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RESUMO

Toxoplasmose € uma zoonose causada pelo parasita intracelular obrigatério Toxoplasma
gondii, que infecta diversas espécies, incluindo mais de um terco da populacdo humana
mundial e pode causar danos severos ao feto na infeccdo congénita. A amamentacao é a
forma natural e segura de alimentar o recém-nascido, com capacidade de proporcionar o
desenvolvimento adequado do sistema imunolégico do neonato. Todas as classes de
imunoglobulinas estdo presentes no leite humano, principalmente no colostro, as quais
podem ser de fonte sistémica e local. Diversos estudos documentaram que a amamentagao
protege a crianga contra varias doencas, mas poucos esforcos tem sido direcionados para
identificar a acdo protetora do leite humano contra doencas parasitarias, inclusive T.
gondii. Devido a importancia da amamentacdo e a alta prevaléncia de toxoplasmose, o
objetivo desse estudo foi detectar e avaliar a presenca de anticorpos 1gG, IgM e IgA anti-T.
gondii presentes em amostras pareadas de soro e colostro humano. Foram inclusas neste
estudo 289 puérperas do Hospital de Clinicas da UFU (média de idade: 24,8 anos,
intervalo: 14-43 anos). As amostras foram analisadas pelos imunoensaios ELISA e
Immunoblotting contra antigenos soliveis de T. gondii. O ELISA teve reatividade para
IgG, IgM e IgA especificos, respectivamente, em 136 (47,9%), 20 (6,9%), 8 (2,8%) das
amostras de soro e em 133 (46,0%), 23 (7,9%), 8 (2,8%) das amostras de colostro.
Também foi observada correlacdo significativa entre os niveis de anticorpos anti-T. gondii
das amostras de soro e colostro. O Immunoblotting mostrou que foi possivel detectar os
trés isotipos de anticorpos especificos a diferentes antigenos de T. gondii em ambas
amostras. Anticorpos IgG presentes em amostras de soro e colostro reconheceram mais
fracbes antigénicas comparado com IgM e IgA. IgG sérica detectou mais fracGes
antigénicas do que anticorpos 1gG presentes no colostro da mesma paciente. Em contraste,
IgA especifica presente no colostro reconheceu maior nimero de antigenos do que IgA
presente em amostras de soro da mesma paciente. Adicionalmente, mostramos que a fracao
de 60 kDa pode ser um bom marcador de diagndstico para infeccdo aguda, pois ela foi
reconhecida frequentemente por anticorpos IgG de baixa avidez de ambas amostras; e a
fracdo de 39 kDa pode ser um marcador de diagndstico de toxoplasmose congénita. N0ossos
resultados demonstraram uma associacdo significativa entre anticorpos especificos a T.
gondii presentes em amostras de soro e leite, evidenciando que é possivel diagnosticar
toxoplasmose usando leite humano, uma forma néo invasiva de obter amostra bioldgica.

Descritores: Toxoplasma gondii, anticorpos, colostro.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is a zoonosis caused by the intracellular parasite Toxoplasma gondii, which
infects different hosts including up to a third of the world’s human population and may
cause severe damage to the fetus in congenital infection. Maternal breastfeeding is the
most natural and safe way to feed a newborn, with the ability to provide good development
of the infant’s immune system. All immunoglobulin isotypes are present in human breast
milk, mainly in the colostrum, with systemic or local source. There are several pieces of
evidence showing that breastfeeding protects the infant against a wide range of diseases,
but few efforts have been directed to identifying the protecting action of human milk
against parasitic infections, including T. gondii. Due to the importance of breastfeeding
and to the high prevalence of toxoplasmosis, this study was conducted in order to detect
and evaluate the presence of specific T. gondii IgG, IgM and IgA antibodies in paired
serum and colostrum samples. The study was carried out on 289 puerperal women from
Clinical Hospital of Universidade Federal de Uberlandia (mean age 24.8 years, range 14 —
43 vyears). Their serum and colostrum samples were analyzed by ELISA and
immunoblotting assays against soluble antigens from T. gondii. ELISA tests showed
reactivity for anti-T. gondii IgG, IgM and IgA, respectively, in 136 (47.0%), 20 (6.9%), 8
(2.8%) serum samples and in 133 (46.0%), 23 (7.9%), 8 (2.8%) colostrum samples. Also, it
was observed significant correlation rates between anti-T. gondii antibodies levels in serum
and colostrum samples. Immunoblotting assays showed that it was possible to detect 1gG,
IgM and IgA antibodies specific to different antigens of T. gondii in serum as well as
colostrum. 1gG present in serum and colostrum recognized more antigenic fractions
compared to the IgM and IgA, and seric 1gG always detected more antigenic fractions than
IgG in colostrum from the same patient. In contrast, specific IgA antibodies present in
colostrum recognized a higher number of antigens than IgA present in serum from the
same patient. Furthermore we have shown that 60 kDa antigenic fraction may be a good
marker to diagnose acute toxoplasmosis infection, because it was recognizes frequently by
low avidity 1gG antibodies in both samples; and 39 kDa antigenic fraction may be a marker
to diagnose congenital toxoplasmosis. Our results showed a significant association
between T. gondii-specific antibodies present in serum and in milk samples from the
patients, demonstrating that it is possible to diagnose toxoplasmosis using human milk, a
noninvasive way to obtain biological samples.

Keywords: Toxoplasma gondii, antibodies, colostrum.
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1.1. Toxoplasma gondii e toxoplasmose

O protozoario Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatério que tem
capacidade de invadir e se replicar em quase toda célula nucleada, e acomete ampla faixa de
hospedeiros, incluindo humanos, animais domesticos e aves, sendo o agente causal de uma
das mais comuns zoonoses parasitarias, a toxoplasmose (TENTER; HECKEROTH; WEISS;
2000, MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Os felideos s&o os hospedeiros definitivos e Gnicos
animais onde ocorre o estagio sexual do parasita (TENTER, 1999).

T. gondii pertence ao filo Apicomplexa, caracterizado pela presenca do complexo
apical composto por duas organelas secretdrias especializadas chamadas micronemas e
roptrias, as quais permitem o reconhecimento e adeséo inicial do parasita a célula hospedeira
e sua penetracdo posterior, respectivamente (BESTEIRO; DUBREMETZ; LEBRUN, 2011,
MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

O ciclo de vida desse protozoario consiste de uma fase sexuada em seu hospedeiro
definitivo, os felideos, e de uma assexuada em seus hospedeiros intermediarios, que sdo a
maioria dos animais, inclusive o ser humano (SOUZA et al., 2010, MUNOZ; LIESENFELD;
HEIMESAAT, 2011). Estdo presentes no ciclo evolutivo do parasito, trés formas infectantes,
uma forma de multiplicacdo rapida da fase aguda chamada taquizoita, uma forma de
multiplicacdo lenta de baixo metabolismo, encontrada dentro de cistos teciduais na fase
crbnica, chamada bradizoita, e uma forma encontrada nos oocistos chamada esporozoita.
Devido a acdo do sistema imunoldgico do hospedeiro, os taquizoitas diferenciam-se em
bradizoitas, que formam os cistos teciduais (SOUZA et al., 2010).

A fase sexuada do ciclo tem inicio com a ingestdo de cistos teciduais através do

carnivorismo dos felideos. Apos a ingestdo, varios ciclos complexos sucedem-se até a geracao
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de micro e macro gamontes, de cuja fuséo resultam oocistos que séo eliminados com as fezes
do hospedeiro e disseminados no ambiente. A fase assexuada tem inicio com a ingestdo de
oocistos, pelos hospedeiros intermediérios, atraves de &gua ou alimentos contaminados, de
forma que os esporozoitas sdo liberados no aparelho digestivo do hospedeiro que, entdo,
infectam células epiteliais do intestino, dando origem aos taquizoitas da fase aguda da
infeccdo (DUBEY, 1998, SOUZA et al., 2010). O desenvolvimento de cistos teciduais em
varios locais do corpo define a fase cronica do ciclo assexuado. Uma vez que o parasita é
capaz de atravessar a barreira epitelial do intestino, ele dissemina por todo o corpo e encista
no cérebro, musculos, placenta ou olho, onde podem permanecer pelo resto da vida do
hospedeiro sem causar resposta inflamatéria (DUBEY et al., 1998, LINDSAY; DUBEY,
2011, MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

Dessa forma, hospedeiros intermediarios também podem ser infectados apds a
ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo cistos de bradizoitas (SOUZA et al., 2010).
Além disso, T. gondii também pode ser transmitido verticalmente da mae para o feto via
placenta, resultando em aborto, anomalias fetais ou sequelas significativas em bebés
(MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011, MATTOS et al., 2011).

Estima-se que T. gondii acomete mais de um ter¢o da populagdo mundial (ARAUJO-
ANDRADE et al., 2007). Embora a maioria das infeccdes seja assintomatica em individuos
adultos imunocompetentes, a infeccdo pode ser fatal durante a gravidez e em individuos
imunocomprometidos (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

Em individuos imunocomprometidos, os cistos contendo bradizoitas podem se romper
levando a reativacdo da infeccdo latente resultando em encefalite toxoplasmica ou
coriorretinite (PORTER; SANDE, 1992).

As infeccBes congénitas geralmente ocorrem devido & infeccdo aguda durante a

gravidez, principalmente no primeiro e no segundo trimestre de gestacdo, resultando em
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graves problemas ao feto (aborto, encefalite, hidrocefalia, retardo mental e coriorretinite), e
constituem as mais sérias formas da doenga (ARAUJO-ANDRADE et al., 2007, HOTOP;
HLOBIL; GROSS, 2012), o que também constitui um importante problema de salde publica
devido & alta morbidade e mortalidade (MATTOS et al., 2011).

Em resumo, as principais vias de transmissdo para 0 homem compreendem: (1) a
ingestdo de oocistos (eliminados nas fezes de gatos) através de agua ou alimentos
contaminados, ou por vetores mecanicos (cées, moscas, baratas, ratos); (2) a ingestao de cistos
teciduais contidos em carnes cruas ou mal cozidas; e (3) a transferéncia de taquizoitas através
da placenta ou secre¢cbes como saliva, urina, esperma e leite, ou ainda por Orgaos

transplantados e acidentes laboratoriais (DUBEY, 1998).

1.2. Mecanismos imunoldgicos e imunodiagndstico na toxoplasmose

A resposta imune a T. gondii envolve mecanismos da imunidade mediada por células,
mas a resposta imune humoral também destrdi muitos taquizoitas. Geralmente, os anticorpos
IgM especificos sdo gerados dentro de uma semana ap0s a infeccdo, atingindo um pico, e
entdo diminuem rapidamente. Anticorpos IgG especificos aparecem dentro de 1-2 semanas
apos a infeccdo e persistem por toda a vida dos pacientes, atingindo titulos méaximos em
aproximadamente 6 semanas de infeccdo (CAMARGO et al., 1978, LIU et al., 2011). Estes
anticorpos possuem importante papel inibitério da invasdo de taquizoitas na célula hospedeira
e na sua disseminacdo sisttmica (COUPER et al., 2005). Devido a pressdao do sistema
imunologico do hospedeiro, os taquizoitas que escapam da destruicdo se transformam em
bradizoitas e ficam dentro de cistos (SOUZA et al., 2010). Desta forma, observa-se que a
imunidade ndo determina o fim da infec¢do, mas impede a multiplicagdo de taquizoitas e a

destruicdo da célula hospedeira. Assim, 0s anticorpos ndo sdo importantes para estabelecer a
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imunidade, mas podem prevenir a disseminagdo dos parasitos durante a infecgdo cronica
(LIPSKA; WYSOCKA; TUROWSKI, 2000).

A toxoplasmose aguda pode ser caracterizada sorologicamente pela presenca de
anticorpos IgM e/ou IgA especificos. Por outro lado, altos titulos de anticorpos séricos 1gG
indicam apenas que o individuo foi uma vez infectado com T. gondii, mas ndo pode
diferenciar entre infeccdo recente e distante. Em infeccdes recentes, anticorpos 1gG estéo
presentes mas apresentam baixa avidez para os antigenos correspondentes. Com o transcorrer
da infeccdo e a maturagdo da resposta imune, anticorpos IgG vdo apresentando avidez
crescente de modo que nas infec¢bes de longa duracdo encontra-se um predominio marcante
de anticorpos IgG de alta avidez (CAMARGO et al., 1991, LIU et al., 2011).

Os anticorpos sdo um dos principais modos de defesa do nosso organismo contra
antigenos e sdo divididos em cinco classes: 1gG, IgM, IgA, IgD, e IgE. E possivel detectar
anticorpos associados a um antigeno de T. gondii em diversos fluidos biolégicos, como soro
sanguineo, liquido cefalorraquidiano ou leite humano (CHOI et al.,, 1992, ARAUJO-
ANDRADE et al., 2007). O ensaio combinado das classes de anticorpos anti-Toxoplasma
gondii € uma das ferramentas mais utilizadas no diagndstico e identificacdo das diferentes
fases da toxoplasmose (AMIN et al., 2012).

Os métodos sorologicos sdo 0s mais utilizados para o diagnostico da infeccdo por T.
gondii e sdo baseados na deteccdo de anticorpos especificos ao parasito em amostras
biologicas, principalmente soro, de pacientes (CAMARGO et al., 1978, DUBEY, 1987).
Embora esses ensaios sejam fundamentais para auxiliar no diagnostico da toxoplasmose, cada
técnica apresenta limitacdes, podendo resultar em testes falso-positivos e falso-negativos

(SENSINI, 2006).
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1.3. Aleitamento materno e leite humano

Os primeiros anos de vida de uma crianga sdo caracterizados por crescimento
acelerado e requerimentos nutricionais elevados para seu desenvolvimento, nesse periodo o
aleitamento materno € de crucial importancia para a sobrevivéncia, crescimento,
desenvolvimento, saude, nutricdo e protecdo dos lactentes (SILVA; SOUZA, 2005, SILVA,
2008). Sendo assim, a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2002) e o Ministério da Saude
(BRASIL, 2002) preconizam o aleitamento materno exclusivo até os seis meses de idade e
complementado até dois anos ou mais.

O aleitamento materno é a forma natural e mais segura de alimentar um recém-nascido
(HANSON, 2007), pois o leite humano é constituido por mais de 200 substancias diferentes,
sendo uma mistura de carboidratos, lipidios, proteinas, vitaminas, minerais, tipos variados de
células e a4gua (LAMOUNIER et al., 2002, LAWRENCE; LAWRENCE, 2005). Uma
substancia viva pela sua complexidade bioldgica, o leite materno possui atividade protetora e
imunomoduladora, com capacidade de proporcionar o desenvolvimento adequado do sistema
imunologico do recém-nascido, e adaptado para atender as necessidades nutritivas da crianca
promovendo seu crescimento e desenvolvimento (LAMOUNIER et al., 2002). E sabido que a
amamentacdo protege o bebé contra uma variedade de doencas, e por isso, varios estudos
concentraram na identificacdo das substancias imunoativas presentes no leite humano que
contribuem para esse fator protetor (CLEARY, 2004, PARAMASIVAM et al., 2006, MOTA-
FERREIRA et al., 2009).

O leite humano é dotado de fatores bioativos, tais como lactoferrina, lisozima,
horménios, fatores de crescimento neuropeptidios, citocinas, agentes antiinflamatorios e
nucleotideos. Adicionalmente as propriedades protetoras do leite humano podem ser divididas

em fatores celulares e fatores humorais. Dentre os fatores celulares incluem-se macréfagos,
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linfocitos, neutréfilos e células epiteliais que correspondem a aproximadamente 4000/mm3.
Os fatores humorais correspondem as imunoglobulinas. Todas as classes de imunoglobulinas
(1gA, IgM, IgG, IgE, IgD) estédo presentes no leite humano, sendo que a IgA, principalmente
IgA secretdria (slgA) é a mais importante delas, ndo somente em concentracdo como também
em atividade biolégica (LAWRENCE; LAWRENCE, 2005, JACKSON; NAZAR, 2006). As
citocinas induzem uma troca de classe das células B locais IgM+ a se tornarem linfocitos B
IgA+ (SCHULTZ; COFFMAN, 1991, WHITMORE et al., 1991, GOLDMAN, 1993).

A slgA representa cerca de 90% das imunoglobulinas presentes no leite humano
(LAWRENCE; LAWRENCE, 2005), sendo sua concentracdo meédia de 50-100 mg/dL
(HAMOSH, 2001). Essa imunoglobulina € formada em consequéncia a prévia exposicao da
mée aos agentes infecciosos, e tem capacidade de neutralizar os patdégenos quando estdo
presentes nas superficies mucosas da crianga, enquanto ao mesmo tempo limita os efeitos
danosos da inflamacdo tecidual que pode ocorrer com outros isotipos de anticorpos
(CARBONARE; CARNEIRO-SAMPAIO, 2002, HANSON et al., 2003, LONNERDAL,
2004, JACKSON; NAZAR, 2006, PARAMASIVAM et al., 2006). A sIgA é sintetizada por
plasmacitos no tecido mamario. Os plasmocitos fazem parte do tecido linfoide associado ao
intestino (GALT), o maior 6rgdo imune do organismo que inclui as placas de Peyer, células
linfoides e mieldides na lamina propria e linfocitos intra-epiteliais (HURLEY & THEIL,
2011). Linfocitos do sistema GALT migram para a glandula mamaria e fornecem uma relacéo
direta entre a resposta a antigenos no sistema imune de mucosa intestinal da mée e o
repertorio de sIgA da glandula maméaria (LAWRENCE; LAWRENCE, 2005,
BRANDTZAEG, 2010), ou seja, uma relacdo entero-mamaria. Isto significa que o leite
materno contem anticorpos especificos para 0s agentes patogénicos que podem atingir o
intestino e outros tecidos da mucosa do neonato (BRANDTZAEG, 2003, BRANDTZAEG,

2010).
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As imunoglobulinas, IgM e IgG, estdo presentes no leite humano em quantidades
menores que IgA, em concentracbes de até 2,5 mg/mL e cerca de 0,1 mg/mL,
respectivamente. Anticorpos IgM de alta avidez, reativos com virus e bactérias, podem ter um
importante papel na defesa das superficies mucosas do lactente. A IgG tem atividade
opsonizante, pode ativar o complemento e a citotoxicidade dependente de anticorpo,
atividades pouco presentes nas superficies mucosas do lactente (CARBONARE;
CARNEIRO-SAMPAIO, 2002). Imunoglobulinas encontradas nas secre¢cBes mamarias
podem ser de fonte sistémica e local. No caso de IgG no leite, a maior parte vem do
soro (HURLEY; THEIL, 2011).

IgD e IgE também j& foram mensuradas no leite humano (BAHNA; KELLER;
HEINER, 1982) e encontram-se em concentracfes muito baixas. Os niveis de IgE e IgD do
plasma ndo foram correlacionados com os niveis encontrados no leite humano, sugerindo que
essas imunoglobulinas sdo produzidas localmente na glandula maméria (LAWRENCE;
LAWRENCE, 2005). Tanto IgD quanto IgE podem se combinar com microrganismos e
outros antigenos na mucosa (CARBONARE; CARNEIRO-SAMPAIO, 2002).

O leite humano apresenta trés estagios diferentes: colostro, leite de transicdo e leite
maduro, e seus componentes correspondentes sdo significantes para os recém-nascidos e sua
adaptacdo fisiologica a vida extra-uterina (LAWRENCE; LAWRENCE, 2005).

O colostro € o primeiro produto de secrecdo lactica da nutriz perfeito como primeiro
alimento da crianca, pois permite a boa adaptacdo fisioldgica do recém-nascido a vida extra-
uterina. Apresenta coloracdo amarelada, devido ao seu elevado teor de beta-caroteno, é
particularmente rico em imunoglobulinas, peptideos antimicrobianos, leucdcitos e outras
moléculas bioativas, incluindo substdncias imunomoduladoras e antiinflamatorias
(EUCLYDES, 2005, CASTELLOTE et al., 2011), contém menos carboidratos e gordura, e

apresenta concentragdes maiores de sodio, potéssio e cloro do que o leite maduro. O volume
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secretado varia amplamente de 10 a 100 mL/dia, com média em torno de 30 mL. E produzido
deste o Ultimo trimestre da gestacdo e na primeira semana pds-parto. Portanto, considera-se
colostro a producao lactea do 1° ao 7° dia ap6s o parto (LAMOUNIER et al., 2002). O leite de
transicdo é aquele produzido no periodo intermediario entre o colostro e o leite maduro
(SILVA, 2008), ou seja, entre 0 7° e 0 14° dia ap6s o parto. O leite maduro € produzido ap6s a
segunda semana de lactacdo, ou seja, a partir do 15° dia apds o parto (LAMOUNIER et al.,
2002).

Os niveis de imunoglobulina, particularmente IgA e IgM, sdo bastante altos no
colostro e depois declinam no leite maduro, no entanto IgG ndo apresenta esse declinio

(LAWRENCE; LAWRENCE, 2005).

1.4. Toxoplasmose e amamentacao

A transmissdo da toxoplasmose pelo leite parece ocorrer entre animais, porém em
humanos esta via de transmissdo ndo foi bem demonstrada. Um caso de transmissdo em
crianca através de leite de cabra (SACKS; ROBERTO; BROOKS, 1982) e outros dois de
possivel transmissdo através do leite materno em filho de mde com doenca aguda (LANGER,
1963, BONAMETTI et. al., 1997) ja foram descritos. Entretanto, considerando-se o fato de
gue os taquizoitas podem ser destruidos no trato digestivo e que a méde infectada também
transmite anticorpos que podem ser protetores, ainda ndo é contra indicado o aleitamento

materno em maes com a doenca aguda (SUCCI, 2002, LAWRENCE; LAWRENCE, 2005).
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Toxoplasma gondii pode ocasionar infeccdo fetal através de passagem
transplacentéria, quando a mae adquire a infec¢do durante a gestacdo ou, menos comumente,
quando mulheres cronicamente infectadas tem um imunocomprometimento importante
(VARELLA, 2003). Apesar de a maioria dos recém-nascidos infectados ndo apresentar
sintomas, quase todos desenvolvem sequelas ap6s o nascimento, incluindo coriorretinite,
retardo mental e uma moderada perda da audicdo (MATSUI, 1994, MCAULEY et al., 1994).

O risco de um feto se infectar com T. gondii e a gravidade das sequelas esta associado
ao trimestre gestacional em que a mée € exposta ao parasito. No inicio da gestacdo (primeiro
trimestre) existe menor propensdo do parasita atravessar a barreira placentaria e infectar o
feto, mas caso isso ocorra a gravidade da doencga é maior do que quando a infeccdo ocorre no
terceiro trimestre, em que a transmissdo é mais provavel de ocorrer, mas a doenca é
geralmente menos grave (LINDSAY & DUBEY, 2011).

A prevaléncia de soropositividade em gestantes varia conforme regides geograficas,
caracteristicas climaticas, fatores culturais e habitos alimentares (VARELLA, 2003). No
Brasil, existem alguns estudos que relataram a prevaléncia de gestantes soropositivas para 1gG
anti-toxoplasma, sendo 77,1% no Rio de Janeiro (MEIRELLES FILHO, 1985), 69,4% em
Recife (NOBREGA et al., 1999), 59,8% em Porto Alegre, Rio Grande do Sul (VARELLA,
2003), 51,6 % em Uberlandia, Minas Gerais (SEGUNDO et al.; 2004) e 32,4% na regido
metropolitana da cidade de S&o Paulo (VAZ et al., 1990).

A amamentacdo confere protecdo contra varias doencas. Varios estudos
documentaram componentes imunologicos especificos no leite humano que protegem contra
agentes infecciosos (PALMEIRA et al., 2005, MAKITA et al., 2007, SADEHARJU et al.,
2007, BALLARD; MORROW, 2013) mas poucos estudos investigaram protecdo contra

infeccOes parasitarias, principalmente contra T. gondii.
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Portanto, o melhor entendimento da composicao e especificidade das imunoglobulinas
direcionadas a T. gondii presentes no leite humano podera prover maiores subsidios para o
desenvolvimento de insumos que poderdo ser utilizados para diagnostico, tratamento e

profilaxia da doenga.
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3.1. Objetivo geral

e Detectar e avaliar os isotipos 1gG, IgM e IgA especificos a antigenos sollveis de
Toxoplasma gondii, presentes em amostras pareadas de soro e colostro humano de

puérperas.

3.2. Objetivos especificos

e Detectar a presenca e porcentagem dos isétipos IgG, IgM e IgA anti-T. gondii em

amostras pareadas de soro e de colostro humano;

e Correlacionar os niveis dos isotipos de anticorpos detectados nas amostras de soro e

colostro humano;

e Avaliar o perfil de deteccdo antigénica dos trés isétipos de anticorpos especificos
presentes em amostras de soro e colostro humano, utilizando antigenos soltveis de T.

gondii;

e Determinar a avidez dos anticorpos IgG detectados em amostras de soro e colostro

humano frente as fragdes antigénicas de T. gondii;

e Identificar fracGes antigénicas de T. gondii como possiveis marcadores para o

diagnoéstico de toxoplasmose aguda e congénita.
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4.1. Aspectos éticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP/ Numero do
protocolo: 104.110) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), que regulamenta a
pesquisa envolvendo seres humanos (ANEXO 1). Os individuos que concordaram em
participar da pesquisa assinaram um “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”

(ANEXO 11 e 111), estando cientes de todos os procedimentos adotados.

4.2. Pacientes

O presente estudo envolveu 289 puerperas (média de idade 24,8 anos, mediana 24
anos, intervalo de 14 — 43 anos) atendidas no Centro Obstétrico do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) no periodo de Outubro de 2012 a Janeiro de
2013, que estavam hospitalizadas devido ao parto e que aceitaram participar do estudo apos
serem devidamente esclarecidas. Os critérios de exclusdo do estudo consistiram em mulheres
soropositivas para HIV e/ou HTLV, cuja amamentacdo €é contra-indicada pelo Ministério da
Saude (BRASIL, 2008).

O estudo laboratorial foi desenvolvido no Laboratorio de Imunoparasitologia, do

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

4.3. Amostras de leite humano

Mediante o0 aceite em participar do presente estudo, por meio da assinatura do “Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido”, foram coletado, por ordenha manual,

aproximadamente 3 mL de leite humano de cada puérpera, sendo essa amostra relativa ao
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colostro. A amostra de leite foi coletada nos leitos da Enfermaria de Ginecologia e Obstetricia
do HC-UFU, entre 0 1° e 6° dias apds o parto da paciente, para garantir que a amostra
realmente fosse de colostro humano. Todas as amostras foram processadas: centrifugadas a
500 x g por 10 minutos a 4°C para remogdo da parte lipidica, o leite desnatado foi distribuido

em aliquotas e armazenado a —20°C até o uso.

4.4. Amostras de sangue

O Laboratério de Andlises Clinicas do HC-UFU colhe sangue rotineiramente de todas
as puérperas hospitalizadas, um dia ap0s o parto, para realizacdo de exames laboratoriais.
Portanto foi requisitado ao laboratério o volume de sangue restante das puérperas que
assinaram o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”; dessa forma, ndo foi necessaria
nova coleta de sangue das mées que concordaram em participar do estudo. O soro obtido foi

distribuido em aliquotas e armazenado a —20°C até a realizacdo dos testes soroldgicos.

4.5. Manutencéo e obtencéo de T. gondii

As formas taquizoitas da cepa RH de T. gondii foram mantidos em cultura celular,
usando linhagens de células HeLa como descrito anteriormente (RIBEIRO et al., 2009). As
células foram infectadas com taquizoitas de T. gondii que foram mantidos por passagens
seriadas em meio RPMI com 2% de Soro Fetal Bovino, a cada 48-72 horas. Os parasitos
livres foram coletados por descamacdo da monocamada celular (cell scraper) e parcialmente
purificados por passagens forcadas através de agulha 13 x 4 mm e centrifugacdo rapida (45 x
g por 1 minuto a 4°C) para remover restos celulares. O sobrenadante foi coletado e lavado

por duas vezes (700 x g por 10 minutos a 4°C) com solugéo salina tamponada com fosfatos
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0,01 M (PBS, pH 7,2). O sedimento final da suspensdo parasitaria foi ressuspendido em PBS
e 0s parasitas contados em camara de Neubauer, utilizando o corante de exclusdo vital azul de
Tripan a 0,4% (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA).

Os parasitos foram armazenados a —20°C até a preparacdo do antigeno soltvel de T.

gondii.

4.6. Preparo de antigenos solGveis de T. gondii

Antigenos sollveis de taquizoitas de T. gondii (STAg) foram preparados como
descrito anteriormente por Scott e colaboradores (1987), com modificagdes. Suspensdes
parasitarias contendo aproximadamente 10° taquizoitas/mL foram tratadas com coquetel de
inibidores de proteases (Complete ULTRA Tablets, Mini, EASYpack, Roche Applied
Science) e submetidas a dez ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento em banho-maria a 37°C, seguido por oito ciclos de ultra-som (Thorton —
INPEC Eletrénica S/A, Santo Amaro, SP, Brasil) durante 5 minutos a 60 Hz em banho de
gelo. Apds centrifugacdo a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante foi coletado e
determinado sua concentracdo proteica (Bicinchoninic acid kit, BCA, Sigma, St. Louis, MO,
USA). Foram armazenadas aliquotas do extrato com antigenos sollveis totais a -20°C até

utilizacdo posterior.
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4.7. Ensaios imunoenzimaticos

4.7.1. ELISA indireto para deteccédo de 1gG anti-T. gondii

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para deteccdo de anticorpos IgG, presentes tanto
nas amostras de soro quanto nas amostras de leite, foram realizados segundo a técnica descrita
anteriormente (MINEO; CAMARGO; FERREIRA, 1986) com modifica¢fes. Placas de alta
afinidade (Corning Incorporated Costar®, Corning Laboratories Inc., New York, EUA) foram
sensibilizadas com STAg (10 pg/mL) diluido em tampé&o carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH
9,6) e incubadas por 18 horas a 4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS
contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com PBS-T contendo 5% de leite em pd
desnatado (Molico, Nestle, S&o Paulo, SP — PBS-T-M5%), por 1 hora a temperatura ambiente.
Apos novas lavagens, as amostras de soro foram diluidas a 1:64 em PBS-T-M5%, enquanto as
amostras de colostro foram diluidas a 1:5 em PBS-T e incubadas por 1 horas a 37°C. Apos
seis lavagens, foi adicionado o anticorpo de cabra anti-lgG humana (1:2000) conjugado com
peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) e incubado por 1 hora a 37°C. Ap0s novas
lavagens, a reacdo foi revelada por meio da adicdo do subtrato enzimatico, solucdo A e
solucdo B (v:v) de Peroxidase Substrate System (ABTS, Kirkegaard & Perry Laboratories,
KPL, Washington, DC, EUA). Os valores de densidade optica (DO) foram determinados em
leitor de placas de microtitulacdo (Titertek Multiskan Plus MKII, Flow Laboratories, McLean,
EUA) a 405 nm. Controles positivos e negativos foram incluidos na placa. Os niveis de
anticorpos foram arbitrariamente expressos em indice ELISA (IE), segundo a férmula:
IE=DO amostra/cut off, onde cut off foi calculado como a média da DO de soros controles
negativos acrescida de trés desvios padrdes. Valores de IE>1,2 foram considerados positivos

para excluir valores de reatividade limitrofes proximos a valores de IE=1,0.
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4.7.2. ELISA de captura para detecgdo de IgM e IgA anti-T. gondii

ELISA para deteccdo de anticorpos IgM e IgA presentes tanto nas amostras de soro
quanto nas amostras de colostro, foram realizados segundo a técnica descrita anteriormente
(MINEO, CAMARGO, FERREIRA, 1986) com modificacbes. Placas de alta afinidade
(Corning Incorporated Costar®, Corning Laboratories Inc., New York, EUA) foram
sensibilizadas com anticorpos de captura anti-lgM humana (1:200) (Kirkegaard & Perry
Laboratories, KPL, Washington, DC, EUA) ou anti-IgA humana (1:100) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, USA) em tampéo carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) e incubadas por 18
horas a 4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e bloqueadas com
PBS-T-M5% por 1 hora a temperatura ambiente. Apds novas lavagens, as amostras de soro
foram diluidas a 1:16 em PBS-T-M5%, enquanto as amostras de colostro foram diluidas a 1:5
em PBS-T e incubadas por 2 horas a 37°C. Apds seis lavagens, as placas foram incubadas
com STAg (100 pg/mL) em PBS-T-M5% por 2 horas a 37°C, seguida de novas lavagens. O
antigeno ligado foi detectado pela adigdo da porgdo F(ab”), de anticorpo de coelho anti-T.
gondii conjugado com peroxidase (preparado segundo Wilson e Nakane, 1978) diluido 1:500
em PBS-T-M5%, seguido de incubacdo por 1 hora a 37°C. As etapas finais foram conforme

descrito para o ELISA indireto.

4.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

A eletroforese em uma dimensdo (1D) foi realizada segundo Laemmli (1970), o
extrato com antigenos sollveis totais foi solubilizado (v/v) em tampdo de amostra para
eletroforese (Tris-HCI 0,1 M, SDS 4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0,2%), aquecidos a

100°C durante 5 minutos e submetidos a eletroferese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a
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12%, com gel de empilhamento a 5%, em condi¢cOes desnaturantes e ndo redutoras. Foi
utilizado o sistema de eletroforese vertical em mini-gel (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., Sdo
Francisco, CA, EUA), sob corrente constante de 26 mA por 1 hora.

Foi aplicado um volume de 200 pL em cada corrida e, em paralelo, marcador de peso
molecular (Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard, Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha).
Apb6s a separacdo eletroforética, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose com poros de 0,22 um (Sigma Chemical Co.) como previamente descrito
(TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979), utilizando um sistema semi-umido de
transferéncia (Multiphor Novablot 11, Pharmacia-LKB, Suécia) por 2 horas a uma corrente
constante de 0,8 mA/cm? do gel. A transferéncia foi confirmada pela coloracdo com solucao

de Ponceau a 0,5%.

4.9. Immunoblotting

As membranas de nitrocelulose previamente eletrotransferidas com antigenos soluveis
totais ou fragdes de antigenos de T. gondii foram cortadas em tiras de aproximadamente 3 mm
de largura e colocadas em canaletas apropriadas para reacdo. As tiras foram bloqueadas com
PBS-T-M5% por 2 horas a 37°C. Apos lavagens com PBS-T, as tiras de nitrocelulose foram
incubadas por 18 horas a 4°C, sob agitacdo pendular, com amostras de soro (diluidas em PBS-
T contendo 1% de leite em po6 desnhatado — PBS-T-M1% — 1:100 [IgG] ou 1:50 [IgM e IgA])
ou com amostras de colostro humano (diluidas em PBS-T, 1:10 [IgG] ou 1:5 [IgM e IgA]).
Apos seis ciclos de lavagens, foram adicionados os conjugados de deteccdo anti-lgG humana,
anti-lgM humana ou anti-lgA humana marcados com peroxidase (Sigma Chemical Co.),
diluidos 1:2000, 1:1000 e 1:2000 em PBS-T-M1%, respectivamente, por 2 horas a

temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram novamente lavadas e reveladas pela
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adicdo de diaminobenzidina (Stable DAB, Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha), e as reacdes
foram interrompidas com &agua destilada quando bandas de coloracdo marrom forem

visualizadas.

4.10. Immunoblot-avidez para anticorpos 1gG anti-T. gondii

Apo6s o bloqueio das tiras de nitrocelulose como descrito para no item 4.10, as tiras
foram incubadas em duplicata com as amostras de soro ou colostro positivas no ensaio de
immunoblot, por 18 horas a 4°C. Em seguida, uma das tiras foi lavada com solucéo de uréia 6
M em PBS-T por 10 minutos, enquanto a outra tira da duplicata foi lavada somente com PBS-
T. Posteriormente, ambas as tiras foram lavadas por trés vezes com PBS-T por 5 minutos. As
etapas finais foram realizadas como descritas para o immunoblot.

Os resultados obtidos para as amostras nao tratadas (uréia’) ou tratadas com uréia 6 M
(uréia™) foram avaliados quanto a intensidade em pixels (Int Band), utilizando o programa de
imagens Image Lab 4.0.1 (Bio-Rad Laboratories), sendo expressos em indice de avidez (1A),
calculado de acordo com a seguinte férmula: 1A = (Int Band uréia+ / Int Band uréia-) x 100.
IA < 50% corresponderam a reatividade com anticorpos de baixa avidez, enquanto 1A > 75%

corresponderam a reatividade com anticorpos de alta avidez.

4.11. Analise estatistica

Para todos os calculos estatisticos e confeccdo dos gréaficos foi utilizado o software
GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA).
Assumindo-se que a amostragem ndo seguiu a distribuicdo normal, diferencgas entre os

niveis de anticorpos do mesmo isétipo para amostras pareadas de soro e colostro foram
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analisados pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Também foi utilizado teste de correlacéo
de Spearman para correlacionar os niveis de imunoglobulinas entre os diferentes isétipos e as

diferentes amostras. Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

4.12. Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais bioldgicos e dos reagentes,

bem como a utilizacdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de

biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005).
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5.1. Detecgdo de anticorpos em amostras de soro e colostro de puérperas

Anticorpos 1gG, IgM e IgA especificos a T. gondii foram detectados por ELISA em
ambas as amostras de todas as pacientes, sendo que 47,0%, 6,9%, 2,8% das amostras de soro
e 46,0%, 7,9%, 2,8% das amostras de colostro foram positivas para 1gG, IgM e IgA,

respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. ELISA para a detecgdo dos isotipos 1gG, IgM e IgA
especificos a T. gondii em amostras de soro e colostro humano de 289
puerperas de Uberlandia, MG, Brasil.

Is6tipos de NUmero de amostras positivas®
anticorpos anti- n (%)
T. gondii Soro Colostro
lgG 136 (47,0) 133 (46,0)
IgM 20 (6,9) 23 (7,9)
IgA 8 (2,8) 8 (2,8)

a. Dados estao apresentados em ntumero (n) e porcentagem (%) das amostras analisadas.

Os niveis de IgG, IgM e IgA anti-T. gondii no soro e colostro humano de todas as
pacientes envolvidas neste estudo estdo apresentados na Figura 1, em indice ELISA (IE). Os
niveis de anticorpos 1gG detectados em amostras de colostro (média: 5,90; mediana/ intervalo
[med]: 5,26/1,22-14,05) foram significativamente maiores do que os niveis de 1gG detectados

em amostras de soro (média: 4,99; med:4,66/1,28-8,62) p <0,0001. Por outro lado, os niveis
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de anticorpos IgM e IgA detectados em amostras de colostro (média: 1,91; med: 1,61/1,22-

5,46 e média: 1,96; med: 1,65/1,22-4,23, respectivamente) foram significativamente menores

do que de IgM e IgA detectados em amostras de soro (média: 2,87; med: 2,36/1,58-7,88 e

média: 2,98; med: 2,02/1,22-8,20, respectivamente), p <0,0001.

*kdk

*k*

*kk

15— T 1

—
o
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see
L

Niveis de anticorpos
anti-7. gondii (IE)

Op, =} o -
I:|DI:IDI:| I

Soro

Colostro

Figura 1. Niveis de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-T. gondii, determinados por indice

ELISA (IE), em amostras de soro e colostro de 289 puérperas. A linha tracejada representa o

valor do cut-off (IE=1,2). *** Dados estatisticamente significantes (p <0,0001, Wilcoxon).
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5.2. Correlagdo entre os niveis de anticorpos anti-T. gondii em amostras de soro e

colostro

Analisando os isotipos de anticorpos anti-T. gondii detectados em amostras de soro e
do colostro, foi encontrada uma alta correlagéo positiva estatisticamente significante quando
comparados os niveis de IgG (r = 0,7858; p <0,0001) (Figura 2A), uma média correlacdo
positiva significativa quando foram comparados os niveis de IgM (r = 0,4975; p <0,0001)
(Figura 2B) e uma baixa correlacdo negativa significativa quando os niveis de IgA foram
comparados (r = -0,2168; p = 0,0002) (Figura 2C).

Os niveis dos isotipos de anticorpos detectados nas amostras de soro apresentaram
uma correlacdo positiva entre eles, como se segue: 1gG vs IgM teve uma baixa correlacao,
contudo estatisticamente significativa (r = 0,1674; p = 0,0043) (Figura 3A), 1gG vs IgA
apresentou uma baixa correlacdo, mas nao foi estatisticamente significativa (r = 0,1038; p =
0,0780) (Figura 3C) e IgM vs IgA teve uma média correlacdo estatisticamente significativa (r
= 0,6274; p <0,0001) (Figura 3E). Considerando os niveis dos isotipos de anticorpos anti-T.
gondii detectados nas amostras de colostro, contudo, uma baixa correlacdo positiva
significativa foi observada para 1gG vs IgM (r = 0,2124; p = 0,0003) (Figura 3B) e IgM vs
IgA (r = 0,1765; p = 0,0026) (Figura 3F), mas ndo para 1gG vs IgA, cuja correlacdo foi

negativa e ndo significante (r = -0,0275; p = 0,6406) (Figura 3D).
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Figura 2. Correlacdo entre niveis de
anticorpos 1gG (A), IgM (B) e IgA
(C) especificos a T. gondii presentes
em amostras de soro e colostro de 289
puérperas. Coeficientes de correlacéo
calculados teste de

foram pelo

correlagdo de Spearman.
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Figura 3. Correlacdo entre os niveis dos is6tipos de anticorpos especificos a T. gondii

presentes em amostras de soro (A, C, E) e colostro (B, D, F) de 289 puérperas. Coeficientes

de correlacdo foram calculados pelo teste de correlagdo de Spearman.
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5.3. Associacdes entre 1gG, IgM e IgA anti-T. gondii em amostras de soro e colostro

Quatro amostras de soro e quatro amostras de colostro apresentaram reatividade
simultdnea contra T. gondii para os trés isétipos analisados, sendo 60% de pacientes
concordantes. Reatividade simultanea de dois isotipos foi observada para IgG associado a
IgM, 1gG associado a IgA e IgM associado a IgA tanto no soro como no colostro, com 66,7%
de pacientes concordantes para 1gG associado a IgM, e 50,0% para IgM associado a IgA. O
caso mais frequente foi a reatividade somente para IgG (40,8% no soro e de 39,8% no
colostro), com 94,2% das pacientes concordantes, enquanto que trés amostras de soro e quatro
de colostro foram reativas somente para IgA, e apenas uma amostra em cada fluido biologico
foi reagente somente para IgM. Sendo que 94,1% das pacientes tiveram resultados
concordantes para anticorpos anti- T. gondii quando analisado amostras de soro e colostro

(Tabela 2).



Tabela 2. Namero (n) e porcentagem (%) de amostras de soro e colostro de puérperas, de

acordo com a associagao entre os trés isétipos IgG, IgM e IgA especificos a T. gondii,

mensurados por ELISA.

Associacéo dos

Pacientes

o Soro Colostro concordantes em
isotipos
n (%) n (%) soro e colostro
1gG/IgM/1gA
n (%)
+/+/+ 4 (1,4) 4 (1,4) 3(60,0)
+/+/- 12 (4,2) 13 (4,5) 10 (66,7)
+/-1+ 2(0,7) 1(0,3) 0 (0)
-[+1+ 1(0,3) 2(0,7) 1 (50,0)
+/-/- 118 (40,8) 115 (39,8) 113 (94,2)
-[+1- 3(1,0 4(1,4) 1(16,7)
-[-1+ 1(0,3) 1(0,3) 0 (0)
-/-1- 148 (51,3) 149 (51,6) 144 (94,1)
Total 289 (100,0) 289 (100,0) 272 (94,1)

45
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5.4. Deteccdo de fracOes antigénicas de T. gondii por anticorpos IgG, IgM e IgA

especificos

De acordo com os resultados dos ELISA soroldgicos convencionais, 30 pacientes
foram caracterizadas como grupo de risco para toxoplasmose aguda, pois suas amostras
apresentaram IgA e/ou IgM no soro e/ou no colostro associados ou ndo a presenca de IgG
(Tabela 2). As amostras desse grupo de puérperas foram selecionadas para 0s ensaios de
immunoblotting a fim de avaliar a detec¢do dos trés isotipos de anticorpos frente as varias
fracOes do antigeno soluvel de T. gondii. Amostras de soro e colostro de uma dessas pacientes
ndo foram testadas devido ao volume insuficiente.

Os ensaios de Immunoblotting mostraram que é possivel detectar anticorpos IgG, IgM
e IgA especificos a diversas fracdes antigénicas de T. gondii no soro e no colostro humano

(Figura 4).
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Figura 4. Immunoblotting
representativo  realizado
com antigeno soluvel de
T. gondii para a deteccao
de anticorpos 1gG (A),
IgM (B) e IgA (C)
especificos ao parasito em
amostras de soro e
colostro de puérperas.

Peso molecular (kDa)

mostrado ao lado
esquerdo. C+ controle
positivo, C-  controle

negativo, B branco.
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Anticorpos 1gG anti-T. gondii presentes em amostras de soro e colostro reconhecem
mais fragBes antigénicas que anticorpos IgM e IgA especificos ao parasito (Figura 5). Além
disso, considerando os anticorpos 1gG especificos, podemos observar que mais de 75% das
amostras de soro das pacientes reagiram com 20 fracGes antigénicas (97, 83, 66, 60, 57, 54,
50, 44, 38, 34, 32, 30, 29, 28, 26, 25, 24, 23, 22 e 21 kDa), portanto houve uma semelhanca
no reconhecimento. Diferentemente do que foi apresentado com as amostras de colostro, cujo
reconhecimento variou bastante entre as pacientes, com a reatividade a 14 fragfes antigénicas
(70, 50, 39, 34, 32, 29, 27, 26, 25, 24, 23, 20, 19 e 15 kDa) com menos de 50% de frequéncia
(Figura 5A e Figura 6). No entanto, considerando ambas amostras da mesma paciente, foi
possivel notar que anticorpos IgG presentes no soro sempre reconhecem uma variedade maior
de antigenos de T. gondii do que anticorpos IgG presentes no colostro.

Em relacdo aos anticorpos IgM, a maioria das fracdes antigénicas foram detectadas em
menos de 50% das amostras tanto de soro como de colostro. Um padréo de reconhecimento
das fracOes antigénicas de T. gondii foi observado apenas em amostras de soro das pacientes,
que reagiram com trés fracdes (70, 54 e 30 kDa) com mais de 75% de frequéncia. Ndo houve
reconhecimento antigénico com alta frequéncia pelos anticorpos do colostro (Figura 5B e
Figura 6). Além disso, também € variavel entre as puérperas o perfil de reconhecimento de
IgM frente aos antigenos quando se leva em consideracdo ambas amostras biolégicas da
mesma mulher.

Quanto ao isotipo IgA parece haver uma inversao do perfil de anticorpos IgG, ou seja,
os anticorpos IgA especificos presentes no colostro reconhecem maior nimero de fracGes
antigénicas do que anticorpos IgA presentes no soro. Adicionalmente, as fracbes 97, 83 e 70
kDa foram reconhecidas por mais de 75% das amostras de colostro. No entanto, ndo existe um

padrdo de reconhecimento quando se analisa separadamente soro ou colostro de varias
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puérperas, uma vez que a maioria das fraces foram reconhecidas com frequéncias menores

que 50% (Figura 5C e Figura 6).

A.lgG ESoro MColostro
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Figura 5. Frequéncias (%) de reconhecimento de fraces antigénicas (kDa) de T. gondii por
anticorpos 1gG (A), IgM (B) e IgA (C) presentes em amostras de soro e colostro de puérperas.
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Figura 6. Esquema do Immunoblotting referente a frequéncia (%) de reconhecimento das
fracBes antigénicas de T. gondii pelos isotipos IgG, IgM e IgA em amostras de soro e colostro
de puérperas. T: Todas as fracdes antigénicas detectadas na amostra. O peso molecular
aparente da fracdo proteica € mostrado a esquerda. Cores diferentes representam densidade de

pixels diferentes.
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5.5. Avidez de anticorpos 1gG a frac@es antigénicas de T. gondii

O ensaio de immunoblotting para avaliar a avidez de anticorpos IgG foi realizado com
as amostras de soro e colostro de 21 puérperas, que foram positivas para 1gG dentre as 30
pacientes do grupo de risco (Figura 7).

A figura 8 mostra a média de avidez de anticorpos IgG especificos a fracOes
antigénicas de T. gondii (Figura 8A), bem como a frequéncia com que cada fracdo foi
reconhecida por anticorpos 1gG de baixa avidez (Figura 8B) ou de alta avidez (Figura 8C).

Todas as fragdes antigénicas detectadas com alta frequéncia (>75% das amostras) por
anticorpos 1gG do soro (Figura 5A) foram reconhecidas por anticorpos de alta avidez, exceto
as fracdes de 50 e 60 kDa, que menos de 50% das pacientes apresentaram anticorpos 1gG de
alta avidez especificos a elas. Além disso, nenhuma paciente apresentou anticorpos IgG de
baixa avidez no soro para as fragdes de 22, 30, 32, 38, 54, 57 e 83 kDa (Figura 8B).
Considerando os anticorpos IgG do colostro podemos notar que eles tiveram menor avidez a
quase todas fracdes antigénicas quando comparado com a avidez de anticorpos IgG do soro
(Figura 8A). Adicionalmente, merecem destaque as fracfes de 60 e 66 kDa que foram
frequentemente reconhecidas por anticorpos 1gG do colostro de baixa avidez (Figura 8B),
sendo que ndo foram detectados 1gG de alta avidez especifico a fracdo de 60 kDa (Figura 8C).
Por outro lado, as fracdes de 22, 30, 38 e 54 kDa foram frequentemente reconhecidas por

anticorpos IgG de alta avidez, para ambas amostras bioldgicas (Figura 8C).
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Figura 7. Immunoblotting de IgG avidez representativo realizado com antigeno soltvel de T.
gondii e amostras de soro e colostro de puéperas. Peso molecular (kDa) mostrado ao lado
esquerdo. 1 e 2 tiras da membrana incubadas com amostra de soro e, respectivamente, nao
tratadas ou tratadas com ureia 6M. 3 e 4 tiras da membrana incubadas com amostra de
colostro e, respectivamente, nao tratadas ou tratadas com ureia 6M. C+ controle positivo, C-

controle negativo, B branco.



53

A M Soro M Colostro

100

80

60

40

ndice Avidez (%)

20

15 17 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 32 34 38 39 40 44 49 50 54 57 60 66 70 83 97
Fragbes Antigénicas (kDa)

100 -
80
60 -

40 -

Frequéncias (%)

20 ~

15 17 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 32 34 38 39 40 44 49 50 54 57 60 66 70 83 97
Fragdes Antigénicas (kDa)

100

80

60

40

Frequéncias (%)

20

15 17 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 32 34 38 39 40 44 49 50 54 57 60 66 70 83 97
Fragbes Antigénicas (kDa)

Figura 8. Avidez de anticorpos IgG a fragfes antigénicas de T. gondii em amostra de soro e
colostro humano de puérperas, valores em indice avidez (IA). A Avidez média das fracbes
antigénicas. B Frequéncias das fracdes antigénicas reconhecidas com baixa avidez (1A<50%).
C Frequéncias das fragdes antigénicas reconhecidas com alta avidez (IA>75%).
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5.6. Assisténcia e acompanhamento clinico

Vale ressaltar a importancia assistencial que esse trabalho desempenhou. Durante o
periodo de coleta de amostras de colostro humano todas as pacientes que aceitaram participar
da pesquisa receberam orientagdes sobre: a importancia da amamentacdo, como amamentar
corretamente e como fazer a ordenha manual para aliviar a mama ingurgitada de leite.

Além disso, as pacientes cujas analises soroldgicas resultaram em IgM e/ou IgA
positivas para T. gondii foram comunicadas e, para seus filhos foi agendada uma consulta de
acompanhamento com uma pediatra neonatologista do Hospital de Clinicas da UFU. A esses
recém-nascidos foram solicitados os seguintes exames: sorologia para T. gondii (IgG e IgM),
ultrassonografia de cranio para avaliagcdo de calcificacdes cerebrais e ventriculomegalia como
sinal de hidrocefalia, e exame de fundo de olho para avaliacdo de coriorretinite. Todos os
exames foram realizados no Hospital de Clinicas da UFU.

Nove pacientes ndo compareceram para levar seus filhos a consulta, os demais
neonatos foram examinados e acompanhados durante pelo menos seis meses apds o
nascimento para monitorar a possibilidade de infeccdo congénita. A maioria deles apresentou
resultados normais para o exame de fundo de olho e ultrassonografia de cranio, acompanhado
de sorologia IgM negativo e 1gG positivo com niveis decrescentes, o que indica que era o
anticorpo de transferéncia materna; no entanto trés recém-nascidos manifestaram a doenca e
continuardo em acompanhamento e tratamento o tempo que for necessario, sendo 0s seguintes
casos:

Caso 1 — Neonato apresentou sorologia positiva para IgM e IgG, acentuada dilatacdo
dos ventriculos laterais do cérebro e alteraces de fundo de olho caracterizando hidrocefalia e
coriorretinite devido a infeccdo congénita de toxoplasmose. Durante o pré-natal, a mée ja

havia sido diagnosticada com toxoplasmose aguda no 5° més (2° trimestre) de gestacgdo, e fez
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uso de sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico até a 342 semanas de gestagdo, depois
espiramicina até o parto.

Caso 2 — Neonato apresentou sorologia negativa para IgM e positiva para 1gG,
multiplas calcificacGes parenquimatosas cerebrais e exame de fundo de olho alterado, e lhe foi
dado o diagnostico de coriorretinite e microcefalia por toxoplasmose congénita. Durante o
pré-natal, a mde também ja havia sido diagnosticada com toxoplasmose aguda no 6° més (2°
trimestre) de gestacdo, e fez uso de espiramicina até o final da gravidez.

Caso 3 — Neonato apresentou sorologia negativa para IgM e positiva para 1gG com
niveis crescentes, ultrassonografia de cranio normal, porém exame de fundo de olho alterado
sendo diagnosticado como coriorretinite por toxoplasmose congénita. Esse ultimo caso
merece destaque porque a mae havia sido diagnosticada imune a toxoplasmose durante o pré-
natal, no entanto nossos resultados mostraram que ela estava com toxoplasmose aguda nos
primeiros dias logo apds o parto, com a presenca de 1gG, IgM e IgA especificas ao parasito

nas amostras de soro e colostro.
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A maioria das pessoas infectadas com T. gondii sdo assintomaticas devido ao bom
funcionamento de seu sistema imunolédgico. No entanto, esse parasito intracelular obrigatorio
pode causar graves doencas fetais, inclusive abortos, em casos de toxoplasmose aguda
materna (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). A transmissdo materno-fetal pode variar de 6 a
72% de acordo com a idade gestacional da mulher no momento em que ela adquire a
infecgdo; quanto maior a idade gestacional, maior o risco de transmissdo. Porém o maior risco
de doencas fetais graves ocorre quando a infeccdo materna se da no primeiro trimestre da
gestacdo, em que 61% dos fetos congenitamente infectados podem desenvolver alguma
manifestagdo clinica grave (MONTOYA; REMINGTON, 2008), tais como diminui¢do da
Visdo ou cegueira, diminuicdo da audicdo ou surdez e retardo mental.

Muitas vezes as infecgdes congénitas causadas por T. gondii sdo negligenciadas
porque sdo assintomaticas no momento do nascimento e permanecem despercebidas. 1sso
acontece principalmente quando a infeccdo materna ocorre durante o terceiro trimestre da
gravidez, e ha transmissdo tardia de parasitos maternos para o feto, o que reduz o tempo para
a multiplicacdo do parasito no feto ou no recém-nascido, consequentemente os danos ndo sao
evidentes precocemente. Porém, manifestacfes clinicas podem aparecer semanas ou anos
apos o nascimento (CARLIER et al., 2012), normalmente na forma de coriorretinite grave
(MELAMED et al., 2010). Por esse motivo, € extremamente importante que um teste de
diagndstico para toxoplasmose seja realizado em todas as puérperas logo apds o parto, uma
vez que a mulher pode ter sido infectada no final da gestacdo, ou a paciente pode ter sido
diagnosticada imune a toxoplasmose durante o pré-natal, como foi evidenciado em nosso
estudo pelo ‘Caso 3 do acompanhamento clinico’, e na realidade estava na fase aguda da
infeccdo no final da gestacdo e seu bebé manifestou a forma ocular da doenca congénita.
Nesse caso podemos sugerir que os resultados dos testes de diagndstico dessa paciente foram

erroneamente interpretados e a paciente era suscetivel & infeccdo do parasito e adquiriu a
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infeccdo no final da gestacdo, ou essa paciente sofreu reativacdo de uma infeccdo prévia a
gestacdo sendo capaz de infectar o feto, assim como j& foi demonstrado (VOGEL et al., 1996;
DOLLFUS et al., 1998; VILLENA et al., 1998; KODJIKIAN et al., 2004), ou ainda essa
mulher pode ter sido reinfectada por uma nova cepa de T. gondii que causou a toxoplasmose
congénita, como também ja foi descrito anteriormente (GAVINET et al., 1997; ELBEZ-
RUBINSTEIN et al., 2009).

O Ministério da Saude recomenda a realizacdo da triagem sorolégica para
toxoplasmose por meio da deteccdo de anticorpos dos isotipos 1gG e IgM na primeira consulta
de preé-natal de todas as gestantes, principalmente em lugares onde a prevaléncia da doenca ¢
elevada. Além disso, aquelas com sorologia negativa devem ser orientadas sobre a prevencgéo
da contaminacdo e, se possivel, repetir a sorologia ao longo da gestacdo (BRASIL, 2012).
Embora essa conduta seja preconizada pelo Ministério da Saude, nem sempre isso é adotado
por todos os postos de salde e hospitais, e inclusive existe a possibilidade da infeccédo
posterior aos testes de triagem do pré-natal. Por isso, nossos dados sugerem a necessidade de
se fazer o diagnostico de toxoplasmose na mulher momentos ap6s o parto, e dessa forma é
possivel realizar o teste usando o leite humano, uma forma néo invasiva de se obter amostra
biologica, ja que demonstramos a detec¢do dos trés isotipos de imunoglobulinas no colostro
humano.

Os plasmdcitos produtores de I1gG presentes no tecido mamario pouco contribuem
para os niveis de 1gG no colostro comparado com 0s niveis desse isOtipo derivado do soro
(HURLEY; THEIL, 2011). Nossos dados mostraram uma forte correlacdo dos niveis de 1gG
presentes em ambas amostras de soro e colostro, indicando que provavelmente o anticorpo
IgG anti-T. gondii é transferido do plasma para a glandula mamaria. Isso também explica
nossos resultados dos ensaios Immunoblotting, em que anticorpos IgG presentes no soro

reconheceram mais antigenos de T. gondii do que IgG presentes em amostras de colostro.
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Contudo, esse ndo foi 0 caso para o anticorpo IgA, porque encontramos uma fraca
correlacdo entre os niveis desse isotipo nas amostras de soro e colostro, além disso 0s ensaios
Immunoblotting mostraram que os anticorpos IgA especificos presentes nas amostras de
colostro reconheceram mais fracfes antigénicas em comparacdo com a IgA sérica. 1sso esta
de acordo com a literatura, que mostra que a maioria da IgA é sintetizada por plasmécitos
presentes na glandula mamaria, originarios do tecido linfoide associado a mucosa (GALT)
(HURLEY; THEIL, 2011).

A deteccdo soroldgica de anticorpos IgM anti-T. gondii € considerado o principal
marcador de infeccdo aguda, quando associado a niveis ascendentes de IgG (CAMARGO et
al., 1978). Porém, frequentemente sdo encontrados resultados falso-positivos e falso-
negativos, devido a possivel permanéncia dessa imunoglobulina por longos periodos em
alguns pacientes, e pela baixa sensibilidade das técnicas diagndsticas (SENSINI, 2006), por
isso, sempre é um desafio a interpretacdo dos resultados de IgM. Por esse motivo, a deteccédo
de anticorpos IgA especificos e anticorpos 1gG especificos de baixa avidez foram
posteriormente também propostos como marcadores de infeccdo recente. No entanto, um
resultado negativo de IgA ndo exclui uma infeccdo aguda, e um resultado positivo de IgA nao
indica necessariamente uma infec¢do aguda. (CAMARGO et al., 1991; SENSINI, 2006). No
presente estudo, pudemos observar que tanto no soro como no leite houve correlacao positiva
significativa entre os niveis de IgM e IgA, portanto a combinagdo das duas imunoglobulinas
tem grande importancia diagnostica. Além disso, também demonstramos que houve
correlacdo positiva significativa quando foram comparados os niveis de IgM do soro e do
colostro, isso significa que o leite pode ser a amostra biolégica de escolha para a realizacdo do
teste de diagndstico de toxoplasmose.

Chardes e colaboradores (1990) demonstraram a presenca de anticorpos 1gG, IgM e

IgA especificos a T. gondii em amostra de soro, em secrecdes intestinais e no leite de
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camundongos oralmente infectados com cistos do parasito. Eles também mostraram que o
anticorpos 1gG presentes no soro e no leite reconheceram mais fracGes antigénicas de T.
gondii do que os isétipos IgA e IgM, e a maioria dos antigenos reconhecidos por IgA foram
também detectados por 1gG. Isso estd de acordo com 0s nossos resultados para amostras de
soro e colostro humano. Além disso, eles mostraram que 0s anticorpos murinos presentes em
diferentes amostras biolégicas detectaram as mesmas fragGes antigénicas de T. gondii; isso
também vai de acordo com nosso trabalho, que em ambas as amostras biolégicas humanas
ndo houve producdo de anticorpos a diferentes fragdes antigénicas, ou seja, ndo houve fracao
antigénica detectada exclusivamente por anticorpos de uma unica localidade.

Embora a fracdo antigénica de 39 kDa tenha sido reconhecida por anticorpos IgG e
IgA do soro e do colostro em menos de 25% das amostras, ela foi reconhecida por anticorpos
IgG séricos das trés puéperas cujos bebés tiveram a manifestagdo congénita de toxoplasmose,
e também foi detectada por anticorpos IgA do colostro de duas dessas mulheres. Portanto, a
fracdo de 39 kDa de T. gondii pode ser um marcador para diagnostico de toxoplasmose
congénita, sendo necessario mais estudos para determinar a relacdo dessa fracdo antigénica
com a infeccdo congénita. Adicionalmente, a fracdo de 60 kDa de T. gondii pode ser um bom
marcador para o diagnéstico de infeccdo aguda por toxoplasmose, pois ela foi frequentemente
reconhecida por anticorpos 1gG de baixa avidez em amostras de soro e colostro. Enguanto
que as fracbes de 22, 30, 38 e 54 kDa podem ser bons marcadores para infeccdo por
toxoplasmose, independente da fase da infeccdo, pois foram frequentemente reconhecidas por
anticorpos IgG de alta avidez, para ambas amostras biologicas. Esses resultados diferem
parcialmente com os obtidos por Marcolino e colaboradores (2000), que demonstraram as
fracbes de 38 e 54 kDa como bons marcadores de diagnostico para a fase recente da
toxoplasmose, devido a baixa avidez dos anticorpos 1gG séricos que as reconheceram; mas

concordam no que diz respeito a fracdo de 60 kDa. As fragdes de 22 e 30 kDa correspondem a
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dois antigenos de superficie imunodominantes do parasito, SAG2 e SAG1, respectivamente
(KASPER; CRABB; PFEFFERKORN, 1983; JUNG; LEE; GRIGG, 2004), o que justifica a
alta frequéncia de deteccdo dessas duas fracdes antigénicas. J& foi demonstrado que
anticorpos monoclonais (mAb) especificos para SAG1 reconhecem epitopos conformacionais
dessa proteina na forma monomérica (30 kDa) e também na forma dimérica (60 kDa) (HE et
al., 2002; CARVALHO et al. 2008), sendo assim, podemos sugerir que a fragcdo antigénica de
60 kDa, reconhecida com baixa avidez no presente trabalho, seja a SAG1 na forma dimérica.
Guglietta e colaboradores (2007) demonstraram que recém-nascidos com
toxoplasmose congénita demonstram em geral uma resposta imune deficitaria de células T
helper contra o parasito, sendo que a aquisicdo de uma resposta imunolégica efetora €
dependente da idade, ou seja, ela evolui progressivamente durante a infancia, atingindo, por
volta dos quatro anos de idade, propriedades semelhantes a resposta de adultos
imunocompetentes que adquiriram toxoplasmose. A imunidade materna pode limitar a
transmissdo e o desenvolvimento de infecgbes no feto e no recém-nascido, pois anticorpos
IgG maternos desempenham um papel protetor da toxoplasmose congénita, por reduzir a
parasitemia materna na placenta e também por ser transferido ao feto através da placenta
(CARLIER et al., 2012; CORREA et al, 2007; REDLINE, 2006). Nossos resultados
demonstraram que o colostro materno apresentou altos niveis de anticorpos 1gG especificos a
T. gondii, portanto o leite humano pode ser também uma possivel fonte de anticorpos 1gG
protetores. Além disso, demonstramos que no colostro humano também havia anticorpos IgA
anti-T. gondii, e esse isotipo de imunoglobulina é classicamente descrito como adaptado para
persistir nas membranas mucosas respiratoria e gastrointestinal e resistir a digestdo
proteolitica, promovendo um revestimento protetor nas superficies mucosas da crianca, que
previne o contato de patégenos com o epitélio (CARBONARE; CARNEIRO-SAMPAIO,

2002, HANSON et al, 2003, LONNERDAL, 2004, JACKSON; NAZAR, 2006,
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PARAMASIVAM et al., 2006). No entanto, sdo necessarios mais estudos que demonstrem se
esses anticorpos especificos a T. gondii, evidenciados no leite humano das pacientes
soropositivas para 0 parasito, possuem atividade protetora para 0 neonato, podendo
desempenhar func¢Ges imunoldgicas importantes como neutralizagdo do parasito, fagocitose e
lise pelo complemento.

O leite humano € o alimento ideal para 0 neonato devido a sua rica composicdo de
nutrientes juntamente com componentes bioativos que garantem a sobrevivéncia e o
desenvolvimento infantil saudavel. Por isso, os estudos sobre a composi¢cdo do leite humano
tem aumentado significativamente, com o objetivo de cada vez entender melhor esse alimento
completo (BALLARD; MORROW, 2013). Considerando a falta de dados que comprovem a
transmiss@o de T. gondii através da amamentacdo materna em seres humanos, e o fato de que
mées infectadas podem eficientemente transferir diferentes isotipos de anticorpos parasito-
especificos ao recém-nascido pelo leite, a amamentacdo ndo deve ser descontinuada se a
mulher for infectada pelo parasito. Ainda, com nossos resultados podemos sugerir que 0 uso
de amostras de leite humano podera contribuir para o diagnostico de toxoplasmose aguda, o
que possibilitara melhor atencdo aos bebés das mdes infectadas, prevenindo graves sequelas

tardias da doenca.
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Baseando-se nos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que:

e A deteccdo de anticorpos 1gG, IgM e IgA anti-T. gondii em amostras paralelas de soro

e colostro de pacientes infectadas demonstra significante correlagéo;

e Estes trés is6tipos de imunoglobulinas reconhecem fragcdes antigénicas do parasito

com caracteristicas moleculares similares em ambas as amostras biolégicas;

e A fracdo antigénica de 39 kDa do parasito foi reconhecida pelas amostras biolégicas
das trés pacientes cujos bebés manifestaram toxoplasmose congénita, sendo, portanto,

um possivel marcador de infecgdo congénita;

e A fracdo antigénica de 60 kDa do parasito foi frequentemente detectada por anticorpos
IgG de baixa avidez, nas amostras de soro e principalmente de colostro, constituindo-

se, portanto, num possivel marcador de fase aguda da infeccéo;

e O leite humano é uma amostra bioldgica que pode ser coletada de forma ndo invasiva,
por isso pode ser uma alternativa para o diagndstico de toxoplasmose aguda, bem

como de toxoplasmose congénita.
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PROJETO DE PESQUISA

Titulo:  CQuantificacdo e caracterizagdo da atividade de anticorpos pertencentes aos isotipos IgM, 19G,
IgA e gD, presentes em amostras de soro e leite humano de puérperas, especificos a
antigenos solliveis de Toxoplasma gondii

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 02023412.7.00005152
Pesquisador: José Roberto Mineo

Instituigdo:  Universidade Federal de Uberlandia/ UFU/ MG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Niamero do Parecer: 104.110
Data da Relatoria: 03/08/2012

Apresentagdo do Projeto:

Quantificacdo e caracterizacdo da atividade de anticorpos pertencentes aos isotipos IgM, 19G, 1gA e gD,
presentes em amostras de soro e leite humano de puérperas, especificos a antigenos soliveis de Toxoplasma
qgondii

Objetivo da Pesquisa:

Quantificar e caracterizar a atividade dos isofipos IgM, 103, IgA e |gD especificos a antigenos de Toxoplasma
gondii, presentes em amostras de soro e leite humano de puérperas, bem como sua avidez aos diversos
antigenos sollveis do parasito, previamente selecionados por métodos de fracionamento.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Por ser uma pesquisa com seres humanos, sabe-se que existem cerfos riscos envolvidos na sua execugao.
todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais biolégicos e dos reagentes, bem como a utilizacdo
dos equipamentos, serdo realizados de acorde com as normas de biosseguranga compativeis (MINED et al.,
2005). No entanto, os riscos as puérperas do estudo s30 minimos.

Beneficios : A puérpera que por ventura ndo saiba que é soropositive para Toxoplasma gondii, com infeccdo
aguda, podera se informar e tomar os devidos cuidados com relacdo a necessidade e adequacio de um
tratamento, bem como acompanhamento e tratamento para seu bebé caso seja necessario.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesguisa muito relevante que ird acrescentar muito em medidas para as parturientes com relagdo ao leite
materno e avaliacZo da possibilidade de serem protadoras de T. Gongi e prevencio.

Consideragtes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:
(O TCLE esfa adequado.

Recomendacgdes:

Sem recomendacies.

Enderego:  Av. Jodo Maves de Avila 2121- Bloco "1A", sala 224 - Campus Sta. Ménica
Bairmo: Santa Mdnica CEP: 3g 408-144

UF: MG Municipio: UBERLAMDIA

Telefone:  (24)3230-4131 Fax: (34)3238-4335 E-mail: cep@propp.ufu.br
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgies:

Sem pendencias.

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciacgio da CONEP:
Nio

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Data de entrega do Relatdrio final: agosto de 2013,

OBS.. O CER/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AQ CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAOC DA MESMA.

Orientacdes ao pesquisador

& O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a pariicipar ou de retirar seu consentimento em qualguer
fase da pesguisa, sem penalizacio alguma e sem prejuize ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) e
deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem
vV.2.d).

& O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds anilise das razdes da desconfinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS ltem 111.3.z2),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram acdo
imediata.

¢ O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS ltem V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo gue tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEFP e a
Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria ; ANVISA ¢ junto com seu posicionamento.

& Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parie do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo | ou I
apresentados anteriormente 3 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também a mesma, junto
com o parecer aprobatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97, item 111.2.e). O prazo
para entrega de relatorio € de 120 dias apos o término da execucdo prevista no cronograma do projeto,
conforme norma.

UBERLANDIA, 22 de Setembro de 2012

Assinade por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado

Enderego:  Av. Jodo Naves de Avila 2121- Bloco 14", sala 224 - Campus Sta. Ménica
Baimro: Santa Mdnica CEP: 38 408-144

UF: MG Municipio: UBERLANDIA

Telefone:  [34)3230-4131 Fam: (34)32384335 E-mail: cep@propp.ufulbr
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Tniversidade Federal de Uberlindia
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Laboratorio de Inmmoparasitologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo conwvidada a participar do projeto de pesquisa mtitulado “Quantificacio e
caracterizacio da atividade de anticorpos pertencentes aos isotipos IzhL IgG, IgA e IgD, presentes em
amostras de soro e leite humano de puérperas. especificos a anticenos soluveis de Tovoplasma gondii™,
cujo principal objetivo é estudar os anticorpos presentes no leite de humano, especificos contra o agente
causador de toxoplasmose: Toxoplasma gondii.

Durante esta pesqmm a coleta de seus dados. e a coleta de trés amostras de lette humano (cerca de
SmL por amostra) serdo realizados na Enfermana de Gmecologia e Obstetricia do Hospital de Clinicas da
UFU (HC-UFU) e/ou no Banco de Leite Humano do HC-UFU. Nio sera necessano coletar seu sangue, pois
utilizaremos o restante da amostra que ja fo1 colhida pelo laboratérnio do hospital para fazer seus exames de
rotina.

Fica assegurado que essa pesquisa terda finalidade exclusivamente cientifica, que em nenhum
momento vocé serd identificada. Na publicacio dos resultados desta pesquisa, sua identidade e mformacdes
relacionadas com a sua privacidade serio mantidas no mais ngoroso sigilo.

Neste estudo nem vocé nem seu bebé serio expostos a nenhum tipo de teste de substincias ou
drogas. Sabe-se que em pesquisa com seres humanos existem certos riscos envolvidos na sua execugio.
Sendo assim. todo o procedimento de coleta de leite sera realizado com utilizacio de Eqmpammms de
prote¢io. para munmmuzar qualquer risco poﬁsrr.‘el de mnfeccio. A pesquisa também lhe proporciona alguns
beneficios, vocé podera se informar se é soropositivo para toxoplasmose e tomar os devidos cusdados com
relacdo a necessidade e adequacio de um tratamento, bem como acompanhamento e tratamento para seu
bebé caso seja necessarnio. Além disso, recebera onentacdes adequadas sobre amamentacio no Banco de
Leite Humano, nos dois retomos agendados para a coleta da 2* e 3* amostras de leite humano.

Vocé ndo teria nenhum gasto e ganho financetro por participar desta pesquisa. e vocé terd a garantia
de receber resposta a qualquer pergunta. ou esclarecimento a qualquer dirvida em relacio aos pmcedamtos
riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com esta pesquisa. Vocé € livre para se retirar da pesquisa a
qualquer momento em que desejar sem necessidade prévia de explicagdes, e sem nenhum prejuizo.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé. e no caso de surgir
qualquer divida a respetto da pesquisa, vocé podera entrar em contato com:

Pesquisadores
Mestranda: Ana Carolina de Morais Oliveira Ornentador: Prof Dr. José Roberto Mineo
Universidade Federal de Uberlandia Universidade Federal de Uberlandia
Avenida Para, 1720 Bloco 4C, andar inferior, Avenida Pard, 1720 Bloco 4C, andar mferior,
Campus Umnarama_ Uberlandia. MG Campus Umuarama. Uberlandia. MG
Tel: (34) 3218-2195 Tel.: (34) 3218-2195/ 3218- 2058

Vocé podera também entrar em contato com o Conuté de Etica na Pesquisa com Seres-Humanos —
Umversidade Federal de Uberlindia: Av. Jodo Naves de Awvila, n° 2121, bloco A, sala 224, Campus Santa
IMémca — Uberlindia -MG. CEP: 38408-100; fone: 34-32394131

Uberlandia . de de 2012

Assmatura do pesquisador

Eu ace1to partictpar do projeto citado acima, voluntaniamente, apos ter sido devidamente esclarecido.

Partictpante da Pesquisa
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Umiversidade Federal de Uberlandia
Institute de Ciéncias Biomedicas
Laboratonio de Inmmoparasitologia
TEEAMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O AMENOR

Sua filha esti sendo convidada a participar do projeto de pesquisa mtitulado “Quantificacio e
caracterizacio da atividade de anticorpos pertencentes aos isotipos IghL IgG, IgA e IgD, presentes em
amosiras de soro e leite humano de puérperas. especificos a antigenos soliveis de Toxaplasma gondii™,
cujo principal objetivo € estudar os anticorpos presentes no leite de humano, especificos contra o agente
causador de toxoplasmose: Toxeplasma gondii.

Durante esta pesquisa, a coleta dos dados de sua filha, e a coleta de trés amostras de lette humano
(cerca de S5mL por amostra) serio realizados na Enfermana de Ginecologia e Obstetricia do Hcrsp-ital de
Clinmicas da UFU (HC-UFU) efou no Banco de Leite Humano do HC-UFU. Nio serd necessarnio coletar
sangue, pois utilizaremos o restante da amostra que ja fo1 colhida pelo laboraténio do hospital para fazer os
exames de rotina.

Fica assegurado que essa pesquisa tera finalidade exclusivamente cientifica. que em nenhum
momento ela serda identificada. Na publicacio dos resultados desta pesquisa. identidade e informacdes
relacionadas com a privacidade de sua filha serfo mantidas no mais nigoroso sigilo.

Neste estudo nem sua filha nem seu bebé seriio expostos a nenhum tipo de teste de substincias ou
drogas. Sabe-se que em pesquisa com seres humanos existem certos riscos envolwvidos na sua execucio.
Sendo assum. todo o procedimento de coleta de lette sera realizado com utilizacdo de quupammtﬂa de
protecio, para nunimizar qualquer nisco possivel de mmfeccio. A pesquisa também proporciona i sua filha
alguns beneficios, ela podera se informar se € soropositivo para toxoplasmose e tomar os devidos cuudados
com relacio i necessidade e adequacio de um tratamento, bem como acompanhamento e tratamento para
seu bebé caso seja necessario. Além disso. recebera onentacées adequadas sobre amamentacio no Banco de
Leite Humano, nos dots retornos agendados para a coleta da 2* e 3* amostras de leite humano.

Vocé ndo terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar desta pesquisa. e vocé terd a garantia
de receber resposta a qualquer pergunta. ou esclarecimento a qualque:r duvida em relacio aos procedimentos.
riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com esta pesquisa. Vocé € livre para mterromper a
participacio de sua filha da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo ou coagio.

Uma copia deste Termo de Esclarecimento ficard com vocé, e no caso de surgir qualquer divida a
respeito da pesquisa. vocé podera entrar em contato com:

Pesquisadores
Mestranda: Ana Carolina de Morais Oliverra Omnentador: Prof. Dr. José Roberto Mineo
Umiversidade Federal de Uberlandia Umiversidade Federal de Uberlandia
Avemda Para. 1720 Bloco 4C, andar mfernior, Avenida Pard. 1720 Bloco 4C. andar mferior,
Campus Umnarama. Uberlandia. MG Campus Umuarama. Uberlandia. MG
Tel: (34) 3218-2195 Tel- (34) 3218-2195/ 3218- 2058

Vocé podera também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com Seres-
Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila. n® 2121, bloco A sala
224 Campus Santa Ménica — Uberlandia MG, CEP: 38408-100; fone: 34-32394131

Uberlandia . de de 2012,

Assmatura do pesqusador

Eu aceito que munha filha participe do projeto citado acima. voluntariamente, apds ter sido
devidamente esclarecido.

Assinatura do Responsédvel Legal pelo participante da Pesquisa



