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RESUMO

Toxoplasma gondii, parasito intracelular obrigatorio, ¢ capaz de infectar uma variedade de
hospedeiros podendo levar a toxoplasmose, geralmente, em individuos imunocomprometidos e
gestantes. Tem sido aceito que a toxoplasmose congénita ocorre com a passagem de taquizoitos
pela barreira placentaria quando a gestante esta na fase aguda da infecgdo, o que pode resultar
em graves sequelas para o recém-nascido quando nao tratada corretamente, entretanto ja foram
descritos casos de transmissdo quando hd uma segunda infec¢do por uma cepa de genotipo
distinto. No liquido amniotico, fluido que da suporte ao crescimento do embrido, € possivel
detectar taquizoitos em casos de transmissdo congénita. Considerando a importancia dos
anticorpos presentes no liquido amnidtico para a protecdo fetal e que a infeccdo congénita
também pode ocorrer em casos de reinfec¢do por uma cepa de genotipo diferente, este estudo
investigou o perfil de reconhecimento dos anticorpos maternos presentes no liquido amniético
contra cepas clonais e recombinantes de 7. gondii. Trinta e trés amostras de liquido amnidtico
de pacientes classificadas como de alto risco para toxoplasmose congénita, em tratamento,
foram adquiridas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU).
Nas informagdes clinicas sobre as gestantes, obtidas de seus prontuarios, a presenga 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
niveis de IgG anti-7. gondii por ELISA indireto nos trés grupos: (1) agudo, IgG negativo ou
baixa avidez; (2) Cronico, moderada ou forte avidez; (3) Sem resultados relatados de avidez.
Em apenas uma paciente foi observado um resultado negativo para IgG no ELISA, e ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os titulos de IgG detectados entre os grupos. Extratos de
antigeno soluvel (STAg) de duas linhagens clonais (RH e ME49) e trés linhagens atipicas (UDI-
1, UDI-2 e Santa Maria) foram separados por gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% para
analisar a diferenga das fragdes proteicas. O perfil eletroforético entre as cepas UDI-1, UDI-2,
RH e ME49 foi semelhante e uma discreta diferencga foi observada no isolado de Santa Maria.
Os mesmos extratos também foram utilizados para realizar ensaios de immunoblotting para
observar o perfil de reconhecimento antigénico das amostras de liquido amni6tico humano
contra as diferentes cepas. Além disto, foi realizado o ensaio de immunoblotting-avidez nas
amostras relatadas com baixa avidez de IgG no prontudrio. Verificou-se diferencas no padrao
de reconhecimento antigénico entre as cepas analisadas, sendo que a UDI-1 apresentou nove
fragdes reativas, sendo que, em cinco destas, foi a linhagem com o maior numero de bandas
reativas. No ensaio de avidez, os anticorpos exibiram moderada a alta avidez contra antigenos
das cepas RH, ME49, UDI-1 e Santa Maria. Duas amostras de liquido amni6tico mostraram
baixa avidez contra a UDI-2. Nossos resultados mostraram um perfil de reconhecimento de
anticorpos diferente contra cepas distintas de 7. gondii, sugerindo que os anticorpos produzidos
durante a primeira infec¢do ndo necessariamente protegem contra uma reinfecgao por diferentes
cepas. Novos estudos sdo necessarios para avaliar como diferentes gendtipos podem diferir na
producdo de anticorpos IgG contra 7. gondii, induzindo uma resposta humoral protetora ou ndo.

Palavras-chave: Toxoplasmose congénita, Toxoplasma gondii, Liquido amnidtico, Protegdo,
antigenos.



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 Clinicas of the Universidade Federal de
Uberlandia (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 1gG 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 7. 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 7. 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 protozoario intracelular obrigatorio, € o agente causador da
toxoplasmose, que pertence ao filo Apicomplexa, juntamente com outros parasitos de
importancia humana e veterinaria como Plasmodium ssp, Cryptosporidium ssp. € Neospora sp.
(FENOY et al., 2016; MOTA et al., 2017). Representantes desse filo apresentam algumas
organelas caracteristicas em comum como roptrias, condides ¢ micronemas (Figura 1). As
proteinas secretadas pelos micronemas participam do processo de adesdo e invasdo, enquanto
que as roptrias e granulos densos sdo importantes para modulagdo de processos intracelulares
da célula hospedeira, essenciais para seu ciclo proliferativo (MELO; JENSEN; SAEIJ, 2012).
Os conoides, por sua vez, participam da mobilidade do parasito (CARRUTHERS; SIBLEY,
1999; MORRISSETTE; SIBLEY, 2002).

O parasito possui trés formas infectantes, sendo elas: oocistos, bradizoitos e taquizoitos;
e seu ciclo reprodutivo apresenta fase sexuada e assexuada necessitando de um hospedeiro
definitivo e um intermediario, respectivamente (KHADEMVATAN et al., 2017). Os felinos
dos géneros Felix e Lynx podem atuar como hospedeiros definitivos ap6s contaminagdo por
ingestao de cistos teciduais, oocistos maduros ou taquizoitos, dando inicio ao ciclo sexuado no
epitélio intestinal desses animais (ELMORE et al., 2010; DABRITZ; CONRAD, 2010;
FEITOSA etal., 2017). Os humanos, e outros mamiferos e aves, sdo hospedeiros intermediarios
participando do ciclo assexuado do parasito. (DOLIWA et al., 2013).

A toxoplasmose ¢ uma doenca que apresenta distribui¢do mundial, e sua prevaléncia
varia de acordo com a regido, podendo ser menor em alguns paises (1%) até valores
preocupantes em algumas regides da Europa e América do Sul (90%) (FALLAH et al., 2018).
As infegdes geralmente sdao assintomaticas, entretanto podem ser observados sintomas clinicos
semelhantes a gripe e mais recentemente, tem-se descrito alteracdes comportamentais no
individuo infectado. A toxoplasmose em individuos imunossuprimidos e em gestantes pode
apresentar consequéncias graves para o individuo ou para o feto, no caso da toxoplasmose

congénita (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012; HAMPTON, 2015).

1.1.1. Formas infectantes

17



Os estudos conduzidos até os anos 70 descreviam apenas os estagios assexuados do
parasito: taquizoitos e bradizoitos. O ciclo sexual nos felinos e os demais estagios de
desenvolvimento foram descritos e melhor estudados ap6s 1970 (DUBEY, 2009). Atualmente,
sabe-se que o parasito apresenta um ciclo heteroxénico com fases sexuada e assexuada
(AFONSO; THULLIEZ; GILOT-FROMONT, 2006).

T. gondii possui duas principais formas evolutivas no hospedeiro intermediario,
conhecidas como: taquizoitos e bradizoitos (SKARIAH et al., 2010; FENOY et al., 2016). Os
taquizoitos sdo a forma de replicagdo rapida e causadores da fase aguda da doenga. Estes podem
se espalhar rapidamente pelo organismo do hospedeiro se replicando em quase todos os tipos
celulares (BLADER et al., 2015). A Replicacdo € rapida, por endodiogenia e em ciclo litico,

ocasionando a destrui¢do da célula hospedeira ao fim do processo (Figura 1).

Figura 1 — Ciclo litico celular e estrutura de 7. gondii
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Fonte: Blader et al., 2015 (adaptado)

Os bradizoitos também apresentam replica¢do por endodiogenia, porém mais lenta, e
formam cistos teciduais principalmente em células musculares e nervosas, caracterizando a fase
cronica da doenga (Figura 2) (WANG; YIN, 2014; FENOY et al., 2016; WOHLFERT;
BLADER; WILSON, 2017). A fase cronica pode se estender por toda a vida em casos de
individuos ndo imunocomprometidos (ELSHEIKHA, 2008; FENOY et al., 2016). O consumo
destes cistos pode levar a transmissdo do parasito aos felinos reiniciando o ciclo (BLADER et
al., 2015). Ja os esporozoitas (contidos dentro dos oocistos liberados nas fezes de felideos), sdo
as formas infectantes provenientes do processo de reprodugdo sexuada do parasito e podem ser
encontrados no meio ambiente contaminando agua, solos e alimentos (MONTOYA;

LIESENFELD, 2004; SKARIAH et al., 2010; SANTANA et al., 2015; YAN et al., 2016).
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Figura 2 — Ilustragdo do processo de diferenciagdo de taquizoitos em bradizoitos de

T. gondii
Alto pH Oxido nitrico
Baixo pH TNFa
Choque térmico IFNy
Taquizoito ‘ Eﬁcistamento Bradizoito
/ 4
Reativagao
Falta de IL-12 Falta de Oxido nitrico
Falta de TNFa Falta de IFNy

Fonte: Soares, 2010
1.1.2. Ciclo de vida

O ciclo de vida de T. gondii inicia-se com a ingestdo de cistos e/ou oocistos pelo
hospedeiro intermediario. Em seguida, ocorre a degradagdo de suas paredes externas por acio
enzimatica no ambiente estomacal ou dentro de vactiolos parasitéforos, promovendo a liberagao
das formas infectantes, bradizoitos e esporozoitos, na luz intestinal, cerca de 6 horas apds a
infeccdo (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; BLADER et al., 2015; SKOTARCZAK, 2016).
Ao entrar em contato com o epitélio intestinal, as formas infectantes iniciam o processo de
invasdo celular e diferenciagdo em taquizoitos, com rapida replicagdo assexuada por
endodiogenia e intensa destrui¢do celular (OVCIARIKOVA et al., 2017). Os parasitos
extracelulares ndo apresentam a capacidade de divisdo celular, entretanto, sdo bastante mdveis
e utilizam-se do complexo apical para se locomover.

A locomogdo ocorre por meio do deslocamento do conodide no anel polar superior e
secre¢do do contetido dos micronemas; as roptrias também possuem um papel importante nesse
processo (Figura 1) (BLADER et al., 2015). Aproximadamente 3 dias apos a infecgdo, os
taquizoitos alcangam a circulagdo e podem estar presentes em qualquer célula, tecido ou fluido
biolégico (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; BLADER et al.,, 2015). Este estagio ¢
caracterizado por fase aguda da infec¢do, com grande risco de transmissdo congénita. O
hospedeiro, entdo, inicia uma resposta imune visando controlar a replicagdo e a permanéncia
do parasito no organismo, entretanto, o parasito utiliza-se de mecanismos para evadir da

resposta imune, e desencadeia o seu processo de diferenciagcdo de taquizoitos em bradizoitos
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(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; PITTMAN; KNOLL, 2015). Fatores como mudangas no
pH, a presenca de citocinas do perfil Thl e moléculas citotoxicas liberadas pelas células do
sistema imune contribuem para a geracdo de um ambiente desfavoravel a permanéncia do
parasito favorecendo a diferenciagdo dos bradizoitos e o processo de encistamento (SOARES,
2010; BLADER et al., 2015). Os bradizoitos garantem a permanéncia do parasita no
hospedeiro, pois possuem um processo lento de replicagdo, e sd3o envoltos por uma parede
cistica 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
influéncia do sistema imunolégico, sdo fatores determinantes para o sucesso do parasito

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

1.2. Caracterizacio de cepas

Cepas do tipo I, como RH, BK e VEL, sdo mais virulentas em humanos e camundongos,
causando maior mortalidade e doengas oculares mais graves (COMMODARO et al., 2009;
DUBEY, 2016; FEITOSA etal., 2017). Cepas do tipo I, como ME-49 e M3, sdo predominantes
em isolados de pacientes com AIDS e/ou encefalite toxoplasmica. Também se relacionam aos
casos de reativagao da infec¢do cronica em humanos e infecgdes congénitas (AJZENBERG et
al., 2002; SIBLEY et al., 2009; DUBEY, 2016; CHAICHAN et al.,2017). Cepas do tipo III,
como VEG e M-7741, estdao associadas as infec¢des animais e causam infecgdes brandas e
assintomaticas (KIM; WEISS, 2004; SIBLEY et al., 2009; DUBEY, 2016; CHAICHAN et
al.,2017).

Em diferentes regides do mundo j& foram identificadas linhagem ndo-clonais da
classificagdo atual. Estas cepas ditas “atipicas” 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 7. gondii, a maioria dos estudos
utilizam a técnica da PCR-RFLP (polimorfismo no tamanho dos fragmentos de restri¢cao)
(AJZENBERG et al., 2005; PENA et al., 2008; SOARES et al., 2011; SU et al., 2012). Nas
analises de isolados oriundos de varias regides do mundo, além de Europa e Estados Unidos,
observou-se uma alta porcentagem de gendtipos atipicos ou recombinantes, sugerindo que a
populacdo de 7. gondii seria altamente diversa nessas regidoes (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 7. gondii encontradas no
Brasil e na Coldmbia sdo mais patogénicas e bioldgica e geneticamente diferentes daquelas da
América do Norte.

Vérios 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; FRAZAO-
TEXEIRA et al., 2011; PENA et al., 2011), e todos eles apresentaram resultados semelhantes
mostrando alta diversidade genotipica dos isolados brasileiros. Acredita-se que a amplitude
geografica e a grande biodiversidade da fauna do Brasil possam contribuir para essa maior
variabilidade genética das cepas brasileiras de 7. gondii (DARDE, 2008; KHAN et al., 2009).

Um estudo realizado em Uberlandia, Minas Gerais, conseguiu o isolamento de duas
cepas em amostras de coragao de galinhas, denominados TgChBrUD1 (UDI-1) e TgChBrUD2
(UDI-2). A genotipagem desses isolados mostrou que TgChBrUDI1 pertence ao tipo Brll
(genotipo #11 no ToxoDB PCR-RFLP) e TgChBrUD?2 ao tipo Brl (genétipo #6 no ToxoDB
PCR-RFLP) (LOPES et al., 2016). Na genotipagem, observou-se que os isolados sdo o
resultado de recombinagdes genéticas das trés linhagens clonais de 7. gondii e ainda possuem
alelos ndo comuns as cepas tradicionais do parasito. Enquanto UDI-1 possui cinco marcadores
genéticos da cepa tipo I, dois para tipo Il 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 atipico daqueles encontrados
nos tipos I, II e III do parasito, denominado ¢22-8 (LOPES et al., 2016). Os isolados ainda
diferem no tempo de replicagdo. Parasitos UDI-1 replicam mais lentamente no interior de
células fibroblasticas da linhagem HFF, enquanto os parasitos UDI-2 sdo capazes de replicar e
romper as células hospedeiras em menor intervalo de tempo. A infec¢do in vivo, utilizando
modelos experimentais em roedores, resultou em baixa taxa de sobrevivéncia dos animais, 0
que demonstra semelhancas de ambas as cepas brasileiras com as cepas virulentas de 7. gondii
(LOPES et al., 2016). Além disso, existem diferencas na capacidade de indug¢ao de morte celular
por apoptose, além da susceptibilidade e indugdo de resposta imune, indicando possiveis graus
diferenciados de viruléncia entre os parasitos das cepas UDI-1 e UDI-2 obtidas apos infecgao
experimental de Callomys callosus ou de parasitos mantidos apenas em cultura celular (LOPES-
MARIA et al., 2013).

Em um recente estudo epidemiolédgico, 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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apresentavam padrdes de clivagem idénticos e foram consideradas atipicas, uma vez que ndo
possuiam um padrdo semelhante a nenhum dos trés tipos clonais descritos na literatura
(MARTINS et al., 2018). Estudos in vivo utilizando camundongos Swiss foram realizados e

observou-se uma alta viruléncia desta cepa, sendo a sua viruléncia comparada a da cepa RH

(NINO et al., 2018).

1.3. A Toxoplasmose

Estima-se que 1/3 da populagdo mundial esteja acometida pela toxoplasmose de forma
assintomatica. O ciclo assexuado da toxoplasmose acomete cerca de 80 a 90% das pessoas
imunocompetentes, onde cerca de 10% apresentam sintomas inespecificos e ndo necessitam de
tratamento (MUMCUOGLU et al., 2014; SANDERS et al., 2017). Entretanto, as formas mais
graves da doenca sdo vistas em individuos imunocomprometidos e em recém-nascidos (RN) de

gestantes infectadas durante o periodo gestacional (FABIANI et al., 2015; FEITOSA et al.,

Figura 3 — Ciclo e formas de contaminacdo por 7. gondii
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2017). A forma mais comum de transmissdo € a ingestdo de oocistos liberados nas fezes dos
felinos que podem contaminar o solo, frutas e vegetais. Outras formas incluem a ingestao de
cistos em carne malcozida e a transmissao vertical durante a passagem dos taquizoitos pela
placenta, acarretando em sérias complicagdes fetais que podem levar a obito (Figura 3)
(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012; FEITOSA et al., 2017; SMIT et al., 2017).

A infeccdo segue em dois estagios. A fase aguda ¢é caracterizada pela alta parasitemia
da forma taquizoito do parasito. Em seguida, na fase crdnica, a parasitemia entra em laténcia e
0s parasitos invadem as células se multiplicando na forma de bradizoitos dentro de cistos
teciduais que podem permanecer vidveis durante toda a vida do hospedeiro (FENOY et al.,
2016; MOSE et al., 2017). Durante a infec¢do, o parasito ¢ capaz de penetrar nas células
migratorias do sistema imune, como monocitos, linfocitos e células dendriticas, sendo
disseminado pelo organismo e alcangcando outros tecidos (LAMBERT et al., 2006; MOSE et
al., 2017; SIBLEY et al, 2011). No cérebro, regido de imunoprivilégio, as complicagdes
compreendem disfungdes neuroldgicas, 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 apresentacdo da toxoplasmose € o comprometimento
ocular. A condi¢do pode acontecer durante a fase aguda da infec¢@o ou anos apos o periodo de
encistamento dos bradizoitos (OREFICE et al., 2010), o que torna dificil distinguir o
diagnostico da toxoplasmose ocular da infec¢do congénita de aparecimento tardio. Estima-se
uma prevaléncia de 30% em todos os casos de toxoplasmose ocular sejam por toxoplasmose
congénita, assim ¢ provavel que a infec¢do adquirida tenha mais casos clinicos do que a forma
congénita (GARWEG, 2016). O diagnostico clinico pode ser prejudicado devido ao fato das
lesdes passarem despercebidas em alguns casos (BOSCH-DRIESSEN; ROTHOVA, 1999).

1.3.2. Toxoplasmose congénita

A toxoplasmose congénita pode ocorrer em gestantes infectadas no inicio ou durante a
gestacdo (POMARES; MONTOYA, 2016). Neste periodo, os taquizoitos, ainda livres na

circulacao, podem alcangar a barreira placentaria, transpassa-la e ganhar acesso a circulagao 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;
DARDE, 2012; KODJIKIAN, 2010; POMARES; MONTOYA, 2016).

Outra forma de transmissao pode ocorrer em casos de reagudizagdo de infec¢ao cronica
materna causada por alguma disfun¢do imunoldgica, o que pode levar a transmissdo
transplacentaria (HAMPTON, 2015; KODIJIKIAN, 2010). Alguns estudos relatam que a
gestante com infec¢do cronica e imunocompetente apresenta pequeno risco de transmitir a
infecc¢do para o feto (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; VALDES et al., 2011; HAMPTON,
2015). Em casos que a gestante possui cistos no endométrio, pode ocorrer rompimento destes
por distensdo mecanica ou acao litica das vilosidades coridnicas, dessa forma os bradizoitos sdo
liberados e alcangam os tecidos fetais (KAWAZOE, 2005). Além disto, alguns estudos também
relatam que a imunidade adquirida em uma primeira infec¢do nio seja suficiente para evitar
reinfeccao por diferentes cepas de 7. gondii (ARAUJO; SLIFER; KIM, 1997; DAO et al., 2001;
ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009).

As principais consequéncias que caracterizam uma infeccdo congénita sdo:
microcefalia, hidrocefalia, calcificacdo intracranial e coriorretinite, além de retardamento
mental e psicomotor. A maioria dos RN infectados nascem assintomaticos para a doenca,
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-infec¢ao
materna humana resultam em comprometimento fetal. A probabilidade de transmissdo fetal
também pode variar de acordo com o periodo de infec¢do. Quando a primo infeccdo materna
ocorre no periodo pré-concepcao ha 1% de chance de transmissao (ROBERT-GANGNEUX
and DARDE, 2012). Caso a gestante adquira a infec¢io no primeiro ou segundo trimestre
gestacional, a possibilidade de transmissdo vertical sobe para 10-20% e o comprometimento
fetal pode ser mais grave levando até mesmo ao aborto. Se a infeccdo ocorrer no terceiro
trimestre, a possibilidade da infecgdo fetal ¢ de 60-90%, mas as chances de comprometimento
fetal sdo menores (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; KODJIKIAN, 2010; POMARES;
MONTOYA, 2016).

1.3.3. Diagnéstico

A fim de reduzir os riscos de infec¢do congénita, ¢ de suma importancia que o

diagnostico seja acurado e sensivel e que a infec¢do seja detectada cedo (HAMPTON, 2015).
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Apesar de ser assintomadtica, a toxoplasmose pode apresentar alguns sinais clinicos em adultos
e criangas imunocomprometidos semelhantes a mononucleose infecciosa, sendo diagnosticada
por anamnese (FRENKEL, 2002). O diagnostico laboratorial inclui a obtengdo de amostras
biologicas como sangue e liquido amnidtico (LA). A reatividade da resposta imune do
hospedeiro contra o parasito pode ser detectada, aproximadamente, duas semanas apds a
infeccdo com os anticorpos IgG, IgM e IgA no soro. (MINEO et al., 1993).

O diagnostico sorologico € comumente realizado no inicio do pré-natal. Os titulos de
IgG e IgM devem ser cuidadosamente analisados. A presenca de altos titulos de IgM pode
indicar uma infeccgdo recente. A auséncia de IgG com a presenca de IgM é também um forte
indicio de infeccao aguda (HAMPTON, 2015). Caso confirmada a presenga de IgG anti-T.
gondii também pode ser realizado o teste de avidez de IgG. Este teste pode determinar o
provavel periodo de infeccdo materna baseado na maturacdo da imunoglobulina G, assim, a
presenga de anticorpos de baixa avidez, pouco maturados, indica uma possivel infec¢ao recente
e pode ser correlacionado com o risco de infeccdo congénita. Em casos de suspeita de primo
infec¢do materna, ¢ recomendado a coleta de LA para a deteccao do DNA do parasito por PCR.
Os alvos de amplificagdo comumente escolhidos sdo o gene Bl e o gene P30 (BUCHINDER;
BLATZ; RODLOFF, 2003; REMINGTON; THULLIEZ; MONTOY, 2004; SKOTARCZAK,
2016). Além do LA também podem ser utilizadas amostra de sangue, liquor, humor aquoso,
fluido de lavado bronco-alveolar e até urina para o diagnostico (KHALIFA et al., 1994).

O diagnéstico final confirmatorio inclui o uso do ultrassom, recomendado para gestantes
com alto risco de TC (HAMPTON, 2015). O diagnéstico por imagem pode mostrar
anormalidades no desenvolvimento neuronal, relacionadas a infec¢ao. Dentre as complicacdes
que podem ser reveladas no teste estdo: hidrocefalia, ventriculomegalia e calcificagdes
intracerebral. Outros sinais como esplenomegalia, nefrose congénita e ascite também podem
ser detectados e relacionados a TC (HAMPTON, 2015).

ApOs 0 nascimento € necessario acompanhar a soroconversao da crianga, 0s anticorpos
maternos ainda persistem no sangue do RN por até¢ um ano. A deteccdo destes anticorpos em
titulos constantes ou crescentes indica a infec¢@o da crianca, uma vez que os niveis provenientes
da mae tendem a decrescer com o tempo (BOYER et al., 1998). Um problema encontrado no
diagnostico soroldgico da toxoplasmose € a presencga de anticorpos IgM residuais, o que nao

necessariamente, indicam uma infec¢ao aguda (PETERSEN, 2007).

1.3.4. Tratamento e prevencio
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Segundo a organizagdo mundial da saude, a espiramicina ¢ a droga de escolha para
gestantes com alto risco de TC (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ELSHEIKHA, 2008;
ROBERT-GANGNEUX and DARDE, 2012; CDC, 2018). Apds a confirmagio da infecgio
fetal o tratamento muda para uma combinacao de sulfadiazina e pirimetamina (PSA) associadas
ao acido folinico (RORMAN et al., 2006). O uso do PSA também ¢ utilizado em casos de
toxoplasmose ocular, juntamente com corticosteroides para impedir a parasitemia e a remogao
cirtrgica dos cistos se necessario (OREFICE et al., 2010). Outra droga em estudo para o
tratamento da toxoplasmose congénita, testada em murinos, linhagens celulares e explantes
placentarios, ¢ a azitromicina, a qual apresenta atividade inibitoria prolongada sobre a
replicagdo intracelular de taquizoitos e uma menor toxicidade (GILMAN, 1997; MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; FRANCO et al., 2011; CASTRO-FILICE et al., 2014). Entretanto, apesar
da existéncia do tratamento para a toxoplasmose congénita ha quase trinta anos, nao se sabe ao
certo a real eficiéncia do mesmo, e também qual o real mecanismo de a¢do dos farmacos nas
mulheres e nos fetos (PINARD et al., 2003; ELSHEIKHA, 2008).

A prevencao da TC pode ser dividida em primaria, secunddria e terciaria. Os programas
de educagdo ¢ saude publica compdem a prevengdo primaria (FOULON, 1992). E
recomendando, principalmente as gestantes, que evitem contato com materiais potencialmente
contaminados, como carnes cruas, frutas e verduras com higienizacao deficiente e caixas de
areia com dejetos de gatos (BOJAR; SZYMANSKA, 2010). A prevencao secundaria reside em
evitar a transmissdo materno-fetal por meio de um diagnostico apurado e o tratamento
preventivo (FOULON; NAESSENS; DERDE, 1994). Ja a prevencao terciaria recomenda o
acompanhamento soroldgico do bebé e os esforcos em evitar o aparecimento de sequelas

consequentes da transmissdo congénita (HALL, 1992).

1.3.5. Importancia do LA na transmissao e diagnostico da toxoplasmose

O LA ¢ o fluido protetivo responsavel por auxiliar o desenvolvimento fetal dentro da
bolsa amnidtica. Dentre as suas fungdes, ele evita a compressdo da medula por proporcionar
um ambiente livre de choques mecanicos e mantém a temperatura adequada. Ainda, ele
proporciona uma barreira imunologica que auxilia no combate a patogenos (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 € variavel, mas tende a aumentar muito até a metade do terceiro trimestre
de gravidez e, entdo, comeca a declinar (MUSSAP et al., 1996; PERNI et al., 2004). Ele ¢
composto de varios tipos celulares, mas principalmente amnidcitos e células dos tecidos
expostos do feto, como pele e pulmdes, e dos fluidos produzidos por este. Além disso, sdao
encontradas proteinas e citocinas que atravessam a placenta. E 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 gestagao o corio e o cordao umbilical sdo a principal
fonte de fluidos que dard volume ao LA. Do corddo vém fluidos provenientes do soro materno.
Nesta fase, o LA representa uma extensdo do compartimento de fluido extracelular fetal
(GOMEZ-LOPEZ et al., 2018). Entretanto, ao alcancar o desenvolvimento renal completo no
terceiro trimestre, o feto passa a eliminar urina dentro da bolsa amnidtica contribuindo para o
volume final. J& o nimero de células varia de 10 a 1000 células por pl, dentre elas podem ser
encontrados um baixo numero de células imunes como macréfagos, neutréfilos e até linfocitos
(ZWEMER; BIANCHI, 2015; GOMEZ-LOPEZ et al., 2018). Também ja foi reportado que a
concentragdo de componentes soluveis presente no LA excede as encontradas no soro materno,
sugerindo que a principal fonte de producdo e excrecao ¢ fetal. Dentre estas substancias, podem
ser encontradas carboidratos, peptideos, proteinas, lipidios, lactato, piruvato, eletrdlitos,
enzimas ¢ hormonios, entre outros, muitos responsaveis também pela defesa do feto contra
patogenos. Isto faz do LA um material rico em células e substrato proteico (PRUSA;
HENGSTSCHLAGER, 2002; PERNI et al., 2004; ZWEMER; BIANCHI, 2015). O conjunto
de cé¢lulas e moléculas descritas e encontrado no LA podem ser utilizadas como marcadores
para averiguacdao da homeostasia gestacional (MUSSAP et al., 1996).

Por ser um ambiente tdo propicio a instalacdo e transmissdo vertical, parasitos podem
passar para o LA seguindo uma infec¢do derivada da placenta nas membranas amnioticas.
Como o neonato possui um contato direto com o LA, e o absorve constantemente, esta sujeito
a infeccoes (de OLIVEIRA AZEVEDO et al., 2016). Para alguns parasitos esta rota adicional
parece ndo ser relevante ja que eles ndo sdo muito encontrados no LA. Todavia, ¢ uma rota
determinante para o 7. gondii que ¢ frequentemente detectado neste ambiente (CARLIER et al.,
2011). Por este motivo, o LA ¢ utilizado no diagnostico pré-natal em casos de infecc¢ao por 7.
gondii na 16* semana de gestacdo, ou quatro semanas apo6s a infec¢do materna (MUSSAP et al.,
1996). E mais comum o uso de PCR para detec¢io do parasito, entretanto, na maior parte dos

centros de referéncia em diagnostico, o LA também ¢ inoculado em camundongos para a
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detecgdo de anticorpos de 4 a 6 semanas ap6s o ensaio. Devido ao longo tempo de espera e a
baixa sensibilidade, se comparada a PCR, este método ¢ mais destinado a isolamento de cepa

(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

1.4. Imunidade relacionada a infeccio por 7. gondii

1.4.1. Imunidade Celular

No curso da infecgdo, o sistema imune ¢ ativado durante a penetracdo do parasito no
epitélio intestinal com alta estimula¢do da resposta do tipo Th1 (BRAUN et al., 2013; JONES;
KORCSMAROS; CARDING, 2017). Os danos causados pela entrada de 7. gondii acionam as
c¢lulas da imunidade inata que fazem o reconhecimento do patégeno através dos receptores do
tipo Toll-like. Este reconhecimento promove a produgdo de citocinas proinflamatérias, como
IL-12 e IFN-y, essenciais para o controle da infec¢do. Dentre as func¢des destas citocinas estao
a ativacdo de macrofagos, células dendriticas, linfécitos T e linfocitos natural killer
(YAROVINSKY, 2014). Os macrofagos, por sua vez, sdo responsaveis pela producao de 6xido
nitrico, desempenhando agdo toxica contra o parasito (CHING, 2016; JONES;
KORCSMAROS; CARDING, 2017). T. gondii produz proteinas, tais como proteina 1 e
lipoxina A4, para induzir uma resposta supressora, promovendo uma relacdo parasito-
hospedeiro estavel (JONES; KORCSMAROS; CARDING, 2017).

Além destas citocinas, o fator de inibi¢do de migracdo de macrofagos (MIF) possui
diversas funcdes importantes na indugao da resposta contra patdogenos e pode ser produzido por
diversos tipos celulares. MIF favorece a resposta imune contra 7. gondii pela indugao da sintese
de proteinas proinflamatorias IL-12 e IFN-y, essenciais no controle da infec¢do. Ainda, MIF
possui um papel importante mantendo macréfagos ativados e esta 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 infeccdo € capaz de induzir a producao de altas quantidades de anticorpos no sangue,
e intestino. Estes anticorpos desempenham um papel importante no controle da infec¢do por 7.

gondii, além de serem bons marcadores para o estabelecimento do diagndstico sorologico para
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a doenca (PETERSEN, 2007; SERRANTTI et al, 2011). A ativacdo de linfocitos B é dependente
da participagao de linfécitos T CD4+ através da sinalizagdo direta por receptores de superficie,
como CD40, e por liberagao de citocinas como a IL-4 (TOELLNER et al., 1998). Esta ativagdo
leva a producao de cinco isotipos de anticorpos pelas células B: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE
(HOFFMAN; LAKKIS; CHALASANI, 2015).

Anticorpos IgM sdo os primeiros anticorpos produzidos sendo encontrados uma semana
apos a infecgdo, alcangando titulos maximos em poucas semanas ¢ declinando gradualmente.
A infecgdo via oral, em alguns hospedeiros, pode induzir a formacao de anticorpos IgA
juntamente com as IgM. Entretanto, a IgA atinge titulos maiores e persiste por 3 a 4 meses no
hospedeiro (DE PASCHALE et al., 2008; VILLARD et al., 2016). Anticorpos IgG usualmente
sao produzidos uma a duas semanas apds a infeccdo alcangando titulos maximos em seis
semanas, podendo declinar em alguns meses ou anos, com titulos baixos permanecendo por
toda a vida (ELSHEIKHA, 2008; TALABANTI et al., 2010; VILLARD et al., 2016).

Uma vez estabelecida a resposta especifica contra 7. gondii a produgao de anticorpos ¢é
relativamente rapida e intensa, com altos titulos de IgG e IgM frente a uma reinfeccao
(FILISETTI; CANDOLFI, 2004). J4 foi descrito que a sintese de anticorpos se dava de forma
constante, proporcional a exposi¢ao aos antigenos do parasito, e esta exposi¢ao poderia ser tanto
pela constante presenga dos cistos teciduais como por reinfecgdes, independentemente da cepa
(FILISETTI; CANDOLFI, 2004). Os anticorpos sao responsaveis, desta forma, pela protecao
contra as formas extracelulares do parasito (VILLARD et al., 2016). Interessantemente, durante
o periodo gestacional, ocorre uma maior sintese de anticorpos ndo citotoxicos consequente dos

altos niveis de progesterona (DRUCKMANN; DRUCKMANN, 2005).
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A infec¢do por 7. gondii, acomete cerca de 2 bilhdes de pessoas no mundo e apesar da
baixa ocorréncia de sintomas, grupos de risco como gestantes e pessoas imunocomprometidas
podem apresentar consequéncias graves da doenca. Além disto, gestantes infectadas durante a
gravidez expdem o feto a graves complica¢des que podem levar a obito. E estimado que de 1-
8 gestantes em 1000 sejam expostas ao protozoario. Dentre as complicacdes, o recém-nascido
pode apresentar microcefalia, hidrocefalia e cegueira, prejudicando sua qualidade de vida e
promovendo um impacto socioecondmico relevante (MIZANI et al., 2017; SMIT et al., 2017).

Alguns estudos em modelo animal demonstraram que a imunidade adquirida por uma
primeira infec¢do € ineficaz contra uma reinfec¢do por diferentes cepas de 7. gondii (DAO et
al., 2001; ARAUIJO; SLIFER; KIM, 1997). Elbez-Rubinstein e colaboradores (2009)
publicaram um relato de caso onde uma paciente previamente imunizada apresentou TC,
comprovando os dados j4 demonstrados em modelo experimental (FRANCO et al., 2015).

Desta forma, considerando a importancia da resposta imune humoral durante a gestagao,
uma melhor compreensdo do perfil de reconhecimento dos anticorpos maternos presentes no
liquido amnidtico contra cepas distintas torna-se necessario, assim como a participagao desses

anticorpos na protecao fetal, em especial nos casos de reinfecgao.
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3.1. Objetivo geral

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

reconhecimento de extrato antigénico soluvel de diferentes cepas de 7. gondii.

3.2.  Objetivos especificos

. Conferir as informacgdes clinicas presentes nos prontuarios das gestantes sobre o

tratamento e controle da infecao fetal,

. Verificar a presenga de anticorpos nas amostras de LA;
J Analisar o perfil proteico dos extratos de diferentes cepas de 7. gondii;
o Avaliar as diferengas entre o perfil de reconhecimento antigénico dos anticorpos

presentes no LA frente a diferentes cepas de 7. gondii;
o Determinar a avidez de IgG em amostras de LA suspeitas de fase aguda

utilizando STAg de diferentes cepas.
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4.1. Consideracgoes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos (CEP)
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob protocolo nimero 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 apds deixé-las cientes de todos os procedimentos

envolvidos, em obediéncia as Resolugdes n® CNS 347/05 ¢ CNS 196/96 do Ministério da Saude.

4.2. Amostras de LA e analise de prontuarios

As amostras foram obtidas de trinta e trés gestantes soropositivas diagnosticadas sob
alto risco de TC, com base em testes sorologicos (IgM, IgG e avidez de IgG) no Hospital das
Clinicas da UFU (HC-UFU) em Uberlandia, Minas Gerais, Brasil, submetidas a amniocentese
por uma médica profissional. Todas as pacientes foram tratadas (Tabela 1). O procedimento foi
realizado quatro semanas apos a diagnostico sorologico e cerca de 9 mL de LA foram coletados.
O presente estudo utilizou remanescentes de LA, material que seria descartado das amostras
coletadas para diagnostico da TC. Assim que recebidas, as amostras foram centrifugadas para
a coleta do sobrenadante que foi utilizado para andlise de anticorpos. Como controle, trés
amostras de LA coletadas de parto cesarea de maes soronegativas foram coletadas.

Todas as informagdes clinicas das pacientes foram obtidas de seus prontuarios médicos
no Setor de Arquivos Médicos do HC-UFU, apos consentimento (ANEXO II). Foram
pesquisadas as seguintes informacdes nos prontuarios: (1) Resultados de exames soroldgicos;
(2) Resultados dos exames de PCR no LA; (3) Tratamento utilizado durante a gestagcao

relacionado a toxoplasmose.

4.3. Manutencao das cepas e preparo de antigeno soluvel de 7. 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. Taquizoitos de cada cepa foram mantidos por passagem serial em cultura de células
HeLa por 48 a 72h. As monocamadas de células HeLLa foram mantidas em garrafas de 25cm? e
75c¢cm? a 37°C com 5% CO? em meio RPMI 1640 contendo 2mM glutamina (Gibco) contendo
10% de soro fetal bovino (Cultilab) penicilina/estreptomicina (50U ou pg/ ml)). Os taquizoitas
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de T. gondii foram mantidos em monocamadas de células HeLLa a 37°C em 5% CO2 com meio
RPMI 1640 incompleto, glutamina (2mM) e antibiotico/antimicético (Gibco-100 unid/mL
penicilina, 100 pg/mL estreptomicina). A medida que a maioria das células infectadas em
cultura encontraram-se lisadas pelos parasitos, o meio do frasco contendo taquizoitas 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 preparagao de antigenos soluveis de
T. gondii.

O STAg de cada cepa foi preparado como descrito por Carvalho e colaboradores (2008),
com algumas modificagdes. Suspensdes parasitarias (1 x 10® taquizoitas/mL) foram tratadas
com coquetel de inibidores de proteases (Complete ULTRA Tablets, Mini, EASYpack, Penzberg,
Bavaria, Alemanha) e, entdo, submetidas a dez ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio
liquido 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 dura¢do de 5 minutos, com
pulsos de 30 segundos e intervalo de 10 segundos entre eles. Apos centrifugacao (10.000 x g,
30 minutos, 4 °C), o sobrenadante foi coletado, a concentragdo proteica foi determinada por
absorbancia no NanoDrop (NDI1000 Spectrophotometer). Aliquotas dos antigenos foram

armazenadas a -20 °C até a utilizagao.

4.4. Anilise de anticorpos por ensaios imunoenzimaticos (ELISA)

Para a pesquisa de anticorpos IgG total anti-7. gondii nas amostras de LA foi utilizado
o ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA). Brevemente, placas de microtitulagdo de alta
afinidade (Corning Laboratories 3590 inc., New York, EUA) foram sensibilizadas com uma
solugdo de STAg (cepa RH) (10 pg/mL) em tampao bicarbonato de sddio a 0,06M (pH 9,6) por
18 horas a 4 °C. A seguir foi realizado o bloqueio de sitios inespecificos da microplaca pela
adicao de 150 pl de PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e 5% de leite em p6 desnatado
(PBS-TM) (Molico, Nestlé, Sao Paulo, SP) (PBS-TM) por 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, as amostras de LA em duplicadas (50 pl), diluidas a 1:64 em 1% PBS-TM,
foram adicionadas a microplaca. Paralelamente, as amostras de LA controles, nas mesmas
diluicdes, foram incluidos na andlise. Apds incubagdo por 1 hora a 37 °C, foi adicionado o
anticorpo de cabra anti-IgG humana conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich Chemical Co.,

St. Louis, MO, EUA) diluidos na razao 1:2000 em PBS-TM, e a placa foi incubada por 1 hora
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a 37 °C. Entre cada etapa da rea¢do foram realizados ciclos de lavagem com PBS-T para a
retirada do excesso de reagentes. A reagdo foi revelada pela adi¢@o das solugdes A e B (v/v) do
kit comercial contendo substrato enzimatico H202 e o cromoégeno 2,2’-azino-bis-3-etil-
benzotiazolina &cido sulfonico (ABTS) (ABTS Peroxidase Substrate System; KPL, Kirkegaard
& Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, Maryland, EUA).

A densidade optica (DO) foi determinada a 405 nm em uma leitora de microplacas
(SpectraMax® M?2 Systems,; Molecular Devices, LLC, San Jose, CA, USA). O limite de
positividade (cut off) da reacao 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 sédio SDS-

PAGE e obten¢io das membranas contendo os STAg

Cada amostra de STAg das cinco diferentes cepas foram previamente solubilizadas em
tampao de amostra para eletroforese (Tris-HCl 0,1 M, SDS 4%, glicerol 20%, azul de
bromofenol 0,2%), aquecidos a 95°C durante 5 minutos e, entao, submetidas a eletroforese
unidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%, com gel de empilhamento a 5%,
em condi¢des desnaturantes e ndo redutoras (10 pl/banda). A corrida foi realizada utilizando-
se o sistema de eletroforese vertical em mini-gel (Hoefer Pharmacia biotech Inc., Sao
Francisco, CA, EUA), sob corrente constante de 26 mA por, aproximadamente, 1 hora. Em um
poco paralelo as amostras foi aplicado 5 pl do marcador de peso molecular para identificagdo
das bandas proteicas (Novex™ Sharp Pre-stained Protein Standard, Invitrogen™, USA). O gel
foi corado com solugdo azul brilhante de Coomassie (0,05%) e as fracdes de cada amostra foram
determinadas e avaliadas no ChemiDoc Imagers (ChemiDoc™ Imaging Systems, Bio-Rad,
Laboratories, Hercules, CA, USA). Além disso, aproximadamente 150 pg de cada STAg foi
corrido separadamente em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% de nas mesmas condi¢des
e eletrotransferido para membranas de nitrocelulose com poros de 0,22 um (Sigma-Aldrich
chemical Co., St. Louis, MO, EUA) utilizando-se de um sistema semi-umido de transferéncia
(Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, BIO RAD, Laboratories, Hercules, CA, USA) por
30 minutos a uma corrente constante de 0,8 mA/cm? do gel para ensaios de imunoblotting. A
eficiéncia da transferéncia foi confirmada pela coloragdo das membranas com solugdo de

Ponceau a 0,5%.
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4.6. Immunoblotting (1B) para caracterizacdo antigénica das fracoes de STAg

das cinco cepas de 7. gondii

Os IB foram realizados para avaliar a especificidade e o padrdo de reconhecimento dos
anticorpos anti-7. gondii presentes nas amostras de LA contra os cinco STAg das cepas estudas.
Apos a transferéncia, as membranas de nitrocelulose contendo os diferentes STAg foram
cortadas em tiras de aproximadamente 3mm de largura com o auxilio de um bisturi. Em seguida,
as tiras de nitrocelulose de cada cepa foram bloqueadas com solugao de PBS-T suplementada
com leite desnatado a 5% (PBS-TM) (2h a 37°C, sob agita¢ao lenta), e apos as lavagens,
incubadas com amostras de LA diluidas 1:25 em PBS-TM a 1% overnight a 4°C sob agitacao
lenta. As amostras de LA controle também foram incluidas na reacdo. O complexo proteina-
anticorpo foi detectado por incubacdo com anticorpos secundarios de cabra anti-IgG humana
conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) diluido 1:2000
em PBS-TM a 1% (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) durante 2 h a
temperatura ambiente. As reagdes foram reveladas pela adigdo de diaminobenzidina (DAB
Estavel, Invitrogen) e paradas com agua destilada. O peso molecular (KDa) para cada frac¢ao
antigénica foi determinado utilizando os Imagers ChemiDoc (Sistemas de Imaging ChemiDoc
™ Bio-Rad, Laboratories, Hercules CA). Para analises, uma banda foi considerada reativa a

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

4.7.  Imunoblot-avidez para anticorpos IgG anti-7. gondii

Para este ensaio foram utilizadas as amostras de LA de pacientes suspeitas de fase
aguda, segundo as informagdes soroldgicas obtidas nos prontudrios. A determinagdo de fase
aguda e cronica foi realizada conforme descrito por Findal e colaboradores (2015). Foi
considerado em fase aguda as pacientes que apresentaram IgM+/IgG- ou presenca de IgG baixa
avidez e em fase cronica quando moderada ou alta avidez de IgG. O ensaio foi realizado
conforme descrito no item 4.6, com algumas modificagdes. A incubagdo das tiras com amostras
de LA foi realizada em duplicata por 18 h a 4 °C. Apos 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. Apds a
revelacdo, as intensidades de banda (Int Band) obtidas para cada fracdo antigénica foram
avaliadas usando Imagers ChemiDoc (ChemiDoc ™ Imaging Systems, Bio-Rad, Laboratories,

Hercules CA). Os resultados para tiras de ureia - ou ureia + foram expressos em indice de avidez
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(IA), em que Al = (uréia + Banda Int / ureia - Banda Int) x 100. Al <30% correspondeu a
reatividade com anticorpos de baixa avidez, IA entre 30 e 75% corresponderam a reatividade

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

(OLIVEIRA, 2013).

4.8. Analise estatistica

A andlise estatistica e a construgdo dos graficos foram realizadas utilizando o software
Graph Pad Prism, versdo 6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os dados foram
expressos como mediana com erro padrao médio dos grupos experimentais. As diferengas entre
os grupos na analise de anticorpos foram analisadas por Mann-Whitney ndo paramétrico. As

diferengas foram consideradas estatisticamente significantes quando P <0,05.
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Os prontudrios das 33 gestantes relatadas com alto risco de TC foram avaliados para
coleta de informagdes sobre sorologia, medicacdes do paciente e resultados de PCR para
deteccao 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 possuiam baixa avidez de IgG e uma foi negativa para IgG. Outras sete
ndo possuiam essa informagao relatada no prontuario (Tabela 1). Foi encontrado DNA de T.
gondii por PCR em apenas uma das amostras, desta forma esta paciente foi tratada com a
combinagdo de pirimetamina e sulfadiazina até o parto. Com finalidade de evitar a transmissao
materno-fetal, as 32 gestantes com suspeita de infeccdo por 7. gondii foram tratadas com
espiramicina durante a gravidez. Nenhum caso de TC foi relatado nos prontuarios (Tabela 1).

Com base nos resultados soroldgicos do teste de avidez de IgG e na auséncia de
anticorpos IgG anti-7. gondii observado nos prontuarios (Tabela 1), as pacientes foram
divididos em trés grupos: (a) fase aguda de infec¢do (n = 6), baixa avidez ou IgG negativo, (b)
fase cronica de infec¢do (n = 20), moderada ou alta avidez, e (c) aqueles com informagao
desconhecida (n = 7). Uma vez que essas mulheres foram diagnosticadas com alto risco de TC,
foi realizada a investigagdo da presenca de anticorpos IgG anti-7. gondii nas amostras de LA
por ELISA e 32 amostras foram positivas, enquanto a amostra A28 ficou no limite de deteccao
(Figura 4A). Curiosamente, na analise dos prontuarios, a amostra A28 também apresentava
IgG anti-T. gondii negativa para a amostra de soro. Assim, foi aplicado o IB em carater
confirmatorio na amostra, e apenas foi possivel 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 infec¢ao
ou falso-positivo. Por esse motivo, a amostra A28 foi excluida dos experimentos do perfil de
reconhecimento antigénico e de avidez.

A fim de caracterizar e analisar as possiveis variagdes do perfil antigénico 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 padrao de proteina ligeiramente diferente, apresentando duas bandas distintas em
relagdo as outras cepas. Foi observado uma fra¢do proteica de aproximadamente 34 kDa
fortemente marcada no extrato de Santa Maria e menos evidente nos outros STAg, como
indicado na figura 5. Foi possivel identificar também uma fragdo importante de proteinas
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 ¢ um método imunologico sensivel que permite a identificacdo de
proteinas antigénicas. Com excecdo 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 sdo evidéncias de que € possivel detectar IgG
especifica para diferentes fracdes de antigeno de 7. gondii em amostras de LA.

Duas cepas clonais (RH e ME49), e trés cepas atipicas (UDI-1; UDI-2 e Santa Maria)
foram utilizadas para realizar o diagndstico por IB nas amostras de LA, sendo possivel observar
diferencas no perfil de reconhecimento entre as cepas. Cada cepa apresentou seu proprio perfil
de reconhecimento. Em geral, a linhagem RH apresentou seis fragdes antigénicas (P60, P50,
P40, P37, P30 e P22 kDa) (Figura 6A); A cepa ME49 exibiu cinco fragdes (P40, P37, P34, P30
e P22 kDa) (Figura 6B); UDI-1 apresentou nove fragdes (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 fracdes (P60, P37, P30 e P22 kDa) (Figura 6E). Embora o
perfil de reconhecimento varie entre as cepas, foram observadas trés fracdes antigénicas 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 indice de avidez de IgG em amostras de soro (Tabela 1). Os
anticorpos do LA exibiram moderada a alta avidez contra antigenos 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 fragdes reativas foram observadas (P80, P60, P40, P37, P30 e P22 kDa) e apos a
adicao de uréia, a perda de reatividade foi apenas da fracao P80 (Figura 7A). Para ME49, foram
detectadas as seguintes fragdes reativas (P37, P34, P30 e P22 kDa) e apos o tratamento com
ureia a reatividade de P37 foi perdida em 50% das amostras (Figura 7B). Para cepa UDI-1
observou-se seis fragdes antigénicas reativas (P60, P40, P37, P34, P30 e P22 kDa), com perda
das fracdes P60 e P40 apods a adicao de uréia (Figura 7C). Para UDI-2, foram observadas trés
fragdes reativas (P34, P30 e P22) que se mantiveram reativas apos o tratamento com uréia em
3 das 5 amostras. Em duas amostras detectou-se a perda das fragdes P34 e P22, e indicaram
baixa avidez na analise de intensidade de bandas (Figura 7D). Por fim, o STAg de Santa Maria,
foram identificadas seis fragdes antigénicas (P60, P37, P34, P30, P22 e P20 kDa) e apenas a
banda de 60 kDa foi perdida apds a adi¢do de uréia (Figura 7E).
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A toxoplasmose ¢ uma doenga parasitaria de ampla distribuicdo e estima-se que um
terco da populagdo esteja acometida (HAMPTON, 2015). A maioria dos casos ¢ assintomatica
devido ao sucesso da resposta imune contra o parasito (HAMPTON, 2015). No entanto, casos
graves podem levar a ocorréncia de TC em gestantes, resultando em sérias complicagcdes
durante a formagdo fetal ou apds o nascimento, principalmente durante a adolescéncia
(WALLON et al, 2014). Nos Estados Unidos, estima-se que a ocorréncia de TC esteja em torno
de 500 a 5 mil casos por ano (HAMPTON, 2015). No Brasil, o nimero de casos ¢ quatro vezes
maior (NIEWIESK, 2014).

O diagnéstico da infec¢do por 7. gondii € realizado principalmente por meio de testes
sorologicos, uma vez que os mecanismos de evasdo do parasito por encistamento dificultam a
deteccdo do mesmo em amostras biologicas. Em gestantes diagnosticadas sob alto risco de TC,
recomenda-se a detecgdo do DNA do parasito em amostras de LA pelo método de PCR
(REMINGTON; THULLIEZ; MONTOY, 2004). Também ¢ realizado o diagndstico por
ultrassom, onde ¢ possivel reconhecer alteragdes macroscopicas do feto como hidrocefalia,
ventriculomegalia e calcifica¢des intracerebrais (BISSATI et al., 2018). O teste molecular
juntamente com o diagndstico por imagem desempenham um papel critico na decisdo do
tratamento. Em nosso estudo, todas as mulheres gravidas foram diagnosticadas com suspeita de
primo infeccao através dos testes soroldgicos e, apds quatro semanas do diagndstico resultante
do sorodiagnostico, foi realizada a amniocentese para detectar o DNA de 7. gondii em amostras
de LA, procedimento padrao adotado no hospital. Apenas uma amostra foi positiva por PCR e
a mae teve seu tratamento modificado. Durante este estudo, nenhum caso de TC foi relatado
nos prontudrios até a data final do estudo.

E relatado que a imunidade materna é capaz de proteger o feto contra reinfecgdes, um
dos mecanismos mais importantes seria a transferéncia dos anticorpos IgG anti-T.gondii
maternos (JONES et al., 2009). Em humanos, a transferéncia de anticorpos ¢ 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
identificagdo das cadeias pesadas do tipo gama, e realiza o transporte para o plasma fetal por
diferenga de pH. Consequentemente, estes receptores sdo 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 sdo detectadas no soro fetal e no LA (POMARES;
MONTOYA, 2016). Apesar da capacidade de inativacdo e fixagdo de complemento

demonstrada in vitro por IgG anti-7. gondii, as informagdes sobre a importancia exata dos
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anticorpos na protecao congénita ainda nao sao 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, ja ¢ aceito que a resposta celular Thl e
a producao de IFN-y representam uma forma eficaz na defesa contra o parasito. As citocinas,
além de serem também sintetizadas pela placenta, sdo capazes de atravessar a barreira
placentaria (HEIKKINEN et al., 2001). No presente estudo, obtivemos sucesso em detectar [gG
anti-7. gondii no LA de todas as pacientes, indicando que este isotipo de anticorpo esta presente
no LA, assim como foi relatado por Quan e colaboradores (1999). Além disso, essa
transferéncia de anticorpos mae-feto pode ser importante para determinar o perfil da resposta
imune materna produzida contra antigenos de 7. gondii e, consequentemente, para proteger o
feto.

Embora seja reconhecido que a TC ocorre quando ha a passagem de taquizoitos pela
barreira placentdria em gestantes durante a fase aguda da primoinfeccdo, levando a sérios
comprometimentos fetais, alguns estudos questionam este dogma (MONTOYA, 2018;
BERTRANPETIT et al., 2017). J4 foi relatado que a TC pode ocorrer em mae imunocompetente
com infeccdo cronica por reativagdo da infeccdo (DOS SANTOS et al., 2016). Durante a
gravidez, os periodos de imunossupressao natural, com a finalidade de proteger o feto de uma
rejeigdo imune, podem favorecer a reagudizagdo da doenga permitindo a liberagdo de parasitos
antes contidos em cistos. Além disto, cistos viaveis no endométrio podem estar sujeitos ao
rompimento por distensdo mecénica ou a¢ao litica das vilosidades coridnicas. Os bradizoitos,
uma vez livres dos cistos, podem alcancar os tecidos fetais (KAWAZOE, 2005). Andrade e
colaboradores (2010) publicaram um relato de caso onde uma gestante, cronicamente infectada
ha 10 anos, deu a luz a um RN com titulos detectdveis de IgM ao nascer e multiplas lesdes
retinocoroideanas ativas na periferia da retina dos dois olhos ap6s completar 1 ano de idade.
Apesar de ndo apresentar nem sorologia compativel com a fase aguda da infec¢do ou qualquer
sinal de imunodeficiéncia, a gestante teve reativacao da infec¢do cronica detectada através de
uma retinocoroidite no olho esquerdo, nas ultimas semanas de gestacao.

Além dos casos de infec¢do congénita “atipica” por reativacdo de uma infecgdo cronica,
também ¢ questionado a possibilidade da ocorréncia de TC por reinfec¢cao com cepas diferentes.
Ha trabalhos que mostram a ineficiéncia da resposta adquirida de uma primeira infec¢ao na
prote¢dao contra uma reinfeccdo em modelo animal, principalmente se tratando de cepas com
gendtipos 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

45



toxoplasmose aguda, ap6s 15 dias de infeccdo com cistos teciduais de uma cepa recombinante
tipo I R-C57, variante da cepa C57, os animais apresentaram taquizoitos na cavidade peritoneal
e pulmdes, vindo a dbito. Outro trabalho publicado por Dao e colaboradores (2000) demonstrou
que camundongos OF 1 aumentavam a quantidade de cistos teciduais quando reinfectados com
cepas de gendtipo diferente, porém mantinham o mesmo padrao quando reinfectados com uma
cepa do mesmo tipo genotipo.

Brandao e colaboradores (2009), infectaram BALB/c com a cepa atipica brasileira nao
virulenta D8 e, apos 45 ou 180 dias, foram reinfectados com duas cepas recombinantes
virulentas, EGS e CH3. Os resultados mostraram que apos 45 dias houve uma reinfecgdo apenas
pela cepa EGS e apods 180 dias foi detectado a infec¢do por EGS e CH3 através de analises de
PCR-RFLP. Além disto, houve um aumento nos niveis de IL-10, IgG1 e IgA no intervalo de
180 dias entre a primo infec¢do e as reinfecgdes nos animais. Os pesquisadores concluiram que
a diferenga de gendtipos pode ser um fator determinante, entretanto, o tempo em que ocorrera
anova infecgdo e a resposta imune do hospedeiro também podem influenciar o curso da doenga.

Trabalhos prévios do nosso grupo de estudo isolaram duas cepas atipicas de coragdo de
galinhas na regido de Uberlandia (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 protecao contra 7. gondii quando reinfectados com essas cepas atipicas (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 niveis
de citocinas proinflamatoérias e producao de IgG2a, corroborando com a ideia de Brandao e
colaboradores (2009) que sugeriu que existem diferencas clinicas entre cepas atipicas apos uma
reinfec¢do. Sabe-se que os isolados brasileiros de 7. gondii sdo caracterizados como
recombinantes (BERTRANPETIT et al., 2017), assim se associarmos esse fato com as
diferencas no perfil de reconhecimento dos anticorpos presentes nas amostras de LA contra
STAg de diferentes cepas encontrados neste estudo, podemos sugerir que a existéncia de cepas
atipicas pode estar associada a falha na protecdo materno-fetal, explicando o alto ntimero 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 congénita em um RN de uma mae
reinfectada apds ingerir carne de cavalo malcozida. Este relatado de caso ocorreu na Franga e a

paciente apresentava uma sorologia compativel com uma infec¢do cronica relatada em uma
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primeira gravidez, IgG positiva e IgM negativa, no inicio da segunda gravidez. Apesar disto, ja
com 32 semanas de gravidez, os testes sorologicos detectaram um aumento nos niveis de IgG
e, apOs o nascimento da crianga, a presenga de IgM especifica no soro. Apos o nascimento, o
diagnostico de TC foi dado por um oftalmologista pela presenca de multiplos focos de
coriorretinite em ambos os olhos da crianga além de uma inflamac¢do moderada na macula do
olho direto. Os pesquisadores conseguiram o isolamento do parasito por bioensaio do sangue
periférico do RN. A cepa possuia uma alta viruléncia nos camundongos infectados que morriam
com 9 dias de infec¢do. Além disto, a genotipagem da cepa mostrou marcadores que nao
permitiam sua classificagdo em nenhum dos trés tipos clonais existentes. Os pesquisadores
ainda executaram um modelo de reinfeccdo utilizando a cepa PRU e o isolado, confirmando
que de fato a imunidade adquirida de uma infec¢ao por uma cepa tipo da Europa parece nao ser
capaz de proteger contra a cepa recombinante encontrada no sangue do RN.

De fato, cepas distintas apresentam diferengas em suas proteinas efetoras que estimulam
vias imunes distintas (MELO; JENSEN; SAEIJ, 2012). Em nosso estudo, observamos algumas
dessas diferengas nos extratos proteicos fracionados obtidos de cada cepa utilizada (RH, ME49,
UDI-1, UDI-2 e Santa Maria), ap6s a separagado por eletroforese. Umas das proteinas relatadas,
por ter sido fortemente marcada em todos os extratos em comparagdo com o extrato de Santa
Maria, foi a fracdo P53. Uma das principais proteinas encontradas nesta banda ¢ a roptria 16
(ROP16), descrita como uma das proteinas envolvidas no processo de invasao celular e capaz
de invadir o nlcleo da célula hospedeira (Chang et al., 2015). J4 a fragdo P34 foi mais
fortemente expressa no extrato de Santa Maria. Park e Nam (1999) sugerem que a fragdo de
proteinas P34 seria composta principalmente pela proteina roptria 9 (ROP9). A ROP9 ¢ uma
roptria soltivel expressa apenas em taquizoitos e pode estar envolvida nos estagios iniciais da
invasdo (Chen et al., 2014). Uma das hipoteses levantadas seria a relacdo destas proteinas com
os mecanismos de invasdo de cada cepa no hospedeiro, o que possivelmente teria uma
influéncia direta no perfil da resposta imune. Embora existam diferengas nos perfis proteicos
dos extratos avaliados neste estudo, nao foi possivel encontrar a real relagdo entre a maior ou
menor expressao destas proteinas na biologia das cepas envolvidas, sendo necessario estudos
mais especificos sobre a composi¢io proteica de cada uma das cepas. E 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 diferenca perceptivel nas

proteinas antigénicas dominantes em cada uma das cepas.
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Entre todas as cepas apenas trés fracdes proteicas foram reconhecidas por pelo menos
50% dos anticorpos presentes nas amostras de LA: P37, P30 e P22. A fracdo P30 tem como
principal representante o antigeno soluvel de 7. gondii 1 (SAG 1), uma proteina de superficie
bem caracterizada além de muito expressa e conservada na maioria das cepas de toxoplasma.
SAG 1 ¢ extremamente imunogénica estimulando a produgao de altos titulos de anticorpos nos
individuos infectados (NAGEL; BOOTHROYD, 1989). Tem como fung¢ao primordial a ligagao
nas proteinas de superficie da célula hospedeira durante o processo de invasao de 7. gondii. A
fragao P22 representa principalmente SAG 2, outra proteina muito expressa pelo parasito. As
proteinas da familia SAG 2 também participam ativamente da liga¢do e invasdo as células
hospedeiras (LAI; LAU, 2017). Costa e col. (2017) corroborando com os dados de Parmley e
col. (1992) sugerem esta proteina como um potencial marcador soroldgico de infeccdo. A
proteina de granulo denso 24 (GRA24) pode ser encontrada nas proximidades da fragdo de 37
kDa. Esta proteina é liberada pelo parasito afim de promover a interacdo parasito-célula
hospedeira, incluindo alteragdes na resposta imune gerada (BRAUN et al., 2013). Por ser uma
analise especulativa, ndo foi possivel descrever especificamente quais as proteinas encontradas
na fragdo P37. Entretanto, podemos dizer que as proteinas SAG 1 e SAG 2, j4 bem descritas
nas fragdes P30 e P22, foram encontradas em todos os extratos, e estas sdo essenciais para o
ciclo e desenvolvimento de 7. gondii em geral. Quanto as diferengas encontradas no
reconhecimento, nossos resultados demonstraram a existéncia de padrdes distintos de
reconhecimento entre eles. Ficou evidente que o isolado UDI-1, uma linhagem atipica de nossa
regido, apresentou bandas antigénicas mais reativas do que as outras. UDI-1 obteve nove
fragdes reativas em pelo menos 50% das amostras de LA. Em contraste, a UDI-2, outro isolado
regional, que exibiu apenas cinco fragdes reativas na maioria das amostras de LA, sendo similar
a ME49 no perfil de reconhecimento. J4 na andlise de um isolado atipico proveniente do sul do
Brasil, denominado Santa Maria devido a cidade de origem, foi encontrado um menor nimero
de proteinas reativas, apenas quatro, em relagao as demais cepas.

Sabe-se que cepas atipicas podem reinfectar maes soropositivas para 7. gondii € induzir
TC em modelo animal, e nossos resultados sugerem que essa perda de protecao pode estar
relacionada aos anticorpos, que apresentaram diferengas na reatividade contra diferentes cepas,
mais especificos contra antigenos de uma cepa do que outras. Embora nao seja bem esclarecido
o papel e a real importancia na TC, acredita-se que os anticorpos IgG maternos sdo capazes de
conferir prote¢do pela capacidade de alcancarem a circulagdo do feto e consequentemente

reduzir a parasitemia placentaria e fetal (Correa, 2007). Desta forma, se ndo houver o
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reconhecimento eficaz desses anticorpos com diferentes cepas de 7. gondii, isso pode resultar
em falha de prote¢do. Entre os diferentes isolados testados, observamos um perfil distinto de
reatividade usando preparacdes STAg de diferentes cepas de 7. gondii contra a mesma amostra
de LA. Entretanto, mais estudos sao necessarios para avaliar a real diferenca entre as proteinas
mais imunogénicas e a resposta imune gerada contra as diferentes cepas, além de como isso
pode influenciar a patogénese da toxoplasmose durante a gestagao.

Xiao e Yolken (2015) sugerem que o desenvolvimento clinico da toxoplasmose esté
intimamente relacionado a cepa do parasito, e recomendam que a identificacao da cepa pode
melhorar a abordagem do tratamento e sua eficacia. A identificagcdo da cepa durante uma primo
infeccdo materna, pode auxiliar no tratamento, entretanto, ndo ¢ um indicativo de prote¢ao
durante uma reinfec¢do. Curiosamente, nos prontudrios, 5 das pacientes foram diagnosticados
com IgG de baixa avidez, enquanto apenas duas amostras de LA foram caracterizadas com
baixa avidez contra os antigenos de UDI-2. Reforcando a ideia de que a preparagdo STAg de
diferentes cepas confere perfis distintos de reatividade. Nos hipotetizamos que os resultados de
avidez nas amostras de LA foram diferentes do soro nao apenas pelo tipo de cepa utilizada nos
ensaios, mas também pela diferenca de tempo entre a realizacao dos exames hospitalares e as
coletas de amostras. As amostras de LA foram coletadas quatro semanas ap6s confirmacao 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 semelhanca entre as cepas UDI-2 e ME49 na
analise de extratos e de reconhecimento antigénico, ambas apresentaram um comportamento
distinto em relacdo a patogenia no estudo de FRANCO et al., (2015); no qual foi demonstrado
que a reinfec¢do pela cepa UDI2 de animais cronicamente infectados com ME49 promoveu o
desenvolvimento de toxoplasmose congénita. Em nosso estudo foi possivel detectar que embora
existam semelhancas no perfil proteico de UDI2 e MEA49, a forca 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 postulagdo de que diferengas sutis na composi¢do proteica podem ter um grande
impacto na patogenia e regulagdo da resposta imune do hospedeiro. Estes dados nos alertam
sobre a importancia do diagnostico por cepa e a revisdo dos protocolos de tratamento. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer como diferentes linhagens diferem no

reconhecimento imunoldgico e nas respostas imunes durante a patogénese da toxoplasmose.
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7. Conclusiko
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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 confirmacdo da presenga de anticorpos no LA, reforcando a hipotese de sua
importancia na defesa contra infec¢des congénitas;

Diferentes cepas de T. gondii expressam diferentes proteinas em sua superficie,
0 que pode ter um impacto importante na resposta imune e patogenia da
infecgao.

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 maes de alto risco reconhecem distintamente
STAg de diferentes cepas, o que pode ser a causa da falha na prote¢ao durante a

reinfecc¢@o por outra cepa, mesmo se esta cepa fosse da mesma regido.
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g. Tabelas
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Tabela 1. Informacdes dos prontudrios das pacientes doadoras de LA soropositivas para

a infecgado por 7. gondii

Amostra

Al

> | >
YRS

> 2| >
olx Q|

9]

.

Al10
All
Al2
Al3
Al4
AlS
Al6
Al17
Al8
Al9
A20
A21
A22
A23
A24
A25
A26
A27
A28
A29
A30
A31
A32
A33

+ + + + I+

oS
=

Z =z z
EC VBN

+ 1+ +

+ + 4+ + + 4

Ind.

+

Sorologia
IgG

HEHE

e e e e e S e S S S S

+ |+

+

Avidez

Fraca
Forte
N.R.
Forte
Forte
N.R.
Forte
N.R.
Fraca
Forte
N.R.
Forte
Forte
Fraca
Forte
Moderada
Fraca
Forte
N.R.
Forte
Moderada
N.R.
Fraca
Moderada
N.R.
Forte
Moderada

Forte
Forte
Moderada
Moderada
Forte

Tratamento

Espiramicina/PSA

Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina
Espiramicina

N.R.: Ndo Relatado; Ind.: Indeterminado; PSA: Pirimetamina e sulfadiazina; -
amostra negativa; + amostra positiva

PCR

+
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Figura 4. (A) Analise do nivel de anticorpos IgG anti-7. gondii em amostras de LA de gestantes
em fase aguda e cronica da infec¢do, segundo as informagdes soroldgicas encontradas nos
prontuarios. Também foi demonstrado os resultados das amostras sem informagdes sobre
avidez. O ponto vermelho representa a amostra A28. (B) Perfil de bandas antigénicas da
amostra A28 contra UDI-1, UDI-2, RH, ME49 e Santa Maria obtidos por Immunoblotting.
Padrao 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 6. Perfil proteico de antigenos soluveis de 7. 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) (Padrdes de Proteina Novex® Sharp Pre-
Stained).
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Figura 7. Perfil de bandas antigénicas de STAg representativo e grafico de frequéncia (%) de
reconhecimento por anticorpos anti-7" 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
frequéncia de fracdes antigénicas em pelo menos 50% das amostras. Padrdao 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 antigénicas reconhecidas em teste de avidez e indices 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 frequéncia de fragdes antigénicas em pelo menos
50% das amostras. Padrdo de peso molecular (PM) e massa molecular aparente (MM) expressos

em KiloDaltons (kDa) representados respectivamente a esquerda e a direita.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidada para participar da pesquisa chamada “Isolamento e
caracterizacido genotipica de Toxoplasma gondii em liquido amnidtico e placenta
humana” sob responsabilidade dos pesquisadores: Lucas Vasconcelos Soares Costa; Priscila
Silva Franco; Angélica Lemos Debs Diniz; Méarcia Aires Rodrigues de Freitas; Deivid William
da Fonseca Batistdo; Ana Claudia Arantes Marquez Pajuaba; Kleber Simonio Parreira; Tiago
Wilson Patriarca Mineo; Eloisa Amalia Vieira Ferro; José Roberto Mineo.

Nesta pesquisa estamos buscando identificar novas cepas de 7. gondii presentes em
nossa regiao pelo isolamento e genotipagem do parasito em amostras de liquido amnidtico (LA)
e placenta de gestantes com toxoplasmose atendidas no atendias no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU).

Na sua participagdo vocé fornecera uma amostra do liquido amniético e a placenta apds
o parto. A coleta do liquido amnidtico oferece risco a gestagdo, uma vez que ¢ um processo
invasivo. Por outro lado, a amniocentese sera realizada por médico especializado neste tipo de
procedimento diminuindo assim os riscos de aborto. Caso vocé e o seu bebé forem
diagnosticados com toxoplasmose, receberdo acompanhamento e tratamento sem Onus. Ja a
placenta, sera coletada logo apds o seu parto e isso ndo trara prejuizos para sua satde ou para a
satde de seu filho, uma vez que este material serd normalmente expulso pelo seu organismo.
Caso a placenta ndo fosse utilizada para esta pesquisa seria descartado apds o parto. A amostra
de liquido amniotico e a placenta sera entregue pela equipe da obstetricia para a Dra. Priscila
Silva Franco ou para Lucas Vasconcelos Soares Costa para conduzir a pesquisa.

Além da coleta do material, vocé também autoriza que os pesquisadores tenham livre
acesso a sua ficha médica para sabermos se vocé€ possui toxoplasmose ou outra infeccdo que
possa comprometer a interpretacao dos resultados. Os dados que serdo coletados: sorologia para
IgG e IgM anti-Toxoplasma gondii, idade, idade gestacional, data do parto, tratamento,
sintomas maternos, resultados de PCR.

Esta pesquisa trara futuros beneficios para maes e filhos com toxoplasmose, pois
permitira a avaliagdao do tratamento contra a doenga, além de obtermos dados epidemioldgicos
sobre as cepas de 7. gondii presentes em nossa regiao.

Em nenhum momento vocé serd identificada. Os resultados da pesquisa serdo
publicados e, ainda assim a sua identidade sera preservada. Vocé ndo terd nenhum gasto e ganho

financeiro por participar da pesquisa.
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A senhora ¢ livre para parar de participar a qualquer momento sem nenhum prejuizo
para senhora ou para seu filho. Uma cépia deste Termo livre e Esclarecido ficara com a senhora.
Qualquer duvida a respeito da pesquisa a senhora podera entrar em contato com 0s

pesquisadores:

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

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

-Priscila Silva Franco, Laboratério de Histologia — ICBIM, Universidade Federal de

Uberlandia, Campus Umuarama — Bloco 2B Telefone/Fax: 2225-8569

- FEloisa Amalia Vieira Ferro, Laboratério Histologia — ICBIM, Universidade Federal de
Uberlandia, Campus Umuarama — Bloco 2B Telefone/Fax: 2225-8569

- José Roberto Mineo, Laboratorio de Imunoparasitologia, Universidade Federal de Uberlandia

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

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

Uberlandia, --- de --- de ----.

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

esclarecido.

Assinatura da participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador
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