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A toxoplasmose, uma Zzoonose, provocada pelo coccidio T. gondii,
apresenta distribuicdo geografica mundial. Frequentemente ocorre na populacéo
humana na forma de infecgédo crénica assintomatica, no entanto a toxoplasmose
congénita e a dos pacientes imunossuprimidos apresenta um quadro grave de
evolugdo e o diagnostico nesses pacientes merece maior atencao, pois a detecgao
precoce pode evitar maiores complicagdes das doengas.

Na tentativa de estudar um teste mais especifico foi realizado o ELISA para
a detecg@o de complexos imunes em conjunto com a pesquisa de anticorpos IgG
e IgM usualmente utilizados. Foram pesquisadas 390 amostras de soro de
pacientes distribuidas nos grupos da oncologia (tratamento quimioterapico ou
radioterapico), HIV positivos e atopicos com uma possivel imunossupresséo e um
grupo controle de pacientes saudaveis (doadores de sangue). O teste de
especificidade foi realizado por meio do "western blotting".

A detecgdo de complexos imunes nao se mostrou especifica, pois teve
reatividade com a IgG de camundongo normal, nos teste de "western blotting",
sugerindo que no soro desses pacientes existiam proteinas que reagiram

inespecificamente com estas moléculas.
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junho de 98.
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FIGURA 6 - Numero de pacientes que apresentaram fator reumatéide em relacao ao

total de imunocompiexos positivos, encontrados nos soros de pacientes

da oncologia, HIV+, alérgicos e sadios, estudados no periodo de

dezembro de 97 a junho de 98.

FIGURA 7 - Analise por "Western blotting" das amostras de soro imune complexo
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imune complexo; Pistas (5 e 6): pacientes da oncologia; Pistas (7 a16):

pacientes sadios; Pistas (17 e 18): pacientes atopicos.



7 - Gntroducio

1.1 Historico
Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatério com a seguinte
classificagao:
REINO Protista
SUB-REINO Protozoa
FILO Apicomplexa
CLASSE Sporozoasida
SUB-CLASSE Coccidiasina
ORDEM Eucoccidia
SUB-ORDEM Eimeria
FAMILIA Sarcocystidae
GENERO Toxoplasma

ESPECIE Toxoplasma gondii
(FORTES, 1997)



O protozoario foi descoberto em 1908, quase ao mesmo tempo €
independentemente por Splendore em coelho, no Brasil, e logo depois por Nicolle e
Mauceaux no Ctenodactylus gondii, um roedor do norte da Africa.

Toxoplasma origina-se do grego “toxon” que significa arco, em referéncia a

forma do parasita (PFERFFERKON, 1990; REY, 1993).

1.2 Habitat

O parasito apresenta distribuicao geografica mundial e pode ser encontrado
em varios tecidos e células (exceto hemacias) e liquidos organicos (saliva, esperma,
liquido peritoneal, etc.).

Toxoplasma gondii & o agente etiologico da toxoplasmose, uma infeccdo
muito freqiiente e disseminada em varios grupos de animais: e dentre o grupo dos
mamiferos (principalmente carneiro, cabra, porco), e chegando a atingir humanos &

estando presente também nas aves (REY, 1993; SMITH, 1995).

1.3 Ciclo Biologico

O ciclo de vida deste coccidio & heteroxeno. Gatos e alguns outros felideos
sao os hospedeiros definitivos ou completos, 0 homem e 0s outros animais sao
hospedeiros intermediarios ou incompletos.

O protozoario apresenta uma morfologia variada dependendo do habitat e do
estado evolutivo. 7. gondii existe em quatro formas de vida: oocisto, taquizoita,

bradizoita e esporozoita. Oocistos se desenvolvem como um produto do ciclo sexual



no intestino do gato (hospedeiro definitivo). Todos outros animais infectados sao
hospedeiros secundarios e tém um ciclo assexuado extraintestinal. O oocisto sofre
maturacdo em alguns dias e entdo torna-se infectivo apés ter sido excretado no
meio ambiente. Um gato infectado pode liberar até 10 milhdes de oocistos em

apenas um dia, podendo esses sobreviverem até 18 meses em solo Gumido, o que 0s

torna, agentes infectivos na transmissao fecal/oral.

Taquizoitas representam a forma intracelular obrigatéria caracteristica da
infeccao ativa. Apos multiplicagéo intracelular, 0s taquizoitas se disseminam no
sangue podendo invadir todos 6rgaos e tecidos.

Bradizoitas podem persistir nos tecidos de um hospedeiro infectado por toda
vida (infecgéo cronica ou latente). Cistos podem ocorrer em varios 6rgaos, apesar
de serem comumente encontrados no miocardio, musculo esquelético e cérebro.
Cistos presentes em carne crua ou mal cozida podem transmitir a infecgéo

(KASPER ¢ BOOTHROYD, 1993; RAMZI ¢ KENNETH, 1996).

1.4 Epidemiologia

A toxoplasmose, ocorre com muita frequéncia na populagao humana sob a

forma de infecgao cronica assintomatica.

Nos Estados Unidos 15 a 68% de adultos € 90% de adulios em algumas
comunidades européias mostraram em estudos sorologicos, a infecgao latente por
T. gondii (RAMIREZ et al., 1997).

No Brasil, a prevaléncia de anticorpos anti- Toxoplasma varia de 54% no

Centro-Oeste a 75% no Norte. Por outro lado, a incidéncia aumenta com a idade,



estimando-se a frequéncia anual de conversao sorologica em 10% entre 0 e 5 anos,
1% entre 6 e 20 anos, e 0,3 % acima de 20 anos de idade (VERONESI, 1995).

Com relagao a esta zoonosée entre animais, estudos tém mostrado que cerca
de 50% dos gatos sdo comumente encontrados com a presenca de anticorpos
especificos. Na area de Manaus (AM), 81% dos 32 gatos examinados apresentaram
anticorpos com titulos iguais ou superiores a 1:128 no teste de hemaglutinagdo
indireta; em Botucatu (SP), 64% dos caes tinham anticorpos anti - Toxoplasma
detectaveis pelos testes utilizados. Na auséncia de gatos domeésticos, tal como
ocorre na area do rio Xingu, no Brasil Central, a alta prevaléncia de anticorpos pode
provavelmente ser atribuida aos felinos selvagens, tais como oocelote, jaguar e

jaguarundi, que se mostraram capazes de eliminar oocistos de toxoplasma

(VERONESI, 1995).

1.5 Transmissao

Em algumas regioes, 40% a 70% dos adultos aparentemente sadios
apresentam-se positivos para toxoplasmose, como demonstrado por testes
sorologicos. Essa variagao parece ser devida a fatores geograficos, climaticos,
habitos alimentares, tipo de trabalho, cepas com diferentes graus de viruléncia, etc.,

indicando que Os mecanismos de transmissdo devem ocorrer por meio das

diferentes formas do parasito:

- oocistos presentes em fezes de gato jovem infectado.



- ingestao de cistos presentes em carnes (os cistos sobrevivem por semanas
ao frio, mas sdo em geral mortos pelo congelamento € também pelo aquecimento
acima de 66°C).

- ingestdo de taquizoitas encontrados no leite, na saliva, através de
lambedura ou perdigotos e no esperma.

- congenitamente .

- acidentes em laboratorio.

- transplante de 6rgaos.

(NEVES, 1995; VERONESI, 1995).

1.6 Resposta Imune

A resposta imunolégica mediada por células tem grande importancia na
resisténcia do hospedeiro contra T. gondii. A indugao de macrofagos e células
“Natural Killer” (NK) resulta em um aumento de imunidade natural e da resisténcia a
diversos patégenos. Tem sido demonstrado que infecgéo aguda por Toxoplasma em
ratos resulta em um aumento significativo de células NK. Linfocitos T CD4" e CD8"
parecem estar envolvidos na protegéo contra a reativagao, sendo que 0s linfocitos T
CD8" sdo os primeiros mediadores da imunidade protetora contra infecgao aguda e
crénica (KASPER ¢ BOOTHROYD, 1993).

A produgéo de diversas citocinas pelas células T representa um importante
fator na defesa contra infeccao. O IFN-y (interferon gama) ativa e sinergiza
macrofagos para atividade toxoplasmica. Estes mecanismos revelam um curso de

resisténcia a infecgao no hospedeiro normal com infecgao aguda, além de



contribuirem para a manutengao da forma cronica da infecgao caracterizada por
formas cisticas disseminadas pelo tecido do hospedeiro. A resposta imune do tipo
humoral, com produgédo de IgG, IgM, IgA e IgE especifica, também ocorre.
Anticorpos  especificos combinados com complemento lisam taquizoitas
extracelulares (RAMZI ¢ KENNETH, 1996).

Complexos Imunes, formados a partir da associagdo de antigenos de
Toxoplasma com anticorpos especificos, podem ser detectados em fluidos corporais
de individuos com a infecgéo ativa.

Muitos trabalhos atualmente estao envolvidos na resposta imune a principal
proteina de superficie radiodinavel de T. gondii, SAG-1 (P30) que tem um peso
molecular de 30KDa e parece ter um importante papel nos mecanismos de
viruléncia do parasita. Como determinado por radioimunomarcagao, esta proteina
representa 3 a 5 % da proteina total do parasita. SAG-1 € uma proteina antigeno
estagio-especifico, pois pode ser detectado durante a rapida divisao, nos
taquizoitas invasivos, mas nao em bradizoitas ou em esporozoitas de oocistos
(KASPER & KHAN, 1993).

Entre as diversas citocinas, IFN-y parece ser um dos principais mediadores
de protegéo contra Toxoplasma gondii. Tem sido observado em laboratorio que
SAG-1 induz a producéo de altos titulos de IFN-y, além de outras importantes
citocinas tais como IL-4, TNF-a. e TNF-B (KASPER ¢ KHAN, 1993).

Estudos recentes sugerem qué SAG-1 pode ter um importante papel

funcional na invas&o do parasita (KASPER ¢ MINEO, 1994).



1.7 Formas Clinicas

A toxoplasmose pode se apresentar de trés maneiras diferenciadas:

adquirida, congénita e a dos pacientes imunodeprimidos.

Grupos de Risco

- Infecgdo por Toxoplasma em gestantes - transmissiao congénita ou

transplacentaria.

A infecco primaria com T. gondii é assintomatica em mais de 80% dos
casos, sendo que a maioria nao exige tratamento. Ao contrario, mulheres que
adquiriram a infecgdo ap6s a concepgao requerem tratamento imediato para
prevenir ou melhorar o prognéstico da infecgao fetal (NAGY et al., 1997).

Cerca de 40% dos fetos podem adquirir toxoplasmose durante a gestagao,
estando a gestante na fase aguda da doenga ou se houver a reativacao de cistos da
fase cronica (GORGIEVSKl-HRISOHO et al., 1996). Deve-se ressaltar que mulheres
que possuem sorologia positiva antes da gravidez tém menos chance de infectar
seus fetos do que aquelas que apresentam a primo-infecgdo durante a gestacao.

A forma mais severa € encontrada em criangas recém-nascidas, sendo
caracterizada por encefalite, ictericia, urticaria e hepatomegalia, geralmente

associada com coriorretinite, hidrocefalia e microcefalia com altas taxas de

morbidade e mortalidade.



O diagnéstico clinico nao é possivel em quase 90% dos casos, por isso 0S
testes sorologicos que detectam IgM e IgG sao indispensaveis no periodo pré-natal

(NEVES, 1995; GORGIEVSKI-HRISOHO et al., 1996).

Toxoplasmose em Pacientes Imunodeprimidos

A toxoplasmose vem apresentando quadro grave de evolugdo e de
dimensdes imensuraveis em individuos com o sistema imune severamente
comprometido. Trata-se de um grupo crescente de pacientes, cujas defesas naturais
contra agressbes do meio ambiente e de agentes oportunisticos estado
comprometidas, que inclui  transplantados submetidos a tratamentos
imunossupressivos, individuos com cancer que S€ submetem a tratamento
quimioterapico, pacientes em uso de corticosterdides por etiologias diversas e
aqueles infectados pelo HIV (REY, 1993; NEVES, 1995: RAMZ! ¢ KENNETH, 1996;
BARONE, 1997).

Nestes grupos de pacientes as infeccoes cronicas € assintomaticas podem
assumir carater agudo e passar a ser 0 principal problema. A doenca causa febre,
com envolvimento do SNC, e apresenta ma resposta a terapéutica e altos indices de
mortalidade (NETO et al., 19995).

A adigao de agentes imunossupressivos, tais como corticosterdides ou outros
agentes citotoxicos, podem resultar em um aumento da freqiiéncia de infecgao no
hospedeiro comprometido. Provavelmente a maioria das infeccbes desta natureza e

devida a reativagao da infecgao latente (RAMZI ¢ KENNETH, 1996).



Hamsters infectados cronicamente com T. gondii e que receberam tratamento
com cortisona, ciclofosfamida, ou irradiacao total no corpo apresentaram uma
exacerbacao de infeccao com encefalite fatal (KASPER ¢ BOOTHROYD, 1993).

Deste modo, pode-se dizer que as pessoas com a imunocompeténcia
alterada como resultado de imunodeficiéncia congénita ou adquirida, leucemia,
linfoma, cancer em geral, terapia com agentes alquilantes, antimetabélitos, radiagao
ou doses elevadas de corticosterdides estdo mais vulneraveis ao ataque de agentes

oportunistas, como o T. gondii (RAMZI ¢ KENNETH, 1996).

- Toxoplasmose em pacientes HIV positivos

A partir dos anos 80, o indice de pacientes com Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) tem aumentado gradativamente, e a OMS
(Organizagao Mundial de Saude) estima que mais de 19 milhdes de pessoas foram
contaminadas pelo virus da AIDS no mundo, sendo que pouco mais de 1/5 desse
total ja desenvolveu a doenca. No Brasil, o Ministério da Saude calcula que existam
hoje no pais entre 425 mil a 500 mil soropositivos (LOUREIRO ¢ LACERDA, 1997).

A incidéncia da infecgéo pelo T. gondii nestes pacientes esta entre 5e 33 %,
sendo a segunda causa de morte neste grupo (KASPER & BOOTHROYD, 1993).

A toxoplasmose em pacientes com a AIDS é quase que exclusivamente
devido a reativagao de infecgao cronica latente resultado da progressiva
imunodeficiéncia que 0s pacientes desenvolvem. O risco da infeccao nestes deve

ser estratificada de acordo com a contagem de linfécitos T CD 4" (TABELA 1).
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TABELA 1 - Risco de toxoplasmose em pacientes com AIDS

Nivel de linfocito T CDs. Risco de Toxoplasmose
em 12 meses Em 18 meses
Entre 200 e 100 cels./mm’ 7,3% 21,2%
Menor que 100 cels./mm’ 22,0% 40,0%
(LIMA, 1995)

Em pacientes infectados pelo HIV as anormalidades funcionais de células T,
macréfagos e células NK proporcionam a reativagao da infecgdo latente por
Toxoplasma. O rompimento intermitente dos cistos no SNC associado a resposta
imunolégica mediada por células resulta em proliferagéo de taquizoitas e encefalite
toxoplasmica. A toxoplasmose cerebral nestes pacientes pode acontecer em cerca
de 30 — 50% daqueles previamente infectados pelo parasita (CUNHA et al., 1993).

A disseminagdo hematogénica também ocorre a partir de focos fora do SNC
(LIMA, 1995).

A deteccdo e monitoramento de anticorpos anti-Toxoplasma em pacientes
HIV é essencial, devido ao risco de desenvolvimento de toxoplasmose cerebral.

Outra patologia causada por T. gondii neste tipo de pacientes € toxoplasmose

ocular que ocorre em 82% dos casos (RAMIREZ et al., 1997).
- Toxoplasmose em pacientes com cancer

A infecgao por T. gondii nesse grupo de pacientes pode causar febre,

encefalite difusa, ou lesbes em massa (CHITKARA ¢ SPEKOWITZ, 1994).
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Em pacientes com cancer, a toxoplasmose € frequentemente associada com
a doenca de Hodgkin. No entanto, tém sido relatados casos em pacientes que
apresentaram linfoma nao-Hodgkin, leucemias aguda e crénica, mieloma maltiplo e
também em pacientes com tumores solidos submetidos a quimioterapia para
carcinoma da mama, ovario, pulmédo e timo, assim como pacientes com
neuroblastoma e melanoma (RAMZI € KENNETH,1996).

Os defeitos de imunidade mediada por ceélulas, devido as doengas,
associados a terapia imunossupressiva com glicocorticéides, anti-metabdlitos e
quimioterapia, prejudicam ainda mais o paciente e aumenta a susceptibilidade a
infeccao com T. gondii (RAMZI ¢ KENNETH, 1996).

O uso de quimioterapia, envolvendo os procedimentos de transplante de
6rgaos, medula ossea € tratamento de cancer, tem aumentado a incidéncia de
infeccao oportunista por Toxoplasma, principaimente nas duas ultimas décadas,
apresentando quadro grave da doenca especialmente no SNC (NEVES, 1995).

Corticosteroides sdo drogas adjuvantes ao o6pio para o tratamento da dor
neoplasica, porém, como efeito colateral, elas sao causa de imunossupressao €
sintomas psiquiatricos (insénia, agitacao, psicose) (SCHOELLER, 1997).

A encefalite € também uma manifestagdo comum da toxoplasmose. Segundo
Israelski ¢ Remington, 72% dos pacientes que sofrem de cancer e que apresentam

toxoplasmose podem apresentar um quadro de encefalite (RAMZI, 1996).
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- Toxoplasmose em pacientes em uso de corticosterdides

Corticosterdides sdo drogas amplamente utilizadas como uma classe de
medicamentos que mantém regimes imunossupressivos. A acao primaria
imunossupressiva dos corticosteroides parece ser a de inibir a proliferagao e fungao
de células T, bloqueando a expressao de diversas citocinas inibindo assim
imunidade celular e humoral. Baixas doses de corticosteroides podem fornecer
imunossupressao satisfatoria € como efeito adverso de um tratamento prolongado

tem-se uma aumentada susceptibilidade a infecgoes (Drugs & Ther Perspect).

- Toxoplasmose em pacientes transplantados

Pacientes submetidos a transplante de o6rgaos normalmente recebem
tratamentos de farmacos imMuUNOSSUPressores que podem influenciar nos
mecanismos de resposta imune celular € humoral, facilitando assim a instalacao de
infeccbes por microorganismos intracelulares oportunistas, entre eles T.gondii
(CUNHA et al., 1993).

O intervalo de tempo entre o transplante e O inicio da sintomatologia esta
intimamente relacionado com O protocolo de imunossupresséo e a patogenia da
infeccao: mais longo se ela resultar de uma reativacao das formas cisticas cerebrais

do parasita e breve se a mesma tiver sido transmitida pelo 6rgéo transplantado

(CUNHA et al., 1993).
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A transmissdo do T. gondii pelo 6rgéo do doador esta comprovada no
transplante renal, hepatico e cardiaco, embora seja este ultimo o de maior

expressdo (CUNHA et al., 1993: GALLINO et al., 1996).

1.8 Diagnostico

O diagnostico pode ser baseado em achados clinicos, sorolégicos ou
radiolégicos. Devido ao fato de nao desencadear sinais clinicos especificos da
doenca, a aplicagéo de técnicas de diagnéstico requer a detecgao da infecgéo, por
meio da pesquisa do antigeno por ELISA, amplificagdo do acido nucleico por PCR,
e teste de anticorpos IgG ou IgM por ELISA e immunoblotting (LIN € SU, 1997).

Devido as limitacdes e dificuldades inerentes as técnicas parasitologicas, 0s
métodos soroldgicos séo os mais comumente utilizados para o diagnostico da
toxoplasmose. Estes se baseiam geralmente na pesquisa de anticorpos especificos
(IgM, 1gG) para antigenos parasitarios.

O teste do corante de Sabin-Feldman ou “Dye Test’ tem sido usado ha
muitos anos, e ainda hoje €& mantido como teste de referéncia pela OMS
(Organizagao Mundial de Saude). Apesar de possuir alta especificidade e
sensibilidade, este teste nao & usado na rotina laboratorial por necessitar da
manipulagéo de organismos vivos e de sua manutengao em camundongos por meio
de passagens intraperitoneais.

O diagndstico de toxoplasmose em pacientes com alteragoes imunitarias €
consideravelmente mais dificil que em pacientes imunocompetentes. Geralmente

nao ha ascensdo de titulos de IgG na reativacdo e ha auséncia de niveis
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detectaveis de anticorpos em pacientes com quadro sugestivo de toxoplasmose de
SNC. A presenca de anticorpos da classe IgM nao é usual nos pacientes com AIDS
e toxoplasmose de SNC. Anticorpos da classe IgG s&o extremamente comuns & sdo
indicativos de infecgéo cronica. A presencga de anticorpos da classe IgM sugerem
infecgdo aguda, mas a sua deteccao nao tem sido util nos pacientes com AIDS e
cancer para diagnosticar a toxoplasmose em atividade, mesmo porque tanto em um
caso como em outro parece ndo haver uma infecgdo inicial, mas a reativagéo de
parasitas de persisténcia intracelular em hospedeiros que perderam a capacidade,
anteriormente existente, de limitar a infeccao (NETO et al., 1995).

Detecgdo de anticorpos IgE pelo teste de aglutinagéo imunoabsorvente
parece ser possivel somente durante o estagio agudo ou de reativacao da infecgao.
Em pacientes imunossuprimidos, a detecgéo de anticorpos IgE com reativacao de
infecgao latente pelo T. gondii, pode ser relacionado com doenga em atividade.
Porém deve se tomar cuidado porque de quatro em quatorze pacientes com
infecgao recente vinda de soroconversdo, ndo foram detectaveis anticorpos IgE.
(GROSS, KEKSEL ¢ DARDE, 1997).

Ainda que exista uma grande parte de pacientes, imunocomprometidos € com
toxoplasmose, que apresentem respostas imunolégicas normais, casos de
resultados falso-negativos ja foram registrados. Também foram notados casos de
resultados falso-positivos na imunofluorescéncia indireta, para pesquisa de
anticorpo IgM, em pacientes que apresentaram niveis detectaveis de anticorpos-
anti-nucleares. O fator reumatoide (auto-Ac. IgM anti-1gG) pode causar um resultado

falso-positivo na imunofluorescéncia indireta para IgM (KASPER ¢ BOOTHROYD,

1993).
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Os estudos sorolégicos sédo Uteis para detecgdo dos pacientes infectados
pelo T. gondii. A presenga de anticorpos da classe IgG (Sabin-Feldman, IFA, ELISA)
ocorre em 97% a 100% dos pacientes com toxoplasmose e AIDS. Os titulos altos
podem estar relacionados a hipergamaglobulinemia da AIDS (LIMA, 1995).

Recente avanco tem sido possivel no diagnéstico através da reagao de
cadeia da polimerase (PCR) que detecta o DNA do T. gondii em fluidos corporais e
tecidos. Porém & um teste que requer muitos cuidados para evitar a contaminagao
do material e obter resultados falsos (LIMA, 1995).

Em relacéo ao diagnéstico de toxoplasmose cerebral, a deteccao de T.gondii
por PCR parece pouco adicionar, porém pode ser util no diagnostico de
toxoplasmose cerebral associada com reativagéo extracerebral e toxoplasmose
disseminada (ROBERT et al., 1996; LAMORIL et al., 1996)

A inoculagdo em camundongos para isolar o Toxoplasma tem sido um
método altamente sensivel, porém demora de 3 a 6 semanas para se tornarem
disponiveis e freqilentemente a maioria dos laboratérios n&o executa esta técnica.

A demonstragao dos taquizoitas por técnicas de imunoperoxidase, Giemsa ou
PAS em qualquer tecido ou fluido corpéreo € prova de infeccdo em atividade.
Analises de liquido cefalorraquidiano (LCR) incluem leve pleiocitose mononuclear e
leve hiperproteinorraquia (LIMA, 1995).

A partir dessas observagdes, pode-se perceber que o diagnéstico depende
principalmente de métodos sorolégicos, 0s quais medem qualitativa e
quantitativamente as imunoglobulinas das classes IgG e IgM, principaimente.
Porém, podem ser dificultados em recém-nascidos congenitamente infectados e em

pacientes severamente imunocomprometidos. Algumas dessas dificuldades se
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devem a resultados falso-negativos que ocorrem particularmente nestes pacientes,
cuja producéo de anticorpos demonstraveis pelo organismo hospedeiro pode estar
comprometida. Com isso a detecgdo de antigeno como proposta para diagnéstico
podera ser util naqueles casos, nos quais 0s resultados dos testes sorologicos sao
prejudicados devido a doengas ou terapia imunossupressiva. Em tais situagoes, a
demonstracao de antigenos de T. gondii no soro ou noutros fluidos corporais, pode
ser particularmente Gtil no diagnéstico da toxoplasmose aguda (BORGES, 1996).

Os produtos metabodlicos (ESA) do parasita tém sido alvo para propostas de
diagnéstico, pois indicam uma infecgao ativa. A proteina SAG-1 tem se destacado
por representar a principal proteina de superficie do T. gondii, e por ser excretada
exclusivamente pelas formas taquizoitas, cuja presenca & indicativa de infeccao

ativa (KASPER & KHAN, 1993; BORGES, 1996).
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o - Weu

- Padronizar técnicas imunoenzimaticas (ELISA) para deteccdo de
imunocomplexo (Ag P30 - Anticorpo (IgG)), em amostras de soro humano.

- Verificar a incidéncia dos marcadores sorolégicos IgG, IgM e Ic anti-T.
gondii em grupos de pacientes com céncer, atopicos e infectados pelo virus HIV.

- Correlacionar a detecgdo destes marcadores moleculares com as possiveis

condicdes imunossupressoras dos pacientes em estudo.
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S - Material e NMetodos
Medidas de Biosseguranca

E importante que o profissional de laboratério conhega as doencas
prevalentes no seu meio, tratando-se de doencas infecciosas, nao ignorar sua
natureza, periodo de incubagdo e meios de prote¢do, caso contrario ndo estara
habilitado para exercer suas atividades neste meio.

Todo e qualquer tipo e gravidade de um acidente deve ser levado ao
conhecimento do chefe do laboratério, este procedimento visa cumprir os requisitos
legais, importantes no futuro para resguardar “os direitos” que decorrem do

acidente.

O trabalho com T. gondii € um exemplo de microorganismo manipulado em
Nivel de Biosseguranga 2 que nos ensina algumas precaugbes e cuidados, tais
como:

- esse protozoario apresenta perigo potencial para as pessoas e para o meio

ambiente;
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- apresenta moderado risco individual e baixo risco para a comunidade;

- com o tratamento efetivo e medidas preventivas viaveis o risco da infecgao
se espalhar é limitado;

- o pesquisador foi treinado para manipular os agentes patogénicos;

- 0 acesso ao laboratério foi limitado durante a realizagdo do experimento;

- foram tomadas extremas precaugdes com os materiais cortantes;

- a entrada de pessoas imunodeprimidas ou imunodeficientes foi proibida;

Neste nivel de Biosseguranga foram inclusas todas as praticas e
procedimentos que sdo consistentes com o conceito de “Precaugoes Universais”
que estabelece que todas as espécimes de sangue humano, produtos do sangue,
fluidos corporais e tecidos foram tratados como se tivessem agentes infecciosos

(BORGES ¢ MINEO, 1997).

3.1- Amostras de soro estudadas

Um total de 390 amostras de soro foi coletado no Laboratério de Sorologia e
de Bioquimica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, no
Laboratério de Imunologia e no Hemocentro Regional de Uberlandia. Estas
amostras foram entdo, transferidas para o Laboratério de Imunologia onde foram

armazenadas a -20°C para posterior analise.

Durante a coleta foram triadas 100 amostras de soro pertencentes a
pacientes do ambulatério de oncologia que estavam em tratamento quimioterapico

ou radioterapico, 100 amostras de pacientes HIV positivos, 95 amostras de
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pacientes atdpicos (a pelo menos dois inalantes domiciliares) com graves sintomas

de alergia e 95 amostras de doadores de sangue do Hemocentro.

3.2- Padronizacdo dos Ensaios imunoenzimaticos para o

estudo das amostras de soro

A padronizagdo teve como finalidade a determinagédo de um perfil de
reatividade para a toxoplasmose. Foi conduzida por meio de titulagées em bloco dos
reagentes integrantes de cada ensaio.

Diversas placas foram testadas, dentre as quais Falcon R Oxnard, CA,USA:
Interlab; Nunc - Immuno Plates; Corning - 25880 - 96, que apresentam
sensibilidades diferentes, uma é flexivel, enquanto que as outras so rigidas.

Os diferentes conjugados utilizados nas reacdes foram testados em diversas
diluigdes. O conjugado anti-lgG humana produzido em cabra (SIGMA Co., USA), foi
testado nas diluicées de 1/500,1/1000,1/1500,1/2000,1/3000 em solugdo salina
tamponada com fosfatos 0,01M, pH 7,2 adicionada de Tween 20 (PBS-T 0,05%),
PBS-T 0,05% acrescido de 10% de soro de cabra normal ou com 5% de soro de
coelho normal; enquanto que para o conjugado anti-lgM humana produzido em
cabra (SIGMA Co., USA), foi testado nas diluigbes de 1/1000, 1/3000, 1/5000,
1/10000 em PBS-T 0,05%, PBS-T 0,05% acrescido de 5% ou !0% de soro de cabra
normal.

Ap6s a padronizagdo dos reagentes e adequagdo das placas, foram

estabelecidos os demais protocolos necessarios para analise das amostras.
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3.2.1 - Sensibilizagao das placas para a detecgdo de anticorpos

IgG e IgM humana anti-T. gondii.

As placas de polivinilcloreto foram sensibilizadas com formas taquizoitas de
T. gondii como segue: um volume de 0,4 ml de exsudato peritoneal de camundongo
Swiss infectado com a cepa RH de T. gondii foi colhido e centrifugado por 15
minutos a 2000 rpm. Em seguida esta preparagio foi lavada em 10 ml de PBS,
centrifugando a 4°C durante 15 minutos, sendo este ciclo repetido por 4 vezes.
Realizou-se a contagem dos parasitas em camara de Neubauer e 10° taquizoitas/mi
foram ressuspendidos em 15 ml de PBS-gelatina 2%. A seguir adicionou-se um

volume de 100 pl/pogo em placas plasticas e deixado secar a 37°C e armazenado

para posterior analise em -20°C.

3.2.2- Elisa indireta para a detecg¢ido de anticorpos IgG humana

anti-T.gondii.

As placas previamente sensibilizadas foram lavadas trés vezes, durante
cinco minutos cada ciclo, com PBS 0.15M pH 7.2 adicionado de Tween 20 a 0.1%
(PBS-T), em seguida foi aplicado em duplicata um volume de 50 pl por pogo das
amostras de soros diluidas na razdo 1/50 em solugdo de PBS-T contendo leite
desnatado a 5% e incubadas a 37°C por 45 minutos. O controle do conjugado foi

realizado também em duplicata onde 50 ul de PBS-T com 5% de leite desnatado foi

adicionado em substituicao ao soro.
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Apés o periodo de incubagdo as placas foram lavadas novamente e
aplicou-se 50 ul por pogo do conjugado anti-lgG humana produzido em cabra
(SIGMA Co., USA) na razéo de 1/1000 diluido em solugdo de PBS-T 0,05% com
10% de soro de cabra normal. Apds este momento as placas foram incubadas a
37°C em camara umida por 45 minutos.

Apds o periodo de incubacdo as placas foram novamente lavadas com
PBS-T 0,1% e adicionou-se 50 pul do substrato enzimatico, consistindo de 5 mg de
OPD (orto-fenilenodiamina) em 12,5 ml de Tampéo Citrato-Fosfato pH 5,0 e 5 pl de
H,O, 30% e entdo incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente em cémara
escura.

A reagao enzimatica foi interrompida com 25 pl/pogo de solucéo de H,SO,

2N e procedeu-se a leitura a 492 nm em leitor de microplacas.

3.2.3 Elisa indireta para detecgdo de anticorpos IgM humana

anti- T. gondii

As placas previamente sensibilizadas com taquizoitas de T. gondii, foram
lavadas trés vezes, durante cinco minutos cada ciclo, com PBS-T 0.1% e entéo
adicionou-se em duplicata 50 ul das amostras de soros diluidas na razao 1/50 em
solugdo de PBS-T contendo leite desnatado a 5% e incubadas a 37°C por 45
minutos. O controle do conjugado foi realizado em duplicata, onde PBS-T com 5%
de leite desnatado foi adicionado em substituicéo ao soro.

As placas foram entdo incubadas durante 45 minutos a 37° C em camara

umida. Apos este periodo as placas foram novamente lavadas e adicionou-se 50 pl
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por pogo do conjugado anti- IgM humana produzido em cabra (SIGMA Co., USA), na
razdo 1/5000 diluido em solugdo de PBS -T 0,05% com 5% de soro de cabra

normal.

Novamente as placas foram incubadas a 37°C em cdmara umida e as
lavagens foram repetidas, para a aplicagdo de 50 pl do substrato enzimatico,
consistindo de 5 mg de OPD (orto-fenilenodiamina) em 12,5 ml de Tampao Citrato-
Fosfato pH 5,0 e 5 ul de H,02 30%, que foi deixado por 15 minutos a temperatura
ambiente em camara escura.

A reacgao enzimatica foi interrompida adicionando-se 25 ul de solugéo de

H,SO. 2N e a leitura realizada a 492 nmem leitor de microplacas.

3.2.4 Elisa -”Sandwich” para detecg¢ao de imune-complexo.

As placas de polivinilcloreto foram sensibilizadas com 50 pl/pogo de
sobrenadante de cultura, contendo o anticorpo monoclonal anti-P30 (6E9), durante
18 horas, a 4°C, em camara umida. Apos esse periodo trés lavagens foram
realizadas com duragao de 5 minutos cada, com PBS-T 0.05% e as amostras de
soro foram diluidas 1/5 em PBS-T 0,05%, e adicionadas 50 pl/pogo.

Em seguida, as placas foram incubadas por 45 minutos a 37°C em camara
umida, sendo novamente lavadas com PBS-T 0,05%, para posterior aplicagéo de 50
ul/pogo do conjugado anti-lgG humana, produzido em cabra, marcado com
peroxidase (SIGMA Co., USA), diluido 1/3000 em PBS-T 0.05%.

Do mesmo modo as placas foram novamente incubadas e lavadas, sendo

entdo adicionado 50 pl por pogo, do substrato enzimatico, consistindo de 5 mg de
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OPD (orto-fenilenodiamina) em 12,5 mi de Tampao Citrato-Fosfato pH 5,0 e 5 pl de
H,0, 30%. Apds 15 minutos em camara escura € temperatura ambiente, a reagao foi
interrompida com 25 pl/pogo de solugéo de HzS0, 2N.

A leitura foi realizada em leitor de microplacas utilizando um comprimento

de onda de 492 nm.

3.3- Isolamento de IgG de camundongo

Vinte camundongos normais Swiss foram sangrados pelo plexo orbital, € o
sangue deixado coagular, para a separagao do soro. Apés 30 minutos o coagulo foi
retirado e o soro centrifugado por 5 minutos a uma aita rotagao, e desta maneira o
soro pode ser passado em coluna.

A imunoglobulina foi separada por cromatografia de afinidade em uma
coluna de proteina A - Sepharose. Para equilibrar a coluna foi utilizado o tampéo
fosfato 0,1 M (pH = 8,0), 10 vezes o volume da coluna, e entao aplicada a amostra
de soro de camundongo diluida 1:2 em tampé&o fosfato. Posteriormente a proteina
foi eluida com tamp3ao glicina 0,2 M (pH entre 2,5 e 2.,8).

A coleta das fragdes proteicas foi feita através de monitoramento em
aparelho de espectofotometro em comprimento de onda de 280 nm. O "pool" das
fragées com maior Densidade Otica (D.0.), que foi dialisado contra PBS durante 3

horas, sendo que houve uma troca de PBS a cada hora.
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3.4- Teste de especificidade

3.4.1- Deteccao do fator reumatoide

A deteccdo do fator reumatdide foi realizada em todas as amostras que
deram resultados positivos para o imunocomplexo. Para tal utilizou-se o teste
ELISA, onde foi seguido o mesmo protocolo realizado para a pesquisa de
imunocomplexo, com alteragdes somente na sensibilizagdo das placas, que foi
realizada pela adigao de 50 pl por pogo de uma solucao contendo 10 ug/ mil de 1gG

de camundongo purificada, que foi obtida conforme a descricéo no item 3.3.

3.4.2- Eletroforese em gel de Poliacrilamida (SDS - PAGE)

Para a analise eletroforética das proteinas presentes no anticorpo
monoclonal 6 E9, e na IgG de camundongo normal utilizou-se o método descrito por

LAEMMLI (1970), no qual utilizamos o gel de separagao na concentragdo de 10% e

gel de empilhamento a 5% em uma voltagem de 240V e corrente constante de 25

mA, por 5 horas.

3.4.3 - "Western Blotting"

Inicialmente realizou-se uma eletroforese em SDS-PAGE, contendo um

padrdo de peso molecular (GIBCO BRL) (10 ul), € uma amostra de anticorpo

monoclonal 6E9 (400 pi), ou uma amostra de IgG de camundongo normal (400 ul).
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Imediatamente apés a migragao eletroforética das proteinas, realizou-se a
transferéncia deste gel para membranas de nitrocelulose 0,45 ym, em sistema semi-
umido (Multiphor 11 Eletrctrophoresis Unit-Pharmacia).

Para o inicio da transferéncia umedeceu-se a placa de grafite (&nodo) em
agua destilada e ent&do montou sobre esta placa, em sequéncia, tomando cuidado
para ndo formar bolhas de ar um sanduiche com seis folhas de papel de filtro
(Whatman n°1) cortadas no tamanho de 1cm maior que o gel, embebidas em
tampao de transferéncia, colocadas uma a uma, uma membrana de nitrocelulose
cortada no tamanho do gel, umedecido em tamp&o de transferéncia e o gel
embebido em tampéo de transferéncia e para completar o processo folhas de papel
de filtro foram colocadas empilhadas. E no final colocou-se a outra placa de grafite
(catodo) previamente umedecida em agua destilada.

A corrente para a realizagéo da transferéncia foi de 0,8 mA por cm® do gel
por 2 horas.

Apos a transferéncia, corou-se a nitrocelulose em solugdo de Ponceau a
0,5% por 2 minutos € descorou com agua destilada logo em seguida. Esta
membrana foi seca em estufa a 37°C, por 1 hora.

Apos a secagem a nitrocelulose foi cortada com mais ou menos 0,5 mm de
largura, para a realizagéo da reacao.

Toda a reagéo ocorreu sob agitagcao lenta € continua, em agitador de placas.

As tiras da membrana de nitrocelulose eletrotransferida foram colocadas em
placas e bloqueadas com solugdo de PBS- Tween a 0,05% contendo leite

desnatado a 5%, por 2 horas & temperatura ambiente.
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Em seguida adicionou-se as amostras de soro humano diluidas 1/5 em
PBS -T Molico 1%, e incubou-se por 18 horas a 4°C. Apos este periodo as
membranas foram lavadas em 6 ciclos de 5 minutos com PBS-T 0,05%. Entao
adicionou-se o conjugado anti - IgG humana 1/1000 em PBS - T Mol. 1%, por 2
horas a temperatura ambiente.

Apbs a incubagao as tiras foram lavadas num ciclo de 6 vezes com PBS e
reveladas com a solugdo cromoégena (substrato: 5,0 mg de DAB (diaminobenzidina)
em 15 ml de PBS (frasco escuro ao abrigo da luz) e no momento do uso, adicionou-
se 500 pl de agua oxigenada a 30%.

As amostras de soro positivas para imunocomplexo foram testadas pelo
“western blotting" onde reagiram com o anticorpo monoclonal 6E9, para se verificar
por meio da analise do peso molecular, a hipétese de uma reagéo inespecifica das
proteinas presentes no sobrenadante de cultura do anticorpo 6E9 com o conjugado
anti-lgG humana utilizado no teste ELISA para lc.

Em outra reagdo de "western blotting”, estas mesmas amostras de soro
foram adicionadas a membranas contendo 19G de camundongo normal, para
verificar se existia reatividade cruzada no teste de Ic. Nem todas amostras puderam

ser testadas, por insuficiéncia de soro.
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3.5 - Analise Estatistica

Foram feitas analises estatisticas (diferencas entre duas porcentagens),
no programa Statistic for Windows, para verificar se a prevaléncia de toxoplasmose
com relagdo aos diferentes marcadores sorologicos, nos diferentes grupos
estudados apresentava diferenca estatistica. Os resultados que apresentaram p <

0,05, foram considerados diferentes estatisticamente.
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4 - Resultados

4.1 - Padronizagdo dos Ensaios Imunoenzimaticos

Foram testadas 3 tipos diferentes de placas na padronizagdo dos ensaios
imunoenzimaticos, dentre essas, a placa da Corning foi a que apresentou melhores
resultados de reprodutibilidade.

As amostras de soro foram analisadas em bloco, com diferentes diluigbes de
conjugado enzimatico, assim como bloqueadores e diluentes, teve-se um diluente
para cada ensaio € uma diluigio caracteristica para cada ELISA. Para a detecgdo
de IgG anti-T. gondii utilizou-se o conjugado anti-igG humana na diluicao de 1/1000
em solugdo de PBS-T 0,05% com 10% de soro de cabra normal. Nesse diluente
diluiges abaixo de 1/1000 apresentaram reagdes inespecificas, enquanto que as
diluigdes superiores nao mostraram diferencas de reatividade para toxoplasmose.
Utilizando como diluente somente PBS-T 0,05%, sem bloqueadores, as reacdes

foram inespecificas.
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Para a detecgido de IgM anti-T. gondii utilizou-se 0 conjugado anti-igM
humana, diluido em solugéo de PBS-T 0,05% com 5% de soro de cabra normal. As
diluicbes abaixo de 1/5000 apresentaram reagdes inespecificas, enquanto que a
diluigdo de 1/10000 n&o mostrou coloragéo na reagéo.

No ELISA para a detecg&o de imune-complexo e de fator reumatoide, utilizou-
se o conjugado anti-lgG humana, marcado com peroxidase, diluido 1/3000 em PBS-

T 0,05%, que mostrou melhor diferenciagao entre amostras positivas e negativas.

4.2 - Ensaios Imunoenzimaticos

As amostras de soro foram aplicadas em placas de polivinilcloreto da
Corning, em duplicata. Como controle do conjugado utilizou-se o diluente da reagao
e como controles positivo e negativo, soros de pacientes infectados ou nao como T.
gondil.

Para a analise das reacoes foi feito um "cut-off' para cada reagéo e dia,
devido as diferencas de manuseio, estado de conservacao das amostras que eram
descongeladas e manipuladas diversas vezes, porém procurou-se realizar os trés
testes para a detecgao de Ic., IgG e IgM no mesmo dia para cada grupo da
amostras de soros. O "cut-off' consistiu da média das absorbéancias obtidas com as
amostras de soro negativas acrescida de trés desvio-padréo, enquanto que para a
analise quantitativa das amostras de soros utilizou-se a média das duplicatas das
absorbancias obtidas. Comparando-se com o valor do "cut-off', as amostras que

apresentaram valores abaixo do "eut-off' foram consideradas negativas e aquelas
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com valores acima foram consideradas amostras positivas para toxoplasmose em

todos os ensaios realizados.

4.2.1 - Detecgio de anticorpos IgG anti-T.gondii nos quatro

grupos estudados

Foram testadas 100 amostras de soro de pacientes da oncologia, alguns em
tratamento quimioterapico e alguns apenas radioterapico.

Esse grupo de pacientes apresentava linfoma de Hodkin ou leucemias aguda
e cronica ou carcinomas da mama, ovario, pulméo, gastrico, intestino, reto, na base
da lingua ou neuroblastoma ou ritinoblastoma.

Das 100 amostras estudadas neste grupo, 22 (22%) foram positivas para IgG
anti-T. gondii e 78 (78%) das amostras foram negativas para o mesmo marcador
(TABELA 2; FIGURA 1).

Foram estudadas 100 amostras de pacientes HIV +, que desenvolveram ou
néo a doenca, 9 (9%) dessas amostras foram positivas e 91(91%) foram negativas
para IgG anti-T. gondii. (TABELA 2; FIGURA 1).

No grupo dos alérgicos, dentre as 95 amostras de soro estudadas, 22
(23,15%) dos pacientes foram positivos e 73 (76,85%) foram negativos para I9G
anti-T. gondii (TABELA 2; FIGURA 1).

O grupo de pacientes normais, incluiu 95 pacientes do Hemocentro, que
apresentou 6 (6,31%) de positividade para IgG e 89 (93,69%) foram negativos para

IgG anti-T. gondii (TABELA 2; FIGURA 1).
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A incidéncia de anticorpos IgG no grupo de pacientes da oncologia €
alérgicos foi maior do que no grupo dos pacientes HIV+ e sadios, como
demonstrado pela analise estatistica. A comparagéo entre o grupo dos pacientes

HIV+ e sadios apresentou p=0,4287, o que nao diferencia estatisticamente, pois o p

> 0,05.



TABELA 2 - Percentagem de individuos positivos e negativos para

anticorpos 1gG anti- T. gondii detectados pelo teste ELISA

nos soros dos pacientes estudados.

Grupos de Pacientes

|gG Oncologia HIV + Alérgicos Sadios
Positivos 22 (22%) 9 (9%) 22 (23,15%) 6 (6,31%)
Negativos 78 (78%) 91 (91%) 73(76,85%) 89 (93,69%)

Total

700 (100%) 100 (100%) 95 (100%) 95 (100%)

33
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FIGURA 1 - Percentage
T. gondii, encontrados pelo teste ELISA no soro de pacientes da oncologia,

HIV+, alérgicos e sadios, no periodo de dezembro de 97 a junho de 98.
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4.2.2 - Detecgdo de Anticorpos IgM anti-T. gondii nos

grupos clinicos estudados

De acordo com a TABELA 3 e a FIGURA 2 os pacientes com cancer
apresentaram 8 (8%) de positividade e 92 (92%) nao apresentaram anticorpos IgM
anti-T.gondii. Com relagdo aos pacientes HIV +, 24 (24%) das amostras foram
positivas e 76 (76%) nao apresentaram anticorpos IgM anti-T. gondii, enquanto que
para o grupo dos alérgicos 19 (20%) das amostras foram positivas e 76 (80%) foram
negativas. Dentre os pacientes nao imunodeprimidos constatamos 15 (15,78%) de
pacientes positivos e 80 (84,22%) de pacientes negativos.

A incidéncia de anticorpos IgM no grupo da oncologia foi menor do que nos
grupos de pacientes HIV+, alérgicos, no entanto néo apresentou diferen¢a em relacao
aos pacientes sadios (p = 0,1260), como demonstrado estatisticamente. A comparagao
entre os pacientes HIV+ e alérgicos (p = 0,3972) e entre os HIV+ e sadios (p =0,1 153),
e entre os alérgicos e sadios (p=0,3656) nao apresentou diferenga estatistica em

relagéo a presenca de anticorpos igM.
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TABELA 3 - Percentagem de individuos positivos e negativos para anticorpo IgM

anti-T. gondii, obtida pelo teste ELISA nos grupos clinicos

estudados.
Grupos de Pacientes
|gM Oncologia HIV + Alérgicos Sadios
Positivos 8 (8%) 24 (24%) 19 (20%) 15 (15,78%)
Negativos 92 (92%) 76 (76%) 76 (80%) 80 (84,22%)
Total 100 (100%) 100 (100%) 95 (100%) 95 (100%)
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FIGURA 2 - Percentagem de individuos positivos e negativos para IgM,

encontrados em soro de pacientes da oncologia, HIV +, alérgicos e

sadios, no periodo de dezembro de 97 a junho de 98.
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4.2.3 - Detecgido de Imune-Complexos (Ic) IgG anti-T. gondii nos

grupos clinicos estudados

O grupo de pacientes da oncologia apresentou 13 (13%) de casos positivos e
em 87 (87%) né&o foi detectado o lc. Para o grupo de pacientes HIV +, 7 (7%)
tiveram Ic anti-T. gondii enquanto que 93 (93%) néo apresentaram. No grupo de
pacientes alérgicos independente do uso de corticosteréides 24 (25,26%)
mostraram positividade e 71 (74,74%) mostraram-se negativos para Ic (TABELA 4 e
FIGURA 3).

A incidéncia de lc no grupo de pacientes da oncologia nao diferiu
estatisticamente dos pacientes HIV+ (p = 0,1589), porém quando comparamos O
grupo de pacientes da oncologia com 0s sadios, a incidéncia de Ic nestes foi menor.
Os sadios apresentaram maior incidéncia de Ic do que os pacientes HIV+ e

alérgicos, no entanto nao houve diferenca estatistica entre alérgicos e sadios.



TABELA 4 - Percentagem de individuos positivos e negativos para
imunocomplexos formados pelo SAG 1-lgG nos diversos
grupos clinicos estudados.

Grupos de Pacientes
Ic Oncologia HIV + Alérgicos Sadios
Positivos 13 (13%) 7 (7%) 24 (25,26%) 28 (29,47%)
Negativos 87 (87%) 93 (93%) 71 (74,74%) 67 (70,53%)

Total

700 (100%) 100 (100%) 95 (100%) 95 (100%)

39
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FIGURA 3 - Percentagem de individuos positivos e negativos para

imunocomplexos, formados pelo SAG 1- IgG, encontrados pelo
teste ELISA nos soros de pacientes da oncologia, HIV+,

alérgicos, e sadios no periodo de dezembro de 97 a junho de

98.
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4.2.4 - Incidéncia da infeccdao pelo T. gondii, com base na
detecciao de pelo menos um dos marcadores sorolégicos usados

para o estudo

O grupo de pacientes da oncologia apresentou 39 (39%) de individuos
positivos e 61 (61%) de negativos, enquanto que o grupo dos pacientes HIV +
mostrou 31 (31%) dos pacientes com positividade e 69 (69%) negativos; para o
grupo dos alérgicos 50 (52,63%) sdo sorologicamente positivos para qualquer um
dos marcadores soroldgicos utilizados e 45 (47,37%) nao possuem a infeccéo. Nos
pacientes normais 36 (37,89%) foram positivos e 59 (62,11%) foram negativos para
lc ou IgG ou IgM anti-T. gondii (TABELA 5; FIGURA 4).

A incidéncia de toxoplasmose entre os grupos estudados néo apresentou

diferenga estatistica.
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TABELA 5 - Incidéncia de individuos positivos e negativos para ao menos um dos

- marcadores soroldgicos utilizados (lc ou IgG ou IgM).

Grupos de Pacientes

Ic ou |gG Oncologia HIV + Alérgicos Sadios
ou IgM
Positivos 39 (39%) 31 (31%) 50 (562,63) 36 (37,89%)
Negativos 61 (61%) 69 (69%) 45 (47,37%) 59 (62,11%)
Total 100 (100%) 100 (100%) 95 (100%) 95 (100%)
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FIGURA 4- Incidéncia de individuos positivos e negativos para a0 menos U
marcadores sorolégicos utilizados (lc ou IgG ou IgM), no estudo de
pacientes da oncologia, HIV+, alérgicos e sadios, no periodo de

dezembro de 97 a junho de 98.
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4.25 - Detecgio da triade Ic/igG/igM nos pacientes da

oncologia, HIV +, alérgicos e nos imunocompetentes

Os resultados da triade 1c/IgG/IgM nas diversas combinagoes de positividade
e negatividade, para os grupos em estudo, estd demonstrado na TABELA 6 e

FIGURA 5.

TABELA 6 - Numero de amostras de soros que pelo teste ELISA apresentaram
resultados positivos ou negativos para os marcadores moleculares

Ic/lgG/igM especificos para T. gondii.

Grupos | Oncologia HIV+ Alérgicos Normais

Ic/igG/igM
+/ 4+ 0 1 1 1
-l 65 70 45 65
+/-/- 9 4 13 17
-[+/- 19 2 16 2
-1+ 4 16 12 5
+/+/- 3 2 5] 3

-[+/+ 0 5 2 2
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FIGURA 5 - Resultados da triade Ic/igG/IgM nas 100 amostras de soro dos
grupos da oncologia e HIV + e nas 95 amostras dos grupos de

alérgicos e de pacientes imunocompetentes, estudados no

periodo de dezembro de 97 a junho de 98.
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TABELA 7 - Percentagem de marcadores moleculares lc/IgG/IigM anti-T. gondii, com

base nos testes ELISA realizados no grupo de pacientes alérgicos que

estdo em uso ou nio de corticosteréides.

Tratamento

Ic/lgG/igM

esporadica

Corticoterapia

Corticoterapia

prolongada

Sem uso de

corticosteroides

-/~/-

+/+/+

+/-/+

+1-1-

-[+/-

-1+

+/+/-

-[+/+

9 (52,04%)
1 (5,88%)
1(5,88%)

1 (5,88%)
4 (23,53%)
0 (0%)

1 (5,88%)

0 (0%)

7 (53,85%)
0 (0%)

2 (15,38%)
1 (7,69%)
1 (7,69%)
2 (15,38%)
0 (0%)

0 (0%)

30 (46,15%)
0 (0%)

5 (7,69%)

14 (21,54%)
8 (12,31%)

5 (7,69%)

2 (3,08%)

1(1,54%)
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4.3 - Obtencéo da IgG de camundongo purificada

A solucao purificada de anticorpo IgG obtida por cromatografia de afinidade
apresentou uma concentragao protéica de 2800 ng/mi, que foi diluida 280 vezes até

atingir a concentragao de 10 pg/mi para a sensibilizagao das placas.

4.4 - ELISA para pesquisar fator reumatoide

O fator reumatdide (auto anticorpo IgM anti-lgG) pode causar um resultado
falso positivo (KASPER ¢ BOOTHROYD, 1993) nos testes, por isso realizou-se este
ensaio nas amostras positivas para Ic com maior absorbancia e nos pacientes que
possuiam lc positivo e IgG/IgM negativos.

Nos pacientes da oncologia de 20 amostras positivas para lc, 4 (20%)
apresentaram resultados positivos para fator reumatoéide. Para o grupo de amostras
HIV + de 7 positivas para Ic, 2 (28,57%) apresentara fator reumatoide. Em relacéo
aos pacientes alérgicos foram testadas 9 amostras positivas para Ic, nas quais
encontrou-se 5 (55,55%) amostras com fator reumatdide. Nos pacientes normais de
um total de 19 amostras positivas para Ic, obtivemos 2 (10,52%) amostras com fator
reumatoide, dados apresentados na TABELA 6 e FIGURA 6.

A reatividade de 20,0% para fator reumatéide no grupo da oncologia foi
menor do que nos pacientes HIV+ (28,6%), enquanto que nestes a reatividade foi
menor do que a encontrada nos alérgicos (55,6%), sendo que a reatividade dos

pacientes alérgicos foi maior do que a dos pacientes sadios (10,5%).
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TABELA 8 - NUmero de amostras de soro positivas para fator reumatoide em

relacdo ao total de imunocomplexos positivos nos quatro grupos

estudados.
Grupos de Pacientes
Reatividade Oncologia HIV Alérgicos Sadios
Ic* 20 7 9 19
Fre* 4 (20%) 2 (28,6%) 5 (55,6%) 2 (10,5%)

* Imunocomplexo; ** Fator reumatéide
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FIGURA 6 - Numero de pacientes que apresentaram fator reumatéide em
relacéo ao total de imunocomplexos positivos, encontrados nos
soros de pacientes da oncologia, HIV+, alérgicos e sadios,

estudados no periodo de dezembro de 97 a junho de 98.
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4.5 - Especificidade dos ensaios imunoenzimaticos

Esse teste foi realizado em todas as amostras positivas para Ic que
apresentaram IgG e IgM negativos e dentre essas aquelas que possuiam
quantidade suficiente de soro.

Dentre as 24 amostras de soro testadas, 6 pertenciam a pacientes da
oncologia, 2 pertenciam a pacientes alérgicos e 17 a pacientes normais. Como
apresentado pela reacdo de "western blotting”, todas as amostras apresentaram
reagdo inespecifica para o anticorpo monoclonal 6E9, com excegdo de duas
amostras que apresentaram discreta reacéo inespecifica com a proteina albumina
de peso molecular de 68 kDa, como demonstrado na FIGURA 7.

No segundo ‘“western blotting" realizado, no qual foi transferida
imunoglobulina G de camundongo nao infectado pelo 7. gondii, aplicou-se 12
amostras de soro, que incluiram 2 pacientes da oncologia, 2 alérgicos e 10
pacientes normais, onde todas as amostras testadas demonstraram reatividade,
mostrando intensidade de marcacdo variavel. O controle da reagéo (IgG de
camundongo mais conjugado, na auséncia de soro) manteve-se negativo, com

auséncia de marcagéo, como demonstrado na FIGURA 8.
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FIGURA 7 - Analise por "Western blotting" das amostras de soro imune complexo

positivas para T. gondii, frente ao anticorpo monoclonal 6E9. Pistas

(1a 5): pacientes da oncologia; Pistas (6 a 22). pacientes sadios;

Pistas (23 e 24): pacientes negativos para Ic/IgG/IgM.
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FIGURA 8 - Analise por "Western blotting" das amostras de soro imune complexo
positivas para T. gondii, frente a IgG de camundongo normal. Pista 1:
controle da reacdo, nao foi aplicado soro; Pistas (2 a 4): soros
negativos para imune complexo; Pistas (5 e 6): pacientes da oncologia;

Pistas (7 a 16): pacientes sadios; Pistas (17 e 18): pacientes atopicos.
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& - Discussio-

Dentre as amostras de soro estudadas do grupo da oncologia, HIV positivos,
pacientes atopicos € pacientes saudaveis, foi verificada uma baixa incidéncia de
IgG anti-T. gondii de 22% nos pacientes da oncologia, 9% nos pacientes HIV+, nos
pacientes alérgicos de 22,15% e 6,31% nos pacientes sadios. A incidéncia deste
anticorpo em pesquisa de liquor encontrada em outros estudos realizados na regiao
é de 60 - 70%, como no caso de BORGES (1996).

Pacientes com cancer estdo predispostos a infecgdes causadas por
patogenos que normalmente nao causam complicagoes em hospedeiros normais.
Este fato se justifica pelos efeitos dos tratamentos das doengas neoplasicas como
quimioterapia e radioterapia, assim como imunossupressao provocada pela propria
doenca (CHITKARA SEPKOWITZ, 1994; DAGHER & LUCAS, 1996).

A baixa prevaléncia de IgG anti-T. gondii nos pacientes HIV+ encontrada no
presente estudo pode ser atribuida a baixa sensibilidade do teste ELISA da maneira

como foi padronizado, por problemas inerentes do conjugado.
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Dados de literatura discutidos por LAMORIL, et al., (1996), que estudou o
diagnoéstico de toxoplasmose por meio da pesquisa de T. gondii no sangue, através
da técnica do PCR onde encontrou somente 16% de reatividade nos pacientes com
sintomas de toxoplasmose cerebral. Com isso a hipétese mais provavel é a de que
os pacientes com sintomas neurologicos de toxoplasmose cerebral experenciaram
uma reativagdo local, a qual niao foi associada com uma disseminagao
hematdgenica do parasita. Tal hipotese da literatura pode ser fundamentada, pois
nos Estados Unidos a prevaléncia de toxoplasmose esta estimada que de 25 a 47%
de todos pacientes HIV+ desenvolveram encefalite causada por T. gondii e de 25 a
50% dos pacientes na Europa e Asia também apresentam o mesmo quadro. No
Brasil nos pacientes que morreram de AIDS, o principal patégeno que prejudica o
SNC é o T. gondii . Num grupo de pacientes HIV+, que ja desenvolveu a doenca e
possui anticorpos anti-Toxoplasma, existe 50% de chance de apresentar
toxoplasmose cerebral (RAMIREZ et al., 1997).

O uso de corticosteréides causa problemas a imunidade do individuo, eles
provocam uma redistribuicao de células T, especialmente na medula éssea, €
afetam o inicio e progresséo do ciclo da célula T, além do efeito provocado na
producdo de algumas citocinas que inibem o funcionamento da célula T. Ao
contrario células B ativadas que permanecem relativamente resistentes a baixa
dose de corticosteroides, mas uma alta-dose de corticosteroides diariamente, por
um breve periodo de tempo, diminuira niveis de imunoglobulinas no soro apoés 2 a4
semanas de terapia (MARINO et al., 1996).

Corticosterdides inibem o acesso & funcéo das células sanguineas brancas

em locais inflamatérios, interferindo também na funcgao de fibroblastos e células
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endoteliais desses locais e suprimindo a produgao e efeitos de fatores humorais
(MARINO et al., 1996).

A baixa prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma encontrada nos pacientes
alérgicos neste presente estudo pode ser relacionada a sensibilidade dos testes
utilizados, ao contrario dos dados literarios comentados acima que indicam uma
possivel imunossupressao provocada pelo uso de corticosteréides. Com isso nao
pudemos discutir a prevaléncia nos pacientes atopicos correlacionando com 0 uso
ou nao de corticosterdides, como proposto no inicio do trabalho.

Quando os pacientes estdo em terapia para controle de infecgdes, antigenos
especificos desaparecem em intervalos diferentes. O parasita, pode ser controlado
por drogas e assim antigenos secretados e excretados ficam baixos, entao a
sensibilidade da técnica pode nao detectar esta concentragao (FACHADO et al.,
1997).

Em relacio aos pacientes sadios do Hemocentro, a baixa prevaléncia da
infeccdo encontrada pode ser atribuida principalmente a sensibilidade do teste
ELISA da maneira como foi padronizado, por problemas na titulagédo dos reagentes
e como causas mais remotas podemos atribui-las, a escolha de uma populagéo nao
significativa, a um periodo de soroconversdo que estes pacientes possam estar
passando, & mudanca de habitos da populagdo em geral, como nao comer carne
crua ou mal passada, aos maiores cuidados com as verduras ingeridas (hidroponias
e até mesmo estufas), evitando dessa maneira a contaminagéo por fezes de gatos e
a um menor contato com animais domesticos em geral, principalmente gatos.

No presente trabalho a incidéncia de anticorpos IgM anti-T. gondii apresentou

8% de reatividade no grupo da oncologia, 24% nos pacientes HIV +, 19% nos
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alérgicos e 15% nos sadios, essa percentagem considerada relativamente alta, para
dados de infecgéo inicial, pode ser atribuida a casos falso-positivos que 0
conjugado se ligou de maneira inespecifica.

Porém pela pesquisa em literatura sabe-se que anticorpos IgM especificos
sugerem infecgdo primaria, mas é dificil de deduzir o tempo de aquisigdo. Um
resultado IgM positivo &€ um parametro inadequado de infecgao recente por causa
de sua persisténcia (reatividade IgM residual) por muitos meses ou até anos apoés
infeccao aguda, como em alguns casos de gravidez sucessiva em que a igM
permanece detectavel, porém esta IgM é mais facilmente detectavel pelo teste
ELISA de captura (GORGIEVSKI-HRISOHO et al., 1996). No entanto nao foi este
teste realizado no presente estudo.

De acordo com os resultados dos testes de especificidade em relagao ao
imune complexo Ic formado pelo Ag SAG 1 e Ac IgG, a percentagem encontrada
ndo pode ser correlacionada com a incidéncia da infecgéo, pois houve reagao
inespecifica. No entanto em literatura a detecgdo de imune complexo indica uma
possivel reativacao, sendo esta hipotese sustentavel desde que disfungbes da
resposta imune celular envolvendo principalmente linfécitos T e macréfagos forem
identificadas. A presenca de niveis nao detectaveis de anticorpos anti-T. gondii, nao
exclui a possibilidade da infeccao sendo que o diagndstico se complementa com
estudos de sinais clinicos, e exames de tomografia computadorizada ou imagem de
ressonancia magnética (CHITKARA ¢ SEPKOWITZ, 1994).

O estudo de complexos imunes & um importante passo para melhorar a
sorologia € © entendimento dos mecanismos de infeccao persistente e

imunopatologia das doengas parasitarias cronicas, nas quais grande quantidade de
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antigeno do parasita, correspondente anticorpo, e complexos imunes podem estar

presentes.

O achado de complexos imunes circulantes esta associado ndo somente com
doenca clinica, mas também com o estabelecimento da infecgéo por Toxoplasma,
como caracterizado por um teste de fixagao de complemento. A detec¢cdo de imune
complexos representa uma amplificagéo de antigenos circulantes livres detectaveis.
Em outras palavras, a presenga de imune complexos no soro & um reflexo de
antigeno liberado de cistos teciduais ou disseminacéo do parasita no sangue apos
exposigao primaria (VAN KNAPEN et al., 1985; LAPPIN et al., 1993).

E estranho que em doadores de sangue saudaveis seja encontrado um
numero consideravel de imune complexos positivos, como no caso deste estudo.
Dados de literatura relataram a ocorréncia de antigenemia em gatos saudaveis,
cronicamente infectados e pessoas (LAPPIN et al., 1993). E o mesmo caso de
pacientes sem qualquer outra indicagdo sorolégica, onde encontrou-se uma
infecgao toxoplasma ativa (VAN KNAPEN et al., 1985).

Este fato de uma proporgdo relativamente alta de individuos saudaveis
apresentarem, imune complexos positivos, também foi sugerido por Siegel €

Remington, apud VAN KNAPEN et al., (1985) e merece maior discussao.

A ativacio de toxoplasmose latente por outras doengas ou supressao imune

sio bem conhecidas, entretanto toxoplasmose reativada em individuos
imunocompetentes & fregiientemente sugerida, mas dificilmente comprovada.
Relatos de exacerbagdo de toxoplasmose ocular cronica e a parasitemia periodica

em pacientes assintomaticos suportam a hipétese de que em uma populagao
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humana com uma soropositividade média, até 50% de ocorréncia assintomatica
possa ocorrer regularmente (VAN KNAPPEN et al., 1985).

Em literatura foi constatado que para excluir a possibilidade dos individuos
saudaveis que apresentam Ic positivo e que possa ter ocorrido reag¢des nao
especificas ou anticorpos anti-idiotipicos, € que estes poderiam ser os responsaveis
pela reatividade dos complexos imunes, algumas amostras de soro foram
precipitadas com polietileno glicol (PEG), onde foi excluida tal possibilidade (VAN
KNAPEN et al., 1985).

Porém o uso desse marcador sorolégico para diagnostico de T. gondii no
soro de pacientes humanos neste estudo, mostrou-se com problemas, pois quando
observamos o teste de especificidade com a igG de camundongo normal que teve
total reatividade com essas amostras de soro, deve-se ficar atentos para a
existéncia de proteinas no soro desses pacientes que reagiram inespecificamente.

Assim, a interpretacdo de um teste positivo para imune complexo requer
grande cuidado e deve ser combinado com os resultados de outros testes
sorologicos.

Essa baixa sensibilidade dos testes aplicados nesses pacientes, alerta para a

necessidade de padronizacdes mais eficientes para o diagnéstico de toxoplasmose.
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Amostras de soros ndo se comportaram como material biologico apropriado
para a detecgao de imune complexo antigeno P30 de T. gondii - 19G, considerando-

se o grau de especificidade do teste estudado.
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