IgA Fecal e seus Fragmentos como Ferramenta
Imunoepidemioldgica para Estudar a Prevaléncia da Infeccao
Toxoplasmica em Criancas de 0 a 4 anos Expostas a Alto

Risco de Contaminacéao pelo Toxoplasma gondii

Bianca Magnelli Mangiavacchi

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO
Campos dos Goytacazes, RJ
Dezembro 2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



IgA Fecal e seus Fragmentos como Ferramenta
Imunoepidemioldgica para Estudar a Prevaléncia da Infeccao
Toxoplasmica em Criancas de 0 a 4 anos Expostas a Alto

Risco de Contaminacéao pelo Toxoplasma gondii

Bianca Magnelli Mangiavacchi

“‘Dissertacao apresentada ao Centro
de Biociéncias e Biotecnologia da
Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, como
parte das exigéncias para obtencéo
do titulo de Mestre em Biociéncias e
Biotecnologia”

Orientadora; Dr. 2 Lilian Maria Garcia Bahia de Oliveira

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO
Campos dos Goytacazes, RJ
Dezembro 2009



Devia ter amado mais

Ter chorado mais

Ter visto o sol nascer

Devia ter arriscado mais e até errado mais

Ter feito o que eu queria fazer

Queria ter aceitado as pessoas como elas sdo
Cada um sabe a alegria e a dor que traz no coragdo
O acaso vai me proteger

Engquanto eu andar distraido

O acaso vai me proteger

Engquanto eu andar

Devia ter complicado menos, trabalhado menos
Ter visto o sol se por

Devia ter me importado menos com problemas pequenos
Ter morrido de amor

Queria ter aceitado a vida como ela é

A cada um cabe alegrias e a tristeza que vier
O acaso vai me proteger

Engquanto eu andar distraido

O acaso vai me proteger

Enquanto eu andar

Devia ter complicado menos, trabalhado menos
Ter visto o sol se por.

Devia ter complicado menos, trabalhado menos

Ter visto o sol se por

Compositor: Sérgio Britto



Dedico este trabalho
a minha mde,

minha avo,

minhas irmds

e ao meu namorado.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, que esta sempre ao meu lado dando for¢ca para superar
cada etapa importante na minha formacéo profissional e pessoal.

A minha mae, Regina Coeli, e minha avo, Dalva, por ter permitido que eu estivesse
realizando os meus sonhos mesmo com tantas dificuldades, distancias, saudades e meu
humor inconstante de sempre. AMO MUITO VOCES!

Agradeco as minhas irmas e amigas, Karla e Paula, por fazer os meus dias mais felizes por

estarem perto de mim sempre! Amo vocés!

Ao meu namorado, Leonardo, por estar sempre me apoiando e sendo um grande
companheiro. AMO-TE!

A minha orientadora, Prof. Dra. Lilian Maria Garcia Bahia Oliveira, por acreditar no meu
potencial, pela chance de aprendizado, pela orientacdo dedicada em minha formacéo e
possibilidade de crescimento pessoal e profissional durante todos estes anos.

Ao meu Co-orientador, Prof. Dr. Gilberto Barbosa Domont, por ter me recebido com grande
carinho e atencao em seu laboratorio e ter me orientado no sentido de aprender um

pouquinho do imenso mundo da protedmica.

Aos amigos do LBR, aqueles que ainda estdo e ou que ja partiram para outras
universidades, muito obrigada pelos momentos de ajuda e companheirismo durante os

experimentos, além dos momentos agradaveis de descontracao.

Aos amigos da sala 201, Alba Lucinia, Flavia, Liliani, Marcela, Livia, Fabricio e Ricardo,
muito obrigada pela ajuda nos experimentos, pelos momentos de dificuldades e pelos

momentos de alegria, risadas e bate-papo. Amo todos vocés!

Aos amigos do Laboratorio de Bioquimica do Instituto de Quimica da UFRJ, Fabio, Carlos,
Pedro, Danielle, e os visitantes, Thiago, Maria, Aline, muito obrigada por fazer as 3 semanas

de experimentos exaustivos serem 0s mais divertidos. Ronaaaaaaaaaaaldos, amo vocés!



As amiginhas Ludmila e Lais que me deram abrigo durante as 3 semanas que estive no Rio
de Janeiro realizando os experimentos na UFRJ. Muito obrigada minhas Florzinhas!

As amigas Scheila, Laura e Eliana por estarem sempre por perto! Amos vocés de corag&o!
Agradeco ao Prof. Dr. Milton Masahiko Kanashiro, a Prof. Dra. Olga Lima Tavares Machado
e a Dra. Regina Célia Campos de Sousa Fernandes, que aceitaram prontamente a participar

da banca examinadora desta dissertacao.

Agradeco a Dra. Alba Lucinia Peixoto Rangel por ter aceitado revisar essa dissertacao.

Enfim, a Comunidade do Matadouro, 0 meu muito obrigado, pois se ndo fossem vocés este

trabalho nao seria realizado.



Este trabalho foi realizado gracas ao auxilio das seguintes Instituicdes:

Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela

concessao da bolsa de P4s-Graduacao;

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) pelo o
financiamento do projeto aprovado no edital Universal em 2007;

Laboratério de Biologia do Reconhecer, na Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em cujo laboratério esta pesquisa foi realizada;

Laboratério de Quimica de Proteinas — Unidade de Proteémica do Instituto de Quimica
(UFRJ), onde os experimentos de analise protedmica desta pesquisa foram realizados;

Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), onde foi utilizado o aparelho MALDI-TOF-TOF para

a identificacdo das proteinas;



INDICE

RESUMO Xii
ABSTRACT xiii
LISTA DE ABREVIATURAS Xiv
INDICE DE FIGURAS XVi
INDICE DE QUADRO E TABELAS XiX
I. INTRODUCAO 1
O N 0> (o] o] F= 1= 1 1 [0 1T TSR 1
0 I O o 1151 (o 4 (oo PP RTUPRPTPPPPUPR 1
U 2 @ I o) 'do] o] F= 1] 1 F= o 0] 1 [ L 3
00 I L @ Tod (o T =7To ] (oo ol o FU PP PR UPPP PP PP 5

O B I = 1 1] 1 11157 U OO PEERRRR
O T = o110 [T ¢ YT [T = T 8
1.1.6. Imunidade contra ToXoplasma QONGii..........civeiiieriiiiiieiieii e e e e e 10
N A B 1= To T 1< 1 o] TR TR 7
O 11 ¢ 10T (oo | (o] o U] L1 = N A N 20
1.2.1. Anticorpos IgA contra T. goNdii €M MUCOSAS. ........ueiiiiiiieiii e e e e st e e s e eeaes 23
G o) (0] o =Ty o FoY U =] e = [07= LT 25
1.3.1. Estudos sobre a Toxoplasmose congénita € Nneonatal.............cceeeeiiiiiiiiiieiiiiiiieee e 29
1.4. Estudo de proteinas na infeccao pelo Toxoplasma gondii — Protedmica..........ccoocoevvvvvveereeenennn. 31
34

II. JUSTIFICATIVA

ll. OBJETIVOS 37
T I @ ] o 1=y 1A V{0 T o 1= = | 37
T O] o 1=y AV o=t o =Tod i [oT0 LT TR 37

IV. POPULAGCAO ESTUDADA, MATERIAL e METODOS 39
o I [ o [\ VAo S T F Y = (o S0 F= W o =tT o [V LT W 39

40

N 1 1[0 1 (= TR [ (VA= T



4.2.1. Extragé@o de Imunoglobulinas de extratos fECAIS...........cccuviieiiiiiiieiiii e

4.2.2. Classificacdo das amostras de fezes n0os grupos G1 € G2.........cccccvvvvvveieeeeeeeeeeescnnvvnnees
4.3. Deteccdo de anticorpos IgA anti-T. gondii com utilizacdo do kit Platelia ™ Toxo IgA TMB

(DIAGNOSHIC PASTEUI)......eeeieieiietiie ettt et e e et e e s a bt e e e ek bbbt e e s bttt e e s aabb e e e e s nanbn e e e e annneeeas
4.4. Dosagem de proteinas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).........ccccueiiiereniieeeiienennn

4.5. Purificacéo de IgA anti-T. gondii por cromatografia de afinidade em coluna de jacalina............

I AN T= 1 Y=l = 0] (=T0 11 4 o= N

4.6.1. Avaliagdo das proteinas das amostras de fezes por eletroforese em gel de
[0 To 1= Tl ] =T T o F= T 0 PP

4.6.2. Precipitacdo de proteinas com etanol/aCcetona...........cooocvviiiiiiiiee i

4.6.3. Precipitacdo de proteinas com &cido tricloroacético (TCA) ....covvveeeeeiiiiiieeeiiiiiieeesiieeeeens
4.6.4. Eletroforese bidimensional, Revelagdo e Obteng&o de imagem.........ccccceeeeeeniiiiininnneen.

4.6.5. Selecdo e Processamento dos spots para espectrometria de massas.........ceeevveevvenenen.

4.6.6. Espectrometria de massas (SHEVCHENKO et al., 1996)..........cccciiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeenn,

4.6.7. ANAIISE dOS FESUILATOS. .....vvn it e e ettt e e e e s e bbb e e e s e sb bbb e e eeesbbaaa e eeaerenes

V. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo de IgA anti- T. gondii em amostras de fezes com a utilizagdo do kit Platelia™ Toxo
IQA TMB (DIagnOSHIC PASTEUI).....uuuitiieitiiieiie e ie i e ie e e e e e e e e e et et ettt e s e e e e e e e e aaeaaaaeaaaaeaeeeeees

5.2. Avaliacdo das amostras de fezes por eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida-

5.3. Avaliacdo das amostras dos grupos G1 e G2 por eletroforese unidimensional em gel de

POLIACTIAMIAA-SDS........eeeiiie ittt s ettt e e s b bttt e e s bbbt e e e s sabb et e e s nabbe e e e e annrneeas

5.4. Purificagéo de IgAs por cromatografia de afinidade em coluna de jacalina...............ooocuviivneeeen.

5.5. Eletroforese unidimensional do material ndo adsorvido e purificado (IgA) do grupo G2
atraves da COlUNG A JACAIINA.........ieiiiuiiiii ettt e e e e st e e e et er e e e enbee e e e asbbeeeeeannees
N AN F- 1Tl o (o] 1=T0 o o7 USRI
5.6.1. Determinacdo das regides nos geéis unidimensionais para o0 seqilienciamento de
proteinas por eSPECtrOMELria A8 MASSAS.........uieiiiiiiieesiiiite e s et e e e astiiee e e s e e e e e staeareeeeataeaeessnsaeeaesannes
5.6.2. Identificacdo de proteinas da amostra do grupo G2, extraidos do gel unidimensional,

POr €SPECITOMELIIA G MASSAS. . ..veiiiiiiitiiie e iteiee ettt ee e e e ettt e e e ettt e e e st b e e e e s abaeeeeesnbebeeeessnbeeeeessnbbeeeeeaeanes

41

41

42

43

43

44

45

46
46

47

48

49

49

52

52

54

57

59

60
62

62

65



5.6.3. Precipitacdo de proteinas com etanol/acetona das amostras dos grupos G1 e G2,

Eletroforese bidimensional, Revelacdo e Analise da imagem..........ccoooiciiiiiiiiire e

5.6.4. Precipitagdo de proteinas com acido tricloroacético (TCA) das amostras dos grupos

G1, Eletroforese bidimensional, Revela¢@o e Analise da imagem..........cceeviieiiieiiieniee e

5.6.5. Selecao e processamento dos spots para Espectrometria de massas.............ccccvvvvveeenn.

5.6.6. ldentificacdo de proteinas da amostras dos grupos G1 e G2 por Espectrometria de
MASSAS MALDI TOF-TOF ... .. e e e e e et e e e e e e e e e e e e eeeas

VI. DISCUSSAO

VII. CONCLUSAO

VIl. REFERENCIAS

ANEXOS

Parecer do Comité de Etica e Pesquisa
Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Termo de Estocagem

67

72

74

78

83

95

97



RESUMO

Nesse trabalho investigamos condicdes metodoldgicas para a identificacéo de
IgA fecal de criancas expostas a ambientes de alto risco de infeccao pelo T. gondii
no municipio de Campos dos Goytacazes (RJ). Utilizamos 2 grupos de amostras, G1
e G2, que foram separados conforme a especificidade de imunoglobulinas IgA
contra o parasita por meio de ELISA utilizando o Kit Platelia™ Toxo IgA TMB
(Diagnostic Pasteur) e o perfil eletroforético das proteinas por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE). Na tentativa de purificagéo da
IgA presente nas amostras de fezes, utilizamos a cromatografia de afinidade em
coluna de jacalina, onde obtivemos a identificacdo apenas de fragmentos da cadeia
de imunoglobulinas através da espectrometria de massas. A analise de proteinas
presentes nos grupos Gl e G2 pela eletroforese bidimensional favoreceu a
identificagdo de fragmentos de imunoglobulinas, tanto da cadeia leve quanto da
cadeia pesada, enzimas e proteinas ligadoras de anticorpos que podem estar
relacionadas com a situacdo de infeccdo pelo parasita Toxoplasma gondii em nivel

de mucosa.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, IgA , criancas.
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ABSTRACT

In this paper we investigate methodological requirements for the identification of
fecal IgA of children exposed to environments high risk of infection by T. gondii in
Campos dos Goytacazes (RJ). We used 2 groups of samples, G1 and G2, which
were separated according to the specific immunoglobulin IgA against the parasite by
using the ELISA Kit Platelia™ Toxo IgA TMB (Diagnostic Pasteur) and
electrophoretic profile of proteins by electrophoresis in polyacrylamide gel containing
SDS (SDS-PAGE). In an attempt to purify the present IgA in fecal samples, we used
affinity chromatography on jacalin column, where we have had only the identification
of fragments of light chain immunoglobulins by mass spectrometry. The analysis of
proteins present in G1 and G2 favored by two-dimensional electrophoresis to identify
fragments of immunoglobulins of both light chain and heavy chain, enzymes and
protein-binding antibodies that may be related to the situation of infection mucosal by
the parasite Toxoplasma gondii.

Key words: Toxoplasma gondii, IgA, children.
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Introdugdo

l. INTRODUCAO

A Toxoplasmose, zoonose causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, €
amplamente distribuida em humanos e animais homeotérmicos. Este parasita &
prevalente em diversas regides do planeta sendo de grande importancia veterinaria
e médica, por causar aborto ou doenca congénita em seus hospedeiros
intermediarios (TENTER et al., 2000).

Em geral, a infeccdo € assintomatica, no entanto, pode ocorrer no adulto
quadro agudo febril com linfoadenopatia, e em criancas a forma subaguda, com
encefalomielite e retinocoroidites (REMINGTON et al., 2001). Neste ultimo grupo faz-
se importante distinguir entre a doencga congénita ou neonatal e a infeccdo pds-natal.
Os sintomas usuais da infec¢do congénita sdo a retinocoroidite em 90% dos casos,
seguida de calcificacbes cerebrais (69%), perturbacbes neurologicas (60%) e
microcefalia (50%). A maioria dos casos de Toxoplasmose adquiridos na infancia ou
na idade adulta € assintomatica, sem exibicdo de quadro definido. Os sintomas mais
frequentes sdo formas subclinicas diagnosticados somente com exames clinicos de
rotina, formas com adenopatia sem febre e formas febris com adenopatia as vezes

acompanhados de sintomas como mialgias, cefaléia e anorexia.

No universo das retinocoroidites toxoplasmicas a infec¢do adquirida apos o
nascimento tem maior impacto do que a infeccao congénita pelo fato de ser a forma
mais comum de se adquirir a doenca (SIBLEY & BOOTHROYD, 1992), apesar de

raramente ocorrerem formas fatais (REMINGTON et al., 2001).

1.1 A Toxoplasmose

1.1.1 Histodrico

A Toxoplasmose € uma doenca parasitaria descrita independentemente por

Splendore no Brasil, em coelhos, e por Nicolle e Manceaux, na Tunisia (NICOLLE &
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MANCEAUX, 2009; SPLENDORE, 2009a, 2009ab). Em julho de 1908, Alfonso
Splendore descreveu um parasita que havia causado a morte por paralisia em um
coelho e o denominou Toxoplasma cuniculli (SPLENDORE, 2009a). Charles Nicolle
e Louis Manceaux, em outubro de 1908, observaram o parasita em células
mononucleares do baco e figado de um roedor norte-africano, o gundi
(Ctenodactylus gundi). Primeiramente, tentaram denomina-lo Leishmania gondii pela
semelhanca do novo parasita com 0s protozoérios do género Leishmania (NICOLLE
& MANCEAUX, 2009). No entanto, no ano seguinte, decidiram com base em
critérios morfolégicos que o parasita ndo se tratava de um organismo do género
Leishmania. Propbs-se, entdo, o nome Toxoplasma e renomeou-se 0 parasita
encontrado como Toxoplasma gondii (NICOLLE & MANCEAUX, 2009), devido a
identificacdo nominal incorreta, por Nicolle & Manceaux, do hospedeiro que por ele
foi denominado Ctenodactylus gondii (DUBEY, 2008). Portanto, cabe a Splendore e
também a Nicolle e Manceaux a descoberta e os primeiros registros cientificos do
Toxoplasma gondii.

O primeiro caso em seres humanos foi relatado em 1923, pelo oftalmologista
Janku. Este registrou o primeiro caso de Toxoplasmose ocular em uma crianca de
11 meses de idade que apresentava um quadro de hidrocefalia congénita (JANKU,
1923 apud REMINGTON et al., 2001). Entretanto, a Toxoplasmose como doenca em
humanos sé passou a ter impacto na medicina em 1937 com os trabalhos de Wolf e
Cowen nos Estados Unidos (WOLF & COWEN, 1937) que descreveram um caso
fatal de encefalite granulomatosa, causada pelo T. gondii, em uma crianca de 3 dias
de vida. De 1937 a 1942, Wolf, Cowen e colaboradores contribuiram para que a
Toxoplasmose fosse reconhecida como doenca importante em humanos ao
publicarem uma série de trabalhos relativos ao reconhecimento e reclassificacdo do
parasita de outros casos ja publicados. Com estes trabalhos ficou estabelecido que
a Toxoplasmose é também uma doenca transmitida congenitamente, pois apesar
das mées serem assintomaticas, estas apresentavam anticorpos IgG anti-T.gondii
indicando a transmissédo congénita (FERGUSON, 2009).

A forma adquirida da Toxoplasmose foi inicialmente descrita por Pinkerton e
Weinman (PINKERTON & WEINMAN, 1940), em um adulto jovem com doenca

generalizada. Os primeiros estudos epidemiologicos da Toxoplasmose somente
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puderam ser realizados apds 1948, posteriormente a publicacdo de Sabin e Feldman
(SABIN & FELDMAN, 1948) sobre a metodologia do “dye test”. A partir de entdo foi
possivel demonstrar que a Toxoplasmose € uma infeccdo comum ao homem em
todo o mundo. Apesar da caracterizacdo da doenca no homem e nos animais, as
principais vias de contaminag&o ainda continuaram desconhecidas até metade da
década de 1960.

Embora a via congénita e a alimentar (carnivorismo) fossem importantes na
transmissdo do Toxoplasma gondii, ndo se podia explicar a infeccdo em individuos
estritamente vegetarianos e animais herbivoros (DUBEY, 2008). Esse fato pode ser
esclarecido quando o ciclo de vida do T. gondii foi elucidado apds descobrir-se que
fezes de gato podiam conter uma forma resistente do protozoario, que causava
infeccdo quando ingerido por hospedeiros intermediarios (HUTCHISON, 1965),

justificando assim a infeccdo em individuos vegetarianos (FERGUSON, 2009).

No entanto, somente na década de 70 (FRENKEL & DUBEY, 1970) o ciclo de
vida do Toxoplasma gondii foi desvendado com a descoberta da fase sexual do
parasita no intestino delgado do gato. Esta descoberta foi fundamental para que se
pudesse avancar em pesquisas epidemioldgicas sobre o modo de transmissao da

infecgcdo ao homem.

1.1.2. O Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii infecta diversos tipos celulares de animais
homeotérmicos. E pertencente ao Reino Protozoa, Filo Apicomplexa, Classe
Sporozoea, Ordem Eucoccidiida, Familia Sarcocystiidae e ao Género Toxoplasma.
O nome Toxoplasma é derivado de sua forma em lua crescente (taxon = arco,
plasma = forma, grego), mede de 4-8 mm de comprimento por 2-4 mm de largura.
Este filo é caracterizado pela presenca de um complexo apical composto de
organelas secretoras especializadas, abrigando patdgenos de importancia médica e
veterinaria como o Plasmodium spp (agente causador da malaria) e o
Cryptosporidium spp (agente causador de diarréias graves). A capacidade de

coexistir benignamente com o hospedeiro o torna um parasita altamente bem
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sucedido e também um modelo muito adequado e utilizado para estudo do
parasitismo intracelular (DUBEY et al., 1998).

O T. gondii, por ser um parasita intracelular obrigatorio, invade 0s mais
diversos tipos de células nucleadas. A interacdo do parasita com a célula hospedeira
acontece mediante dois processos principais: a adeséo e a invasdo, sendo auxiliada
pela secrecdo das roptrias, micronemas e granulos densos, e pelo movimento do
condide. A baixa restricdo por células hospedeiras indica que os ligantes e
receptores que medeiam a adesdo do parasita as ceélulas sédo, provavelmente,
altamente conservados e igualmente distribuidos (TOMAVO, 1996). Robinson
(ROBINSON et al., 2004) mostrou que a P30 (SAG-1), uma proteina majoritaria na
superficie do T. gondii, se liga a superficie celular do hospedeiro através de
glicosamina presente nestas células, sendo esta adesdo importante no processo de
invasdo do parasita. O T. gondii apresenta trés estagios infecciosos: taquizoitos

(clones), bradizoitos (cistos teciduais) e esporozoitos (oocistos).

O termo “taquizoito” foi atribuido por Frenkel para descrever a forma de
proliferacdo rapida em células do hospedeiro intermediario e em células nao
intestinais do hospedeiro definitivo (FRENKEL, 1973). Eles podem se dividir
rapidamente nas células hospedeiras e séo responsaveis pela manifestacao clinica
da infecgcao (KIM & WEISS, 2008).

O termo “bradizoito” foi também determinado por Frenkel e define os
parasitas que se multiplicam vagarosamente no interior de cistos contidos nos
tecidos hospedeiros (FRENKEL, 1973). Esses cistos variam de tamanho e, quando
jovens, podem apresentar menos de cinco milimetros de didametro e somente dois
bradizoitos, enquanto os mais velhos podem conter centenas de organismos. Os
cistos teciduais presentes no cérebro sdo geralmente esferoidais e raramente
ultrapassam setenta milimetros de didmetro. J& cistos intramusculares sé&o
alongados e podem ter cem milimetros de comprimento (DUBEY et al., 1993). Além
disso, os cistos podem se desenvolver em 0Orgaos viscerais que incluem figado,
pulméo e rins (DUBEY & BEATTIE, 1988), porém possuem preferéncias por tecidos
musculares e neurais bem como ocular. Em muitos casos de reativacdo da doenca

ocorrem encefalites ou retinocoroidites.
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Tanto taquizoitos como bradizoitos se multiplicam assexuadamente por
endodiogénia, uma forma especializada de reproducdo onde um U(nico parasita
origina dois. O bradizoito se difere estruturalmente do taquizoito por apresentar seu

nacleo na extremidade posterior do parasita.

O oocisto é o zigoto, resultante do processo de reprodugdo sexuada no
epitélio intestinal do gato onde ocorre a fusdo do gameta masculino, microgameta,
com o gameta feminino, macrogameta, formando uma estrutura envolta por dupla
membrana, que contém em seu interior dois esporocistos, cada um contendo quatro
esporozoitos. Os esporocistos liberados esporulam no ambiente dentro de cinco
dias, dependendo do grau de aeracdo e temperatura, originando oito esporozoitos.
O oocisto nédo esporulado mede de dez a doze milimetros de diametro enquanto o

esporulado mede de onze a treze milimetros de didmetro (DUBEY et al., 1998).

1.1.3. Ciclo bioldgico

O Toxoplasma gondii apresenta um ciclo heteroxeno, pois possui como
hospedeiros intermediarios animais homeotérmicos nos quais apenas a fase
assexuada do ciclo de vida se completa, e hospedeiros definitivos (gato e outros
felideos), onde parasita completa seu ciclo de vida, que inclui a fase assexuada

(extraintestinal) e a fase sexuada (enteroepitelial).

A fase sexuada tem inicio quando o felideo ingere uma das formas infectivas
do parasita. Ao atingir o intestino desse felideo o parasita penetra nas células
epiteliais onde se tornam arredondados e comecam a se multiplicar
assexuadamente por esquizogonia. Ao final do processo de esquizogonia, 0S
merozoitos formados rompem as células hospedeiras e infectam novas células,
perpetuando a infec¢do. Alguns merozoitos, no entanto, se diferenciam em gametas
femininos (macrogametas) ou masculinos (microgametas), os quais se fundem e déo
origem ao zigoto. O zigoto, por sua vez, evolui para oocistos, 0s quais sdo
eliminados junto com as fezes. Quando no ambiente, estes oocistos esporulam

formando em seu interior dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos. Este
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ciclo ocorre em felinos e corresponde a reproducdo sexuada (FRENKEL et al.,
1970).

A fase assexuada (extraintestinal) € comum aos hospedeiros intermediarios e
definitivos. Esta fase comeca quando o hospedeiro ingere alimentos ou agua
contaminados com oocistos maduros, entra em contato com taquizoitos eliminados
na urina, leite, esperma (NGUYEN et al., 1996; POWELL et al., 2001; DUBEY &
SHARMA, 1980) ou quando ingere cistos presentes em carnes cruas ou mal
cozidas. As formas infectivas do parasita penetram em varias células teciduais e se
multiplicam dentro do vacuolo parasitoforo, por endodiogenia, formando
pseudocistos. Estes, ao atingirem certas dimensdes, rompem-se liberando os
taquizoitos que infectam outras células adjacentes ou distantes, através da via
linfatica ou sanguinea. Com o desenvolvimento da imunidade especifica, em
hospedeiros imunocompetentes, os toxoplasmas se encistam e se reproduzem
também por endodiogenia, porém muito lentamente, formando grandes aglomerados
parasitarios. Os cistos formados podem ser arredondados ou alongados, contendo
em seu interior centenas de formas parasitarias de lenta multiplicacdo, os

bradizoitos.

1.1.4 Transmissao

Levando-se em conta o ciclo evolutivo do parasita, o0 homem adquire a

infecgao principalmente por trés vias (Figura 1):

(1) Ingestdo de oocistos, distribuidos no ambiente pela chuva, vento e agua;
alimentos colhidos no solo; areia em torno das casas, jardins, campos; reservatorio
de &gua e a partir de quaisquer locais onde os gatos defecam (BENENSON et al.,
1982; BOWIE et al, 1997; BAHIA-OLIVEIRA et al.,, 2003), podendo ainda
disseminar-se através de hospedeiros transportadores de oocistos, tais como
moscas, baratas e minhocas (SMITH & FRENKEL, 1978; DUBEY, 1998; BUXTON,
1990). Os oocistos esporulados podem permanecer infectantes em solo uamido e
sombreado por periodos de 12 a 18 meses (KAWAZOE, 1995; FRENKEL, 2000).
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(2) Ingestdo de cistos teciduais através de carne crua ou mal cozida,

especialmente de aves ou mamiferos. Os cistos sobrevivem por semanas quando
refrigerados entre 1- 4°C (DUBEY, 1998a) por um periodo de até uma semana se
congelados a temperatura entre -1 a -8°C (KOTULA, 1991). A maioria dos cistos

teciduais é morta a -12°C (DUBEY, 1998a). O aquecimento acima de 60°C por
tempo de 4 min seguramente mata os cistos teciduais (DUBEY, 1998a);

(3) Infeccao transplacentaria, que ocorre em decorréncia da passagem da

infecgao por T. gondii da mée para o feto. Cerca de 40% dos fetos s&o infectados
por essa via em mulheres que adquirem a infec¢do toxopldsmica durante a gravidez
(DESMONT et. al., 1985).
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Figura 1: Principais vias de contaminacao pelo Toxoplasma gondii.
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Ha ainda outras formas de infec¢do por este parasita, tais como através de
transfusdo de sangue e células, transplante de 6rgdos e acidentes em laboratérios
devido & manipulacédo de animais infectados ou material contaminado (OREFICE &
BAHIA-OLIVEIRA, 2005).

1.1.5. Epidemiologia

A Toxoplasmose possui ampla distribuicdo mundial, porém sua incidéncia &
maior em areas tropicais e diminui com o aumento da latitude (PETERSEN, 2007).
Por isso, sdo evidentes os diferentes enfoques que esta doenca recebe em diversos
paises, por ser uma enfermidade relacionada a diversos fatores, desde higiene,
fatores ambientais, falta de infra-estrutura sanitaria, passando por questdes culturais
além da convivéncia entre hospedeiros intermediarios e hospedeiros definitivos
(CHATTERTON, 1992).

Habitos culturais relativos a alimentagdo e higiene provavelmente
representam a causa principal das diferencas entre a frequiéncia de infeccéo de T.
gondii de um pais para outro e mesmo de uma regido para outra no mesmo pais, e
de um grupo étnico para outro na mesma regido (TENTER, 2009). A forma
taquizoita apresenta maior papel na transmissdo vertical do Toxoplasma gondii e
sdo extremamente sensiveis as condicfes do ambiente e morrem rapidamente uma
vez fora do hospedeiro. Sendo assim, a transmissdo do Toxoplasma gondii pela
forma taquizoita ndo ¢é tdo importante epidemiologicamente, porém ocorre
frequentemente (TENTER, 2009). Em geral, a maioria das transmissfes de animais
para humanos ocorre pela ingestdo de cistos presentes em carnes infectadas,
produtos de origem animal e visceras ou pela ingestdo de alimentos ou agua
contaminados por oocistos esporulados provenientes do ambiente ou diretamente
das fezes de felinos contaminados (TENTER, 2009).

Tem sido observada diminuicdo na prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii
nos Estados Unidos e na Europa durante as ultimas trés décadas. Esta diminuigdo
estd acontecendo mais em paises que anteriormente tinham alta prevaléncia de

Toxoplasmose e passaram a efetivar acdes preventivas. Na maioria daqueles
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paises, a ingestdo de carnes curadas ou mal cozidas se configurava como o
principal fator de risco da infeccdo toxoplasmica. Portanto parece légico relacionar
esta diminuig&o da infeccdo em humanos com a diminuigéo da presenga de T. gondii
em animais cuja carne € utilizada para alimentacdo. Isso decorre da aplicacdo de
métodos de melhoramento na criacdo dos animais e do processo de conservacao e
preparo da carne (REMINGTON et al., 2001). Estes fatos comprovam que o habito
alimentar de consumo de carnes e produtos de origem animal, crus ou mal cozidos

tem grande importancia na epidemiologia da Toxoplasmose.

No ambito mundial, a prevaléncia da Toxoplasmose costuma estar
compreendida entre 20% e 50% ou mais. No Brasil, a prevaléncia da doenca situa-
se entre 50% e 80% (GUIMARAES et al., 1993).

O primeiro relato de surto de Toxoplasmose no Brasil foi feito por Magaldi e
colaboradores (MAGALDI et al., 1967), onde de 81 individuos que viviam em um
seminario em Braganca Paulista, Sdo Paulo, 30 apresentaram a doenca. Em virtude
do pouco conhecimento sobre a sua epidemiologia naquela época, 0s autores
chegaram ao fim da investigagdo sem comprovacdes e conclusbes a respeito das

fontes de infec¢do ou das vias de transmissao.

A transmissdo dos oocistos via agua, tem sido evidenciada em trabalhos
baseados em surtos epidémicos. O primeiro relato de surto de Toxoplasmose
relacionado com a ingestdo de agua, provavelmente contaminada com oocistos,
ocorreu no Panamé em 1979 com tropas Britanicas (BENENSON et al., 1982). Outro
surto ocorreu na Columbia Britdnica no Canadd em 1995, onde 110 casos de
Toxoplasmose aguda foram identificados (BOWIE et al. 1997).

Em 2001 foi possivel demonstrar pela primeira vez no mundo a presenca do
parasita na agua suspeita de ser o veiculo de contaminagcdo em um surto. Em
estudo realizado entre 2001 e 2002 no municipio de Santa Isabel do Ivai no Parana
foram confirmados quase 300 casos de Toxoplasmose aguda. A andlise de
amostras de agua, provenientes de reservatorios que abastecem a cidade,
confirmou que este surto de Toxoplasmose estava associado com a ingestdo de
agua contaminada ou ingestdo de sorvete preparada com agua contaminada por

oocistos. A investigagcdo concluiu que a fonte de contaminacdo foi um dos
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reservatorios de 4gua da cidade contaminado por fezes de gato contendo oocistos
de T. gondii. (DE MOURA et al., 2006).

No Municipio de Campos dos Goytacazes mostrou-se que em determinadas
areas esta pode ser uma importante forma de transmissdo da doenca (BAHIA-
OLIVEIRA et al., 2003). Este estudo epidemiologico apontou altas prevaléncias em
boa parte da populacao, principalmente nos individuos de baixa renda e que vivem
sob condi¢des de vida precarias (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). A Toxoplasmose
em Campos dos Goytacazes € prevalente em 84% da populacdo de baixa renda
enquanto que nas populacbes de médio/baixo e médio/alto poder aquisitivo a
prevaléncia € de 62% e 23% respectivamente (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). Os
principais fatores de risco para a infec¢cdo na populacédo de baixa renda bem como
para a de médio/baixo poder aquisitivo foram: a ingestdo de agua néo filtrada assim
como também agua de poco ou ainda de rios ou lagoas. As curvas de prevaléncias
mostram que na populagéao de baixa, bem como de media/baixa renda na faixa de 0

a 9 anos o percentual de positividade esta em torno de 60%.

A infeccdo toxoplasmica responde como a principal causa de uveites
posteriores no Brasil (OREFICE & BAHIA-OLIVEIRA, 2005). As retinocoroidites
ocorrem em cerca de 10% da populacdo soropositiva para Toxoplasmose. No
entanto, na faixa etaria de 0 a 9 anos no estudo acima mencionado, poucos
individuos foram avaliados bem como o impacto da doenca ocular nesta faixa etaria

necessita ser investigado em maiores detalhes.

1.1.6. Imunidade contra o Toxoplasma gondii

Fatores como tamanho do indculo, a viruléncia, o background genético, sexo,
e estado imunolégico parecem afetar diretamente o curso inicial da infeccéo
toxoplasmica em humanos (MONTOYA & LIESENFELD, 2004).

A Toxoplasmose em humanos é adquirida principalmente por ingestao oral de
cistos teciduais presentes em carnes contaminadas e/ou oocistos provenientes de
solo ou agua contaminados (KASPER et al., 2004). Uma vez ingerido, a parede do

cisto/oocisto do T. gondii € digerida no intestino delgado, e entdo os parasitas
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infectam as células epiteliais, e se disseminam pelo hospedeiro, em particular, para
0 musculo e sistema nervoso central (KASPER et al., 2004). Esse processo € pouco
entendido, mas trabalhos recentes sugerem que células dendriticas CD11c+ podem
agir como “Trojan Horses” e disseminar a infeccdo (COURRET et al.,, 2006,
LAMBERT et al., 2006).

O epitélio intestinal apresenta-se como uma barreira fisioldgica e imunolégica
na detencdo de microorganismos e substancias estranhas. Quando o T. gondii
invade a mucosa intestinal, ele se depara com uma barreira fisiologica formada por
um conjunto de células denominadas enterdcitos. O T. gondii tem desenvolvido
muitas estratégias para ndo somente se ligar a estas células como também para
invadir e se disseminar pelo epitélio (BUZONI-GATEL & WERTS, 2006). Os
enterocitos por sua vez, respondem a infeccdo com a secrecdo de citocinas e
quimiocinas (IL-1 e IL-6, GM-CSF). Estas moléculas séo cruciais para 0 processo
inflamatério da mucosa por aumentar a atracdo de leucécitos polimorfonucleares
(PMNs), macrofagos e células dendriticas para o sitio de infeccdo e por auxiliar no
processo de remocéao do parasita (BUZONI-GATEL et al., 2006).

O T. gondii estimula, primeiramente, a imunidade inespecifica que confere ao
hospedeiro certa resisténcia a outros agentes patogénicos, como virus, parasitas
intestinais e determinados tumores. A imunidade inespecifica € desenvolvida
principalmente por macrofagos e células Natural Killer (células NK). Esta resposta é
estimulada antes da expansdo e ativacdo de células T, ou seja, da imunidade

especifica.

Os leucdcitos polimorfonucleares (PMN), conhecidos como os primeiros tipos
celulares a alcancarem um sitio de infeccdo, exercem sua atividade antimicrobiana
através da fagocitose e inativacdo de patdégenos usando seus mecanismos de
citotoxicidade. O trafico dessas células € dependente da expressao de receptores de
quimiocinas (CXCR2 ou CXCR1). Determinados estudos mostram que modelos
murinos com deplecdo de PMNs apresentam baixa funcdo antimicrobiana (BLISS et.
al., 2001). Além disso, as PMNs produzem IL-12 e TNF-a bem como quimiocinas
guando estimuladas por antigenos de T. gondii que induzem o recrutamento e

ativacdo de macréfagos e células dendriticas (DENKERS et. al., 2004).
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A infeccdo de células dendriticas ou macrofagos da lamina prépria pelo T.
gondii induz uma série de eventos da resposta imune inata (Figura 2) que leva ao
processo de remocao do parasita (BUZONI-GATEL et al., 2006) visto que, uma vez
estimuladas estas células podem ser diretamente microbicidas e produtoras de
citocinas como IL-12 e TNF-a (BUZONI-GATEL & WERTS, 2006). Estas citocinas
agem em conjunto induzindo as células NK a secretarem IFN-y, que por sua vez
intensifica a ativacdo de macrofagos infectados e ativam macrofagos nao-infectados,
estimulando o seu metabolismo oxidativo. Acredita-se que a ativagdo primaria
destas células seja de grande importancia para o controle da rdpida proliferacdo dos
taquizoitos, visto que estas apresentam um mecanismo de defesa ao parasita
independente de células T, precedendo assim a ativacdo da imunidade especifica
(FILISETTI & CANDOLFI, 2004).

Para iniciar a resposta imune especifica, a apresentacdo de antigenos é
requerida. Os enterdcitos podem trabalhar como células apresentadoras de
antigenos (APCs) e promover a ativacdo dos linfocitos. No entanto, células
dendriticas e macrofagos que infiltram o epitélio infectado também possuem o papel
de células apresentadoras de antigenos para ativacdo de células T CD4+. As
citocinas produzidas por enterécitos infectados e também por células dendriticas
estimulam a ativacdo de células T, bem como de células T NK (NKT) e NK a
secretarem IFN-y. Isto promove a liberacdo do T. gondii (BUZONI-GATEL & WERTS,
2006).

Em camundongos, apés a infeccdo com T. gondii, a populacao de células NK
passa a expressar CD44. Tanto IL-12 como IL-15 promovem a regulacdo e ativagao
de CD44, aumentando a capacidade de producdo de IFN-y por estas células
(SAGUE et. al., 2004). Em estudo recente foi confirmado o papel importante das
células NK na inducédo da imunidade por células T CD8+ (COMBE et al., 2005).

As células T Natural Killer (NKT) representam uma pequena classe de
linfécitos T que compartilha a estrutura do receptor com células T convencionais e
células NK. Foi mostrado que camundongos deficientes em células NKT sédo mais
resistentes que camundongos C57BL/6 no desenvolvimento de ileite, resultante da

infecgéo pelo T. gondii (RONET et al., 2005). Este efeito protetor é caracterizado por
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uma mudanca na producdo de citocinas pelas células NKT em direcdo ao perfil Th2

e correlacionando com um aumento de linfécitos FoxP3.

Linfécitos T CD4" e T CD8" sdo pecas importantes no jogo da resisténcia
contra o T. gondii desenvolvida pelo hospedeiro. A resisténcia esta fortemente
relacionada com a resposta Thl, promovida por IFN-y e IL-12 produzidas pelas
células da resposta imune inata. A acdo combinada dessas citocinas e outros
mecanismos imunolégicos protegem o hospedeiro contra a rapida proliferacdo de
taquizoitos e subseqlentes alteragbes patoldgicas (MONTOYA & LIESENFELD,
2004). Além disso, o controle da infeccao toxoplasmica resulta também da sinergia
entre os linfocitos T CD4" e linfécitos T CD8" (GAZZINELLI et al., 1991).

Células T CD8" tanto de camundongos como de humanos secretam IFN-y e
exibem in vitro citotoxicidade dirigida as células infectadas (DENKERS et al., 1996).
Células Thl CD4" produzem IFN-y e IL-2, sendo IL-2, responsavel pela ativacdo de
células NK e células T as quais sédo citotoxicas para as células-alvo infectadas com o
T. gondii. Células Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-10 que estdo associadas a baixa
regulacdo da resposta imune mediada por célula. Posteriormente, estes subgrupos
de células T sdo capazes de regular cruzadamente as atividades uma das outras.
Por exemplo, IL-10 inibe a producéo de IFN-y, e este inibe a proliferacao de células
Th2 (KASPER et al., 2004).

Portanto, uma grande variedade de citocinas € produzida em conseqiéncia
da resposta imune do hospedeiro contra o T. gondii. Estas citocinas podem atuar no
curso da infec¢cdo controlando tanto o crescimento dos parasitas, quanto a
magnitude da resposta imune contra 0 mesmo. Assim, uma resposta imune efetiva
contra os parasitas pode se tornar lesiva para o hospedeiro gerando processos de
auto-agresséao caso ela ndo seja devidamente balanceada (KASPER et al., 2004).
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IMUNIDADE INATA IMUNIDADE ADAPTATIVA

Toxoplasma gondii

TGFB\ IL-10

IL-12=—»

Figura 2: Eventos intracelulares e extracelulares na superficie de mucosa que promovem a
eliminacdo do Toxoplasma gondii (extraido e modificado de Buzoni-Gatel et al., 2006)
Legenda: NO (6xido nitrico); IEL (linfocito inter-epitelial); IL-15 (interleucina 15); NK (célula
Natural Killer); NKT (célula T Natural Killer); INF-y (Interferon gama); PMN (célula
polimorfonuclear); IL-12 (interleucina 12); M¢ (Macréfago); TGF-B (Fator de crescimento
beta); IL-10 (Interleucina 10); DC (célula dendritica).

A resposta humoral é caracterizada pela proliferacdo de linfocitos B que séo
ativados contra antigenos, sendo necessaria a participacgéo das células T CD4" Th2,
através da producdo de citocinas tais como IL-4. Estes linfocitos inicialmente
produzem as imunoglobulinas da classe M (IgM) que podem ser detectados ja na
primeira semana apos a infec¢éo, atingindo titulo maximo por volta de 1 més apés a
infeccdo, quando passam a declinar e, em geral, com variacdo individual,

conseguem ser detectados ap6s 1 ano, gracas ao uso de técnicas altamente
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sensiveis (FILISETTI & CANDOLFI, 2004). Em alguns pacientes, os anticorpos IgM
podem ser persistentes entre 7 a 12 anos apoés a infeccdo aguda (BERTOZZI et al.,
1999; BOBIC et al., 1991).

A producdo das imunoglobulinas da classe G (IgG), que pode ser detectada
pelos testes soroldgicos dentro de 8 a 12 dias apds a infeccéo inicial pelo T. gondii
(KAWAZOE, 1995), atingindo sua concentragdo maxima entre 1 a 2 meses, quando
entdo declinam até um ponto estavel, mas continuardo positivos indefinidamente,

durante toda a fase cronica da Toxoplasmose (DESMONTS et al.,1985).

A imunoglobulina A (IgA) (DECOSTER et al., 1988) e a imunoglobulina E
(IgE) (WONG et al., 1993) sdo também detectados no soro dos individuos infectados
pelo parasita. Ambos os anticorpos IgA e IgE anti-T. gondii tém valor diagnostico
para a fase aguda da infeccdo, assim como a IgM especifica contra T. gondii. Na
maioria dos casos, apés a fase aguda quando o IgG continua alto e o IgM persiste
(IgM residual), os anticorpos IgA e IgE desaparecem (entre 6 a 12 meses) e ndo sao
detectados durante a fase cronica da doenca (PATEL et al., 1993).

A superficie do T. gondii apresenta uma familia de proteinas na qual a SAG1
(P30) € o principal membro (HE et al.,, 2002). Essa proteina encontra-se
exclusivamente expressa na forma taquizoita. O papel biol6gico dessa familia de
proteinas encontra-se ainda enigmatico. SAG1 induz resposta humoral dominante
durante a infeccdo (KASPER et al., 1989) e forte resposta imune Thl caracterizada
por altos niveis de IFN-y produzidos por células T CD4" e T CD8" (KHAN et al.,
1988). Durante a infeccdo pelo toxoplasma, anticorpos especificos ndo sao
considerados o principal fator de eliminacdo da infeccdo, porém conferem protecéo

contra a reinfeccéo.

Durante a fase aguda da Toxoplasmose humana, inclusive na Toxoplasmose
congénita, a P30, parece estar envolvida no ataque inicial do T. gondii as células
hospedeiras (MINEO et al.,, 1993). Frequentemente anticorpos sdo produzidos
contra esta e outras proteinas do T. gondii apds a infec¢cdo aguda e a deteccéo
destes anticorpos inclusive no feto e no neonato representam a base atual para o
diagnostico soroldgico da Toxoplasmose (MINEO et al., 1993; DECOSTER, 1996).

Anticorpos IgA anti-P30 sdo encontrados na maioria dos recém-natos apos infecgéo
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congénita, e anticorpos IgE também estao presentes nos primeiros 2 meses de vida
(WONG et al.,, 1993), mas anticorpos IgM anti-P30 sdo encontrados em poucos
casos (DECOSTER, 1996; HUSKINSON et al., 1990). Isto demonstra que troca
isotipica de IgM para IgA e IgE ja acontece no utero. Como para a producdo de
anticorpos IgE é necessaria a producdo de IL-4 ou IL-13 pelas células T CD4" Th2
este fato sugere que as células T CD4" estejam também funcionantes para esta

finalidade no feto.

O sistema imune de mucosa dos neonatos estd exposto a uma grande
diversidade de microorganismos, proteinas estranhas e componentes quimicos e
sua resisténcia a infec¢des dependem tanto dos fatores de protecdo provenientes da
mae, incluindo o leite materno, quanto do desenvolvimento de sua prépria imunidade
(FIELD, 2005). O sistema imune neonatal funciona diferente de um adulto. Ao
nascer, seu sistema imune apresenta poucas ou nenhuma célula B produtora de
IgA, tendo apenas células produtoras de IgM e IgG (KELLY & COUTTS, 2000). A
imunidade de mucosa se desenvolve rapidamente no periodo pés-natal, conforme a
crianca entra em contato com antigenos microbianos e da dieta (BRANDTZAEG,
2003), sendo esses anticorpos detectaveis entre 1 semana e 2 meses de vida (EL
KAISSOUNI et al., 1998).

N&o existem muitos estudos na literatura que relatam a producdo de
imunoglobulinas totais em amostras de fezes de criangcas. Montagne e
colaboradores em 2004 avaliaram a quantidade de IgA total em amostras de fezes
de criancas (MONTAGNE et al., 2004). Estima-se que a producdo diaria de SIgA
intestinal em adultos seja em torno de 40mg/kg de peso corporal/ dia (CONLEY &
DELACROIX, 1987). De acordo com Meillet e colaboradores, a SIgA encontrada nas
amostras de fezes é resultado do acumulo das secrec¢des provenientes da saliva,
bile e intestino (MEILLET et al., 1987). Montagne e colaboradores encontraram em
criancas saudaveis em média 14mg/100g de fezes, com uma variacdo individual
entre 3-30mg/100g de fezes (MONTAGNE et al., 2004).
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1.1.7. Diagndstico

O diagnostico sorolégico para a Toxoplasmose é empregado com maior
frequéncia do que outros meétodos diagndsticos. Nesses testes sdo analisados os
titulos de imunoglobulinas especificas contra o parasita. Os diagnosticos sdo
realizados mais comumente através do ELISA, todavia o “dye test” (SABIN &
FELDMAN, 1948), é o mais recomendado, pois € considerado método “padrao ouro”
na Toxoplasmose. Sendo a primeira prova de alta sensibilidade a ser desenvolvida,
mostrou-se capaz de evidenciar e quantificar, por diluicdo do soro, anticorpos anti-T.
gondii presentes no soro desses individuos. Tem como fundamento o fato de que
toxoplasmas do exsudado peritoneal de camundongos, corados pelo azul-de-
metileno, em meio alcalino (pH 11), visto a microscopia éptica, apresentam parasitas

com intensa coloragdo que assumem forma arredondada ovoide.

Outros testes de diagnostico soroldgico séo utilizados para investigacdo da
Toxoplasmose, entretanto, alguns testes apresentam restricbes no diagndéstico de
certos casos da infec¢cdo, como acontece com teste de hemaglutinacao indireta, o
qual ndo é recomendado para rastreamento de infec¢des congénitas, sendo utilizado

apenas como teste adicional a outros testes mais especificos.

Conforme anteriormente mencionado, as imunoglobulinas (anticorpos) da
classe M, isto é, as IgM anti-T. gondii sédo detectadas por volta da primeira semana,
com o pico de producdo por volta de um més apds a infeccdo, aproximadamente.
Em vigéncia de IgM especifica negativa e em suspeita de infec¢do, investigam-se
outros parametros para o diagndéstico de Toxoplasmose aguda, por exemplo, através
da elevacao do titulo de 1gG apoés trés semanas do diagnéstico inicial. O pico de IgG
€ atingido no fim de um ou dois meses apoés a infeccao. Deve-se saber que a andlise
de IgG isoladamente tem pouco valor diagndstico para a fase aguda, mesmo que
apresente alto titulo, podendo ser apenas indicativo de Toxoplasmose na fase
cronica (DESMONTS et al., 1985). A andlise de IgA e IgE anti-T. gondii pode ser
outro critério de diagndéstico suplementar, podendo ser detectadas na fase aguda,
concomitantemente ou ndo a IgM (REMINGTON et al., 2001).
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Infeccdes de até trés meses podem ser estimadas com parametro da avidez
de IgG associado aos niveis de IgM e IgA especificos contra o parasita (RUSH &
LAPPIN et al., 2001). Os niveis de IgA em fezes de gatos infectados com T. gondii
foram avaliados (ASHBURN et al., 1998) tendo sido observados anticorpos IgA
contra todos os estagios de vida do parasita. As IgAs sdo produzidas principalmente
contra SAG1 (P30) da superficie do parasita, quando a via de infeccdo é oral,
reforcando a tese de que a IgA esta associada a protecdo das mucosas (CHARDES
& BOUT, 1993).

A cinética da producao dos anticorpos anti-T. gondii deve ser bem observada,
pois o diagndstico de certeza de infec¢do aguda recente muitas vezes é de extrema
importancia, em casos, por exemplo, de gestacdo ou de infecgcdes congénitas.
Anticorpos IgM e IgA ndo atravessam a placenta e sdo a base do diagndstico

sorolégico para a infeccdo congénita.

A IgA especifica pode ser detectada no sangue de adultos e criancas
congenitamente infectados, usando ELISA ou ISAGA. Sua sensibilidade é maior na
identificacdo da infec¢cdo congénita ou adquirida (STEPICK-BIEK et al. 1990). Esse
método é importante em sangue do corddo umbilical para evitar a contaminagéo
pelo sangue materno, uma vez que o0 anticorpo ndo atravessa a barreira placentaria
e 0 seu encontro no feto é diagndstico de infeccdo congénita. Os titulos
permanecem elevados por um periodo de 26 semanas, praticamente semelhantes a
persisténcia da IgM (STEPICK-BIEK et al., 1990).

O recém-nascido infectado pelo T. gondii apresenta parasitemia que pode ser
detectada na camada leucocitaria de sangue venoso, pela PCR, em geral durante
todo o primeiro més de vida, principalmente na primeira semana pos-parto, quando a
sensibilidade desta técnica é de aproximadamente 90% (CAMARGO, 2001).

Outra comprovacéo, de alta sensibilidade, sao perfis diferentes de anticorpos
IgG maternos e da crianca, no teste de Western blot com antigenos do T. gondii.
Esses antigenos, distribuidos em bandas de pesos moleculares crescentes, sdo
incubados com os soros e, apos revelacdo, identificam-se as bandas com que os
anticorpos reagiram. A reacao de Western blot tem mostrado que o soro materno e o

da crianga reconhecem diferentes antigenos do T. gondii, quando a crianga esta
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congenitamente infectada (CHUMPTAZI et al., 1995). O soro do recém-nascido néo
infectado ira originar perfil semelhante ao materno, enquanto que diverso se
infectado, produzindo seus proprios anticorpos, cuja reatividade caracteristica soma-
se a da mae. Anticorpos IgM anti-T. gondii no soro da crianca fazem diagndstico de
infeccdo congénita, exceto nos primeiros 10 dias de vida quando, se presentes no
soro materno, podem ter contaminado o sangue do recém-nascido durante o
nascimento. Neste caso sua duracdo € curta, pois a meia-vida da IgM € de cinco
dias (CHUMPITAZI et al. 1995).

Em 1985, Remington ja tinha reconhecido antigenos diferentes por anticorpos
das classes IgG e IgM pela méae e filho congenitamente infectado. Anticorpos das
classes IgM e IgA podem ser identificados contra a principal proteina de superficie
do T. gondii, a proteina P30, pela técnica de Western blot (REMINGTON, 1985).

No recém-nascido, a resposta humoral pode auxiliar o diagnostico, sendo
muito importante, para este fim, o exame tanto do soro da crianga como da mae. Na
presenca de sinais clinicos sugestivos de Toxoplasmose, altos titulos de anticorpos
IgG no recém-nascido, aliados a um perfil materno de infeccéo recente tem alto valor
preditivo positivo de Toxoplasmose congénita, mas que devera ser comprovado pela
positividade, na crianca, de teste para anticorpos IgM ou pela evidenciacdo do T.
gondii.

Os titulos de anticorpos IgG caem progressivamente, nos recém-nascidos nao
infectados, até negativacdo em prazos de poucos meses a um ano (THULLIEZ et al.
1992). Porém, nos infectados estes titulos sdo permanentes ou ascendentes, com
excecdo dos casos de imaturidade imunoldgica, quando a crianca com
Toxoplasmose ndo produz anticorpos, havendo queda dos titulos, podendo chegar a
negativacdo por esgotamento dos anticorpos de transferéncia passiva, para se
elevarem em seguida a medida do despertar da resposta humoral (REMINGTON et
al. 2001).

O diagnéstico definitivo da toxoplasmose nos recém-nascidos pode ser obtido
a partir de: (1) Isolamento do parasita em camundongos inoculados com sangue
periférico ou liguor do recém-nascido ou ainda de placenta humana. O T. gondii

dificilmente pode ser demonstrado em sangue periférico apos duas semanas de
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vida; (2) Presenca de anticorpos especificos da classe IgM e/ou IgA ou persisténcia
de anticorpos da classe IgG depois dos 12 meses de idade.

1.2. Imunoglobulina A

A IgA foi identificada nos anos 50 sendo reconhecida na época com a
principal imunoglobulina das mucosas (GRABER & WILLIAMS, 1953). Desde ent&o
foi estabelecida sua presenca em diversos processos imunolégicos, notadamente
nos mecanismos de defesa contra infeccdes e algumas doencas. A atuacéo da SIgA
favorece a eliminacdo de antigenos estranhos sem desencadear resposta
inflamatoria (BOULIER et al., 2009), aliada a sua baixa competéncia em ativar o
complemento e de atuar como opsonina no sangue, fazendo com que esta
imunoglobulina seja considerada antiinflamatéria devido a estas caracteristicas. A
producao de IgA do sangue ocorre na medula 6ssea, enquanto que a IgA de mucosa
ocorre na lamina prépria, porém pode haver um intercambio dessas células entre
esses compartimentos, interligando a imunidade local e sisttmica (CONLEY &
DELACROIX, 1987).

A imunoglobulina A (IgA) (Figura 3) representa a classe de anticorpo mais
proeminente na superficie de mucosa e a segunda classe mais prevalente no soro
humano (VAN EGMOND et al., 2001). De fato, mais anticorpos IgA séo produzidos
diariamente do que qualquer outro isotipo, isto €, 66mg/Kg por dia comparado a 34
mg/Kg de 1gG e 7,9 mg/Kg de IgM (YOO & MORRISON, 2005). Dado o papel crucial
que desempenha na protecdo da mucosa, a IgA é um candidato ideal para utilizacao

como um agente terapéutico ou profilatico.

IgA existe como uma molécula heterogénea e possui dois isotipos
denominados IgAl e IgA2, sendo que IgA2 apresenta trés al6tipos. Na maioria das
espécies, anticorpos IgA encontram-se no sangue em sua forma polimérica. No soro
humano, os anticorpos IgA sdo predominantemente monomericos e constituem 15-
20% das imunoglobulinas totais, enquanto que na mucosa esta representa a
principal classe de anticorpo (VAN EGMOND et al., 2001).
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Com relacdo aos isotipos, a IgAl e a IgA2 apresentam a prevaléncia de 90%
e 10%, respectivamente, no soro humano, enquanto que nas secrecdes externas, a
proporcdo de IgA2 pode ser maior que 50% (YOO & MORRISON, 2005). Esta
caracteristica de distribuicdo pode ser pelo fato de plasmécitos na medula 6ssea
serem fonte dos niveis séricos de IgA e a células plasmaticas da lamina propria
serem fonte de IgA secretdria (SIgA) (YOO & MORRISON, 2005).

A IgA que é excretada nas secrecbes ocorre predominantemente como
complexo dimérico contendo dois peptideos adicionais, denominados cadeia-J e
componente secretorio (SC)(Figura 3). A SIgA tem por funcdo principal a
manutencdo do balanco entre a resposta imunoldgica contra patdégenos, enquanto
gue reacdes contra a microflora e antigenos provenientes da dieta devem ser
evitadas. Sendo assim, a SIgA atua na primeira linha de defesa em areas de
mucosa, como por exemplo, inibindo a adesdo de microorganismos, auxilia na
remocdo de imunocomplexos e na neutralizacdo de virus (VAN EGMOND et al.,
2001).

Figura 3: Estrutura da imunoglobulina A na forma monomérica e em sua forma dimérica,
destacando os dois peptideos: a cadeia-J (em laranja claro) e a porcao secretora (em

verde).
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A IgA nao atravessa a placenta e sua concentracdo no sangue do corddo €
geralmente de 0.1 a 5.0 mg/dl, o que representa em torno de 0.5% dos niveis do
soro materno (AVRECH et al., 1994). Aumento dos niveis de IgA no sangue de
corddo pode estar relacionado a infec¢des congénitas (ALFORD, 1982), inclusive a
Toxoplasmose congénita (STEPICK-BIEK et al., 1990).

A SIgA encontra-se presente em varias secrecfes e especialmente no leite
materno. Sua funcao inicial € impedir que microorganismos se liguem a mucosa,
fazendo com que esses nao consigam se ligar e penetrar a mucosa 0 que causaria a

infec¢do, assim como no trato respiratério e gastrointestinal.

O leite materno apresenta uma diversidade de componentes com
propriedades de defesa contra agentes infecciosos (HANSON et. al., 2001). Entre
esses componentes estdo a IgA secretéria (SIgA), produzida pelas células do
colostro nas glandulas mamarias (OGRA et. al., 1978), se originando de células
imunocompetentes precursoras a nivel intestinal (GALTS) e respiratorio (BALTS)
gue seriam ativadas por antigenos nestes locais. Uma vez sensibilizados, seriam
transportadas pela circulacdo sistémica até as mamas e como 0s plasmacitos

iniciariam a producao de imunoglobulinas especificas.

A quantidade de IgA no colostro varia de 200 a 400 mg/dl caindo pela metade
apos 72 horas (COSTA-CARVALHO, 1992). Esta queda é compensada pelo
aumento do volume de leite. A SIgA ainda é detectada no leite materno no segundo
ano de lactacdo (COSTA-CARVALHO, 1992).

Anticorpos do leite também sdo capazes de neutralizar toxinas de virus e
bactérias. A SIgA apresenta essas funcdes por ser capaz de suportar a acdo de
enzimas proteoliticas presente no trato gastrointestinal. Estudo recente mostrou uma
outra funcado relacionada as SIgAs em que juntamente com o antigenos a que se
ligam séo levadas para as células M na Placa de Peyer’s e estimulam as APCs ali
presentes (FRAVER et al., 2005). Isto nos mostra que a SIgA pode tanto proteger a
mucosa do lactente como estimular a mucosa do lactente a desenvolver resposta
guando necessario. Muitos trabalhos mostraram a SIgA especifica presente no leite

materno e a sua protecao contra infecgcbes do Vibrio Cholerae, Campylobacter,
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Shigella, enterotoxinas de Eschirichia coli e Giardia lamblia (GLASS et al., 1983;
RUIZ-PALACIOS et al., 1990; HAYANI et al., 1992; CRUZ et al., 1988;
WATERSPIEL et al., 1994).

Muitos estudos mostram o papel protetor do leite materno, sendo de extrema
importancia naquelas areas onde ha infec¢cdes endémicas relacionados com a falta
de agua e saneamento basico. A protecdo pela amamentacdo €, em parte,
dependente da IgA secretdria e lactoferrina, comprovada em trabalhos com estudos
in vitro (DELNERI et al., 1997). Os anticorpos da classe IgA presentes no colostro
também funcionam como opsoninas estimulando a atividade microbicida de
fagécitos mononucleares do colostro (HONORIO-FRANCA et al., 1997).

1.2.1. Anticorpos IgA anti-T. gondii em mucosas

A imunoglobulina A (IgA) é o isotipo de imunoglobulina mais abundante em
secregcbes de mucosas, constituindo mais de 80% de todos os anticorpos associado
a este tecido. A IgA constitui-se um elemento da resposta imune humoral importante
juntamente com elementos da imunidade inata, para promover protecdo da
superficie da mucosa contra antigenos microbianos (MESTECKY, 1999). O seu
papel no controle da infec¢ao toxoplasmica também tem sido mostrado como de alta

importancia, principalmente em mucosas.

A imunidade de mucosa € protetora contra diversos agentes infecciosos e/ou
toxicos. A eficiente estimulacdo da resposta imune em mucosas torna-se importante

no controle da infeccéo toxoplasmica via oral.

A resposta imune de mucosa inicia-se com a “captura” dos antigenos a partir
da superficie da mucosa. Estes antigenos serdo encaminhados para o tecido linféide
local na mucosa ou para o linfonodo préximo onde linfécitos B antigenos especificos
serdo ativados (NEUTRA et al., 1996). Estas ceélulas, uma vez ativadas, entram na
circulagdo e migram para o local da infec¢do, onde a IgA dimérica é transportada

para a superficie da mucosa através do receptor Ig polimérico e entdo é expressa

Mangiavacchi, B. M.— Dezembro de 2009— Pigina 23



Introdugdo

como SIgA. A SIgA é bastante efetiva, visto que este anticorpo pode eliminar
antigenos, pela sua ligagdo com este, cruzando a barreira epitelial, transportando
antigenos pelo epitélio da mucosa ou via hepatocitos através do ducto biliar. Devido
a capacidade de ligacao e transporte, SIgA é claramente um componente importante

da resposta imune de mucosa.

De acordo com Meillet e colaboradores (MEILLET et al., 1987), a SIgA
normalmente encontrada nas fezes € resultante do acumulo de secre¢cdes como
saliva, bile e fluido intestinal, bem como, as SIgAs humanas sao resistentes a
enzimas acidas e proteoliticas (DELACROIX et al.,. 1982; JONARD et al.,. 1984).

A SIgA é ausente nas criangas ao nascer, e comega a se tornar detectavel
nas secrecdes de mucosa entre a primeira semana e 0 segundo més de vida (EL
KAISSOUNI et al., 1998). A presenca de SIgA especifica em criancas depende da
exposicdo natural a antigenos presentes no ambiente (CRIPPS & GLEESON, 1999).
Sendo assim, 0s niveis e a especificidade das IgAs presentes na mucosa constituem
um bom marcador dos eventos imunolégicos no trato gastrointestinal (VAERMAN,
1984). No entanto, poucos estudos examinam a maturacdo da producdo da IgA na
mucosa de criancas (EL KAISSOUNI et al., 1998).

Em estudo da resposta contra o Toxoplasma gondii em modelo experimental
murino (CHARDES et al., 1990), mostrou-se que por meio da infeccdo oral por
oocistos, camundongos comecavam a produzir anticorpos IgA especificos contra a
infeccdo no sangue e no leite durante as primeiras duas semanas. Anticorpos 1gG
anti- T. gondii sdo detectados depois dos titulos de IgA anti- T. gondii ja terem sido
detectados. Anticorpos do tipo IgM anti- T. gondii comecam a ser produzidos
juntamente com anticorpos IgA. Através de Western blot observou-se que a
producdo de IgA anti- T. gondii no intestino, no modelo experimental murino,
reconheceu um numero expressivo de diferentes epitopos de antigenos do parasita
(CHARDES et al., 1990).

Apesar de nenhum estudo ter demonstrado a presenca da IgA especifica
contra antigenos do Toxoplasma gondii em fezes humanas, sabidamente a presenca

desses anticorpos no soro ou nas secrec¢des pode indicar que antigenos cruzam a
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barreira intestinal para estimular tanto o sistema imune local quanto a imunidade

sistémica iniciando a resposta imune humoral (BRANDTZAEG, 2007).

A identificacdo de IgA contra antigenos de T. gondii foi avaliada por McLeod
e Mack em camundongos infectados com bradizoitos via oral. Os autores verificaram
a presenca da SIgA no lavado intestinal desses animais, mostrando pela primeira
vez a presenca de IgA intestinal especifica contra T. gondii (McLEOD & MACK,
1986) e posteriomente sugeriram que a IgA poderia apresentar papel protetor contra

a infeccao.

A SIgA € protetora contra algumas infec¢des intestinais. Anticorpos IgAs
especificos no colostro e intestino, obtidos de camundongos adultos imunes,
mostraram a transferéncia de protec&o contra a infeccdo por Taenia taeniaformis em
camundongos recém nascidos (SHEELAGH. & SOULSBY, 1978). Fubara e Freter
mostraram que as SIgAs intestinais sao ativas na protecéo contra Vibrio cholerae em
camundongos e esta protecao estd associada com a inibicdo da adesao dos vibrios
com a mucosa intestinal (FUBARA & FRETER, 1973). Outros trabalhos confirmam
gue as SlgAs podem inibir a adeséo de bactérias a superficie epitelial e promover a
protecdo contra infeccdo da superficie da mucosa (WILLIAMS & GIBBONS, 1972;
CANTEY, 1978). Anticorpos anti- SIgA sdo considerados protetores contra Eimeria
tenella pela inibicdo da penetracdo e desenvolvimento desses parasitas nas células-
alvo (DAVIS & PORTER, 1979). Pesquisas sobre os mecanismos que conferem
resisténcia contra infec¢des orais e congénitas podem contribuir para o estudo sobre

aumento de IgAs especificas na infeccao toxoplasmica.

1.3. Toxoplasmose em criancas

A transmisséo transplacentaria é a forma mais grave de transmissao, pois o
feto € um organismo imunologicamente vulneravel. Sendo assim, essa forma de
transmissao merece a atencao das autoridades de saude, pois € a forma mais grave

da infeccéo e leva a consequéncias maléficas para o feto ou para o recém-nascido.

Mangiavacchi, B. M.— Dezembro de 2009— Pdgina 25



Introdugdo

Em 1980, Wilson e Remington afirmaram que a chance de transmisséo
materno-fetal depende de trés fatores presentes conjuntamente: parasitemia
materna, maturidade da placenta e competéncia da resposta imune materna
(WILSON & REMINGTON, 1980). Cerca de 50% dos recém-nascidos de mées que
soroconverteram durante a gravidez séo infectados, e destes, 10% apresentam
manifestagdes clinicas (HINRICHSEN, 2005). Porém, a freqiéncia de transmisséo e
a gravidade das consequéncias da infeccdo para o feto ou recém-nascido sdo
inversamente proporcionais, de modo que as consequUéncias mais graves Sao
observadas quando a transmissao ocorre no primeiro trimestre de gestacao,
enquanto a transmissao que ocorre no terceiro trimestre geralmente resulta em
Toxoplasmose subclinica (HOHLFELD et al., 1989; DUNN et al.,1999; WALLON et
al., 1999).

Para que ocorra a contaminacao fetal, necessita-se de taquizoitos circulantes
que invadam a placenta, levem a uma infeccdo inicialmente placentaria e
subsequentemente, fetal (MOMBRO et al., 2003). Isso ocorre apdés um periodo de
tempo variavel, que depende da agressividade da cepa, do nUmero de organismos
que invadiram a placenta, da resposta imune do organismo invadido e da
intensidade dessa resposta inflamatoéria do feto (ANDRADE, et al., 2004; VARELLA
et al., 2003).

A possibilidade de transmissdo fetal € remota quando a Toxoplasmose é
adquirida antes da concepcéo, mas pode ocorrer em algumas situacdes, tais como,
quando a gestante apresenta doenca imunossupressora, como a AIDS, ou esta sob
uso de drogas imunossupressoras como em portadores de doencas auto-imunes ou
receptores de transplantes de 6rgaos. Tais situacbes levam a reativacdo de uma
infeccdo crbnica, com a conversao de bradizoitos presentes em cistos teciduais em
taquizoitos que atravessam a placenta (MINKOFF et al.,, 1997). Ha trabalhos
relatando essa transmissao apos a reinfeccdo materna durante a gestacdo em
mulheres imunocompetentes (GAVINET et al.,, 1997), bem como a transmisséo
transplacentaria em uma mulher imunocompetente infectada antes da gestacao

(VOGEL et al., 1996).
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A confirmagdo da infeccdo materna € baseada no perfil soroldégico com
determinacdo da resposta humoral, através da pesquisa de anticorpos especificos e
suas classes (CAMARGO et al., 1991). O diagnéstico se baseia na soroconversao
materna e é realizado rotineiramente durante o pré-natal em uma Unica amostra,
selecionando mées IgM positivas para T. gondii como um indice de infeccdo aguda
(CASTRO et al., 2001).

No inicio da sua vida ainda o neonato ndo apresenta maturidade para
combater qualquer infeccdo, além de ainda néo possuir defesa imune materna
originada por passagem de anticorpos da classe IgG através da placenta. Uma
infeccdo nesse periodo da vida poder ser de evolucdo devastadora (BOYER et al.
1998).

A transmissdo vertical do T. gondii da mae para o filho durante a
amamentacao, apesar de ser comum em algumas espécies animais, como roedores,
ainda ndo foi confirmada na espécie humana (MONTOYA & LIESENFELD, 2004).
Isto pode ser considerado caso a mae adquira a infeccdo durante as Ultimas
semanas de gestacdo. Nestas circunstancias, o risco da transmissao
transplacentaria € tdo alto (aproximadamente 100%) que o risco adicional em
adquirir a infeccdo através do leite materno se torna insignificante (REMINGTON &
KLEIN, 2001).

Porém, em 2006 (LAGO et al., 2006), ocorreu um surto intra-familiar de
Toxoplasmose adquirida sintomatica no Municipio de Santa Vitéria do Palmar, Rio
Grande do Sul, com dez pessoas acometidas, sendo 2 individuos lactentes
exclusivos. Os bebés tiveram toxoplasmose adquirida, provavelmente transmitida
pelo leite materno. Pode-se afirmar que néo se tratava de toxoplasmose congénita,
uma vez que, pelo teste do pezinho logo apdés o nascimento, eles eram néo
reagentes para Toxoplasmose (LAGO et al., 2006). Da mesma forma, pelos exames
realizados durante o pré-natal, suas maes também eram suscetiveis a doenca. O
surto em questao apresentou caracteristicas peculiares no que tange ao alto indice
de doentes sintométicos. Embora ndo seja possivel afirmar que os bebés adquiriram
a doenca pelo leite de suas méaes, essa € uma possibilidade muito concreta que
evidencia outra forma de transmissdo da toxoplasmose adquirida (LAGO et al.,

2006).
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Trabalhos experimentais demonstram que o leite de animais infectados
contém taquizoitos, possibilitando a transmissdo para a prole (SANGER & COLE,
1955). Riemann e colaboradores (RIEMANN et al.,, 1975) relataram um caso de
infecc@o pelo T. gondii em criangas, onde se suspeitou do contagio pela ingestédo de
leite de cabras ndo pasteurizado, embora se argumente que O suco gastrico
inativasse rapidamente os taquizoitos. Em 1998, Dubey demonstrou a infecgdo em
camundongos e gatos infectados via oral com taquizoitos, comprovando assim que a
infeccdo pela ingestdo de leite contendo a forma parasitaria poderia ser possivel
(DUBEY, 1998).

Bonametti e colaboradores descreveram a transmissdo do T. gondii em uma
mae que adquiriu a infeccdo, pela ingestdo de carne ovina crua contaminada por
cistos, e possivelmente transmitiu o parasita ao recém-nascido pela amamentacao
(BONAMETTI et al.,, 1997). A demonstracdo da ocorréncia da Toxoplasmose em
humanos, associada a ingestdo de leite de cabras in natura, comprovadamente
infectadas, torna esses animais importante fonte de infeccdo, principalmente pelo
fato dos caprinos ndo serem submetidos normalmente a controle sanitario da
Toxoplasmose (CHIARI et al., 1987; SKINNER et al., 1990).

Nas primeiras semanas da infeccdo congénita, surgem anticorpos especificos
representados por isotipos IgM, IgA, IgE e IgG. A pesquisa de IgM e IgA em recém-
nascidos é utilizada para o diagndstico de Toxoplasmose congénita, pois nao
atravessam a placenta e quando presentes no soro indicam a producéo pelo proprio

feto, em resposta a uma infecgao intra-uterina (CAMARGO, 2001).

Em cerca de 80% dos casos, a Toxoplasmose congénita é inaparente, assim,
passando despercebida, mas que sera causa de lesdes posteriores, principalmente
oculares e cerebrais, levando a cegueira e ao retardo mental (CAIAFFA et al. 1993),
gque podem ser evitadas ou minimizadas se o tratamento for iniciado ainda no
primeiro més de vida e prolongado por todo o primeiro ano. Assim, fica evidente a
conveniéncia de estabelecer, com precocidade, o diagndstico, que tende a prevenir
problemas futuros (JONES et al., 2001).
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1.3.1. Estudos sobre a toxoplasmose congénita e neonatal

Considerando-se que a toxoplasmose congénita é sintomatica em apenas
10% dos pacientes, torna-se muito dificil determinar sua real prevaléncia em paises
que ndo realizam o acompanhamento sorologico sistematico durante a gestacéo
(HALL, 1992). Ela difere entre varias populacdes, sendo estimada prevaléncia de 1 a
7 infectados para cada 1000 nascidos nas varias regides do mundo. Em algumas
localidades, essa taxa de soropositividade pode ser mais elevada, com 10,9
infectados na Guatemala (REMINGTON et al., 2001); 17 infectados em Brasilia
(KANIAK, 1991); 18 infectados no México (SINIBALDI & RAMIREZ, 1992); 0,5 a 1
infectados nos Estados Unidos (MCCABE & REMINGTON, 1988); 3 infectados em
Paris (DESMONTS et al.,, 1965); 4,4 infectados na Finlandia, 5 infectados na
Austrdlia, 7,5 infectados na Alemanha e 14,3 infectados na Bélgica (LAPPALAINEN
et al., 1992) para cada 1000 nascidos Vivos.

A frequéncia da toxoplasmose congénita determinada por programas de
screening de neonatos varia de 0,5% na Colémbia a 0,01% em algumas regides do
Brasil. Esta frequéncia € pelo menos dez vezes maior para muitos estudos
realizados na América do Sul do que aqueles realizados na Europa e Estados

Unidos.

No Brasil existem diversos estudos sobre a toxoplasmose congénita. Em
certas areas do Pais, aproximadamente 60% das criancas de 6-8 anos de idade
apresentam anticorpos anti-T. gondii ligados a ingestdo de oocistos presentes no
ambiente infectado com oocistos do parasita (HILL & DUBEY, 2002).

Quanto a infeccdo materno-fetal, um estudo realizado por Neto (NETO et al.,
2000), mostrou que das 140914 amostras de soro de individuos de médio/alto e alto
poder aquisitivo, provenientes de todas as regides do Brasil, 47 eram de casos de
Toxoplasmose congénita, ou seja, uma prevaléncia de um caso em cada 3000
nascimentos.

Ja no municipio de Campos dos Goytacazes realizou-se, de abril de 1999 a
abril de 2002, um rastreamento soroepidemiolégico para toxoplasmose congénita

através do teste do pezinho com 3478 exames em recém-natos, sendo detectados
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26 testes positivos, dos quais 8 se confirmaram como casos de toxoplasmose
congénita. No rastreamento soroepidemiolégico para toxoplasmose congénita
detectou-se a frequéncia de 0,74% de doenca aguda na gestacédo e a prevaléncia de
1 caso de toxoplasmose congénita para 434,7 nascidos vivos (1/434) (BAHIA-
OLIVEIRA et al., 2006; ABREU, 2003).

Um estudo coordenado por Pedreira (PEDREIRA, 1995) em 2.330 gestantes
por ocasido de consulta pré-natal em um Hospital Universitario de Referéncia do
municipio de Sao Paulo, verificou-se a prevaléncia de anticorpos especificos para
toxoplasmose em 65% de 175 gestantes. Em 1998, Brisighelli Neto em 397
gestantes na cidade de Braganca Paulista no estado de sao Paulo, constatou
soroprevaléncia de 55% (BRISIGHELI NETO, 1998).

Em Belém do Par4, num estudo feito no Instituto Evandro Chagas por Carmo
e colaboradores (CARMO et al., 1997) avaliou um grupo de 192 gravidas e verificou
que 71% eram soropositivas. Anos depois, Bichara (BICHARA, 2001), avaliou 656
gestantes provenientes da area metropolitana de Belém, e detectou a prevaléncia de
81%.

Em Porto Alegre, Neves e colaboradores, em 1994, avaliaram 812 gestantes
e encontrou soropositividade para IgG em 74,5% e para IgM em 3,6% das gestantes
que realizaram sorologia nas Unidades do Sistema Unico de Salde da regi&o
noroeste do Rio Grande do Sul (NEVES et al.,, 1994) . Varella e colaboradores
(VARELLA et al.,, 2003) realizaram um estudo em 2003 com 1261 gestantes
atendidas no Hospital de Porto Alegre e verificou-se a prevaléncia de 59,8% de
soropositividade.

Portanto, no Brasil, os diversos inquéritos epidemiolégicos realizados em
gestantes com diferentes testes sorolégicos tém mostrado uma alta prevaléncia da

Toxoplasmose, variando de 55% a 82%.
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1.4. Estudo de proteinas na infeccao pelo Toxoplasma gondii - proteémica

Os estudos genéticos desencadearam uma nova vertente de estudo no que
tange a necessidade de compreender a funcdo das proteinas expressas por um
genoma. Esse campo conhecido como Protedmica ficou responsavel pela descrigdo
completa, a nivel protéico, de um organismo ou tecido sob determinadas condicdes.
Diferentemente do genoma de um organismo, o proteoma € variavel, sujeito a
mudancas como em estagios desenvolvimento, doencas ou condi¢cdes ambientais
(PANDEY & MANN, 2000; WESTERMEIER & NAVEN, 2002).

A expansao da protebmica e o avanco em diferentes areas do conhecimento
foram substancialmente facilitados pelo desenvolvimento de novas técnicas que
ocorreram paralelamente, tais como: (1) novos métodos e tecnologias, como a
técnica de eletroforese bidimensional, que possibilitou uma alta resolucdo e
reprodutibilidade dos géis obtidos, a inovagcédo chave foi o desenvolvimento de géis
com gradiente de pH imobilizado aplicados a focalizacéo isoelétrica (GORG et al.,
1988; GORG et al., 1999; GORG et al., 2000; GORG et al, 2004); (2
desenvolvimento de softwares que analisa as imagens geradas pelos géis,
permitindo arquivar as imagens e compara-las com outras; (3) invencao de novas
técnicas de ionizacdo e deteccdo para 0s espectrdmetros de massas, que
possibilitaram a analise de proteinas e peptideos com alta sensibilidade, acuracia e
rapidez, permitindo também a andlise de modificacdes pos-traducionais (MANN et
al., 2001; MANN & JENSEN, 2003); (4) o aumento dos bancos de dados originados
pelos projetos genomas, pois a sequéncia de DNA de organismos € muito
importante para a identificacdo e caracterizacdo de proteinas com o espectrdmetro
de massa; e (5) o desenvolvimento no campo da bioinformatica tem fornecido
ferramentas para combinar e armazenar a grande quantidade de dados produzidos
por esses novos métodos de andlise WESTERMEIER & NAVEN, 2002).

Os estudos que englobam a analise protedmica tém como intuito promover a
compreensao mais global de sistemas biol6gicos complexos e proporcionar o
desenvolvimento de novos marcadores e alvos terapéuticos (HOEHN &
SUFFREDINI, 2005).
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Atualmente a identificacdo de proteinas antigénicas especificas de cada fase
evolutiva do toxoplasma, e consequentemente, de cada fase da infeccédo, vém sendo
realizada através de estudos protedmicos. A andlise protedbmica vem auxiliando
ainda na compreensdo da patogénese da Toxoplasmose, na identificacdo de
moléculas envolvidas na transi¢cdo do bradizoito para taquizoito, e no conhecimento
dos mecanismos envolvidos na resposta imune do hospedeiro contra a infec¢ao
(COHEN et al., 2002; ZHOU et al., 2004).

A identificacdo de IgA por espectrometria de massas foi relatada em estudo
por Drake e colaboradores (DRAKE et al., 2006). Amostras de soro de pacientes
com cancer de prostata foram avaliadas para a identificacéo de glicoproteinas como
provavel biomarcadores do cancer. Essas glicoproteinas foram purificadas do soro
desses pacientes por cromatografia de afinidade (DRAKE et al., 2006). No entanto,
a natureza da acdo destes anticorpos especificos ainda ndo esta totalmente
elucidada. Acredita-se que uma diminuicdo na producdo de SIgA pode favorecer a
colonizacdo por qualquer tipo de micro-organismo. Um exemplo disso ocorre com
Candida albicans e desenvolvimento da candidiase bucal (COOGAN et al., 1994)
onde foi observado em um grupo de adultos com infeccao pelo HIV a manifestacao
clinica de candidiase.

Nielsen e colaboradores realizaram estudos protedmicos para o diagnostico
da Toxoplasmose congénita (NIELSEN et al.,, 2005). Os resultados obtidos
permitiram identificar perfis diferentes de expressédo protéica comparando 0S Soros
de maes, soro convertidas durante a gestacdo e soros de seus respectivos recém-
nascidos infectados, levando os autores a sugerirem a utilizacdo da eletroforese 2D,
seguida de analise por Western blotting como uma nova opcdo no diagndstico da

Toxoplasmose congénita.
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II. JUSTIFICATIVA

Dados epidemiolégicos sobre a Toxoplasmose em Campos dos Goytacazes
evidenciam que a prevaléncia da infec¢do na faixa etaria de 0 a 4 anos € bem menor
do que se supunha, havendo a necessidade de se estudar em maiores detalhes a
prevaléncia e a apresentacao clinica da doenca, nessa faixa etaria da populacédo de
baixa e média/baixa renda no municipio. O fato de se estar em regido de alta
prevaléncia e com alto risco de infec¢cdo da populacdo em geral e de relativamente
baixa incidéncia (nUmeros de casos novos por ano) na faixa etaria de 0 a 4 anos,

elege Campos como um local privilegiado para se conduzir tal investigacao.

Os anticorpos presentes em mucosas representam a primeira linha de defesa
contra doencgas infecciosas causadas por microrganismos e parasitas que penetram
no corpo através destas barreiras (LAMM,1997). A presenca do isotipo IgA tem sido
observado precocemente durante infeccdes orais tanto de protozoarios como de
helmintos (ERIKSEN et al, 1996), incluindo-se no grupo dos protozoarios o T. gondii
(DECOSTER et al, 1988; CHARDES et al, 1990).

A identificagdo de proteinas antigénicas presentes nas diferentes fases
evolutivas do T. gondii, e consequentemente, de cada fase da infecgcdo tem sido
estudada em analises protedmicas. Mais recentemente, os estudos protedmicos
concederam subsidios para compreensdo da patogénese da Toxoplasmose, por
meio de identificacdo de proteinas diferenciais entre as fases aguda e cronica da
infeccdo (ZHOU et al., 2004; COHEN et al., 2002). Um exemplo da aplicabilidade da
protedmica na Toxoplasmose foi recentemente descrita em estudo onde utilizaram a
“imunoeletroforese bidimensional (2D)” no diagnéstico da Toxoplasmose congénita
identificando os diferentes perfis de anticorpos IgG entre o soro das maes e das
criancas. Com esses resultados os autores sugerem o uso da imunoeletroforese 2D
como uma nova ferramenta no diagndstico da Toxoplasmose congénita (NIELSEN et
al., 2005).

Portanto a identificacdo de imunoglobulinas presentes no material fecal de
criancas de 0-4 anos de idade que sabidamente estdo expostas ao alto risco de

infeccdo pelo Toxoplasma gondii é pertinente, pois é sabido que esses anticorpos
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sdo produzidos precocemente em varios tipos de patologias e nos leva a pensar a

cerca do aumento dos niveis dessa imunoglobulina nesse tipo de material.
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[ll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a presenca e integridade de imunoglobulinas A presentes em
amostras de fezes de criancas expostas a alto risco de infeccdo pelo parasita
Toxoplasma gondii através de métodos de purificacdo e seqlenciamento, visando
subsidiar pesquisas futuras em imunologia celular e a confec¢ao de vacinas contra o

parasita.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a pertinéncia da utilizacdo da metodologia para a purificacdo de
imunoglobulinas A de amostras de fezes de criancas pelo método de
cromatografia de afinidade em coluna de jacalina;

e Otimizar a técnica de eletroforese bidimensional para anélise de amostras de

material fecal humano;

¢ Identificar as diferentes proteinas presentes nos “mapas eletroforéticos” dos
grupos avaliados, através da técnica de seqlenciamento, apos digestdo
triptica dos spots e identificacdo por MALDI-TOF/TOF.

e Avaliar a presenca de proteinas que possam ser biomarcadores entre 0s
grupos avaliados;
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IV. POPULACAO ESTUDADA, MATERIAL E METODOS

4.1. Individuos sujeitos da pesquisa

Os individuos participantes neste estudo foram provenientes de comunidades
carentes do municipio de Campos dos Goytacazes, sendo criancas na faixade 0 a 4
anos de idade. Nestas comunidades observou-se que a prevaléncia da
Toxoplasmose € elevada demonstrando estarem estes individuos vivendo sob alto
risco de infeccdo por Toxoplasma gondii (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; AZEREDO
et al., 2003). Um termo de consentimento livre esclarecido foi entregue as maes e,
concordando em patrticipar do projeto, o mesmo foi assinado permitindo o uso das
amostras de fezes do(s) seu(s) filho(s) (Anexo I). Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisas (CEP) presente na Faculdade de Medicina de
Campos (FMC), sob o parecer de n°® 013/2007 (Anexo II).

As amostras foram identificadas por codigos alfanuméricos com intuito de
resguardar os direitos de privacidade dos individuos. As letras utilizadas foram M e
F, sendo relacionados respectivamente a mae e filho. Os nimeros da casa da
dezena, centena e milhar, relacionada as maes, e a casa das unidades, relacionada

ao filho. Estas identificacdes estdo presentes na Tabela 1.
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Tabela 1: Sistema de codificacdo de amostras do bindbmio mae-filho para extracdo de IgA.

Cddigo

Amostra

MFOO071
MF0072
MF0081
MF0082
MF0101
MFO0111
MF0112
MF0121
MF0131
MF0141
MFO0151
MF0161
MF0162
MFO0163
MFO0171

Amostra de fezes do primeiro filho da mae 7
Amostra de fezes do segundo filho da méae 7
Amostra de fezes do primeiro filho da mae 8
Amostra de fezes do segundo filho da méae 8
Amostra de fezes do filho da mae 10
Amostra de fezes do primeiro filho da méae 11
Amostra de fezes do segundo filho da méae 11
Amostra de fezes do filho da mée 12
Amostra de fezes do filho da mée 13
Amostra de fezes do filho da mae 14
Amostra de fezes de adulto controle
Amostra de fezes do primeiro filho da méae 16
Amostra de fezes do segundo filho da mae 16
Amostra de fezes do terceiro filho da mée 16
Amostra de fezes do filho da mée 17

4.2. Amostras de fezes

As amostras de material fecal foram coletadas pelas maes, tendo instruidas

sobre os cuidados de higiene e sobre a conservacdo, em recipientes estéreis

(Biotécnica) e sem conservantes, na manha previamente marcada com as maes

para a coleta. As amostras, sobre refrigeracdo, foram trazidas ao laboratério e

processadas.
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4.2.1. Extragcao de imunoglobulinas de extratos fecais

A extracdo de imunoglobulinas a partir de extratos de amostras fecais foi
padronizada em estudo anterior (MANGIAVACCHI, 2006).

4.3. Deteccdo de anticorpos IgA anti-T. gondii com utilizacdo do kit Platelia ™

Toxo IgA TMB (Diagnostic Pasteur)

O kit Platelia Toxo IgA TMB € um método imunoenzimatico duplo sanduiche
de fase sdlida, que captura a imunoglobulina A anti-T. gondii presente na amostra de
soro na fase sdlida (microplaca coberta com anticorpos anti-cadeia alfa).
Primeiramente, a placa foi lavada uma vez com a Solucdo de Lavagem (Tampé&o
Tris-NaCl pH 7,4 + 1% de Tween 20) e seca com papel filtro. Os controles positivos,
negativos, o cutoff e as amostras fezes foram diluidos 1:101, sendo somente as
amostras de fezes diluidas 1:50, em Diluente (Tamp&o Tris-NaCl pH 7,7 + albumina
bovina + 0,1% de Tween 20 + vermelho fenol), e colocados 200ml de cada nos
pocos da placa. Apds esta etapa, a placa foi incubada na estufa a 37°C por 1 hora.
Findo esse tempo, a placa foi lavada duas vezes com a solucdo de lavagem e

assim, as amostras que néo se ligaram foram removidas da mesma.

A presenca do imunocomplexo (fase solida anti-IgA + IgA anti-T. gondii +
antigeno de T. gondii + anticorpo anti-T. gondii conjugado) foi demonstrada pela
adicdo de 200ul da solucéo contendo substrato peroxidase e o cromégeno, iniciando
a reacao de desenvolvimento de cor. Apds 30 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente e em auséncia de luz, a reacdo enzimatica foi interrompida pela adicéo de
100ul de &cido sulfurico 1IN. A densidade optica foi lida a 450/620nm e foi

proporcional a quantidade de IgA anti-T. gondii.

Os resultados foram obtidos em DO (densidade optica) e foram calculados

conforme as especificagdes do kit utilizando amostras de soro humano como
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controle: R3 sendo amostra de soro negativa, R4a sendo amostra de soro médio-
positiva (denominada amostra cut off) e R4b sendo amostra de soro altamente

positiva.

O critério de validacao do kit é estabelecido da seguinte forma: (1) A razao da
média da DO dos R4a/DO de R3 deve ser maior que 1,5; (2) a razdo DO de
R4b/média da DO dos R4a deve ser maior que 1,5 e (3) DO de R4b deve ser maior
que 0,5. Se estas especificacbes se cumprirem, o teste é valido. Uma vez
estabelecida validacéo do teste, os valores de DO das amostras foram interpretados
da seguinte forma: Razdo da DO da amostra/ média da DO de R4a. Determinado
este valor, os resultados das amostras foram interpretados conforme a tabela 2. Esta
férmula é a que se utiliza para o “cut off” do kit, que ira determinar o ponto onde as
amostras foram consideradas positivas, isto €, apresentaram reatividade IgA anti-

Toxoplasma.

Tabela 2: Interpretacéo dos resultados do Platelia™ Toxo IgA TMB (Diagnostic Pasteur).

Valor da amostra Resultado

= que 1,00 POSITIVO

= que 0,8 e < que 1,00 DUVIDOSO
<que 0,8 NEGATIVO

4.3.1. Classificagcdo das amostras de fezes nos grupos G1 e G2

As amostras de fezes foram separadas em dois grupos: G1 e G2, baseados
no perfil de reatividade de anticorpos IgA anti-T gondii no kit Platelia™ Toxo IgA
TMB e pelo perfil eletroforético que as amostras apresentaram em gel
unidimensional. No Grupo G1 foram agrupadas as amostras MF0082, MF0121,
MFO0141, MF0161, pois estas apresentaram resultado NEGATIVO para o controle-
conjugado avaliado no kit e um bandeamento fraco na faixa de 25-30 KDa no gel

unidimensional.
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No Grupo G2 foram agrupadas as amostras MF0081, MF0101, MF0111 e
MF0112, pois estas apresentaram resultado POSITIVO para o controle-conjugado
avaliado no kit e um bandeamento mais intenso na faixa de 25-30 KDa no gel

unidimensional.

4.4. Dosagem de proteinas pelo método de Braford (BRADFORD, 1976)

As proteinas de todas as amostras avaliadas nesse estudo foram dosadas pelo
método de Bradford. O experimento foi desenvolvido em triplicata e para confeccéo
da curva padréo foi utilizada Albumina Sérica Bovina (BSA) diluida em &agua
destilada em diferentes concentracdes, utilizando-se como controle todos os
reagentes com excecdo do BSA. Foi colocada a Solu¢cdo de Bradford (Comassie-
blue G250, etanol 95%, solucdo de Acido fosférico 85 %, H,O MiliQ g.s.p.). A
formacdo do complexo proteina-corante € rapida e estavel no periodo de 5 a 60
minutos. Assim, adotamos um intervalo constante de aproximadamente 30 minutos
entre a adicdo do corante e a leitura da absorbancia feita no espectrofotdmetro
(SHIMADZU) a 595nm. Cada valor de DO obtido foi convertido em concentracdo de
proteina, empregando-se a curva padrao.

4.5. Purificacéo de IgA anti-T. gondii por cromatografia de afinidade em coluna

de jacalina

A coluna de jacalina foi adquirida comercialmente (SIGMA) sob a forma de gel
e foi reconstituida em Tampéao Fosfato Salino (Fosfato de sédio 0,1M, NaCl 0,15M,
pH 7,4) conforme as instru¢cdes do fabricante. A coluna foi deixada empacotando e ,
posteriormente, foi equiliborada com o mesmo tampao fosfato salino utilizado
anteriormente. A amostra foi adicionado a coluna empacotada para a ligacao da IgA

na coluna. A coluna foi agitada e deixada novamente empacotando.
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Para a eluicdo do material ndo ligado a coluna foi lavada novamente com o
Tampao Fosfato Salino. Para remover a IgA ligada a jacalina, foi adicionado a-D-
galactose 0,1M. O material eluido da coluna de jacalina foi coletado em fracfes de
300ul em eppendorfs® e cada tubo foi avaliado quanto a absorbancia a 280nm no
espectrofotometro (SHIMADZU).

A coluna entdo foi desalinizada e regenerada através de lavagens com o
tampdo fosfato salino usando 20 vezes o volume da coluna que foi entédo

armazenada em agua ultrapura contendo 0,02% de azida sédica.

O material que saiu da coluna foi dialisado contra Acido Triflouracético (TFA)
0,1% v/v em agua MiliQ por 3 ciclos de 24 horas. Depois de dialisado, o material foi
liofilizado e resuspendido para um volume de 25ul em tampao de amostra (0,06 M
de Tris-HCI pH 6,8; SDS 10%; 10% de glicerol e 0,025% de azul de bromofenol, b-

mercaptoetanol) para posterior analise de proteinas por eletroforese.

4.6. Analise protedmica

As amostras de fezes dos grupos Gl e grupo G2 foram submetidas a
eletroforese unidimensional e bidimensional no Laboratério de Quimica de
Proteinas, no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob
orientacdo do Prof. Dr. Gilberto Barbosa Domont. A partir de mapas protéicos
bidimensionais obtidos para cada amostra foram selecionados 32 spots do grupo G1
e 53 spots do grupo G2 para digestdo com tripsina e analise por espectrometria de
massa no sistema MALDI-TOF-TOF (ABI 4700) da Rede Protedmica do Rio de
Janeiro. Todos os equipamentos e técnicas protedmicas estdo disponiveis na Rede
Protedmica do Rio de Janeiro. Na Figura 4 encontra-se um esquema da sequéncia

de etapas realizadas para o estudo de proteémica.
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Figura 4: Representacéo de sequéncia metodoldgica do estudo protedmico. [Adaptado de

Pandey e Mann, 2000].

4.6.1. Avaliacao das proteinas das amostras de fezes por eletroforese em

gel de poliacrilamida-SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS-PAGE foi empregada

de acordo com o método descrito por Laemmili (LAEMMILI, 1970). O gel de

fracionamento (Resolving gel) era composto por solugdo de acrilamida a 15%, e o

gel de concentracéo por solucao de acrilamida a 4%. As amostras foram fervidas em

tampdo de amostra (desnaturante) constituido de 0,125M de Tris-HCI pH 6,8; SDS
4%; 20% de glicerol; ditiotreitol (DTT) 0,2M; 0,02% de azul de bromofenol e Agua
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MilliQ. As corridas eletroforéticas foram realizadas no sistema de mini-gel
(PROTEAN Tetra cell, BioRad Laboratories, EUA) usando fonte de tensdo BIO RAD
POWER PAC 3000 a 100 Volts. A separacdo das amostras foi visualizada através

da coloracdo com Coomassie Blue G250.

4.6.2. Precipitacédo de proteinas com etanol/acetona

As amostras foram adicionados 4 volumes de etanol para cada volume da
amostra (4:1) e deixados em agitacdo no vortex até a solubilizacdo completa.
Posteriormente foram adicionados 4 volumes de acetona para cada volume (volume
inicial) da amostra (4:1) e deixadas, novamente, em agitacdo no vortex. Apos a
solubilizacéo, as amostras foram incubadas, overnight, a -20°C para a precipitacéo
completa das proteinas presentes em solugdo. As amostras foram centrifugadas
(SIGMA 2K15) a 4°C por 15 minutos a 10000g e o sobrenadante foi retirado. O pellet
obtido foi lavado com 500ul da solucéo de Etanol: Acetona: Agua Milli Q (4:4:2 viviv),
centrifugado (SIGMA 2K15) a 4°C por 15 minutos a 10000g e o sobrenadante foi
retirado. Esse processo de lavagem foi repetido por 3 vezes, sendo que na ultima
repeticdo as amostras foram deixadas secar completamente na bancada.

Apbs a secagem completa do material, foi adicionado aos pellets 50ul de
solucéo de solubilizacdo Uréia 7M/ Tiouréia 2M e agitadas no vortex para solubilizar.
As amostras foram centrifugadas (SIGMA 2K15) a 4°C por 10 minutos a 10000g e o

sobrenadante foi colhido e utilizado para a focalizacéo isoelétrica.

4.6.3. Precipitacdo com acido tricloroacético (TCA)

Foi adicionado volume suficiente de TCA 100% até que fosse alcangado um
volume final que se obtivesse uma concentracdo de TCA a 10% para permitir a

precipitacdo. A amostra se torna com aspecto leitoso, caso haja proteinas presentes.
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O precipitado foi estocado overnight a 4°C. Posteriormente, foi centrifugado
(SIGMA 2K15) a 10.000g por 15min e o sobrenadante descartado. O precipitado
contendo as proteinas totais foi lavado com 500ul de acetona gelada e agitado até
adquirir o aspecto de suspensdo, momento em que o sobrenadante obtivesse uma
aparéncia limpida, sendo em seguida centrifugado a 10.000g por 15 minutos e o
sobrenadante descartado. Esse processo foi repetido por 3 vezes para livrar a
amostra de qualquer traco de TCA. O precipitado final foi seco a vacuo em Speed
Vac® (Savant) e estocado para posterior processamento.

Apébs a secagem completa do material, foram adicionados aos pellets 50ul de
solucéo de solubilizacdo Uréia 7M/ Tiouréia 2M e agitadas no vortex para solubilizar.
As amostras foram centrifugadas (SIGMA 2K15) a -4°C por 10 minutos a 10000g e o

sobrenadante foi colhido e utilizado para a focalizacéo isoelétrica.

4.6.4. Eletroforese bidimensional, revelacdo e obtencao de imagem

As amostras solubilizadas em 50ul de uréia 7M/ tiouréia 2M foram diluidas em
Solucédo de Reidratacao (Uréia 7M, Tiouréia 2M, DTT 65mM, 3-[(3-Cholamidopropyl)
dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS) 2% p/v, Pharmalyte 2%, IPG Buffer
0,5% e Azul de bromofenol 0,002% p/v) para um volume final de 125ul, sendo
colocados 50ul da amostra e 75ul da solucéo de reidratacao.

A Focalizacao isoelétrica (IEF) em gradiente de pH imobilizado (IPG) promove
a separacao das proteinas de acordo com seus pontos isoelétricos (pl). As amostras
foram colocadas no ponto central dos sarcofagos e as tiras de 7cm, pH 3-10, foram
colocadas sobre a amostra cuidadosamente de forma a impedir a formacdo de
bolhas. As tiras foram entéo cobertas com 6leo mineral (Immobiline™ DryStrip Cover
Fluid — GE HealthCare) e os sarcéfagos colocados no sistema Etthan™ IPGphor
1™ (GE HealthCare) para reidratacéo ativa e focalizagéo isoelétrica de acordo com
0 seguinte programa: 1° passo, 30 V por 12:00 h; 2° passo, 200 V por 1:00h; 3°
passo, 500 V por 1:00h; 4° passo, 1000 V por 1:00h; 5° passo 1000 a 3500V por 30
minutos; 6° passo 3500V; 14000Vht em 20:00h.
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Apés a focalizacdo as tiras de IPG foram equilibradas sob agitagdo em
Solucédo de Equilibrio (Tris 50mM, Glicerol 30%, Uréia 6M, SDS 2% p/v e azul de
bromofenol 2% p/v) com DTT (1% p/v) por 15 minutos para a reducao das proteinas
e, em seguida, alquiladas com lodoactetamida (IAA) (3% p/v) também em solucdo
de equilibrio por 15 minutos. Terminado o equilibrio, apds lavagem rapida no tampao
de corrida para livrd-los do excesso de solucdo de equilibrio, as tiras foram
colocadas no topo do gel da segunda dimenséo e cobertas com tamp&o de corrida
contendo agar 0,5%. O SDS-PAGE da segunda dimensao foi realizado em sistema
vertical em mini géis 15%. A corrida transcorreu em duas etapas: uma primeira a 2,5
mA/gel durante 15 minutos e uma segunda a 15 mA/gel até que o indicador (azul de
bromofenol) sair do gel.

Terminada a corrida, o gel foi fixado com etanol: acido acético: agua Milli Q
(4:1:5 vlvlv), durante 1 hora e corado por Coomassie Blue G250 overnight.
Posteriormente, os géis foram descorados com solucdo de acido acético: metanol:
agua Milli Q (1:3:6 v/viv) e armazenados em solucdo de acido acético 5%. Os géis
foram escaneados utilizando-se o programa LabScan v.5.0 (GE HealthCare) no
ImageScanner (Amersham Biosciences) com sistema integrado de transparéncia e
deteccdo manual dos spots que foram excisados.

4.6.5. Selecdo e processamento dos spots para espectrometria de massa

As proteinas de interesse foram cortadas dos géis bidimensionais e transferidas
para tubos Eppendorfs, onde foram hidrolisadas com tripsina, de acordo com o
método de Hellman e colaboradores (HELLMAN et al., 1995) com algumas
alteracdes. Os spots selecionados e numerados foram cortados em pedacos de
1mm?®, totalmente descorados em solucdo de Bicarbonato de aménio 50mM /
acetonitrila (1:1) em pelo menos 3 lavagens de 30 minutos e foram desidratados
com acetonitrila 100% por 5 minutos com posterior remoc¢ao completa do solvente
remanescente em concentrador de amostra Speed Vac® (Savant). Os géis foram

reidratados no gelo por 15 minutos, em 15ul de solugcado de bicarbonato de aménio
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25mM contendo 0,2ug de tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin - Promega).
Pedacos do gel foram cobertos com 20ul do tampéo e a digestao realizada a 37°C
(banho-maria) por 16 horas. Em seguida a solugcéo contendo os peptideos extraidos
do gel com solucédo acetonitrila 50%/ TFA 5% em agua foram concentrados até a
secagem completa em Speed Vac® (Savant) (JUNQUEIRA, 2005).

4.6.6. Espectrometria de massa (SHEVCHENKO et al., 1996)

A espectrometria de massa (MS) é ferramenta altamente sensivel e capaz de
analisar moléculas maiores e menores. Esta técnica é baseada na determinacéo
precisa da relacdo massa-carga (m/z) de ions em fase gasosa. Os ions sdo gerados
pelo ganho ou perda de uma carga (elétron ejecéo, protonacdo ou desprotonacao).
Uma vez que os ions sdo formados eles podem ser separados de acordo com a
relacdo m/z e posteriormente detectados (SIUZDAK, 1996).

A solucao de peptideos da digestéo triptica € misturada na placa de MALDI 1:1
com solucao de etanol, acetonitrila e acido trifluoroacético 0,3% (1:1:1) saturada com
acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico 0,7% (0,4uL de cada solugéo). A mistura é seca a
temperatura ambiente antes da analise no espectrdmetro de massa. Os espectros
de massa foram obtidos no equipamento ABI 4700 MALDI-TOF/TOF (Applied
Biosystems) no modo interativo, com as amostras analisadas, automaticamente, no
modo refletor MS sendo os sete picos mais intensos submetidos a analise por
MS/MS em célula de colisdo configurada para 1 kV em pressdo de 1x 10° torr em
presenca de gas atmosférico.

4.6.7. Andlise dos resultados

Os espectros provenientes de analises combinadas da espectrometria de
massas (MS e MS/MS) foram filtrados pela relag&o sinal / ruido dos picos, que foi de
20 para os dados de MS e 10 para MS/MS.
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Esses espectros foram levados a busca para comparac¢do por homologia de
massa de peptideo e seqiiéncia de aminoécidos em bancos de dados de proteinas
nao redundantes do NCBI (National Center for Biotechnology Information-/

www.ncbi.nim.nih.gov/NCBInr) de todos os grupos taxondmicos e somente para

proteinas humanas (Homo sapiens), empregando o software da interface MASCOT
disponivel on-line (Matrix Science Ltd.), que utiliza algoritmo a fim de testar a

significancia estatistica das identificacdes.

Mangiavacchi, B. M. — Dezembro de 2009— Pdgina 50


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/NCBInr

RESULTADOS



Resultados

V. RESULTADOS

5.1. Avaliacao de IgA anti- T. gondii em amostras de fezes com a utilizagéo do
kit Platelia™ Toxo IgA TMB (Diagnostic Pasteur)

A avaliacdo de IgA anti-T. gondii nas amostras de fezes foi feita com a
utilizacdo do kit Platelia™ Toxo IgA TMB (Diagnostic Pasteur). A legenda dos

codigos encontra-se na Tabela 1 no item 4.1.

As analises das amostras de fezes foram realizadas em dois momentos: 1°
momento em 26 de janeiro de 2006 e o 2° momento em 15 de junho de 2008. Em

ambos 0s ensaios as amostras foram diluidas na proporcao 1:50.

Para avaliar a especificidade de ligacdo das amostras de fezes pelo kit
Platelia™ Toxo IgA TMB foi incluido um ponto experimental controle que consistiu na
avaliacdo direta do reconhecimento da amostra com o anticorpo monoclonal. Este
controle foi denominado controle amostra-conjugado. Os resultados referentes a
este ensaio estdo apresentados na Tabela 3. A alta reatividade apresentada por
algumas amostras de fezes ndo € comumente encontrada em testes de ELISA

convencionais.

Percebemos que apesar de uma leve variacdo entre os resultados obtidos
nos dois testes as amostras apresentaram o mesmo perfil de reatividade nos dois
momentos, tanto para o teste convencional quanto para o controle amostra-

conjugado.

Mangiavacchi, B. M— Dezembro de 2009 — Pigina 52



Resultados

Tabela 3: Reatividade de anticorpos IgA anti-T gondii pelo kit Platelia™ Toxo IgA TMB em
amostras de fezes processadas para a extragdo de imunoglobulinas.

ELISA
AMOSTRA ELISA 1° Momento ! ELISA 2° Momento 2
Convencional Controle_ Amostra- Convencional Controle_Amostra—
Conjugado Conjugado
MF0071 1,514 0, 322 1, 7265 0, 4333
MF0072 1, 754 3, 765 1, 287 2, 9431
MF0081 2,319 2.230 2. 116 1, 7462
MF0082 2, 489 0, 663 1, 792 0, 6564
MF0101 1, 628 5, 699 0, 917 2. 3107
MF0111 * 2,570 0,790 1,571 1, 4398
MF0111" 1,919 0, 9147
MF0112 * 3, 524 5, 534 2. 440 4, 3501
MF0112 * e e 1, 652 0, 5055
MF0121 2. 661 0, 382 1,930 0, 5011
MF0141 1, 858 0, 509 2, 155 0, 7024
MF0151 1, 678 0, 324 2. 166 0, 4092
MF0161 e e 1, 980 0, 4486
MF0162 e e 1, 540 0, 4770
MF0163 1, 790 0, 6105
MF0171 e e 1, 302 0, 3217

1° experimento realizado em 26 de Janeiro de 2006
2° experimento realizado em 15 de Junho de 2008
* Amostra coletada em 26 de Janeiro de 2006

* Amostra coletada em 15 de Junho de 2008

"& Amostra ndo analisada nesse experimento

N
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As amostras MF0111 e MF0112 apresentaram resultados diferentes entre os
tempos avaliados. Os valores obtidos para essas amostras no teste convencional e
no controle amostra-conjugado foram, respectivamente, 1,571 e 1,4398 para
MF0111 e 2,440 e 4,3501 para MF0112. Em junho de 2008, as amostras, MF0111 e
MF0112, foram coletadas novamente e sua reatividade foi comparada com as
respectivas amostras do primeiro momento. Essas duas novas amostras tiveram
resultado negativo para o controle amostra-conjugado, obtendo os valores de 0,9147
e 0,5055, para MF011ll e MFO0112, respectivamente. Essas amostras serao

avaliadas em outro estudo separadamente.

5.2. Avaliacdo das amostras de fezes por eletroforese unidimensional em gel

de poliacrilamida-SDS

As amostras provenientes de material fecal tiveram suas proteinas dosadas
pelo método de Bradford e foram analisadas em gel de poliacrilamida 12% para
averiguar seu perfil eletroforético. A Figura 5 mostra o gel contendo as amostras.
Como controle foi utilizado o padrao de peso molecular DALTON Marck® (SIGMA),
representado na raia 1. Aliquotas de 20ul de amostra foram diluidas em 10ul de
tampao de amostra (0,06M de Tris-HCI pH 6,8; SDS 10%; 5% de B-mercaptoetanol;
10% de glicerol, 0,025% de azul de bromofenol).

Observa-se na Figura 5 que as amostras de fezes apresentam bandeamento
distinto entre elas, ndo apresentando um perfil que possa ser afirmado como
caracteristico do material fecal, mesmo apés o tratamento a que foram submetidas
(MANGIAVACCHI, 2006). Algumas amostras apresentaram uma banda
correspondente a cadeia leve de 25 KDa mais intensas do que outras. Outras

bandas aparecem no gel, o que era esperado.

As amostras MF0111 e MF0112 tiveram mudanca no perfil de bandeamento

SDS-PAGE. Comparado o primeiro e segundo momento de coleta para cada uma
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das amostras vemos que tanto MF0111 quanto MF0112 tiveram uma diminui¢cdo no
namero de bandas identificadas no gel, e principalmente, na regido de 25 KDa

(Figura 5 — caixa).
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66KDa

49KDa

36KDa

29KDa

24KDa

66KDa

49KDa

36KDa
29KDa

24KDa

20,1KDa

Figura 5: Fracionamento de proteinas por SDS-PAGE presentes nas amostras de fezes.
No gel 1: Amostra padréo de peso molecular DALTON Marck®, amostra de fezes (MFO071,
MF0081, MF0082, MF0101, MF0111*, MF0111", MF0112*, MF0112%); No gel 2: Amostra
padrdo de peso molecular DALTON Marck®, Amostras de fezes (MF0121, MF0141,
MF0151, MF0161, MF0162, MF0163, MF0171). Caixa destague: Amostras MF0111*,
MF0111*, MF0112*, MF0112*
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5.3. Avaliacdo das amostras dos grupos Gl e G2 por eletroforese

unidimensional em gel de poliacrilamida-SDS

Visto que as amostras de fezes tiveram perfis diferenciados de bandeamento
protéico no SDS-PAGE e de reatividade de anticorpos pelo teste de ELISA,
decidimos por agrupar essas amostras com caracteristicas similares, conforme
descrito no item 4.2.2., formando um pool de proteinas para podermos comparar o

perfil de bandeamento dessas amostras, agora, dentro dos grupos.

Os grupos de amostras foram liofilizados para concentrar as proteinas
presentes nas mesmas, no menor volume possivel (1,5ml) suas proteinas foram
dosadas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). As amostras dos grupos G1
e G2 foram analisadas em gel de poliacrilamida 12% para averiguar o perfil
eletroforético. A Figura 6 mostra o gel contendo tais amostras.

Como controle foi utilizada amostra padrdao de peso molecular DALTON
Marck® (SIGMA), representado na canaleta 1. Observa-se na Figura 6 que as
amostras apresentaram bandeamento distinto. Duas bandas, provavelmente
correspondentes a cadeia leve e a cadeia pesada da imunoglobulina, de 25KDa e
50KDa respectivamente (Figura 6 — setas), também foram identificadas. No entanto,
podemos perceber que elas séo relativamente mais intensas na amostra do grupo
G2 do gue no G1, o que era esperado visto que as amostras deveriam apresentar

um perfil de bandeamento dentro do grupo similar ao que possuiam individualmente.
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Padréo Gl G2

66KDa

45KDa
36KDa

29KDa
24KDa

22,1KDa

i

Figura 6: Fracionamento das proteinas por SDS-PAGE presentes nas amostras do grupo
G1 e G2. No gel: Amostra padrdo de peso molecular DALTON Marck®, amostra do grupo

G1, amostra do grupo G2. Setas: bandas de 50 e 25 KDa, respectivamente.
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5.4. Purificagéao de IgAs por cromatografia de afinidade em coluna de jacalina

Devido a amostra do grupo G2 apresentar bandas mais intensas na regiao
onde provavelmente se encontram as cadeias, leve e pesada, das imunoglobulinas,
decidimos purificar essas cadeias por cromatografia de afinidade utilizando a coluna

de jacalina.

A Jacalina € uma lectina ligadora de a-D-galactose, extraida da semente de
Artocarpus integrifolia. Esta lectina € uma glicoproteina de aproximadamente 40 KDa
composta por quatro subunidades idénticas. A jacalina imobilizada em suportes de
agarose tem sido utilizada comumente na purificacdo de IgAl secretéria e do soro

humano. A IgA pode ser separada da IgM e IgG humana do soro e colostro.

Foram coletados 13 tubos contendo 300ul de material eluido da coluna e as
leituras de absorbancia foram plotadas em grafico (Grafico 1). Os tubos
correspondentes aos picos 3 e 4, que foram 0s que apresentaram 0S maiores

valores de absorbéancia, foram selecionados.

O material eluido da coluna, presente nos tubos 3 e 4, foi colocado em um
anico tubo eppendorf®, liofilizado e ressuspendido para o volume de 25ul de tampéo

de amostra redutor SDS para avaliar o perfil eletroforético das proteinas.

O material que néo se ligou a coluna de jacalina também foi guardado para a

avaliacao do perfil eletroforético de suas proteinas.
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Fracdes eluidas
0,1 1
ABS il
O -
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
‘—O—ABS -0,002 0,03 0,097 | -0,032 | 0,007 | 0,009 |-0,029 | -0,015 | -0,021 | -0,031 | -0,034
Tubos

Grafico 1: Absorbéancia das frag6es eluidas da coluna de jacalina.

5.5. Eletroforese unidimensional do material ndo adsorvido e purificado (IgA)

do grupo G2 através de coluna de jacalina

O material ndo adsorvido e o purificado da coluna foi analisado em gel de

poliacrilamida 12% para averiguar a presenca de imunoglobulinas.

A Figura 7 mostra o gel contendo o material ndo adsorvido a coluna. Como

controle foi utilizada amostra padrdo de peso molecular DALTON Marck® (SIGMA)

sendo apresentada na canaleta 1. Na figura pode ser observada uma banda de

aproximadamente 25 KDa, (Figura 7 — seta) indicando ser cadeia leve de

imunoglobulina que n&o se liga a coluna de jacalina.
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Padrao Material nao
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22,1KDa |

Figura 7: Fracionamento das proteinas por SDS-PAGE presentes no material nao

adsorvido a coluna de jacalina. No _gel: Amostra padrdo de peso molecular DALTON
Marck®, 10ul da amostra ndo adsorvida a coluna diluida em tamp&o de amostra redutor-

SDS. Seta: banda de 25 KDa.

A Figura 8 mostra o gel contendo a amostra do material eluido da coluna de
jacalina. Como controle foi utilizada amostra padrdo de peso molecular DALTON
Marck® (SIGMA) sendo apresentada na canaleta 1. A amostra retirada da coluna
ressuspendida em tampao de amostra foi dividida da seguinte forma: na canaleta 2
foram colocados 1/3 do volume total de amostra (8ul) e na canaleta 3 foram
colocados 2/3 do volume total de amostra (16ul). Observa-se na figura 8 que as
duas amostras apresentam bandeamento similar. S&o observadas duas bandas de
aproximadamente 65 e 50 KDa (Figura 8 — setas), o que também era esperado,
sendo provavelmente a cadeia pesada da imunoglobulina (porgéo Fc) que se ligou a

jacalina.
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Padréo 16ul

.8ul

66KDa

45KDa
36KDa

29KDa
24KDa

22,1KDa

Figura 8: Separacao das proteinas por SDS-PAGE presentes no material eluido da coluna
de jacalina. No gel: Amostra padrdo de peso molecular DALTON Marck®, 8ul da amostra

eluida da coluna diluida em tampao de amostra redutor-SDS, 16ul da amostra eluida da

coluna em tampéao de amostra redutor-SDS. Seta: bandas de 50 e 65 KDa

5.6. Analise protedmica

5.6.1. Determinacdo das regibes nos géis unidimensionais para o

sequenciamento de proteinas por espectrometria de massa

Para confirmar nossas suspeitas sobre a presenca de imunoglobulinas no
material fecal dos grupos avaliados e se 0 método de purificagdo em coluna de
jacalina foi eficiente, os trés géis (Figura 9) foram enviados ao Laboratério de
Quimica da UFRJ, sob a orientacdo do Prof. Gilberto Domont, para a identificacao
de proteinas presentes nas regifes de interesse marcadas em cada gel. As regides
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foram determinadas baseadas na intensidade das mesmas no gel, visando,
principalmente a identificagcdo das imunoglobulinas que, sabidamente, estavam
presentes nas amostras de material fecal (resultado que foi comprovado pelo teste
de ELISA descrito no item 5.1).

O gel 1 (Figura 9) continha apenas a amostra do grupo G2 e desse gel foram
selecionados 9 regibes onde supostamente estariam presentes as cadeias de
imunoglobulinas, cadeias leves e pesadas, sendo 6 regifes na faixa de 25-30 KDa, 1
regido na faixa de 50KDa e 3 regibes de proteinas de alto peso molecular que

apresentaram um bandeamento mais intenso.

O gel 2 (Figura 9) continha o material ndo adsorvido a coluna de jacalina e

desse gel foi selecionado a Unica regido de 25 KDa.

O gel 3 (Figura 9) continha o material eluido da coluna de jacalina e desse gel

foram selecionados 3 regides na faixa de 50-65KDa.
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Figura 9: Fracionamento das proteinas por SDS-PAGE presentes nas amostras do grupo
G2. No gel 1: Amostra padrdao de peso molecular DALTON Marck®, 20ul da amostra do
grupo G2 diluida em tampao de amostra redutor-SDS; No gel 2: Amostra padrdo de peso
molecular DALTON Marck®, 10ul da amostra G2 ndo adsorvida a coluna de jacalina diluida
em tampéo de amostra redutor-SDS; No gel 3: Amostra padréo de peso molecular DALTON
Marck®, 8ul da amostra eluida da coluna diluida em tampao de amostra redutor-SDS, 16ul
da amostra eluida da coluna em tampao de amostra redutor-SDS. Os spots analisados por
espectrometria de massa estdo numerados.
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5.6.2. Identificacdo de proteinas da amostra do grupo G2, extraidas do gel

unidimensional, por espectrometria de massa

As regides escolhidas dos géis unidimensionais foram submetidas a digestao
triptica e espectrometria de massas. As regides foram excisadas dos géis, digeridas
com tripsina e analisadas em um espectrometro de massa MALDI-TOF-TOF. Os
dados obtidos apds o processamento de todos os spots foram pesquisados no
banco de dados NCBI onde a partir de um espectro de massa, a busca resulta numa
lista de proteinas candidatas contendo variadas informagfes incluindo um valor
numerico que determina se a identificacdo é confiavel ou ndo (Mowse score).

Na tabela 4 estdo listadas as proteinas identificadas, bem como as massas
moleculares de cada regido, o protein score e o ion score de cada identificagédo e as
descri¢cdes das proteinas.
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Tabela 4: Lista das proteinas das regides escolhidas para o seqienciamento identificadas por MS/MS.

Banda MW (KDa) Prot Score/lon Score  Descrigcdo das proteinas ordenadas por grupo
Enzimas
PPM" 24.3 227/123 trypsin inhibitor subtype A [Glycine max]
H1 571 84/61 intestinal alkaline phs?;gza'csa]\se precursor [Homo
1 211 103/97 maltase-glucoamylase [Homo sapiens]
2 211 66/40 maltase-glucoamylase [Homo sapiens]
Cadeia leve de Imunoglobulina
L1.1 236 106/57 immunoglobulin light chain [Homo sapiens]
L1.2 236 68/48 immunoglobulin light chain [Homo sapiens]
4 23.6 50/ immunoglobulin kappa light chain
5 23.4 128/71 immunoglobulin light chain [Homo sapiens]
6 28,9 92/69 immunoglobulin kappa light chain VLJ region
7 23.6 95/63 immunoglobulin light chain [Homo sapiens]
Queratina
8 66.1 428/188 Keratin 1 [Homo sapiens]
9 59 321/106 Keratin 10 [Homo sapiens]
10 59 347/119 Keratin 10 [Homo sapiens]

* Padréo de peso molecular
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Das 14 regibes avaliadas, 13 proteinas foram identificadas, sendo estas
separadas em 3 grupos de proteinas diferentes: enzimas, cadeia leve de
imunoglobulina e queratina (Tabela 4).

Visto que os resultados da identificacdo das proteinas ndo alcancaram as
nossas expectativas quanto a identificagcdo de imunoglobulinas inteiras (cadeia leve
e pesada), decidimos entdo realizar novos experimentos utilizando a técnica de
eletroforese bidimensional, juntamente com etapas de precipitacdo das amostras,
com objetivo de avaliar melhor a possibilidade de se encontrar proteinas integras

presentes nos grupos G1 e G2.

5.6.3. Precipitacdo de proteinas com etanol/acetona das amostras dos

grupos G1 e G2, eletroforese bidimensional, revelacdo e andlise da imagem

As amostras dos grupos G1 e G2 tiveram suas proteinas dosadas novamente
pelo método de Bradford e foram submetidas & corrida unidimensional em gel de
poliacrilamida 15%, sendo colocadas 20ug de proteina de cada amostra nas
respectivas canaletas do gel. O volume de amostra e de tamp&o aplicado no gel foi
calculado para um total de 25ul por canaleta.

O gel foi submetido a uma corrida de 10mA até sair do resolving gel e 15mA
até a saida do front do gel. O gel foi fixado em solugéo fixadora contendo Acido
Acético:Metanol:Agua MilliQ por 1 hora e depois colocada em Comassie Blue G250.
A imagem do gel encontra-se na Figura 10.

Na Figura 10 podemos ver que o bandeamento de proteinas do grupo G2 é
muito mais rico que do grupo G1, podendo-se identificar 8 bandas (setas) de maior

intensidade no grupo G2 e 4 bandas (setas) no grupo G1.
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Figura 10: Separagdo das proteinas por SDS-PAGE presentes nas amostras de fezes. No
gel (da esquerda para direita): Padrdo de peso molecular PROMEGA,; 20ug da amostra de

fezes G1,; 20pg da amostra de fezes G2. Setas: bandas mais intensas identificadas entre os

grupos.

Visto que as amostras apresentaram um arraste durante o SDS-PAGE,
decidimos submeter essas amostras a um processo de precipitagdo em
etanol/acetona. Nesse processo a utilizagdo de solventes organicos, como o etanol e
a acetona, promove o0 sequestro das moléculas de agua presentes na solugéo
auxiliando assim a precipitacdo das proteinas. A solubilidade das proteinas em
solventes organicos € menor do que em agua e com isso as proteinas precipitam.
Um volume equivalente a 50ug de proteina de cada amostra, G1 e G2, foi utilizado

para fazer essa etapa de precipitacao.
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ApGs a precipitagédo, o sobrenadante recuperado de cada amostra foi utilizado
para a eletroforese bidimensional. Esses géis foram escaneados utilizando-se o
programa LabScan v5.0 (GEHealthcare) no ImageScanner (Amersham Biosciences)
com sistema integrado de transparéncia, com deteccao manual dos spots que foram
excisados. As imagens obtidas dos géis estdo nas Figuras 11 e 12.

Na Figura 11 encontra-se o perfil bidimensional da amostra G1 onde podemos
ver que as proteinas na faixa de pl 3 ndo foram separadas com eficiéncia.
Verificamos a presenca de 3 grupos de proteinas nessa amostra: um grupo formado
por proteinas de pl entre 5-7 e de peso molecular entre 35-75 KDa, um grupo de
proteinas de baixo peso molecular com pl entre 5-7 e uma faixa de proteinas na
regido de 25-30 KDa com pl entre 4-8. Ainda verificamos a presenca de um arraste
no final do gel formado por proteinas com pH préximo a 10 (Figura 11) .

Na Figura 12 encontra-se o perfil bidimensional da amostra G2 onde podemos
verificar também a presenca de proteinas acidas que nao foram separadas, igual ao
G1, porém podemos verificar a presenca de mais pontos protéicos quando
comparado ao G1, sendo possivel visualizar pontos protéicos na faixa de 10-100
KDa e com pH entre 5-9, com um grupo protéico mais intenso na faixa de 25-30 KDa
com pH variando entre 4-8. Os pontos protéicos presentes na faixa de 25-30 KDa,
onde provavelmente se encontram a cadeia leve da imunoglobulina, apresentam
valores de pl entre 4 e 9, corroborando com os dados da literatura (PRIN et al.,
1995).

Ambos os resultados confirmam a separacéo ocorrida no gel unidimensional,
apresentando o0 mesmo grupo de amostra nas mesmas regides de peso molecular
(Figura 10).
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Figura 11: Perfil bidimensional da amostra de fezes do grupo G1 precipitada com
etanol/acetona. As proteinas foram separadas na primeira dimens&o utilizando tiras de IPG

na faixa de 3-10. A quantidade de proteina aplicada foi de 50ug; apos a eletroforese na

segunda dimensdao, os géis foram corados com Coomassie brilliante blue.
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Figura 12: Perfil bidimensional da amostra de fezes do grupo G2 precipitada com
etanol/acetona. As proteinas foram separadas na primeira dimenséo utilizando tiras de IPG

na faixa de 3-10. A quantidade de proteina aplicada foi de 50ug; apos a eletroforese na

segunda dimensao, os géis foram corados com Coomassie brilliante blue.
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5.6.4. Precipitacdo com acido tricloroacético (TCA) da amostra do grupo

G1, eletroforese bidimensional, revelacéo e anédlise da imagem

Como o gel bidimensional da amostra do grupo 1 ndo mostrou uma boa
separacédo das proteinas decidiu-se utilizar a precipitagdo com o acido tricloroacético
(TCA -MP Biomedicals LLC).

Foi adicionado volume suficiente de TCA 100% a amostra do grupo 1,
contendo 50ug de proteinas, até que fosse alcancada a concentracdo de TCA de
10%.

O gel foi escaneado utilizando-se o programa LabScan v. 5.0 (GEHealthcare)
no ImageScanner (Amersham Biosciences) com sistema integrado de transparéncia
e deteccédo dos spots que foram manualmente excisados.

Na Figura 13 encontra-se o perfil bidimensional da amostra G1 precipitada
com TCA e verificamos que a presenca de proteinas de alto peso molecular e de pl
acido diminuiu consideravelmente quando comparado com o método de precipitacéo
com etanol/acetona realizado na mesma amostra (Figura 11). Podemos ver na figura
13 a presenca de pontos protéicos na faixa que vai de 10 a 150 KDa e com pH
variando entre 3-5, apresentando um grupo protéico mais intenso presente na faixa

de 25-30 KDa com pH variando entre 4 e 8.
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Figura 13: Perfil bidimensional da amostra de fezes do grupo 1 precipitada com

TCA/acetona. As proteinas foram separadas na primeira dimenséo utilizando tiras de IPG na
faixa de 3-10. A quantidade de proteina aplicada foi de 50ug; apos a eletroforese na

segunda dimensdao, os géis foram corados com Coomassie brilliante blue.
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5.6.5. Selecao e processamento dos spots para espectrometria de massa

As proteinas de interesse foram cortadas dos géis bidimensionais e
transferidas para tubos Eppendorfs, onde foram hidrolisadas com tripsina, de acordo
com o método de Hellman e colaboradores (HELLMAN et al., 1995) com algumas
alteracgodes.

No total foram selecionados 53 spots da amostra do grupo G2 precipitada
com etanol/acetona, 11 spots da amostra do grupo G1 precipitada com
etanol/acetona e 22 spots da amostra do grupo G1 precipitada com TCA. Para a
selecdo dos spots decidiu-se por escolher aqueles de maior intensidade, sem
nenhum método pré-determinante para tal, visto que ndo ha nenhum tipo de
referéncia na literatura para esse tipo de material. Os spots selecionados

manualmente e numerados encontram-se nas Figuras 14, 15 e 16.
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Figura 14: Perfil bidimensional da amostra de fezes do grupo G2 precipitada com
etanol/acetona. As proteinas foram separadas na primeira dimensao utilizando tiras de IPG
na faixa de 3-10. A quantidade de proteina aplicada foi de 50ug; apos a eletroforese na
segunda dimensao, os géis foram corados com Coomassie brilliante blue. Os spots
analisados por espectrometria de massa estdo numerados.
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Figura 15: Perfil bidimensional da amostra de fezes do grupo G1 precipitada com
etanol/acetona. As proteinas foram separadas na primeira dimenséo utilizando tiras de IPG
na faixa de 3-10. A quantidade de proteina aplicada foi de 50ug; apos a eletroforese na
segunda dimensdo, os géis foram corados com Coomassie brilliante blue. Os spots

analisados por espectrometria de massa estdo numerados.

Mangiavacchi, B. M. — Dezembro de 2009— Pigina 76



Resultados

225KDa
150KDa
100KDa

75KDa

50KDa

35KDa

25KDa

15KDa

10KDa — . i - Ia

Figura 16: Perfil bidimensional da amostra de fezes do grupo G1 precipitada com TCA. As

proteinas foram separadas na primeira dimensdao utilizando tiras de IPG na faixa de 3-10. A
quantidade de proteina aplicada foi de 50ug; apos a eletroforese na segunda dimenséo, os

géis foram corados com Coomassie brilliante blue. Os spots analisados por espectrometria

de massa estao numerados.
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5.6.6. Identificacdo de proteinas da amostra do grupo G1 e G2 por
espectrometria de massa MALDI TOF-TOF

Os dados obtidos apdés o processamento de todos os spots foram
pesquisados no banco de dados NCBI para todos os grupos taxondmicos e alguns

para o grupo taxonémico Homo sapiens (Tabela 5).

Dos 3 géis avaliados, a amostra do grupo G2 precipitada com Etanol/Acetona,
a amostra do grupo G1 precipitada com Etanol/Acetona e a amostra do grupo G1
precipitada com TCA, somente a primeira amostra obteve resultados significantes na
pesquisa no banco da dados do NCBI, tanto para todas as espécies, como somente
no banco de dados Homo sapiens.

Na Tabela 5 estdo listadas as proteinas identificadas na amostra do grupo
G2, bem como as massas moleculares e os pl, tedricos e experimentais, de cada
spot, o protein score e o0 ion score de cada identificacdo e as descricbes das

proteinas.
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Tabela 5: Identificacdo das proteinas por MS/MS dos spots selecionados no gel do grupo 2 precipitado com Etanol/Acetona.

Spot® Prot Score MW (KDa) / pl Descricao das proteinas ordenadas por grupos
Teorico Exp.
Proteina Ligadora da porcéo Fc de imunoglobulina
1* 37 63.9/50  46.5/5.1 PREDICTED: similar to Fc fragment of IgG binding protein [Homo sapiens]
6 96 31.4/5.1 32.4/5.61 Human Fc gamma BP [AA 1-2843] [Homo sapiens]
Cadeia Leve de Imunoglobulina
12 100 23.5/5.7 24.3/5.17 immunoglobulin kappa 1 light chain [Homo sapiens]
20 139 29.4/6.1 26/6.57 immunoglobulin kappa light chain VLJ region [Homo sapiens]
21 122 23.6/6.9 24.8/6.5 immunoglobulin light chain [Homo sapiens]
23 128 26.1/5.7 25.4/6.7 kappa 1 immunoglobulin light chain [Homo sapiens]

* Originados do gel bidimensional da amostra do grupo G2 — figura 15

* Resultado para o banco de dado: Taxonomia — Homo sapiens
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24 223 23.6/6.9 24.717.3 immunoglobulin light chain [Homo sapiens]
26 156 23.6/7.8 25/ 8.1 immunoglobulin light chain [Homo sapiens]
27 151 259/8.7 25.1/8.6 immunoglobulin kappa light chain [Homo sapiens]
36 119 15.3/5.5 16.6/5.8 immunoglobulin kappa chain V-J-C [Homo sapiens]
40 84 11.8/55 12.5/5.8 kappa 1 immunoglobulin light chain constant region [Homo sapiens]
Enzimas
33°* 42 16.1/5.7 18.8/5.8 superoxide dismutase 1, soluble [Homo sapiens]
44° 50 28.5/6.7 15.6/7.9 chymotrypsin [Homo sapiens]
Cadeia Pesada de Imunoglobulina
51 63 45.6/5.7 54.7/6.1 Immunoglobulin heavy chain variant [Homo sapiens]

* Resultado para o banco de dado: Taxonomia — Homo sapiens

Mangiavacchi, B. M. — Dezembro de 2009— Pigina 80



Resultados

Dos 53 spots avaliados na amostra do grupo G2, 14 proteinas foram
identificadas, sendo estas separadas em 4 grupos de proteinas distintas: 9 proteinas
cadeia leve de imunoglobulina, 1 proteina cadeia pesada, 2 proteinas ligadora da
porcdo Fc de imunoglobulina e 2 enzimas digestivas, apresentando,
respectivamente, 64%, 7%, 14% e 14% do total de proteinas identificadas (Gréfico
2). Considerando as proteinas cadeias leve do tipo kappa como um grupo de
proteinas isoladamente, vemos que essas proteinas representam 42,86% do total

das proteinas identificadas pelo programa (Grafico 2).

Gréfico 2: Valores em porcentagem das proteinas identificadas da amostra do grupo 2 pelo
bando de dados do MASCOT:
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VI. DISCUSSAO:

Por ser uma regido de alta prevaléncia para a Toxoplasmose, principalmente
na populacdo de baixo poder aquisitivo que recebe pouca atencdo médica, 0
municipio de Campos dos Goytacazes é adequado a realizacdo de estudos acerca
do perfil de resposta imune de individuos expostos a grandes pressdes de infeccdo
pelo parasita Toxoplasma gondii. Visto que a prevaléncia da infeccao toxoplasmica
na faixa etaria de 0-4 de idade € menor do que se supunha, a avaliacao da presenca
de imunoglobulinas fecais anti-T. gondii nessa faixa etaria da populacdo € pertinente
e com potencial para distinguir entre a doencga congénita ou neonatal e subsidiar o

acompanhamento da infeccdo por pediatras e oftalmologistas.

Em trabalho realizado em 2006, observou-se ser viavel a identificacdo de
anticorpos nas amostras fecais de criancas moradoras de comunidades carentes do
municipio de Campos dos Goytacazes com intuito de investigar exposicdo dessas

criancas a infeccdo pelo T. gondii (MANGIAVACCHI, 2006).

A Toxoplasmose em Campos dos Goytacazes € prevalente em 84% da
populacdo de baixa renda enquanto que nas populacdes de médio/baixo e
médio/alto poder aquisitivo as prevaléncias sdo de 62% e 23% respectivamente
(BAHIA-OLIVEIRA et al, 2003). As curvas de prevaléncias mostram que na
populacdo de baixa, bem como de media/baixa renda na faixa de 0 a 9 anos o
percentual de positividade esta em torno de 60%. No entanto no ensaio de ELISA
realizado com amostras de fezes de criangcas obtivemos 100% de positividade
(Tabela 3). Isso pode ser reflexo da “imaturidade” na produgédo de IgA sérica em
criancas ja que o nivel de producdo desses anticorpos no soro alcangam seu pico
por volta dos 12 anos, enquanto que na mucosa esse nivel é alcancado até 1 ano de
idade, refletindo a resposta imune local (MELLANDER et al., 1984). Além do mais,
0s testes soroldgicos utilizados no estudo por Bahia-Oliveira em 2003, avaliaram
somente a presenca de anticorpos da classe IgG em contraste com a IgA avaliada

€m NOSSOo ensaio.
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Para purificar a IgA, especificamente a SIgA, das amostras de fezes,
utilizamos a cromatografia de afinidade em coluna de jacalina, por ser um método
bastante eficiente para a purificacdo dessas imunoglobulinas (HUSE et al., 2002). As
lectinas, como a jacalina, sdo proteinas conhecidas pela sua capacidade de se
ligarem a glicoproteinas (ROBERTSON & KENNEDY, 1996), se ligando a residuos
a-D-galactose presente na regido de dobradica da imunoglobulina, sendo capaz de
separar principalmente a IgAl, tanto na forma monomérica quanto a dimérica, e a
IgD, néo se ligando nem a IgM e 1gG (KUMAR et al., 1982; AUCOUTURIER et al.,
1987).

As cadeias pesadas de IgAl e IgA2 humanas diferem em apenas 22
aminoéacidos, predominantemente pela delecdo de 13 aminoacidos na regido da
dobradica na IgA2. Essa regido na IgA1 é composta por sequéncias repetidas ricas
em prolina, serina e treonina, onde as serinas apresentam glicosilacdes do tipo O
(KAZEEVA & SHEVELEV, 2007). O papel dessa regido na IgA2 a torna resistente a
acado de um grande numero de proteinases bacterianas que clivam a IgA1 na regido
da dobradica e sdo importantes na patogenicidade dessas bactérias (KAZEEVA &
SHEVELEV, 2007). A intensidade de ligacdo da IgAl1 na sua forma monomeérica e
dimérica, principalmente a SIgA, com a jacalina € muito maior que com a IgA2

(AUCOUTURIER et al., 1987, 1988; KONDOH et al., 1986).

Por se tratar de amostra de fezes, que sabidamente apresentam a SIgA,
utilizamos a coluna de jacalina para a purificacdo das mesmas. No gréfico das
fracOes obtidas da coluna de jacalina obtivemos 2 picos de absorbéancias (Gréafico 1).
Esse fracionamento do material em 2 picos também foi observado em trabalho
realizado por Campos-Neto e Roque-Barreira com amostras de soro humano, onde
através da eletroforese eles viram que o primeiro pico obtido correspondia a IgA
juntamente com outras proteinas que apresentam uma ligacao fraca com a jacalina,
e 0 segundo pico constituido somente por IgA (ROQUE-BARREIRA & CAMPOS-
NETO, 1985).
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Apesar da correspondéncia dos resultados com Roque-Barreira e Campos-
Neto, em nosso estudo ndo conseguimos identificar, por espectrometria de massas,
a cadeia pesada da imunoglobulina apos a etapa purificacdo, sendo identificada
apenas a cadeia leve da mesma. Isso pode ser explicado visto que a quantidade de
material aplicado na coluna foi bem menor (500ul) que o volume de material aplicado
no estudo por Roque-Barreira e Campos-Neto (30ml), onde eles obtiveram a
identificacdo da IgA por imunoeletroforese (ROQUE-BARREIRA & CAMPOS-NETO,
1985), além disso nds sO avaliamos o volume de material eluido referente ao

primeiro pico do material.

Especialmente para a purificacdo da IgA humana, a cromatografia de
afinidade utilizando a coluna de jacalina € bastante eficiente, ndo acontecendo o
mesmo para IgA de outros mamiferos (HUSE et al., 2002). Porém alguns trabalhos
mostram a ligacdo da SIgA intestinal e lacrimal a jacalina (COYLE et al., 1989;
KUIZENGA et al., 1991; KABIR, 1993.). Kabir em seu estudo avaliou a presenca da
SIgA no lavado intestinal de coelhos apés a infeccdo entérica com V. cholerae
(KABIR, 1993). A SIgA, bem como a IgG, foram purificadas através de métodos
cromatograficos utilizando, respectivamente, a jacalina e a proteina A, mostrando
ser um método rapido e eficiente na purificagcdo dessas imunoglobulinas intestinais
(KABIR, 1993). Kuizenga e colaboradores avaliaram a presengca da SIgA em
amostras de lagrima humana com e sem solucdo redutora por SDS-PAGE,
identificando a presenca do componente secretério e a cadeia pesada da IgA e a
SIgA integra, respectivamente (KUIZENGA et al., 1991).

O desenvolvimento de técnicas e métodos de purificacdo de proteinas tem
sido um pré-requisito essencial para muito dos avancos feitos na biotecnologia
(PANDEY & MANN, 2000). A utlizagdo de proteinas purificadas vem sendo
difundida em testes de diagndstico com o objetivo de aumentar a especificidade e
sensibilidade desses testes. A analise de proteinas presentes em fluidos corporais
para pesquisa de novos biomarcadores tem sido utilizada, porém para estudar o
conjunto das proteinas expressas deve-se utilizar ferramentas protedmicas

(SOARES et al., 2007; PETRICOIN et al., 2004; JACOBS et al., 2005; ANG et al.,
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2009. Uma estratégia basica dentro da prote6mica é o uso de géis bidimensionais
(2D) para separar centenas ou milhares de proteinas a partir de um extrato total
(O'FARREL, 1975), seguido da identificacdo das mesmas isoladamente por
espectrometria de massas (HANASH, 2003). Dois procedimentos sdo comumente
usados: a caracterizacao geral do proteoma com a identificacdo do maior nimero
possivel de proteinas ou a identificacdo apenas das proteinas diferencialmente
expressas entre duas amostras com caracteristicas fenotipicas contrastantes. Por
nao existir dados na literatura sobre a presenca diferencial de imunoglobulinas em
amostras de fezes humanas, decidimos por identificar o maior nUmero de proteinas
possiveis nas amostras avaliadas por espectrometria de massas tanto nos géis
unidimensionais quanto para os bidimensionais.

Nesse estudo ficou comprovado, pelo percentual de fragmentos de
imunoglobulinas identificados, objetivo principal de nosso estudo, que 0s géis
bidimensionais sdo melhores na identificacdo dessas proteinas quando comparados
0s géis unidimensionais, onde nas amostras avaliadas, conseguimos identificar 64%
(Tabela 5) dessas proteinas. Além do mais, 0os géis bidimensionais sdo vantajosos
na medida em que conferem uma visdo global do proteoma da amostra e permitem
a pré-separacdo das proteinas da amostra por ponto isoelétrico (pl) e massa
molecular (Mr).

No entanto s6 obtivemos a identificacdo de proteinas da amostra do grupo
G2, amostras essas que se apresentaram positivas ao teste de ELISA para o
controle amostra-conjugado (Tabela 5). Apesar de identificarmos alguns spots nas
amostras do grupo G1, amostras essas que se apresentaram negativas ao teste de
ELISA para o controle amostra-conjugado (Figura 12 e 13), acreditamos que pela
baixa concentracdo de proteinas aplicadas na eletroforese ficou invidvel a
identificacdo de proteinas nesse material. Muitos trabalhos na literatura relatam a
utilizacdo de grande quantidade de proteinas para identificacdo prote6mica, com a
concentracéo variando de 500ug (CUERVO et al., 2007) até 1mg (GHAFOURI et al.,

2003) de proteina a ser aplicada no processo de focalizacdo, enquanto que no
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nosso ensaio utilizamos 50ug das amostras dos grupos Gl e G2, visto que
estdvamos padronizando a técnica para esse tipo de material.

A provavel explicacdo para a nao visualizacdo expressiva nos geis SDS-
PAGE e 2D da IgA nas amostras do grupo G1 pode estar relacionada ao proprio
estado de salde, ou seja auséncia de doenca nessas criancas. E sabido que a
infecgdo por T. gondii aumenta a produgao de IgA intestinal (MCLEOD E MACK,
1986) e essa situacdo pode ser demonstrada no esquema de reacao do ensaio de
ELISA onde o grupo G1 ndo apresentou reatividade no teste quando comparada ao
grupo G2, e consequentemente, ndo apresentaram quantidade consideravel de IgA
gue pudesse ser identificada no SDS-PAGE e no gel 2D.

O material fecal contém multiplas proteinas e essas proteinas servem como
marcadores no diagnéstico de um grupo importante de doencas, como inflamatorias,
neoplasicas e parasitarias, visto que esta €& uma técnica ndo invasiva
(OLEKSIEWICZ et al., 2005). A constituicdo das fezes é de 75% de agua e os 25%
sélidos sdo, predominantemente microorganismos mortos (30%), 30% residuos do
turn-over celular do epitélio da mucosa intestinal e matéria inorganica, 20 a 30%
residuos alimentares ndo digeridos, e os restantes 10% a 15% s&o gorduras.

O primeiro estudo com analise do proteoma do material fecal foi realizado em
modelo murino através do seqiienciamento das proteinas presentes em amostras de
fezes de animais saudaveis por espectrometria de massas, mostrando a presenca
de proteinas do préprio individuo, como enzimas e proteinas ligadoras de
imunoglobulinas, proteinas provenientes da alimentagcédo, como a soja, e de produtos

bacterianos, como a flagelina (OLEKSIEWICZ et al., 2005).

As amostras de fezes avaliada nesse estudo sofreram um tratamento de
forma que as imunoglobulinas presentes nesse material fossem concentradas,
produzindo, portanto, um material rico nessas proteinas. Corroborando com o
tratamento aplicado, obtivemos como resultado da identificacdo de proteinas a
presenca de imunoglobulinas (Tabela 5). No entanto ndo utilizamos o extrato fecal

bruto neste trabalho, por isso ndo podemos afirmar a eficiéncia na purificacéo
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dessas proteinas comparada com o extrato inicial do material. Com isso daremos
continuidade a essa etapa de purificacdo analisando também o material bruto. No
entanto a presenca de anticorpos nas fezes de criancas pode ter potencial no
diagndstico precoce de algumas doencas que primeiro atingem a mucosa indicando
uma resposta imune local, antes mesmo do desenvolvimento da resposta imune
sistémica, fato que pode explicar a soronegatividade de anticorpos anti-T. gondii das
criancas nos teste de ELISA no estudo de Bahia-Oliveira (BAHIA-OLIVEIRA, 2003).

Através da técnica de analise por espectrometria de massas, conseguimos
identificar a presenca da cadeia leve e pesada da imunoglobulina nas amostras de
fezes do grupo G2, onde conseguimos identificar 64% de proteinas tipo cadeia leve
de imunoglobulina, sendo o isotipo kappa em maior propor¢cao. Woloschak e Krco
analisando células B presentes na Placa de Peyer que estavam expressando as
cadeias leves kK e A, observaram que a porcentagem de cada cadeia nesses
linfécitos correspondia com a mesma porcentagem presente nas amostras de soro,
sendo 90% k e 10% A na mucosa, e 95% kK e 5% A no soro (WOLOSCHAK & KRCO,
1987). Esses dados confirmam o nosso achado nas amostras do grupo G2, onde o
isotipo identificado para a cadeia leve foi do tipo kappa (Tabelas 4 e 5).

Peters e colaboradores em 2004, avaliaram a presenca de imunoglobulinas em
amostras de fezes de cdes mostrando que € possivel a identificacdo e a concentracéo
de IgG, IgA e IgM nessas amostras (PETERS et al., 2004). A concentracdo dessas
imunoglobulinas nas fezes de cées foi similar, porém esse fato ndo era esperado visto
qgue a IgG ndo consegue ser transportada ativamente nas secrecdes de mucosa, e
essa IgG provavelmente provem da bile, j& que nesse fluido ja foi identificada a
presenca de IgG em estudos anteriores (GERMAN et al., 1998). Tanto a IgM quanto a
IgA usam o receptor polimérico no processo de transcitose para o limen intestinal.

Nas amostras de fezes do grupo G2 identificamos fragmentos de 2 proteinas
pertencentes a categoria das proteinas ligadoras da por¢cao Fc da IgG, sendo cada
uma de aproximadamente 32 e 46 KDa e pH por volta de 5. Tyska e colaboradores
em 2009 identificaram por espectometria de massas a presenca de proteinas nas

vesiculas luminais provenientes dos enterécitos mostrando estas proteinas como
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marcadores da membrana dessas células (TYSKA, 2009). Dentre as proteinas
identificadas se encontram a proteina ligadora da porcdo Fc — FcyBP -

(KOBAYASHI et al., 2002) e o receptor polimérico da IgA (SANO, 2008).

Kobayashi e colaboradores (KOBAYASHI et al., 2002) identificaram a
presenca de FcyBP nas membranas da mucosa e nos fluidos corporais. Essa
proteinas mantém a atividade da IgG nesses fluidos e pode inibir a reacdo mediada
por complemento, sugerindo esta proteina como importante na imunologia das

mucosas.

Kobayashi e colaboradores em 1989 descreveram a ligacdo da porcdo Fc da
IgG com as células caliciformes (globet cells) no intestino humano (KOBAYASHI et
al., 1989). Esses receptores sdo diferentes dos encontrados em leucécitos, e
parecem ser secretados juntamente com o muco no limen intestinal (KOBAYASHI
et al., 1991). A FcyBP também esté presente nas secrecfes de outros tecidos. Essa
proteina apresentam um peso molecular de 70-80 KDa porém ja foram encontrados
fragmentos dessa proteinas em estudos utilizando imunoprecipitacao.
Provavelmente, uma vez liberado no Iumen intestinal, essas proteinas sofrem
degradacdo por enzimas digestivas, que resulta na inibicdo da atividade da IgG
nessa regiao, porém estudos mostram que quando esta proteina esta ligada a IgG

torna-se mais dificil de ser degradada.

A FcyBP se liga fortemente a 1gG e a complexos de IgG auxiliando na
protecdo da superficie de mucosa e facilitando a liberacdo desses complexos
(HARADA et al.,, 1997). Normalmente ndo ha muita IgG presente em secrecdes
visto que seu transporte ndo ocorre facilmente através da mucosa (KOBAYASHI et
al., 1989). No entanto, em doencas inflamatérias, a FcyBP pode impedir a ocorréncia
de reacbes mediadas por complemento se ligando a qualquer IgG viavel.
Curiosamente a esse respeito, Kobayashi e colaboradores, observaram um aumento
da FcyBP antigénica em soros de pacientes com doenca inflamatoria intestinal e

doencas autoimunes (KOBAYASHI et al., 2001).
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Além das proteinas identificadas relacionadas com imunoglobulinas foram
encontradas 4 enzimas de importancia no trato gastrointestinal, entre elas a
fosfatase alcalina, a maltase gluco-amilase, a quimiotripsina e a superéxido
desmutase.

Tyska e colaboradores em 2009 mostraram a atividade catalitica das enzimas
presentes nas vesiculas liberadas no limen a partir das células do epitélio intestinal,
mostrando a presenca de fosfatases, maltases, sucrases e aminopeptidases
(TYSKA, 2009). A identificacdo dessas proteinas no lumen intestinal sustenta os
nossos achados nas amostras de fezes das criancas (tabela 4), onde encontramos a
presenca de fosfatase e maltase nessas amostras.

A supero6xido dismutase pertence a uma classe de enzimas que catalisam a
dismutacdo do superéxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio (FARKAS, et al.,
2003). Sao importantes antioxidantes na defesa das células contra os reativos de
oxigénio (KRUIDENIER et al.,, 2003). Os ataques a mucosa e a disfuncdo em
doencas inflamatdrias, com a colite ulcerativa e a Ulcera péptica, sdo em partes
causadas pela exposicao continua dos tecidos a reativos de oxigénio (KRUIDENIER
et al., 2003). No entanto ndo sabemos até que ponto essa enzima pode indicar a
presenca de inflamacgdo da mucosa, visto que ndo h& estudos que determinam uma
concentracdo minima dessa enzima no material fecal.

A fosfatase alcalina € uma hidrolase responsavel por remover 0S grupos
fosfatase de diversos tipos de moléculas, incluindo nucleotideos, proteinas e
alcaldides. O processo de remocao do grupo fosfato € denominado defosforilagéo.
Como o nome ja sugere, a fosfatase alcalina é mais eficiente quando presente em
meio alcalino. A fosfatase alcalina também estd relacionada com a protecdo da
mucosa contra processos inflamatorios. Recentemente, Tuin e colaboradores
mostraram que a expressao reduzida de mRNA para fosfatase alcalina intestinal em
células do epitélio intestinal encontram-se reduzidos em pacientes com colite
ulcerativa e doenca de Cronh (TUIN et al., 2009).

A maltase-glucoamilase € uma a-glicosidase que age sobre a maltose

catalizando a liberacdo de glicose na ultima etapa da digestdo do amido. Essa
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enzima fica ancorada nas células epiteliais da mucosa intestinal (SIM et al., 2008).
Ja foi relatado na literatura o peso molecular da enzima purificada sendo essa 210
KDa (KELLY & ALPERS, 1793), confirmando a identificacdo da mesma proteinas na
amostra do grupo G2 (Tabela 5).

A quimotripsina € uma enzima digestiva capaz de promover proteolise,
clivando os peptideos no lado carboxil da tirosina, triptofano a fenilalanina porque
esses 3 aminoacidos apresentam agrupamento aromatico. A quimotripsina é
sintetizada no pancreas na sua forma enzimatica inativa, o quimotripsinogénio.
Huntley e colaboradores identificaram a quimotripsina presente em células de ovinos
(HUNTLEY, et al., 1986) e identificaram o peso molecular dessa enzima, sendo
entre 19 a 25 KDa, o0 que parece similar ao identificado nas amostras do grupo G2,
onde a quimotripsina identificada apresenta uma massa molecular provavel de
aproximadamente 16 KDa (Tabela 5). Em humanos a identificacdo da quimotripsina
em amostras de fezes de criancas pode ser um indicativo de insuficiéncia
pancreatica recorrente da fibrose cistica (GIRELLA et al., 1988; MOLINARI et al.,
2004) e a producédo dessa enzima em individuos normais nao ultrapassa de 1mg/dia
(BOHE et al., 1983).

Segundo o estudo realizado de 1997 a 1999, o principal fator de risco para a
contaminacgao por T. gondii no municipio de Campos dos Goytacazes é ingestdo de
agua nao tratada, que pode conter oocisto desse parasita (BAHIA-OLIVEIRA, 2003).
A parede do oocisto, no sistema digestivo do hospedeiro intermediario, é rompida
por degradacdo realizada por enzimas presente no trato gastrointestinal, sendo
liberados os esporozoitos na luz intestinal. Essa forma do parasito invade qualquer
tipo de célula (preferencialmente as intestinais, por proximidade) e d& origem a
forma de multiplicacéo rapida do T. gondii, o taquizoito (TENTER et al., 2000).

Os taquizoitos sao sensiveis a enzimas proteoliticas e usualmente destruidos
no trato digestivo. No entanto, criancas s&o mais susceptiveis a infeccdo por
toxoplasma que os adultos por ter uma menor concentracdo dessas enzimas no seu
trato gastrointestinal. (TENTER, 2009). Esse fato pode explicar a contaminacao de

criancas através do leite materno relatado em alguns estudos (BONAMETTI et al.,
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1997; LAGO et al.,, 2006). Além do mais, os taquizoitos podem ocasionalmente
sobreviver por até 2 horas em solu¢gdes acidas (DUBEY, 1998). Em adultos, as
carnes podem aumentar a acidez estomacal por até 5 horas (SACKS et al., 1982) e
0s taquizoitos podem se depositar no intestino, ou em raras ocasides, pode penetrar
a mucosa ganhando acesso a circulacdo sanguinea ou linfatica antes de chegar ao
estbmago (RIEMANN et al., 1975). Os bradizoitos sdo mais resistentes as enzimas
digestivas que os taquizoitos. Por esse motivo, a ingestdo de cistos teciduais por
hospedeiros intermediarios ira resultar em infeccdo por T. gondii (JACOBS et al.,
1960, DUBEY 1998).

Algumas cepas do toxoplasma podem estar relacionadas com o impacto da
patologia intestinal em camundongos. No entanto ndo se sabe até que ponto o
desenvolvimento dessa patologia intestinal ocorre em humanos apoés a infeccéo oral
(SCHEINER & LIESENFELD, 2009). O parasita ja foi detectado na reativacdo da
doenca em pacientes com AIDS tendo esses individuos apresentado patologia
intestinal e diarréia (LIESENFELD, 1999). A presenca ou auséncia da patologia
intestinal em humanos pode estar relacionada com a dose necessaria para 0
desenvolvimento da infeccéo.

Em animais é necessario um indculo de aproximadamente 100 oocistos ou
40-100 cistos teciduais, da cepa mais virulenta, para a inducdo da infeccdo aguda
intestinal por T. gondii (LISENFELD, 2002). Em humanos, as principais fontes de
contaminacdo, como carnes e agua ndo tratada, que € a principal fonte de
contamina¢do no municipio de Campos, podem nao conter quantidades suficientes
dessas formas infectivas do parasita para a indugdo da patologia aguda.
Considerando esses resultados, pode ser interessante avaliar até que ponto a
infeccdo oral por T. gondii esta associada com o desenvolvimento de doencas
inflamatdrias cronicas intestinais em humanos.

E ainda interessante avaliar se a forte resposta local e/ou sistémica durante a
fase aguda ou cronica da infeccdo pode estar contribuindo para desequilibrio da
homeostase da resposta imune da mucosa em pacientes com desenvolvimento de

quadro inflamatorios. Rattan e colaboradores em 1986 observaram a presenca de
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anticorpos anti- T. gondii em maiores niveis em pacientes com Doenca de Crohn
guando comparados com o grupo controle (RATTAN et al., 1986). Considerando que
a presenca de patologias intestinais relacionadas com a infec¢cdo por T. gondii é
comum no reino animal (SCHEINER & LIESENFELD, 2009) e a associacdo da
infeccdo com outras patologias gastrointestinais, incluindo doencas inflamatorias
importantes, como a Doenca de Crohn, faz-se necessario avaliar o desenvolvimento
de processos inflamatérios em criangcas supostamente infectados por T. gondii no
nivel de mucosa.

A analise das amostras de fezes de criancas por eletroforese 2D associado
a espectrometria de massa, empregada na identificacdo das proteinas descritas
neste trabalho, possivelmente podera ajudar na identificacdo da Toxoplasmose
nessa faixa etaria da populacdo. Esse fato podera auxiliar o acompanhamento
clinico desses individuos, visto que o aumento da producdo de IgA e demais
proteinas relacionadas ao estado inflamatério podem estar relacionadas com a
situacdo de infeccao pelo T. gondii, isto é, com a presenca ou auséncia da infeccao

ativa.
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VII. CONCLUSAO:

O método de purificagdo em coluna de jacalina pode ser de grande auxilio na
purificagdo de imunoglobulinas A do material fecal apesar de termos
identificado somente a cadeia leve da imunoglobulina na espectrometria de

massas devendo ser re-investigado em outra oportunidade;

Os géis bidimensionais sdo mais adequados para a identificacdo de proteinas
em amostras de fezes humanas quando comparados aos geéis
unidimensionais posto que se conseguiu identificar imunoglobulinas integras,
tanto a cadeia pesada (7%) como a cadeia leve (64%), sendo um método

viavel para este tipo de analise;

A identificacdo de imunoglobulinas A no material fecal pode ser considerada
possivel ferramenta imunoepidemioldgica visto que a sua producédo pode ser

reflexo da situacdo de infeccao local pelo T. gondii;
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FACULDADE DE MEDICINA DE CAMPOS (FMC)
FUNDACAO BENEDITO PEREIRA NUNES (FBPN)

CEP FMC/FBPN n° 027/ 07.
Campos dos Goytacazes, 05 de dezembro de 2007.

Do Coordenador do CEP da FBPN/FMC
A Sr®. Pesquisadora : Lilian Maria Garcia Bahia de Oliveira
Assunto: Parecer sobre Projeto de Pesquisa:

Sra. Pesquisadora,

Informo a V.s?, que o Comité de Etica em Pesquisa constituido nos termos das
Resolucbes n° 196/96 do Conselho nacional de Saude e devidamente registrado no
Comité Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e emitiu parecer sobre a
documentacao referente ao protocolo de pesquisa (folha de rosto n° 164525), intitulado
" |gA fecal como ferramenta imunoepidemiolégica para estudar a prevaléncia da
infecdo toxoplasmica em criancas de 0 a 4 anos expostas a alto ri_sco de
contaminacdo pelo Toxoplasma gondii” e seu respectivo Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

Como resultado desta analise e com base nas resolugbes n° 196/96 e n°
340/2004, o referido projeto de pesquisa foi APROVADO.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Israel Nunes Alecrin
Coordenador do CEP da FBPN/FMC



TERMO DE CONSENTIMENTO Livre e Esclarecido

L TP PPPP respondendo por mim e
pelo(s)
(0T a0 £ (=2 PR

............. recebi informacdes sobre o projeto de pesquisa intitulado fIgA Fecal como Ferramenta

Imunoepidemiolégica para estudar a prevaléncia da Infeccdo Toxoplasmica em Criancas de 0 a 4 anos Expostas

a Alto Risco de Contaminacéo pelo Toxoplasma gondii”, estou ciente de que as informagdes obtidas por este tipo

de pesquisa podem auxiliar na compreensao dos mecanismos que envolvem a Toxoplasmose. Concordo em
participar e permitir que o(s) menor (es) participe como voluntario no referido projeto de pesquisa desenvolvido
na Universidade Estadual do Norte Fluminense. A minha participacédo é voluntaria e sera limitada a doagdo de
amostras de sangue venoso (no maximo cinco mililitros), amostras do meu préprio leite (no maximo 10ml) e
amostras de fezes minha e do(s) menor (es), sobre os quais recebi a orientacdo dos possiveis riscos e
desconfortos. Tais desconfortos podem ser pequena dor no momento da picadura e a formacdo de hematomas,
apos a coleta do sangue. Tenho consciéncia que a minha participagdo e a do(s) menor (es) como voluntario ndo
trard nenhum beneficio financeiro. No entanto, conhecer a minha sorologia para toxoplasmose traz-me o
beneficio de poder planejar, caso eu seja imune, visitas regulares a oftalmologistas para acompanhamento. Bem
como estou consciente de que conhecer a condigdo de imunidade ao Toxoplasma gondii previamente a gravidez
traz o beneficio da orientacdo de prevencgdo da infeccdo congénita (isto é, durante a gravidez) necessaria em
pacientes ndo imunes. Caso eu concorde em participar como voluntaria neste projeto de pesquisa, 0s meus
dados néo serdo revelados a ninguém e a minha identidade serd preservada. Somente a coordenadora do
projeto, uma servidora técnica e uma aluna de mestrado terdo acesso aos meus dados. Sei também que para
preservar minha identidade, serdo utilizados cédigos, ao invés de nomes, durante todas as etapas do estudo.

Fui informada de que néo devo esperar resultados imediatos ou pessoais a ndo ser o do diagndstico sorolégico,
e que poderei a qualguer momento me retirar do projeto de pesquisa, por qualquer motivo, sem que iSso acarrete
em prejuizo a continuidade do meu acompanhamento médico como também a nenhum outro paciente do meu
convivio ou membro de minha familia. Estou ciente que as amostras que forneci, para o referido projeto de
pesquisa serdo armazenadas ou eliminadas, segundo minha autorizagcdo expressa no termo de consentimento

para estocagem e uso futuro de espécimes coletados.

Qualquer duvida dirigir-se ao Laboratério de Biologia do Reconhecer (UENF) ou aos pesquisadores envolvidos

referidos abaixo:

Professora Lilian Maria Garcia Bahia Oliveira Telefone: (22)27261400
Mestranda Bianca Magnelli Telefone: (22)27261627
Campos dos Goytacazes, de de 20

Assinatura do voluntario

Assinatura do pesquisador responsavel



Consentimento para Estocagem e Uso Futuro de Espécimes Coletadas com
Autorizagao do CEP (Comité de Etica em Pesquisa)

Caso as amostras que eu forneci para o projeto de pesquisa intitulado, “IgA Fecal como Ferramenta
Imunoepidemioldgica para estudar a prevaléncia da Infeccdo Toxoplasmica em Criangas de 0 a 4 anos
Expostas a Alto Risco de Contaminagdo pelo Toxoplasma gondii”, ndo seja totalmente utilizado, eu
autorizo que o restante seja:

O Eliminado

0 Destruido depois de __ anos

[0 Armazenado e possa ser usado em futuras pesquisas com o0 mesmo proposito do atual projeto
de pesquisa

0 Armazenado e possa ser usado em pesquisas futuras de qualquer tipo

O Armazenado indefinidamente

O Armazenado somente com autorizagdo do CEP

Quero que minha identidade seja:

O Removida do material restante
O Mantida no material restante

NOME DO PARTICIPANTE : P: ID:

ASSINATURA DO PARTICIPANTE :

NOME DO RESPONSAVEL :

ASSINATURA DO RESPONSAVEL :

NOME DA TESTEMUNHA :

ASSINATURA DA TESTEMUNHA :

DATA: / /




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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