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1. INTRODUCAO

1.1-Toxoplasmose: Definigao

Toxoplasmose é uma doenca sistémica, causada por Toxoplasma
gondii (FRENKEL, 1995). T. gondii & um protozoario intracelular
obrigatério, semelhante aos coccideos e aos plasmodios (REY, 1991),
que acomete uma grande variedade de mamiferos e aves domésticas e
silvestres, como também espécies de animais de sangue frio (DE

ALENCAR, 1957; LEVINE, 1977).

1.2-Toxoplasma gondii: Classificacao
T. gondii classifica-se entre os seres Vivos, segundo

NEVES ef al., (1995), como:

REINO PROTISTA

SUBREINO PROTOZOA
FILO APICOMPLEXA
CLASSE SPOROZOASIDA
SUBCLASSE COCCIDIASINA
ORDEM EUCOCCIDIDA
SUBORDEM EIMERINA
FAMILIA SARCOCYSTIDAE
GENERO TOXOPLASMA
ESPECIE Toxoplasma gondi i



1.3-Histérico

Toxoplasma gondii foi descoberto por Charles Nicolle e Louis
Manceaux em gondii (Ctenodactylu gondii, Pallas, 1778), roedor do norte
da Africa, quando estes estudavam a epidemiologia da leishmaniose no
Instituto Pasteur de Tunis, em 1908 (MouLIN, 1993). No Brasil,
Toxoplasma foi descoberto por Splendore no mesmo ano, em coelhos de
laboratério na cidade de Sdo Paulo (FRENKEL, 1995).

Toxoplasma foi identificado esporadicamente em animais e
homens por um longo periodo, mas foi somente a partir de 1937 que
Wolif e Cowan relataram casos concretos da doenca em criangas recém-
nascidas acometidas da fransmissdo transplacentaria, mediante o
isolamento do parasito por inoculagées em animais (FRENKEL, 1995).

Com o desenvolvimento do diagnéstico, baseado no “dye-test” por
Sabin, em 1960, tornou-se possivel associar outras sindromes ao
Toxoplasma como também facilitar a detecgéo da infecgao (JACKSON &
HUTCHISON, 1989). Conseqlientemente, foram reconhecidas altas
prevaléncias de infecgbes assintomaticas em animais e na espécie
humana. A doencga sintomatica representava apenas o pequeno pico de

um grande “iceberg” submerso.



1.4-Formas evolutivas

Toxoplasma gondii apresenta uma morfologia multipla,
dependendo do seu habitat e do estagio evolutivo em que se encontra
(KAwWAZOE, 1995). As principais formas que este parasita apresenta
durante o seu ciclo evolutivo s&o:

1.4.1-Taquizoitas

Denominadas de formas proliferativas, possuem morfologia em
forrha de arco, motivo pelo qual originou o nome ao género Toxoplasma
(toxon = arco). Apresentam alta motilidade e uma multiplicagéo rapida
por endodiogenia. Sado encontradas no citoplasma de varios tipos
celulares envoltas por vacuolos parasitoforos. A microscopia eletrénica,
observa-se um complexo apical anterior, constituido por um anel cénico e
polar, roptrias e micronemas. Proximo ao centro, nota-se um nucleo,
mitocdndrias, um aparelho de Golgi e, na superficie, microtubulos que
conferem sua motilidade (SouzA, 1974 apud FRENKEL, 1995).

1.4.2-Bradizoitas

Formas geralmente encontradas na fase cronica da infecgao,
apresentando multiplicagéo lenta dentro de cistos, também pelo processo
de endodiogenia (NEVES et al., 1995). Podem ser encontradas no
cérebro, retinas, musculos esqueléticos e cardiacos (FRENKEL, 1995).
Seu desenvolvimento se da em vacuolos citoplasmaticos, cujas
membranas transformam-se em capsulas dos cistos. Resistentes e

elasticas, estas capsulas mantém os bradizoitas até certo ponto



protegidos da acdo dos mecanismos imunologicos do hospedeiro,
podendo persistir durante toda a vida deste (NEVES ef al., 1995).

1.4.3-Esporozoitos

Os esporozoitos desenvolvem-se no interior dos esporocistos, nos
oocistos; estes por sua vez, desenvolvem-se a partir dos gametécitos em
gatos domeésticos e outros Felidae (PFEFFERKORN, 1990; KAWAZOE,
1995). Por via oral, os oocistos se revelam altamente infectantes para
muitas aves e mamiferos, como 0 homem (AMENDOEIRA, 1995).

Esta ampla especificidade para células e hospedeiros sugere que
este parasita deva ter receptores altamente conservados, os quais

viabilizam o sucesso do seu parasitismo intracelular (BORGES, 1996).

1.5-Ciclo evolutivo

O ciclo de vida deste parasita é heteroxeno. A fase sexuada ocorre
somente nas células epiteliais do intestino delgado de gatos e outros
felideos jovens (PESSOA, 1982). Deste modo, em gatos jovens nao
imunes, infectados oralmente por oocistos, cistos ou taquizoitas, por
esquizogonia, dar-se-a a formagéo dos gametas (DENKERS & GAZZINELLI,
1998). Posteriormente a fusdo dos gametas, o zigoto se desenvolve
originando os oocistos nao infectantes. Na presenga de oxigénio e
temperatura adequada, os oocistos eliminados pelas fezes, esporulam de
um a trés dias, tempo durante o qual se tornam infectantes para

mamiferos e passaros e, eventualmente, para o homem.



Uma vez ingeridos por hospedeiros susceptiveis, os taquizoitas,
esporozoitas ou bradizoitas sofrerdo intensa multiplicagcao, apés rapida
passagem pelo epitélio intestinal e formagéo de vactolo citoplasmatico
em varios tipos de células do organismo. Apos romper as células, novos
taquizoitos seréo liberados invadindo novas células (FRENKEL, 1995).
Essa disseminacdo do parasito no organismo ocorre através de
taquizoitas livres, que provocara um quadro polissintomatico, cuja
gravidade dependera da quantidade de formas infectantes adquiridas,
cepa do parasita e da resisténcia do hospedeiro (KAWAZOE, 1995).

O desenvolvimento da imunidade celular e humoral faz com que os
parasitas extracelulares se encistam no interior das células, podendo
permanecer assim, durante toda a vida do hospedeiro (DENKERS &

GAZZINELLI, 1998).

1.6-Transmissdo

A infecgdo por T. gondii se da predominantemente pela ingestdo
de oocistos, eliminados pelas fezes dos gatos ou de outros felideos.
Estes oocistos que podem permanecer viaveis no solo por longo tempo,
resistindo as variacoes de temperatura e umidade, possibilitando até
mesmo a transmissdo pela inalacdo de poeiras contaminada
(AMENDOEIRA, 1995).

O homem também pode adquirir a infec¢ao pela ingestao de cistos

presentes em carnes cruas ou mal cozidas, por infecgdo transplacentaria



e por contato de taquizoitas presentes em secregoes (salivas, esperma,
leite) (KAWAZOE, 1995). A infecgdo pode ainda ocorrer através de orgaos

transplantados e acidentes laboratoriais (NEVES, et al., 1995).

1.7-Epidemiologia

T. gondii € um protozoario que possui uma distribui¢éo geografica
mundial, com elevada prevaléncia sorolégica entre as diferentes
populagdes (OKAY, 1994).

Estima-se que cerca de 20 a 90% da populagao adulta ho mundo
ja tiveram contato com o parasito (GALVAN-RAMIREZ et al., 1998). No
Brasil, a prevaléncia de anticorpos varia de 54% no Centro-Oeste a 75%
no Norte (RICCIARDI, ef al., 1978 apud FRENKEL, 1995).

Esta infeccdo parece nao estar correlacionada com sexo e grupo
racial ou étnico. Contudo, estudos epidemioldgicos revelam, através da
deteccdo de anticorpos sericos especificos, que a prevaléncia é
crescente com os grupos etarios, atingindo valores variaveis para
diferentes populagbes. Sabe-se que na cidade do Rio de Janeiro, em
1997, foram referidas prevaléncias soroldgicas de 32% em criangas de 5
anos, de 59% de 6-10 anos, de 69% de 11-15 anos e de 71% em

pessoas de 16-20 anos (SouzA ef al., 1997).



1.8-Aspectos clinicos

As infeccbes causadas por T. gondii oferecem grandes desafios
aos clinicos, oftalmologistas, epidemiologistas e pesquisadores. A
sintomatologia raramente sugere a doenga, podendo a infec¢do evoluir
de maneira oligossintomatica (BENCHIMOL & MOREIRA, 1995).

Responsavel por uma alta taxa de morbidade na espécie humana,
T. gondii contribui ndo sO para o aumento da mortalidade intra-uterina,
peri e pos-neonatal (GARCIA, 1995), mas principalmente para a origem de
lesbes preferencialmente localizadas no sistema nervoso central e
aparelho ocular, que podem se manifestar em qualquer época da vida do
hospedeiro (LiMA, 1995).

Em imunocompetentes, a toxoplasmose assume, em geral, carater
benigno, pois o rapido desenvolvimento da imunidade humoral e celular
destes individuos, restringe eficientemente a acdo patogénica dos
parasitas que sdo segregados em microcistos assumindo a forma cistica
de resisténcia, caracterizando a forma crénica da infec¢do (CAMARGO,
1995). Assim, € comum que na fase aguda, a infecgao se mantenha em
niveis subclinicos ou apenas com manifestacoes semelhantes as das
sindromes das mononucleoses, de pouca expressao clinica. (DENKERS &
GAZZINELLI, 1998).

1.8.1-Toxoplasmose Congénita

A infecgéo primaria causada por 7. gondii em gestantes, pode levar

a uma infecgdo congénita com graves conseqiiéncias ao feto (GARCIA,



1995). Muitos destes neonatos infectados sédo assintomaticos nos seus
primeiros meses de vida; contudo, a maioria podem desenvolver
sequelas durante a infancia ou adolescéncia (KOPPE et al., 1986 apud
LAPPALLAINEN, ef al., 1993).

Na cidade de Sao Paulo, a prevaléncia da soronegatividade para
T. gondii, determinada em 1286 gestantes, apresentou uma alta
frequiéncia de 41% (GUIMARAES ef al., 1993).

Os efeitos que podem ocorrer devido a infeccdo materna por
Toxoplasma ao feto sdo determinados pelo estagio da gestacao em que
se encontra a mae (DESMONTS & COUVRER, 1978). Assim, uma infecgéao
primaria ocorrida entre a 102 e 242 semanas de gestacdo pode resultar
em grandes riscos para o feto (CHUMPITAZI ef al., 1995). Desta forma, a
toxoplasmose congénita tem usualmente manifestagao subclinica, se a
infeccéo ocorre apds o terceiro més de gestagao (FRENKEL, 1995).

Devido a estes fatores, a importancia de se fazer uma estimativa
precisa do tempo da infecgcéo, € muito importante em gestantes para o
inicio de um tratamento, uma vez que o abortamento terapéutico s6 é
recomendado em casos muito graves de toxoplasmose congénita

(CHUMPITAZI et al., 1995).
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1.8.2-Toxoplasmose e AIDS

A toxoplasmose na AIDS é quase que exclusivamente devido a
reativacdo da infeccdo cronica latente (LiMA, 1995), resultado da
progressiva imunodeficiéncia que os individuos desenvolvem.

A incidéncia da reativacdo da toxoplasmose esta diretamente
relacionada a prevaléncia da infeccdo por T. gondii € do estagio da
infeccéo pelo virus HIV nos individuos da populagéo (KASPER et al.,
1993). Desta maneira, quanto maior a prevaléncia da infecgdo por T.
gondii na populagdo, maior o numero de casos de toxoplasmose
associados a AIDS.

Em individuos portadores do virus HIV, a incidéncia da reativagéo
da infecgdo por Toxoplasma é de 5 a 33% (KASPER et al., 1993). Dentre
estes individuos, 25-50% podem desenvolver encefalite toxoplasmica
(ZANGERLE ef al., 1991), lesdo mais freqliente e grave, caracterizada por
sinais iniciais variados como febre, desorientacdo, paralisias, convulsdes
e coma (REMINGTON, 1974). |

1.8.3-Toxoplasmose ocular

A infeccdo ocular causada por T. gondii, na fase cronica, esta
relacionada com a presenca das formas cisticas na retina, e na maioria
dos casos, esta infeccdo € originada da transmiss&o congénita, onde
consiste a hipotese que esta doenga pode ser a conseqiiéncia da
tolerancia imunologica desenvolvida pelo feto (DENKERS & GAZZINELLI,

1998).
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Estas recorréncias acontecem com freqiiéncia podendo provocar

danos progressivos como também uma conseqiiente perda da visao

(BENCHIMOL & MOREIRA, 1995).
A retinocoroidite € uma das mais sérias complica¢gdes observadas

e ocorre em 30 a 60 % dos pacientes com toxoplasmose (FRENKEL, {j
3‘»1)
1995), B

do Brasil demonstram que a =

Estudos realizados no sul

toxoplasmose & comum nesta regido, com incidéncias significantes de

lesdes oculares causadas por T. gondii. (GLASNER et al., 1992; GARCIA et

al., 1999).

1.9-Antigenos de Toxoplasma gondii

Informacdes especificas sobre os varios antigenos de T. gondii

foram obtidas nos Ultimos anos pelo auxilio de técnicas laboratoriais que

envolvem anticorpos monoclonais e clonagem de genes.

Para entender o mecanismo de aderéncia e invaséo de T. gondii
as células hospedeiras é essencial que se conhega também os antigenos
de superficie celular do parasita (GRIMWOOD & SMITH, 1996). O antigeno

SAG1 (p30), por exemplo, esta diretamente envolvido nestes processos

de invaséo (KASPER & MINEO, 1994).
Os anticorpos contra p30 s&o altamente especificos para a

infeccao aguda de T. gondii, porque esta proteina de superficie do

SISBI/UFU
193770
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taquizoita € altamente imunogénica, induzindo intensas respostas nos
pacientes com toxoplasmose aguda (GROSS ef al., 1992).

Algumas proteinas de T. gondii, de pesos moleculares variados,
sdo reconhecidas pelos anticorpos IgM, IgA e IgG de pacientes com
toxoplasmose aguda ou cronica, dependendo da cepa e do estagio da
infeccdo (KASPER, 1989; ZOTTI et al., 1989), reforcando a hipotese de
antigenos estagio-especificos.

Certamente, os componentes antigénicos preferencialmente
polissacarideos, localizados na membrana do taquizoita, elicitam uma
resposta de anticorpos IgM e IgA; contudo, a reacéo aos anticorpos IgG
é derivada da lise desta forma parasitaria (taquizoita) pelo
reconhecimento de antigenos protéicos variados (PARTANEN ef al., 1984;
MINEO et al., 1980).

Outros antigenos importantes localizados na superficie do parasita
(SAG), além de SAG 1 (p30), s&o os que possuem pesos moleculares
aparentes de 22 kDa (SAG 2), 42 kDa (SAG 3), 23 kDa (SAG 4) e 35 kDa
(SAG 5) (KASPER et al., 1983; BURG et al., 1988; COUVREW et al., 1988,
CESBRON-DELAUW et al., 1994).

As proteinas dos micronemas e roptrias denominadas de MIC e
ROP, respectivamente, também ja tiveram seus pesos moleculares
identificados, tais como: MIC 1 (60kDa), MIC 2 (120 kDa), MIC 3 (90 kDa)
(MORRISSETTE et al., 1994; FOURMAUX ef al., 1996; WAN et al., 1997),

ROP 1 (60,5 kDa), ROP 2 (54 kDa), ROP 3 (59 kDa), ROP 4 (60 kDa),
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ROP 5 (59,5 kDa), ROP 6 (42 kDa), ROP 7 (57-60kDa) e ROP 8
(200kDa) (SADAK et al., 1988; LERICHE & DUBREMETZ, 1991; OSSORIO ef
al., 1992; HERION et al., 1993; MARTIN ef al., 1998).

Dos granulos densos, sete proteinas ja foram estudadas: GRA 1
(22 kDa), GRA 2 (28 kDa), GRA 3 (30 kDa), GRA 4 (40 kDa), GRA 5 (21
kDa), GRA 6 (33 kDa) e GRA 7 (97-146 kDa) (AsAl et al., 1983;
CesBROUN-DEzAUW et al., 1989; CHARIF ef al., 1990; ACHBAROU et al.,
1991; MEVELEC et al., 1992; LECORDIER et al., 1993; MERCIER ef al., 1993;
CESBROUN-DELAUW, 1994; SIBLEY et al., 1994; JACOBS ef al., 1999).

Os anticorpos IgG especificos a T. gondii reagem com muitos
polipeptideos antigénicos, com pesos moleculares que variam entre 14-
150 kDa, tendo como fragbes predominantes aquelas entre 30 e 67 kDa
(PARTANEM et al., 1984).

Outro estudo comparativo da resposta dos anticorpos IgG aos
antigenos de T. gondii, em amostras de soros de criangas e maes
infectadas, demonstrou que, na fase crénica da infecgéo, estes soros
reconheceram quatro principais antigenos: p43, p35, p30 e p22 e, na
fase recente, as bandas p43 e p30 (DECOSTER et al., 1988).

Na urina de pacientes imunossuprimidos portadores do virus HIV,
que apresentavam infecgdo aguda por T. gondii, FONSECA & FACHADO
(1995) identificaram bandas de peso molecular de 66 e 61 kDa, definidas

como marcadores para o diagnoéstico de fase aguda.
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1.10-Diagndstico soroldgico

O diagnoéstico da toxoplasmose depende de uma combinacgéo entre
a informacgdo clinica e dados laboratoriais, incluindo a associagdo do
Toxoplasma com lesbes histopatoldgicas caracteristicas, isolamento do
agente em animais de laboratério e dados sorolégicos (FRENKEL, 1995).

Classicamente, o diagnéstico laboratorial da toxoplasmose tem se
baseado na pesquisa de anticorpos do paciente e diferentes marcadores
sorolégicos tém sido discutido para distinguir entre infeccbes latentes,
comum na populagdo, e infecgéo recente ou toxoplasmose—doenca
(CAMARGO, 1996).

O aparecimento de anticorpos para a toxoplasmose, assinalando a
soroconversido da negatividade para a positividade em testes
sorolégicos, traduz a resposta imunolégica humoral a infeccdo recém
adquirida (CAMARGO, 1995).

Na parasitemia que se instala, surgem anticorpos especificos
representados por isotipos IgM, IgA, IgE e, principalmente IgG. As curvas
de associacdo e queda de titulos destes diferentes anticorpos na
toxoplasmose obedecem a niveis diversos, o que vem caracterizar trés
perfis sorolégicos sucessivos na evolugéo da toxoplasmose (CAMARGO ef
al., 1977): Perfil | (infeccao recente), Perfil Il (estagio de transigcdo) e
progressivamente o Perfil Ill (infeccdo de fase latente ou cronica)

(CAMARGO et al., 1991).
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Os testes para anticorpos IgM especificos sdo os de utilizagdo
mais ampla como marcadores de fase recente da infecgdo. Porém, a
medida que estes testes ganham em sensibilidade, passam a detectar
anticorpos IgM por periodos muitos longos, podendo chegar a anos, o
que diminui seu valor como marcadores sorologicos do perfil | da
toxoplasmose (FuciLLO et al., 1987; PauL, 1997; CAMARGO et al., 1991;
TAKAHASHI & RossI, 1994).

Muitos estudos tém enfatizado os valores das detecgbes dos
anticorpos IgA especificos a T. gondii para diagnodstico, da toxoplasmose
de fase recente (DESCOSTER et al., 1988; PATEL ef al., 1993; TAKAHASHI &
Ross|, 1994; FOUDRINIER et al., 1995).

Os testes concomitantes para a pesquisa de anticorpos IgA e IgM,
em determinadas circunstancias, sdo sugeridos como complementares
para diagnosticos eficientes na toxoplasmose de Perfil | (fase recente)
(TAKAHASHI & RossI, 1997).

Na deteccdo de anticorpos IgE especificos, utilizando o método
ISAGA, PauL (1997) demonstrou que esta imunoglobulina também pode
ser usada como diagnostico diferencial na toxoplasmose nas fases
recente e cronica e também, em certos casos de reativagdes soroldgicas
de toxoplasmose congénita. Contudo, resultados negativos para IgE néo
excluem a possibilidade do estagio agudo da toxoplasmose em pacientes

com infecgéo recente (GROSS ef al., 1997).
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Para fins diagnosticos de toxoplasmose aguda, ou de contagio
recente, a possibilidade do aperfeicoamento de testes sorolégicos como
também o surgimento de novos testes que definam bons marcadores séo

altamente desejaveis (CAMARGO et al., 1991).

1.11-AVIDEZ (Afinidade funcional)

A forca de ligacédo na interagéo de uma molécula de anticorpo com
uma molécula de antigeno monovalente é denominada afinidade do
anticorpo. Em diagnéstico sorologico contudo, devido a caracterizagao
policlonal da resposta imune, a interacdo importante €& usualmente
aquela que se processa entre moléculas bivalentes de anticorpos com
epitopos multivalentes. O termo utilizado para expressar esta forca de
ligacédo € avidez (RoiTT, 1997).

A medida da avidez de anticorpos 1gG especificos para
sorodiagnostico de varias infecgbes pode ser realizada utilizando-se
diferentes métodos, tais como: aglutinacao, radioimunoensaio, fixagao de
complemento, ELISA, imunofluorescéncia, “eletroblotting”, onde a
presenca de agentes desnaturantes, aplicados apds a formagéo do
complexo antigeno-anticorpo, s&o particularmente  necessarias
(GUTIERREZ & MAROTO, 1996).

Os anticorpos de baixa avidez s&o produzidos durante os estagios

iniciais das infecgdes, e os de alta avidez na fase crénica ou latente, fase
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esta caracterizada por baixas doses de antigenos (THOMAS & MORGAN-
CAPNER, 1991).

Ensaios para medir a avidez de anticorpos 1gG tém sido proposto
para investigar o momento exato da infecgéo primaria e para distinguir
entre reativacdo, reinfeccdo ou infecgdo recente causada por varios
microrganismos (KORHONEN ef al., 1999).

Testes sorolégicos utilizando a avidez de anticorpos IgG
especificos demostram ser métodos confirmatérios capazes de
diferenciar entre infeccées aguda e latente causados pelo virus Epstein-
Barr (SCHUBERT et al 1998), pelo virus da rubéola (THOMAS ef al., 1992;
HERNE ef al., 1997; LAFARGA et al., 1998; GUTIERREZ et al., 1999) ou por
Haemophilus influenza tipo B (GOLDBLATT et al., 1998).

Recentemente, a avidez dos anticorpos IgG vem sendo proposta
como um bom marcador soroldégico para toxoplasmose, capaz de
distinguir os trés perfis sorolégicos sucessivos no curso da infecgéo
toxoplasmica, nos mais variados tipos de amostras de soros de pacientes
(HEDMAN et al., 1989; JOYNSON et al., 1990; ADES, 1991 CAMARGO et al.,
1991: LAPPALAINEN et al., 1993; HOLLIMAN ef al., 1994; LAPPALAINEN et al.,
1995: JENUN et al., 1997; PELLOUX et al., 1998; ASHBURN et al., 1998;
CozoN et al., 1998).

Para avaliagdo da avidez de anticorpos IgG humanos especificos a

T. gondii, uma técnica simples, baseada na maior ou menor facilidade



18

com que esses anticorpos sao dissociados dos antigenos especificos, foi
descrita por HEDMAN ef al., (1989).

As dissociagbes destes complexos antigeno-anticorpo podem
resultar das acbes de agentes desnaturantes de proteinas ou
desestabilizantes de ligacbes de pontes de hidrogénio, tais como
solugbes de dietilamina, cloridrato de guanina, uréia e outros (CAMARGO
et al., 1991).

Nas infecgbes recentes por Toxoplasma, altas porcentagens dos
anticorpos IgG especificos mostram uma baixa avidez, isto &, baixa
afinidade pelos antigenos correspondentes (HEDMAN et al., 1989). Com o
decorrer do tempo e, conseqlientemente, com a maturagcao da resposta
imune, esses anticorpos vao apresentando uma avidez crescente, de
modo que na infeccdo com longa durag&o ou cronica, encontram-se um
predominio marcante de anticorpos de alta afinidade (HEDMAN et al,,
1989: CAMARGO et al., 1991; HOLLIMAN ef al., 1994; JOYNSON et al., 1990).
Desta maneira, o teste de avidez para anticorpos IgG anti-T. gondii pode
ser definido como uma excelente estratégia para se estabelecer o
diagnéstico da toxoplasmose de fase recente.

Em testes imunoenzimaticos (ELISA), com antigenos adsorvidos
em microplacas, HOLLIMAN et al., (1994) testaram a reatividade dos
anticorpos IgG anti-T. gondii antes e apds a lavagem dos complexos
imunes formados, usando varias concentragdes de solugbes de uréia

(2M, 4M, 6M e 8M). Portanto, determinou-se que nas infecgdes recentes,
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a queda da reatividade das rea¢bes submetidas ao agente dissociante
uréia a 6M é significante, enquanto que em infecgbes cronicas, esta
molaridade apresenta, no maximo, uma discreta diminuicdo da
reatividade (HEDMAN et al., 1989; CAMARGO et al., 1991; HOLLIMAN et al.,
1994).

Adicionalmente, os testes ELISA usados para medir a avidez de
anticorpos 1gG especificos a antigenos de Toxoplasma, também se
mostraram eficientes para um melhor entendimento dos mecanismos
patogénicos na toxoplasmose ocular (VINHAL et al., 1994; PAuL, 1999).

Dados da literatura também sugerem que o teste ELISA- Avidez
possa apresentar valor como marcador sorolégico nos diagnésticos de
pacientes imunodeprimidos, principalmente em gestantes que
apresentam altos riscos de apresentar toxoplasmose congénita
(LAPPALLAINEN et al., 1993, JENUN et al, 1997, COzON et al., 1998,
LAPALLAINEN et al., 1995, ASHBURN et al., 1998).

Contudo, ndo ha relatos na literatura sobre a existéncia de
possiveis marcadores antigénicos de T. gondii que possam ser
correlacionados as fases recente, transitéria e cronica da infeccao,
determinando-se a avidez dos respectivos anticorpos IgG especificos
dirigidos contra estes marcadores.

Deste modo, no presente estudo, propusemos a caracterizar os
marcadores antigénicos de 7. gondii associados aos trés perfis

sorolégicos da toxoplasmose, que s&o reconhecidos por anticorpos IgG
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especificos de alta e baixa avidez, usando a técnica de /mmunoblotting

modificada.



Objetivo-
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2. OBJETIVOS

Padronizar a técnica /mmunoblotting-Avidez para anticorpos
humanos IgG, avaliando-se duas diferentes concentragbes do agente

dissociante uréeia (6M e 8M).

Detectar os marcadores antigénicos presentes nos trés perfis
sorologicos |, Il e 1l (fases recente, de transicdo e cronica,
respectivamente) da infecgdo toxoplasmica pelo teste Immunoblotting e

Immunoblotting-Avidez.



Materiol e Métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1-Amostras de soros

Um total de 125 amostras de soros humanos foram analisadas,
baseando-se nos perfis sorolégicos sucessivos do curso da infec¢ao
toxoplasmica. Estas amostras de soros foram previamente
caracterizadas por ensaios convencionais dos laboratorios de origem, o
gue possibilitou a classificagdo das respectivas amostras em trés grupos,
como segue:

Grupo I: 20 amostras de soros humanos de pacientes com
toxoplasmose na fase recente (perfil 1), nas quais a presenca de
anticorpos IgM especificos com titulos > 64 foi comprovada pelo teste
ELISA-IgM realizado no Laboratério Fleury, S&o Paulo-SP.

Grupo II: 45 amostras de soros humanos de pacientes com
toxoplasmose na fase de transi¢éo (Perfil Il), onde foram observados,
titulos elevados de IgG e presenca de anticorpos IgM especificos por
testes ELISA realizados no Laboratorio Fleury , Sdo Paulo-SP-Brasil.

Grupo lll: 60 amostras de soros humanos de pacientes com
toxoplasmose na fase cronica (Perfil lll), onde se observou a presenca de
anticorpos especificos IgG e auséncia de anticorpos IgM anti-T. gondii,
comprovados pelo teste ELISA realizado no Laboratério de Analises
Clinicas do Hospital de Clinicas de Uberlandia (HC- UFU), Minas Gerais-

Brasil.
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Amostras de soros humanos de referéncia reativas e nao-reativas
para Toxoplasma gondii foram utilizadas na padronizacdo dos testes a
serem estudados.

Todas as amostras de soros humanos coletadas foram congeladas

e armazenadas a —20°C até serem testadas.

3.2-Antigenos de T. gondii

Taquizoitas da cepa RH foram mantidos por inoculagéo
intraperitoneal em camundongos Swiss, em passagens seriadas em
intervalos de 48 a 72 horas. Os animais foram inoculados com um
volume de 0,4 mL do exsudato peritoneal de camundongos previamente
infectados.

Os exsudatos obtidos foram lavados trés vezes por centrifugagao a
2400 x g por 10 minutos a 4°C com solugdo salina tamponada com
fosfatos a 0,01M (PBS), pH 7,2. O sedimento final da suspensio
parasitaria foi ressuspendido em 10 mL de PBS e ajustado a uma
concentragcido de 2 X 10° taquizoitas/mL, por contagem em camara
hemocitométrica.

Placas de poliestireno para ELISA (Interlab, S&o Paulo, Brasil)
foram sensibilizadas com 1 X 10° taquizoitas/ pogo em PBS acrescido de
gelatina a 1%, e incubadas durante 18 horas a 37°C, sendo

posteriormente estocadas a ~20°C até o momento do uso.
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O antigeno de T. gondii utilizado no ensaio de Immunoblotting foi
preparado a partir da suspensdo parasitaria obtida de exsudatos
peritoneais de camundongos Swiss previamente infectados, como
descrito acima. Contudo, o sedimento da suspensao parasitaria foi
homogeneizado em 0,5 mL de solugdo “tampdo da amostra”, constituido
de 0,1M Tris-HCI pH 6,8, 4% de duodecil sulfato de sodio (SDS), 20% de
glicerol e 0,2% de azul de bromofenol. Apés uma fervura a 100°C
durante trés minutos, o extrato antigénico foi aliquotado, congelado e

estocado a —20°C até o momento de uso no Immunoblotting.

3.3-ELISA-Avidez
A avidez dos anticorpos IgG especificos ao T. gondii foi

determinada como previamente descrito por HEDMAN el al (1989), com

algumas modificagoes.

As placas de poliestireno previamente sensibilizadas com
taquizoitas de T. gondii sofreram 3 ciclos de lavagens, com duragéo de 5
minutos, em PBS-Tween-20 (Polyoxiethylene Sorbitan, Sigma Chemical
Co., EUA) a 0,05% (PBS-T).

As amostras de soros humanos diluidos na razao dois, iniciando-se
em 1/16 até 1/2048 em PBS-T, foram adicionadas em duplicata, em
p]acas separadas, num volume de 50ulL por pogo. Os soros controles
positivos e negativos foram diluidos somente a 1/64. Apos incubacgéo de

45 minutos a 37°C, as placas foram submetidas a lavagens
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diferenciadas, da seguinte forma: uma placa foi lavada com solugédo de
PBS acrescido de uréia a 6M, durante 5 minutos, enquanto a outra placa
foi lavada somente com PBS-T por 5 minutos. Apos esta lavagem
diferenciada, ambas as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T por 5
minutos.

O complexo antigeno-anticorpo foi detectado por um conjugado
IgG de coelho anti-lgG humana marcada com peroxidase (Sigma
Chemical Co., EUA), diluido a 1/3000 em PBS-T 0,05% e novamente
incubado a 37°C por 45 minutos. Apoés novas lavagens com PBS-T, a
reacdo foi revelada por um substrato enzimatico constituido de orto-
fenilenodiamina (OPD) (Merck- Rio de Janeiro-Brasil) em tamp&o citrato-
fosfato 0,1M, pH 5,0 e agua oxigenada 0,012% (Caal, Sao Paulo-Brasil).

Apds a adi¢éo da solugéo reveladora, procedeu-se a incubagéo por
15 minutos a temperatura ambiente em camara escura. A revelagao
enzimatica foi interrompida com acido sulfurico a 2N.

A leitura das absorbancias foram realizadas por um sistema de
leitor de placas (Titertek, Multiskan Plus, Flow, EUA), utilizando filtro a
492 nm.

O indice de avidez (IA) foi calculado como descrito por HOLLIMAN et
al (1994), como sendo a razio entre as absorbancias (Abs) obtidas na
placa lavada com uréia (U") e aquela obtida na lavada sem uréia (U"),
expressa em percentagem:

IA(%) = Abs (U") / Abs (U) x 100
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3.4-Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para evidenciar as principais proteinas antigénicas de T. gondii
(cepa RH) que sao reconhecidas por anticorpos IgG humanos, as
preparagées antigénicas foram separadas por uma técnica de
eletroforese vertical em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE), em
condicdes desnaturantes e ndo redutoras segundo LAEMMLI (1970).

Para o gel de separagdo, foi utilizado: Tris-HCl (Hydromethyl
aminomethane, Sigma Chemical Co.) a 0,375 M, pH 8,8; SDS (Dodecil
sulfato de sodio, Sigma Chemical Co.) a 0,1%; EDTA (Acido etileno-
diamino-tetra-acético, Quimibras Ind. Quimica AS, Rio de Janeiro-RJ,
Brasil) a 2 mM; solugdo de acrilamida a 30% e bisacrilamida a 5%
(Pharmacia-LKB, Produtos AB, Bromma, Suécia); Temed (N,N,N,N-
tetrametil-aminometano, Pharmacia-LKB) a 0,125% e APS (Persulfato de
amonio, Pharmacia-LKB) a 0,125%.

Para o gel de empilhamento, foi utilizado: Tris-HCI a 0,125 M, pH
6,8, SDS a 0,1%; EDTA a 2 mM; solugdo de Acrilamida 30% e
bisacrilamida a 5%; Temed a 0,125% e APS a 0,125%.

O tampéo eletrodo ou de corrida (pH 8,3) utilizado consistiu de
glicina (Sigma Chemical Co.) a 0,19 M, Tris (Gibcol BRL) a 0, 025 M,
SDS (Sigma Chemical Co.) a 0,075 % e EDTA (Quimibras Ind. Quimica
AS)a 1,95 M.

Um total de 100uL do extrato antigénico numa concentracio de

1x10® taquizoitas /mL foi aplicado em cada corrida eletroforética.
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Os seguintes componentes foram utilizados como padrées de peso
molecular: fosforilase b (97kDa), soro albumina bovina (67kDa),
ovalbumina (45kDa), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (36kDa),
anidrase carboénica (29kDa) e o-lactalbumina (14kDa) (Sigma Marker,
Sigma Chemical Co.) em todas as eletroforeses.

As corridas eletroforéticas foram realizadas em uma corrente inicial
de 20 mA e final de 30 mA e voltagem de 250 V por aproximadamente 3

horas e 30 minutos.

3.5-Immunoblotting-Avidez

Imediatamente apds a separacdo eletroforética dos componentes
- antigénicos, foi realizada a transferéncia das proteinas do gel para
membranas de nitrocelulose com poros de 0,45um (Sigma Chem. Co.)
embebidas em tamp3do de transferéncia (glicina a 0,04M, Triz-base a

0,05M, SDS a 0,04% e Metanol a 20%).
Um sistema de transferéncia semi-umido (“Multiphor I

Electrophoresis Unit" — Pharmacia — LKB, Suécia) foi utilizado, conforme

A corrente utilizada foi de 0,8 mA por cm® do gel e a voltagem foi

de 250V.
Apos 2 horas de transferéncia, as membranas de nitrocelulose
foram coradas com solucdo Ponceau a 0,5% em &cido acético a 1%,

para se verificar a eficiéncia da transferéncia. As mesmas foram cortadas
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em pequenas tiras de 0,3 cm e colocadas em placas com canaletas
apropriadas para a realizagdo do /Immunoblotting.

As tiras de nitrocelulose foram lavadas em agua destilada e
subseqlientemente bloqueadas com solu¢do de PBS-T a 0,05%
acrescido de 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé, S&o Paulo-Brasil)
por duas horas a temperatura ambiente, para bloquear os sitios ativos
ligantes de proteinas.

As tiras de uma mesma corrida eletroforética foram posteriormente
incubadas com as amostras de soros, em triplicata, diluidas em solugdo
de PBS-T acrescido de 1% de leite desnatado (PBS-TM). As diluicbes
utilizadas para cada amostra de soro foram aquelas onde, no teste
ELISA detectou-se o menor indice de avidez ou o segundo menor indice,
caso 0 menor estivesse na ultima diluicdo (Limiar de reatividade).

Em cada canaleta foi adicionado um volume de 500 plL das
amostras de soros. Paralelamente, amostras de soros nao reativas a T.
gondii foram também testadas servindo como controles negativos das
reacoes.

Apobs incubagéo por 18 horas a 4°C, sob agitacéo lenta, uma das
tiras de nitrocelulose da triplicata foi lavada em PBS-TM, por 3 vezes
durante 5 minutos, enquanto a segunda e a terceira tiras de nitrocelulose
da triplicata foram lavadas em solugdes de uréia a 6M e a 8M em PBS,

respectivamente, por 3 vezes durante 5 minutos. Finalmente, as 3 tiras
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de nitrocelulose pertencentes a cada amostra de soro foram submetidas
igualmente a 3 ciclos de lavagem em PBS-TM por 5 minutos.

O conjugado anti-lgG humana marcada com peroxidase (Sigma
Chemical Co.) foi adicionado em cada canaleta a 1:300 em PBS-TM e
incubado novamente por 2 horas a temperatura ambiente, sob agitagéo
lenta e continua.

Apo6s um novo ciclo de lavagens em PBS-TM por 6 vezes durante
5 minutos, as tiras foram reveladas com solugéo contendo 2,5 mg de 3,3-
diaminobenzidina (DAB, Sigma Chemical Co.) e H,0, a 0,45%.

A reacédo foi interrompida pala adicdo de agua destilada as

canaletas, quando as bandas protéicas foram visualizadas.

3.6-Analise estatistica

.Os pesos moleculares aparentes das bandas antigénicas de T.
gondii foram estimados por regressdo linear, a partir de calculos da
mobilidade relativa (RF).

As freqiiéncias das bandas antigénicas reconhecidas pelas
amostras de soros humanos, dos pacientes pertencentes aos trés perfis
sorologicos para 7. gondii, submetidas as diferentes condi¢cSes dos
ensaios, foram analisadas a partir de uma analise comparativa entre
duas proporcdes, utilizando (Statistic for Windows - Release 4.5 A-

Statesoft, Inc. 1993). A hipétese nula foi rejeitada quando p < 0,05.
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3.7-lImmunoplot

Um método grafico para medir a freqiiéncia (f) de 0 a 100% de
cada banda antigénica reconhecida por anticorpos 1gG especificos de
cada amostra de soro humano através do /mmunoblotting-Avidez, foi
adotado para identificar os marcadores antigénicos, de acordo com as
analises de frequéncia descritas por RAHMAH & ANUAR (1992). Assim, (f)
representa o nimero de vezes que a banda foi reconhecida, dividido pelo
nlimero total de amostras do grupo.

A interpretacdo deste método grafico foi estabelecida pela
construcéo de quadrantes, tendo como referéncia a freqiiéncia de 50%.
Deste modo, as proteinas situadas nos quadrantes H e IlI foram
consideradas duplo-positivas (imunodominantes) e duplo-negativas (néo-
imunodominantes), respectivamente, ndo sendo consideradas, portanto,
como marcadores de diagnéstico. Por outro lado, as proteinas situadas

nos quadrantes | e IV foram consideradas como os melhores candidatos

a marcadores antigénicos de diagnostico.



o
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4. RESULTADOS

4.1-ELISA AVIDEZ

Os indices de avidez (IA) foram calculados para cada diluicdo das
amostras de soros humanos, correspondentes aos grupos classificados
de acordo com seus perfis sorolégicos da infeccao toxoplasmica.

Assim, nas amostras de soros de fase recente da infeccao (Perfil
1), os indices de avidez apresentaram valores que variaram de 12 a 56%
(Tabela 1).

Nas amostras de soros referentes ao Perfil Il, correspondente a
fase de transicdo da infeccdo toxoplasmica, os indices de avidez
variaram de 22 a 100% (Tabela 2).

No Perfil Ill (fase cronica) da infeccdo por T. gondii, as amostras de

soros apresentaram indices de avidez variando entre 42 a 100%

(Tabela 3).
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Tabela 1. indice de avidez de anticorpos IgG especificos correspondente

a cada amostra de soros da fase recente (Perfil ) da infeccdo por T.

gondii.
Indice de Avidez (%)
Soros Diluicbes
1716 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/102 1/204 1/4086
4 8
1 96 75 73 58 56 38
2 48 47 27 18 15 16 14
3 54 33 26 18 17 12 16
4 67 51 41 28 26 22 16 13
5 100 84 81 71 68 53 43 22
6 68 44 36 27 27 21 17
7 85 55 47 40 32 30 23 18 17
8 100 90 82 73 59 51 47 35 30
9 56 39 22 24 25 17 20 18 20
10 61 48 38 48 37 29 28
11 95 30 20 19 18
12 93 76 92 73 55 51 65
13 81 49 51 38 33 22 33
14 81 73 62 57 48 40 33 22 27
15 60 40 29 26 21 22
16 86 67 64 50 40 33 32 28 25
17 66 66 55 44 40 34 34 22 27
18 60 47 34 36 27
19 65 70 71 71 59 49 42 34 38
20 74 51 44 38 32 34 27 25

Os indices de avidez foram calculados para cada diluicao até o limiar de
reatividade de cada amostra de soro, pelo teste ELISA-Avidez.

Os valores em negrito representam os menores indices considerados para a
definigao da diluigao 6tima de cada soro para o teste Immunoblotting.
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Tabela 2. indice de avidez de anticorpos IgG especificos correspondente

a cada amostra de soros da fase de transicéo (Perfil Il) da infecgéo por T.

gondii.
Indice de Avidez (%)

Soros Diluictes

1/16 1/32 164  1/128 11256 1/512 1/1024  1/2048  1/4086
1 73 60 47
2 93 80 85 86
3 73 88 68 75
4 52 36 22 44 21
5 91 88 67 55
6 97 93 97 100 98 100 100 87
7 85 65 51 34
8 75 64
9 99
10 83 66 57 76
11 43
12 87 82 75 72 59 61 47
13 89 80 71 82
15 95 98 100 97 96 100
16 91 82
17 84 85 68
18 79 79 85 74
19 92 89 96 85 82 73
20 g7 100 85 57 72
21 91 84 77 66
22 91 84 77 66
23 79 42 76 100
24 55 42 42 28
25 80 100 91 76
26 100 95 93
27 98 100 87 80 78
28 100 92 93 76 78 80
29 99 95 79
30 100 100 88 100 98 84 93
31 58 57 60
32 93 96 100
33 100 100
34 67 55 50
35 88 61 78 54 49
36 100 89 81 71 71 42 38
37 92 97 83 79 60
38 85 67 68 92 51
40 95 69 85 59 54
41 92 86 81 74 80 78
42 87 74 65 52 48
44 90 79 85 83
45 86 80 80 98 91 86 52
46 84 71 71 66
47 92 89 87 88 94 81
48 96 84 86 84 100

Os indices de avidez foram calculados para cada diluigdo até o limiar de reatividade de cada amostra de

soro, pelo teste ELISA-Avidez.

Os valores em negrito representam os menores indices considerados para a definico da diluigao 6tima
de cada soro para o teste Immunoblotting.
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Tabela 3. indice de avidez de anticorpos IgG especificos, correspondentes a cada

amostra de soros da fase cronica (Perfil lll) da infecgéo por T. gondii.

indice de Avidez (%)

Soros Diluigoes

1716 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 1/4086
2C 100 100 3 8 87 100 99
10C 100 88 86
23C 100 100
9D 100
10D 100 10 100 100 100 100
20D 100 98 80 100 100 94
23D 100 100 92 91 100 100
28D 100 98 82 92 98
oE 71 82 100 20 76
11E 92 100 99 99 99
8C 61 63 59 87 82 66
11C 98 92 85 100 83 100 80 90 73
15C 64 63 50 59 88
5D 85 70 62 62 68 81
7D 79 90 73 68 78 87 82 100
15D 70 78 82 70 92 76 87 75 100
21D 59 84 69 8 86 100
24D 73 75 64 83 99
2E 82 69 58 80 81
15E 81 90 94 100 94 75
1H 90 71 71 67 74
2H 91 77 73 64 90
1l 85 70 80
2 72 76
3i 8
4 83 57 43 57 46
51 93 95 75 72 57 50 42 42
6l 91 65 54 43 46
1J 47 39
2J 52
3J 74 69 77
4J 100
5J 94 85 78 90 63
6J 100 100
™ 73 64 56
M 92 82 77 69
3M 92 91 74 72 97
4M 84 86 83
5M 72 79 77
6M 100 100 9 88 84
7M 2 100 100 100
8M 100 100 100
oM 100 100
10M 100 73 54 50 45
11M 74 66 76 79
12M 72 59 60 42
13M 77 60 51 53
15M 46 39
16M 79
17M 76 82
18M 97
1N 59 54
3N GO 60 59
4N 84 74 84
5N 83 88
7N 71 69
10N 65 77 71
11N 42
12N 87 100 72
14N 73 73

Os indices de avidez foram calculados para cada diluigdo até o limiar de reatividade de cada amostra de
soro, pelo teste ELISA-Avidez.

Os valores em negrito representam os menores [ndices considerados para a definigdo da diluigao 6tima
de cada soro para o teste /mmunobiotting.
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4.2-Immunoblotting—Avidez

As diluigbes utilizadas para cada amostra de soro no teste
Immunoblotting-Avidez corresponderam aquelas onde se determinou o
menor indice de avidez ou o segundo menor indice, caso o primeiro
estivesse na ultima diluigdo (limiar de reatividade), pelo teste ELISA-
Avidez. Deste modo, as diluigbes das amostras de soros que
apresentaram uma maior freqiiéncia na aplicacdo deste teste foram:
11512 (Perfil 1), 1/32 (Perfil it) e 1/16 (Perfil 11l).

As freqliéncias das proteinas antigénicas de T. gondii que foram
reconhecidas pelos anticorpos IgG especificos de amostras de soro do
Perfil | (fase recente), Perfil Il (fase de transicdo) e Perfil lll (fase cronica)

sem o tratamento com uréia, estdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Freqiiéncias de bandas antigénicas de T. gondii reconhecidas por
anticorpos IgG em amostras de soros humanos das fases recente, de transi¢éo
e cronica (Perfis |, Il e lll) da infecgao toxoplasmica, determinadas pelo teste

Immunoblotting sem o tratamento com uréia.

Freqiiéncias (%) de bandas antigénicas reconhecidas por soros

Bandas de pacientes com infeccéo por
Antigénicas T. gondii
(kDa)
Perfil 1 Perfil IT Perfil III
plo™¢ 30 22 0
pl6 ™ ¢ 95 9 71
p19®° 60 97 81
p23 35 51 48
p30 100 100 100
p32° 90 93 78
p38 & ° 80 08 41
p40 100 100 95
p43 >° 70 33 27
50 %€ 0 95 0

554 oo 40 89 68
p57*¢ 30 95 41
p60 * 100 73 53
p66 * 85 100 97
p70 90 08 95
p75%° 90 40 85
p83 & 20 97 12
p97 > ¢ 70 0 32

n = 125 amostras (Perfil I= 20; Perfil II= 45; Perfil III= 60)

9 Diferencas estatisticamente significativas entre os perfis | e Il (p<0,05)
b Diferengas estatisticamente significativas entre os perfis | e lll (p<0,05)
°Diferencas estatisticamente significativas entre os perfis Il e Il (p<0,05)
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Diferencas estatisticamente significativas entre as freqtiéncias das
bandas antigénicas reconhecidas por amostras de soros dos perfis | e I,
foram observadas para as seguintes bandas de peso molecular aparente,
expressas em kDa: p16, p19, p38, p43, p50, p54, p57, p60, p66, p75,
p83 e p97. Destas bandas, p16, p43, p60, p75 e p97 foram
predominantes no grupo de perfil | da infecgéo, enquanto as restantes
predominaram no grupo de Perfil Il (p<0,05) (Figura 1).

Comparando-se as frequéncias das bandas antigénicas de T.
gondii reveladas por anticorpos IgG especificos em amostras de soros
dos perfis | e lll, observou-se diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05) para as seguintes bandas: p10, p16, p38, p43, p54, p60 e p97.
Destas, a proteina p54 foi a Unica predominante no grupo de Perfil lif
(Figura 1).

Entre os grupos de perfis Il e lll, as comparagdes entre as
freqliéncias de bandas antigénicas determinadas por Immunoblotting
revelaram que as proteinas p10, p16, p19, p32, p38, p50, p54, p57, p60,
p75, p83 e p97 apresentaram diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) (Figura 1). Contudo, destas bandas, somente p16, p75 e p97
foram predominantes no grupo de Perfil 1.

Merecem destaques na andlise comparativa entre as freqiiéncias
das bandas antigénicas nos diferentes perfis sorolégicos, a banda p10
que nao foi observada no grupo de Perfil Ill, a banda p50 que foi

exclusiva de Perfil Il (95%), a banda p97 que ndo foi detectada nas
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amostras de soro do Perfil Il e a banda p30 apresentou uma freqiiéncia

de 100% em todas as fases da infecgao por T. gondii.
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Bandas Antigénicas (kDa)

Figura 1. Freqiiéncias de bandas antigénicas de T. gondii reconhecidas por
anticorpos IgG em amostras de soros humanos das fases recente, de transicdo ¢
cronica (Perfis I, II ¢ III) da infeccdo toxoplasmica, determinadas por

Immunoblotting.
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Apos o tratamento com uréia 6M, as freqliéncias de bandas
antigénicas de T. gondii reconhecidas por anticorpos IgG especificos em
amostras de soros do Perfil | (fase recente), que apresentaram reducdes
estatisticamente significativas foram: p16, p32, p38, p40, p43, p54, p60,
p66 e p97 (Tabela 5). A banda p38 apresentou acentuada redugdo na
sua freqiiéncia, de 80% a 0%, apos o tratamento com uréia 6M. Contudo,
pela analise no Immunoplot (Figura 2), as bandas p16, p19, p32, p38,
p43, p60 e p97 foram situadas no quadrante 1V. Adicionalmente, apés o
tratamento com uréia 8M, outras cinco bandas (p19, p23, p30, p70 e p75)
apresentaram significantes redugdes (p<0,05) nas suas freqiiéncias,
quando comparado com as respectivas amostras de soros nao tratadas
com uréia (Tabela 5). Dentre estas bandas, somente p19 e p75 foram

situadas no quadrante IV do Immunoplot (Figura 3).
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TABELA 5. Fregiiéncias de bandas antigénicas de T. gondii reconhecidas por
anticorpos IgG em soros humanos da fase recente (Perfil 1) da infecgéo
toxoplasmastica, determinadas por Immunoblotting-Avidez, sem e com o

tratamento com solugdes de uréia 6M e 8M.

Freqténcias (%) de bandas antigénicas reconhecidas por

Bandas soros de pacientes de fase recente da infecgéo por
Antigénicas (kDa) T.gondii
Sem Ureéia Uréia 6M Uréia 8M
pl0 30 15 15
pl6* 95 45 40
plo** 60 30 20
p23** 35 10 0
p30** 100 85 65
p32* 90 35 20
p38* 80 0 0
p40* 100 50 45
p43* 70 35 15
p50 0 0 0
p54* 40 0 0
p57 30 20 20
p60* 100 25 10
po66* 85 55 25
p70** 90 65 55
p75** 90 65 40
p83 20 10 10
p97* 70 25 20

n=20 amostras

* Diferencas estatisticamente significativas apdés ambos os tratamentos com
uréia 6M e 8M (p < 0,05)

** Diferencas estatisticamente significativas somente apés o tratamento com
uréia 8M (p < 0,05)
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Figura 2. Immunoplot das frequéncias de bandas antigénicas de T. gondii
reconhecidas por anticorpos IgG em soros humanos do Perfil | (fase recente)

da infeccdo toxoplasmica, determinadas por /mmunoblotting-Avidez, sem e

com tratamento com uréia 6M.
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Figura 3. /mmunoplot das freqiéncias de bandas antigénicas de T. gondii
reconhecidas por anticorpos IgG em soros humanos do Perfil | (fase recente)
da infeccdo toxoplasmica, determinadas por Immunoblotting-Avidez, sem e
com tratamento com uréia 8M.

4 = bandas antigénicas ap6s tratamento com uréia 6M e 8M.

= bandas antigénicas apo6s tratamento com uréia 8M.
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Na andlise das freqiiéncias de bandas antigénicas reconhecidas
por anticorpos IgG especificos em amostras de soros humanos
referentes ao Perfil Il (fase de transigdo) da infec¢ao toxoplasmica, apés
o tratamento com uréia 6M, apresentaram redugdes estatisticamente
significativas, as bandas p10, p23, p38, p54, p57, p60 e p75 (Tabela 6).
Analisando o /mmunoplot, somente as bandas antigénicas p23, p54 e
p60 foram situadas no quadrante IV (Figura 4).

Além destas bandas citadas, apés o tratamento com uréia 8M,
outras quatro bandas antigénicas (p32, p43, p50 e p66) apresentaram
reducées significantes em suas frequéncias (p<0,05) (Tabela 6). Por
outro lado, através do Immunoplot, estiveram situadas no quadrante IV
as bandas p23, p38, p54, p57e p60 (Figura 5).

Dentre todas as bandas analisadas no grupo de Perfil II, vale
ressaltar que as bandas p23, p38, p54, pd7, p60 e p75 apresentaram

acentuada reducgédo de suas frequéncias apds o tratamento com uréia

(Tabela 6).
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Tabela 6. Freqiiéncias de bandas antigénicas de T. gondii reconhecidas
por anticorpos IgG em soros humanos do Perfil Il (fase de transi¢éo) da
infecgé@o toxoplasmatica, determinadas por Immunoblotting-Avidez, sem

e com o tratamento com solucdes de uréia 6M e 8M.

Freqliéncias (%) de bandas antigénicas reconhecidas por

Bandas soros de pacientes da fase de transicao da infecgao por
Antigénicas (kDa) T.gondii
Sem Uréia Uréia 6M Uréia 8M
p10* 22 4 4
p16 9 4 4
p19 97 91 89
p23* 51 22 18
p30 100 100 95
p32** 93 82 64
p38* 98 60 47
p40 100 o8 98
p43** 33 20 15
p50** 95 87 73
p54* 89 29 20
p57* 95 58 44
p60* 73 33 22
p66** 100 93 89
p70 98 93 93
p75* 40 11 9
p83 97 95 95
p97 0 0 0

n=45 amostras

* Diferengas estatisticamente significativas apés ambos os tratamentos com
uréia 6M e 8M (p < 0,05)

** Diferengas estatisticamente significativas somente apos o tratamento com
uréia 8M (p <0,05)
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Figura 4. Immunoplot das frequéncias de bandas antigénicas de T. gondii
reconhecidas por anticorpos IgG em soros humanos do Perfil Il (fase de

transicdo) da infecgdo toxoplasmica, determinadas por Immunoblotting-Avidez,

sem e com tratamento com uréia 6M.
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Figura 5. Immunoplot das freqiiéncias de bandas antigénicas de T. gondii
reconhecidas por anticorpos IgG em soros humanos do Perfil Il (fase de
transicéo) da infecgéo toxoplasmica, determinadas por Immunoblotting-Avidez,

sem e com tratamento com uréia 8M.

4 = bandas antigénicas apo6s tratamento com uréia 6M e 8M.

B = bandas antigénicas ap6s tratamento com uréia 8M.
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Pela andlise das amostras de soros do Perfil il (fase crénica),
diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) foram encontradas nas
freqiiéncias das bandas p23 e p66 apos o tratamento com uréia 6M
quando comparado as respectivas amostras nao tratadas. Contudo, apos
o tratamento com uréia 8M somente a banda antigénica p83 nao
apresentou diferencas significantes (p<0,05) na reducdo de sua
freqiéncia quando comparado as mesmas amostras nao ftratadas
(Tabela 7).

No /mmunoplot, comparando-se as freqiiéncias das bandas nao
tratadas e as tratadas com uréia 6M, observou-se que p23 e p66 foram
situada nos quadrantes lll e ll, respectivamente (Figura 6) e a banda
antigénica p60 foi a unica situada no quadrante V. Por outro lado, as
bandas p16, p54, p60 e p66 que apresentaram reducdes significativas
(p<0,05) nas suas freqiiéncias somente apos o tratamento com uréia 8M,
situaram~se no quadrante IV (Figura 7).

Vale ressaltar que o antigeno SAG1 (p30) principal antigeno de
superficie de T.gondii, ndo sofreu redugdo significativa em suas
freqUiéncias em todas as fases da infecgéo, apos o tratamento com uréia
6M. Entretanto, apés o tratamento com uréia 8M, p30 sofreu reducéo

significativa em sua freqiiéncia somente na fase recente (Perfil I).
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Tabela 7. Freqiéncias de bandas antigénicas de T. gondii reconhecidas por
anticorpos 1gG em soros humanos da fase cronica (Perfil [l) da infecgdo
toxoplasmatica, determinadas por Immunoblotting-Avidez, sem e com o

tratamento com solugdes de uréia 6M e 8M.

Frequéncias (%) de bandas antigénicas reconhecidas por

Bandas soros de pacientes de fase crénica da infecgé@o por
Antigénicas T.gondii
(kDa)
Sem Uréia Uréia 6M Uréia 8M
p10 0 0 0
p16** 71 62 48
p19** 81 78 53
p23* 48 28 22
p30 100 95 93
p32** 78 68 55
p38** 41 30 10
p40** 95 88 78
p43** 27 18 3
p50 0 0 0
p54** 68 o7 31
p57** 41 32 15
p60** 53 40 17
p66* 97 75 48
p70** 95 85 68
p75** 85 83 65
p83 12 10 5
p97** 32 32 13

n=60 amostras

* Diferencas estatisticamente significativas apos ambos os tratamentos com
uréia 6M e 8M (p < 0,05).

** Diferencgas estatisticamente significativas somente ap6s o tratamento com
uréia 8 M (p < 0,05).



52

100

co
o

o]
(=]
c

N
Q
L

Freqliéncia (%) de bandas antigénicas
tratadas com uréia 6M

20

0 20 40 60 80 100

Freqliéncia (%) de bandas antigénicas nio tratadas

Figura 6. /mmunoplot das freqiiéncias de bandas antigénicas de T. gondii
reconhecidas por anticorpos IgG em soros humanos do Perfil [i] (fase crénica)
da infeccao toxoplasmica, determinadas por Immunoblotting-Avidez, sem e

com tratamento com uréia 6M.
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Figura 7. Immunoplot das frequéncias de bandas antigénicas de T. gondii
reconhecidas por anticorpos IgG em soros humanos do Perfil lil (fase cronica)
da infeccéo toxoplasmica, determinadas por /mmunoblotting-Avidez, sem e

com tratamento com uréia 8M.

4 = bandas antigénicas apo6s tratamento com uréia 6M e 8M.

B = bandas antigénicas apos tratamento com uréia 8M.
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As figuras 8, 9 e 10 mostram fragbes antigénicas de T. gondii
reconhecidas pelos anticorpos IgG especificos das amostras de soro de
perfis I, Il e Il da infeccdo toxoplasmica, quando submetidas aos

diferentes tratamentos: sem uréia e com uréia 6M e 8M.
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Figura 8 (A e B). Perfil antigénico de T. gondii reconhecido por anticorpos IgG
especificos em doze amostras de soros humanos do Perfil | (fase recente),
determinados por Immunoblotting-Avidez, sem e com tratamento com uréia 6M
e 8M. 0 = sem uréia; 6 = uréia 6M e 8 = uréia 8M.
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Figura 9 (A e B). Perfil antigénico de T. gondii reconhecido por anticorpos IgG
especificos em doze amostras de soros humanos do Perfil Il (fase de
transi¢d@o), determinados por Immunoblotting-Avidez, sem e com tratamento
com uréia 6M e 8M. 0 = sem uréia; 6 = uréia 6M e 8 = uréia 8M.
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Figura 10 (A e B). Perfil antigénico de T. gondii reconhecido por anticorpos IgG
especificos em doze amostras de soros humanos do Perfil lll (fase cronica),
determinados por Immunoblotting-Avidez, sem e com tratamento com uréia 6M
e 8M. 0 = sem uréia; 6 = uréia 6M e 8 = uréia 8M.
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5. DISCUSSAO

A avaliagdo sorolégica do tempo exato da aquisicdo da infeccéo
por T. gondii assume fundamental importdncia em mulheres gravidas,
uma vez que a infeccdo recente e adquirida requer intervencdo e
tratamento (LAPALLAINEN et al., 1993). Toxoplasma pode atingir o feto a
partir da parasitemia matemna e, consequentemente, causar infeccdo na
placenta, e tanto mais facilmente quanto esta for mais desenvolvida e
com methor irrigac&o sangliinea (WONG & REMINGTON, 1994). Por isto, é
diminuta a probabilidade de contaminagéo fetal no inicio da gestacao
(AsHBURG et al., 1998). Paralelamente, as lesbes fetais sdo tanto mais
graves quanto mais precocemente o feto é atingido (CAMARGO, 1996),
Constatado a soroconversio, ou diante de um perfil soroldgico de
infeccdo recente, eventuais manifestacdes clinicas e possivelmente
toxoplasmose congénita podem ocorrer (LAPALLAINEN ef al., 1993).
Contudo, a distingao entre as fases da infecgdo ndo é facil.

O aparecimento de anticorpos para a toxoplasmose assinalando a
soroconversdo de negatividade para positividade dos testes sorolégicos
traduz a resposta imunolégica humoral a infec¢do recém-adquirida
(CAMARGO, 1995).

Os mais caracteristicos marcadores sorologicos no estudo da
imunidade anti-toxoplasmica envolvem anticorpos 1gG em altos titulos oy

em rapida elevacédo que geralmente refletem imunidade ao parasito e, de
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anticorpos 1gM que, se presente, revelam infeccdo recente. Assim,
resultados provenientes de individuos assintomaticos que possuem
titulos n&o significativamente varidveis de anticorpos IgG anti-toxoplasma
em seu Soro e que sdo positivos para anticorpos IgM, sé@o de dificil
interpretacdo quanto ao estagio da infecgdo em que se encontram
(HEDMAN et al., 1989).

Para determinar os anticorpos IgM como indicadores de fase
recente, varios ensaios vém sendo utilizados (CAMARGO, 1995). Porém,
em alguns pacientes, os anticorpos IgM podem ser detectados por um
longo tempo apds a fase aguda da infeccdo (HEDMAN et al., 1989,
CAMARGO, 1995).

A grande sensibilidade de determinados métodos sorolégicos
aumenta também a possibilidade de obtencdo de resultados falso-
positivos, sugerindo que a presenga de anticorpos igM nao é sempre
indicador de infeccdo recente (FucciLo et al., 1987) e somente altos
titulos destes anticorpos podem ser tomados como limiar seguro entre as
formas recentes e cronicas da infecgdo por T. gondii (SiBALIC et al.,
1993).

Muitos estudos tém enfatizado o valor da deteccéo dos anticorpos
IgA anti-toxoplasma como marcador diagnostico da toxoplasmose
recente (TAKAHASHI & Rossi, 1994), todavia estes anticorpos s&o mais
detectados em estagios primarios da infecgcdo e sua permanéncia € mais

limitada do que os anticorpos IgM (FOUDRINER et al., 1995). Deste modo,
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a deteccdo de anticorpos IgA permite uma maior eficiéncia como
marcador de diagnéstico da toxoplasmose aguda quando realizada
juntamente com testes para verificacdc de anticorpos IgM. Mas,
novamente, a presenca destes anticorpos pode ter longa persisténcia de

meses ou até anos a partir da infeccdo primaria (WONG & REMINGTON,

4
J

W

94).

A avidez de anticorpos IgG especificos representa uma importante
feramenta capaz de distinguir entre infecgfes recentes e crdnicas
(HEDMAN et al., 1989; JovyNson et al., 1990; CamARGcO et al., 1991;
LAPPALAINEN et al., 1993; HoLLIMAN et al., 1994 e CAMARGO, 1995).

Nas infecgGes recentes, uma alta porcentagem desses anticorpos
mostra baixa avidez, isto &, baixa afinidade para o0s antigenos
corespondentes. Durante semanas ou meses, esses anticorpos vao
apresentando avidez crescente, de modo que nas infecgées de mais
longa duracdo, encontra-se um predominio marcante de anticorpos de
alta afinidade (WERBLIN ef al., 1973).

No presente estudo, o indice de avidez dos anticorpos IgG
especificos obtidos pelo teste ELISA-Avidez mostrou-se comparavel a
estudos prévios (CAMARGO et al., 1991; HEDMAN et al., 1989), devido a
presenga de anticorpos IgG de baixa avidez na fase recente da infecgéo.
Altos indices de avidez foram caracteristicos da fase cronica, como
descrito por HEDMAN ef al, (1989) e LAPPALAINEN ef al, (1993),

evidenciando uma progressiva maturagao da afinidade destes anticorpos
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lgG especificos aos antigenos de T. gondii, apds o desafio antigénico
inicial.

A escolha da solugcdo uréia 6M como agente dissociante dos
complexos imunes, como proposto por HEDMAN et al., (1989), mostrou
ser satisfatorio no teste imunoenzimatico ELISA-Avidez, resultando em
pequenas quedas da reatividade nas amostras de soros de fase crbnica
(Perfil Ill) e quedas maiores dos indices de avidez nas amostras de soro
pertencentes ao grupo de fase recente (Perfil ). Contudo, os resultados
do teste ELISA-Avidez exibiram uma grande variagéo dos indices de
avidez para os perfis sorolagicos | (22-56%), 1l (22-100%) e lil (42-100%)
da toxoplasmose, havendo sobreposigbes de indices de avidez
principalmente da fase de transicdo nas fases recentes e crénicas. Deste
modo, pode conduzir a resultados de dificii analise para uma
caracterizac@o do estagio de infecgdo em que se encontra o paciente.

Assim, a sorologia da toxoplasmose avaliada pela avidez em que
os anticorpos IgG ligam-se a seus respectivos antigenos, determinada
pelo teste imunoenzimatico ELISA-Avidez, ndo possibilitou uma distin¢éo
do Perfil Il (fase de transicéo) aos demais perfis sorologicos.

Um ensaio Immunoblotting descrito para a caracterizagdo de
antigenos de T. gondii reconhecidos por amostras de soros de fase
crénica e recente em camundongos infectados, evidenciou componentes

antigénicos predominantes ou exclusivos das diferentes fase da infeccgéo



(RAHMAH & ANUAR, 1992), antigenos de varios pesos moleculares e
especificos para cada estagio ( KASPER, 1989).

As proteinas antigénicas de 7. gondii reconhecidas por anticorpos
laG humanos, pela técnica /mmunoblotting demonstraram que S&o
proteinas estagio-especificas, possibilitando a definicdo de marcadores
de diagnostico das fases da toxoplasmose (MoOIR ef al., 1991; GALVAN-
RAMIREZ ef al., 1998).

Na analise do /mmunoplot, as proteinas reconhecidas com
freqliéncias menores que 50% ndo foram consideradas como
marcadores de diagndsticos da toxoplasmose.

No presente estudo, analisando as amostras de soros humanos
dos trés perfis soroldgicos da toxoplasmose por /mmunoblotting, foram
evidenciadas fragGes antigénicas exclusivas das fases de perfis | e I,
como a banda p10. Analisando a avidez dos anticorpos IgG que
reconheceram este antigeno, verificou-se que estes anticorpos séo de
alta avidez durante a fase recente da infec¢do, ndo apresentando uma
significativa redugdo em sua freqiiéncia apos o tratamento com solucéo
de uréia 6M ou 8M. No entanto, p10 ndo pode ser considerada como
marcador antigénico de fase recente, por ndo estar situada no quadrante
IV, devido a sua baixa freqiiéncia (30 e 22%, respectivamente) nos perfis
| e Il da infeccdo.

A banda antigénica p97 foi reconhecida somente por anticorpos

IgG das amostras de soros dos perfis | e lll. A avidez dos anticorpos igG
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que reconheceram este antigeno foi baixa nas amostras do Perfil | e alta
nas amostras do Perfil lil, apds o tratamento com solugdo de uréia 6M.

A fragdo antigénica exclusiva de apenas um estagio da infeccao foi
a p50, que foi evidenciada somente nas amostras do grupo de perfil i,
onde demonstrou ser reconhecida por anticorpos IgG de alta avidez apos
o tratamento com solucéo de uréia a 6M.

As bandas p16, p43, p60 e pg7 apresentaram uma alta incidéncia
na fase de Perfil | quando comparado aos outros Perfis (Il e 1),
caracterizando-se como marcadores antigénicos deste estagio da
infeccdo, e os anticorpos 1gG que reconheceram esta fracdo baixa
avidez, apos o tratamento com solucéo de uréia 6M e 8M.

Na andlise dos diferentes tratamentos (sem uréia, com uréia 6M e
8M) nas amostras de soros de fase recente (Perfil ) da toxoplasmose, os
antigenos p16, p32, p38, p40, p43, pd4, p60, p66 e p97 foram
reconhecidos por anticorpos IgG de baixa avidez depois de submetidos
ao tratamento com solugdo de uréia 6M. No /mmunoplot, as bandas
antigénicas p40, p54 e p66 nédo se situaram no quadrante IV, ndo sendo
consideradas, portanto, como bons marcadores diagndsticos do Perfil |
Além das bandas antigénicas que sofreram quedas significativa de suas
freqiiéncias apds o tratamento com uréia 6M, outras bandas também
apresentaram significativas redugbes apds o tratamento com uréia 8M:

p19, p23, p30, p70 e p75, e dentre estas, somente as bandas p19 e p75

situaram no quadrante IV do /mmunoplot.
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Nas amostras de Perfil Il da infeccdo toxoplasmica, as bandas
antigénicas p10, p23, p38, p54, p57, p60 e p75 foram reconhecidas por
anticorpos IgG de baixa avidez ap6s o tratamento com solugéo de uréia
6M. Dentre estas fracGes antigénicas, somente p23, p54 e a p60
situaram se no quadrante IV do /mmunoplot, portanto, podendo ser
consideradas como marcadores antigénicos de baixa avidez do Perfil |l
da toxoplasmose. Apds o tratamento com solucdo de uréia 8M, outras
bandas antigénicas sofreram significativas redugdes em suas
freqiéncias: p32, p43, p50 e p66. Pelo Immunoplot verificou-se que
nenhuma destas frages antigénicas situaram-se nos quadrantes 1 ou IV,
portanto, ndo sendo caracterizadas como marcadores de diagnostico
desta fase da infecgéao.

Todas as bandas antigénicas reconhecidas por anticorpos IgG das
amostras de soros do Perfil |l da infecgdo toxoplasmica, com excecéo
das bandas p23 e p66, que foram situadas nos quadrantes Il e li
respectivamente, no Immunoplot, nado apresentaram reducdes
significativas em suas freqiiéncias ap6s o tratamento com uréia 6M. Os
respectivos anticorpos destas fracées antigénicas (p23 e p66) foram
portanto, de baixa avidez. Entretanto, apds o tratamento com solucao de
uréia 8M, as bandas antigénicas p16, p19, p30, p32, p38, p40, p43, p54,
p57, p60, p70, p75, p83 e p97 apresentaram diferencas significativas na
dissociacdo do complexo imune, em comparagdo as amostras ndo

tratadas ou tratadas com solugdo de uréia 6M. Na analise por
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Immunoplot, somente as bandas p16, p54, p60 e p66 situaram-se no
quadrante V.

Estes dados sugerem que o tratamento com solugdo de uréia 8M
leva a uma maior dissociacdo do complexo imune com um diminuicdo da
avidez dos anticorpos IgG na fase crénica da infecgdo (Perfil Ill), os quais
apresentaram uma alta avidez quando tratados com uréia 6M.

Assim, de acordo com o0s resultados obtidos, a solucdo de uréia
6M foi escolhida como a mais apropriada para caracterizagdo de
anticorpos 1gG de baixa avidez nas diferentes fases da infecgdo
toxoplasmica.

Deste modo, caracterizamos como bons marcadores antigénicos
para T. gondi, as bandas antigénicas que foram reconhecidas por
anticorpos 1gG de baixa avidez na fase recente (Perfil 1) e que no
Immunoplot localizaram se no quadrante IV, apés o tratamento com
solugdo de uréia 6M; além disto, na fase de transicdo ou cronica, estas
fracbes antigénicas ndo se dissociaram, caracterizando o
reconhecimento por anticorpos IgG de alta avidez. Portanto, as bandas
antigénicas consideradas como marcadores de diagnodstico de fase
recente foram: p16, p32, p38, p43, p60 e p97.

Dentre estas bandas acima citadas, podemos caracterizar ainda
como um otimo marcador antigénico a proteina p38, que apresentou

reatividade com anticorpos de baixa avidez na fase de perfil | da
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toxoplasmose, com um acentuada queda na freqiéncia de 80% a 0%
apos o tratamento com solugdo de uréia 6M e 8M.

No grupo sorolégico de Perfil I, foram considerados com bons
marcador antigénico as bandas p23, p54 e p60 reconhecidas por
anticorpos 1gG de baixa avidez e também presentes no quadrante IV do
Immunoplot. Além disto, a banda antigénica p50 foi um marcador
exclusivo deste estagio da infeccio toxoplasmica.

No grupo sorologico de Perfil Ill, a presenga da banda p60
reconhecida por anticorpos IgG de alta avidez também podem ser
caracterizados como marcadores antigénicos da fase cronica da
infeccdo, na comparacéo de sua freqiiéncia e avaliagdo do /Immunoplot.

A banda p60 reconhecida por anticorpos IgG de alta avidez na fase
cronica pode ser devido a maturacdo destes anticorpos com o decorrer
da infecgdo, onde os mesmos apresentavam uma baixa avidez a esta
fragdo antigénica para ambos os perfis I e Il.

Através destas andlises das fracdes antigénicas de T. gondii, a
técnica de Immunoblotting-Avidez demonstrou ter um papel
complementar importante na evidenciagdo de marcadores de

diagnosticos capazes de diferenciar as fases da infeccéo por T. gondii.
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6. Conclusdes

A técnica de Immunoblotting-Avidez foi padronizada e a
concentracéo da solugdo de uréia na concentracio 6M foi considerada a
mais apropriada para a caracterizagdo dos marcadores antigénicos que
s&o reconhecidos por anticorpos IgG especificos de baixa avidez nas

diferentes fases da infeccdo toxoplasmica.

As bandas antigéncias reconhecidas por anticorpos 1gG
especificos de baixa avidez situados no quadrante 1V no Immunoplot
foram consideradas como bons marcadores antigénicos nas diferentes

fases da infecgdo toxoplasmica.

No grupo soroldgico de Perfil | (fase recente) da toxoplasmose, as
bandas antigénicas p16, p32, p38, p43, p60 e p97 foram consideradas
como marcadores antigénicos desta fase, por ser reconhecidos por

anticorpos de baixa avidez na fase recente e alta na fase cronica.

No grupo de Perfil Il (fase de transi¢é@o) da infecgdo toxoplasmica,
as bandas antigénicas p23, p54 e p60 foram consideradas como bons

marcadores antigénicos desta fase.
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As bandas antigénicas p60 foi reconhecida por anticorpos
especificos de alta avidez na fase cronica (Pefil lll) e por anticorpos de
baixa avidez nos perfis | e ll, podendo deste modo ser caracterizada

como marcador antigénico desta fase da infecgdo toxoplasmica.

O antigeno p30 ndo foi considerado marcador antigénico para
distinguir as diferentes fases da infecgédo, uma vez que os anticorpos IgG
correspondentes foram determinados como de alta avidez em todas as

fases da infecgdo com uréia 6M.

A técnica Immunoblotting-Avidez demonstrou ter um papel
complementar importante na detreminacdo de marcadores antigénicos

das fases recente, de transigio e crénica da infecgao por 7. gondii.
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7. Summary
We proposed to characterize antigenic markers recognized by
human serum samples from patients presenting serological profiles I, I}

and I of Toxoplasma infection, by the determination of IgG antibody

avidity, wusing a modified immunoblotting technique (avidity

immunoblotting). This method includes the dissociation of the antigen-
antibody interaction with 6M or 8M urea solutions. Human serum samples
from 20 patients presenting recent infection (profile 1), 45 patients
presenting toxoplasmosis transient phases (profile Il) and 60 patients with
chronic infection (profile 1ll) were analyzed. Good antigenic markers were
considered for those antigenic bands recognized by low avidity IgG and
situated in the quadrant IV of immunoplot. It was observed that antigenic
bands p16, p32, p38, p43, p60 and p97 were more frequently recognized
by low avidity IgG in recent infection and by high avidity 1gG in chronic
foxoplasmosis. From these antigenic bands, p38 can be characterized as
an optimal antigenic marker of low avidity for recent form of
toxoplasmosis, due to significantly high decrease of their frequency (from
80% to 0%), after treatment with 6M urea solution. The bands p23, p54
and p60 were considered as good antigenic markers for the serological
group of profile il. In addition, p60 also was characterized as antigenic
marker of the toxoplasmosis chronic phases, because it was recognized
profiles | and JI. The p30 antigen was not considered as a good marker to
distinguish different phases of infection, since comresponding IgG
antibodies were determined as high-avidity in all phases of the infection.
Thus, the avidity immunoblotting assay demonstrated to be a useful and
adequate tool to determine antigenic markers of recent, transient and

chronic phases of 7. gondii infection.

Keywords: T.gondii, human toxoplasmosis, IgG avidity immunobilotting
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8. Resumo
Caracterizamos marcadores antigénicos reconhecidos por
amostras de soros humanos de pacientes com perfis soroldgicos |, Il e lil
da infeccdo por Toxoplasma, pela determinacao da avidez de anticorpos
IgG especificos utilizando uma técnica de /mmunoblotting modificada
(Immunoblotting-Avidez). Este método inclui a dissociacdo da interagdo
antigeno-anticorpo com solugdes de uréia a 6M e 8M. Amostras de soros
humanos de 20 pacientes apresentando infecgao recente (Perfil ), 45
pacientes na fase de transicdo da infecgao (Perfil 1) e 60 pacientes com
infeccdo cronica (Perfil lIf) foram analisadas. Foram consideradas como
bons marcadores antigénicos as bandas reconhecidas por anticorpos IgG
de baixa avidez situadas no quadrante 1V do /mmunoplot. Foi observado
que as bandas antigénicas p16, p32, p38, p43, p60 e p97 foram
reconhecidas mais freqiientemente por anticorpos 1gG de baixa avidez
na infecgdo recente e por anticorpos IgG de alta avidez na toxoplasmose

crénica. Destas bandas antigénicas, p38 pode ser considerada como um
étimo marcador antigénico de baixa avidez da fase recente da infeccgao,

devido & acentuada reducdo na sua freqiéncia (80% a 0%), apds
tratamento com solucdo de uréia 6M. As bandas p23, p54 e p60 foram
consideradas como bons marcadores antigénicos para o grupo
sorolégico de perfil Il. Além disto, p60 também pbde ser caracterizada
como marcador antigénico da fase, porque foi reconhecida por anticorpos
IgG de alta avidez nesta fase e por anticorpos de baixa avidez nos perfis
sorologicos | e ll. O antigeno p30 nao foi considerado como bom
marcador para distinguir as diferentes fases da infeccdo, ja que
anticorpos 1gG correspondentes foram determinados como de alta avidez
em todas as fases da toxoplasmose. Assim, a técnica /mmunoblotting-
Avidez demonstrou ser uma ferramenta uti! e adequada para determinar

os marcadores antigénicos das fases recente, de transicdo e crénica da

infecgdo por T. gondii.
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