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RESUMO 

 

 

Toxoplasma gondii, parasito intracelular obrigatório, é capaz de infectar uma variedade de 
hospedeiros podendo levar à toxoplasmose, geralmente, em indivíduos imunocomprometidos e 
gestantes. Tem sido aceito que a toxoplasmose congênita ocorre com a passagem de taquizoítos 
pela barreira placentária quando a gestante está na fase aguda da infecção, o que pode resultar 
em graves sequelas para o recém-nascido quando não tratada corretamente, entretanto já foram 
descritos casos de transmissão quando há uma segunda infecção por uma cepa de genótipo 
distinto. No líquido amniótico, fluido que dá suporte ao crescimento do embrião, é possível 
detectar taquizoítos em casos de transmissão congênita. Considerando a importância dos 
anticorpos presentes no líquido amniótico para a proteção fetal e que a infecção congênita 
também pode ocorrer em casos de reinfecção por uma cepa de genótipo diferente, este estudo 
investigou o perfil de reconhecimento dos anticorpos maternos presentes no líquido amniótico 
contra cepas clonais e recombinantes de T. gondii. Trinta e três amostras de líquido amniótico 
de pacientes classificadas como de alto risco para toxoplasmose congênita, em tratamento, 
foram adquiridas no Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia (HC-UFU). 
Nas informações clínicas sobre as gestantes, obtidas de seus prontuários, a presença de IgG foi 
com moderada ou alta avidez foi observada em 20 gestantes, sendo em cinco com baixa avidez 
e uma negativa. As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para dosar os 
níveis de IgG anti-T. gondii por ELISA indireto nos três grupos: (1) agudo, IgG negativo ou 
baixa avidez; (2) Crônico, moderada ou forte avidez; (3) Sem resultados relatados de avidez. 
Em apenas uma paciente foi observado um resultado negativo para IgG no ELISA, e não houve 
diferença estatística significativa entre os títulos de IgG detectados entre os grupos. Extratos de 
antígeno solúvel (STAg) de duas linhagens clonais (RH e ME49) e três linhagens atípicas (UDI-
1, UDI-2 e Santa Maria) foram separados por gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% para 
analisar a diferença das frações proteicas. O perfil eletroforético entre as cepas UDI-1, UDI-2, 
RH e ME49 foi semelhante e uma discreta diferença foi observada no isolado de Santa Maria. 
Os mesmos extratos também foram utilizados para realizar ensaios de immunoblotting para 
observar o perfil de reconhecimento antigênico das amostras de líquido amniótico humano 
contra as diferentes cepas. Além disto, foi realizado o ensaio de immunoblotting-avidez nas 
amostras relatadas com baixa avidez de IgG no prontuário. Verificou-se diferenças no padrão 
de reconhecimento antigênico entre as cepas analisadas, sendo que a UDI-1 apresentou nove 
frações reativas, sendo que, em cinco destas, foi a linhagem com o maior número de bandas 
reativas. No ensaio de avidez, os anticorpos exibiram moderada a alta avidez contra antígenos 
das cepas RH, ME49, UDI-1 e Santa Maria. Duas amostras de líquido amniótico mostraram 
baixa avidez contra a UDI-2. Nossos resultados mostraram um perfil de reconhecimento de 
anticorpos diferente contra cepas distintas de T. gondii, sugerindo que os anticorpos produzidos 
durante a primeira infecção não necessariamente protegem contra uma reinfecção por diferentes 
cepas. Novos estudos são necessários para avaliar como diferentes genótipos podem diferir na 
produção de anticorpos IgG contra T. gondii, induzindo uma resposta humoral protetora ou não. 
 
  
Palavras-chave: Toxoplasmose congênita, Toxoplasma gondii, Líquido amniótico, Proteção, 
antígenos.  



 

ABSTRACT 

 

 

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite capable to infect a variety of hosts 
leading to toxoplasmosis. Generally, infected individuals are asymptomatic, but severe 
consequences for immunocompromised and pregnant women are described. Indeed, congenital 
toxoplasmosis occurs when tachyzoites pass throughout the placental barrier in pregnant 
women during the acute phase of infection leading to severe sequelae for the fetus and newborn 
if not properly treated. In cases of congenital transmission, it was possible to detect tachyzoites 
in amniotic fluid, a fluid that supports the growth of the embryo by reducing mechanical shocks 
and maintaining the temperature and pH. Considering the protection of antibodies presents in 
the amniotic fluid, the congenital infection can also occur in cases of reinfection with a different 
strain of the parasite. Thus, this study intended to investigate the behavior of maternal 
antibodies available in the amniotic fluid and its participation in fetal protection. Thirty-three 
amniotic fluid samples from patients at high risk of congenital toxoplasmosis, under treatment, 
were acquired by amniocentesis at the Hospital de Clínicas of the Universidade Federal de 
Uberlândia (HC-UFU). Clinical information about the pregnant women was obtained from their 
medical records. These samples were centrifuged, and the supernatant was used for detection 
of anti-T. gondii IgG levels by indirect ELISA. The results showed that only one patient was 
IgG negative in ELISA, and no difference was detected between IgG titles of chronic and acute 
phase of infection. To analyze the differences between electrophoretic profile among strains, 
soluble antigen extracts of T. gondii (STAg) from two clonal strains (RH and ME49) and three 
atypical strains (UDI-1, UDI-2 and Santa Maria) were separated by polyacrylamide gel 12% 
SDS-PAGE. The electrophoretic profile among the strains UDI-1, UDI-2, RH and ME49 was 
similar and a slightly difference in the Santa Maria’s isolate pattern was observed. The same 
extracts were also used to perform immunoblotting for determining the antigenic profile 
recognition of amniotic fluid samples against different strains. In addition, the immunoblotting-
avidity assay was performed using samples with low IgG avidity reported in the medical 
records. It was demonstrated a distinct pattern of recognition by each strain. UDI-1 presented 
nine reactive fractions, being the one with the highest number of reactive bands. In avidity 
assay, antibodies exhibited moderate to high avidity against antigens from the RH, ME49, UDI-
1 and Santa Maria strains. Two samples of amniotic fluid presented low avidity against UDI-2. 
Overall, our results showed a different antibody recognition profile against different strains of 
T. gondii, suggesting that antibodies produced during the first infection do not 
necessarily protect against reinfection by different strains. Additional studies will be necessary 
to understand how these T. gondii genotypes may interfere in the antibody production. And 
whether this distinct humoral response induced could be protective or not. 

 

 

Key words: Congenital Toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, Amniotic fluid, Protection, 
antigens.
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1.1. Toxoplasma gondii 

 

Toxoplasma gondii, um protozoário intracelular obrigatório, é o agente causador da 

toxoplasmose, que pertence ao filo Apicomplexa, juntamente com outros parasitos de 

importância humana e veterinária como Plasmodium ssp, Cryptosporidium ssp. e Neospora sp. 

(FENOY et al., 2016; MOTA et al., 2017). Representantes desse filo apresentam algumas 

organelas características em comum como roptrias, conóides e micronemas (Figura 1). As 

proteínas secretadas pelos micronemas participam do processo de adesão e invasão, enquanto 

que as roptrias e grânulos densos são importantes para modulação de processos intracelulares 

da célula hospedeira, essenciais para seu ciclo proliferativo (MELO; JENSEN; SAEIJ, 2012). 

Os conóides, por sua vez, participam da mobilidade do parasito (CARRUTHERS; SIBLEY, 

1999; MORRISSETTE; SIBLEY, 2002).  

O parasito possui três formas infectantes, sendo elas: oocistos, bradizoítos e taquizoítos; 

e seu ciclo reprodutivo apresenta fase sexuada e assexuada necessitando de um hospedeiro 

definitivo e um intermediário, respectivamente (KHADEMVATAN et al., 2017). Os felinos 

dos gêneros Felix e Lynx podem atuar como hospedeiros definitivos após contaminação por 

ingestão de cistos teciduais, oocistos maduros ou taquizoítos, dando início ao ciclo sexuado no 

epitélio intestinal desses animais (ELMORE et al., 2010; DABRITZ; CONRAD, 2010; 

FEITOSA et al., 2017). Os humanos, e outros mamíferos e aves, são hospedeiros intermediários 

participando do ciclo assexuado do parasito. (DOLIWA et al., 2013).  

A toxoplasmose é uma doença que apresenta distribuição mundial, e sua prevalência 

varia de acordo com a região, podendo ser menor em alguns países (1%) até valores 

preocupantes em algumas regiões da Europa e América do Sul (90%) (FALLAH et al., 2018). 

As infeções geralmente são assintomáticas, entretanto podem ser observados sintomas clínicos 

semelhantes a gripe e mais recentemente, tem-se descrito alterações comportamentais no 

indivíduo infectado. A toxoplasmose em indivíduos imunossuprimidos e em gestantes pode 

apresentar consequências graves para o indivíduo ou para o feto, no caso da toxoplasmose 

congênita (ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012; HAMPTON, 2015).  

 

1.1.1. Formas infectantes 
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(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; PITTMAN; KNOLL, 2015). Fatores como mudanças no 

pH, a presença de citocinas do perfil Th1 e moléculas citotóxicas liberadas pelas células do 

sistema imune contribuem para a geração de um ambiente desfavorável a permanência do 

parasito favorecendo a diferenciação dos bradizoítos e o processo de encistamento (SOARES, 

2010; BLADER et al., 2015). Os bradizoítos garantem a permanência do parasita no 

hospedeiro, pois possuem um processo lento de replicação, e são envoltos por uma parede 

cística resistente, formando os cistos teciduais (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; BLADER 

et al., 2015). A capacidade de estabelecer cistos que podem perdurar por toda a vida do 

hospedeiro e o tropismo do parasito por locais imunoprivilegiados, onde recebem menos 

influência do sistema imunológico, são fatores determinantes para o sucesso do parasito 

(BARRAGAN; SIBLEY, 2003; PITTMAN; KNOLL, 2015).  

 

 1.2. Caracterização de cepas 

 

Cepas do tipo I, como RH, BK e VEL, são mais virulentas em humanos e camundongos, 

causando maior mortalidade e doenças oculares mais graves (COMMODARO et al., 2009; 

DUBEY, 2016; FEITOSA et al., 2017). Cepas do tipo II, como ME-49 e M3, são predominantes 

em isolados de pacientes com AIDS e/ou encefalite toxoplásmica. Também se relacionam aos 

casos de reativação da infecção crônica em humanos e infecções congênitas (AJZENBERG et 

al., 2002; SIBLEY et al., 2009; DUBEY, 2016; CHAICHAN et al.,2017). Cepas do tipo III, 

como VEG e M-7741, estão associadas às infecções animais e causam infecções brandas e 

assintomáticas (KIM; WEISS, 2004; SIBLEY et al., 2009; DUBEY, 2016; CHAICHAN et 

al.,2017).  

Em diferentes regiões do mundo já foram identificadas linhagem não-clonais da 

classificação atual. Estas cepas ditas “atípicas” ou recombinantes causam sintomas mais graves 

e podem ser encontradas principalmente na América do Sul. (PITTMAN; KNOLL, 2015; 

XIAO; YOLKEN, 2015). Para a genotipagem dos isolados de T. gondii, a maioria dos estudos 

utilizam a técnica da PCR-RFLP (polimorfismo no tamanho dos fragmentos de restrição) 

(AJZENBERG et al., 2005; PENA et al., 2008; SOARES et al., 2011; SU et al., 2012). Nas 

análises de isolados oriundos de várias regiões do mundo, além de Europa e Estados Unidos, 

observou-se uma alta porcentagem de genótipos atípicos ou recombinantes, sugerindo que a 

população de T. gondii seria altamente diversa nessas regiões (DUBEY et al., 2007b; SIBLEY; 

AJIOKA, 2008; SU et al., 2012; SHWAB et al. 2014). Os resultados corroboram com os dados 
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apresentados por Dubey e colaboradores (2007a), onde as cepas de T. gondii encontradas no 

Brasil e na Colômbia são mais patogênicas e biológica e geneticamente diferentes daquelas da 

América do Norte. 

Vários estudos de genotipagem foram realizados em isolados de origem animal e 

humano no Brasil (PENA et al., 2008; DUBEY et al., 2010; SOARES et al., 2011; FRAZÃO-

TEXEIRA et al., 2011; PENA et al., 2011), e todos eles apresentaram resultados semelhantes 

mostrando alta diversidade genotípica dos isolados brasileiros. Acredita-se que a amplitude 

geográfica e a grande biodiversidade da fauna do Brasil possam contribuir para essa maior 

variabilidade genética das cepas brasileiras de T. gondii (DARDÉ, 2008; KHAN et al., 2009). 

Um estudo realizado em Uberlândia, Minas Gerais, conseguiu o isolamento de duas 

cepas em amostras de coração de galinhas, denominados TgChBrUD1 (UDI-1) e TgChBrUD2 

(UDI-2). A genotipagem desses isolados mostrou que TgChBrUD1 pertence ao tipo BrII 

(genótipo #11 no ToxoDB PCR-RFLP) e TgChBrUD2 ao tipo BrI (genótipo #6 no ToxoDB 

PCR-RFLP) (LOPES et al., 2016). Na genotipagem, observou-se que os isolados são o 

resultado de recombinações genéticas das três linhagens clonais de T. gondii e ainda possuem 

alelos não comuns às cepas tradicionais do parasito. Enquanto UDI-1 possui cinco marcadores 

genéticos da cepa tipo I, dois para tipo II e cinco para tipo III; UDI-2 apresenta nove marcadores 

para o tipo I, um para tipo II e um para tipo III, além de um alelo atípico daqueles encontrados 

nos tipos I, II e III do parasito, denominado c22-8 (LOPES et al., 2016). Os isolados ainda 

diferem no tempo de replicação. Parasitos UDI-1 replicam mais lentamente no interior de 

células fibroblásticas da linhagem HFF, enquanto os parasitos UDI-2 são capazes de replicar e 

romper as células hospedeiras em menor intervalo de tempo. A infecção in vivo, utilizando 

modelos experimentais em roedores, resultou em baixa taxa de sobrevivência dos animais, o 

que demonstra semelhanças de ambas as cepas brasileiras com as cepas virulentas de T. gondii 

(LOPES et al., 2016). Além disso, existem diferenças na capacidade de indução de morte celular 

por apoptose, além da susceptibilidade e indução de resposta imune, indicando possíveis graus 

diferenciados de virulência entre os parasitos das cepas UDI-1 e UDI-2 obtidas após infecção 

experimental de Callomys callosus ou de parasitos mantidos apenas em cultura celular (LOPES-

MARIA et al., 2013). 

Em um recente estudo epidemiológico, durante um surto de toxoplasmose ocorrido em 

Santa Maria, Rio Grande do Sul, em 2018, foi realizado o isolamento e a genotipagem de 

parasitos encontrados em amostras de placenta gestantes que abortaram ou tiveram perda fetal 

(MARTINS et al., 2018). Os resultados mostraram que os isolados destas amostras 
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2017). A forma mais comum de transmissão é a ingestão de oocistos liberados nas fezes dos 

felinos que podem contaminar o solo, frutas e vegetais. Outras formas incluem a ingestão de 

cistos em carne malcozida e a transmissão vertical durante a passagem dos taquizoítos pela 

placenta, acarretando em sérias complicações fetais que podem levar a óbito (Figura 3) 

(ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012; FEITOSA et al., 2017; SMIT et al., 2017).  

A infecção segue em dois estágios. A fase aguda é caracterizada pela alta parasitemia 

da forma taquizoíto do parasito. Em seguida, na fase crônica, a parasitemia entra em latência e 

os parasitos invadem as células se multiplicando na forma de bradizoítos dentro de cistos 

teciduais que podem permanecer viáveis durante toda a vida do hospedeiro (FENOY et al., 

2016; MOSE et al., 2017). Durante a infecção, o parasito é capaz de penetrar nas células 

migratórias do sistema imune, como monócitos, linfócitos e células dendríticas, sendo 

disseminado pelo organismo e alcançando outros tecidos (LAMBERT et al., 2006; MOSE et 

al., 2017; SIBLEY et al, 2011). No cérebro, região de imunoprivilégio, as complicações 

compreendem disfunções neurológicas, encefalites e coriorretinites (FENOY et al., 2016; 

GASHOUT et al., 2016; MOSE et al., 2017; ASSOLINI et al., 2017; FUGLEWICZ; 

PIOTROWSKI; STODOLAK, 2017). 

 

1.3.1. Toxoplasmose ocular 

 

Uma das formas mais comuns de apresentação da toxoplasmose é o comprometimento 

ocular. A condição pode acontecer durante a fase aguda da infecção ou anos após o período de 

encistamento dos bradizoítos (ORÉFICE et al., 2010), o que torna difícil distinguir o 

diagnóstico da toxoplasmose ocular da infecção congênita de aparecimento tardio. Estima-se 

uma prevalência de 30% em todos os casos de toxoplasmose ocular sejam por toxoplasmose 

congênita, assim é provável que a infecção adquirida tenha mais casos clínicos do que a forma 

congênita (GARWEG, 2016). O diagnóstico clínico pode ser prejudicado devido ao fato das 

lesões passarem despercebidas em alguns casos (BOSCH-DRIESSEN; ROTHOVA, 1999).  

 

1.3.2. Toxoplasmose congênita 

 

A toxoplasmose congênita pode ocorrer em gestantes infectadas no início ou durante a 

gestação (POMARES; MONTOYA, 2016). Neste período, os taquizoítos, ainda livres na 

circulação, podem alcançar a barreira placentária, transpassá-la e ganhar acesso à circulação e 
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tecidos fetais ainda imaturos. Desta forma, o parasito se encontra livre para continuar seu ciclo 

intrauterino podendo causar sérios comprometimentos ao feto (ROBERT-GANGNEUX; 

DARDÉ, 2012; KODJIKIAN, 2010; POMARES; MONTOYA, 2016).  

Outra forma de transmissão pode ocorrer em casos de reagudização de infecção crônica 

materna causada por alguma disfunção imunológica, o que pode levar à transmissão 

transplacentária (HAMPTON, 2015; KODJIKIAN, 2010). Alguns estudos relatam que a 

gestante com infecção crônica e imunocompetente apresenta pequeno risco de transmitir a 

infecção para o feto (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; VALDÈS et al., 2011; HAMPTON, 

2015). Em casos que a gestante possui cistos no endométrio, pode ocorrer rompimento destes 

por distensão mecânica ou ação lítica das vilosidades coriônicas, dessa forma os bradizoítos são 

liberados e alcançam os tecidos fetais (KAWAZOE, 2005). Além disto, alguns estudos também 

relatam que a imunidade adquirida em uma primeira infecção não seja suficiente para evitar 

reinfecção por diferentes cepas de T. gondii (ARAUJO; SLIFER; KIM, 1997; DAO et al., 2001; 

ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009).  

As principais consequências que caracterizam uma infecção congênita são: 

microcefalia, hidrocefalia, calcificação intracranial e coriorretinite, além de retardamento 

mental e psicomotor. A maioria dos RN infectados nascem assintomáticos para a doença, 

podendo apresentar sequelas mais tardiamente, principalmente durante da puberdade (JONES 

et al., 2009; BLANCO-LAGO et al., 2010). Cerca de 20 a 50% dos casos de primo-infecção 

materna humana resultam em comprometimento fetal. A probabilidade de transmissão fetal 

também pode variar de acordo com o período de infecção. Quando a primo infecção materna 

ocorre no período pré-concepção há 1% de chance de transmissão (ROBERT-GANGNEUX 

and DARDÉ, 2012). Caso a gestante adquira a infecção no primeiro ou segundo trimestre 

gestacional, a possibilidade de transmissão vertical sobe para 10-20% e o comprometimento 

fetal pode ser mais grave levando até mesmo ao aborto. Se a infecção ocorrer no terceiro 

trimestre, a possibilidade da infecção fetal é de 60-90%, mas as chances de comprometimento 

fetal são menores (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; KODJIKIAN, 2010; POMARES; 

MONTOYA, 2016). 

 

1.3.3. Diagnóstico 

 

A fim de reduzir os riscos de infecção congênita, é de suma importância que o 

diagnóstico seja acurado e sensível e que a infecção seja detectada cedo (HAMPTON, 2015). 
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Apesar de ser assintomática, a toxoplasmose pode apresentar alguns sinais clínicos em adultos 

e crianças imunocomprometidos semelhantes a mononucleose infecciosa, sendo diagnosticada 

por anamnese (FRENKEL, 2002). O diagnóstico laboratorial inclui a obtenção de amostras 

biológicas como sangue e líquido amniótico (LA). A reatividade da resposta imune do 

hospedeiro contra o parasito pode ser detectada, aproximadamente, duas semanas após a 

infecção com os anticorpos IgG, IgM e IgA no soro. (MINEO et al., 1993).  

O diagnóstico sorológico é comumente realizado no início do pré-natal. Os títulos de 

IgG e IgM devem ser cuidadosamente analisados. A presença de altos títulos de IgM pode 

indicar uma infecção recente. A ausência de IgG com a presença de IgM é também um forte 

indício de infecção aguda (HAMPTON, 2015). Caso confirmada a presença de IgG anti-T. 

gondii também pode ser realizado o teste de avidez de IgG. Este teste pode determinar o 

provável período de infecção materna baseado na maturação da imunoglobulina G, assim, a 

presença de anticorpos de baixa avidez, pouco maturados, indica uma possível infecção recente 

e pode ser correlacionado com o risco de infecção congênita. Em casos de suspeita de primo 

infecção materna, é recomendado a coleta de LA para a detecção do DNA do parasito por PCR. 

Os alvos de amplificação comumente escolhidos são o gene B1 e o gene P30 (BUCHINDER; 

BLATZ; RODLOFF, 2003; REMINGTON; THULLIEZ; MONTOY, 2004; SKOTARCZAK, 

2016). Além do LA também podem ser utilizadas amostra de sangue, líquor, humor aquoso, 

fluido de lavado bronco-alveolar e até urina para o diagnostico (KHALIFA et al., 1994). 

O diagnóstico final confirmatório inclui o uso do ultrassom, recomendado para gestantes 

com alto risco de TC (HAMPTON, 2015). O diagnóstico por imagem pode mostrar 

anormalidades no desenvolvimento neuronal, relacionadas a infecção. Dentre as complicações 

que podem ser reveladas no teste estão: hidrocefalia, ventriculomegalia e calcificações 

intracerebral. Outros sinais como esplenomegalia, nefrose congênita e ascite também podem 

ser detectados e relacionados à TC (HAMPTON, 2015). 

Após o nascimento é necessário acompanhar a soroconversão da criança, os anticorpos 

maternos ainda persistem no sangue do RN por até um ano. A detecção destes anticorpos em 

títulos constantes ou crescentes indica a infecção da criança, uma vez que os níveis provenientes 

da mãe tendem a decrescer com o tempo (BOYER et al., 1998). Um problema encontrado no 

diagnóstico sorológico da toxoplasmose é a presença de anticorpos IgM residuais, o que não 

necessariamente, indicam uma infecção aguda (PETERSEN, 2007). 

 

1.3.4. Tratamento e prevenção 
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Segundo a organização mundial da saúde, a espiramicina é a droga de escolha para 

gestantes com alto risco de TC (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ELSHEIKHA, 2008; 

ROBERT-GANGNEUX and DARDÉ, 2012; CDC, 2018). Após a confirmação da infecção 

fetal o tratamento muda para uma combinação de sulfadiazina e pirimetamina (PSA) associadas 

ao ácido folínico (RORMAN et al., 2006). O uso do PSA também é utilizado em casos de 

toxoplasmose ocular, juntamente com corticosteroides para impedir a parasitemia e a remoção 

cirúrgica dos cistos se necessário (ORÉFICE et al., 2010).  Outra droga em estudo para o 

tratamento da toxoplasmose congênita, testada em murinos, linhagens celulares e explantes 

placentários, é a azitromicina, a qual apresenta atividade inibitória prolongada sobre a 

replicação intracelular de taquizoítos e uma menor toxicidade (GILMAN, 1997; MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004; FRANCO et al., 2011; CASTRO-FILICE et al., 2014). Entretanto, apesar 

da existência do tratamento para a toxoplasmose congênita há quase trinta anos, não se sabe ao 

certo a real eficiência do mesmo, e também qual o real mecanismo de ação dos fármacos nas 

mulheres e nos fetos (PINARD et al., 2003; ELSHEIKHA, 2008).  

A prevenção da TC pode ser dividida em primária, secundária e terciaria. Os programas 

de educação e saúde pública compõem a prevenção primária (FOULON, 1992). É 

recomendando, principalmente às gestantes, que evitem contato com materiais potencialmente 

contaminados, como carnes cruas, frutas e verduras com higienização deficiente e caixas de 

areia com dejetos de gatos (BOJAR; SZYMAŃSKA, 2010). A prevenção secundária reside em 

evitar a transmissão materno-fetal por meio de um diagnóstico apurado e o tratamento 

preventivo (FOULON; NAESSENS; DERDE, 1994). Já a prevenção terciaria recomenda o 

acompanhamento sorológico do bebê e os esforços em evitar o aparecimento de sequelas 

consequentes da transmissão congênita (HALL, 1992). 

 

1.3.5. Importância do LA na transmissão e diagnostico da toxoplasmose 

 

O LA é o fluido protetivo responsável por auxiliar o desenvolvimento fetal dentro da 

bolsa amniótica. Dentre as suas funções, ele evita a compressão da medula por proporcionar 

um ambiente livre de choques mecânicos e mantém a temperatura adequada. Ainda, ele 

proporciona uma barreira imunológica que auxilia no combate a patógenos (GOMEZ-LOPEZ 

et al., 2018). O LA também auxilia no desenvolvimento normal dos sistemas esquelético, 

muscular, pulmonar e gastrointestinal do feto (DOBREVA, 2010).  
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Seu volume é variável, mas tende a aumentar muito até a metade do terceiro trimestre 

de gravidez e, então, começa a declinar (MUSSAP et al., 1996; PERNI et al., 2004). Ele é 

composto de vários tipos celulares, mas principalmente amniócitos e células dos tecidos 

expostos do feto, como pele e pulmões, e dos fluidos produzidos por este. Além disso, são 

encontradas proteínas e citocinas que atravessam a placenta. É também uma fonte de células 

tronco. O LA pode ser coletado durante a gravidez durante procedimentos de amniocentese e 

cirurgias cesarianas (ROSSI et al., 2014; RAMACHANDRA et al., 2014). 

No primeiro e segundo trimestre da gestação o cório e o cordão umbilical são a principal 

fonte de fluidos que dará volume ao LA. Do cordão vêm fluidos provenientes do soro materno. 

Nesta fase, o LA representa uma extensão do compartimento de fluido extracelular fetal 

(GOMEZ-LOPEZ et al., 2018). Entretanto, ao alcançar o desenvolvimento renal completo no 

terceiro trimestre, o feto passa a eliminar urina dentro da bolsa amniótica contribuindo para o 

volume final. Já o número de células varia de 10 a 1000 células por μl, dentre elas podem ser 

encontrados um baixo número de células imunes como macrófagos, neutrófilos e até linfócitos 

(ZWEMER; BIANCHI, 2015; GOMEZ-LOPEZ et al., 2018). Também já foi reportado que a 

concentração de componentes solúveis presente no LA excede às encontradas no soro materno, 

sugerindo que a principal fonte de produção e excreção é fetal. Dentre estas substâncias, podem 

ser encontradas carboidratos, peptídeos, proteínas, lipídios, lactato, piruvato, eletrólitos, 

enzimas e hormônios, entre outros, muitos responsáveis também pela defesa do feto contra 

patógenos. Isto faz do LA um material rico em células e substrato proteico (PRUSA; 

HENGSTSCHLÄGER, 2002; PERNI et al., 2004; ZWEMER; BIANCHI, 2015). O conjunto 

de células e moléculas descritas e encontrado no LA podem ser utilizadas como marcadores 

para averiguação da homeostasia gestacional (MUSSAP et al., 1996). 

Por ser um ambiente tão propício a instalação e transmissão vertical, parasitos podem 

passar para o LA seguindo uma infecção derivada da placenta nas membranas amnióticas. 

Como o neonato possui um contato direto com o LA, e o absorve constantemente, está sujeito 

a infecções (de OLIVEIRA AZEVEDO et al., 2016). Para alguns parasitos esta rota adicional 

parece não ser relevante já que eles não são muito encontrados no LA. Todavia, é uma rota 

determinante para o T. gondii que é frequentemente detectado neste ambiente (CARLIER et al., 

2011). Por este motivo, o LA é utilizado no diagnostico pré-natal em casos de infecção por T. 

gondii na 16ª semana de gestação, ou quatro semanas após a infecção materna (MUSSAP et al., 

1996). É mais comum o uso de PCR para detecção do parasito, entretanto, na maior parte dos 

centros de referência em diagnostico, o LA também é inoculado em camundongos para a 
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detecção de anticorpos de 4 a 6 semanas após o ensaio. Devido ao longo tempo de espera e a 

baixa sensibilidade, se comparada a PCR, este método é mais destinado a isolamento de cepa 

(ROBERT-GANGNEUX; DARDÉ, 2012). 

  

1.4. Imunidade relacionada a infecção por T. gondii  

 

1.4.1. Imunidade Celular 

 

No curso da infecção, o sistema imune é ativado durante a penetração do parasito no 

epitélio intestinal com alta estimulação da resposta do tipo Th1 (BRAUN et al., 2013; JONES; 

KORCSMAROS; CARDING, 2017). Os danos causados pela entrada de T. gondii acionam as 

células da imunidade inata que fazem o reconhecimento do patógeno através dos receptores do 

tipo Toll-like. Este reconhecimento promove a produção de citocinas proinflamatórias, como 

IL-12 e IFN-γ, essenciais para o controle da infecção. Dentre as funções destas citocinas estão 

a ativação de macrófagos, células dendríticas, linfócitos T e linfócitos natural killer 

(YAROVINSKY, 2014). Os macrófagos, por sua vez, são responsáveis pela produção de óxido 

nítrico, desempenhando ação tóxica contra o parasito (CHING, 2016; JONES; 

KORCSMAROS; CARDING, 2017). T. gondii produz proteínas, tais como proteína 1 e 

lipoxina A4, para induzir uma resposta supressora, promovendo uma relação parasito-

hospedeiro estável (JONES; KORCSMAROS; CARDING, 2017).  

Além destas citocinas, o fator de inibição de migração de macrófagos (MIF) possui 

diversas funções importantes na indução da resposta contra patógenos e pode ser produzido por 

diversos tipos celulares. MIF favorece a resposta imune contra T. gondii pela indução da síntese 

de proteínas proinflamatórias IL-12 e IFN-γ, essenciais no controle da infecção. Ainda, MIF 

possui um papel importante mantendo macrófagos ativados e está relacionado com a morte de 

parasitos intracelulares (CALANDRA, et al., 1995; BERNHAGEN et al., 1998; FERRO et al., 

2008; RUIZ-ROSADO et al., 2016; YUKITAKE; TAKIZAWA; KIMURA, 2017).   

 

1.4.2. Imunidade Humoral 

 

A infecção é capaz de induzir a produção de altas quantidades de anticorpos no sangue, 

e intestino. Estes anticorpos desempenham um papel importante no controle da infecção por T. 

gondii, além de serem bons marcadores para o estabelecimento do diagnóstico sorológico para 
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a doença (PETERSEN, 2007; SERRANTI et al, 2011). A ativação de linfócitos B é dependente 

da participação de linfócitos T CD4+ através da sinalização direta por receptores de superfície, 

como CD40, e por liberação de citocinas como a IL-4 (TOELLNER et al., 1998). Esta ativação 

leva a produção de cinco isotipos de anticorpos pelas células B: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE 

(HOFFMAN; LAKKIS; CHALASANI, 2015). 

Anticorpos IgM são os primeiros anticorpos produzidos sendo encontrados uma semana 

após a infecção, alcançando títulos máximos em poucas semanas e declinando gradualmente. 

A infecção via oral, em alguns hospedeiros, pode induzir a formação de anticorpos IgA 

juntamente com as IgM. Entretanto, a IgA atinge títulos maiores e persiste por 3 a 4 meses no 

hospedeiro (DE PASCHALE et al., 2008; VILLARD et al., 2016). Anticorpos IgG usualmente 

são produzidos uma a duas semanas após a infecção alcançando títulos máximos em seis 

semanas, podendo declinar em alguns meses ou anos, com títulos baixos permanecendo por 

toda a vida (ELSHEIKHA, 2008; TALABANI et al., 2010; VILLARD et al., 2016). 

Uma vez estabelecida a resposta específica contra T. gondii a produção de anticorpos é 

relativamente rápida e intensa, com altos títulos de IgG e IgM frente a uma reinfecção 

(FILISETTI; CANDOLFI, 2004). Já foi descrito que a síntese de anticorpos se dava de forma 

constante, proporcional a exposição aos antígenos do parasito, e esta exposição poderia ser tanto 

pela constante presença dos cistos teciduais como por reinfecções, independentemente da cepa 

(FILISETTI; CANDOLFI, 2004). Os anticorpos são responsáveis, desta forma, pela proteção 

contra as formas extracelulares do parasito (VILLARD et al., 2016). Interessantemente, durante 

o período gestacional, ocorre uma maior síntese de anticorpos não citotóxicos consequente dos 

altos níveis de progesterona (DRUCKMANN; DRUCKMANN, 2005). 
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A infecção por T. gondii, acomete cerca de 2 bilhões de pessoas no mundo e apesar da 

baixa ocorrência de sintomas, grupos de risco como gestantes e pessoas imunocomprometidas 

podem apresentar consequências graves da doença. Além disto, gestantes infectadas durante a 

gravidez expõem o feto a graves complicações que podem levar a óbito. É estimado que de 1-

8 gestantes em 1000 sejam expostas ao protozoário. Dentre as complicações, o recém-nascido 

pode apresentar microcefalia, hidrocefalia e cegueira, prejudicando sua qualidade de vida e 

promovendo um impacto socioeconômico relevante (MIZANI et al., 2017; SMIT et al., 2017).  

Alguns estudos em modelo animal demonstraram que a imunidade adquirida por uma 

primeira infecção é ineficaz contra uma reinfecção por diferentes cepas de T. gondii (DAO et 

al., 2001; ARAUJO; SLIFER; KIM, 1997). Elbez-Rubinstein e colaboradores (2009) 

publicaram um relato de caso onde uma paciente previamente imunizada apresentou TC, 

comprovando os dados já demonstrados em modelo experimental (FRANCO et al., 2015). 

Desta forma, considerando a importância da resposta imune humoral durante a gestação, 

uma melhor compreensão do perfil de reconhecimento dos anticorpos maternos presentes no 

líquido amniótico contra cepas distintas torna-se necessário, assim como a participação desses 

anticorpos na proteção fetal, em especial nos casos de reinfecção.  
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3.1. Objetivo geral 

 

Avaliar a reatividade de anticorpos presentes em amostras de LA humano quanto ao 

reconhecimento de extrato antigênico solúvel de diferentes cepas de T. gondii.  

 

3.2. Objetivos específicos 

 

• Conferir as informações clínicas presentes nos prontuários das gestantes sobre o 

tratamento e controle da infeção fetal; 

• Verificar a presença de anticorpos nas amostras de LA; 

• Analisar o perfil proteico dos extratos de diferentes cepas de T. gondii; 

• Avaliar as diferenças entre o perfil de reconhecimento antigênico dos anticorpos 

presentes no LA frente a diferentes cepas de T. gondii; 

• Determinar a avidez de IgG em amostras de LA suspeitas de fase aguda 

utilizando STAg de diferentes cepas.  
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4.1. Considerações éticas 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisas com Seres Humanos (CEP) 

da Universidade Federal de Uberlândia (UFU) sob protocolo número 1.289.995 (ANEXO I). 

Um “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (ANEXO II) assinado foi obtido de cada 

gestante antes da coleta da amostra após deixá-las cientes de todos os procedimentos 

envolvidos, em obediência às Resoluções nº CNS 347/05 e CNS 196/96 do Ministério da Saúde. 

 

4.2. Amostras de LA e análise de prontuários 

 

As amostras foram obtidas de trinta e três gestantes soropositivas diagnosticadas sob 

alto risco de TC, com base em testes sorológicos (IgM, IgG e avidez de IgG) no Hospital das 

Clínicas da UFU (HC-UFU) em Uberlândia, Minas Gerais, Brasil, submetidas a amniocentese 

por uma médica profissional. Todas as pacientes foram tratadas (Tabela 1). O procedimento foi 

realizado quatro semanas após a diagnóstico sorológico e cerca de 9 mL de LA foram coletados. 

O presente estudo utilizou remanescentes de LA, material que seria descartado das amostras 

coletadas para diagnóstico da TC. Assim que recebidas, as amostras foram centrifugadas para 

a coleta do sobrenadante que foi utilizado para análise de anticorpos. Como controle, três 

amostras de LA coletadas de parto cesárea de mães soronegativas foram coletadas.  

Todas as informações clínicas das pacientes foram obtidas de seus prontuários médicos 

no Setor de Arquivos Médicos do HC-UFU, após consentimento (ANEXO II). Foram 

pesquisadas as seguintes informações nos prontuários: (1) Resultados de exames sorológicos; 

(2) Resultados dos exames de PCR no LA; (3) Tratamento utilizado durante a gestação 

relacionado à toxoplasmose. 

 

4.3. Manutenção das cepas e preparo de antígeno solúvel de T. gondii (STAg)  

 

As cepas de T. gondii RH, ME-49, TgChBrUD1, TgChBrUD2 e um novo isolado de 

humano proveniente de um surto ocorrido em Santa Maria, sul do Brasil, foram cultivadas para 

este estudo. Taquizoítos de cada cepa foram mantidos por passagem serial em cultura de células 

HeLa por 48 a 72h. As monocamadas de células HeLa foram mantidas em garrafas de 25cm² e 

75cm² a 37°C com 5% CO2 em meio RPMI 1640 contendo 2mM glutamina (Gibco) contendo 

10% de soro fetal bovino (Cultilab) penicilina/estreptomicina (50U ou μg/ ml)). Os taquizoítas 
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de T. gondii foram mantidos em monocamadas de células HeLa a 37°C em 5% CO2 com meio 

RPMI 1640 incompleto, glutamina (2mM) e antibiótico/antimicótico (Gibco-100 unid/mL 

penicilina, 100 μg/mL estreptomicina). A medida que a maioria das células infectadas em 

cultura encontraram-se lisadas pelos parasitos, o meio do frasco contendo taquizoítas livres foi 

transferido para um tubo de 15ml, centrifugado a 720 x g por cinco minutos em temperatura 

ambiente. O pellet foi armazenado a -20 °C para posterior preparação de antígenos solúveis de 

T. gondii.  

O STAg de cada cepa foi preparado como descrito por Carvalho e colaboradores (2008), 

com algumas modificações. Suspensões parasitárias (1 x 108 taquizoítas/mL) foram tratadas 

com coquetel de inibidores de proteases (Complete ULTRA Tablets, Mini, EASYpack, Penzberg, 

Bavaria, Alemanha) e, então, submetidas a dez ciclos rápidos de congelamento em nitrogênio 

líquido e descongelamento em banho-maria a 37 °C, seguido por dois ciclos de ultrassom a 60 

Hz, em banho de gelo, em sonicador (Sonopuls mini20 Ultrasonic Homogenizer, Bandelin 

Electronic GmbH & Co., Berlim, Alemanha), sendo cada ciclo com duração de 5 minutos, com 

pulsos de 30 segundos e intervalo de 10 segundos entre eles. Após centrifugação (10.000 x g, 

30 minutos, 4 °C), o sobrenadante foi coletado, a concentração proteica foi determinada por 

absorbância no NanoDrop (ND1000 Spectrophotometer). Alíquotas dos antígenos foram 

armazenadas a -20 °C até a utilização. 

 

4.4. Análise de anticorpos por ensaios imunoenzimáticos (ELISA) 

 

Para a pesquisa de anticorpos IgG total anti-T. gondii nas amostras de LA foi utilizado 

o ensaio imunoenzimático indireto (ELISA). Brevemente, placas de microtitulação de alta 

afinidade (Corning Laboratories 3590 inc., New York, EUA) foram sensibilizadas com uma 

solução de STAg (cepa RH) (10 μg/mL) em tampão bicarbonato de sódio a 0,06M (pH 9,6) por 

18 horas a 4 ºC. A seguir foi realizado o bloqueio de sítios inespecíficos da microplaca pela 

adição de 150 μl de PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e 5% de leite em pó desnatado 

(PBS-TM) (Molico, Nestlé, São Paulo, SP) (PBS-TM) por 1 hora à temperatura ambiente. 

Posteriormente, as amostras de LA em duplicadas (50 μl), diluídas a 1:64 em 1% PBS-TM, 

foram adicionadas à microplaca. Paralelamente, as amostras de LA controles, nas mesmas 

diluições, foram incluídos na análise. Após incubação por 1 hora a 37 ºC, foi adicionado o 

anticorpo de cabra anti-IgG humana conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich Chemical Co., 

St. Louis, MO, EUA) diluídos na razão 1:2000 em PBS-TM, e a placa foi incubada por 1 hora 
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a 37 ºC. Entre cada etapa da reação foram realizados ciclos de lavagem com PBS-T para a 

retirada do excesso de reagentes. A reação foi revelada pela adição das soluções A e B (v/v) do 

kit comercial contendo substrato enzimático H2O2 e o cromógeno 2,2’-azino-bis-3-etil-

benzotiazolina ácido sulfônico (ABTS) (ABTS Peroxidase Substrate System; KPL, Kirkegaard 

& Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, Maryland, EUA). 

A densidade óptica (DO) foi determinada a 405 nm em uma leitora de microplacas 

(SpectraMax® M2 Systems; Molecular Devices, LLC, San Jose, CA, USA). O limite de 

positividade (cut off) da reação foi determinado pela média da DO dos controles negativos. Os 

resultados foram expressos em DO. 

 

4.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio SDS-

PAGE e obtenção das membranas contendo os STAg 

 

Cada amostra de STAg das cinco diferentes cepas foram previamente solubilizadas em 

tampão de amostra para eletroforese (Tris-HCl 0,1 M, SDS 4%, glicerol 20%, azul de 

bromofenol 0,2%), aquecidos a 95ºC durante 5 minutos e, então, submetidas a eletroforese  

unidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%, com gel de empilhamento a 5%, 

em condições desnaturantes e não redutoras (10 µl/banda). A corrida foi realizada utilizando-

se o sistema de eletroforese vertical em mini-gel (Hoefer Pharmacia biotech Inc., São 

Francisco, CA, EUA), sob corrente constante de 26 mA por, aproximadamente, 1 hora. Em um 

poço paralelo às amostras foi aplicado 5 µl do marcador de peso molecular para identificação 

das bandas proteicas (Novex™ Sharp Pre-stained Protein Standard, Invitrogen™, USA). O gel 

foi corado com solução azul brilhante de Coomassie (0,05%) e as frações de cada amostra foram 

determinadas e avaliadas no ChemiDoc Imagers (ChemiDoc™ Imaging Systems, Bio-Rad, 

Laboratories, Hercules, CA, USA). Além disso, aproximadamente 150 µg de cada STAg foi 

corrido separadamente em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% de nas mesmas condições 

e eletrotransferido para membranas de nitrocelulose com poros de 0,22 µm (Sigma-Aldrich 

chemical Co., St. Louis, MO, EUA) utilizando-se de um sistema semi-úmido de transferência 

(Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, BIO RAD, Laboratories, Hercules, CA, USA) por 

30 minutos a uma corrente constante de 0,8 mA/cm2 do gel para ensaios de imunoblotting. A 

eficiência da transferência foi confirmada pela coloração das membranas com solução de 

Ponceau a 0,5%. 
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4.6. Immunoblotting (IB) para caracterização antigênica das frações de STAg 

das cinco cepas de T. gondii  

 

Os IB foram realizados para avaliar a especificidade e o padrão de reconhecimento dos 

anticorpos anti-T. gondii presentes nas amostras de LA contra os cinco STAg das cepas estudas. 

Após a transferência, as membranas de nitrocelulose contendo os diferentes STAg foram 

cortadas em tiras de aproximadamente 3mm de largura com o auxílio de um bisturi. Em seguida, 

as tiras de nitrocelulose de cada cepa foram bloqueadas com solução de PBS-T suplementada 

com leite desnatado a 5% (PBS-TM) (2h a 37°C, sob agitação lenta), e após as lavagens, 

incubadas com amostras de LA diluídas 1:25 em PBS-TM a 1% overnight a 4°C sob agitação 

lenta. As amostras de LA controle também foram incluídas na reação. O complexo proteína-

anticorpo foi detectado por incubação com anticorpos secundários de cabra anti-IgG humana 

conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) diluído 1:2000 

em PBS-TM a 1% (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) durante 2 h à 

temperatura ambiente. As reações foram reveladas pela adição de diaminobenzidina (DAB 

Estável, Invitrogen) e paradas com água destilada. O peso molecular (KDa) para cada fracção 

antigénica foi determinado utilizando os Imagers ChemiDoc (Sistemas de Imaging ChemiDoc 

™, Bio-Rad, Laboratories, Hercules CA). Para análises, uma banda foi considerada reativa a 

uma preparação STAg de uma cepa quando reagiu com pelo menos 50% das amostras de LA. 

 

4.7. Imunoblot-avidez para anticorpos IgG anti-T. gondii 

 

Para este ensaio foram utilizadas as amostras de LA de pacientes suspeitas de fase 

aguda, segundo as informações sorológicas obtidas nos prontuários. A determinação de fase 

aguda e crônica foi realizada conforme descrito por Findal e colaboradores (2015). Foi 

considerado em fase aguda as pacientes que apresentaram IgM+/IgG- ou presença de IgG baixa 

avidez e em fase crônica quando moderada ou alta avidez de IgG. O ensaio foi realizado 

conforme descrito no item 4.6, com algumas modificações. A incubação das tiras com amostras 

de LA foi realizada em duplicata por 18 h a 4 ºC. Após lavagens, uma tira foi lavada com PBS-

T (ureia-) e a outra lavada com PBS-T contendo 6 M de ureia (ureia+) por 10 min. Após a 

revelação, as intensidades de banda (Int Band) obtidas para cada fração antigênica foram 

avaliadas usando Imagers ChemiDoc (ChemiDoc ™ Imaging Systems, Bio-Rad, Laboratories, 

Hercules CA). Os resultados para tiras de ureia - ou ureia + foram expressos em índice de avidez 
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(IA), em que AI = (uréia + Banda Int / ureia - Banda Int) × 100. AI <30% correspondeu à 

reatividade com anticorpos de baixa avidez, IA entre 30 e 75% corresponderam à reatividade 

com anticorpos de avidez moderada e AI> 75% à reatividade com anticorpos de alta avidez 

(OLIVEIRA, 2013). 

 

4.8. Análise estatística 

 

A análise estatística e a construção dos gráficos foram realizadas utilizando o software 

Graph Pad Prism, versão 6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os dados foram 

expressos como mediana com erro padrão médio dos grupos experimentais. As diferenças entre 

os grupos na análise de anticorpos foram analisadas por Mann-Whitney não paramétrico. As 

diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando P <0,05. 
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Os prontuários das 33 gestantes relatadas com alto risco de TC foram avaliados para 

coleta de informações sobre sorologia, medicações do paciente e resultados de PCR para 

detecção do DNA de T. gondii no LA (Tabela 1). 

Dentre as 33 mulheres avaliadas, 20 gestantes apresentavam moderada ou alta avidez 

de IgG, enquanto cinco possuíam baixa avidez de IgG e uma foi negativa para IgG. Outras sete 

não possuíam essa informação relatada no prontuário (Tabela 1). Foi encontrado DNA de T. 

gondii por PCR em apenas uma das amostras, desta forma esta paciente foi tratada com a 

combinação de pirimetamina e sulfadiazina até o parto. Com finalidade de evitar a transmissão 

materno-fetal, as 32 gestantes com suspeita de infecção por T. gondii foram tratadas com 

espiramicina durante a gravidez. Nenhum caso de TC foi relatado nos prontuários (Tabela 1). 

Com base nos resultados sorológicos do teste de avidez de IgG e na ausência de 

anticorpos IgG anti-T. gondii observado nos prontuários (Tabela 1), as pacientes foram 

divididos em três grupos: (a) fase aguda de infecção (n = 6), baixa avidez ou IgG negativo, (b) 

fase crônica de infecção (n = 20), moderada ou alta avidez, e (c) aqueles com informação 

desconhecida (n = 7). Uma vez que essas mulheres foram diagnosticadas com alto risco de TC, 

foi realizada a investigação da presença de anticorpos IgG anti-T. gondii nas amostras de LA 

por ELISA e 32 amostras foram positivas, enquanto a amostra A28 ficou no limite de detecção 

(Figura 4A). Curiosamente, na análise dos prontuários, a amostra A28 também apresentava 

IgG anti-T. gondii negativa para a amostra de soro. Assim, foi aplicado o IB em caráter 

confirmatório na amostra, e apenas foi possível detectar bandas fracas com os STAg das cepas 

UDI-1, RH e Santa Maria (Figura 4B), o que pode ser um indicador de fase aguda da infecção 

ou falso-positivo. Por esse motivo, a amostra A28 foi excluída dos experimentos do perfil de 

reconhecimento antigênico e de avidez. 

A fim de caracterizar e analisar as possíveis variações do perfil antigênico entre cepas 

de T. gondii, STAg das cepas UDI-1, UDI-2, RH, ME49 e Santa Maria foram submetidos a gel 

de poliacrilamida e coradas com Coomassie. Um perfil semelhante entre as cepas de UDI-1, 

UDI-2, RH e ME49 pode ser observado (Figura 5). No entanto, o STAg da cepa de Santa Maria 

parece ter um padrão de proteína ligeiramente diferente, apresentando duas bandas distintas em 

relação às outras cepas. Foi observado uma fração proteica de aproximadamente 34 kDa 

fortemente marcada no extrato de Santa Maria e menos evidente nos outros STAg, como 

indicado na figura 5. Foi possível identificar também uma fração importante de proteínas 

marcada em torno de 53 kDa nos extratos de todas as cepas, exceto no de Santa Maria, cuja 

banda mostrou ser menos intensa.  
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O ensaio de IB é um método imunológico sensível que permite a identificação de 

proteínas antigênicas. Com exceção da amostra A28, todas as amostras foram positivas nos 

ensaios de IB para todas as cepas, representativamente demonstrado na Figura 6, corroborando 

com os resultados do ELISA (Figura 4). Estas são evidências de que é possível detectar IgG 

específica para diferentes frações de antígeno de T. gondii em amostras de LA. 

Duas cepas clonais (RH e ME49), e três cepas atípicas (UDI-1; UDI-2 e Santa Maria) 

foram utilizadas para realizar o diagnóstico por IB nas amostras de LA, sendo possível observar 

diferenças no perfil de reconhecimento entre as cepas. Cada cepa apresentou seu próprio perfil 

de reconhecimento. Em geral, a linhagem RH apresentou seis frações antigênicas (P60, P50, 

P40, P37, P30 e P22 kDa) (Figura 6A); A cepa ME49 exibiu cinco frações (P40, P37, P34, P30 

e P22 kDa) (Figura 6B); UDI-1 apresentou nove frações (P70, P60, P53, P40, P37, P34, P30, 

P22 e P10 kDa) (Figura 6C); UDI-2 apresentou perfil semelhante a ME-49 (Figura 6D) e a 

linhagem Santa Maria apresentou 4 frações (P60, P37, P30 e P22 kDa) (Figura 6E). Embora o 

perfil de reconhecimento varie entre as cepas, foram observadas três frações antigênicas em 

comum em pelo menos 50% das amostras (P37, P30 e P22). 

Para avaliar a avidez dos anticorpos IgG presente nas amostras de LA, selecionamos as 

cinco amostras listadas com baixo índice de avidez de IgG em amostras de soro (Tabela 1). Os 

anticorpos do LA exibiram moderada a alta avidez contra antígenos das cepas RH, ME49, UDI-

1 e Santa Maria (Figura 7). Os resultados de avidez de IgG de LA foram os seguintes: para as 

fitas com extrato de RH, todas as cinco amostras foram consideradas com moderada a alta 

avidez, e seis frações reativas foram observadas (P80, P60, P40, P37, P30 e P22 kDa) e após a 

adição de uréia, a perda de reatividade foi apenas da fração P80 (Figura 7A). Para ME49, foram 

detectadas as seguintes frações reativas (P37, P34, P30 e P22 kDa) e após o tratamento com 

ureia a reatividade de P37 foi perdida em 50% das amostras (Figura 7B). Para cepa UDI-1 

observou-se seis frações antigênicas reativas (P60, P40, P37, P34, P30 e P22 kDa), com perda 

das frações P60 e P40 após a adição de uréia (Figura 7C). Para UDI-2, foram observadas três 

frações reativas (P34, P30 e P22) que se mantiveram reativas após o tratamento com uréia em 

3 das 5 amostras. Em duas amostras detectou-se a perda das frações P34 e P22, e indicaram 

baixa avidez na análise de intensidade de bandas (Figura 7D). Por fim, o STAg de Santa Maria, 

foram identificadas seis frações antigênicas (P60, P37, P34, P30, P22 e P20 kDa) e apenas a 

banda de 60 kDa foi perdida após a adição de uréia (Figura 7E). 
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A toxoplasmose é uma doença parasitária de ampla distribuição e estima-se que um 

terço da população esteja acometida (HAMPTON, 2015). A maioria dos casos é assintomática 

devido ao sucesso da resposta imune contra o parasito (HAMPTON, 2015). No entanto, casos 

graves podem levar a ocorrência de TC em gestantes, resultando em sérias complicações 

durante a formação fetal ou após o nascimento, principalmente durante a adolescência 

(WALLON et al, 2014). Nos Estados Unidos, estima-se que a ocorrência de TC esteja em torno 

de 500 a 5 mil casos por ano (HAMPTON, 2015). No Brasil, o número de casos é quatro vezes 

maior (NIEWIESK, 2014). 

O diagnóstico da infecção por T. gondii é realizado principalmente por meio de testes 

sorológicos, uma vez que os mecanismos de evasão do parasito por encistamento dificultam a 

detecção do mesmo em amostras biológicas. Em gestantes diagnosticadas sob alto risco de TC, 

recomenda-se a detecção do DNA do parasito em amostras de LA pelo método de PCR 

(REMINGTON; THULLIEZ; MONTOY, 2004). Também é realizado o diagnóstico por 

ultrassom, onde é possível reconhecer alterações macroscópicas do feto como hidrocefalia, 

ventriculomegalia e calcificações intracerebrais (BISSATI et al., 2018). O teste molecular 

juntamente com o diagnóstico por imagem desempenham um papel crítico na decisão do 

tratamento. Em nosso estudo, todas as mulheres grávidas foram diagnosticadas com suspeita de 

primo infecção através dos testes sorológicos e, após quatro semanas do diagnóstico resultante 

do sorodiagnóstico, foi realizada a amniocentese para detectar o DNA de T. gondii em amostras 

de LA, procedimento padrão adotado no hospital. Apenas uma amostra foi positiva por PCR e 

a mãe teve seu tratamento modificado. Durante este estudo, nenhum caso de TC foi relatado 

nos prontuários até a data final do estudo.  

É relatado que a imunidade materna é capaz de proteger o feto contra reinfecções, um 

dos mecanismos mais importantes seria a transferência dos anticorpos IgG anti-T.gondii 

maternos (JONES et al., 2009). Em humanos, a transferência de anticorpos é realizada através 

do receptor Fc (FcRn) encontrado na placenta (JONES et al., 2009). O sinciciotrofoblasto 

expressa receptores para Fc que reconhecem exclusivamente as moléculas de IgG através da 

identificação das cadeias pesadas do tipo gama, e realiza o transporte para o plasma fetal por 

diferença de pH. Consequentemente, estes receptores são incapazes de se ligarem a moléculas 

de IgM, IgA, IgE ou IgD (ROOPENIAN; AKILESH, 2007. As quatro subclasses de IgG podem 

atravessar essa barreira e dessa forma são detectadas no soro fetal e no LA (POMARES; 

MONTOYA, 2016). Apesar da capacidade de inativação e fixação de complemento 

demonstrada in vitro por IgG anti-T. gondii, as informações sobre a importância exata dos 
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anticorpos na proteção congênita ainda não são bem compreendidas (HAUMONT; DELHAYE; 

GARCIA, 2000). Alguns estudos sugerem um papel protetivo dos anticorpos (MINEO et al., 

1993; LETSCHER-BRU et al., 2003).  Por outro lado, já é aceito que a resposta celular Th1 e 

a produção de IFN-γ representam uma forma eficaz na defesa contra o parasito. As citocinas, 

além de serem também sintetizadas pela placenta, são capazes de atravessar a barreira 

placentária (HEIKKINEN et al., 2001). No presente estudo, obtivemos sucesso em detectar IgG 

anti-T. gondii no LA de todas as pacientes, indicando que este isotipo de anticorpo está presente 

no LA, assim como foi relatado por Quan e colaboradores (1999). Além disso, essa 

transferência de anticorpos mãe-feto pode ser importante para determinar o perfil da resposta 

imune materna produzida contra antígenos de T. gondii e, consequentemente, para proteger o 

feto. 

Embora seja reconhecido que a TC ocorre quando há a passagem de taquizoítos pela 

barreira placentária em gestantes durante a fase aguda da primoinfecção, levando a sérios 

comprometimentos fetais, alguns estudos questionam este dogma (MONTOYA, 2018; 

BERTRANPETIT et al., 2017). Já foi relatado que a TC pode ocorrer em mãe imunocompetente 

com infecção crônica por reativação da infecção (DOS SANTOS et al., 2016). Durante a 

gravidez, os períodos de imunossupressão natural, com a finalidade de proteger o feto de uma 

rejeição imune, podem favorecer a reagudização da doença permitindo a liberação de parasitos 

antes contidos em cistos. Além disto, cistos viáveis no endométrio podem estar sujeitos ao 

rompimento por distensão mecânica ou ação lítica das vilosidades coriônicas. Os bradizoítos, 

uma vez livres dos cistos, podem alcançar os tecidos fetais (KAWAZOE, 2005). Andrade e 

colaboradores (2010) publicaram um relato de caso onde uma gestante, cronicamente infectada 

há 10 anos, deu à luz a um RN com títulos detectáveis de IgM ao nascer e múltiplas lesões 

retinocoroideanas ativas na periferia da retina dos dois olhos após completar 1 ano de idade. 

Apesar de não apresentar nem sorologia compatível com a fase aguda da infecção ou qualquer 

sinal de imunodeficiência, a gestante teve reativação da infecção crônica detectada através de 

uma retinocoroidite no olho esquerdo, nas últimas semanas de gestação.  

 Além dos casos de infecção congênita “atípica” por reativação de uma infecção crônica, 

também é questionado a possibilidade da ocorrência de TC por reinfecção com cepas diferentes.  

Há trabalhos que mostram a ineficiência da resposta adquirida de uma primeira infecção na 

proteção contra uma reinfecção em modelo animal, principalmente se tratando de cepas com 

genótipos muito distintos. Araujo e colaboradores (1997) demonstraram que camundongos 

Swiss primo infectados por 60 dias com a cepa tipo II ME49 apresentavam sinais claros de 
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toxoplasmose aguda, após 15 dias de infecção com cistos teciduais de uma cepa recombinante 

tipo II R-C57, variante da cepa C57, os animais apresentaram taquizoítos na cavidade peritoneal 

e pulmões, vindo a óbito. Outro trabalho publicado por Dao e colaboradores (2000) demonstrou 

que camundongos OF1 aumentavam a quantidade de cistos teciduais quando reinfectados com 

cepas de genótipo diferente, porém mantinham o mesmo padrão quando reinfectados com uma 

cepa do mesmo tipo genótipo.  

Brandão e colaboradores (2009), infectaram BALB/c com a cepa atípica brasileira não 

virulenta D8 e, após 45 ou 180 dias, foram reinfectados com duas cepas recombinantes 

virulentas, EGS e CH3. Os resultados mostraram que após 45 dias houve uma reinfecção apenas 

pela cepa EGS e após 180 dias foi detectado a infecção por EGS e CH3 através de analises de 

PCR-RFLP. Além disto, houve um aumento nos níveis de IL-10, IgG1 e IgA no intervalo de 

180 dias entre a primo infecção e as reinfecções nos animais. Os pesquisadores concluíram que 

a diferença de genótipos pode ser um fator determinante, entretanto, o tempo em que ocorrerá 

a nova infecção e a resposta imune do hospedeiro também podem influenciar o curso da doença.  

Trabalhos prévios do nosso grupo de estudo isolaram duas cepas atípicas de coração de 

galinhas na região de Uberlândia (MG). Por genotipagem, as cepas foram caraterizadas como 

virulentas e denominadas UDI-1 e UDI-2 (LOPES et al., 2016). Também foi demonstrado que 

animais Calomys callosus gestantes cronicamente infectados com cistos da cepa clonal ME49 

perdem a proteção contra T. gondii quando reinfectados com essas cepas atípicas (FRANCO et 

al., 2015). Os parasitos foram detectados na prole apenas do grupo reinfectados. Além disso, os 

animais reinfectados com a cepa UDI-2 demonstram uma maior perda de prole, maiores níveis 

de citocinas proinflamatórias e produção de IgG2a, corroborando com a ideia de Brandão e 

colaboradores (2009) que sugeriu que existem diferenças clinicas entre cepas atípicas após uma 

reinfecção. Sabe-se que os isolados brasileiros de T. gondii são caracterizados como 

recombinantes (BERTRANPETIT et al., 2017), assim se associarmos esse fato com as 

diferenças no perfil de reconhecimento dos anticorpos presentes nas amostras de LA contra 

STAg de diferentes cepas encontrados neste estudo, podemos sugerir que a existência de cepas 

atípicas pode estar associada a falha na proteção materno-fetal,  explicando o alto número de 

casos de TC relatado no Brasil (DUBEY et al., 2012). 

Além de esctudos com modelos animais, Elbez-rubinstein e colaboradores publicaram 

um relato de caso em 2009 de um caso de toxoplasmose congênita em um RN de uma mãe 

reinfectada após ingerir carne de cavalo malcozida. Este relatado de caso ocorreu na França e a 

paciente apresentava uma sorologia compatível com uma infecção crônica relatada em uma 
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primeira gravidez, IgG positiva e IgM negativa, no inicio da segunda gravidez. Apesar disto, já 

com 32 semanas de gravidez, os testes sorológicos detectaram um aumento nos níveis de IgG 

e, após o nascimento da criança, a presença de IgM específica no soro. Após o nascimento, o 

diagnostico de TC foi dado por um oftalmologista pela presença de múltiplos focos de 

coriorretinite em ambos os olhos da criança além de uma inflamação moderada na macula do 

olho direto. Os pesquisadores conseguiram o isolamento do parasito por bioensaio do sangue 

periférico do RN. A cepa possuía uma alta virulência nos camundongos infectados que morriam 

com 9 dias de infecção. Além disto, a genotipagem da cepa mostrou marcadores que não 

permitiam sua classificação em nenhum dos três tipos clonais existentes. Os pesquisadores 

ainda executaram um modelo de reinfecção utilizando a cepa PRU e o isolado, confirmando 

que de fato a imunidade adquirida de uma infecção por uma cepa tipo da Europa parece não ser 

capaz de proteger contra a cepa recombinante encontrada no sangue do RN. 

De fato, cepas distintas apresentam diferenças em suas proteínas efetoras que estimulam 

vias imunes distintas (MELO; JENSEN; SAEIJ, 2012). Em nosso estudo, observamos algumas 

dessas diferenças nos extratos proteicos fracionados obtidos de cada cepa utilizada (RH, ME49, 

UDI-1, UDI-2 e Santa Maria), após a separação por eletroforese. Umas das proteínas relatadas, 

por ter sido fortemente marcada em todos os extratos em comparação com o extrato de Santa 

Maria, foi a fração P53. Uma das principais proteínas encontradas nesta banda é a roptria 16 

(ROP16), descrita como uma das proteínas envolvidas no processo de invasão celular e capaz 

de invadir o núcleo da célula hospedeira (Chang et al., 2015). Já a fração P34 foi mais 

fortemente expressa no extrato de Santa Maria. Park e Nam (1999) sugerem que a fração de 

proteínas P34 seria composta principalmente pela proteína roptria 9 (ROP9). A ROP9 é uma 

roptria solúvel expressa apenas em taquizoítos e pode estar envolvida nos estágios iniciais da 

invasão (Chen et al., 2014). Uma das hipóteses levantadas seria a relação destas proteínas com 

os mecanismos de invasão de cada cepa no hospedeiro, o que possivelmente teria uma 

influência direta no perfil da resposta imune. Embora existam diferenças nos perfis proteicos 

dos extratos avaliados neste estudo, não foi possível encontrar a real relação entre a maior ou 

menor expressão destas proteínas na biologia das cepas envolvidas, sendo necessário estudos 

mais específicos sobre a composição proteica de cada uma das cepas. É importante ressaltar 

que independente da cepa utilizada, foi observado que a reatividade com os anticorpos presentes 

em amostras de LA foi diferente entre os STAgs, indicando uma diferença perceptível nas 

proteínas antigênicas dominantes em cada uma das cepas.  
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Entre todas as cepas apenas três frações proteicas foram reconhecidas por pelo menos 

50% dos anticorpos presentes nas amostras de LA: P37, P30 e P22. A fração P30 tem como 

principal representante o antígeno solúvel de T. gondii 1 (SAG 1), uma proteína de superfície 

bem caracterizada além de muito expressa e conservada na maioria das cepas de toxoplasma. 

SAG 1 é extremamente imunogênica estimulando a produção de altos títulos de anticorpos nos 

indivíduos infectados (NAGEL; BOOTHROYD, 1989). Tem como função primordial a ligação 

nas proteínas de superfície da célula hospedeira durante o processo de invasão de T. gondii. A 

fração P22 representa principalmente SAG 2, outra proteína muito expressa pelo parasito. As 

proteínas da família SAG 2 também participam ativamente da ligação e invasão às células 

hospedeiras (LAI; LAU, 2017). Costa e col. (2017) corroborando com os dados de Parmley e 

col. (1992) sugerem esta proteína como um potencial marcador sorológico de infecção. A 

proteína de grânulo denso 24 (GRA24) pode ser encontrada nas proximidades da fração de 37 

kDa. Esta proteína é liberada pelo parasito afim de promover a interação parasito-célula 

hospedeira, incluindo alterações na resposta imune gerada (BRAUN et al., 2013). Por ser uma 

análise especulativa, não foi possível descrever especificamente quais as proteínas encontradas 

na fração P37. Entretanto, podemos dizer que as proteínas SAG 1 e SAG 2, já bem descritas 

nas frações P30 e P22, foram encontradas em todos os extratos, e estas são essenciais para o 

ciclo e desenvolvimento de T. gondii em geral. Quanto às diferenças encontradas no 

reconhecimento, nossos resultados demonstraram a existência de padrões distintos de 

reconhecimento entre eles. Ficou evidente que o isolado UDI-1, uma linhagem atípica de nossa 

região, apresentou bandas antigênicas mais reativas do que as outras. UDI-1 obteve nove 

frações reativas em pelo menos 50% das amostras de LA. Em contraste, a UDI-2, outro isolado 

regional, que exibiu apenas cinco frações reativas na maioria das amostras de LA, sendo similar 

a ME49 no perfil de reconhecimento. Já na análise de um isolado atípico proveniente do sul do 

Brasil, denominado Santa Maria devido a cidade de origem, foi encontrado um menor número 

de proteínas reativas, apenas quatro, em relação às demais cepas. 

Sabe-se que cepas atípicas podem reinfectar mães soropositivas para T. gondii e induzir 

TC em modelo animal, e nossos resultados sugerem que essa perda de proteção pode estar 

relacionada aos anticorpos, que apresentaram diferenças na reatividade contra diferentes cepas, 

mais específicos contra antígenos de uma cepa do que outras. Embora não seja bem esclarecido 

o papel e a real importância na TC, acredita-se que os anticorpos IgG maternos são capazes de 

conferir proteção pela capacidade de alcançarem a circulação do feto e consequentemente 

reduzir a parasitemia placentária e fetal (Correa, 2007). Desta forma, se não houver o 
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reconhecimento eficaz desses anticorpos com diferentes cepas de T. gondii, isso pode resultar 

em falha de proteção. Entre os diferentes isolados testados, observamos um perfil distinto de 

reatividade usando preparações STAg de diferentes cepas de T. gondii contra a mesma amostra 

de LA. Entretanto, mais estudos são necessários para avaliar a real diferença entre as proteínas 

mais imunogênicas e a resposta imune gerada contra as diferentes cepas, além de como isso 

pode influenciar a patogênese da toxoplasmose durante a gestação. 

Xiao e Yolken (2015) sugerem que o desenvolvimento clínico da toxoplasmose está 

intimamente relacionado à cepa do parasito, e recomendam que a identificação da cepa pode 

melhorar a abordagem do tratamento e sua eficácia. A identificação da cepa durante uma primo 

infecção materna, pode auxiliar no tratamento, entretanto, não é um indicativo de proteção 

durante uma reinfecção. Curiosamente, nos prontuários, 5 das pacientes foram diagnosticados 

com IgG de baixa avidez, enquanto apenas duas amostras de LA foram caracterizadas com 

baixa avidez contra os antígenos de UDI-2. Reforçando a ideia de que a preparação STAg de 

diferentes cepas confere perfis distintos de reatividade. Nós hipotetizamos que os resultados de 

avidez nas amostras de LA foram diferentes do soro não apenas pelo tipo de cepa utilizada nos 

ensaios, mas também pela diferença de tempo entre a realização dos exames hospitalares e as 

coletas de amostras. As amostras de LA foram coletadas quatro semanas após confirmação da 

soropositividade dos pacientes. Ainda assim, diferente do esperado, duas amostras 

permaneceram com baixa avidez de IgG contra a cepa UDI-2.  

Interessantemente, apesar da grande semelhança entre as cepas UDI-2 e ME49 na 

análise de extratos e de reconhecimento antigênico, ambas apresentaram um comportamento 

distinto em relação a patogenia no estudo de FRANCO et al., (2015); no qual foi demonstrado 

que a reinfecção pela cepa UDI2 de animais cronicamente infectados com ME49 promoveu o 

desenvolvimento de toxoplasmose congênita. Em nosso estudo foi possível detectar que embora 

existam semelhanças no perfil proteico de UDI2 e ME49, a força de avidez de IgG nas amostras 

de LA foi diferente, sendo 2 amostras com baixa avidez para o STAg de UDI2. Este resultado 

levanta a postulação de que diferenças sutis na composição proteica podem ter um grande 

impacto na patogenia e regulação da resposta imune do hospedeiro. Estes dados nos alertam 

sobre a importância do diagnóstico por cepa e a revisão dos protocolos de tratamento. No 

entanto, mais estudos são necessários para esclarecer como diferentes linhagens diferem no 

reconhecimento imunológico e nas respostas imunes durante a patogênese da toxoplasmose. 

 

 





51 

 

Em conjunto, com base em nossos resultados podemos concluir: 

• Das 33 pacientes suspeitas de TC, 32 apresentaram positividade no diagnostico 

por ELISA em amostras de LA; 

• A confirmação da presença de anticorpos no LA, reforçando a hipótese de sua 

importância na defesa contra infecções congênitas; 

• Diferentes cepas de T. gondii expressam diferentes proteínas em sua superfície, 

o que pode ter um impacto importante na resposta imune e patogenia da 

infecção. 

• De 5 pacientes diagnosticadas com IgG de baixa avidez apenas 2 obtiveram o 

mesmo resultado em ensaio de IB realizado com amostras de LA. 

Interessantemente, essa baixa avidez foi observada apenas contra o STAg da 

cepa UDI-2; 

• Os anticorpos presentes no LA de mães de alto risco reconhecem distintamente 

STAg de diferentes cepas, o que pode ser a causa da falha na proteção durante a 

reinfecção por outra cepa, mesmo se esta cepa fosse da mesma região. 
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Tabela 1. Informações dos prontuários das pacientes doadoras de LA soropositivas para 
a infecção por T. gondii 

 

  

Amostra Sorologia Tratamento PCR 

IgM IgG Avidez 

A1 + + Fraca Espiramicina/PSA + 
A2 + + Forte Espiramicina - 
A3 N.R. N.R. N.R. Espiramicina - 
A4 + + Forte Espiramicina - 
A5 - + Forte Espiramicina - 
A6 N.R. N.R. N.R. Espiramicina - 
A7 Ind. + Forte Espiramicina - 
A8 N.R. N.R. N.R. Espiramicina - 
A9 + + Fraca Espiramicina - 
A10 + + Forte Espiramicina - 
A11 + + N.R. Espiramicina - 
A12 - + Forte Espiramicina - 
A13 + + Forte Espiramicina - 
A14 + + Fraca Espiramicina - 
A15 + + Forte Espiramicina - 
A16 + + Moderada Espiramicina - 
A17 + + Fraca Espiramicina - 
A18 + + Forte Espiramicina - 
A19 Ind. + N.R. Espiramicina - 
A20 + + Forte Espiramicina - 
A21 + + Moderada Espiramicina - 
A22 + + N.R. Espiramicina - 
A23 + + Fraca Espiramicina - 
A24 + + Moderada Espiramicina - 
A25 + + N.R. Espiramicina - 
A26 + + Forte Espiramicina - 
A27 + + Moderada Espiramicina - 
A28 + -  Espiramicina - 
A29 + + Forte Espiramicina - 
A30 + + Forte Espiramicina - 
A31 + + Moderada Espiramicina - 
A32 + + Moderada Espiramicina - 
A33 + + Forte Espiramicina - 

N.R.: Não Relatado; Ind.: Indeterminado; PSA: Pirimetamina e sulfadiazina; - 

amostra negativa; + amostra positiva 
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Figura 4. (A) Análise do nível de anticorpos IgG anti-T. gondii em amostras de LA de gestantes 

em fase aguda e crônica da infecção, segundo as informações sorológicas encontradas nos 

prontuários. Também foi demonstrado os resultados das amostras sem informações sobre 

avidez. O ponto vermelho representa a amostra A28. (B) Perfil de bandas antigênicas da 

amostra A28 contra UDI-1, UDI-2, RH, ME49 e Santa Maria obtidos por Immunoblotting. 

Padrão de peso molecular (PM) e massa molecular aparente (MM) expressos em KiloDaltons 

(kDa) representados respectivamente a esquerda e a direita. 

  





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Perfil proteico de antígenos solúveis de T. gondii das cepas UDI-1, UDI-2, RH, ME49 

e Santa Maria em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) corado com coomassie azul. Peso 

molecular (PM) expresso em KiloDalton (kDa) (Padrões de Proteína Novex® Sharp Pre-

Stained). 
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Figura 7. Perfil de bandas antigênicas de STAg representativo e gráfico de frequência (%) de 

reconhecimento por anticorpos anti-T gondii de amostras de LA contra (A) RH; (B) ME49; (C) 

UDI-1; (D) UDI-2; e (E) Santa Maria obtidos por Immunoblotting. A linha pontilhada indica a 

frequência de frações antigênicas em pelo menos 50% das amostras. Padrão de peso molecular 

(PM) e massa molecular aparente (MM) expressos em KiloDaltons (kDa) representados 

respectivamente a esquerda e a direita. 
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Figura 8. Perfil de bandas antigênicas reconhecidas em teste de avidez e índices de avidez de 

IgG contra (A) RH; (B) ME49; (C) UDI-1; (D) UDI-2; e (E) Santa Maria obtidos por 

Immunoblotting. A linha pontilhada indica a frequência de frações antigênicas em pelo menos 

50% das amostras. Padrão de peso molecular (PM) e massa molecular aparente (MM) expressos 

em KiloDaltons (kDa) representados respectivamente a esquerda e a direita. 
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humana” sob responsabilidade dos pesquisadores: Lucas Vasconcelos Soares Costa;  Priscila 

Silva Franco; Angélica Lemos Debs Diniz; Márcia Aires Rodrigues de Freitas;  Deivid William 

da Fonseca Batistão; Ana Cláudia Arantes Marquez Pajuaba; Kleber Simônio Parreira; Tiago 

Wilson Patriarca Mineo; Eloisa Amália Vieira Ferro; José Roberto Mineo. 

Nesta pesquisa estamos buscando identificar novas cepas de T. gondii presentes em 

nossa região pelo isolamento e genotipagem do parasito em amostras de líquido amniótico (LA) 

e placenta de gestantes com toxoplasmose atendidas no atendias no Hospital de Clínicas da 

Universidade Federal de Uberlândia (HC-UFU).  

Na sua participação você fornecerá uma amostra do líquido amniótico e a placenta após 

o parto. A coleta do líquido amniótico oferece risco à gestação, uma vez que é um processo 

invasivo. Por outro lado, a amniocentese será realizada por médico especializado neste tipo de 

procedimento diminuindo assim os riscos de aborto. Caso você e o seu bebê forem 

diagnosticados com toxoplasmose, receberão acompanhamento e tratamento sem ônus. Já a 

placenta, será coletada logo após o seu parto e isso não trará prejuízos para sua saúde ou para a 

saúde de seu filho, uma vez que este material será normalmente expulso pelo seu organismo. 

Caso a placenta não fosse utilizada para esta pesquisa seria descartado após o parto. A amostra 

de líquido amniótico e a placenta será entregue pela equipe da obstetrícia para a Dra. Priscila 

Silva Franco ou para Lucas Vasconcelos Soares Costa para conduzir a pesquisa. 

Além da coleta do material, você também autoriza que os pesquisadores tenham livre 

acesso à sua ficha médica para sabermos se você possui toxoplasmose ou outra infecção que 

possa comprometer a interpretação dos resultados. Os dados que serão coletados: sorologia para 

IgG e IgM anti-Toxoplasma gondii, idade, idade gestacional, data do parto, tratamento, 

sintomas maternos, resultados de PCR. 

Esta pesquisa trará futuros benefícios para mães e filhos com toxoplasmose, pois 

permitirá a avaliação do tratamento contra a doença, além de obtermos dados epidemiológicos 

sobre as cepas de T. gondii presentes em nossa região. 

Em nenhum momento você será identificada. Os resultados da pesquisa serão 

publicados e, ainda assim a sua identidade será preservada. Você não terá nenhum gasto e ganho 

financeiro por participar da pesquisa. 
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A senhora é livre para parar de participar a qualquer momento sem nenhum prejuízo 

para senhora ou para seu filho. Uma cópia deste Termo livre e Esclarecido ficará com a senhora. 

Qualquer dúvida a respeito da pesquisa a senhora poderá entrar em contato com os 

pesquisadores: 

 

- Lucas Vasconcelos Soares Costa, Laboratório de Imunoparasitologia, Universidade Federal 

de Uberlândia – Campus Umuarama - Bloco 4C, Telefone: 3218-2195/ Fax: 3225-8668 

 

-Priscila Silva Franco, Laboratório de Histologia – ICBIM, Universidade Federal de 

Uberlândia, Campus Umuarama – Bloco 2B Telefone/Fax: 2225-8569 

 

- Eloisa Amália Vieira Ferro, Laboratório Histologia – ICBIM, Universidade Federal de 

Uberlândia, Campus Umuarama – Bloco 2B Telefone/Fax: 2225-8569 

 

- José Roberto Mineo, Laboratório de Imunoparasitologia, Universidade Federal de Uberlândia 

– Campus Umuarama - Bloco 4C, Telefone: 3218-2195/ Fax: 3225-8668 

 

Poderá também entrar em contato com o Comitê de Ética na Pesquisa com Seres-

Humanos – Universidade Federal de Uberlândia: Av. João Naves de Ávila, nº 2121, bloco A, 

sala 224, Campus Santa Mônica – Uberlândia –MG, CEP: 38408-100; fone: 34-32394131 

 

Uberlândia, --- de --- de ----. 

 

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, após ter sido devidamente 

esclarecido. 

 

 

_______________________________________________________ 

Assinatura da participante da pesquisa 

_______________________________________________________ 

Assinatura do pesquisador 

 


