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ETERNAS ONDAS.

Quanto tempo temos antes de
voltarem

A\quela§ ondas

Que vieram como grotas em siléncio
Tao furioso

Derrubando homens entre outros
animais

Devastando a sede desses mat;a{gfais
Devorando drvores, pensamentos
§eguind0 a linha

Do que foi escrito pelo mesmo ldbio
Tao furioso

E se teu amigfo vento nao lhe procurar
E porque multidoes ele foi arrastar.

Zé Ramalho
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Resumo

Toxoplasmose é uma infecgdo causada pelo protozoario Toxoplasma
gondii. O gato € o hospedeiro definitivo e o homem, outros mamiferos e as
aves sao os hospedeiros incompletos ou intermedigrios. A defini¢do do
tempo exato da infecgdo pelo Toxoplasma gondii ¢ de fundamental
importincia especialmente durante o periodo gestacional em mulheres. A
presenca de alguns marcadores soroldgicos pode definir se a infecg¢do pelo
loxoplasma gondii ¢ recente ou crénica. Um destes marcadores & a avidez
dos anticorpos IgG. No presente trabalho, com amostras de soros humanos
de fase recente da infecgdo por 7. gondii (grupo I) e amostras de soros
humanos de fase crénica da infec¢do (grupo 1I), os indices de avidez dos
anticorpos IgG especificos para 7’ gondii, foram analisados a partir do teste
ELISA-Avidez com o agente dissociante uréia 6M, e demostraram-se
eficientes na determinagdo de marcadores sorologicos do estagio recente da
infecgdo com anticorpos IgG de baixa avidez e do estagio cronico com
anticorpos de alta avidez. Pelo teste Western-Blot-Avidez-, foram
evidenciados marcadores antigénicos exclusivos de fase recente da infecgio
por 7.gondii (p10 e p57) com anticorpos IgG de alta avidez, Usando-se o
teste  Western-Blot-Avidez com diferentes concentragdes do agente
dissociante uréia (6M e 8M), caracterizamos a especificidade de anticorpos
de baixa avidez na fase recente e de anticorpos de alta avidez fase cronica,
defimindo deste modo, marcadores antigénicos dos diferentes estagios da
infecgdo por 7. gondii (p16, p32, p40 e p97).

Palavras Chave- Toxoplasma gondii, Avidez, Western-Blotting.
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INTRODUCAO




TOXOPLASMOSE

Toxoplasmose é uma infecgdo, algumas vezes doenga, causada
pelo protozoario 7t oxoplasma gondii (Frenkel,1995). 7. gondii é um
protozoario intracelular obrigatério, semelhante aos coccideos ¢ os

plasmédios (Rey, 1991). Sua classificagdo, entre os seres vivos, segundo

Levine (1980).

REINO PROTICTA
SUBREINO PROTOZOA
FILO APICOMPLEXA
CLASSE SPOROZOEA
SUBCLASSE COCCIDIA
ORDEM EUCOCCIDIA
QUBORDEM EIMERIINA
FAMILIA SARCOCYSTIDAE

GENERO TOXOPLASMA

ESPECIE 7Zoweptaoma goudic

(Neves et al_, 1995).



(V%)

HISTORICO

Ironicamente, Toxoplasma gondii, foi descoberto por Charles
Nicolle e Louis Manceaux em gondi, roedor do norte da Africa
(Ctenodactylu gondii, Pallas, 1778), quando ambos o0s pesquisadores em
1908, no Instituto Pasteur de Tianis, estudavam a epidemiologia da
leishmaniose (Moulin, 1993).

O nome Toxoplasma, de origem grega (toxon = arco), foi dado
devido a morfologia apresentada por este parasita.

Toxoplasmose constitui-se numa zoonose onde a infecgdo € muito
freqiiente, acometendo varias espécies de animais dentre mamiferos e
aves (Frenkel, 1995).

Varias pesquisas foram feitas sobre este protozoario, mas somente
a partir de 1937, surgiram relatos concretos de casos da doenga em
criangas, devido a transmissio transplacentaria e ao isolamento do
Toxoplasma por meio de inoculagdes em animais de laboratério
(Frenkel, 1995).

Com o desenvolvimento do diagnostico, baseado no “dye-test”
por Sabin, em 1960, tornou-se possivel associar outras sindromes ao
Toxoplasma como também facilitar a detec¢ao da infecgdo em mulheres
gravidas  (Frenkel, 1995; Jackson & Hutchison,  1989).

Conseqilentemente, serviu como suporte para o estabelecimento de



medidas preventivas.

A dindmica da imunidade humoral foj demonstrada, onde os
anticorpos das classes IgM e IgA foram caracterizados como a primeira
linha de defesa e os anticorpos da classe IgG, como responsaveis pela

resposta imune secundaria (Moulin,1993).

HABITAT

I’ gondii é um protozoario que possui uma distribuigio geografica
mundial, com elevada prevaléncia sorologica entre as diferentes
populagdes (Okay, 1994). Caracteriza-se por ser um parasita intracelular
obrigatério podendo ser encontrado em vérios tecidos ¢ c€lulas (exceto
hemadcias), sendo sua maior afinidade por células do sistema fagocitico
mononuclear, leucocitos, células parenquimatosas (Rey, 1991) e liquidos
organicos (salivas, leite, esperma, liquido peritoneal, liquor e humor
aquoso) (Kawazoe, 1991).

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).



MORFOLOGIA E CICLO

Toxoplasma  gondii apresenta  uma morfologia multipla,
dependendo do habitat e do estagio evolutivo (Kawazoe, 1991). As
principais formas que este parasita apresenta durante o seu ciclo
evolutivo sdo: a) Taquizoitas, denominadas de formas proliferativas,
sendo que sua morfologia em forma de arco deu origem ao género.
Apresentam alta motilidade e multiplicagdo réapida por endogenia; sao
encontradas no citoplasma de varios tipos celulares envoltas por
vacuiolos  parasitéfaros. b) Bradizoitas, as formas geralmente
encontradas na fase cronica da infecgdo, apresentam multiplicag¢do lenta
dentro de cistos, também pelo processo de endogenia. ¢) Qocistos, sio
produzidos nas células intestinais de felideos ndo 1munes; em seu interior
cncontram-se dois esporocistos; cada um contendo quatro esporozoitos
(Pfefferkorn, 1990; Kawazoe, 1991 ; Frenkel, 1995).

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 (Péssoa, 1992). Deste modo em, um gato jovem e ndo
imune, infectado oralmente por 00Cistos, cistos ou taquizoitas, ocorrera
um processo de multiplicagao por esquizogonia, onde se dars a formagao
dos gametas. Posteriormente a fusio dos gametas, o zigoto se

desenvolvera, originando assim os oocistos, que serdo eliminados com as



fezes.

Uma vez ingeridos por hospedeiros susceptiveis, 0s oocistos
passam por processos degradativos liberando esporozoitos. Estes, ao
invadirem as células hospedeiras, transformam-se em taquizoitas. No
citoplasma da célula hospedeira, o parasita fica envolto por um vactolo
especializado, no qual reside durante toda a fase intracelular. Divide-se
rapidamente por endogenia, lisando a célula hospedeira e liberando
novas formas infectantes que invadirdo outras células (Sibley, 1995).
Nesta etapa, o hospedeiro apresenta um quadro polissintomatico, que
corresponde a fase recente da infecgdo, cuja gravidade dependera da
quantidade de formas infectantes adquiridas, cepa do parasita ¢ da
resisténcia do hospedeiro (Kawazoe, 1991).

O desenvolvimento da imunidade, celular e humoral, faz com que
0s parasitas extracelulares se encistem no interior das células, podendo
permanecer assim, durante toda a vida do hospedeiro.

Para entender o mecanismo de ataque e nvasdo do 7. gondii as
células hospedeiras, é essencial que se conhega, em termos moleculares,
os antigenos de superficie celular do parasita (Grimwood et al, 1995). O
antigeno SAG1 (P30), por exemplo, esta diretamente envolvido nestes
processos. Anticorpos policlonais e monoclonais especificos para SAGI

inibem infecgdes a fibroblastos humanos e enterocitos de camundongos
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(Kasper e Mineo, 1994). Segundo estes autores, esse antigeno exclusivo
da forma taquizoita do Toxoplasma ¢ potencialmente importantes com o

componente de uma vacina para esta parasitose.

TRANSMISSAO

O indice de mfec¢do em uma populacdo humana depende de
varios fatores como o padrdo de vida, a cultura, o contato com animais e
0 tipo da moradia (casas, apartamentos) (Frenkel, 1995). Um estudo
realizado por Camargo e colaboradores (1994) em Ribeirdo das Neves,
no estado de Minas Gerais, Brasil, demonstrou que a presenga de
animais domésticos e a incidéncia da infeccdo era estatisticamente
significante entre a populagao.

O homem pode adquirir a infecgdo Por quatro vias principais: a)
ingestdo de oocistos do solo ou atraves de vetores mecanicos (moscas,
baratas); b) ingestio de cistos em carnes cruas oy mal cozidas; c)
infecgao transplacentaria; d) contato de taquizoitas presentes em
secregoes (salivas, esperma, leite) (Kawazoe, 1991).

As infecgdes podem  ainda ocorrer  através de  Orgaos

transplantados e acidentes laboratoriajs (Kawazoe, 1991).



EPIDEMIOLOGIA

A epidemiologia visa determinar as formas de ocorréncia da
infecgdo em condigdes normais e identificar os fatores que levam os
seres humanos e demais seres vivos a alojar o parasita

Os resultados de testes sorolégicos confirmam que a toxoplasmose
esta presente em todo o mundo, com a maior parte das infecgdes
ocorrendo de modo assintomatico, sendo a doenga uma exce¢do no
homem (Frenkel, 1995). Neste, a infeccdo parece nio estar
correlacionada com sexo e grupo racial ou étnico. Contudo, quanto 3
idade, a proporgio tende a aumentar progressivamente até atingir uma
estabilidade por volta dos trinta ou quarenta anos (Amato-Neto, 1995),

Na populagio norte-americana, a taxa de sorologia positiva para
anticorpos anti-7. gondii varia de 15 a 68% (Rey, 1991). No Brasil, a
prevaléncia de anticorpos varia de 54% no Centro-Oeste a 75% no Norte
(Ricclardi er al, 1978) apud Frenkel, 1995

Em mdividuos portadores do virus HIV, a incidéncia da reativagao
da infecgédo pelo Toxoplasma €& de 5 a 33% (Kasper & Boothroyd, 1993).
Dentre estes individuos, 20 a 40% desenvolverdo encefalite

toxopldsmica (Lima, 1995).



ANTIGENOS DO 7. oxoplasma gondii

Informagdes especificas sobre 0s varios antigenos do 7 gondii
foram obtidas, nos ultimos anos, com o auxilio de técnicas laboratoriais
que envolvem anticorpos monoclonais e clonagem de genes.

Os principais antigenos localizados na superficie do parasita
(SAG) possuem pesos moleculares aparentes de 22 kDa (SAG 2), 23
kDa (SAG 4), 30 kDa (SAG 1), 35 kDa (SAG 5) e 42 kDa (SAG 3)
(Kasper et al., 1983: Burg er al., 1988; Couvreur ef al., 1988; Cesbron-
Delauw et al., 1994). Proteinas dos micronemas foram identificadas
como MIC 1 (60kDa), MIC 2 (120 kDa) e MIC 3 (90 kDa) (Wan et al.,
1997; Fourmaux et al., 1996; Morrissette er al., 1994). As proteinas das
roptrias sio: ROP 1 (60,5 kDa), ROP 2 (54 kDa), ROP 3 (59 kDa), ROP
4 (60 kDa), ROP 5 (59,5 kDa), ROP 6 (42 kDa), ROP 7 (57-60kDa) e
ROP 8 (200kDa) (Sadak er al., 1988: Leriche e Dubremetz, 1991;
Ossorio et al., 1992; Hérion et al., 1993). Dos granulos densos, seis
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) (Asai et

al., 1983; Cesbroun- Dezauw et af > 1989; Charif e al., 1990; Achbarou

er al., 1991; Mevelec et al., 1992; Lecordier et al., 1993; Mercier et al.,

1993; Cesbroun-Delauw, 1994; Sibley er al., 1994).
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MARCADORES SOROLOGICOS

A infec¢do pelo Toxoplasma, adquirida durante a infancia ou na
fase adulta de individuos imunocompetentes, ¢ assintomatica em 80 a
90% dos casos (Hedman, 1989). Quando a infec¢do ocorre durante a
gestagdo, pode causar toxoplasmose congénita provocando coriorretinite
¢ defeitos neuroldgicos nos neonatos, estes sintomas clinicos ocorrem
somente na fase recente da infeccdo, bem como encefalite fatal nos
imunodeficientes (Garcia, 1995; Lima, 1995).

Um fator de grande importancia, especialmente durante o periodo
de gestacdo, ¢ a distingdo entre a infec¢do primaria e a reativa¢do da
infec¢do (Lappalainen et al, 1993; Garcia, 1995). Para isto, diferentes
marcadores sorologicos vém sendo descritos, caracterizando assim,
perfis sorolégicos de toxoplasmose recente (Camargo, 1995).

Durante a infecgdo, surgem anticorpos especificos, representados
pelos isotipos IgM, IgA, IgE ¢, especialmente, pela 1gG.

Nos casos de toxoplasmose recente, o marcador sorologico mais
caracteristico ¢ a presenga de anticorpos IgM anti-7. gondii (Camargo et
al, 1991), porém, a medida que os testes ganham em sensibilidade,
passam a detectar anticorpos IgM por periodos muito longos, até de anos
(Camargo, 1995).

Um novo marcador sorologico tem sido reconhecido, capaz de
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distinguir entre infecgdes recentes e antigas, que é a avidez dos
anticorpos IgG especificos (Hedman er al,1989; Joynson et al,1990;

Camargo et al, 1991; Lappalainen et al, 1993 ; Holliman ez al, 1994).

AVIDEZ

A forga de uma tinica unifio na interagdo de um anticorpo com um
antigeno monovalente ¢ denominada afinidade do anticorpo. Em
diagnéstico sorologico, contudo, a interagdo importante & usualmente
aquela entre um anticorpo bivalente que se une a um antigeno
multivalente e o termo usado para expressar esta forca de ligacdo é
avidez (Roit, 1997).

Diagnosticos  sorologicos  baseados na avidez de anticorpos
especificos, tém sido usados para a distingdo de casos de rubedla
primaria e reinfecgdo, assim como para infecgodes recentes e adquiridas
pelo virus da hepatite C (Morgan e Thomas, 1988: Wreghitt et al, 1990
apud Joynson et al, 1990).

Na toxoplasmose, foram desenvolvidos ensaios para deteccio da a
avidez de anticorpos IgG anti-7. gondii, caracterizando a baixa avidez
dos anticorpos produzidos em estagios primarios da infecgdo,

diferentemente daqueles com alta forga de ligagao que refletem, no caso,



uma infec¢io latente ou crénica (Hedman er al, 1989; Joynson et al,
1990).

Os teste usados para medir a avidez dos anticorpos especificos
para antigenos do Toxoplasma mostram-se também eficientes para um
melhor entendimento dos mecanismos patogénicos da toxoplasmose
ocular (Vinhal et a/, 1994), assim como para a identifica¢do de infecgdo
recente durante o periodo de gestagdo (Lappalainem et al, 1993).

Nas infec¢des recentes por Toxoplasma, uma alta porcentagem
dos anticorpos IgG especificos mostra uma baixa avidez, isto é, baixa
afinidade pelos antigenos correspondentes. Com o decorrer do tempo e,
conseqiientemente com a maturagdo da resposta imune, esses anticorpos
vao apresentando uma avidez crescente, de modo que na infec¢do com
longa duragdo ou crénica, encontra-se um predominio marcante de
anticorpos de alta afimdade (Camargo er al, 1991; Camargo, 1995).
Podemos dizer, entdo, que o teste de avidez dos anticorpos IgG anti-7.
gondii representa um 6timo marcador da toxoplasmose recente.

Para medir e avaliar a avidez, uma técnica simples foi
demonstrada por Hedman e colaboradores em 1989, onde a dissociagio
destes anticorpos dos antigenos especificos € resultante da agdo de
agentes desnaturantes de proteinas ou desestabilizadores de ligagdes de

pontes de hidrogénio, tais como solugdes de dietilamina, cloridrato de
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guanina, uréia ¢ outros (Camargo et al. 1991).

Em testes imunoenziméticos (ELISA), com antigenos adsorvidos
em microplacas proprias, Holliman e colaboradores (1994) determinaram
a reatividade dos anticorpos IgG anti-7. gondii antes e ap6s a lavagem
dos complexos imunes formados. Para tal, usaram solugdes de uréia 2M,
4M, 6M e 8M. Nas infecgdes recentes, a queda da reatividade das
reacOes submetidas ao agente dissociante uréia 6M foi significante,
enquanto nas infecgOes antigas houve, no maximo, discreta diminui¢do
(Hedman er al, 1989; Camargo et al, 1991; Holliman et al, 1994).

A introdugdo de métodos como estes, que permitem estimar o grau
de avidez, torna-se de grande importancia no estudo da toxoplasmose,

principalmente quando correlacionados com outros dados da infecgo.



OBJIETIVO
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Padronizar o teste “Western-Blotting-Avidez”, avaliando as

diferentes concentragdes do agente dissociante uréia 6M e 8M.

Analisar comparativamente os marcadores antigénicos de fase
recente ¢ cronica da infeccdo por Toxoplasma gondii pelo teste
“Western-Blot” com os resultados sorologicos da fase recente ¢ cronica

da infecgao por Toxoplasma gondii pelo teste Elisa-Avidez.

Caracterizar os marcadores antigénicos que diferenciam a fase

recente e cronica da infecgdo por 7.gondii pelo teste “Western-Blotting-

Avidez”,



MATERIAL E METODOS

16




17

AMOSTRAS DE SOROS

As amostras de soros humanos positivas e negativas para a
infec¢do por Toxoplasma de fase cronica ou latente, foram obtidas junto
ao Laboratorio de Andlises Clinicas do Hospital de Clinicas de
Uberlandia (HCU) da Universidade Federal de Uberlandia, no periodo
de janeiro a abril de 1997. Foram transportadas para o Laboratorio de
Imunologia , sendo armazenadas a -20°C até serem estudadas.

Para a nfecgdo de fase recente, amostras de soro humano foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Mario E. Camargo e Dr. Paulo G. Leser do
Laboratorio Fleury, Sdo Paulo, em julho de 1997 e estocadas -70°C no
Laboratorio de Imunologia.

No total, foram analisadas 60 amostras de soro humano. Estas
foram divididas em trés grupos, baseando-se nos resultados dos testes ja
realizados nos laboratorios que cederam as respectivas amostras.

Grupo I: Este grupo consistiu de 20 amostras de soro humano de
fase recente de infecgdo por Toxoplasma, onde a presenga de anticorpos
da classe IgM foi evidente (comprovada).

Grupo II: Consistiu de 20 amostras de soros de fase cronica. A

presencga de altos titulos de anticorpos da classe IgG foi evidenciada.



18

Grupo III: Neste grupo estao as amostras de soro humano
negativas para 7. gondii, que foram importantes para as padronizagdes
dos testes.

Tendo como informagio o nome dos pacientes e o numero de seus
prontuanios, as amostras de soro coletadas no HCU-UFU foram
cutdadosamente selecionadas, descartando todas as amostras de soro
positivas para HIV. Tal selecdo ndo pode ser realizada com as amostras

cedidas pelo Lab. Fleury (Sao Paulo).

OBTENCAO DAS SUSPENSOES PARASITARIAS

Taquizoitas da cepa RH de 7 gondii, foram obtidas por passagens
intraperitoneais seriadas em camundongos Swiss, com um intervalo de 2
ou 3 dias. A idade dos camundongos utilizados oscilou entre 30 a 60
dias. Os animais foram moculados com um volume de 0,4 ml de
exsudato peritoneal de camundongos previamente infectados.

Os exsudatos foram colhidos apos lavagens intracavitarias com 3 a
4 ml de solugdo salina estéril e examinados por microscopia optica para
selecdo do melhor exsudato, quanto a quantidade 6tima de taquizoitas e
auséncia de contaminantes (células, bactérias e/ou hemacias). A

suspensdo foi centrifugada a 1000g durante 10 minutos e submetida a
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duas lavagens com solugdo salina tamponada com fosfatos 0,01M, pH
7,2 (PBS), sendo o sedimento ressuspenso em 10ml de PBS estério. A
contagem dos parasitas foi feita em cidmara hemocitomatica, sendo a
concentragdo ajustada para 1x 10° taquizoitas / 50ul em PBS adicionado

de gelatina a 1%.

SENSIBILIZACAO DAS MICROPLACAS DE ELISA

Microplacas de poliestireno proprias para Elisa (Interlab, Sdo
Paulo, BR) foram sensibilizadas com 1x 10’ taquizoitas / 50ul / po¢o em
PBS em gel 1% ¢ incubada por 18h a 37 °C. Apds este periodo, as
placas sensibilizadas foram acondicionadas em sacos plasticos,

identificadas e estocadas a -20°C até o momento do uso.

ELISA PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS IsG ANTI-T.
gondii.

As microplacas de poliestireno previamente sensibilizadas com 7.
gondii  foram lavadas com PBS adicionado de Tween-20
(Polyoxiethylene Sorbitan, Sigma Chemical Co., USA) a 0,05% (PBS-T)

por 3 vezes com duragdo de 5 minutos cada.
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As amostras de soros (HCU), foram diluidas a 1/16 e 1/64 em
PBS-T e um volume de 50ul foi adicionado em cada pogo. As amostras
de soro padroes positivas ¢ negativas foram diluidas somente a 1/64. As
placas foram incubadas a 37°C durante 45 minutos em cAmara tmida e
apos este periodo, foram novamente lavadas em PBS-T por 3 vezes com
duragdo de 5 minutos cada. Em seguida, adicionou-se 50ul do conjugado
anti-IgG humana, marcada com peroxidase (Sigma, Chemical Co., USA),
diluido a 1/3000 em PBS-T e novamente, as placas foram incubadas a
37°C por 45 minutos. Apos esta incubagdo e consecutivas lavagens nas
mesmas condigdes citadas acima, acrescentou-se 50ul do substrato
enzimatico constituido por Smg de OPD (Ortofenilenodiamino, Merck)
em 12,5ml de Tampéo citrato-fosfato 0,1% pH 5,0 e 5ul de agua
oxigenada a 30% (H,0O,) (Caal, Brasil).

Apos a adigdo da solugdo reveladora, procedeu-se a incubagao por
15 minutos a temperatura ambiente em camara escura. A revelagdo
enzimatica foi interrompida acrescentando-se 25ul / pogo de solugdo de
acido sulfurico 2N.

A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas

(Titertek, Multiskan Plus, Flow, USA) a 492nm.
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Para a titulagdo das amostras positivas, foi realizado o mesmo
teste ELISA descrito acima, contudo as amostras de soro foram diluidas

de 1/16 a 1/2048, na razio 2.

ELISA MODIFICADA PARA A DETECCAO DA AVIDEZ DE
ANTICORPOS IgG ANTI-T gondii. (ELISA-Avidez)

O procedimento realizado neste teste ¢ idéntico ao Elisa para a
titulagdo das amostras de soro até a etapa de incubag¢do das amostras a
37°C durante 45 minutos, as quais foram adicionadas em duplicata em
pocos separados e as amostras de soro foram diluidas de 1/16 a 1/4096,
na razdo 2. ApOs esta etapa, as placas sofreram lavagens diferenciadas:
uma das placas foi lavada com solugdo de uréia 6M (Merck-Schuchardt)
em PBS com 200ul por pogo, durante 5 minutos; a outra placa foi lavada
com PBS-T por 5 minutos. Posteriormente, ambas as placas foram
lavadas por mais duas vezes com PBS-T com duragdo de 5 minutos cada
lavagem.

Os passos seguintes, foram realizados de maneira similar ao teste
ELISA citado anteriormente.

As leituras de absorbancia reveladas nas placas tratadas e ndo

tratadas com solugio de uréia 6M foram usadas para o calculo do indice
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de avidez, segundo Holliman ¢ colaboradores (1993), pela seguinte
formula:

IA = Abs (com uréia)/ Abs (sem uréia) x 100%.

PREPARO DO EXTRATO TOTAL DE 7. gondii

Exsudatos peritoneais de camundongos previamente infectados
com a cepa RH de 7. gondii foram colhidos e examinados como
anteriormente descrito. As suspensdes parasitarias foram, em seguida
centrifugadas durante 10 minutos a 1000g. O sedimento foi ressuspenso
em 10ml de PBS estéril e novamente submetido a centrifugacio e
lavagens com PBS por mais duas vezes. O sedimento foi homogeneizado
com 0,5ml de tampdo de amostra (Tris 0,1M pH 6,8, SDS a 4%, glicerol
a 20%, e azul de bromofenol). A amostra foi submetida a 100°C durante
3 minutos e o extrato total antigénico obtido (Antigéno-SDS) aliquotado

e estocado a -20°C.



ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM SDS-
PAGE

Para a caracterizagdo do perfil eletroforético de proteinas do 7.
gondii, for empregada a técnica de eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%, segundo Laemmli (1970).

No gel de separagdo, utilizou-se: Tris-HCl (Hidroximetil-
aminometano-Sigma) 0,375 M, pH 8,8; SDS (Dodecil sulfato de sodio-
Sigma) 0,1%; EDTA (Acido etileno-diamino-tetra-acético-Quimibras
Ind. Quimica AS) 2mM; Acrilamida 30% e Bisacrilamida 0,8%
(Pharmacia-LKB), Temed (N,N,N,N-tetrametil-aminometano-Pharmacia-
LKB) 0,125% e APS (Persulfato de amonio-Pharmacia-LKB) 0,125%.

O gel fo1 colocado no interior de placas de vidro montadas com
espagadores de teflon, proprias para a corrida ¢ para evitar a
polimenizagdo do gel em presenca de oxigémo, colocou-se uma camada
de butanol a qual foi removida apos a polimerizagao do gel.

Para a preparagdo do gel de empilhamento, utilizou-se: Tris-HCI
pH 6,8 0,125%; SDS 0.1%; EDTA 2mM: Acrilamida 30%,
Bisacrilamida 0,8%, Temed a 0,125% ¢ APS a 0,125%.

Posteriormente a aplicagdo deste gel, colocou-se o pente unico
(molde de teflon) para a formagdo dos pogos de aplicagdo da amostra.

A cuba de cletroforese onde as placas foram montadas continha
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tampao eletrodo de corrida (glicina 0,025M pH 8,3: Tris; SDS; metanol)
pH 8,3.

O antigeno-SDS foi aplicado no pogo central um volume de
aproximadamente 100ul

Padrdes de pesos moleculares foram aplicados nos pocos laterais
(10ul) em todas as corridas e foram obtidos de “Kits” comerciais de
marcadores de baixo e alto pesos moleculares (Sigma Marker-Sigma),
como se segue: Miosina (205 kDa); B-Galactosidase (116kDa):
Fosforilase b (97kDa); Frutose-6-fosfato quinase (84kDa); Soroalbumina
bovina (66kDa); Desidrogenase glutdmica (55kDa); Ovobumina
(45kDa); Gliceroldeido-3-fosfato desidrogenase (36kDa); Amidrose
carbonica (29kDa); Tripsinogénio (24kDa); Inibidor de tripsina (20kDa);
a-Lactalbumina (14kDa); Aprotinina (6kDa).

A corrida eletroforética foi realizada em corrente inicial de 20mA
¢ ap6s a penetragdo no gel de separagdo a corrente passou 30mA com

voltagem de 250V, por aproximadamente 3 horas e 30 minutos.
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REACAO DE “WESTERN-BLOT” (WB)

Imediatamente ap6s a separagdo dos componentes antigénicos,
realizou-se a transferéncia das proteinas do gel para membranas de
nitrocelulose de 0,45 nm (Sigma Chem.Co., St. Louis-MO, USA),
segundo as técnicas descritas por Towbin e colaboradores (1979),
utilizando-se o equipamento “Multiphor II Electrophoreses Unit”
(Pharmacia-LKB, Suécia).

Um “sandwich” foi preparado usando-se doze folhas de papel de
filtro (Munktell, Pharmacia-LKB, Suécia) com tamanho proporcional as
medidas do gel ¢ da membrana de nitrocelulose (10 x 15 cm).

As folhas de papel de filtro e as membranas de nitrocelulose foram
umedecidas em tampdo de transferéncia (Glicina, Trizma-base, SDS,
Metanol). Foram colocadas primeiramente 6 folhas de papel de filtro,
umas sobre as outras separadamente, na placa de grafite (anodo) da cuba
de transferéncia, previamente umedecida com H,O destilada.
Posteriormente, colocou-se a membrana de nitrocelulose, o gel e as
outras seis folhas de papel de filtro restantes.

A corrente aplicada foi de 0,8 mA por cm” da membrana utilizado

e a voltagem foi de 250V. O tempo para a transferéncia foi de 2 horas.
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Apos a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi corada com
solugdo de Ponceau a 0,5% em acido acético a 1%, para verficar a
eficiéncia da transferéncia.

As membranas de nitrocelulose foram, a seguir, cortadas em
pequenas tiras de (3 mm), colocadas em canaletas de acrilico proprias
para a reagdo de WB ¢ lavadas em H,O destilada. Para o bloqueio dos
sitios ativos, utilizou-se solu¢do PBS-T 0,05% com 5% de leite
desnatado (Molico, Nestlé, BR) (PBS-T M). Em cada canaleta da placa
foram adicionados 500 ul da solugdo bloqueadora, incubando-se por 2
horas a temperatura ambiente, sob agitagdo lenta e continua.

As amostras de soro foram diluidas em solu¢do de PBS-T M,
sendo que as diluigdes utilizadas para cada amostra de soro foram
aquelas que corresponderam ao menor indice de avidez obtido pelo
ELISA-Avidez, ou ao segundo menor indice, caso o0 menor
correspondesse a primeira ou ultima diluigdo (“end-point™).

Para cada amostra de soro, utilizou-se 3 tiras de membrana de
mitrocelulose da mesma cornda, as quais foram cortadas
seqiiencialmente. As diluicdes das amostras de soro foram feitas em
triplicatas.

Um volume de 500 pl destas amostras foram adicionadas as tiras

nas canaletas, paralelamente as amostras de soro negativo que serviram
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como controles da reagdo. As tiras foram incubadas por uma noite a
- 4°C, sob agitacdo lenta ¢ continua, em camara amida.

Posteriormente a incubagdo das amostras de soro, uma das trés
tiras foi lavada com PBS-T M por 3 vezes durante 5 minutos cada
lavagem. A outra tira tratada com a mesma amostra de soro duplicata foi
lavada com uréia 6M (Merck, Schuchardt) por 3 vezes durante 5
minutos. E a tdltima tira, foi lavada do mesmo modo que a tira anterior,
modificando-se porém a concentragdo da uréia para 8M. Por fim, as 3
tiras de cada amostra de soro foram submetidas a 3 ciclos de lavagens
com PBS-T M com dura¢do de 5 minutos cada. Em seguida, adicionou-
se 500ul por canaleta de conjugado anti-IgG humano marcado com
peroxidase (Sigma,Chemical Co., USA) diluido a 1/200 em PBS-T M. A
rea¢do foi mncubada por 2 horas a temperatura ambiente sob agitacdo
lenta e continua. Apds a incubagdo, as tiras sofreram 6 ciclos de lavagens
com PBS durante 5 minutos cada.

Para revelar a reacdo foi utilizado uma solugio contendo 2.5 mg
de diaminobenzidina (DAB-Sigma) diluidos em 15 ml de PBS e 225 ul
de H,O, 30%. A reagdo foi interrompida apos o aparecimento de bandas
de coloragdo marrom, pela adi¢do de agua destilada, seguida de varias

trocas
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ANALISE ESTATISTICA

O peso molecular das bandas foi estimado a partir da curva de
regressdo linear pelos valores do peso molecular dos marcadores x Rf
(motilidade relativa), através da formula:

Rf = Distancia da origem a migragdo/ dist. da origem ao ponto de
referéncia.

Os resultados obtidos nos diferentes tipos de tratamento foram
analisados pelo programa “Statistic for Windows-Release 4.5 A”
(Statesoft, Inc. 1993).

O teste utilizado foi o de analise comparativas entre duas
proporgoes € os calculos das significincias entre as diferentes
fregiiéncias incluiram um erro maximo de 5% (p<0,05). A hipétese nula

fo1 aceita quando p> 0,05 (5%).
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ELISA-AVIDEZ

As Tabelas 1 e 2 apresentam os indices de avidez calculados em
cada diluigao, para todas as amostras de soro estudadas, respectivamente
para fase recente ¢ cronica da infecgdo por 7. gondii.

As absorbancias obtidas em cada amostra de soro que ndo sofreu
tratamento com uréia e aquelas tratadas com uréia 6 M, foram
visualmente diferenciadas na fase recente de infeccdo, como mostra a
Figura 1, com algumas amostras de soro.

As diluigdes de cada amostra de soro consideradas apropriadas
para a realizagdo do teste de “Western blot” foram aquelas que
apresentaram o menor indice de avidez obtido pelo ELISA-Avidez, com
excecdo dos menores indices que correspondessem a primeira ou Gltima
dilui¢do (“end-point™).

Na Tabela 1, com amostras de soro de fase recente de infecgdo, os
menores indices escolhidos, evidenciados em negrito, apresentaram
valores que variaram de 12,3 a 55,9% correspondendo a diluigdes de
1/64 a 1/2048. As diluigdes de 1/512 ¢ 1/2048 apresentaram a maior
ocorréncia. Para as amostras de soros de fase crénica da infecgdo
(Tabela 2), os indices de avidez escolhidos, em negrito, variaram entre
50 a 100% correspondendo as diluigdes de 1/16 a 1/1024, sendo a

diluigdo de 1/64 a que apresentou a maior ocorréncia.
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Figura 1. Representagdo do teste ELISA-Avidez para a deteccdo da
avidez dos anticorpos IgG anti-7. gondii. As 4 amostras de Soros
humano (coluna 1-9) nas respectivas diluigdes 1/16 a 1/4096 (razdo 2),
apresentadas sao de fase recente da infecgdo. As letras maitsculas
correspondem as amostras de soro que nao foram tratadas com uréia 6M,
¢ as letras mindsculas as tratadas com uréia 6M. * Amostra de soro
padroes positiva (G10, G11, gl0 e gl1). ** Amostra de soro padroes
negativa (H10, H11, hl10 e hl 1).
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Tabela 1. Indices de avidez de anticorpos IgG especificos em amostras
de soros de fase recente da infecg¢do por 7. gondii.

indice de Avidez (%)

Soros Diluigdes

1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 171024 1/2048  1/4086

96,2 74,9 73,1 585 559 379
482 47,1 275 17,9 154 157 143

53,7 333 261 180 17,1 12,3 161

66,8 50,9 408 27,7 259 216 161 132

100 836 813 715 679 533 43,1 220

684 44,1 360 273 277 213 169

85,6 555 474 403 323 206 233 181 168
100 905 81,7 732 586 510 47,5 349 299
56,1 391 224 239 249 17,6 196 180 198
10 613 484 377 485 366 295 283

1 95,1 30,1 198 194 17.8

12 92,8 76,0 91,9 728 547 51,9 650

13 61,1 489 510 382 330 228 327

14 808 729 616 573 476 403 327 221 274
15 593 39,5 293 258 21,5 21.6

16 86,0 669 638 497 404 327 319 282 251
17 66,5 66,1 551 443 398 338 338 223 271
18 559 472 344 357 275

19 65.1 699 713 707 594 488 419 339 379
20 743 509 439 385 319 336 273 247

O 00 I N i B L) N =

* os indices de avidez foram calculados em todas as diluigdes até o “end-
point” de cada amostra de soro, pelo teste ELISA-Avidez.

** 0s valores em negrito representam os menores indices considerados
para a defini¢io da diluigio 6tima de cada soro para o teste de WB.



Tabela 2. indices de avidez de anticorpos IgG especificos em amostras
de soros de fase crénica da infecgdo por 7' gondii.

Indice de Avidez (%)

Soros Diluigoes

116 1/32  1/64  1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048  1/4096
2C 100 100 933 876 868 100 98.6
10C 100 88,5 859
23C 100 100
oD 100
10D 100 100 100 100 100 100
20D 996 98,1 80,6 100 100 945
23D 100 99,6 920 90,6 100 100
28D 100 980 81,7 92,1 979
9E 71,1 81,6 100 89,8 765
ITE 92,5 100 988 995 995
8C 614 633 593 869 820 661
1HC 978 920 848 100 828 100 80,1 894 734
I5C 643 62,6 50,0 593 878
5D 85,3 70,2 62,0 622 685 810
7D 79,0 90,1 733 683 785 870 825 100
15D 70,2 779 824 70,1 916 76,4 86,8 755 100
21D 59,1 84,1 692 681 857 100
24D 73,1 75,5 64,4 83,1 986
2E 31,6 689 579 804 80,8
15E 81,0 90,2 943 100 944 753

* os indices de avidez foram calculados em todas as dilui¢des até o “end-
point” de cada amostra de soro, pelo teste ELISA-Avidez.
** os valores em negrito representam os menores indices considerados
para a defini¢do da diluigdo 6tima de cada soro para o teste de WB.
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“Western Blotting”

Pelos resultados do teste de “Western blot”, foram calculadas as
freqii€ncias das bandas (peso molecular-kDa) reconhecidas pelos
anticorpos IgG das amostras de soro humano nos trés diferentes tipos de
tratamento ¢ estdo demonstradas nas Tabelas 3 ¢ 4.

Apos os célculos das freqiiéncias das bandas, foram realizadas
analises comparativas entre duas propor¢oes para os diferentes tipos de
tratamento de cada grupo e para os mesmos tipos de tratamento entre os
grupos L e II.

A significancia entre as diferengas de duas proporgdes foi definida
para erro maximo de 5% (p<0,05).

Foram observadas diferengas estatisticamente ~significantes
(p<0,05) na freqiiéncia de bandas do antigeno-SDS de 7 gondii
reconhecidas pelos anticorpos IgG especificos das amostras de SOros, em
relagdo aos grupos I e II e aos diferentes tratamentos: sem uréia, com
uréia 6M e com uréia 8M. Assim, para o tratamento sem uréia, foram
destacadas as bandas de pesos moleculares aparentes (kDa): p10, p38,
p37 ¢ p60 (Figura 2); para o tratamento com uréia 6M, as bandas de
peso molecular aparente (kDa): p19, p32, p38, p40, p54, p57 e p97

(Figura 3) e para o tratamento com uréia 8M, as bandas p32, p40 e p57

(Figura 4).
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Tabela 3. FREQUENCIA (%) DAS BANDAS (PESO MOLECULAR -
kDa) DO ANTIGENO-SDS DE T. gondii RECONHECIDAS PELAS
AMOSTRAS DE SORO HUMANO DE FASE RECENTE DE
INFECCAO, NOS TRES TIPOS DE TRATAMENTO.

Bandas Ag-SDS Tratamentos
Peso molecular
(kDa) Sem uréia uréia 6M uréia 8M

10 30 15 15
16 95 45 40
19 60 30 25
23 35 10 0
30 100 85 65
32 90 35 20
38 80 0 0
40 100 50 45
43 70 35 15
54 40 0 0
57 30 20 20
60 100 25 10
66 85 55 25
70 90 65 55
75 90 65 40
83 20 10 10

97 70 25 20
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Tabela 4. FREQUENCIA (%) DAS BANDAS (PESO MOLECULAR -
kDa) DO ANTIGENO-SDS DE 7. gondii RECONHECIDAS PELAS
AMOSTRAS DE SORO HUMANO DE FASE CRONICA DE
INFECCAO, NOS TRES TIPOS DE TRATAMENTO.

Bandas Ag-SDS Tratamentos
Peso molecular
(kDa) Sem uréia uréia 6M uréia 8M

10 0 0 0
16 80 75 65
19 75 70 40
23 35 15 10
30 100 95 90
32 95 95 80
38 45 35 5
40 95 90 80
43 65 45 10
54 56 45 15
57 0 0 0
60 55 55 15
66 70 65 25
70 90 90 60
75 90 70 55
83 35 30 15

97 70 70 40
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Fig. 2.Freqiiéncias das bandas do antigeno-SDS de 7. gondii que
apresentaram diferengas estatisticamente (p <0,05), na comparagio entre
0s grupos I e II, pelo tratamento sem uréia.
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Figura 3. Freqiiéncia das bandas do antigeno-SDS de 7. gondii que
apresentaram  diferengas estatisticamente significativas (p <0,05), na
comparagao entre os grupos I e I, pelo tratamento com uréia 6M.
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Figura 4. Freqiiéncia das bandas do antigeno-SDS de 7. gondii que
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p <0,05), na
comparag¢ao entre os grupos I e I, pelo tratamento com uréia 8M.
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Comparando-se as freqiiéncias das bandas do antigeno-SDS de 7.
gondii reconhecidas pelos anticorpos IgG especificos das amostras de
soro de fase recente da infecgdo (grupo I) entre os diferentes tratamentos
(sem uréia, uréia 6M e uréia 8M), observou-se diferencas
cstatisticamente significativas (p <0,05) na freqiéncia das bandas de
pesos moleculares aparentes (kDa) de: pl6, p32, p38, p40, p43, p54,
p60, p66 ¢ p97 (Figura 5), para os tratamentos de 6M e 8M de uréia.

Comparando-se as freqiiéncias das bandas do antigeno-SDS de 7.
gondii reconhecidas pelos anticorpos IgG especificos das amostras de
soro de fase cronmica da infecgdo (grupo II) entre os diferentes
tratamentos (sem uréia, uréla 6M e uréia 8M), observou-se que nio
houve diferengas estatisticamente ~ significativas (p <0,05) nas
freqii€ncias das bandas para o tratamento com uréia 6M em relagio ao
tratamento com uréia 8M. Contudo, em rela¢do ao tratamento com uréia
8M, oito bandas apresentaram diferencas estatisticamente significativas
(p <0,05). Estas bandas de peso molecular aparente (kDa) foram: p19,
p338, p43, p54, p60, p66, p70 e p75 (Figura 6). Nas figuras 7, estdo
representadas os trés tipos de tratamento em seis amostras de soro de
fase recente de infec¢do. E na Figura 8, seis amostras de soro de fase

cronica em seus trés diferentes tipos de tratamento.



40

120 ~[

100 4
o 80 - -
R :
< r Bas/u
(§ 60 - ' BU6M
= OuUsSM
2 40
=

p38 p40 p43 p54 p60 p66 ps7
Bandas (kDa)

Figura 5. Freqiiéncia das bandas do antigeno-SDS de 7. gondii que
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p <0,05) tanto no
tratamento com uréia 6M e 8M, no grupo de fase recente, comparando-
S€ com o tratamento sem uréia.
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Figura 6. Freqiiéncia das bandas do antigeno-SDS de 7. gondii que
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p <0,05 ) entre os
tratamentos com uréia 6M e 8M, no grupo de fase cronica da infecgio.



41

Figura 7. Marcadores antigénicos do 7. gondii, em seis amostras de
soro de fase recente da infeccdo que foram submetidas ao diferentes

tratamentos. *S = sem uréia. **6 = uréia 6M. ***8 = yria 8M.
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Figura 8. Marcadores antigénicos do 7. gondii, em sejs amostras de
soro de fase cronica da infeccdo que foram submetidas ao diferentes

tratamentos. *S = sem uréia. **6 — uréia 6M. ***8 = yréja M.



DiscussAo
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A definigao do tempo exato de infecgdo pelo Toxoplasma gondii é
de fundamental importancia, especialmente durante o periodo gestacional
em mulheres (Lappalainen er al, 1993). A distingdo entre a toxoplasmose
de fase recente e cronica de infecgdo ndo é facil. O estudo da imunidade
anti-toxoplasmica envolve a titulagdo de anticorpos IgG, que geralmente
refletem imunidade ao parasita e de anticorpos IgM que, se presente,
revelam infecgio recente. Assim, individuos assintomaticos que possuem
titulos fixos de anticorpos IgG anti-Toxoplama em seu soro e que sdo
positivos para anticorpos IgM. sio dificeis para interpretar ¢ concluir em
qual estagio de infeccao em que se encontram (Hedman er al, 1989).

O aparecimento desses anticorpos para toxoplasmose assinalando
a soroconversao de negatividade para positividade traduz a resposta
mmunoldgica humoral a infecgdo recém-adquirida.

Os testes para deteccao de anticorpos IgM como marcadores de
fase recente, sio de ampla utilizagdo (Camargo, 1995). Entretanto,
dependendo da sensibilidade dos testes utilizados, os anticorpos [gM
podem ser detectados por meses ou anos apos a infec¢do (Hedman et al,
1989; Camargo, 1995). A grande sensibilidade destes kits aumenta a
possibilidade de obtengio de resultados falso-positivos. Isto sugere que a
presenca de anticorpos IgM nido ¢ sempre indicador de infec¢do recente

€ somente altos titulos deste anticorpo podem ser tomados como limiar
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Seguro entre as formas recentes e cronicas de infecgdo pelo 7' gondii
(Sibalic et dl, 1993). Sio considerados bons marcadores de
toxoplasmose recente, aqueles testes que se mantém positivos durante a
fase recente de infecgio, negativando-se na fase de cronicidade.

Um outro marcador que vem ganhando valor é a classe de
anticorpos IgA. Estes anticorpos foram mais rapidamente detectados em
estagios primarios de infecgdo e sua permanéncia foi mais limitada do
que os anticorpos IgM (Foudrinier et qf 1995). Deste modo, a detecgdo
dos anticorpos IgA complementa a determinagio dos anticorpos IgM
para um diagnéstico positivo de uma infec¢do recente.

Diagnésticos sorologicos utilizando a avidez de anticorpos IgG
especificos vém sendo caracterizados como  otimos marcadores
sorologicos (Hedman et al, 1989; Joynson et al, 1990 Camargo et al,
1991; Lappalainen er al, 1993 Holliman et al, 1994; Camargo, 1995),

A avidez dos anticorpos IgG ¢ capaz de distinguir entre as
infecgdes recentes das infecgoes cronicas por 7, gondii (Camargo ef al,
1991; Camargo, 1995). A baixa avidez de anticorpos 1gG especificos,
analisados a partir dos testes imunoenzimaticos ELISA com o agente
dissociante, a solugdo de uréia 6M, demonstraram ser eficientes na
determinagio da infecgdo primaria (Hedman er al, 1989). O papel de

testes usando a avidez de anticorpos IgG resulta em confirmagdes as
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defini¢cdes dos estagios de infecgao que se encontravam algumas
mulheres gestantes, em combinagdo a testes sensiveis para anticorpos
IgM (Lappalainen ey al, 1993).

No presente trabalho, o indice de avidez de anticorpos IgG foi
calculado a partir dag absorbancias obtidas pelo teste imunoenzimatico
ELISA-Avidez, segundo Holliman er g/ (1989), e os valores
apresentados mostraram-se adequados para determinagio de marcadores
de fase recente de infecgdo pelo 7. gondii com a presenga de anticorpos
IgG de baixa avidez (Camargo et al, 1991; Hedman et al, 1989;
Lappalainen er al, 1993).

Os altos indices de avidez de anticorpos IgG obtidos foram
caracteristico e correspondentes 3 fase cronica. Podemos afirmar deste
modo que, houve uma progressiva maturagio da afinidade destes
anticorpos IgG especificos aos antigenos do 7 gondi, no decorrer dg
infecgio.

Uma comparagio entre os menores indices de avidez de cada
amostra de soro, nos grupos I ¢ II, evidenciou uma grande variagdo na
medida da avidez de anticorpos IgG nas diferentes fases de infecgao pelo
1" gondii. Assim, confirmou-se a validade dos testes usando a avidez de
anticorpos IgG especificos para a definicio dos estagios de infecgdo da

toxoplasmose, servindo como bom marcador sorologico.
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A escolha da solu¢do de uréia 6M como agente dissociante dos
complexos imunes, como proposto por Hedman et al (1989), mostrou-se
satisfatoria no teste imunoenzimatico ELISA-Avidez, resultando em
pequenas quedas da reatividade nas amostras de soros de fase cronica e
quedas maiores dos indices de avidez, no grupo contendo amostras de
soro de fase recente de infecgéo.

De acordo com Rahmah, N., & Anuar, K. (1992), pelo teste
“Western blot” com antigenos excretados-secretados (ESA) de 7. gondii
reconhecidos por amostras de soro de camundongos infectados recente e
cronicamente, caracterizou-se certas bandas que aparecem e
desaparecem conforme o estagio de infecgio.

Em nosso trabalho com sorologia humana, usando o teste
“Western blotting”, evidenciamos bandas de massas moleculares
aparentes de p10 e p38 que foram detectaveis somente na fase recente.

Comparando-se a avidez dos anticorpos IgG especificos entre os
grupos I e II, vimos que as bandas visualizadas na fase recente de
infecgdo, apresentaram variagoes na medida da avidez, sendo que pl0 e
p>7 apareceram somente na fase recente ¢ com seus anticorpos IgG ja
apresentando alta avidez. As bandas p38 e p60 apresentaram uma

incidéncia maior na fase recente, caracterizando também este estagio de
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infecgdo, contudo, difere das demais por apresentarem anticorpos IgG de
baixa avidez.

No tratamento com uréia 6M como agente dissociante, a
comparagdo entre os grupos I ¢ II evidenciou as bandas p19, p32, p38,
p40, p54 e p97, apresentado anticorpos IgG de alta avidez na fase
cronica e de baixa avidez na fase recente de infec¢do. A banda p57 foi a
tnica, neste tipo de tratamento, que apresentou anticorpos de baixa
avidez na fase cronica, comparando-se os dois grupos.

No tratamento com uréia 8M, as bandas p32 e p40 continuaram
sendo evidentes na fase cronica, comparando-se os grupos I ¢ II. A
banda p57 também continuou sendo incidente de fase recente da
infecgdo.

Os anticorpos IgG foram totalmente dissociados dos antigenos do
T gondii correspondentes as bandas p38 ¢ p54, quando foram tratados
com uréia 6M e 8M. Sido portanto anticorpos IgG de baixa avidez na
fase recente da infecc¢do.

Apos a denominagdo dos marcadores antigénicos para a fase
recente e cronica de infecgdo, vistos posteriormente as comparagdes
entre os grupos I e II, analisamos quais seriam os bons marcadores na

analise das diferencas da avidez dos anticorpos dentro de cada grupo.
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No grupo [, de fase recente de infec¢do, as bandas p16, p32, p38,
p40, p43, p54, p60, p66 e p97 apresentaram anticorpos de baixa avidez
quando comparado as bandas que ndo foram submetidas ao tratamento
com o agente dissociante.

Dentro do mesmo grupo acima citado, as bandas nio tratadas com
uréia comparadas as tratadas com solugdo de uréia 8M, apresentaram
anticorpos de baixa avidez, além das bandas anteriores submetidas ao
tratamento com uréia 6M, as bandas p19, p23, p30, p70 e p75. Os
anticorpos correspondentes a banda p23 tiveram uma total dissociacdo
do complexo antigeno-anticorpo quando foram submetidos ao tratamento
com uréia 8M.

Como ndo houve diferengas significativas na dissociagio dos
complexos imunes entre o tratamento com uréia 6M e 8M, na fase
recente de infecgdo, a determinagdo da molaridade 6tima a ser utilizada
para a realizacdo do teste “Western-blot”, torna-se de dificil resolucio,
ja que os dois tratamentos mostraram-se indistintamente eficientes.

No grupo II, de fase crénica de infecgdo, ndo houve variagdes na
medida dos anticorpos IgG com o tratamento com uréia 6M. Podemos
afirmar portanto, que todos os anticorpos IgG sdo de alta avidez quando

comparamos estes tipos de tratamento.
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No tratamento com uréia 8M, entretanto, tiveram quedas
significativas na avidez de seus anticorpos IgG, em comparagdo aos ndo
tratados com uréia, as bandas p19, p38, p43, p54, p60, p66, p70 € p75.

A presenga de diferencas significativas na dissociagdo dos
complexos imunes entre os tipos de tratamento com uréia 6M e 8M pode
ser observada pela queda da avidez dos anticorpos IgG que corresponde
as bandas p38, p43, p54, p60 e p70.

Isto sugere que o tratamento com uréia 8M, na fase cronica de
infec¢do, induz um maior desligamento do complexo imune diminuindo a
avidez dos anticorpos IgG.

Como ndo houve diferencas significativas na avidez dos
anticorpos IgG entre os tratamentos com uréia 6M e 8M, na fase recente
da infecgdo e também entre os ndo tratados e tratados com uréia 6M, na
fase cromica de infeccdo, podemos definir como bons marcadores
antigénicos de fase recente da infecgio, as bandas que tiveram quedas na
avidez de seus anticorpos IgG, quando tratadas com uréia 6M.

A complexidade do presente trabalho, utilizando tratamentos com
solugdes de uréia em diferentes molaridades, nos permitiu analisar mais
profundamente a avidez dos anticorpos IgG em diferentes situagoes.
Deste modo, consideramos como os melhores marcadores antigénicos do

T. gondii, pelo teste de “Western blot”, as bandas que reconhecidas




pelos anticorpos I1gG de baixa avidez quando submetidas ao tratamento
com uréia 6M, na fase recente da infec¢do e que ndo se dissociaram
mesmo quando tratados com uréia 8M, na fase cronica de infec¢do, onde
cles mantiveram alta avidez. Estas bandas foram as seguintes: pl6, p32,

p40 e p97.
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Pelos testes ELISA-Avidez ¢ Western-Blot , confirmamos a
determinacdo de marcadores sorologicos e antigénicos de fase recente de
infecgdo por Toxoplasma gondii, com a presenga de anticorpos IgG de

baixa avidez, ¢ de fase cronica com anticorpos IgG de alta avidez.

O teste Western-Blot mostrou-se capaz de evidenciar marcadores
antigénicos exclusivos (pl10 e p57) de fase recente de infecgdo por T.

gondii

O teste Western-Blotting-Avidez mostrou-se capaz de, com a
utilizagdo de tratamentos com o agente dissociante uréia 6M e 8M,
caracterizar a especificidade de anticorpos de baixa avidez (fase recente)
e anticorpos de alta avidez (fase cronica) definindo assim, os marcadores

antigénicos dos diferentes estagios (p16, p32, p40 e p97).
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