
sera infectado (Kravetz e Federman, 2005).

A infeccd@o congénita adquirida durante o primeiro trimestre € mais
severa do que aquela adquirida no segundo e terceiro trimestre (Desmonts e
Couvreur, 1974; Remington et al., 1995). Um grande espectro de doencas
clinicas pode ocorrer em criancas infectadas congenitamente, levando a um
conjunto de manifestacdes, variando entre coriorretinite branda, que pode se
apresentar muitos anos ap0s o0 nascimento, a quadros mais severos com o
aparecimento da tétrade de lesdes: retinocoroidite, hidrocefalia, convulsdes
e calcificacdo intracerebral. Destas, a doenca ocular é a sequela mais
comum e a hidrocefalia a mais rara, porém, mais significante (Desmonts e
Couvreur, 1974; Remington et al., 1995; Kravetz e Federman, 2005).

As infeccdes fetais tém sequelas imprevisiveis, mas a gravidade
destas sequelas pode ser prevenida ou reduzida com o tratamento da mée
durante a gravidez (Pinon et al., 2001; Montoya e Liesenfeld, 2004). Embora
ainda haja controveérsia (Gilbert et al., 2001; Gilbert e Gras, 2003) sobre a
real eficacia da espiramicina na diminuig&o do risco de transmissao materno-

fetal da toxoplasmose, seu uso deve ser recomendado (Thulliez, 2001), nédo
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eliminando, mas podendo diminuir em até 60%, a possibilidade de
transmissao (Forestler, 1991).

A incidéncia da doenca varia entre as regifes, mas € amplamente
distribuida por todo o globo (NObrega e Karnikowski, 2005). Em paises
desenvolvidos, a doenca afeta de 1 a 10 entre 10.000 recém-nascidos (Allain
et al., 1998; Gilbert e Peckham, 2001). Na Europa, a prevaléncia entre
mulheres gestantes varia de 7,7% a 45% (Logar et al.,1995; Allain et
al.,1998; Jenum et al.,1998).

No Brasil, a ocorréncia de toxoplasmose congénita varia de 0,2 a
2% (Silveira et al., 1988; Neto et al., 2000). Alguns estudos mostram que 50
a 80% das mulheres brasileiras em idade fértil exibem anticorpos 1gG anti-T.
gondii. Por conseguinte, 20 a 50% delas sdo susceptiveis a infeccao
(N6brega e Karnikowski, 2005). No Estado de Sao Paulo (regido
metropolitana) estima-se que nascem cerca de 230 a 300 criangas
infectadas por ano, ou seja, cerca de 1 a cada 1000 partos (Guimaréaes et
al., 1993).

1.3.4. Toxoplasmose adquirida ou reativada em indiv  iduos

imunocomprometidos

1.3.4.1. Toxoplasmose cerebral e aids

Outro grupo afetado pela toxoplasmose séo individuos
submetidos ao uso de drogas imunossupressoras como os transplantados,
pacientes com doencas linfoproliferativas e pacientes com deficiéncia na
imunidade celular como os portadores do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) (Burg, 1988; Ferreira, 2000). Ao contrario do curso favoravel da
toxoplasmose na maioria dos individuos imunocompetentes, a doenca pode
ser particularmente grave e muitas vezes fatal nestes grupos de pacientes
(Liesenfeld et al., 1999).

O sistema nervoso central (SNC) é o local mais afetado pela

infeccdo, no qual a encefalite € a mais importante manifestacdo da doenca,
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causando severos danos ao paciente (Dubey e Beattie, 1988, Luft e
Remington, 1992). A apresentacdo clinica da encefalite toxoplasmica
classicamente apresenta-se como um processo sub-agudo, porém cerca de
10% dos casos pode se manifestar agudamente. ManifestacGes clinicas
incluem mudangas no estado mental, apreensdes, déficits motores focais,
disturbios de nervos cranianos, anomalias sensoriais, desordens de
movimento e achados neuropsiquiatricos. Sinais nas meninges sao raros. O
achado focal mais tipico é hemiparesia e anormalidades de fala (Franzen et
al., 1997; Ferreira, 2000; Montoya e Liesenfeld, 2004). Cerca de 95% da
encefalite causada por T. gondii deve-se a reativacdo da infeccdo latente
pela perda progressiva da imunidade celular (Luft e Remington, 1992).

Outro aspecto da encefalite por T. gondii é a presenca de
necroses cerebrais com predilecdo das lesdes nos ganglios da base em
ambos os hemisférios cerebrais (Luft e Remington, 1992). Os métodos de
imagens podem revelar lesbes focais no sistema nervoso, embora estas
imagens possam compartilhar caracteristicas semelhantes a abscessos,
tumores, linfomas ou outras infec¢des oportunistas do sistema nervoso em

pacientes HIV positivos (Franzen et al., 1997; Ferreira, 2000).

1.4. Epidemiologia da toxoplasmose

A toxoplasmose é uma zoonose altamente disseminada, com
taxas de prevaléncia variaveis nas diversas partes do globo (Dubey e
Beattie, 1988). Estima-se que cerca de um terco da populacdo mundial
estejam infectadas, sendo que a maioria delas apresenta a forma
assintomatica (Tenter, 2000; Petersen e Dubey, 2001). A incidéncia da
doenca esta sujeita as variagfes proprias de cada regido, como o tipo de
clima, habitos culturais e alimentares de determinadas populacdes, sendo
que a soropositividade aumenta com a idade, mas néo varia entre 0s sexos
(Montoya e Liesenfeld, 2004).

Estudos sorolégicos indicam que mais de 80% das infecgbes

primarias por toxoplasmose séo livres de sintomatologia em decorréncia da
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efetividade do sistema imunoldgico (Luft e Remington, 1992), embora graus
variaveis da doenca possam ocorrer em pessoas imunodeprimidas (Cantos,
2000). A doenca sistémica atinge individuos em todas as faixas etarias
sendo que as lesGes mais graves sdo encontradas em criancas expostas
durante a vida intra-uterina, em individuos que apresentem algum tipo de
comprometimento do sistema imunoldgico durante sua vida ou entrem em
contato com cepas virulentas (Camargo, 2003). Nas ultimas décadas, o
parasita tem ganhado mais atencdo, pois se apresenta como causa mais
comum de lesdes focais do SNC em pacientes com aids (Luft e Remington,
1992).

Nos Estados Unidos e no Reino Unido, estima-se que cerca de 16
a 40% da populacédo esteja infectada. Na América Central e do Sul e na
Europa Continental, a estimativa da infecgéo varia em torno de 50 a 80%
(Dubey e Beattie, 1988; Hill et al., 2005). No Brasil, a prevaléncia soroldgica
de infeccdo por T. gondii € alta, variando em torno de 50 a 80% na
populacdo adulta (Bahia-Oliveira et al., 2003). Na grande S&o Paulo a
prevaléncia gira em torno de 69% (Guimarées et al., 1993; Amendoeira et
al., 1999). Kawarabayashi et al. (2007) verificaram uma positividade de
57,10% em um estudo que avaliou a prevaléncia de anticorpos IgG anti-
T.gondii em 1485 amostras de soros de mulheres atendidas na rede publica
de saude da grande Sao Paulo.

Os felideos séo considerados como 0s animais mais importantes
na epidemiologia da toxoplasmose. Eles s&do 0s responsaveis pela
contaminagdo do meio ambiente através da eliminacé&o de oocistos, uma vez
que, um unico gato pode excretar milhdes de oocistos apés ingerir apenas
um cisto tecidual. Oocistos esporulados podem permanecer viaveis no meio
ambiente por longos periodos e séo fonte de disseminacao da infeccdo para
herbivoros e outros animais que os ingerem e desenvolvem cistos em seus
tecidos (Dubey, 1996; Hill et al., 2005). A alta prevaléncia de infecgéo por T.
gondii na América Central e do Sul é provavelmente devida a altos niveis de
contaminagcdo do meio ambiente com oocistos (Dubey e Beattie, 1988;
Glasner et al., 1992; Neto et al., 2000).
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1.4.1. Epidemiologia da toxoplasmose cerebral e aid s

Antes da pandemia da aids, a toxoplasmose cerebral constituia
uma rara complicacdo que acometia pacientes imunossuprimidos,
principalmente os transplantados renais (Harrison e McArthur, 1995). ApGs a
introducdo da aids, individuos soropositivos para toxoplasmose que
contrairam o virus HIV e apresentavam menos de 200 células T CD4+/uL de
sangue frequentemente apresentavam reativacao da infeccéo latente. Mais
de 80% destes pacientes desenvolveram toxoplasmose cerebral (Renold et
al., 1992; Porter e Sande, 1992; Luft et al., 1993; Mariuz et al., 1997). Desde
entdo, T. gondii, constitui a causa mais comum de lesfes expansivas
intracranianas em pacientes com aids (Simpson e Tagliati, 1994; Cohen,
1999; Luft e Chua, 2000; Mamidi et al., 2002).

Até 2005, existiam cerca de 40 milhdes de pessoas infectadas
pelo virus HIV no mundo, sendo que cerca de 5 milhfes foram infectadas
neste mesmo ano com uma média de 3 milhdes de mortes ao ano (UNAIDS
2006). No Brasil, desde a identificacdo do primeiro caso de aids, em 1980,
até Junho de 2006, ja foram identificados por volta de 433 mil casos da
doenca. O pais acumulou cerca de 183 mil ébitos até dezembro de 2005. As
taxas de mortalidade foram crescentes até meados da década de 90 e
estabilizaram-se em aproximadamente 11 mil ébitos anuais desde 1998.
Apoés a introducdo da terapia anti-retroviral altamente eficiente (HAART),
observou-se uma importante queda na mortalidade. A partir do ano 2000,
essa taxa se estabilizou em cerca de 6,4 Obitos por 100 mil habitantes,
sendo esta estabilizacdo mais evidente em S&o Paulo e no Distrito Federal
(Ministério da Saude, 2006).

A prevaléncia da toxoplasmose cerebral nestes pacientes esta
associada a prevaléncia da infeccdo por T. gondii na populacdo geral.
Estudos anteriores a era HAART relatam que a toxoplasmose cerebral
estava presente em 25-50% dos pacientes (Beaman et al., 1992; Luft e
Remington, 1992; Oksenhendler et al., 1994). Em Berlim e Paris, 25% dos

pacientes com aids apresentariam toxoplasmose cerebral ao passo que nos
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Estados Unidos esse valor seria de 10% e na Bélgica 12%. Nos paises
desenvolvidos, a toxoplasmose cerebral foi a segunda infecgdo oportunista
mais comum relacionada a aids vindo atras apenas da pneumocistose,
causada por Pneumocystis jirovecii (anteriormente denominado P. carinii)
(Holliman, 1988; Luft e Remington, 1992).

Apés a introducdo da HAART observou-se uma diminuicdo da
incidéncia e das mortes associadas a infec¢cdes oportunistas, incluindo a
toxoplasmose (Ammassari et al., 1998; Sacktor, 2001; Abgrall et al., 2001;
Jones et al.,, 2002). Porém, ocorreu discreta mudanca na distribuicdo das
doencas oportunistas definidoras de aids. Muitos pacientes apresentam
como primeira doenca a toxoplasmose cerebral e s6 apés esta manifestacao
sdo diagnosticados como apresentando aids. Como desconhecem que
estdo infectados pelo virus HIV, ndo se beneficiaram do uso dos anti-
retrovirais (Ammassari et al., 2000; Leport et al., 2001; Manfredi e Chiodo,
2001; Gray e Keohane, 2003; Antinori et al., 2004).

Atualmente, a toxoplasmose figura na lista das principais doencas
gue causam consideravel morbidade e mortalidade em pacientes com aids
pela alta prevaléncia de lesGes expansivas intracranianas que causa nestes
pacientes (Ammassari et al., 2000; Sacktor, 2002; Antinori et al., 2004). No
Brasil, apesar dos avancos obtidos nos ultimos anos, a queda da incidéncia
foi inferior a observada em paises desenvolvidos. Atualmente, ela representa
a primeira causa de doenca no sistema nervoso central (Bahia-Oliveira et al.,
2003; Marins et al., 2003; Vidal et al., 2003; Ministério da Saude, 2006;
Oliveira et al., 2006).

1.5. Resposta imunoldgica na toxoplasmose

A resposta imune de um hospedeiro a toxoplasmose é complexa
e envolve tanto mecanismo celular quanto humoral, sendo o primeiro um
fator preponderante de resisténcia contra a infec¢ao (Darcy e Santoro, 1994,
Kahi et al., 1998). A resposta imune é formada por uma cascata de eventos,

envolvendo a imunidade inata que, embora inespecifica, possui
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componentes importantes para a ativagdao, a diferenciacdo celular e a
consolidacéo da defesa especifica (Kahi et al., 1998).

A ativacdo do sistema imune ocorre por mecanismos multiplos.
Além do reconhecimento de antigenos de T. gondii, a leséo celular e citdlise
geram sinais ndo especificos que alertam as células fagocitérias da
presenca do agressor (Scott e Hunter, 2002). Os mecanismos de defesa
ativados nesta fase precoce da infeccdo sao inespecificos, porém
importantes para a organizacdo da resposta especifica. Nesta fase, células
fagocitarias como as células dendriticas, mondcitos e macrofagos
desempenham um papel essencial no reconhecimento do agente invasor, na
apresentacao antigénica e geracdo de sinais especificos para as ceélulas
efetoras (Paul, 1999).

Diferentes padrGes de citocinas sdo secretados em resposta a
diferentes formas de infecgao, resultando em diferentes respostas efetoras.
Na toxoplasmose, a citocina chave para a resisténcia € a interferon-gama
(IFN-y) envolvendo as atividades das células T helper e T citotoxicas,
caracterizando resposta tipo Thl. Infecgcdes experimentais em camundongos
revelam que a producdo de IFN-y € um passo critico para a protecdo do
hospedeiro contra a infeccdo por T. gondii (Scharton-Kersten et al., 1996;
Yap e Sher, 1999; Fujigaki et al., 2002). Linfocitos T e células Natural Killer
(NK) produzem IFN-y para que ocorra a ativacdo de macréfagos e das
proprias células NK (Filisetti e Candolfi, 2004). Este mecanismo patrticipa na
inducdo da conversdo de taquizoitos em bradizoitos (Jones et al., 1985;
Bohne et al., 1993).

As células dendriticas controlam a magnitude e a qualidade da
resposta Thl com a producédo de interleucina-12 (IL-12) (Scott e Hunter,
2002). Tanto parasitas integros quanto antigenos solUveis sdo capazes de
induzir a producéo de IL-12 e, desta forma estimular células efetoras como
linfécitos T e células NK a produzir IFN-y (Gazzinelli et al., 1994). Da mesma
maneira que as células dendriticas e as células NK, os macréfagos também
contribuem na modulagcdo da imunidade pela secrecdo de IL-12 e se

destacam por exercer funcbes efetoras antimicrobianas. A producdo de
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reagentes oxidativos, 6xido nitrico e atividade de enzimas lisossomais
constituem alguns dos varios mecanismos microbicidas dos macrofagos
(Stafford et al., 2002).

A secrecdo de IL-6 representa importante fator de resisténcia
contra a infeccdo precoce (Jebbari et al., 1998). Células Th2 participam da
regulacéo da resposta imune pela secre¢ao de IL-4 (Roberts et al., 1996) e
IL-10 que modulam a sintese tanto de IL-12 quanto de IFN-y. Assim
respostas imunes excessivas que predispdem a sérias inflamacdes e a
lesdes teciduais podem ser evitadas (Neyer et al., 1997). Por outro lado, o
fator beta transformador de crescimento (TGF-$) e IL-10 podem diminuir a
atividade de macrofagos e células NK levando a exacerbacéo da infeccéo
(Hunter et al., 1995).

O papel da resposta humoral ja foi extensivamente estudado.
Sabe-se que ela é mediada por linfocitos T, na medida em que a producao
de células de memoéria e a ativacdo e diferenciacdo de linfocitos B
dependem da interacdo conjunta destas células B com antigenos
apresentados na superficie de células apresentadoras e citocinas produzidas
por linfécitos T CD4". Mesmo com a producdo de imunoglobulinas
pertencentes aos isotipos G, M, A e E, a resposta humoral por si s6 ndo
exerce um papel protetor no curso da toxoplasmose, atuando na
opsonizacdo de parasitas (Sharma, 1990; Huskinson et al.,, 1990). Na
presenca de complemento, anticorpos especificos podem lisar taquizoitos
extracelulares (Schreiber e Feldman, 1980).

1.6. Diagnéstico da toxoplasmose

O isolamento do parasita de sangue ou outros fluidos corporais
demonstra uma possivel infeccdo aguda (Montoya e Liesenfeld, 2004).
Métodos tradicionais de deteccdo direta do parasita sao dificimente
realizaveis, pois demandam certo tempo e apresentam baixa sensibilidade
(Wong e Remington, 1993; Rey, 2001). De igual forma, sabe-se que a

parasitemia € detectavel de forma intermitente em alguns pacientes (Hofflin
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e Remington, 1985; Filice, 1993; Kompalic-Cristo, 2004). Por ser um parasita
intracelular obrigatorio, a cultura in vitro é complicada de ser mantida, tem
custo elevado e necessita de longo tempo para fornecer resultado, muitas
vezes sO sendo efetiva em menos de 50% dos casos. O isolamento do
parasita pode ser feito com a inoculacdo em camundongos, 0 que é mais
sensivel, porém requer de trés a seis semanas e manuten¢do de animais em
biotérios (Grover et al.,1990; Hitt e Filice, 1992; James et al.,1996; Lin et al.,
2000; Kupferschmidt et al., 2001). A deteccéo de taquizoitos também pode
ser feita em cortes histolégicos do cérebro, ou por esfregagos de liquidos
corpOreos, mas a bidpsia cerebral € um procedimento muito agressivo para
uso em rotina (Dupouy-Camet et al., 1993; Montoya e Liesenfeld, 2004).
Diante da dificuldade e da baixa sensibilidade dos exames

utilizados para evidenciar os parasitas, 0s exames sorolégicos sdo mais
comumente utilizados no diagnéstico da toxoplasmose. Estes, se baseiam
principalmente, na deteccdo de anticorpos especificos das classes IgM, IgA,
IgE e IgG. A presenca desses anticorpos durante a infeccdo permite a
andlise de perfis sorolégicos caracteristicos quer seja na infecgdo recente
(fase aguda) ou infecgao tardia ou latente (cronica) (Contreras et al., 2000).

O primeiro teste disponivel para detectar anticorpos especificos
anti-T. gondii foi a reagdo de Sabin-Feldman ou o classico teste do corante,
mundialmente conhecido pelo nome de “dye test” (Sabin e Feldman, 1948).
Cinguienta anos depois da sua descri¢do, ainda é considerado um teste de
referéncia com altas taxas de sensibilidade e especificidade. Entretanto, a
sua utilizacdo € restrita a poucos laboratorios devido a complexidade da
técnica, necessidade de parasitas viaveis e a constante manipulacdo de
camundongos infectados. Tais fatores constituem risco para O0S
laboratoristas (Reiter-Owona et al., 1999).

Atualmente, as técnicas mais utilizadas no diagndéstico laboratorial
da toxoplasmose sdo a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o
ensaio imunoenzimético (ELISA). Ambos os testes apresentam boa
especificidade e sensibilidade nas fases aguda (pesquisa de anticorpos IgM)

e cronica (pesquisa de anticorpos IgG) (Montoya e Lisenfeld, 2004).
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A RIFI é rotineiramente utilizada e considerada “padréo ouro”. No
entanto, na deteccdo de anticorpos IgM, tem o inconveniente de possiveis
resultados falsos-positivos, pela presenca no soro de anticorpos IgM anti-
IgG (fator reumatdéide) ou falso-negativos, pela competicdo de anticorpos IgG
com os IgM, pelos mesmos sitios antigénicos (Camargo et al.,1972;
Sanchez, 2001). O maior valor do teste para anticorpos especificos IgM
reside no fato de que um teste negativo exclui o diagnéstico de
toxoplasmose aguda com menos de trés semanas de duracdo, mas nao
exclui a possibilidade de infecgcbes mais antigas (Rey, 2001; Coutinho e
Vergara, 2005).

Outro teste utilizado na rotina laboratorial € a ELISA, que além de
elevada sensibilidade e especificidade, tem como vantagem a rapidez,
simplicidade técnica, versatilidade e objetividade de leitura. Detecta
guantidades extremamente pequenas de anticorpos, podendo ter elevada
precisdo, se 0S reagentes e o0s parametros do ensaio forem bem
padronizados (Sanchez, 2001; Camargo, 2001).

O diagndstico da toxoplasmose aguda €é baseado na
demonstracdo de um aumento significante no nivel de anticorpos IgG e /ou a
presenca de anticorpos IgM. Entretanto a elevada prevaléncia de anticorpos
IgG entre individuos normais na maioria da populacédo e a persisténcia de
anticorpos IgM por longos periodos em algumas pessoas tem complicado a
interpretacdo dos testes sorologicos quando ha suspeita de toxoplasmose
aguda (Brooks et al.,1987; Remington & Klein,1995).

As técnicas de deteccdo de anticorpos IgA e avidez de anticorpos
IgG foram introduzidas para avaliar a fase da infecgcao, principalmente em
gestantes (Bessiéres et al., 1992). Anticorpos IgA apresentam cinética
parecida aos dos anticorpos IgM, porém com sensibilidade maior (Stepick—
Biek et al., 1990; Lappalainem e Hedman, 2004). Constitui um importante
marcador sorologico de infeccdo em gestantes, fetos e recém-nascidos, pois
desapareceriam de circulagdo mais rapidamente que os anticorpos da classe
IgM (Pinon et al., 2001). A desvantagem é que aproximadamente 5% dos

adultos ndo produzem IgA ou, alguns individuos podem permanecer com a
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IgA especifica por anos. Por esta razdo € pouco utilizado para compor o
diagnostico de infeccéo recente (Ashburn et al., 1998; Montoya e Liesenfeld,
2004).

Testes para deteccdo de anticorpos IgE devem ser somente
usados em combinac¢do com outros métodos sorolégicos (Pinon et al., 1990;
Wong et al., 1993). Sua demonstracdo ndo parece ser particularmente (til
para diagnostico de infec¢do por T. gondii no feto ou recém-nascido quando
comparados com testes para anticorpos IgA (Wong et al., 1993; Montoya e
Remington, 1995).

Hedman et al. (1989) introduziram o teste ELISA-avidez de IgG
com objetivo de diagnosticar uma infeccédo recentemente adquirida. Baseia-
se na forca total que ocorre entre a interacdo antigeno-anticorpo (Hedman et
al., 1989; Joynson et al.,, 1990; Cozon et al.,, 1998). Durante a resposta
imune, o processo de maturacdo de anticorpos IgG é acompanhado pelo
aumento de sua afinidade. Para a avaliacdo da avidez, a técnica se baseia
na maior ou menor facilidade com que os anticorpos sao dissociados de
complexos antigénicos especificos. Essa dissociacdo resulta da acédo de
agentes desnaturantes de proteinas ou desestabilizantes de ligacdes de
pontes de hidrogénio, utilizadas para diluir o soro teste ou adicionadas apés
a formacdo do complexo antigeno-anticorpo. O tratamento com uréia é
considerado o mais simples e eficiente na medida da avidez dos anticorpos
IgG (Holliman et al., 1994). E um método altamente sensivel e especifico na
identificacdo de infeccdo primaria aguda por T. gondii durante a gravidez
(Jenum et al., 1997). Anticorpos de baixa avidez (30% ou menos) séo
produzidos em estagio precoce da infeccdo enquanto que anticorpos de alta
avidez (60% ou mais) refletem infecgéo cronica. Valores entre 30% e 60%
nao permitem a caracterizacao da fase da doenca, no entanto, a alta avidez
de IgG exclui infeccbes primarias com menos de 4 meses de duragao
(Joynson et al.,1990; Gutiérrez e Maroto, 1996).
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1.6.1. Diagnéstico da toxoplasmose cerebral

O diagnéstico “definitivo” da toxoplasmose cerebral requer a
demonstracao direta do parasita no tecido cerebral. O diagndstico provavel
ou sugestivo (CDC, 1993; Potergies et al.,, 2004) baseia-se em: i) sinais
neurolégicos focais, alteracfes do nivel ou do conteudo da consciéncia,
evidéncia de imagem tomografica de lesdo expansiva, com ou sem realce da
substéancia de contraste; ii) presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii no soro
e i) resposta ao tratamento especifico anti-T. gondii. Os estudos de
imagens por tomografia computadorizada (TC) e ressonéncia nuclear
magnética (RNM) mostram que lesdes simples ou multiplas estdo presentes
em mais de 90% dos pacientes com toxoplasmose cerebral. Porém, a RNM
frequentemente revela lesbes que em alguns casos, ndo sao detectadas
pela TC (Porter e Sande, 1992; Luft e Remington, 1992). O diagndstico da
toxoplasmose cerebral quando baseado em imagens, pode ser confundido
com outros processos patolégicos como o virus Epstein-Barr associado ao
linfoma primario do SNC. Diante disso, deve ser acompanhada a evolucao
favoravel tanto do ponto de vista clinico como radiolégico apdés a
administracdo da terapia especifica (Alonso et al., 2002). Contudo, as
caracteristicas clinicas e radiologicas podem ser idénticas em ambas as
infeccbes (Roberts e Storch, 1997). A resposta a terapéutica empiricamente
instituida ocorre, em geral, entre o 7° e 14° dia (Wanke et al., 1987; Cimino
et al., 1991; Luft et al., 1993). No entanto, em areas com alta prevaléncia da
toxoplamose, tais pacientes podem ser expostos desnecessariamente aos
efeitos adversos do tratamento especifico, em até 40% dos casos
(Haverkos, 1987; Leport et al., 1988; Raffi et al., 1997).

A introdugcdo das técnicas de imagens (tomografia
computadorizada por emissédo de fotons e por emissdo de positrons) e as
moleculares (reacdo em cadeia da polimerase - PCR) tornaram a avaliacéo
inicial das lesdes focais nos pacientes com aids menos invasiva, pois
diminuiram o numero de biépsias (Antinori et al., 1997; Cingolani et al., 1998;
Antinori et al., 2000; Ammassari et al., 2000; Skiest, 2002; Vidal et al., 2004).
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Contudo, nas ultimas décadas tém se notado uma extrema variagdo na
sensibilidade da PCR no liquido cefalorraquidiano (LCR). A maioria relata
uma sensibilidade de 50% (11.5-100%), porém com especificidade alta (96-
100%) (Schoondermark-van de Ven et al.,1993; Novati et al., 1994; Dupon et
al.,1995; Cingolani et al., 1996; Cinque et al., 1996; Gianotti et al., 1997;
Priya et al., 2002; Vidal et al., 2004). No entanto, a PCR em amostras de
LCR apresenta importante limitacdo. Sua coleta é muito invasiva,
principalmente em criangcas e contra-indicado em pacientes com lesdes
cerebrais expansivas com risco de herniacdo cerebral (Eggers et al., 1995;
Antinori et al., 1997; Cingolani et al., 1998; Cohen, 1999). Um estudo que
incluiu 122 pacientes com lesGes cerebrais expansivas relatou que 22%
tiveram contra-indicacbes para puncao liquérica (Cingolani et al., 1998). Ja
outro estudo relatou que 12 (48%) de 25 pacientes com toxoplasmose
cerebral tiveram contra-indicagdes para puncéo lombar (Dupon et al., 1995).

Entretanto, a pesquisa de DNA de T. gondii também tem sido
avaliada em amostras de sangue de pacientes com toxoplasmose cerebral e
aids, com sensibilidades variaveis entre 25-77% (Dupouy-Camet et al., 1993;
Dupon et al.,1995; Franzen et al., 1997; Joseph et al., 2002). Colombo et al.
(2005) através da PCR, estudou 64 pacientes com toxoplasmose cerebral e
128 pacientes com outras doencas oportunistas e obtiveram uma
sensibilidade de 80% e especificidade de 98%, destacando que a PCR
utilizada em amostras de sangue pode apresentar elevada sensibilidade e
especificidade, desde que sejam estabelecidos critérios rigidos, como a
forma e o tempo de coleta, o processamento das amostras e a reacdo em si.
Contudo, a terapia especifica anti-T. gondii interfere na sensibilidade do
método. Amostras de LCR ou sangue devem ser colhidas somente até o
terceiro dia pos-tratamento (Dupouy-Camet et al., 1993; Novati et al., 1994;
Cingolani et al., 1996; Vidal et al., 2004).

Em relacdo ao valor dos testes soroldgicos, a deteccdo de
anticorpos IgM anti-T. gondii € discutivel, uma vez que a doenca resulta,
comumente, de reativacado da infeccéo latente, durante fase avancada de

imunossupressao, sendo o perfil sorologico destes pacientes, em geral com
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auséncia de anticorpos IgM, semelhante ao da populagdo com infeccéo
cronica (Danneman et al., 1992; Raffi et al., 1997).

A pesquisa de imunoglobulinas IgA no soro, um marcador de
infeccdo aguda, apresenta resultados conflitantes em pacientes com
toxoplasmose cerebral e aids e sua demonstracao na saliva ndo se mostrou
atil para diferenciacdo entre infeccao recente e crénica (Darcy et al., 1991;
Hajeer et al., 1994). Borges e Figueiredo (2004b) estudando um grupo de 55
pacientes com toxoplasmose cerebral e aids verificaram que ndo houve
correlacdo entre a positividade de anticorpos IgA no soro e o diagndstico de
toxoplasmose cerebral, comportando-se como os anticorpos IgM, nao sendo
atil portanto, para o diagnéstico diferencial da encefalite toxoplasmica.

Tém-se demonstrado que aproximadamente 50% dos pacientes
com encefalite por T. gondii irdo apresentar anticorpos especificos no liquor
(Wainstein et al., 1993). Este achado, porém, deve ser interpretado com
cautela, pois a sua presenca pode significar apenas transferéncia passiva
de anticorpos séricos para o SNC (Luft et al., 1984; Patel et al., 1993;
Borges e Figueiredo, 2004b). Outro fator que deve ser considerado é que a
encefalite por T. gondii € primariamente uma infeccdo parénquimal, onde a
capacidade de se detectar um aumento da producgéo intratecal de anticorpos
dependera da proximidade da lesdo das meninges (Potasman et al., 1988;
Borges e Figueiredo, 2004a).

Titulos de anticorpos IgG anti-T. gondii ndo sao utilizados para
identificar pacientes com reativagdo ou com risco de desenvolver
toxoplasmose cerebral. Alguns artigos relatam que nao observaram
nenhuma correlagdo com o aparecimento da doenca e a variacao de titulos
IgG (Navia et al., 1986; Bishburg, et al., 1989; Grant et al., 1990; Luft et al.,
1993; Aarons et al, 1996; Raffi et al., 1999; Leport et al., 2001).
Contraditoriamente, alguns artigos sugerem que altos titulos de anticorpos
anti-T. gondii em pacientes com aids podem ser preditores de toxoplasmose
cerebral e salientaram a importancia do estudo dos padrées especificos de
anticorpos IgG (Derouin et al., 1996; Vidal e Penalva de Oliveira, 2002).
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Derouin et al. (1991), Hellerbrand et al. (1996) e Colombo (2005)
demonstraram que os titulos altos de IgG apresentam elevado valor
diagndstico para toxoplasmose cerebral. LaRocco et al. (1993) e Derouin et
al. (1996) relataram que pacientes com titulos sorolégicos altos de 1gG
apresentam mais risco de desenvolver toxoplasmose cerebral que aqueles
com titulos menores. Apesar dos estudos com resultados contraditérios, a
utiizacdo do diagnoéstico soroldégico parece ser um recurso a ser
considerado na abordagem inicial dos pacientes com suspeita ou risco de

toxoplasmose cerebral.

1.7. Invasao nas células hospedeiras

Um evento chave na biologia dos parasitas do filo Apicomplexa,
que incluem os géneros Plasmodium, Criptosporidium e Toxoplasma € a
invasdo na célula hospedeira. Durante este processo ocorre a participacédo
de duas principais classes de proteinas: as de superficie que agem como
ligantes no reconhecimento inicial da célula alvo e as excretadas/secretadas
gue estdo estocadas em organelas secretdrias e qgue medeia a invaséo ativa
dos taquizoitos (Speer et al., 1995; 1997; Spano et al., 2002; Borges, 2005).

O complexo apical € constituido pelas organelas secretérias
denominadas micronemas, roptrias e granulos densos; e pelos elementos do
citoesqueleto (Figura 3). Dentre esses elementos destaca-se o condide, que
se localiza no extremo apical do parasita e associa-se aos microtibulos e ao
citoesqueleto de actinomiosina promovendo a for¢ca necessaria para a
movimentagdo do parasita. A invasdo por T. gondii é rapida (<30 s) e
dindmica, constituindo um processo complexo que ocorre em etapas
(Leriche e Dubremetz, 1991; Dubremetz et al., 1993; Carruthers e Sibley,
1997; Wan et al.,, 1997). O taquizoito, por meio do conoide estabelece
contato de seu extremo apical com a membrana da célula hospedeira e
realiza o movimento de glinding, que € o movimento de rotacdo do parasita
ao longo de seu eixo, oscilagdo e ondulagdo (Speer et al.,, 1997). Esse

processo, que envolve o sistema actinomiosina permite a liberacdo apical e
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subsequente redistribuicdo de adesinas provenientes dos micronemas em
direcdo ao polo posterior do parasita. A interacdo com ligantes na superficie
da célula hospedeira leva a formacdo de uma juncdo movel permitindo o
processo de invasao da célula (Meissner et al., 2002). Os componentes das
roptrias sdo secretados simultaneamente para formagdo do vacuolo
parasitoforo contribuindo tanto em sua formacdo como nas propriedades

funcionais de sua membrana (Wan et al., 1997).

Dense granule Golgi body
Rough endoplasmic Apicoplast

reticulum
G ! ' icroneme
f . Conoid

Mitochondrion

Ultrastructure of a Toxoplasma gondii tachyzoite
Expert Reviews in Molecular Medicine ©2001 Cambridge University Press

Figura 3. Taquizoito de T. gondii. llustracdo das estruturas e organelas.
Fonte: http://journals.cambridge.org/fulltext content/ERM/ERM3 01/S1462399401002204sup013.qif

O sucesso de T. gondii como patégeno depende de sua
capacidade de invadir, residir e multiplicar-se dentro da célula hospedeira.
No interior das células, a formacdo dos vacuolos o protege contra radicais
livres, variacbes de pH, flutuagbes osmoticas e contato com anticorpos,
evitando assim, os mecanismos de defesa do hospedeiro (Wan et al., 1997;
Hill et al., 2005).
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1.7.1. Organelas secretérias e antigenos de  T. gondii

Os componentes imunogénicos de T. gondii estado
predominantemente distribuidos na membrana plasméatica compreendendo
0os antigenos de superficie (SAG) e compartimentalizados nas organelas
secretorias liberados no momento da invaséo celular.

A superficie celular externa dos taquizoitos é recoberta com
proteinas de peso molecular variando de 22 a 43 kDa. Todas ancoradas na
membrana por pontes de glicosilfosfatidilinositol (GPIs) (Tomavo et al.,
1993). Essas proteinas sdo estruturalmente relacionadas ao antigeno de
superficie altamente imunogénico SAG1, que representa até 5 % do total de
proteinas de taquizoitos, porém ndo expresso em bradizoitos ou
esporozoitos (Bulow et al., 1991).

Coletivamente estes antigenos sdo conhecidos como superfamilia
de proteinas SRS (sequéncias relacionadas a SAG1) (Jung et. al., 2004).
Este grupo de antigenos promove a interacédo entre a membrana do parasita
e a célula hospedeira através de moléculas ligantes ou receptores celulares
que auxiliam o parasita na entrada da célula (Kasper e Mineo, 1994,
Grimwood e Smith, 1995).

A expressdo dessas proteinas € regulada de acordo com a fase
do desenvolvimento biolégico do parasita. As proteinas SAG1 e SAG3 (P43)
sdo exclusivamente produzidas por taquizoitos (Gross et al., 1996), bem
como a SAG2A (Lekutis et al.,2000; Cleary et al., 2002). J& a SAG2C/D,
BSR4 e SRS9 sao encontradas apenas em bradizoitos (Lekutis et al.,2000;
Cleary et al.,, 2002). As proteinas SAG4 e BSR4/p36 sdo proteinas de
superficie ligadas a proteina do citosol BAG1, expressa especificamente em
bradizoitos (Bohne et al., 1995; Odberg-Ferragut, 1996).

De maneira geral, T. gondii excreta/secreta uma grande variedade
de proteinas. Varias ja foram descritas e exercem importantes funcées na
invasdo (Norrby e Lycke, 1967; Norrby et al., 1968), replicacdo e
manutencdo dos parasitas na célula hospedeira (Cesbron-Delauw e Capron,

1993; Carruthers, 1999). A estas proteinas ou antigenos denominam-se de
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excregcdo/secrecdo ou ESAs, detalhados a seguir de acordo com sua
organela secretoria. Sua expressao e consequente estimulacdo do sistema
imune hospedeiro constituem em um importante objeto de estudo na
toxoplasmose (Capron e Dessaint, 1988; Cesbron-Delauw e Capron, 1993;
Prigionne et al., 2000).

1.7.1.1. Micronemas

Os micronemas sdo estruturas cilindricas localizadas no terco
anterior do corpo do parasita (Carruters, 1999). Promovem motilidade,
ligacdo e interacdo parasita-hospedeiro pela producdo de antigenos de
excrecao/secrecdo. A producdo destes antigenos é regulada por estas
interacdes parasita-hospedeiro e por niveis de calcio intracelular do parasita
(Wan et al., 1997; Carruthers e Sibley, 1999; Brecht et al., 2001; Reiss et al.,
2001).

As proteinas dos micronemas (MIC) pertencem a familia TRAP
(proteina anbnima relacionada a trombospondina) que se caracteriza por
exibir um dominio transmembrana que age como uma ancora molecular para
o movimento de glinding do parasita. Esse dominio corresponde ao tipo EGF
(fator de crescimento epidermal) e confere a essas proteinas funcdes
adesivas e de interacOes receptor-ligante (Kappe et al., 1999). Sé&o
conhecidas pela sigla TgMIC e possuem a capacidade de se agregarem a
complexos proteicos para atuacdo mutua. De acordo com as caracteristicas
estruturais, as proteinas soluveis compreendem as TgMIC1, 3, 4 e 11; e as
transmembranas TgMIC2, 6, 7, 8, 9 e TQAMAL.

As TgMIC2 (Donahue et al., 2000), TQAMAL (Hehl et al., 2000),
TgMICG6, 7, 8 e 9 (Meissner et al., 2002) formam complexos moleculares com
uma ou mais adesinas solUveis do micronema, de modo que as primeiras
servem como carreadoras das segundas, facilitando o trafico de proteinas
recém-sintetizadas para essas organelas. Assim, estudos mostraram que
TgMIC8 auxilia na triagem da adesina soluvel, TgMIC3 para os micronemas

(Meissner et al., 2002). Do mesmo modo foi evidenciada a associacdo de
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TgMIC2 com TgM2AP durante o transporte para essas organelas (Rabenau
et al., 2001; Huynh et al., 2003). As adesinas solluveis apresentam um papel
importante durante os estagios de invasdo da célula hospedeira. Pela
ancoragem da TgMIC1 e TgMIC4 na superficie do parasita, TgMIC6 pode
estabelecer uma ponte entre o parasita e a célula hospedeira e em seguida
se redistribuir em direcdo ao poélo posterior do mesmo, contribuindo assim,
na motilidade e processo de invasao (Sibley et al., 1998; Reiss et al., 2001).
Esses dados sugerem que a TgMIC6 funciona como molécula de ancoragem
nesse trafico para os micronemas (Reiss et al., 2001; Joiner e Roos, 2002).

Outras proteinas micronemiais (MIC5, MIC10, M2AP e SUB1) ndo
contém sequéncias adesivas, mas somente funcbes acessorias ou
alternativas (Brydges et al., 2000; Donahue et al., 2000; Hoff et al., 2001;
Miller et al., 2001; Rabenau et al., 2001).

1.7.1.2. Roptrias

As roptrias sdo organelas secretorias eletrodensas, delimitadas
por membranas, que assumem a forma de largas claves (Perkins, 1992).
Suas proteinas participam do processo de atague e invasao das células
hospedeiras por taquizoitos, assim como do processo de biogénese de um
vacuolo parasitéforo funcional ao parasita (Carruthers, 1999; Brecht et al.,
2001).

A secrecao destas proteinas ocorre no momento da unido apical,
antes da penetracdo na ceélula hospedeira (Carruthers e Sibley, 1997).
Estudos cinéticos mostram que a liberacdo destas proteinas se completa por
volta de um minuto e, em seguida séo internalizadas para exercerem seu
papel em relacdo ao vacuolo parasitoforo (Sam-Yellowe et al., 1988; Saffer
et al., 1992; Carruthers e Sibley, 1997). Ensaios de imunocitoquimica
revelam que os conteudos das roptrias ndo sdo homogéneos. Algumas
proteinas se localizariam na regido basal da organela ao passo que outras

na sua porc¢ao apical (Blackman e Bannister, 2001).
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As proteinas das roptrias sdo representadas pela abreviacao
ROP. A ROP1 (60 kDa) exibe uma extrema assimetria de cargas com um
dominio N-terminal acido e um dominio C-terminal basico e participa de
interacbes proteina-proteina (Ossorio et al., 1992). Schwartzman (1986)
identificou a ROP1 como um “fator de aumento de penetracdo” previamente
caracterizado em T. gondii (Lycke et al., 1968) e por algum tempo ela foi
considerada como a molécula chave para a penetracéo do parasita na célula
hospedeira. Entretanto, foi mostrado que a ruptura do gene ROP1 nao
provocou efeito na capacidade de invasdao em mutantes (Kim et al., 1993;
Soldati et al., 1995), assim como, a delecdo do gene da roptria RAP1 em
Plasmodium falciparum também n&o afetou a invasdo do parasita ou seu
crescimento (Baldi et al., 2000).

ROP2, ROP3, ROP4 e ROP8 sao antigenicamente reativas entre
si e podem se sobrepor em fungdes (Carruthers, 1999). As sequéncias de
DNA de ROP2 e ROP8 sao altamente homodlogas (Carruthers, 1999;
Beckers et al., 1997). A ROP2 (54 kDa) é secretada durante o processo de
penetracdo de T. gondii na célula hospedeira e se encontra em associacéo
com a parede da membrana do vacuolo parasitéforo. Seu dominio N-
terminal é exposto na face citoplasmatica do vacuolo parasitéforo e pode
estar envolvida na associacdo do vacuolo com organelas citoplasmaticas da
célula hospedeira tais como reticulo endoplasmatico e mitocéndria (Sinai et
al., 1997; Sinai e Joiner, 2001).

Outras proteinas das roptrias foram identificadas usando
anticorpos monoclonais (Leriche e Dubremetz, 1991). Uma nova proteina da
roptria, designada como BRP1 foi recentemente identificada na nascente de
organelas achadas durante a primeira divisdo de bradizoitos, mas ndo em

taquizoitos (Schwarz et al., 2005).

1.7.1.3. Granulos densos

Os granulos densos sao organelas esféricas distribuidas pelo
citoplasma do parasita com uma média de didmetro de 0.2um (Carruthers,



1999; Prigione et al., 2000). Sua matriz é uniformemente eletrodensa devido
a alta concentragdo de proteinas (Souza, 2006). Carruthers e Sibley (1997)
mostraram que a secrecao de proteinas dos granulos densos ocorre apos a
invasdo do parasita e sua internalizacdo dentro do vacuolo parasitéforo,
principalmente nos primeiros 10-20 minutos da formacdo do vacuolo.
Diferentemente da secre¢ao dos micronemas e roptrias que ocorre na regiao
apical, a secrecdo de granulos densos ocorre nas regides laterais do
protozoario (Souza, 2006). Pouco € o conhecimento sobre a funcéo precisa
das proteinas dos granulos densos (Adjogble et al., 2004), sabe-se que as
proteinas secretadas associam-se com a membrana do vacuolo parasitéforo
e com a rede membranosa vacuolar derivada do parasita (Souza, 2006).
Estas proteinas promovem a replicacao intracelular, possivelmente por meio
do transporte e processamento de nutrientes que sao retirados da célula
hospedeira (Carruthers, 1999).

Nove proteinas especificas dos granulos densos, GRAL-9
(Cesbron-Delauw, 1994; Fischer et al., 1998; Jacobs et al., 1998; Carey et
al., 2000; Adjogble et al., 2004) e algumas enzimas, incluindo duas
nucleosideos trifosfato hidrolases (NTPases) (Asai et al., 1983) e dois
inibidores de proteases (Morris et al.,, 2002; Pszenny et al., 2002) foram
caracterizados em T. gondii.

As proteinas GRAL possuem um tamanho aproximado de 23 kDa,
sdo relativamente abundantes e solUveis no interior do vacuolo parasitoforo
ou se difundem com a rede membranosa intravacuolar do parasita (Sibley et
al., 1995). Dentro do vactolo parasitéforo ligam-se a fons Ca** e estdo
envolvidas na homeostase deste ion (Cesbron-Delauw et al., 1989). As
GRA2 (28.5 kDa) estdo associadas com a rede membranosa intravacuolar
(Mercier et al., 1993, 1998a). Alguns estudos baseados na observacgéo de
deficiéncia de GRA2 em mutantes de T. gondii apresentaram uma atenuada
viruléncia para camundongos sugerindo que esta proteina desempenha
algum papel na viruléncia do parasita (Mercier et al., 1998b; Carruthers,
1999). As GRAS (30 kDa) formam complexos multiméricos associados a

membrana do vacuolo parasitario por interacées hidrofébicas (Ossorio et al.,
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1994). As GRA4, 5, 6, 7 e 8 apresentam um segmento transmembrana e
constituem uma espécie de “peneira molecular” que permite a passagem de
moléculas menores que 1900 Da pela interface vacuolar (Schwab et al.,
1994). Recentemente, uma nova proteina dos granulos densos foi isolada, a
proteina B10 (318 aminoacidos, 41 kDa) referida como GRA9. Semelhante a
outras proteinas GRA, a GRA9 é secretada dentro do vacuolo parasitéforo
sendo encontrada nas formas soluvel e insoluvel. Esta associada com a rede
membranosa intravacuolar dentro do vacuolo parasitoforo (Adjogble et al.,
2004).

1.7.2. Imunogenicidade

Nas ultimas décadas diversos estudos mostraram que as ESAs
de T. gondii conferem alta imunogenicidade nos hospedeiros (Potasman et
al., 1986; Decoster et al., 1988; Bessieres et al.,, 1992) e podem ser
detectadas logo no inicio da infeccdo (Hughes e VanKnapen, 1982).

O marcador molecular de 97 kDa (p97), caracterizado como uma
proteina citosolica presente na solugdo de ESAs, € reconhecido por
anticorpos IgG e IgM no inicio da infeccdo aguda e durante os estagios
cronicos da toxoplasmose (Ribeiro et al.,, 2002). O antigeno de 41 kDa,
também pertencente as ESAs e designado de B10 apresenta um bom
potencial diagnostico em western blotting e ELISA, pois apresenta
imunoreatividade na toxoplasmose humana, porém ndo difere a infeccao
cronica da aguda (Nockemann et al., 1998).

Em contrapartida, a maioria dos estudos que analisam o potencial
antigénico das ESAs refere-se a proteinas recombinantes, na tentativa de
distinguir entre infeccdes aguda e crOnica. Dentre elas destacam-se as
proteinas recombinantes provenientes dos granulos densos (Cesbron-
Delauw et al., 1989; Prince et al., 1989; Knapp et al., 1991; Mevelec et al.,
1992; Jacobs et al., 1998; Redlich e Muller, 1998; Aubert et al., 2000; Li et
al., 2000b; Suzuki et al., 2000; Beghetto et al., 2003); de superficie como as
SAG1-p30 e SAG2-p22 (Burg et al., 1988; Parmley et al., 1992; Harning et
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al., 1996; Aubert et al., 2000; Beghetto et al., 2003); das roptrias (Aubert et
al., 2000; Knapp et al., 1991; Van Gelder et al., 1993); e dos micronemas
(Beghetto et al., 2003). No entanto, Ferrandiz et al. (2004) ressaltam que
embora as proteinas recombinantes parecam ser promissoras para o0
diagnéstico da toxoplasmose, seu desempenho necessita ser melhorado,
talvez com o uso de um coquetel de antigenos recombinantes.

Os dados abordados nesta introducéo revelam que apesar dos
avancos em diferentes seguimentos da toxoplasmose, algumas questdes
ndo estdo totalmente esclarecidas e necessitam de estratégias mais
eficazes. Na toxoplasmose cerebral, a PCR e as técnicas por imagens
constituem diagnosticos altamente sensiveis, mas caros para grande parte
de centros hospitalares em paises em desenvolvimento. A utilizacdo do
diagndstico soroldgico, apesar dos resultados contraditérios, parece ser um
recurso a ser considerado em pacientes com suspeita ou risco de
toxoplasmose cerebral. Diferentes estudos mostraram que as proteinas que
compdem as ESAs de T. gondii s&o altamente imunogénicas e importantes
marcadores soroldgicos, porém quando utilizadas separadamente falham na
sensibilidade ou especificidade.

Devido a importancia de um maior conhecimento nas abordagens
que avaliam as lesdes focais cerebrais da toxoplasmose cerebral em
pacientes com aids, o estudo de novas metodologias imunoldgicas, como as
baseadas nas proteinas ESAs de T. gondii, pode aperfeicoar os recursos

diagnosticos atualmente disponiveis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar e aperfeicoar a recuperacdo e utilizacdo das proteinas
excretadas/secretadas por Toxoplasma gondii como antigeno em métodos
imunoldgicos para auxiliar no diagnéstico da toxoplasmose cerebral em

pacientes com aids em comparacgédo com a sorologia convencional.

2.2. Objetivos especificos

1- Aperfeicoar a recuperacdo das ESAs de T. gondii (in vitro) para uso no
diagndéstico imunoldgico da toxoplasmose;

2- Avaliar o emprego das proteinas ESAs no diagnostico sorolégico da
toxoplasmose cerebral em pacientes com aids;

3- Comparar os resultados encontrados com a sorologia convencional.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Pacientes

Para a realizacdo deste trabalho foram analisados 300 soros de
pacientes maiores de 18 anos, encaminhados ao Servi¢o de Parasitologia do
Instituto Adolfo Lutz para a realizacdo do diagndstico molecular e/ou
sorolégico da toxoplasmose. Os soros foram divididos em trés grupos:

Grupo I: 106 soros de pacientes com toxoplasmose cerebral e aids (56% do
sexo masculino e 44% do feminino) admitidos e tratados no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas, Sao Paulo, Brasil, com diagndstico sorolégico
positivo para HIV e valores de células T CD4'<200/ul. O diagnostico da
toxoplasmose cerebral foi adaptado de acordo com as “definicdes de
diagnéstico clinico-radiolégico de toxoplasmose cerebral em pacientes com
aids” (CDC, 1993; Potergies et al., 2004). Os critérios diagnaosticos utilizados
foram: 1) pacientes com presenca de sinais neuroldgicos focais, alteragcoes
do nivel ou do conteudo da consciéncia, evidéncia de imagem tomografica
de leséo expansiva, com ou sem realce apos a administracdo da substancia
de contraste; 2) presenca de reacdes soroldgicas (ELISA e RIFI) e/ou PCR
positivos usando os iniciadores B22 e B23 do gene Bl de T. gondii
(Colombo et al., 2005) e 3) resposta clinica e radiologica ao tratamento
especifico anti-T. gondii.

Grupo II: 99 soros de individuos (51% do sexo masculino e 48% do feminino)
soropositivos para toxoplasmose (IgM negativo, IgG positivo e avidez alta)
diagnosticados por ELISA e RIFI, excluindo-se pela suspeita clinica e
triagem da Instituicdo de origem, 0os soros suspeitos de HIV positivo.

Grupo llI: 95 soros de individuos sadios (58% do sexo masculino e 42% do
feminino) com reagbes sorologicas (ELISA e RIFI) negativas para

toxoplasmose.
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3.1.1. Consideracdes éticas

Todos os pacientes ou seus representantes legais incluidos neste
estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi
aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz
(CEPIAL) (Anexo 1) e Conselho Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz
(Anexo 2).

3.1.2. Obtencédo das amostras de sangue

Foram coletados 5 ml de sangue em tubo seco de cada paciente.
As amostras foram centrifugadas por 10 min a 1800 g para a obtencéo de
soro. ApOs a realizacdo do diagndstico sorolégico, os soros foram
conservados (v/v) em glicerina tamponada com carbonato-bicarbonato 0,5M
pH 8.5 e acondicionados a —20°C até o momento do uso. Todas as amostras
de sangue dos pacientes do Grupo | foram coletadas antes ou até o terceiro
dia de terapia especifica para toxoplasmose. Os soros dos Grupos Il e lli
foram gentilmente cedidos pelo Setor de Toxoplasmose do Servico de

Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Brasil.

3.2. Animais experimentais e T. gondii

3.2.1. Manutencéo e obtencédo dos parasitas

3.2.1.1. Taquizoitos peritoniais

Foram utilizados taquizoitos da cepa RH, tipo |, altamente

virulenta, ndo cistogénica e de multiplicacdo rapida (Sabin e Feldman, 1948),

gentilmente cedida pelo Laboratério de Protozoologia do Instituto de
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Medicina Tropical da Universidade de S&o Paulo. Os parasitas foram
mantidos em camundongos machos da linhagem Swiss, com 25 a 30 dias de
vida, por via intraperitonial com 1x10° taquizoitos/animal. Apds quatro dias
de infeccdo, os animais foram sacrificados em camara de CO, e foram feitas
lavagens intraperitoniais com 5 ml/animal de NaCl 0,85% estéril para a
retirada dos taquizoitos. Posteriormente, foi feita a contagem dos parasitas
em camara de Neubauer e acertada a concentracdo desejada. Esses
parasitas foram utilizados para a manutencéo da cepa através de passagem
para um novo grupo de animais, para a preparacao dos antigenos e infeccéo

das culturas de células.

3.2.1.2. Taquizoitos provenientes de culturas celul — ares

Culturas de células VERO (ATCC CCL - 81), gentilmente cedidas
pela Sec¢éo de Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz/SP foram mantidas
a 37°C, 5% de CO,, em garrafas de 75cm® (Corning) com 10 ml de meio
Eagle’s (Gibco) contendo 292 mg/l de L-glutamina, 110 mg/l de piruvato de
sédio, 1,0 g/l de glicose, 2,2 g/l de bicarbonato de sédio, 100 000 U/l de
penicilina, 133 mg/l de estreptomicina complementado com 10% de soro
fetal bovino inativado (SFB) (Cultilab). Ap6s a formacdo da monocamada de
células por volta de 48 horas de incubacéo, as garrafas foram lavadas trés
vezes com meio sem adicdo de SFB para a eliminacdo de resquicios do
mesmo. A seguir foram adicionados 10 ml do mesmo meio e as células
infectadas com 1x10’ taquizoitos provenientes de camundongos ou de outra
garrafa infectada. Apos 48 horas de incubacao, coletou-se o sobrenadante
contendo taquizoitos e realizou-se a contagem dos parasitas em Camara de
Neubauer. Quando necessario, a concentragdo de parasitas foi acertada
para a infeccdo de uma nova garrafa e o sobrenadante utilizado para a

producédo de antigeno.
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3.3. Obtencgédo de antigenos de T. gondii
3.3.1. Taquizoitos formalizados para RIFI

Um lote de 35 camundongos recebeu, por via intraperitonial,
1x10° taquizoitos/animal. Apés 4 dias, os parasitas foram retirados como
descrito no item 3.2.1.1. e centrifugados por 15 minutos a 1800 g. ApGs o
descarte do sobrenadante, os parasitas foram lavados por trés vezes com 40
ml de solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS) 0.01M pH 7.2 por 15
minutos a 1800 g. Por fim, foi adicionado 1ml de PBS ao sedimento,
contendo os parasitas. Em seguida, adicionou-se Formol 2% em PBS pH 7.2
na proporcdo de 1:1 e incubou-se por 30 minutos a 37C. O sobrenadante
foi desprezado apds uma centrifugacdo por 15 minutos a 2800 g. O
sedimento foi dissolvido em NaCl 0.85%, até que se obtivesse 20 a 30
taquizoitos por campo em microscopia com aumento de 400 vezes. O
antigeno (20 pl/orificio) foi distribuido em laminas de imunofluorescéncia e,
deixadas secar naturalmente em temperatura ambiente. As laminas secas
foram embrulhadas em papel vegetal, acondicionadas em papel aluminio e

posteriormente conservadas em freezer a -20C até o momento do uso.
3.3.2. Antigeno bruto de taquizoitos
3.3.2.1. Para o ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Conforme descrito no item 3.2.1.1., apds quatro dias de infecgéo,
0s parasitas foram retirados e centrifugados por 15 minutos a 1800 g. Em
seguida, descartou-se 0 sobrenadante e os parasitas foram lavados por trés
vezes com 40 ml de solucédo salina tamponada com fosfatos (PBS) 0.01M
pH 7.2 por 15 minutos a 1800 g. Os taquizoitos foram filtrados em
membranas com poros de 3um de diametro (Millipore, USA). Por fim, foi

adicionado 1ml de agua destilada ao sedimento, contendo os parasitas. A

52



suspensao foi colocada em banho de gelo, e os parasitas rompidos por ultra-
som (Sonic Dismembrator Quigley, USA). Foram feitos 10 ciclos (1,0 A/ min)
por 5 minutos com intervalos de 2 minutos. A integridade dos parasitas foi
observada periodicamente por microscopia (400X) nos intervalos dos ciclos.
Apés a certificacdo da lise dos protozoarios, acrescentou-se 3 ml de solucéo
de NaCl 0,3 M para isotonizar a suspenséao e centrifugou-se a 10.000 g por
30 minutos, a 4°C, sendo o sobrenadante utilizado como antigeno (Camargo
et al., 1978). As concentracbes protéicas foram determinadas por
espectrofotometria UV a 280 nm conforme descrito no item 3.3.4. O antigeno
foi aliquotado e estocado a -70C. Para as reacdes, o antigeno bruto foi
utilizado na concentracdo de 1ug/ml de bicarbonato de sodio 0,1 M pH 8.5
(50 pl/orificio).

3.3.2.2. Para o western blotting

Lotes de 1x10’ taquizoitos provenientes de cultura de células
foram filtrados em membranas com poros de 3um de didmetro (Millipore,
USA), concentrados e lavados por trés vezes com 1 ml PBS pH 7.2 por 5
minutos a 2800 g. Os sedimentos foram diluidos em 50 ul de tamp&o de
amostra contendo SDS 2%; glicerol 10%; 2-mercaptoetanol 5%; Tris-HCI 60
mM, pH 6,8 e azul de bromofenol 0,002%, incubados por 3 minutos a 100°C

e aplicados 20ul nas canaletas dos géis de empilhamento.

3.3.3. ESAs

Algumas etapas na recuperacdo e no processamento das ESAs
utilizadas nos ensaios de ELISA e western blotting foram previamente
padronizadas e estdo descritas na sequéncia.

Todos os parametros testados foram analisados pelo perfil
eletroforético por SDS-PAGE 10% apos coloracdo por Coomassie Azul

Brilhante. Foram analisados o periodo de recuperacdo, a adicdo de
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inibidores de proteases, aquecimento e o0 periodo maximo de
armazenamento das proteinas estocadas a cada lote produzido.

Os sobrenadantes das culturas celulares infectadas por T. gondi
(preparados como descrito no item 3.2.1.2.) foram colhidos em diferentes
tempos apés infeccdo (0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72 horas). A seguir, 0S
parasitas foram filtrados em membranas com poros de 0.22um de diametro
(Millipore, USA) e removidos por duas centrifugacbes (2800 g por 10
minutos). O sobrenadante livre de taquizoitos foi testado quanto a
necessidade de se adicionar 10ug/ml de um coquetel de inibidores de
proteases contendo por ml AEBSF 20um; EDTA 10um; Bestatin 1,3um; E-64
0,14pum; Leupeptin 10 nm e Aprotinin 3 nm (Sigma) e verificado apds
diferentes tempos de incubacao a 4°C (1 hora, 5, 10, 20 e 30 dias).

A seguir as proteinas recuperadas foram concentradas em Speed Vac
(RC 10.09 - Jouan) por 4 horas e o concentrado final foi colocado em saco
de dialise com poros que retém moléculas com massa molecular superiores
a 12 kDa (Sigma) e dialisado contra PBS, pH 7,2 a 4T por
aproximadamente 18 horas. A seguir, as proteinas foram aliquotadas e
armazenadas até o momento do uso. O tempo maximo de armazenamento
das ESAs foi determinado pela analise de amostras armazenadas a -20°C

por diferentes periodos (1 hora, 1, 2, 4 e 6 meses) ap0s a recuperacao.
3.3.4. Dosagem protéica
As concentragfes protéicas foram determinadas pela absorcao da
luz ultravioleta das solucdes, em comprimento de onda a 280 nm, em
espectrofotometro de duplo feixe (Hach DR 4000, Hach Company, USA).
3.3.5. Eletroforese vertical das proteinas
A eletroforese vertical foi realizada em gel de acrilamida, contendo

dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) como descrita por Laemmli (1970), em

equipamento Mini-Protean Il (Bio-Rad, USA). Em todos os ensaios, o gel de
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separacao (Tris-HCI 0.75 M; SDS 0.2%, pH 8.8) foi utilizado na concentracao
10% de acrilamida. O gel de empilhamento (Tris-HCI 0,25 M; SDS 0,2%, pH
6.8) foi usado na concentracdo de 5%. Os géis foram feitos com espessuras
de 1 mm. As amostras analisadas foram diluidas em tampdo de amostra
(SDS 2%; glicerol 10%; 2-mercaptoetanol 5%; Tris-HCI 60 mM, pH 6,8 e azul
de bromofenol 0,002%). Posteriormente, foram testadas quanto ao
aguecimento por 3 minutos a 100°C e aplicados 20 ul nas canaletas do gel
de empilhamento. Os eletrodos foram mergulhados no tampéo contendo
Tris-HCI 0,025 M; glicina 0,192 M; SDS 0,1% e aplicados numa voltagem
constante de 200 V. Os géis foram corados por Coomassie Azul Brilhante
R250 (Sigma) 0,15%; etanol 40%; acido acético 10% durante 20 minutos e
descorados em etanol 40%; acido acético 10% até que as bandas ficassem
distinguiveis. Em todos os experimentos foram colocados na primeira
canaleta do gel 10 ul do padrdo de peso molecular para proteinas (5.7, 13.7,
18.3, 24.9, 35.1, 47.2, 60.4, 78.9, 109.5 e 170.8 kDa) (Bench Mark Pré-

Stained Protein Ladden — Invitrogen).

3.4. Diagnéstico

3.4.1. Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

As reacOes foram realizadas no Setor de Toxoplasmose do
Instituto Adolfo Lutz como previamente descrito por Camargo e Leser (1976).
Os soros foram diluidos nas concentracdes 1:16, 1:256, 1:1024, 1:2048 e
1:4096 e acrescentados, num volume de 20 pl, em laminas de
imunofluorescéncia. A seguir, as laminas foram incubadas por 30 minutos
em camara umida a 37<C e, posteriormente, lavadas com PBS pH 7.2 por
dois periodos de 10 minutos. As laminas foram secas suavemente com
papel de filtro, e sobre os orificios foram acrescentados 20 pl de uma
globulina anti-lgG humana marcada com fluoresceina (Biolab-Merieux)

diluido 1:200 em Azul de Evans 0,05% PBS pH 7.2. Ap0s nova incubacéo
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em camara Umida por 30 minutos a 37<C, as laminas foram novamente
lavadas por 2 vezes com PBS pH 7.2. A seguir, foram secas e receberam
uma fina camada de glicerina tamponada com PBS pH 7.2 e foram
recobertas com laminula. As leituras foram feitas em microscopio de
fluorescéncia (Nikon) em aumento de 400 vezes e o “cut-off” foi considerado

na diluicdo de 1:16.

3.4.2. ELISA

As ELISAs foram realizadas utilizando-se dois antigenos: o
“antigeno bruto”, conforme descrito no item 3.3.2.1 (comumente utilizado no
diagndstico sorologico da toxoplasmose) e as “ESAs”, descrito no item 3.3.3.
Todas as etapas da reacdo foram previamente padronizadas e estao
descritas na sequéncia.

As padronizacdes da reacao foram realizadas utilizando as ESAs.
Os parametros estudados foram os tipos de microplaca; pH e concentragcéo
do antigeno; diluicdes dos soros e do segundo anticorpo marcado com
peroxidase. Em todas as reag¢des os soros foram testados em duplicata e
compunham um painel de 30 soros padrbes conhecidos (10 individuos
normais com sorologia negativa para toxoplasmose; 10 soropositivos para
toxoplasmose e 10, com toxoplasmose cerebral).

O tipo de microplaca foi definido testando-se placas escavadas de
fundo chato com 96 orificios “high binding” (Costar) e “low binding” (Corning).
O antigeno foi diluido em série (1:10 — 1:80) em Tampé&o bicarbonato de
sédio 0.1M pH 8.5. O pH do antigeno para adsorver nas placas foi
determinado testando-se trés tampdes: tampdo citrato (fosfato de sdodio
dibasico 0,1M e &cido citrico 0,1M) pH 4.0; Solucédo salina tamponada com
fosfatos (PBS) 0.01M pH 7.2 e tampao bicarbonato de sodio 0.1M pH 8.5.
Em todos os testes, as placas foram sensibilizadas pelo antigeno incubando-
se por 18 horas a 4C num volume de 50 ul/ orificio. A seguir, as placas

foram lavadas 2 vezes com PBS 0,05%-Tween 20 e os orificios bloqueados
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com 100 yl de PBS-leite desnatado 5% por 30 minutos em temperatura
ambiente.

A concentracdo dos soros foi determinada por diluicbes seriadas
de 1:50 - 1:400 em PBS-leite desnatado 5%. Os soros diluidos foram
adicionados nos orificios da placa, em duplicata, num volume de 50 pl e
incubados por 60 minutos a 37<C. A sequir, as placa s foram lavadas 5 vezes
com PBS 0,05%-Tween 20. A concentracdo do segundo anticorpo marcado
com peroxidase (IlgG de cabra anti-lgG humana conjugada a peroxidase -
Sigma) foi determinada por diluices seriadas de 1:2500 - 1:20000) em PBS-
leite desnatado 5% e adicionado 50 ul/ orificio. As placas foram incubadas
por mais 60 minutos a 37<C e, novamente lavadas 5 vezes com PBS 0,05%-
Tween 20. A revelacdo ocorreu com a adicao de 100 ul do substrato
enzimatico contendo 0,5 mg/ml de OPD (orto-fenilenodiamina) diluido em
fosfato de sddio dibasico 0,1M pH 4.5; &cido citrico 0,1M; H,0O, 0,1% por 30
minutos em camara escura, a 37C. A reacao foi inte rrompida adicionando
50 ul de H,SO,; 4 N. Os resultados gerados, independente do antigeno
utilizado foram analisados em espectrofotdometro (Labsystens Multiskan) em
comprimento de onda de 492 nm. Foram calculadas as médias dos valores
em densidade optica (D.O.) dos soros testados em duplicatas. Em cada
ensaio foi incluido um painel de 20 soros negativos para o calculo do “cut-

off”, que foi determinado para cada reacdo de forma independente.

3.4.3. Western blotting

As ESAs e o lisado bruto foram fracionados em géis SDS-PAGE
10% como descrito no item 3.3.5. Inicialmente padronizou-se a quantidade
de proteina a ser aplicada no gel para posterior transferéncia para as
membranas de nitrocelulose. Foram testadas as seguintes concentragdes:
4,8ug; 9,6ug; 14,4ug; 19,2ug; 24ug e 28,8ug em tampdo de amostra. Em
seguida, procedeu-se a transferéncia eletroforética das proteinas dos géis
para as membranas de nitrocelulose (com poros de 0,45 um de diametro —

BioRad) no equipamento Trans-Blot System (BioRad), conforme descrito por
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Towbin et al. (1979). Apo6s o posicionamento e montagem dos géis, a
transferéncia foi efetuada em voltagem constante de 15 V por 60 minutos em
tampdao de transferéncia (Tris-HCI 25 mM,; glicina 0,192 M; metanol 20%, pH
8.2). Ao final da transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram coradas
por 0,2% de Ponceau-S [acido 3-hidroxil-4-(2-sulfo-fenilazo)-2,7-
naftalenodisulfénico] (Sigma) em &cido tricloroacético 3% (Merck) por 5
minutos para confirmacdo da transferéncia efetiva das proteinas. As
membranas foram, entdo, incubadas com PBS-leite desnatado 5% pelo
periodo de 1 hora, a temperatura ambiente, sob agitacdo, seguidos de 3
lavagens com PBS (5 minutos). A diluicdo dos soros foi padronizada por
diluicdes seriadas (1:20, 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400) em PBS-leite desnatado
5% incubando as membranas por 1 hora a temperatura ambiente, sob
agitacdo. Apos mais trés lavagens com PBS (5 minutos), as membranas
foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacdo com IgG
de cabra anti-lgG humana conjugada a peroxidase (Sigma) em diluicdes
seriadas (1:250, 1:500, 1:750 e 1:1000) em PBS-leite desnatado 5%,
seguindo-se, entdo, um novo ciclo de lavagens. A revelagcédo das bandas foi
efetuada cobrindo-se as membranas em aproximadamente 5 ml de 4-cloro-
1-naftol 0,3% (Sigma) em metanol; Tris-HCI 50 mM, pH 7.6; H,O, 0,1%.
ApoOs o desenvolvimento da cor desejada, o tampao foi removido e as

membranas lavadas com PBS.

3.5. Andlise de dados

Nos ensaios de ELISA, a partir do calculo do “cut-off” foi calculado
o Valor Relativo (VR), que representa o quociente entre a absorbancia
demonstrada pela amostra e a absorbancia do “cut-off” obtido pelos
controles negativos dos ensaios (D.O. do soro / D.O. cut-off). Os soros que
apresentaram meédia superior ao “valor relativo” (>1) foram considerados
positivos ao passo que 0s soros que apresentaram média inferior (<1) foram
considerados negativos (Pereira-Chioccola et al., 2003; Borges, 2005; Souza

et al.,, 2005). A analise estatistica dos resultados foi realizada pelos
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seguintes métodos: As variancias foram calculadas pelo Teste F e Anova-
fator unico. O grau de similaridade entre os diferentes grupos de soros foi
calculado pelo Teste “T de Student”. Os testes foram analisados no
programa “Microsoft Office Excell 2007".
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4. RESULTADOS

4.1. Padronizacoes

4.1.1. Antigeno - ESAs

Conforme mencionado em Materiais e Métodos, antes do
emprego das ESAs como antigeno foi necessério realizar uma série de
padronizacdes. Os primeiros experimentos visaram determinar o tempo
necessario para recuperar as ESAs. Amostras de sobrenadantes foram
coletadas em diferentes tempos, iniciando-se com 30 minutos, seguidas de
1, 2, 4, 8, 16, 24, 48 e 72 horas apds a infeccdo das células com 1x10’
taquizoitos. A seguir, as amostras foram analisadas por eletroforese em
SDS-PAGE 10%. Como mostra a Figura 4, trinta minutos pos-infeccéo ja foi
possivel observar a presenca das ESAs (canaleta A), pois sédo liberadas
pelos taquizoitos logo nos primeiros minutos de infeccdo para penetrar na
célula hospedeira. A concentracdo protéica méaxima foi observada por volta
de 48 horas (canaleta H). ApoOs 72 horas ocorreu a lise dos parasitas e da
monocamada de células. A partir deste experimento, as ESAs foram
recuperadas a partir de sobrenadantes coletados 48 horas pés-infeccgéo.

Cada lote de ESA recuperado foi aliquotado e armazenado a -
20°C até o momento do uso. No entanto, determinou-se o tempo maximo de
armazenamento dessas aliquotas, para que ndo houvesse desnaturacao e
comprometimento dos resultados obtidos nos testes imunoldgicos.
Analisamos amostras armazenadas a -20°C por um periodo maximo 6
meses. As aliquotas foram colhidas e analisadas por SDS-PAGE 10% em
diferentes tempos de armazenamento: 1 hora, 1, 2, 4 e 6 meses. Apos a
coloragdo por Coomassie Azul Brilhante observou-se um perfil de bandas
visiveis (Figura 5). Nas amostras com 1 hora, 1 e 2 meses de
armazenamento ndo observamos diferencas quanto ao perfil de bandas
apresentadas (canaletas A, B e C), ao passo que, as amostras armazenadas

por 6 meses apresentaram bandas mais fracas em relacdo as demais
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amostras (canaleta E). Este experimento revelou que o armazenamento das
ESAs por periodo superior a 4 meses a -20°C néo é aconselhavel, pois pode
ocorrer a desnaturacdo de algumas proteinas comprometendo a sua
capacidade antigénica.

Outro parametro analisado foi a interferéncia dos inibidores de
proteases. Eles foram adicionados aos sobrenadantes contendo as ESAS
com objetivo de inibir as proteases produzidas por taquizoitos para penetrar
na célula (Carruthers e Blackman, 2005; Carruthers, 2006). Lotes de ESAs
foram tratados ou ndo com um coquetel de inibidores de proteases
(10um/ml) a 4°C. Apos 1 hora, 5, 10, 20 e 30 dias de incubacéo, aliquotas
foram colhidas e analisadas por SDS-PAGE 10%. Como mostra a Figura 6,
o perfil eletroforético das amostras apds coloracdo por Coomassie Azul
Brilhante revelou que ndo houve diferenca na intensidade das bandas em
amostras analisadas com (A) ou sem inibidores de proteases (B). Contudo,
ressaltamos a importancia da adicao de inibidores de proteases para que o

antigeno mantenha-se estavel por mais tempo.
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Figura 4. Gel SDS-PAGE 10%, corado por Coomassie Azul Brilhante, contendo
amostras de ESAs obtidas a panir de sobrenadantes de culturas
celulares infectadas por T. gondii retirados apos: 30 minutos (canaleta
A); 1h [canaleta B); 2h {canaleta C); 4h (canaleta D); 5h (canaleta E);
16h (canaleta F). 24h (canaleta G) e 48h (canaleta H). Em todas as
canaletas foram aplicados 20pl. A seta indica o periodo escolhido.

Figura 5. Gel SDS-PAGE 10%, corado por Coomassie Azul Brihante, contendo
amostras de ESAs obtidas a partir de sobrenadantes de culturas de células
infectadas por T. gondii e armazenadas a -20°C por: 1 hora (canaleta A); 1

més (canaleta B); 2 meses (canaleta C); 4 meses (canaleta D) e 6 meses
(canaleta E). Em todas as canaletas foram aplicados 20pl.
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Figura 6. Gel| SD5-PAGE 10%, corado por Coomassie Azul Brilhante, contendo
amostras de ESAs obfidas a pariir de sobrenadantes de culturas
celulares infectadas por T. gondi com inibidores de proteases (A) e
sem inibidores de proteases (B) apos: 1 hora (canaleta 1); § dias
(canaleta 2); 10 dias (canaleta 3); 20 dias (canaleta 4) & 30 dias
(canaleta 5). Em todas as canaletas foram aplicados 20ul.
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4.1.2. ELISA

O primeiro parametro analisado foi o tipo de microplaca a ser
utilizada nas reacfes. Testamos dois tipos, as de alta e as de baixa
afinidade. Ambas foram sensibilizadas com as ESAs em diluigcbes seriadas
de 1:10 - 1:80. Nas placas de alta afinidade, os soros apresentaram alta
reatividade em relacdo ao antigeno com médias de D.O.s acima de 1.7
(toxoplasmose cerebral); 0.5 (soropositivos) e 0.04 (negativos) (Figura 7A).
Decidimos, entdo para o uso das placas de baixa afinidade onde os soros
apresentaram menor reatividade, com médias de 1.1 (toxoplasmose cerebral
e aids); 0.3 (soropositivos) e 0.003 (negativos) (Figura 7B).

Em seguida, analisamos o pH ideal do antigeno. Testamos trés
tampdes com diferentes pHs: tampao citrato pH 4.0; PBS pH 7.2 e tampéao
bicarbonato de sodio pH 8.5. O antigeno foi entdo diluido em cada um dos
tampdes e adsorvidos nas placas em diluicdes seriadas de 1:10-1:1280. A
seguir, a reacdao foi realizada utilizando-se o painel de soros. Como mostra a
Figura 8, os tampdes com pHs 7.2 e 8.5 apresentaram resultados similares
nas diferentes diluicbes do antigeno e soros de todos os grupos (A:
negativos, B: soropositivos e C: toplasmose cerebral). No entanto,
observamos uma queda de titulos no grupo daqueles com toxoplasmose
cerebral quando utilizamos o tampéo citrato pH 4.0. Optamos, entdo, pelo
uso do tampéo bicarbonato de sodio 0.1M pH 8.5.

Apesar das varias lavagens das garrafas de culturas de células
com meio sem adicdo de soro fetal bovino, prévia a infec¢do por T. gondii
observamos a presenca de albumina bovina (67 kDa) nos preparados
protéicos por SDS-PAGE 10%. Diante deste fato, ndo foi possivel dosar as
concentragcfes protéicas, pois teriamos a interferéncia da albumina. Desta
forma, as concentracdes de cada lote de ESA foram determinadas por
diluicdes seriadas de 1:10 - 1:80 em tampdao bicarbonato de sodio 0.1M pH
8.5 ensaiando-se os soros do painel descrito no item 3.4.2.

A Figura 9 mostra os resultados do lote 6 que apresentou

melhores resultados na diluicdo 1:40. As médias das D.O.s foram de 0.04
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(negativos), 0.4 (soropositivos) e 1.3 (toxoplasmose cerebral). Nas outras
diluicdes as D.O.s apresentaram algumas discrepancias, principalmente na
diluicdo 1:80 onde obtivemos a total negativacdo dos soros. Assim, neste
lote, para procedermos as reacgdes, o antigeno foi diluido a 1:40.

A préxima etapa foi a de estabelecer a concentragdo dos soros e
a do segundo anticorpo marcado com peroxidase. Ambos foram
determinados realizando-se diluicdes seriadas. Os soros foram diluidos de
1:50 - 1:400 em PBS-leite desnatado 5%, conforme protocolo descrito no
item 3.4.2. (Figura 10). O segundo anticorpo marcado com peroxidase, neste
ensaio foi utilizado na concentragdo 1:10000. Nas duas primeiras diluicoes
(1:50 e 1:100), os soros apresentaram meédias de D.O.s superiores a 1.7
(toxoplasmose cerebral); 1.1 (soropositivos) e 0.1 (negativos), sendo
consideradas muito altas principalmente no que diz respeito aos grupos dos
pacientes soropositivos e negativos. J& na diluicdo 1:200, as médias
encontradas foram menores e consideradas ideais em relacdo aos soros
padrées. As meédias foram de 1.2 (toxoplasmose cerebral); 0.4
(soropositivos) e 0.02 (negativos).

O segundo anticorpo marcado com peroxidase seguiu diluicbes
de 1:2500 - 1:20000, em PBS-leite desnatado 5%. Os soros padrbes foram
entdo diluidos a 1:200 neste ensaio. Nas diluicbes 1:2500 e 1:5000, as
meédias das D.O.s apresentaram reatividades altas chegando a 2.8 e 1.9
(toxoplasmose cerebral); 2.1 e 1.2 (soropositivos) e 0.2 e 0.1 (negativos),
respectivamente (Figura 11). Ao passo que, na diluicdo 1:10000, as médias
se mostraram uniformes em relacdo a estes grupos de soros padroes. As
meédias foram de 1.1 (toxoplasmose cerebral); 0.4 (soropositivos) e 0.02
(negativos). Na diluigdo 1:20000 observamos uma queda acentuada de
titulos nos trés grupos de soros padrées, com médias de 0.5 (toxoplasmose

cerebral); 0.3 (soropositivos) e 0.01 (negativos).
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Figura 7. ELISA: analise do tipo de microplaca. As placas de alta (A) e baixa afinidade
(B) foram sensibilizadas com as ESAs e incubadas com: 10 soros negativos
(amarelo), 10 soros soropositivos (verde) e 10 soros com toxoplasmose
cerebral (vermelho). Os resultados representam as médias + 2DP das
D.O.s a 492 nm de 10 soros por grupo. *Cada fitulo corresponde ao inverso
da diluicdo. A seta indica a placa escolhida.
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Figura 8. ELISA: analise do pH do antigeno. As placas foram sensibilizadas com as

E3As (diluigdes seriadas) em tampao citrato pH 4.0 (preto), PBS pH 7.2
(verde), e tampdo bicarbonato de sodio pH 8.5 (vermelho). A seguir, foram
incubadas com: 10 soros negativos (A), 10 soros soropositivos (B) e 10
soros com toxoplasmose cerebral (C). *Cada titulo corresponde aoc inverso

da diluigdo.
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Figura 9. ELISA. determinacdo da concentracdo de ESAs. As placas foram
sensibilizadas com as ESAs (diluigdes seriadas) em tamp&o bicarbonato
de sodio e incubadas com: 10 soros negativos (amarelo), 10 soros
soropositivos (verde) e 10 soros com toxoplasmose cerebral (vermelho).
Os resultados representam as meédias + 2DP das D.O.s a 492 nm de 10
soros por grupo. A seta representa a diluicdo escolhida nas reacdes.
*Cada titulo corresponde ac inverso da diluicdo.
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Figura 10. ELISA: determinagdo do titulo dos soros. As placas foram sensibilizadas
com as ESAs e incubadas com 10 soros negativos (amarelo), 10 soros
soropositivos (verde) e 10 soros com toxoplasmose cerebral (vermelho) em
diluicfes seriadas. Os resultades representam as médias + 2DP das D.O.s
a 492 nm de 10 soros por grupe. A seta representa o titulo utilizado nas
reagdes. *Cada titulo corresponde ao inverso da diluicdo.
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Figura 11. ELISA: defterminacdoc do titwlo do conjugado. As placas foram
sensibilizadas com as ESAs e incubadas com 10 soros negativos
(amarelo), 10 soros soropositivos (verde) e 10 soros com toxoplasmose
cerebral {vermelho) na diluicdo 1:200. A seguir, foram incubadas com o
seqgundo anticorpo marcado com peroxidase em diluicdes seriadas. Os
resultados representam as medias £ 2DP das D.O.s a 492 nm de 10
soros por grupo. A seta representa a diluicdo utilizada nas reagdes.
*Cada titulo corresponde ao inverso da diluicdo.
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4.1.3. Western blotting

Para analisar se a reatividade e o perfil de bandas obtidos das
ESAs e do lisado bruto de taquizoitos poderiam ser alterados com
desnaturacao pela fervura, ambas as situacdes foram analisadas em SDS-
PAGE 10%. Como mostra a Figura 12, ndo foram observadas diferencas
significativas ao compararmos a disposicao das bandas das proteinas em
ambas as amostras, porém as bandas das amostras fervidas mostraram-se
mais visiveis ap0s coloracdo (canaletas B e D).

A quantidade de proteina a ser aplicada no gel e posteriormente
transfererida para as membranas de nitrocelulose também foi avaliada.
Diferentes concentracdes das ESAs (4,8 ug, 9,6 ug, 14,4 ug, 19,2 ug, 24 ug
e 28,8 ug) diluidas em tampéo de amostra (4:1) foram fracionadas em SDS-
PAGE 10% (Figura 13). A analise eletroforética apos coloracéo revelou que
concentragdes entre 19 ug a 30 ug (canaletas D, E e F) seriam necessérias
para uma boa transferéncia para a nitrocelulose.

As concentracdes séricas e do segundo anticorpo anti-lgG
humano marcado com peroxidase foram determinadas por diluicbes seriadas
em PBS-leite desnatado 5%, conforme protocolo descrito no item 3.4.3. Os
soros com toxoplamose cerebral diluidos a 1:20, 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400,
apresentaram boa reatividade a partir da diluicdo 1:50 (Figura 14, canaleta
B). O excesso de anticorpos presentes causou o efeito pré-zona, (baixa
reatividade em relacdo ao antigeno) na diluicdo 1:20 (Figura 14, canaleta A).
O segundo anticorpo anti-lgG humano marcado com peroxidase diluido a
1:250; 1:500; 1:1000; 1:1500, apresentou reatividade ideal na diluicdo 1:500
(Figura 15, canaleta B). As diluiches seguintes apresentaram baixa
reatividade com fraca exibicdo de algumas bandas (canaletas C e D).
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Figura 12. Gel SD5-PAGE 10%, corado por Coomassie Azul Brilhante, contendo
antigeno bruto de taquizoitos (canaletas A e B) e ESAs (canaletas C e
D). Ambos foram dissolvidos em tampdo de amostra na proporgao de 4:1
{ESAs) e 50pl/1.107 taguizoitos (antigeno bruto) e aplicados 20 pl no gel de
empilhnamento. As amostras das canaletas B e D foram aquecidas por 3
minutos a 100°C. Em todas as canaletas foram aplicados 20 pl.
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Figura 13. Defterminacao da concentragdo protéica para transferéncia para
membrana de nitrocelulose. Gel SDS-PAGE 10% corado por
Coomassie Azul Brilhante contendo amostras de ESAs obtidas a partir
de sobrenadantes de culturas celulares infectadas por T. gondii em
diferentes diluicdes: 4.8 ug (canaleta A); 9.6 ug (canaleta B); 14 4 pg
(canaleta C), 19,2 pg (canaleta D). 24 pg (canaleta E) e 28,8 pg
(canaleta F). Em todas as canaletas foram aplicados 20 ul. A seia
representa a quantidade a ser utilizada.
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Figura 14. Western blotting: determinacao do titulo dos soros. ESAs fraionadas em

gel SDS-PAGE 10% foram transferidas para membrana de nitrocelulose
e incubadas com um soro com toxoplasmose cerebral nas diluigtes:
1:20 (canaleta A); 1:50 (canaleta B); 1:100 (canaleta C); 1:200
(canaleta D) & 1:400 (canaleta E) & com um soro negativo 1:50
(canaleta F). A seta indica o titulo utilizado nas reacdes.
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Figura 15. Western blotting: determinacdc do titulo do conjugado. ESAs

fracionadas em gel SDS-PAGE 10% foram transferidas para membrana

de nitrocelulose e incubadas com um soro com toxoplasmose cerebral.
Posteriormente  foram incubadas com o segundo anficorpo nas

diluicdes: 1:250 (canaleta A); 1:500 (canaleta B). 1:1000 (canaleta C);

1:1500 (canaleta D) e com um soro negativo (canaleta E). A seta indica
o titulo utiizado nas reacdes.
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4.2. Reatividade de anticorpos IgG na toxoplasmose cronica
(soropositivos) e sintomaticos (toxoplasmose cerebr al) frente aos

antigenos formalizado, bruto de taquizoitos e ESAs

4.2.1. RIFI

Com objetivo de comparar os resultados de ELISA utilizando as
ESAs (ESA-ELISA) com o diagnostico sorolégico convencional, inicialmente
foram analisados os resultados obtidos pela RIFI nos trés grupos de soros.
Como mostra a Figura 16, dentre os 106 soros com toxoplasmose cerebral
(Grupo 1), 48,1% dos soros apresentaram titulos de 4096 ou superiores na
RIFI. Os demais soros apresentaram titulos de 2048 (20,8%) e 1024
(14,2%). Uma pequena parcela do grupo apresentou titulos de 256 (11,3%)
e seis soros (5,6%) apresentaram sorologia negativa. Ja os soros do Grupo
[I, a maioria dos 99 soros apresentou titulos de 256 (59%). O restante foi
distribuido em titulos maiores como 1024 (23%), 2048 (15%) e 4096 (2%).

Todos os soros do Grupo Il (soros de sadios) foram negativos na RIFI.

4.2.2. Western blotting

Os ensaios foram realizados empregando as ESAs e o0 antigeno
bruto de taquizoitos (Figura 17). Os antigenos foram transferidos para
membranas de nitrocelulose e incubados com os trés grupos de soros. O
antigeno bruto de taquizoitos foi igualmente reativo com soros de individuos
soropositivos (B) e com os de toxoplasmose cerebral (C). Por outro lado, as
ESAs foram altamente reativas com o0s soros de pacientes com
toxoplasmose cerebral (canaleta F) e fracamente reativas com os soros dos
individuos soropositivos (canaleta E). Estes dados mostram que as ESAs
reagem especificamente com anticorpos produzidos durante a infeccéo

ativa.
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Mumero de Soros

16 256 1024 20438 4096
Titulos dos soros *

Figura 16. RIFI distribuicdo dos titulos dos soros. Grupo 1, 106 S0Oros com

toxoplasmose cerebral (vermelho), Grupo |l, 99 soros soropaositivos (verde)
e Grupo lll, 95 soros negativos (amarelo). *Cada titulo comresponde ao
inverso da diluigdo.
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Figura 17. Westem blotting: reatividade dos soros frente ao lisado bruto de taquizoitos
(A, Be C)e as ESAs (D, E e F). Soro negativo (A e D), positivo para
toxoplasmose (B & E) e com toxoplasmose cerebral (C e F).
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4.2.3. ESA-ELISA

As reacOes foram realizadas em placas de baixa afinidade
sensibilizadas com 1ug/ml do antigeno bruto de taquizoitos, ou na diluicdo
de 1:40 para as ESAs. Os soros negativos obtiveram valores relativos (VR)
abaixo do cut-off (média de 0.5) em ambos os antigenos (Figuras 18 e 19).
Os soros de pacientes com toxoplasmose cerebral obtiveram uma média do
VR de 8.7 (= DP 0.29) para o antigeno bruto de taquizoitos, valor similar aos
dos soros dos individuos soropositivos que apresentou média de 8.2 (+ DP
0.26) (Figura 18). A andlise estatistica pelo teste “T de Student” (unicaudal
com variancias iguais) demonstrou que ambos o0s grupos sé&o
estatisticamente similares (“p" néo significativo).

Com a substituicho do antigeno bruto pelas ESAs, foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os Grupos | e Il.
Os soros dos pacientes com toxoplasmose cerebral apresentaram média do
VR de 12.6 (= DP 0.74), ao passo que, 0s soros de individuos soropositivos
tiveram média de 4.2 (+x DP 0.21). A andlise estatistica pelo teste “T de
Student” (unicaudal com variancias diferentes) demonstrou que o grupo dos
soropositivos apresentou média significantemente menor em relacdo aos
dos com toxoplasmose cerebral (p<0,05) (Figura 19). Adicionalmente, as
médias obtidas em ambos os Grupos na ESA-ELISA e ELISA-lisado
apresentaram diferencas estatisticamente significantes (p<0,05). Estes
resultados mostram que, o antigeno bruto de taquizoitos utilizado nos testes
sorolégicos convencionais apresentou reatividade similar em ambos o0s
grupos de soros e nao foi capaz de distinguir a doenca ativa da
assintomatica. Por outro lado, as ESAs foram capazes de diferenciar ambos
0S grupos de soros, constituindo assim, um importante marcador sorolégico

no diagnostico diferencial da toxoplasmose.
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Figura 18. ELISA - antigeno bruto: reatividade dos soros. As placas sensibilizadas
com antigeno bruto de taquizoitos foram incubadas com 0S soOros com
toxoplasmose cerebral - Grupo | (vermelho), soros soropositivos — Grupo i
(verde) e soros negativos — Grupe |l (amarelo) na diluicao 1:200. Cada
ponto representa o quociente entre a absorbancia da amostra e a
absorbancia do cut-off. As linhas horizontais representam as médias
aritméticas de cada grupo. A analise estatistica pelo teste “T de Student”

demonstrou que ambos os grupes sdo similares (“p” ndo significativo).
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Figura 19. ESA-ELISA: reatividade dos soros. As placas sensibilizadas com as ESAs
foram incubadas com o0s soros com toxoplasmose cerebral - Grupo |
(vermelho), soros soropositivos — Grupo Il (verde) e soros negativos —
Grupo Il (amarelo) na diluigdo 1:200. Cada ponto representa o quociente
entre a absorbancia da amostra e a absorbancia do cut-off. As linhas
horizontais representam as medias aritméticas de cada grupo. A analise
estatistica pelo teste “T de Student” demonstrou que ambos grupos {1 e 11)
sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).
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4.2.4. ESA: Reatividade das fracbes protéicas

A reatividade de cada fracdo protéica frente aos grupos de soros
também foi analisada. Os 100 soros do grupo | foram subdivididos conforme
os resultados da ESA-ELISA: 43 soros com VR similares aos dos soros do
grupo 1l (<10); 57 soros com VR igual ou acima de 10 (=10). As fracoes
protéicas de baixo peso molecular foram igualmente reativas em ambos os
grupos, porém com diferencas quanto a intensidade das bandas. A fracédo
protéica de 15 kDa foi reativa em 100, 98 e 94% das amostras do grupo |
(VR =10 e <10) e grupo Il respectivamente. As fracbes de alto peso
molecular foram mais reativas nos soros do grupo | tanto em intensidade de
cor quanto a frequéncia. As fracbes protéicas de 51, 65 e 78 kDa foram
igualmente reativas dos soros do grupo | com VR 210 (96, 89 e 95%) e com
VR <10 (84, 79 e 77%). J&, no grupo Il a reatividade esteve presente em 49,
23 e 44% dos soros respectivamente. A fracado protéica de 104 kDa foi
reativa em 100% dos soros do grupo | com VR =10, 88% dos soros com VR
<10 e 22% dos soros do grupo Il. As reatividades de cada fragdo protéica
estdo especificadas em detalhes na Tabela 1. Na maioria dos soros do
grupo Il a reatividade, quando presente, foi fraca e dificil de ser observada,
se tornando imperceptivel pouco tempo depois da realizacéo do teste.

Contraditoriamente, nos soros do grupo | a reatividade de bandas

foi intensa e duradoura.
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Tabela 1. Western blotting: Reatividade das fracdes protéicas nos soros dos grupos | e Il.

ESA-ELISA

Western blotting

soros reagentes: n* (%)

Proteinas reativas (kDA)

10 15 22 32 51 65 78 104
Grupo |: VR?> 10
57) 55 (96) 57 (100) 44 (72) 46 (81) 55 (96) 51 (89) 54 (95) 57(100)
Grupo I: VR < 10
43) 37 (86) 42 (98) 28 (65) 32 (74) 36 (84) 34 (79) 33 (77) 38 (88)
Grupo Il
(99) 80 (81) 93 (94) 46 (46) 58 (59) 49 (49) 23 (23) 44 (44) 22 (22)

1. nimero de soros; 2. valor relativo
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5. DISCUSSAO

A invasdo da célula hospedeira € uma etapa fundamental na
infeccdo por Toxoplasma gondii. Tal mecanismo néo se efetivaria sem a
participacdo das trés organelas secretorias, presentes no complexo apical do
parasita (micronemas, roptrias e granulos densos), que liberam proteinas
essenciais no processo de penetracdo celular e estimulacdo do sistema
imune hospedeiro (Prigionne et al., 2000; Carruthers e Blackman, 2005). As
ESAs proporcionam importantes interacbes na relacdo parasita-hospedeiro
(Reiss et al., 2001; Sinai e Joiner, 2001). Dentre a totalidade de antigenos
produzidos pelo parasita, as ESAs se destacam por serem altamente
imunogénicas tanto na infeccdo natural como na experimental e, na
capacidade em induzir resposta imune protetora (Hughes e Van-Knapen,
1982; Cesbron-Delauw e Capron, 1993; Fischer et al., 1998; Yamamotto et
al., 1998; Dlugonska et al., 2001; Almeida Ribeiro et al.,, 2002). Tais
caracteristicas fazem com que sejam importantes marcadores sorologicos
no diagnostico da toxoplasmose. Neste trabalho, avaliamos o seu emprego
como antigeno em reagdes sorolégicas como a ELISA e western blotting, na
tentativa de oferecer um diagnostico diferencial da toxoplasmose ativa,
auxiliando no diagnadstico da toxoplasmose cerebral em pacientes com aids.

A primeira parte do presente trabalho consistiu em aperfeicoar a
recuperacdo das ESAs. Para tanto, alguns parametros foram avaliados.
Atualmente, diferentes protocolos estdo disponiveis. A maioria dos estudos
recuperam as ESAs incubando-se taquizoitos da cepa RH retirados de
camundongos infectados em meio de cultura a 37°C por tempos variaveis
(45 minutos a 4 horas) (Nockemann et al.,, 1998; Prigione et al., 2000;
Ribeiro et al., 2002; Borges, 2005). Alternativamente, os parasitas sao
estimulados a liberar proteinas dos micronemas na presenca de etanol 1%
que eleva os niveis de calcio intracelular (Carruthers et al., 2000; Zhou et al.,
2005). Aqui, as ESAs foram recuperadas dos sobrenadantes de culturas
celulares (Hafid et al., 1992) 48 horas pos-infec¢cdo, onde obteve-se maior

concentracdo protéica, tempos superiores a 48 horas, além de ocorrer
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desnaturacdo das proteinas dissolvidas no sobrenadante, inicia-se a
destruicdo da monocamada de células VERO. O tempo maximo de
armazenamento desse antigeno deve ser por um periodo maximo de quatro
meses a -20°C, temperatura sugerida pela maioria dos trabalhos
(Nockemann et al., 1998; Carruthers et al., 2000; Ribeiro et al., 2002; Zhou
et al.,, 2005). Passado este periodo, algumas proteinas desnaturam
acabando por comprometer sua capacidade antigénica.

A possivel interferéncia dos inibidores de proteases na reacado e
na recuperacao das ESAs também foi avaliada. Sua utilizacdo é importante,
pois no processo de invasao celular, as proteases liberadas pelo parasita
desempenham distintos papéis no transporte e regulacdo de proteinas
invasoras (Carruthers e Blackman, 2005; Carruthers, 2006). Nossos
resultados mostraram que, ndo houve diferenca no padrdo de bandas em
amostras analisadas com ou sem inibidores de proteases. Contudo,
ressaltamos a importancia da adicdo de inibidores para que o antigeno
mantenha-se estavel por mais tempo. Outros autores também concordam
com estes achados (Nockemann et al., 1998; Prigione et al., 2000; Ribeiro et
al., 2002; Assossou et al., 2004; Borges, 2005).

Outro parametro avaliado foi a desnaturacdo pelo aquecimento.
Sabe-se que no procedimento de preparo da amostra para SDS-PAGE, a
adicdo do tampao da amostra seguido pela desnaturacéo pela fervura (100°
por 3 minutos) promove a quebra de interagbes macromoleculares incluindo
todas as interagbes nao-covalentes e pontes dissulfeto e previne
modificacdes nas proteinas mantendo-as em solucéo durante o SDS-PAGE.
Amostras de ESAs e do antigeno bruto de taquizoitos desnaturados pela
fervura apresentaram bandas mais visiveis e uniformes apds coloracao por
Coomassie Azul Brilhante quando comparadas as ndo desnaturadas. Este
dado evidenciou a importancia da desnaturacdo das proteinas no momento
de sua analise por SDS-PAGE.

A padronizagao da ELISA e western blotting utilizando as ESAs foi
fundamental para este estudo. Em um teste soroldgico confiavel e de

qualidade, além de um bom antigeno, varios principios imunoldgicos devem
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ser considerados. Na ELISA, a fase so6lida é um fundamento criterioso, uma
vez que o antigeno deve ser uniformemente adsorvido nas placas para a
realizacdo do ensaio. Ligacdes ineficientes do antigeno a placa diminuem a
sensibilidade do teste assim como as desiguais afetam a sua
reprodutibilidade e confiabilidade (Venkatesan e Wakelin, 1993). Resultados
mais confiaveis foram obtidos na ESA-ELISA quando o antigeno foi
sensibilizado em placas de baixa afinidade. O emprego das placas de alta
afinidade resultou em uma alta reatividade nos soros controles, o que
poderia favorecer o aparecimento de falsos positivos nos demais ensaios.

A otimizacdo do procedimento de sensibilizacdo das placas,
conhecido como “coating” visa identificar a melhor concentracédo do antigeno
e seu pH ideal (Shekarchi et al., 1982, 1984). Isto é feito usando titulacdes
do antigeno em tampdes com diferentes pHs. Quando as ESAs foram
diluidas em tampao com pH 7.2 a 8.5 apresentaram bons resultados. Desta
forma, os efeitos de diferentes pHs devem ser investigados e comparados
logo no inicio do ensaio em desenvolvimento.

Um dos grandes interferentes em nossos ensaios decorrentes da
recuperacédo das ESAs foi a presenca de albumina bovina. Na tentativa de
eliminar os restos de SFB, realizamos sucessivas lavagens das garrafas de
células com meio de cultura sem SFB antes da infeccdo. No entanto, nédo
conseguimos eliminad-lo por completo e consequentemente, as
concentragbes protéicas ndo foram determinadas nos lotes de antigeno.
Desta forma, optamos por diluicbes seriadas a fim de determinar a
concentracdo do antigeno a ser utilizada na sensibilizacdo das placas.
Através de diluicdes seriadas determinamos também os titulos dos soros e
conjugados que seriam utilizados nos ensaios. Os soros foram testados nas
diluicdes de 1:200 e 1:50 e o conjugado 1:10000 e 1:500 na ELISA e
western blotting respectivamente. Neste ultimo, também foi definido a
concentracdo do antigeno a ser transferida para as membranas de
nitrocelulose. Quantidades inferiores a 19 ug nao foram capazes de serem
observadas na membrana de nitrocelulose apés a transferéncia das

proteinas.
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A segunda parte deste estudo foi direcionada para o diagnostico
dos grupos de soros estudados. Varios testes estdo disponiveis para o
diagnéstico da toxoplasmose, mas o principal enfoque € determinar a
infeccdo recente principalmente em gestantes e estabelecer o diagnostico
em pacientes imunocomprometidos. Pacientes com toxoplasmose
sintomatica podem apresentar quadros muitas vezes fatais (Liesenfeld et al.,
1999). Um diagndstico rapido e preciso € de vital importancia para o rapido
inicio do tratamento evitando-se sequelas, assim como o0 aumento da
sobrevida dos pacientes, principalmente os imunocomprometidos como
agueles com aids. Para os programas de saude, tais medidas evitam gastos
com os altos indices de morbidade de individuos em idade produtiva. O
diagnéstico da toxoplasmose cerebral na préatica clinica consiste na
presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii no soro, achados clinicos e
radiolégicos, associados a uma adequada resposta terapéutica, entre o 10°
e 14° dia de tratamento anti-T. gondii (American Academy of Neurology,
1998). Neste contexto foi avaliado o emprego das ESAs como ferramenta
para compor o diagnostico da toxoplasmose cerebral, tornando-o mais
rapido e menos invasivo. Em paises de elevada prevaléncia de
toxoplasmose, como o Brasil, a maioria da populacdo apresenta anticorpos
IgG anti-T. gondii refletindo infeccdo cronica. Neste contexto, a sorologia
convencional apresenta limitagcdes. Uma sorologia positiva ndo € indicador
de doenca ativa, o que faz da sorologia quantitativa e de novos métodos
sorologicos como os baseados nas proteinas ESAs de T. gondii um recurso
diagndstico a ser considerado nestes pacientes.

Véarias técnicas foram desenvolvidas para a obtencdo de
antigenos para o uso no sorodiagndstico. Dentre 0s mais empregados estédo
agueles obtidos a partir da lise de taquizoitos por hidrélise (Jacobs e Lunde,
1957; Singh et al., 1978), por congelamento e descongelamento (Pettersen,
1968; Pokorny et al., 1972; Carlier et al., 1980) e por ultrasom (Voller et al.,
1976). Frente a diversidade de extratos antigénicos passiveis de obtencéo, a
cinética de deteccdo de anticorpos especificos tem sido enfoque de estudos

que objetivam determinar marcadores para a toxoplasmose. Os extratos
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antigénicos de T. gondii requerem producdo em massa do parasita extraida
a partir de fluidos peritoneais de camundongos infectados ou a partir de
cultura de células. Outros estudos avaliam o uso de antigenos
recombinantes, dentre eles destacam-se as proteinas recombinantes
provenientes dos granulos densos como as GRA1-p24, GRA2-p28, GRA4-
p4l, GRA6-p32, GRA7-p29 e GRA8-p35 (Cesbron-Delauw et al., 1989;
Prince et al., 1989; Knapp et al., 1991; Mevelec et al., 1992; Jacobs et al.,
1998; Redlich e Muller, 1998; Aubert et al., 2000; Li et al., 2000b; Suzuki et
al., 2000; Beghetto et al., 2003); de superficie como as SAG1-p30 e SAG2-
p22 (Burg et al., 1988; Parmley et al., 1992; Harning et al., 1996; Aubert et
al., 2000; Beghetto et al., 2003); das roptrias como as ROP1-p66 e ROP2-
p54 (Knapp et al., 1991; Van Gelder et al., 1993; Aubert et al., 2000); e dos
micronemas como as MIC3-p90 e MIC5-p22 (Beghetto et al.,, 2003). Em
geral, a reatividade destes antigenos recombinantes tem sido avaliada por
ELISA na forma Unica ou em coquetéis (Aubert et al., 2000; Li et al., 2000a;
Pietkiewicz et al., 2004). A vantagem do uso de antigenos recombinantes
deve-se ao conhecimento preciso da composicdo da molécula e a
possibilidade do uso de mais de uma proteina recombinante numa Unica
reacdo. Porém, desvantagens também foram observadas, como a
possibilidade de uma proteina recombinante mudar sua configuracéo
espacial, o que poderia ndo ser reconhecida pelo anticorpo como a
produzida por T. gondii (Pietkiewiez et al., 2007), diminuindo, entdo, a
sensibilidade do antigeno numa reacdo soroldgica. A importancia deste
processo € enfatizada por Huang et al. (2002) e por Pietkiewicz et al. (2007),
ressaltando que os anticorpos produzidos contra antigenos nativos podem
nao reconhecer ou nao ligar a um dado antigeno recombinante com a
mesma afinidade. Aqui, optamos pelo uso de um “pool” das proteinas
liberadas por taquizoitos durante a sua penetracdo na célula hospedeira
durante 48 horas. Ha poucos trabalhos evidenciando a reatividade dessas
proteinas em conjunto, pois conforme mencionado, a maioria dos estudos
gque analisam o seu potencial antigénico refere-se a proteinas

recombinantes.
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Ao utilizarmos para efeito de comparacdo, o antigeno constituido
de lisado bruto de taquizoitos verificamos que o mesmo néo foi capaz de
distinguir a doenca ativa da assintomatica, pois sua reatividade foi similar em
ambos os grupos (I e Il), tanto na ELISA quanto no western blotting. Este
antigeno, comumente utilizado no diagnostico da toxoplasmose, consiste na
combinacdo de antigenos do parasita, como o0s citoplasméticos e de
membrana, os quais exibem multiplos epitopos que se ligam a inUmeros
anticorpos. Devido a tais caracteristicas, acreditamos que tanto pacientes
sintométicos como individuos assintomaticos apresentaram similar
reatividade. Por outro lado, os antigenos excretados/secretados por
taquizoitos foram altamente antigénicos quando ensaiados com soros de
individuos com infeccdo ativa. Como estes pacientes séo
imunocomprometidos, a perda progressiva da imunidade celular causa a
reativacdo da infecgcédo latente (Luft e Remington, 1992). Neste caso, a
encefalite focal causada por T. gondii resulta da conversdo do estagio de
bradizoito encerrado em cistos teciduais para o estagio ativo e replicante de
taquizoito (Liesenfeld et al., 1999; Contini et al., 2002; Smith et al., 2006).
Com grande quantidade de parasitas ocorre alta producdo de ESAs e,
consequentemente, ha uma intensa produgdo de anticorpos anti-ESAs. Em
concordancia, os soros de individuos assintomaticos cuja infec¢cdo encontra-
se em fase cronica, com bradizoitos encistados e auséncia de taquizoitos
circulantes apresentaram pouca reatividade tanto em ESA-ELISA como em
western blotting.

Quando os resultados da ESA-ELISA foram comparados com
os da RIFI, observou-se que, parcela consideravel dos soros de pacientes
com toxoplasmose cerebral (48,1%) apresentou titulos altos na RIFI (4096) e
na ESA-ELISA. Por outro lado, 59% dos soros de individuos soropositivos
apresentaram titulos baixos (256), em ambos os testes. Estes resultados
sugerem que pacientes com toxoplasmose cerebral desenvolvem altos
titulos de anticorpos anti-T. gondii, conforme resultados obtidos em estudos
anteriores (Derouin et al., 1996; Hellerbrand et al., 1996; Colombo et al.

2005). No entanto, como a maioria dos pacientes com toxoplasmose
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cerebral tem imunodepressao grave, alguns deles produzem quantidades
minimas de anticorpos. Neste estudo, seis pacientes (5,6%) com PCR
positiva apresentaram sorologia negativa (RIFI e ELISA) em concordancia, a
maioria dos estudos registra baixos indices sorologicos ndo reagentes em
pacientes com aids (< 6%) (Skiest, 2002; Collazos, 2003; Vidal et al., 2005).

A comparacao dos resultados da ESA-ELISA com os obtidos pela
RIFI corrobora com os achados de outro estudo realizado em paralelo em
nosso laboratorio. Costa-Silva (2008) mostrou que anticorpos anti-ESAs
produzidos em camundongos por imunizacbes reconhecem na RIFI o
parasita integro, pois apesar da maior parte das ESAs serem liberadas pela
porcdo apical, grande parte também é liberada nas regibes laterais do
protozoario (secrecdo dos granulos densos) (Soldati e Meissner, 2004,
Souza, 2006).

As andlises feitas nos resultados gerados por western blotting
mostraram que 0s soros dos pacientes com toxoplasmose cerebral foram
mais reativos contra as ESAs do que os individuos soropositivos. Quando a
reatividade dos soros do grupo Il foi presente, a intensidade das bandas foi
fraca, praticamente imperceptivel pela pouca quantidade de anticorpos.
Contraditoriamente, os soros do grupo | apresentaram alta reatividade.
Contudo, a reatividade das diferentes fracfes protéicas também variou entre
0S grupos estudados. As proteinas de baixo peso molecular foram
freqlentes em ambos os grupos. Evidenciamos que a fragdo protéica de 15
kDa foi reativa nos soros dos grupos | (98-100%) e Il (94%). No entanto, as
proteinas de alto peso molecular apresentaram diferencas entre 0s grupos.
Destacamos a fracdo protéica de 104 kDa que foi reativa em 88-100% nos
soros do grupo | e somente em 22% dos soros do grupo Il. Estes resultados
sugerem que dentre as ESAs, as proteinas de alto peso molecular podem
ser bons marcadores para a identificacdo da toxoplasmose sintomatica.

Também através do Imunoblot, Raffi et al. (1999) utilizando o
extrato de taquizoitos analisou um total de 186 soros de pacientes HIV
positivos, divididos em dois grupos, e evidenciaram que as bandas de 27 e

32kDa foram preditoras da toxoplasmose cerebral. Dos 113 soros com a
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doenca, 45% reagiram com uma proteina de 27kDa e 73% com uma de
32kDa. Ja dos 73 pacientes sem a doencga, 20% reagiram com a de 27kDa e
49% com a de 32kDa. No entanto, o estudo ressalta que o grande numero
de componentes antigénicos nesta regidao de 20 a 35kDa faz dificil a
correlacdo destes achados, sugerindo que o teste poderia ser usado em
complementariedade com os achados clinicos e por imagem.

Nos dultimos anos, os métodos moleculares representaram um
importante avanco no diagnostico da toxoplasmose em pacientes com aids.
Porém, esses meétodos ainda sdo restritos a centros de referéncia e
geralmente inacessiveis para a grande maioria dos hospitais de paises em
desenvolvimento. A utilizacdo do diagnoéstico sorologico, apesar dos
resultados contraditérios, parece ser um recurso a ser considerado em
pacientes com suspeita ou risco de toxoplasmose cerebral. Este estudo
destaca a utilizacdo das ESAs de T. gondii no imunodiagnéstico como um
importante marcador sorolégico do diagndéstico da toxoplasmose cerebral em

pacientes com aids.
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6. CONCLUSOES

Padronizamos a recuperacdo das ESAs para emprego na ELISA e
western blotting através da andlise de alguns parametros como tempo

de obtencado, armazenamento e processamento do antigeno.

Foi possivel determinar a diferenciacdo dos pacientes com
toxoplasmose cerebral daqueles com toxoplasmose cronica por

ELISA e western blotting utilizando-se as ESAs como antigeno.

Dentre as ESAs, as fragdes protéicas de alto peso molecular foram as
responsaveis pela diferenciacdo de ambos grupos de soros,

mostrando que séo bons marcadores de doenca ativa.

d- O antigeno bruto de taquizoitos utilizado na sorologia convencional

nao distinguiu soros de pacientes com toxoplasmose cerebral dos

individuos crdnicos, tanto por ELISA quanto por western blotting.
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8. ANEXOS

Anexo 1 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz.

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENACAO DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CEPIAL

Sdo Paulo, 17 de janeiro de 2006 .

[Imo(a) Sr(a).: VERA LUCIA PEREIRA CHIOCCOLA

Coordenador(a) do Projeto de Pesquisa: IDENTIFICACAO DE POSSIVEIS
ANTIGENOS DE Toxoplasma gondii COMO MARCADORES DA
TOXOPLASMOSE CEREBRAL EM PACIENTES COM AIDS.

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz (CEPIAL), em
reunido ordindria do més JANEIRO, apresentou o PARECER, enquadrando o referido
projeto na categoria APROVADO, de acordo com a Resolugdo 196/96 sobre Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos / CNS / MS |, Brasilia, 1996.

Atenciosamente

ia Martins de Souza Felippe
Coordenadora/do Comité de Etica em Pesquisa
Instituto Adolfo Lutz
CEPIAL
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Anexo 2 - Parecer do Conselho Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz.

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENGAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
CTC/IAL

APROVACAO DE PROJETOS DE PESQUISA

IAL/CCD/CEPIAL/CTC
PROJETO CCD- BM-N° 46/05

Coordenadora: Vera Lucia P Chioccola

Projeto:Identificagdo de possiveis antigenos de Toxoplasma gondii com
marcadores da toxoplasmose cerebral em pacientes com Aids.

Senhora Coordenadora:

Comunicamos que o projeto supra citado foi cadastrado no Conselho Técnico
Cientifico do Instituto Adolfo Lutz, apds aprovagdo na CCD/BM e CEPIAL.

Inicio: 2005 Término: 2007

Recebido no CTC/IAL e cadastrado em 03/03/2006

L[L»—-;L: (L o

Myrna Sabino
Presidente do CTC/IAL

Via 1: Coordenador
Via 2: CCD/BM
Via 3: CTC
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Anexo 4 - Carta de Informacdes ao Paciente

Nome do estudo : Identificacdo de possiveis antigenos de  Toxoplasma

gondii como marcadores da toxoplasmose cerebral em pacien  tes com

aids.

Vocé (ou seu familiar) foi admitido neste hospital devido a uma
doenca infecciosa conhecida como toxoplasmose cerebral. A toxoplasmose
€ causada por um parasita chamado Toxoplasma gondii que acomete
principalmente o cérebro e manifesta-se com alteracfes do sistema nervoso
como dor de cabeca, convulsdes, fraqueza, sonoléncia, confusdo, dentre
outras.

A suspeita diagnostica da toxoplasmose utiliza dados clinicos e das
imagens do cérebro (tomografia computadorizada ou ressonancia nuclear
magnética), a qual demonstra geralmente varias lesées tumorais no cérebro.
Duas semanas depois de iniciado o tratamento para essa doenca a grande
maioria dos pacientes apresentam melhora nas suas queixas e também nas
imagens do cérebro. Um pequeno grupo de pacientes ndo melhora com o
tratamento, sendo necessario a realizacdo de uma bidpsia do cérebro (que
consiste em retirar um pequeno fragmento do cérebro para seu posterior
estudo), procedimento que tem como principal risco 0 sangramento, porém
gue oferece a oportunidade de fazer o diagnostico e ajudar a tratar a
doenca.

Estamos realizando uma pesquisa com o0 objetivo de demonstrar a
utiidade de alguns exames que possam ajudar a diagnosticar a
toxoplasmose de uma forma rapida e segura, tentando evitar a realizacdo de
procedimentos mais agressivos como a puncao das costas (para obter
liquido da espinha) ou as bidpsias de cérebro.

Esta pesquisa envolve a coleta de amostra de sangue em pacientes
com toxoplasmose cerebral internados no hospital e em individuos que néo
tem a doenca. As amostras de sangue permitirdo estabelecer a utilidade das

provas gue estamos avaliando. Serdo necessarios que 106 pacientes com
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toxoplasmose cerebral e 194 pacientes sem toxoplasmose cerebral
participem deste estudo para chegarmos as conclusdes necessérias.
Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum
beneficio dos exames que estamos avaliando.

O objetivo deste termo € convida-lo (vocé ou seu parente) a participar
da pesquisa. Caso vocé aceite participar, sera colhida uma amostra de
sangue de 15 ml, que servira apenas e tdo somente para 0 processamento
dos exames que estamos estudando.

O seu tratamento prosseguira normalmente a cargo dos médicos que
lhe acompanham, e ndo ser4 modificado de maneira alguma caso vocé
participe ou ndo da pesquisa.

Todas as informacdes coletadas serdo mantidas confidencialmente.
Os dados serdo armazenados em um computador sem identificacao, e seu
nome ndo aparecerd em nenhuma publicacdo. Vocé podera ter acesso aos
resultados dos seus exames colhidos durante o estudo, bem como tera
acesso, se assim desejar, as publicacdes pertinentes. Este estudo foi
revisado e aprovado por um Comité de Etica em Pesquisa e esta de acordo
com a Declaracdo de Helsinque que regulamenta a pesquisa médica em
humanos.

A sua participacdo neste estudo € voluntaria. Este estudo ndo implica
qualquer 6nus para o paciente, assim como ndo trara nenhuma despesa
financeira por sua participacao.

Caso vocé decida nao participar, os cuidados médicos que vocé
recebe ndo serdo afetados de qualquer forma. Caso aceite, vocé podera
retirar-se do estudo em qualquer momento, sem afetar os cuidados médicos.

Por favor, sinta-se a vontade para discutir qualquer aspecto referente
a este protocolo com os médicos pesquisadores responsaveis por este
estudo Dr. José Vidal Bermudez (telefone 9588-8756, email:

[bermudez@emilioribas.sp.qov.br), ou Dr. Augusto Cesar Penalva de

Oliveira (telefone 9933-2917, e-mail: rdcassia@uol.com.br).

Adicionalmente, vocé podera contatar o Comité de Etica em Pesquisa

do Instituto de Infectologia Emilio Ribas através do telefone 3896-1281.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, abaixo assinado, afirmo que li na integra e entendi
completamente a Carta de Informagbes. Concordo que as informacoes a
respeito de minha condicdo médica e os resultados obtidos através de
meu sangue podem ser usadas neste estudo. Entendo que mediante
qualquer duvida relacionado a este estudo poderei discutir com os Drs.
José Vidal Bermudez e Augusto César Penalva de Oliveira. Minha
participacédo € voluntaria e livre de qualquer tipo de pressao ou coacéao.
Da mesma maneira, poderei me desligar do estudo em qualquer fase de
evolugédo, sem qualquer penalidade ou 6nus ao meu atendimento pela
Instituic&o.

Eu entendo que as informacgfes serdo confidencias e que meu

nome ndo serd mencionado em qualquer publicacdo deste estudo.

Nome:
Assinatura:
Data: [

Nome do investigador :

Assinatura:

Data: [

Se 0 paciente néo puder assinar:

Nome do representante:

Grau de parentesco:

Assinatura:
Data: [/
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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