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RESUMO

O diagnéstico da toxoplasmose se baseia na deteccdo de anticorpos especificos em
amostras de soro de pacientes, por meio de técnicas soroldgicas, particularmente as
imunoenzimaticas. As maiores dificuldades na interpretacio destes testes referem-se aos
resultados falso-positivos e falso-negativos, principalmente com relagdo a deteccdo de
anticorpos IgM e IgA anti-Toxoplasma gondii, tornando dificil o estabelecimento do
diagnéstico da infec¢do primdria e infeccdo congénita. O presente trabalho objetivou
avaliar a utilizacao de anticorpos monoclonais (mAbs) A3A4 (anti-p30), A4D12 (anti-
p22) e 1B8 (anti-p97) em um ensaio imunoenzimdtico (ELISA) reverso para a deteccio
de anticorpos IgG, IgM e IgA contra os antigenos p30, p22 e p97 de T. gondii em soros
humanos. Foram analisadas 175 amostras de soros de pacientes com infec¢do recente
(n=45), na fase de transicdo (n=40) e com infeccdo cronica (n=55), bem como de
individuos soronegativos (n=35), definidos por testes soroldgicos convencionais. Os
resultados obtidos por ELISA reverso usando mAbs (ELISA-mAb) foram comparados
aos do ELISA indireto cldssico usando antigeno soldvel de 7. gondii (ELISA-STAg). O
mAb A3A4 reconhece um epitopo conformacional no antigeno de superficie p30,
enquanto os mAbs A4D12 e 1B8 reconhecem epitopos lineares, respectivamente, no
antigeno de superficie p22 e no antigeno citoplasmatico p97 de taquizoitas de 7. gondii.
Em testes ELISA de inibicdo utilizando soros positivos para competir com os mAbs
pela ligacdo a seus respectivos antigenos, 0 mAb A3A4 apresentou maior capacidade de
competicdo que os mAbs A4D12 e 1B8. Os resultados dos ELISA-mAbs A3A4 e
A4D12 para a deteccdo de IgG anti-p30 e anti-p22, respectivamente, foram altamente
correlacionados com aqueles obtidos pelo ELISA-STAg. Em relagdo a detecgdo de IgM
e IgA, os resultados do ELISA-mAb A4D12 (anti-p22) foram mais correlacionados com
aqueles determinados pelo ELISA-STAg. ELISA-mAb 1B8 ndo mostrou associagdes
significativas com ELISA-STAg para todos os isotipos de anticorpos analisados. Em
conclusdo, a deteccdo de anticorpos IgG, IgM e IgA especificos aos antigenos p30, p22
e p97 de T. gondii foi demonstrada, pela primeira vez, utilizando um ELISA reverso
com mAbs que capturam estes antigenos presentes no STAg. Desta forma, os ELISA-
mAbs A3A4 e A4DI12 para a captura dos antigenos p30 e p22 mostraram representar
métodos alternativos para a detec¢do de anticorpos especificos a 7. gondii e podem ser
considerados como ferramentas adicionais para um diagndstico mais seguro da
toxoplasmose, particularmente nos casos de infeccdo primdria e congénita.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Sorodiagnéstico. Anticorpos monoclonais. ELISA
indireto. ELISA reverso.
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SUMMARY

The diagnosis of toxoplasmosis can be achieved by detecting specific antibodies in
patient serum samples using serological methods, mainly the enzymatic ones. But these
tests give a lot of false-positive and false-negative results, mostly for IgM and IgA
antibodies, making the diagnosis of primary and congenital infections a challenging
situation. This way, the present study aimed to evaluate the diagnostic performance of
the monoclonal antibodies (mAbs) A3A4 (anti-p30), A4D12 (anti-p22) e 1B8 (anti-p97)
in a reverse ELISA (ELISA-mADb) to detect IgG, IgM and IgA antibodies anti-7T. gondii
in human serum samples. It was analysed 175 serum samples from patients at different
stages of infection: recent (n=45), transitional phase (n=40) and chronic (n=55), and
negative subjects (n=35) defined by conventional 7. gondii serology. The achieved
results were compared with those obtained by indirect ELISA using soluble 7. gondii
antigen (ELISA-STAg). The mAb A3A4 recognizes a conformational epitope in the
p30 surface antigen of 7. gondii tachyzoites, while A4D12 and 1B8 recognize linear
epitopes in the p22 surface and p97 cytoplasmatic antigens, respectively. In an
inhibition ELISA test, in which human sera with specific 7. gondii IgG antibodies were
used to compete with the mAbs for binding to their specific antigens, it was
demonstrated that the mAb A3A4 rather than A4D12 and 1B8 showed a better
competition capability. The results achieved by reverse ELISA-IgG using the mAbs
A3A4 or A4DI12 to detect IgG antibodies anti-p30 and anti-p22, respectively, were
highly correlated with those obtained by ELISA- STAg, whereas the ELISA-mAD using
A4D12 (anti-p22) for the detection of IgM and IgA isotypes showed the highest
correlation with ELISA-STAg for both isotypes. ELISA-mAb using 1B8 did not
showed significant associations with ELISA-STAg for all the immunoglobulin isotypes
researched. In conclusion, this is the first report analyzing the performance of a reverse
ELISA for the detection of IgG, IgM and IgA isotypes towards native p22, p30 and p97
molecules from STAg, using a panel of human sera from patients with recent and
chronic toxoplasmosis. Thus, reverse ELISA based on capture of native p22 and p30
antigens of STAg by mAbs constitutes an alternative approach that may be considered
as an additional tool for the serological diagnosis of toxoplasmosis, particularly in cases
of primary and congenital infections.

Keywords: Toxoplasma gondii. Serodiagnosis. Monoclonal antibodies. Indirect ELISA.
Reverse ELISA.
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1. INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozodrio parasita intracelular obrigatério que infecta
uma grande variedade de hospedeiros. Foi identificado pela primeira vez em um
pequeno roedor norte-africano, popularmente chamado de gondi (Crenodactylus gondi),
no Instituto Pasteur da Tunisia (NICOLLE; MANCEAUX, 1908) e, no mesmo ano, foi
isolado também de coelhos mantidos no Instituto Biol6gico de S@o Paulo, Brasil
(SPLENDORE, 1908). O género Toxoplasma foi introduzido um ano depois, apds o
parasita ter sido diferenciado de parasitas do género Leishmania, e apenas uma espécie,
Toxoplasma gondii, tem sido identificada em isolados de animais e humanos. O
primeiro relato de infec¢do congénita humana por 7. gondii foi feito em 1923, enquanto
a primeira infeccdo no ser humano adulto foi diagnosticada em 1940. (SUKTHANA,
2006).

Taxonomicamente, este parasita é classificado como pertencente ao Reino
Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Apicomplexa, Classe Sporozoea, Subclasse Coccidia,

Ordem Eucoccidiida, Subordem Eimeriina, Familia Sarcocystidae, Subfamilia

Toxoplasmatinae, Género Toxoplasma e Espécie Toxoplasma gondii (NEVES, 2000).

1.2 Hospedeiros intermediarios e definitivos

O ciclo de vida de T. gondii somente comegou a ser elucidado de forma completa
em 1969, apds 60 anos da sua identificacdo e classificagcdo. Isto ocorreu quando foram
demonstrados as fases assexuadas do parasita nos tecidos de seus hospedeiros
intermediarios e os oocistos eliminados nas fezes de gatos. Além disso, foram
descobertas as formas sexuadas nas células intestinais de felideos (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

T. gondii apresenta uma grande variedade de hospedeiros intermedidrios, nos
quais ocorrem as fases assexuadas de sua reproducdo, podendo infectar qualquer célula
nucleada de seus hospedeiros. Virtualmente, qualquer animal homeotérmico, incluindo
aves e mamiferos domésticos, silvestres, selvagens ou marinhos, além de seres
humanos, pode funcionar como hospedeiro intermedidrio deste parasita. Além disso, sua

presenga ji foi demonstrada em seres pecilotérmicos, como peixes, anfibios e répteis,
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embora ndo se conhega a viabilidade do parasita nestes animais e a importancia dos
mesmos no seu ciclo de vida (STONE; MANWELL, 1969).

Ja os hospedeiros definitivos de 7. gondii, nos quais ocorrem as fases sexuadas de
seu ciclo de vida, sdo os mamiferos carnivoros pertencentes a familia Felidae, dentre os

quais estdo os gatos domésticos (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

1.3 Ciclo Biolégico

T. gondii apresenta um ciclo bioldgico heteroxeno, alternando entre fases de
reproducdo assexuada em seus hospedeiros intermedidrios e fases de reproducdo
sexuada em seus hospedeiros definitivos.

Seu ciclo de vida complexo envolve trés formas infecciosas: taquizoitas (formas
livres), bradizoitas (formas presentes em cistos teciduais) e esporozoitas (formas
presentes nos 00cistos).

Taquizoitas e bradizoitas s@o encontradas nos hospedeiros intermedidrios.
Taquizoitas invadem ativamente qualquer célula de seus hospedeiros, ndo apresentando
um tropismo especial por nenhum tipo celular, e correspondem a uma fase de
multiplicagdo rapida por endodiogenia. Estes ciclos de reproducio levam a produgéo de
vdarios outros taquizoitas, que rompem a célula hospedeira, sdo liberados e invadem
novas células, onde ocorrerd novo ciclo de reproducdo. Deste modo, os taquizoitas
espalham-se pelos diversos tecidos do hospedeiro, disseminando-se, preferencialmente,
para as células do sistema nervoso central, olho, musculos esqueléticos e musculo
cardiaco. Nesta primeira fase da infec¢do (fase aguda), os taquizoitas estimulam o
desenvolvimento de forte resposta inflamatoria, levando a sérios danos teciduais, que
correspondem as manifestacdes clinicas da toxoplasmose. Em virtude da pressdo da
resposta imune do hospedeiro sobre os taquizoitas, estes se convertem nas formas
bradizoitas, que ficam confinadas no interior de cistos teciduais intracelulares,
principalmente em tecidos neurais (sistema nervoso central e olho) e tecidos musculares
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Bradizoitas sdo formas de multiplicagdo lenta, que também se reproduzem por
endodiogenia, e sdo encontrados nos cistos teciduais. Tais cistos podem persistir por
toda a vida do hospedeiro, caracterizando a fase cronica da infec¢do. Quando o cisto é
ingerido por um hospedeiro definitivo, sua parede ¢ digerida pelas enzimas proteoliticas
do estobmago e do intestino do hospedeiro, o que leva ao seu rompimento e a liberagio

das formas bradizoitas. Estas invadem as células epiteliais intestinais e iniciam uma fase
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de reproducdo assexuada rdpida, por esquizogonia, que resulta na formacdo dos
esquizontes e liberacdo dos merozoitas. Apds a formacdo dos merozoitas, inicia-se a
fase de reproducdo sexuada, por gamogonia, resultando na producdo de oocistos ndo
esporulados (imaturos), os quais s@o eliminados juntamente com as fezes dos felideos.
No ambiente, em condi¢des 6timas de temperatura, umidade e oxigenagdo, ocorre o
processo de esporogonia, por meio do qual os oocistos se tornam infecciosos (oocistos
esporulados) em 1-5 dias apds a eliminacdo, podendo permanecer viaveis no solo por
periodos indeterminados (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Quando os hospedeiros intermediarios ingerem tais oocistos esporulados, sua
parede protetora é digerida pelas enzimas digestivas, resultando na liberagdo dos
esporozoitas. Estes invadem as células epiteliais intestinais, bem como outros tipos
celulares locais e, apds alguns ciclos de reproducdo rapida, sdo liberados diversos
taquizoitas, que invadem novas células nucleadas, disseminando-se pelos vérios tecidos
do organismo. Sob pressdo da resposta imune do hospedeiro, estes taquizoitas
convertem-se em bradizoitas, que formardo novos cistos teciduais (DUBEY;

LINDSAY; SPEER, 1998).

1.4 Transmissao
As trés formas de 7. gondii (taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas) sio
infecciosas, tanto para os hospedeiros intermedidrios quanto para os hospedeiros
definitivos.
Seres humanos podem se tornar infectados pelas seguintes vias (Figura 1):
(1) ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais com a forma
bradizoita, principalmente as carnes de suinos, ovinos e caprinos;
(2) ingestdo de agua e alimentos contaminados com oocistos excretados nas
fezes de felideos infectados, principalmente gatos domésticos;
(3) transmissdo congénita, por meio da transferéncia de taquizoitas da mae para
o feto através da placenta (transmissdo vertical), principalmente na fase aguda da
infecc¢io;
(4) transplante de 6rgdos de um doador infectado para um receptor soronegativo,
principalmente transplantes de coragdo, pulmao, figado e rim;

(5) transfusdo sangiiinea de doadores infectados para receptores soronegativos;



18

(6) acidentes laboratoriais ou entre profissionais de saide com objetos
perfurantes e/ou cortantes contaminados com taquizoitas vidveis presentes em

secrecdes, ou acidentes laboratoriais envolvendo animais infectados.

Hospedeiro definitivo

(Gato)

Feto infectado

Oocistos ndo esporulados
presentes nas fezes

Cistos
teciduais
ngeridos™ *
na carne
Taquizoitas mal cozida
transmitidos
através da @E} Oocistos
placenta ingeridos pelos
hospedeiros
Agua e alimentos intermedidrios
contaminados —
Oocistos esporulados
Hospedeiros intermedidrios
_/

Figura 1 — Ciclo bioldogico de Toxoplasma gondii. Ciclo de vida apresentando as
principais formas de transmissdo do parasita para os hospedeiros definitivos e para os

hospedeiros intermediarios.
Fonte: Dubey (2004).

A rota oral de infeccdo por T. gondii parece ser a mais importante, geralmente

relacionada a hdabitos culturais, alimentares e de higiene das populacdes humanas de

diferentes regides geogréficas, levando a diferencgas significativas na soroprevaléncia

mundial deste parasita. O hdbito de ingerir alguns tipos de carnes cruas, procedentes de

animais sem controle sanitario adequado e de abates clandestinos esta relacionado com

uma maior taxa de transmissdo por meio da ingestdo de bradizoitas presentes em cistos

teciduais (COOK et al., 2000).
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A infeccdo por meio da ingestdo de oocistos eliminados nas fezes de gatos
infectados também ¢ alta em algumas regides, indicando um importante papel destes

animais na propagacio do parasita entre seres humanos e outros animais domésticos

(¢

N

selvagens. Vdrios surtos de toxoplasmose em seres humanos estdo relacionados

[N

(&%

ingestdo de dgua ndo filtrada e ndo tratada contaminada com oocistos, bem como
ingestdo de alguns tipos de alimentos vegetais crus também contaminados com oocistos
(BOWIE et al., 1997; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). Ja foi comprovado que gatos
infectados eliminam oocistos nas fezes apenas uma vez, por um periodo curto, em torno
de 1-2 semanas apés a infecgc@o primaria (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). A
transmissdo mecénica de oocistos por outros animais tem também sido relatada e pode
constituir em uma fonte de infec¢do para seres humanos. Alguns animais, como cées e
pombos podem ingerir oocistos presentes em alimentos ou dgua contaminados e
eliminé-los intactos e vidveis juntamente com suas fezes, facilitando sua disseminacao.
Além disso, os cées, devido ao habito de “rolar” no solo, podem adquirir oocistos e reté-
los nos pélos, podendo transmiti-los para pessoas com as quais mantenham contato
proximo (FRENKEL; PARKER, 1996; LINDSAY et al., 1997; SCHARES et al., 2005).

A transmissdo por via placentdria da mae para o filho € a forma de transmissio
que mais merece a atencgdo das autoridades de satide, pois resulta na toxoplasmose
congénita, forma mais grave da infeccdo, que leva a diversas conseqii€ncias negativas
para o feto ou para o recém-nascido. A transmissdo congénita ocorre quando formas
taquizoitas do parasita atravessam a placenta durante uma infec¢do materna primaria
adquirida durante a gestacdo, sendo denominada, atualmente, de transmissdo
transplacentaria exégena (MOMBRO et al, 2003). A freqiiéncia de transmissdo
congénita varia muito de acordo com o estigio da gestacdo em que a mulher adquire a
infec¢do. Em geral, quando a mée adquire a infec¢do no primeiro trimestre de gestacdo,
a taxa de transmissdo congénita € de aproximadamente 9%, aumentando para 27% e
59% quando a infeccdo € adquirida no segundo e no terceiro trimestre de gestacio,
respectivamente. Porém, a freqiiéncia de transmiss@o e a gravidade das conseqii€ncias
da infeccdo para o feto ou recém-nascido sdo inversamente proporcionais, de modo que
as conseqiiéncias mais graves sdo observadas quando a transmissdo ocorre no primeiro
trimestre de gestacdo, enquanto a transmissio que ocorre nho terceiro trimestre
geralmente resulta em toxoplasmose subclinica (HOHLFELD et al., 1994; DUNN et al.,
1999; WALLON et al., 1999).
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A transmissd@o congénita durante a infeccdo cronica, ou seja, quando a infecg¢io
materna € adquirida antes da gestag¢do, ¢ menos comum, mas pode ocorrer em algumas
situacdes, tais como, quando a gestante apresenta doencgas imunossupressoras, cComo a
AIDS, ou esta sob uso de drogas imunossupressoras, como corticosteréides ou outras
drogas usadas por portadores de doencas autoimunes ou receptores de transplantes de
orgaos. Tais situagdes levam a reativacdo de uma infec¢@o cronica, com a conversdo de
bradizoitas presentes em cistos teciduais em taquizoitas, que atravessam a placenta
(MINKOFF et al., 1997). Esta forma de transmissdo caracterizada pela reativacido de
uma infec¢do cronica tem sido denominada atualmente como transmissdo
transplacentaria endégena (TREES; WILLIAMS, 2005). Ha trabalhos relatando a
transmissdo transplacentdria de 7. gondii apés re-infeccdo materna durante a gestacdo
em mulheres imunocompetentes (GAVINET et al., 1997), bem como a transmissdo
transplacentdria em uma mulher imunocompetente infectada antes da gestagdo (VOGEL
et al., 1996).

A transmissao de 7. gondii da mée para o filho por meio da amamentagéo, apesar
de ser comum em algumas espécies animais, como os roedores, ainda ndo foi relatada
na espécie humana (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

A transmissdo por meio de transfusdo sangiiinea de um doador infectado para um
receptor soronegativo, apesar de rara, pode acontecer desde que o doador apresente
taquizoitas de 7. gondii circulantes no plasma ou no interior de células sangiiineas,
como os leucocitos (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005).

A transmissdo por meio de transplantes de érgdos também ocorre, numa propor¢io
pequena e pouco significativa, desde que o 6rgio doado apresente cistos de 7. gondii e o
receptor seja soronegativo, no qual ocorrera a fase aguda da infecg@o. Outro problema
mais comum relacionado a toxoplasmose e ao transplante de 6rgdos consiste na
reativacdo de infeccdo cronica presente no receptor apds o transplante, em virtude das
drogas imunossupressoras utilizadas no tratamento pds-transplante, as quais reduzem a
pressd@o imune sobre as formas bradizoitas, promovendo sua conversdo em taquizoitas

(MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

1.5 Caracteristicas morfoldgicas e ultraestruturais
As trés formas infecciosas de T. gondii (taquizoitas, bradizoitas presentes em

cistos teciduais e esporozoitas presentes em oocistos) apresentam vdrias diferencas
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morfoldgicas quando analisadas sob microscopia 6ptica, bem como diversas diferencas
ultraestruturais, evidenciadas por andlises de microscopia eletronica.

Taquizoitas: apresentam forma de meia-lua e representam os estdgios de
multiplicacdo rdpida do parasita durante a fase aguda da infeccdo, a qual ocorre por
meio do processo de endodiogenia no interior de vactolos parasitéforos
intracitoplasmaticos (Figura 2). Apresentam dimensdes aproximadas de 4-8 um x 2-4
pm. Possuem uma pelicula externa, consistindo de uma membrana externa continua
(plasmalema) e um conjunto de duas membranas internas incompletas. Na extremidade
anterior ou apical situa-se o condide, composto por anéis de microtibulos (anéis apicais
1 e 2 e anéis polares 1 e 2). O citoesqueleto subpelicular é composto por 22
microtibulos que se dispdem de maneira espiral sob o complexo da membrana interna e
se estendem do anel polar até a extremidade posterior do parasita, conferindo-lhe sua
alta capacidade de motilidade (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Possuem também
diversas organelas secretdrias, como as roptrias, as micronemas e os granulos densos.
Sdo encontradas cerca de 4-10 roptrias localizadas na regido anterior ao nucleo,
enquanto as micronemas sao mais numerosas € concentradas na regido anterior do
parasita. J4 os grinulos densos sdo encontrados dispersos por todo o citoplasma,
concentrando-se na extremidade anterior. Na regido central da pelicula, localiza-se o
microporo, que é considerado como um sitio ativo de endocitose. Além disso, sdo
encontradas diversas outras organelas e inclusdes citoplasmaticas tipicas de células
eucariontes e caracteristicas de parasitas apicomplexas, tais como mitocondrias, reticulo
endoplasmadtico, complexo de Golgi, granulos de amilopectina, corpos lipidicos e o
nucleo, organizado na porcao central da célula (SPEER et al., 1999).

Uma organela intrigante, de fungdo pouco conhecida e aparentemente essencial
para a sobrevivéncia de T. gondii e da grande maioria dos demais integrantes do filo
Apicomplexa € o apicoplasto. Trata-se de uma organela aparentemente derivada do
cloroplasto, mas sem capacidade fotossintética, portadora de genoma proprio, muito
similar ao genoma de seres procariontes, portador de genes que codificam uma enzima
RNA polimerase e componentes ribossomais. Sua fung@o primdria parece ser a sintese

de 4cidos graxos e isoprendides (KIM; WEISS, 2004).
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Anéis apicais 1 e 2

Anel polar 1
Condide

Micronema

Roptria

- Plasmalema

Membrana interna

o
l‘i ,_‘/_____ Microporo

Granulo de amilopectina

MitocOndria

Apicoplasto

Complexo de Golgi
Centriolos
Reticulo endoplasm. rugoso

Nicleo

Grénulo denso

Corpo lipidico

Poro posterior

Figura 2 — Desenho esquematico de taquizoita de 7. gondii. Este esquema
apresenta as principais organelas presentes em taquizoitas de 7. gondii.
Fonte: Dubey; Lindsay; Speer (1998).

Bradizoitas: Sao morfologicamente idénticos aos taquizoitas, mas funcionalmente
diferentes, pois se multiplicam de forma bem mais lenta e expressam algumas
moléculas de superficie diferentes daquelas expressas pelos taquizoitas. As principais
diferencas ultraestruturais observadas entre as duas formas estdo relacionadas a posi¢ao
do nicleo (préximo a extremidade posterior nos bradizoitas e centralizado nos
taquizoitas), maior ndmero de roptrias nos taquizoitas, predominancia de granulos de
amilopectina nos bradizoitas e maior resisténcia dos bradizoitas a a¢do de enzimas

proteoliticas (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Tém dimensdes aproximadas de 7,5
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um x 2,5 um, apresentando roptrias, micronemas e granulos densos concentrados
preferencialmente na porcdo anterior do parasita (SPEER et al., 1999).

Cistos de 7. gondii podem ser encontrados em diversos tecidos, mas
principalmente em tecidos neurais e musculares. Seu tamanho € muito varidvel,
dependendo do nimero de bradizoitas no seu interior, de sua forma e do tecido onde se
encontram. Geralmente, apresentam em torno de 50-500 bradizoitas, apresentam parede
fina e lisa e seu interior ndo se encontra separado em compartimentos por meio de
septos (SPEER et al., 1999). Cistos representam estigios infecciosos tanto para os
hospedeiros intermedidrios quanto para os hospedeiros definitivos e, no seu interior, os
bradizoitas persistem por toda a vida de seus hospedeiros. Porém, podem ser liberados e
se converterem novamente em taquizoitas em situagdes de imunossupressdo do
hospedeiro (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Esporozoitas: Sio estagios morfologicamente semelhantes aos taquizoitas, porém
apresentam micronemas, roptrias e granulos de amilopectina mais abundantes e estio
contidos em esporocistos no interior dos oocistos. Os oocistos ndo esporulados de T.
gondii apresentam dimensdes aproximadas de 12 pum x 10 pm, com formato
aproximadamente esférico, cujas paredes sdo formadas por duas camadas incolores. A
esporulacdo ocorre no ambiente em torno de 1-5 dias apds sua liberacdo nas fezes de
felideos infectados. Oocistos esporulados sdo subesféricos, medindo aproximadamente
13 pm x 11 pm e contém dois esporocistos elipséides, cada um medindo 8 um x 6 pm, e
cada esporocisto contém quatro esporozoitas (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).
Durante a fase aguda, um gato com infec¢io primaria pelo parasita libera milhdes de
oocistos por um periodo de até 28 dias (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

A figura 3 ilustra os diferentes estagios morfoldgicos de T. gondii.
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Figura 3 — Estagios morfologicos de T. gondii. (A) Taquizoitas circulantes. As setas
apontam taquizoitas individuais em forma de crescente, enquanto as cabecas de seta
apontam taquizoitas em divisdo; (B) Cistos teciduais em corte de musculo esquelético.
A seta estd apontando para a fina parede do cisto, enquanto as cabecas de seta estdo
apontando para bradizoitas no seu interior; (C) Cisto tecidual separado dos tecidos do
hospedeiro por homogeneizacdo de cérebro infectado. A parede do cisto estd apontada
pela seta, enquanto centenas de bradizoitas no seu interior estdo apontados pelas
cabecas de seta; (D) Esquizonte com alguns merozoitas (cabecas de seta) presentes em
tecido intestinal de gato infectado; (E) Gameta masculino com dois flagelos (setas)
presente em tecido intestinal de gato infectado; (F) Oocisto ndo esporulado eliminado
nas fezes de gato infectado. Sua parede € formada por duas camadas (seta) circundando
uma massa central tnica; (G) Oocisto esporulado com uma parede mais fina (seta
maior), dois esporocistos (cabecas de seta). Cada esporocisto contém quatro
esporozoitas (seta menor), ndo totalmente focados nesta figura.

Fonte: Hill; Dubey (2002).

1.6 Linhagens de T. gondii

O genoma de T. gondii é hapldide, exceto durante a fase de reproducdo sexuada
que ocorre no interior das células intestinais de seus hospedeiros definitivos, e contém
cerca de 8 x 10’ pares de nucleotideos (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). A maioria
dos isolados de T. gondii compreende trés linhagens clonais diferentes, as quais diferem
geneticamente em uma taxa de aproximadamente 1% ou menos de seus genes. Alguns

estudos de andlise populacional demonstraram que recombinacdes entre os conjuntos
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génicos de dois ancestrais distintos produziram uma progénie recombinante, que vem
sendo selecionada por seus hospedeiros, sendo que apenas um pequeno numero de
combinagdes genéticas tem sido observado nas infecgdes dos mais variados
hospedeiros. Como resultado, existem apenas dois alelos génicos diferentes para a
maioria dos genes das linhagens do parasita (HOWE; SIBLEY, 1995; GRIGG et al.,
2001).

As trés linhagens clonais de 7. gondii sdo designadas Tipo I, Tipo II e Tipo III, as
quais diferem na viruléncia e nos padrdes epidemiolégicos de ocorréncia. Linhagens do
tipo I (RH, como exemplo) sdo altamente virulentas para camundongos, com uma
DL100 (Dose Letal de 100%) menor que 10 parasitas, enquanto as linhagens do tipo II
(ME49 e suas derivadas) sdo bem menos virulentas em camundongos, com uma DL100
superior a 1000 parasitas. As linhagens do tipo III (CEP e VEG, como exemplos) sdo
consideradas moderadamente virulentas. Em geral, as linhagens do tipo II sdo
cistogénicas, enquanto as linhagens tipo I t€ém uma capacidade bem reduzida de formar
cistos em cultura de células ou em animais infectados, mas esta propriedade de
formacdo de cistos é especifica a linhagem e influenciada pela sua forma de propagacdo

(KIM; WEISS, 2004; SAELJ; BOYLE; BOOTHROYD, 2005; SWITAJ et al., 2005).

A maioria das linhagens isoladas de pacientes infectados cronicamente € do tipo
I, enquanto as linhagens isoladas de pacientes com toxoplasmose congénita ou
toxoplasmose ocular sdo do tipo I e linhagens do tipo IIl s@o predominantemente
isoladas de animais (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). Entretanto, em um estudo
recente, a tipificacdo de isolados de 7. gondii em amostras de liquor de pacientes
imunocomprometidos (HIV positivos) revelou uma alta prevaléncia das linhagens do
tipo I (KHAN et al., 2005). Mais recentemente, foi demonstrado que parece haver uma
predominancia (em torno de 94%) de isolados de T. gondii do tipo I circulando tanto em
humanos como em animais da América do Sul (GALLEGO; SAAVEDRA-MATIZ;
GOMEZ-MARIN, 2006). Estes resultados confirmam os achados anteriores de varios
outros estudos em gatos (DUBEY et al., 2004; PENA et al., 2006) e galinhas caipiras
(DUBEY et al., 2002; 2003ab,c; 2005a) da América do Sul, mostrando a
predominancia dos tipos I e III e auséncia do tipo II, em contraste a grande

predominancia de linhagens do tipo II em paises da América do Norte. Vale destacar

que muitos isolados do tipo Il de 7. gondii da América do Sul, particularmente do
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Brasil e Colombia, s@o virulentos para camundongos, sendo, portanto, fenotipicamente
diferentes daqueles encontrados em outras partes do mundo (DUBEY et al., 2005b,c).

A répida disseminacdo destes trés genétipos de T. gondii tem sido atribuida a
capacidade deste parasita ser transmitido diretamente de um hospedeiro intermedidrio
para outro, tornando seu ciclo de reproducdo sexuada ndo obrigatério para a sua
transmissdo. Esta caracteristica o torna um parasita atipico entre os demais integrantes
do filo Apicomplexa, os quais requerem o ciclo sexual para uma transmissdo efetiva
entre seus hospedeiros (SU et al., 2003).

Atualmente, diversos estudos tém sido conduzidos com o objetivo de investigar a
correlacdo entre o gendtipo de 7. gondii e as manifestacdes da doenga em humanos,
verificando se ha diferencas relacionadas a linhagem do parasita no que diz respeito a
estimulacdo da resposta imune do hospedeiro e gravidade da doenca (SAEIJ; BOYLE;
BOOTHROYD, 2005).

1.7 Patogénese e interacao parasita-hospedeiro

Os principais fatores que interferem na patogénese de 7. gondii em hospedeiros
humanos e animais s@o o tamanho do inéculo, a viruléncia da linhagem do parasita, o
background genético do hospedeiro, bem como o seu sexo e o seu estado imunoldgico
(ROBERTS; CRUICKSHANK; ALEXANDER, 1995; SUZUKI et al., 1996).

Uma vez o parasita tendo sido ingerido por via oral, ele invade ativamente as
células epiteliais do intestino delgado de modo ativo, iniciando o ciclo de reproducdo
(LIESENFELD, 1999; BARRAGAN; SIBLEY, 2002). Deste modo, o processo de
invasdo ativa da célula hospedeira é o principal evento da infec¢do pelos parasitas do
filo Apicomplexa. Tal processo € muito semelhante entre todos os integrantes deste filo
e envolve a participacdo de receptores especificos presentes na superficie da membrana
da célula hospedeira e uma série de proteinas liberadas consecutivamente pelas roptrias,
micronemas e granulos densos do parasita (BUXTON; McALLISTER; DUBEY, 2002).

Desta forma, a invas@o celular pode ser resumida em trés etapas consecutivas,
esquematizadas na figura 4 (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; SIBLEY, 2004; KEELEY;
SOLDATI, 2004):

1) A adesdo inicial do parasita a célula hospedeira ocorre sem qualquer
orientacdo especial e envolve antigenos imunodominantes da superficie do parasita.
Ap6s a adesdo inicial, os parasitas reorientam-se de modo que a extremidade anterior se

posiciona para a extrusdo do condide, seguida por invaginacdo da membrana da célula
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hospedeira para dar origem ao vacutolo parasitéforo (VP), onde vdrias proteinas dos
parasitas sdo secretadas. Entre elas, as adesinas secretadas pelos micronemas sio
responsdveis pela espessa zona de adesdo e formagdo da jun¢do de movimento, que
juntamente com o citoesqueleto do parasita, forca-o para o interior do vacuolo
parasitéforo em formacdo. A membrana plasmatica da célula hospedeira é também
usada para formar a membrana do vactolo parasitéforo, o qual ndo se funde com
lisossomos, impedindo, portanto, a degradacgéo intracelular do parasita.

2) Em seqiiéncia, proteinas de roptrias sdo liberadas dentro do vactolo
parasitéforo, as quais estendem sua membrana para formar uma associagdo com
organelas da célula hospedeira, de modo que mitocOndrias e reticulo endoplasmatico
sdo posicionados adjacentes ao vaciolo parasitéforo.

3) Proteinas dos grinulos densos sdo secretadas e modificam a membrana do
vactolo parasitéforo, contribuindo para a remodelacio e maturagdo deste, com a
formacdo de uma rede de maturagdo intravacuolar metabolicamente ativa para a
reproducdo e desenvolvimento do parasita.

A penetracdo de 7. gondii em suas células hospedeiras é um processo ativo, por
meio de um complexo de adesdo-movimentacdo, sendo um processo diferente da
fagocitose, uma vez que ocorre a reorientagdo do parasita em direcio a membrana da
célula e rearranjo do citoesqueleto do mesmo. Apds a penetracdo, o parasita €
encontrado no interior do vactolo parasitéforo, cuja membrana € lisa, formada por cerca
de 20% de membrana fornecida pelo parasita durante a invasao e 80% de membrana da
célula hospedeira. O vactolo parasitéforo ndo funde com lisossomos da célula
hospedeira e, portanto, ndo se torna um meio dcido, pois marcadores necessarios para
esta fusdo sdo excluidos pelo parasita durante a invasdo (MORDUE et al., 1999).

No interior do vactolo parasitéforo, os parasitas replicam sincronicamente, de
forma assexuada, sendo encontrados agrupado uns aos outros, em nimeros multiplos de

2 (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).
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Figura 4 - Invasao da célula hospedeira por 7. gondii. A invasio da célula
hospedeira por 7. gondii envolve duas organelas secretdrias especializadas (roptrias e
micronemas), a protrusdo do condide e a formacdo de uma juncdo de movimento no
ponto de contato entre as membranas do parasita e da célula hospedeira. Dentro do

z

vactolo, o parasita divide-se por endodiogenia, um processo que € iniciado pelo
aparecimento do condide e de microtibulos subpeliculares, bem como a formagédo
concomitante do complexo de membranas internas (IMC) da célula filha.

Fonte: Keeley; Soldati (2004).

1.8 Antigenos de 7. gondii

Diferentes linhagens de T. gondii possuem diferentes antigenos, os quais afetam a
extensdo e a gravidade da infec¢do, bem como os Orgdos afetados. Estudos de
polimorfismos de DNA entre diferentes isolados de 7. gondii resultaram na
identificacdo de diferentes grupos de antigenos do parasita: antigenos comuns que
determinam a patogenicidade, antigenos especificos aos diferentes estdgios do ciclo de
vida do parasita, antigenos especificos ao tecido ou ao 6rgdo parasitado, além de um
grupo de antigenos correspondentes a infec¢do em pacientes com AIDS (HEGAB; AL-
MUTAWA, 2003).

Um grupo comum de antigenos é compartilhado entre os diferentes estigios de

vida do parasita, incluindo os taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas. Tais antigenos
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estdo localizados em diferentes regides do parasita, principalmente na superficie celular
e na regido das roptrias. Dentre os antigenos de superficie, merece destaque o antigeno
p30 (SAG1), que € o principal antigeno de superficie e a proteina mais abundante da
forma taquizoita, compreendendo 5% do seu total de proteinas. Este antigeno encontra-
se distribuido na superficie e no interior do taquizoita e dentro do vactolo parasitéforo.
E identificado no soro de pacientes com infeccio aguda e cronica, sendo capaz de
estimular a produgdo de altos niveis de anticorpos especificos pelo sistema imunolégico
do hospedeiro, sendo, por isso, um dos principais candidatos para o desenvolvimento de
uma vacina efetiva na prevengdo da infec¢do por 7. gondii (KASPER; CURRIE;
BRADLEY, 1985; BULOW; BOOTHROYD, 1991; ANGUS et al., 2000; LETSCHER-
BRU et al., 2003).

Outro importante antigeno de superficie de 7. gondii é o antigeno p22 (SAG2),
que também é capaz de estimular o sistema imunolégico do hospedeiro, induzindo a
producdo de altos titulos de anticorpos especificos (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).
Outros antigenos sdo também reconhecidos por anticorpos presentes no soro de
pacientes infectados e parecem exercer importantes papéis na estimula¢do do sistema
imune do hospedeiro, merecendo destaque o antigeno p97, localizado intracelularmente
nas formas taquizoita e bradizoita, além de ser encontrado dentre as proteinas secretadas
e/ou excretadas pelo parasita (MINEO; KHAN; KASPER, 1994).

Diversas proteinas secretdrias associadas com o processo de invasdo da célula
hospedeira tém sido identificadas e associadas com a estimulagdo da resposta imune do
hospedeiro, tais como proteinas de micronemas (MIC), roptrias (ROP) e grinulos
densos (GRA). Pela capacidade destas proteinas em estimular respostas imunes
especificas, elas também tém sido alvo de investigagdes quanto a seus papéis em
procedimentos de imunizacdo de animais, com o objetivo de desenvolvimento de
vacinas efetivas contra 7. gondii.

Alguns antigenos especificos a forma bradizoita também t€m sido identificados,
tais como os antigenos BAG e o antigeno MAGI, que € secretado pela matriz do cisto e
€ reconhecido por soros imunes do hospedeiro (PARMLEY; SGARLATO;
REMINGTON, 1993).
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1.9 Resposta imune

A imunidade a infeccdo é uma batalha constante entre o patégeno invasor e 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro contra a invasdo. Nesta batalha, o parasita usa
todas as estratégias possiveis para evadir das defesas do hospedeiro e conseguir efetivar
uma infec¢do duradoura, enquanto o hospedeiro tenta responder a todas estas estratégias
e eliminar o patdgeno, evitando que este se instale e lhe cause maiores danos. A
resposta imune a 7. gondii ji estd bem estabelecida e, como parasita intracelular
obrigatdrio, a resposta protetora é fundamentalmente mediada por células, mas a
resposta imune humoral participa diretamente na neutralizacdo e destruicio de
taquizoitas extracelulares e, assim, € capaz de auxiliar no controle da disseminacdo da

infeccdo (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

1.9.1 Imunidade celular

A imunidade mediada por células é o mais importante mecanismo na regulagdo da
infec¢do por T. gondii, com a participa¢do das células T CD4" ¢ T CDS8", macréfagos e
células natural killer (NK). Durante a fase aguda da infeccdo, macréfagos e células
dendriticas (DCs) produzem e secretam altos niveis de interleucina-12 (IL-12), em
resposta a alguns antigenos e proteinas liberados por taquizoitas, tais como a ciclofilina-
18 (C-18), que é uma proteina ligante do receptor 5 de quimiocinas CC (CCRS5). IL-12
estimula células NK a produzirem e secretarem altos niveis de interferon-y (IFN-y), o
qual induz a diferenciac@o de células T CD4" na subpopulagio Thl produtora de IL-2 e
IFN-y. Altos niveis de IFN-y estimulam macréfagos e células dendriticas a liberarem
mais IL-12, amplificando ainda mais a libera¢io de IFN-y. Células T CD8" também sdo
ativadas pela secrecdo de IL-12 e contribuem significativamente para controlar a
infec¢do aguda, uma vez que produzem IFN-y, levando a ativacdo de macréfagos. Além
disso, células T CD8", em funcdo de sua atividade citotéxica, destroem células
infectadas, liberando taquizoitas, que ficam acessiveis a varios mecanismos
imunoldgicos, tais como anticorpos, sistema complemento, macréfagos ativados e
células NK (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; HEGAB; AL-MUTAWA, 2003;
ALIBERTI, 2005).

IFN-y representa o principal mediador de resisténcia a 7. gondii através da
ativacdo de macréfagos, os quais inibem a replicacdo dos parasitas por meio da
producdo de intermedidrios reativos do oxigénio (ROI) e do nitrogénio (RNI), tais como

oxido nitrico (NO), que promovem a inativacdo de enzimas fundamentais para o
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metabolismo do parasita e, portanto, para a sua sobrevivéncia. Além disso, macréfagos
ativados secretam altos niveis de fator de necrose tumoral (TNF-a), que também
estimula outras atividades microbicidas (ALIBERTI, 2005).

Os efeitos da atividade pré-inflamatéria mediada por IFN-y podem ser toxicos
para o hospedeiro, levando a sérios danos teciduais no local da infecc¢do. Desta forma,
alguns mecanismos imunomodulatérios devem entrar em agdo, de modo a diminuir a
resposta pré-inflamatdria e, com isso, evitar danos teciduais mais sérios ao hospedeiro.
Um papel importante na regulacio da resposta imune celular a 7. gondii é exercido pela
IL-10, que é produzida por alguns tipos celulares em locais com alta carga parasitaria.
IL-10 apresenta efeitos inibitérios sobre a atividade microbicida de macréfagos ativados
por IFN-y, sobre a diferenciacdo de clones Thl de células T, sobre a produgdo de IFN-y
por células NK e linfécitos T e sobre a producdo de IL-12 por macréfagos e células
dendriticas. Camundongos deficientes de IL-10 ndo conseguem controlar as respostas
inflamatorias induzidas pela infec¢do e morrem durante a fase aguda, devido ao grande
infiltrado leucocitario e a necrose tecidual no figado e no intestino delgado, em virtude
da producdo descontrolada de TNF-a e IFN-y (GAZZINELLI et al., 1996; SUZUKI et
al., 2000a).

Durante a fase cronica da infeccdo, as respostas do hospedeiro continuam pelas
mesmas vias descritas para a infeccdo aguda, o que faz com que o parasita permanega
no interior dos cistos teciduais com uma baixa taxa de replicacdo. Porém, para evitar
danos teciduais durante a fase cronica, as respostas inflamatérias do hospedeiro sdo
controladas pela expressdo de IL-10 e por outros mecanismos, dentre eles, a producdo
de lipoxina A4 (LXA4), a qual limita a produgdo de citocinas pré-inflamatdrias por
células imunes. Estes mecanismos previnem a resposta exacerbada do hospedeiro,
principalmente no sistema nervoso central, mas garantem a continuidade da atividade
microbicida de macréfagos no controle da reativagdo da infeccdo (ALIBERTI, 2005).

Alguns mecanismos podem ser usados por 7. gondii para evadir da resposta imune
do hospedeiro e garantir uma infeccio bem sucedida. Um mecanismo inicial que
garante a sobrevivéncia de T. gondii apés a infeccdo € a prevengdo da unido do vaciolo
parasitéforo com lisossomos da célula hospedeira, evitando sua digestdo intracelular.
Como macréfagos sdo as principais células efetoras na destruicdo dos parasitas, outro
mecanismo de evasdo € a invasdo ativa dos préprios macrofagos, fazendo com que
escapem do burst respiratdrio, processo microbicida que se segue normalmente apds a

fagocitose de patdgenos por fagécitos (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). Muitos estudos
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tém sido conduzidos com o objetivo de decifrar outras vias de evasdo imune
desenvolvidas por T. gondii, tais como a secrecdo de fatores imunossupressores, que
podem limitar a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, interferir nas vias de
sinalizacdo intracelular de células imunes e, mesmo, prevenir a apoptose de células
infectadas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ALIBERTI, 2005; DENKERS;
BUTCHER, 2005).

1.9.2 Imunidade humoral

A imunidade humoral induzida por 7. gondii é direcionada principalmente contra
a forma taquizoita, de modo que anticorpos especificos impedem a adesdo do parasita
aos receptores da célula hospedeira, prevenindo, assim, a sua invasao. Individuos com
infecgcdo cronica s@o usualmente resistentes a re-infec¢do por 7. gondii, possivelmente
devido a presenca de imunoglobulinas circulantes, as quais podem ser produzidas no
préprio sangue ou no tecido infectado (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

As principais imunoglobulinas, bem como sua participa¢do no curso da infecg¢io
por T. gondii sdo descritas a seguir:

IgG: A imunoglobulina G corresponde a principal classe de anticorpos envolvida
na resposta humoral contra 7. gondii. Em seres humanos infectados, anticorpos IgG
especificos a antigenos de T. gondii aparecem apods 1-2 semanas de infecc¢do e seus
niveis aumentam muito lentamente até atingir um valor mdximo por volta de 6-14
meses ap6s a infeccdo, com uma ligeira queda apés este periodo. Porém, niveis mais
baixos de IgG podem permanecer circulantes indefinidamente. Em infeccdes recentes, a
afinidade funcional da IgG pelos seus respectivos antigenos (avidez de IgG) é mais
baixa e, a medida que a infeccdo avanga, ocorre a maturagdo da resposta imune e estes
anticorpos passam a apresentar avidez crescente pelos seus antigenos. Deste modo, em
infecgdes de maior duragdo, encontra-se um predominio de anticorpos IgG de alta
avidez (CAMARGQO et al., 1991). Altos titulos de IgG de baixa avidez nio identificam
uma infeccdo adquirida recentemente, mas altos niveis de IgG de alta avidez podem
excluir infecgdes primdrias ou adquiridas recentemente (HEGAB; AL-MUTAWA,
2003).

IgM: A produgdo de anticorpos IgM especificos a antigenos de 7. gondii ¢ um
sinal de infec¢do recentemente adquirida e ndo um sinal de re-infec¢do. Em seres
humanos, estes anticorpos podem ser detectados logo nos primeiros 7 dias de infeccio,

aumentando gradualmente até atingir um pico cerca de 1-2 meses depois, diminuindo
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gradativamente até niveis ndo detectdveis por volta de 8§ meses. Porém, em muitos
casos, anticorpos IgM podem permanecer persistentes por muitos meses e, até anos,
tornando problemdtico o diagnéstico da infeccdo primdria por 7. gondii baseado na
deteccao de IgM especifica (REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004).
Anticorpos IgM detectados na circulagio do recém-nascido sdo geralmente
considerados como indicativo de infeccdo congénita, pois esta classe de imunoglobulina
ndo atravessa a barreira placentdria. A auséncia de anticorpos IgM especificos pode
excluir a possibilidade de infeccdo congénita em recém-nascidos ou de infec¢do recente
em outros grupos de individuos (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

IgA: Durante uma infeccio por 7. gondii, anticorpos IgA sdo produzidos durante a
fase digestiva do parasita, quando linfécitos sensibilizados circulam pela lamina prépria
do trato digestivo do hospedeiro. Tais linfécitos sensibilizados podem circular por
outros locais, podendo produzir anticorpos IgA em outros sitios ativos de infeccdo,
diferentes da regido intestinal. Anticorpos IgA sdo produzidos apenas durante a fase
aguda de uma infeccdo primdria, ndo sendo observados durante a infeccdo crdnica,
constituindo, portanto, um bom marcador imunolégico de infec¢do recente. Durante a
fase aguda de infeccdo, IgA persiste circulante no sangue por cerca de 8-9 meses apds a
infec¢do, enquanto anticorpos IgM podem persistir por periodos mais longos. Niveis
persistentes de anticorpos IgM na auséncia de anticorpos IgA indica uma imunidade ja
estabelecida de uma infeccdo mais tardia, caracterizando um periodo de transi¢do no
perfil imunolégico de resposta a infeccdo. Apesar de ser secretada no colostro, IgA ndo
atravessa a barreira placentdria, mas pode ser detectada em recém-nascidos, quando a
infec¢do congénita ocorre no terceiro trimestre de gestacdo. Se a infeccdo congénita
ocorre no primeiro trimestre de gestacdo, esta imunoglobulina estd ausente no sangue do
recém-nascido (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

Além destas classes principais de anticorpos envolvidas na infeccio por T. gondii,
também sdo observados anticorpos IgE, mas poucos estudos tém explorado a
importancia desta imunoglobulina na resposta humoral contra este parasita, bem como
seu valor no diagnéstico e na determinagdo da fase da infeccio (ASHBURN et al,,

1998).

1.10 Quadro clinico
Clinicamente, a infec¢do por 7. gondii pode ser assintomdtica ou apresentar alguns

sinais e sintomas que variam enormemente, dependendo do estado imunolégico do
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hospedeiro e do tipo da infec¢do. Deste modo, o quadro clinico da toxoplasmose pode
variar de acordo com alguns grupos de pacientes apresentados a seguir:

Toxoplasmose em adultos e criancas imunocompetentes: A infec¢do primadria
por T. gondii em adultos e criangas imunocompetentes é assintomatica na maioria dos
pacientes, causando uma infeccido auto-limitada e com sintomas néo especificos, que
raramente demandam tratamento. A manifestacio clinica mais tipica neste grupo de
pacientes € uma linfadenopatia cervical ou occipital discreta e isolada, na qual os
linfonodos podem permanecer aumentados por, no maximo, 6 semanas. Em casos muito
raros, ja foram relatadas miocardite, polimiosite, pneumonia, hepatite ou encefalite em
individuos imunocompetentes durante infec¢do priméria. Toxoplasmose aguda durante
a gestacdo também € assintomatica na maioria das mulheres (REMINGTON et al.,
2001).

Toxoplasmose ocular: Coriorretinite toxopldsmica ¢ um quadro comum na
toxoplasmose adquirida ou na doenga congénita, como resultado de uma infec¢ao aguda
ou reativagdo de uma infec¢do cronica. Os principais sinais de uma coriorretinite
toxopldsmica sdo lesdes focais brancas visiveis, com uma intensa reag¢do inflamatoria
associada. Geralmente, manifestagdes de coriorretinite em adultos tém sido associadas a
uma manifestacdo tardia ou a reativacdo de uma infec¢do congénita ocorrida,
principalmente, no terceiro trimestre de gestagio (MONTOYA; REMINGTON, 1996;
BURNETT et al., 1998; HOLLAND, 1999; HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

Toxoplasmose em pacientes imunocomprometidos: Apesar de causar uma
infeccdo assintomadtica na maioria dos individuos imunocompetentes, 7. gondii pode
causar doenca grave, muitas vezes fatal, em individuos imunocomprometidos, como
aqueles com AIDS ou em tratamento com drogas imunossupressoras. Nestes individuos,
a toxoplasmose geralmente resulta da reativacdo de uma infec¢do cronica e afeta
preferencialmente o sistema nervoso central, levando ao quadro tipico de encefalite
toxoplasmica. As manifestacdes clinicas mais comuns sdo: confusdo mental, déficits
motores focais, distirbios dos nervos cranianos, anormalidades sensoriais, sinais
cerebelares, desordens dos movimentos e sinais neuropsiquidtricos. Os achados
neurolégicos mais tipicos sdo hemiparesia e distdrbios da fala. Deve ser feito o
diagnéstico diferencial das lesdes da encefalite toxopldsmica com linfoma do sistema
nervoso central, leucoencefalopatia multifocal progressiva, ventriculite e encefalite

causadas por citomegalovirus, abscessos cerebrais bacterianos e lesdes focais causadas

por outros organismos, como Cryptococcus neoformans, Aspergillus sp.,
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Mycobacterium tuberculosis e Nocardia sp. A toxoplasmose em individuos
imunocomprometidos também pode se apresentar com coriorretinite, pneumonia e
envolvimento de multiplos 6rgdos (PORTER; SANDE, 1992; LUFT et al.,, 1993;
MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Toxoplasmose congénita: A toxoplasmose congénita raramente pode ser
diagnosticada por meio de exames ultrassonogrificos, mas alguns sinais sugestivos de
infeccdo por T. gondii no feto visualizdveis pela ultra-sonografia s@o calcificacdes
intracranianas, dilatacdo ventricular, aumento do figado e aumento da espessura da
placenta. As manifestagcdes clinicas da toxoplasmose congénita variam enormemente,
em geral, de acordo com a fase da gestacdo em que ocorre a transmissdo do parasita
para o feto. Deste modo, as conseqiiéncias mais comuns sdo: aborto espontaneo e morte
fetal no interior do utero, ou nascimento de criangas com hidrocefalia, microcefalia,
calcificagdes intracranianas, coriorretinite, estrabismo, cegueira, epilepsia, retardamento
mental e motor, trombocitopenia e/ou anemia. Nenhum dos sinais descritos
anteriormente em recém-nascidos com doenga congénita é patognomonico para
toxoplasmose, uma vez que pode ocorrer com infec¢des congé€nitas por outros
patégenos, como o citomegalovirus, o virus herpes simples, o virus da rubéola e em
casos de sifilis congénita (SWISHER; BOYER; McLEOD, 1994; MONTOYA;
LIESENFELD, 2004; KRAVETZ; FEDERMAN, 2005).

1.11 Diagnéstico

Ha quatro grupos de individuos em que o diagndstico da infeccdo por T. gondii é
mais critico: mulheres gravidas que adquirem a infeccdo priméria durante a gestacdo,
fetos e recém-nascidos que adquirem a infeccdo congénita, individuos
imunocomprometidos e individuos que apresentam coriorretinite (REMINGTON et al.,
2001; MONTOYA, 2002). Porém, destes quatro grupos apresentados, a situacdo mais
desafiadora no que diz respeito ao diagndstico da toxoplasmose € determinar se uma
mulher grdvida adquiriu a infec¢do antes ou durante a gestacio (REMINGTON;
THULLIEZ; MONTOYA, 2004; SENSINI, 2006).

Deste modo, diversas técnicas tém sido desenvolvidas nas ultimas décadas com o
objetivo de se obter um diagndstico mais preciso da infec¢do, bem como a determinagéo
da fase da infeccdo que o individuo apresenta. Estas técnicas de diagndstico podem se

basear na detec¢do do prdprio parasita ou de algumas de suas moléculas especificas
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(métodos diretos) ou na deteccdo de anticorpos especificos a antigenos do parasita

presentes no soro de individuos infectados (métodos indiretos ou soroldgicos).

1.11.1 Métodos diretos

Estes métodos baseiam-se na demonstragdo direta do parasita em amostras
bioldgicas, tais como sangue, liquor, saliva, humor aquoso e fragmentos de 6rgdos
colhidos por bidpsia ou necropsia, por meio das técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e imunohistoquimica (IHC), ou ainda, por isolamento dos parasitas
mediante inoculagdo de materiais bioldgicos em animais de laboratério (bioensaio) ou

em cultura celular.

1.11.1.1 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Na técnica da reag¢do em cadeia da polimerase (PCR), um fragmento especifico do
genoma do parasita € amplificado e o produto da amplificacdo € visualizado em gel de
agarose ou de poliacrilamida apds coloragdo especifica, ou diretamente, por meio da
PCR em tempo real (real-time PCR). A deteccdo de seqiiéncias especificas do genoma
do parasita pode ser feita a partir de amostras de liquido amnidtico, sangue, liquor,
urina, humor vitreo, humor aquoso, lavado broncoalveolar, fluidos pleural e peritoneal,
fragmentos de placenta e fragmentos de tecidos diversos (REMINGTON; THULLIEZ;
MONTOYA, 2004; SWITAJ et al., 2005).

A sensibilidade e a especificidade da PCR sio geralmente altas, mas dependem de
vdrios fatores, tais como as técnicas usadas para a extracdo do material genético da
amostra bioldgica, as condi¢des de manipulacdo e armazenamento das amostras, as
caracteristicas da seqii€ncia de DNA escolhida para a amplificacdo e os pardmetros da
reacdo de amplificacdo (SWITAJ et al., 2005).

A primeira etapa da técnica envolve a hibridiza¢do de primers especificos a uma
seqiiéncia do genoma do parasita, escolhida, preferencialmente, com base na existéncia
de vérias copias dessa seqiiéncia no DNA do parasita. Para a detecgcdo de T. gondii, a
seqiiéncia mais utilizada, com alta especificidade, é o gene B1, que apresenta 35 cépias
gendmicas (BURG et al., 1989). Alguns laboratérios europeus estdo utilizando a
seqiiéncia AF146527 de 529 pb, que apresenta cerca de 200-300 cdpias gendmicas
(HOMAN et al., 2000). Em um estudo comparativo por meio de real-time PCR, usando
estas duas seqiiéncias como primers especificos, foi verificado que a utilizacdo da

seqiiéncia de 529 pb aumentou em 10 vezes a sensibilidade da técnica, pois o limite de
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detec¢do do DNA gendmico de 7. gondii foi de 20 fg quando esta seqiiéncia foi
utilizada e de 200 fg quando usado o gene B1 (REISCHL et al., 2003). Por outro lado,
em outro estudo comparativo do uso destas duas seqiiéncias e de uma seqii€ncia do
DNA ribossomal 18S como primers, ndo foi encontrada nenhuma diferenga
estatisticamente significativa entre estes trés primers na especificidade e sensibilidade
da técnica (FILISETTI et al., 2003).

Outras seqiiéncias repetitivas do genoma de 7. gondii que podem ser utilizadas
como primers na PCR sdo os elementos genéticos méveis (MGEs — Mobile Genetic
Elements), que possuem cerca de 100-500 coépias por célula do parasita. O uso das
MGEs na PCR permite a determinacdo direta da linhagem do parasita, por meio de
andlises de polimorfismos. Porém, os MGEs ndo tém sido utilizados rotineiramente, por
ndo serem completamente espécie-especificos e a técnica ainda nfo estar devidamente
padronizada (TERRY et al., 2001). Em laboratérios de pesquisa, algumas seqiiéncias
que apresentam apenas uma copia no genoma do parasita tém sido utilizadas, tais como
os genes SAGI1, SAG2, SAG3, SAG4 E GRA4 (MEISEL et al., 1995; RINDER et al.,
1995; HOWE et al., 1997; PELLOUX et al., 1998).

O uso mais comum da PCR ¢ para o diagnéstico pré-natal da infeccdo congénita
usando amostras de liquido amniético. Quando a coleta da amostra é realizada com 18
semanas de gestagcdo, a técnica é mais sensivel, mais rdpida e mais segura que as
técnicas convencionais usando amostras de sangue fetal. Este método € indicado para
todas as mulheres gravidas com resultados positivos ou sugestivos de infec¢do aguda
adquirida durante a gestacdo ou quando ha evidéncia de danos fetais observados pelo
exame ultrassonografico (hidrocefalia e/ou calcificagdes cerebrais) (HOHLFELD et al.,
1994). A especificidade e o valor preditivo positivo (VPP) da PCR de liquido amniético
para o diagndstico pré-natal da toxoplasmose congénita sd@o proximos de 100%,
enquanto a sensibilidade e o valor preditivo negativo (VPN) variam de acordo com a
idade gestacional em que a infec¢do materna foi adquirida, sendo significativamente
maiores quando a infec¢do materna ocorre entre 17 e 21 semanas de gestacdo
(ROMAND et al., 2001).

A principal vantagem da PCR, além da alta especificidade e sensibilidade, é a
rapidez na obtenc¢do dos resultados, principalmente pela real-time PCR (< 4 horas), mas
a principal desvantagem se encontra nos altos custos dos equipamentos necessarios e na
falta de kits comerciais padronizados, levando a maioria dos laboratérios a

desenvolverem protocolos préprios (SWITAIJ et al., 2005). Outra desvantagem da PCR
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¢ o fato de seus resultados nido permitirem estabelecer uma relacio com a fase da
doenca. Por exemplo, um resultado positivo obtido a partir da PCR em amostra de
tecido cerebral ndo pode diferenciar entre um paciente com encefalite toxopldsmica ou
um individuo com outra patologia cerebral, mas que apresenta infec¢do cronica por 7.
gondii, com cistos teciduais. Somente o isolamento do parasita a partir de fluidos
corporais pode comprovar que se trata de infecgao aguda (MONTOY A; LIESENFELD,
2004).

1.11.1.2 Imunohistoquimica

Técnicas de imunohistoquimica sdo particularmente utilizadas para a
demonstragdo de taquizoitas em cortes de tecidos ou esfregacos de fluidos corporais
(liquor e lavado broncoalveolar), sendo mais sensiveis e especificas que as técnicas
histolégicas convencionais. Taquizoitas podem ser detectados tanto em infeccdo
primédria (aguda) como em casos de reativacao de infeccdo cronica, comprovando que o
parasita € responsdvel pelas alteracdes patoldgicas encontradas no tecido observado
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

A técnica da imunoperoxidase é a mais empregada, utilizando antisoros
especificos para 7. gondii, especialmente anticorpos monoclonais, para se evitar reagdes
cruzadas. Entretanto, a sensibilidade de tais técnicas é geralmente muito baixa, pois é

necessdrio um grande numero de cortes histolégicos para se detectar os parasitas

(DUBEY, 1999).

1.11.1.3 Isolamento em animais ou cultura celular

Técnicas de isolamento necessitam de parasitas vidveis e, por isso, geralmente sio
menos sensiveis. Bioensaios geralmente utilizam camundongos (Mus musculus)
alogénicos ou isogénicos, nos quais sdo inoculadas amostras de diferentes materiais
biolégicos extraidos de pacientes com suspeita de infec¢@o, desde fluidos corporais até
macerados teciduais. Antes da inoculagdo do material, o animal é submetido a sangria
prévia para avaliar seu estado soroldgico (controle negativo) e, cerca de 21-30 dias apds
a inoculagdo, nova sangria é realizada para verificar a soroconversao do animal. Tecidos
dos animais inoculados soropositivos podem ser coletados (cérebro, coragdo, figado,
pulmao, baco, rins e musculos esqueléticos) e analisados quanto & presenga de cistos
teciduais. O isolamento do parasita pode ser feito em cultura celular, tais como células

VERO, fibroblastos e mondcitos, permitindo a genotipagem da linhagem de 7. gondii
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presente na infeccio (HITT; FILICE, 1992; MONTOYA; LIESENFELD, 2004;
SCHARES et al., 2005).

1.11.2 Métodos indiretos

Os métodos soroldgicos sdo os mais comumente utilizados para o diagndstico da
infec¢do por T. gondii e sdo baseados, principalmente, na detec¢do de anticorpos do
isotipo IgG. No entanto, a presenga de anticorpos detectados por estes testes indica
somente o contato prévio ou a exposi¢cdo ao parasita. Para definir uma infec¢do recente
ou ativa por andlises soroldgicas, € necessaria a demonstracdo de altos e crescentes
titulos de anticorpos IgG especificos em amostras pareadas de soro com intervalos de 2-
4 semanas (DUBEY, 1987) ou a demonstracdo de anticorpos IgM especificos em uma

tnica amostra de soro (CAMARGO et al., 1978).

1.11.2.1 Teste do corante de Sabin-Feldman (SFDT)

O teste do corante de Sabin-Feldman (SFDT - Sabin-Feldman dye test) foi o
primeiro teste a ser utilizado como referéncia para sorologia de 7. gondii (SABIN;
FELDMAN, 1948). Embora apresente boa reprodutibilidade e alta sensibilidade, alguns
inconvenientes na sua execugdo o tornam pouco utilizado em vdrios laboratérios, como
a necessidade de parasitas vivos e de soro fresco normal (presenca de fragdes do sistema
complemento) para que ocorra a lise do parasita. Contudo, este teste € ainda utilizado
em inquéritos soroepidemioldgicos em diversas espécies animais, inclusive silvestres,
pois ndo necessita de anticorpos secundarios ou conjugados imunoenzimaticos espécie-
especificos (CAMARGO, 1964). Ainda hoje, este teste € considerado como um método

soroldgico padrio para o diagnéstico da toxoplasmose (SUKTHANA, 2006).

1.11.2.2 Testes de aglutinaciao (DAT, MAT, IHAT)

Técnicas de aglutinagdo t€m sido largamente desenvolvidas para sorologia de T.
gondii, tais como o teste de aglutinacdo direta (direct agglutination test — DAT), teste
de aglutinagdo direta modificada (modified agglutination test — MAT) e teste de
hemaglutinacdo indireta (indirect hemagglutination test — IHAT). Sdo largamente
utilizados em inquéritos soroepidemioldgicos em diferentes espécies de animais
domésticos e silvestres e em humanos, pois ndo utilizam anticorpos secundarios

espécie-especificos.
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DAT utiliza taquizoitas tratados com formalina, que aglutinam na presenca de
anticorpos especificos. Sua utiliza¢do para 7. gondii foi descrita por Fulton e Turk
(1959) e foi, posteriormente, modificado (MAT) com a utilizacdo de 2-mercaptoetanol,
que destréi anticorpos IgM especificos e nao-especificos, detectando somente
anticorpos IgG anti-T. gondii (DESMONTS; REMINGTON, 1980). Estes métodos
apresentam altas sensibilidade e especificidade, simplicidade e versatilidade, podendo
ser utilizados para diagndstico em varias espécies animais, incluindo humanos. IHAT
baseia-se na aglutinagfo passiva de hemdcias previamente sensibilizadas com antigenos
soluveis de T. gondii na presenca de anticorpos especificos presentes no soro do
paciente (JACOBS; LUNDE, 1957). Pode ser realizado com amostras de soro tratadas e
ndo tratadas com 2-mercaptoetanol, permitindo assim a detec¢do de anticorpos IgM
especificos e o diagnéstico de infeccdo recente. Entretanto, apesar da simplicidade e

versatilidade, apresenta baixa sensibilidade em relacdo aos outros testes.

1.11.2.3 Teste de imunofluorescéncia indireta (IFAT)

O teste de imunofluorescéncia indireta (indirect fluorescent antibody test — IFAT)
€ amplamente utilizado para o diagnéstico da toxoplasmose em animais e humanos
(CAMARGO, 1964). O antigeno utilizado nesta técnica é constituido por taquizoitas
intactos, formolizados e fixados em laminas de vidro para microscopia, que revelam
uma fluorescéncia periférica e brilhante apds incubagdo com amostras de soro
(anticorpos primdrios) e anticorpos secunddrios espécie-especificos marcados com
fluorocromos (conjugados fluorescentes). Fluorescéncia somente na extremidade apical
(colorag@o polar) é considerada como reag@o nao especifica, devido a reagcdes cruzadas
com outros parasitas do grupo Apicomplexa. IFAT apresenta alta especificidade, pois
detecta mais antigenos de superficie do que intracelulares, apresentando, assim, baixa
reatividade cruzada com outros parasitas relacionados. As principais desvantagens deste
teste sdo: necessidade de um microscépio de fluorescéncia, técnicos treinados e
experientes, resultados relativamente subjetivos, e maiores dificuldades de utilizagdo em

grandes inquéritos soroepidemiolégicos (CAMARGO, 1964).

1.11.2.4 Reacoes de immunoblotting
Virios antigenos de 7. gondii t€ém sido definidos e caracterizados por anticorpos
policlonais e monoclonais em rea¢des de immunoblotting. A maioria destes antigenos

estd associada com estruturas na superficie do parasita, formando os antigenos de
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superficie (SAG), ou no interior das organelas secretdrias, como os micronemas (MIC),
as roptrias (ROP) e os granulos densos (GRA).

Os antigenos de superficie de 7. gondii pertencem a uma superfamilia de proteinas
estruturalmente relacionadas ao principal antigeno de superficie do parasita (SAGI),
conhecidas como proteinas SRS (Seqiiéncias Relacionadas a SAG1), que sdo ancoradas
na membrana via ancoras de glicosil-inositol-fosfolipideos (GPI). SAG1 tem uma massa
molecular estimada de 30 kDa (p30) e estd homogeneamente distribuida na superficie.
Além da SAGI, outros antigenos de superficie de 7. gondii incluem SAG2 (22 kDa),
SAG3 (43 kDa), SAG4 (23 kDa) e SAGS (35 kDa), os quais sdo reconhecidos por soros
humanos e animais em reacdes de immunoblotting. Varios componentes de micronemas
(MIC1 a MIC11), de roptrias (ROP1 a ROP9) e de granulos densos (GRA1 a GRAS)
também tém sido reconhecidos e caracterizados em 7. gondii (KASPER; CRABB;
PFEFFERKORN, 1983; CESBRON-DELAUW et al., 1994; JUNG; LEE; GRIGG,
2004).

Na técnica de immunoblotting, antigenos totais de 7. gondii, separados de acordo
com a massa molecular em gel de poliacrilamida, por meio de eletroforese, e
imobilizados em membranas de nitrocelulose, sdo incubados com amostras de soro e
com conjugados imunoenzimaticos espécie-especificos. A revelacdo da reagdo é feita
por meio da adi¢do dos substratos enzimdticos e cromdgenos, que revelam os antigenos
imunodominantes do parasita reconhecidos pelos anticorpos presentes na amostra de
soro testada. Esta técnica pode ser utilizada para a detec¢do de anticorpos dos isotipos
IgG, IgM, IgA e IgE especificos a T. gondii, sendo mais amplamente utilizada para a

deteccdo de IgG (GROSS et al., 1992).

1.11.2.5 Ensaios imunoenzimaticos (ELISA)

Os ensaios imunoenzimaticos (enzyme linked immunosorbent assay — ELISA) sdo
atualmente os mais utilizados em sorologia para vérios agentes infecciosos, inclusive 7.
gondii. Foram introduzidos por Voller e colaboradores (1976) e sdao baseados na reagio
de soros testes com antigenos imobilizados em placas de microtitulagdo de poliestireno.
O anticorpo especifico presente na amostra testada liga-se ao antigeno imobilizado nos
pogos das placas e é demonstrado pela adi¢do de conjugados imunoenzimaticos (anti-
imunoglobulina espécie-especifica marcada com enzima) seguido pela reacdo da enzima
com seu substrato e tampao cromdgeno. A coloracdo gerada pode ser mensurada

(densidade 6ptica) por meio de leitura em espectrofotometro de placas e comparada com
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a coloragdo desenvolvida por uma amostra controle negativo. As principais vantagens
do ELISA sdo: obtencdo de resultados mais objetivos, custo relativamente baixo e
possibilidade de testar grandes quantidades de amostras em pequeno espago de tempo,
tendo larga aplicacdo em inquéritos soroepidemiolégicos. As desvantagens estdo
relacionadas principalmente a reprodutibilidade dos resultados.

A sensibilidade e especificidade do ELISA sdo altamente dependentes do tipo de
antigeno e modalidade de testes utilizados. Assim, diferentes preparacdes de antigeno
tém sido desenvolvidas: (1) antigenos soliveis e totais de taquizoitas contendo uma
mistura de antigenos de superficie e intracelulares obtidos por cridlise, sonicagdo ou
solubilizacdo em detergentes, como o STAg (antigeno soldvel de taquizoitas de T.
gondii); (2) antigenos de taquizoitas fixados com formalina (maioria de superficie); (3)
antigenos excretados e/ou secretados pelo parasita, como o ESA (excreted/secreted
antigens); (4) proteinas nativas purificadas por meio de cromatografia de afinidade
utilizando anticorpos monoclonais; (5) proteinas recombinantes de antigenos
imunodominantes dos parasitas. Desta forma, quanto maior o grau de purificacdo dos
antigenos, maior € a especificidade do teste (ELISA utilizando proteinas nativas ou
recombinantes) e, por outro lado, quanto menos purificada a preparacdo antigénica
(ELISA utilizando antigeno total), maior é a probabilidade de ocorrer reatividade
cruzada com parasitas relacionados (SENSINI, 2006; SUKTHANA, 2006).

Por meio dos ensaios imunoenzimaticos, podem ser detectados anticorpos
especificos de diferentes isotipos (IgG, IgM, IgA e IgE) no soro de pacientes, mas
também podem ser detectados em outras amostras bioldgicas, como saliva, leite
(colostro), liquor e liquido amnidtico (REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA,
2004).

Anticorpos do isotipo IgG constituem a primeira classe de imunoglobulinas que
foi detectada em ensaios imunoenzimaticos padronizados para sorologia de 7. gondii.
Como a toxoplasmose caracteriza-se por ser uma doenga cronica, anticorpos IgG podem
permanecer em niveis detectdveis por toda a vida do individuo infectado, sendo que a
sua simples deteccdo ndo permite avaliar a fase da infeccdo (aguda ou cronica). Em
mulheres gravidas, a presenca de IgG especifica no soro, na auséncia de anticorpos IgM,
geralmente € interpretada como infeccdo tardia e, portanto, sem riscos de transmissao
placentdria, enquanto a detec¢@o de anticorpos IgG no feto ou recém-nascido tem pouco
valor diagnéstico de infeccdo congénita, pois podem se tratar de anticorpos maternos

transferidos passivamente por meio da placenta. J4 mulheres gravidas com resultado
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negativo de anticorpos IgG especificos ndo estdo infectadas e devem ser acompanhadas
sorologicamente durante toda a gestac@o, pois se adquirirem uma infeccdo primdria
durante este periodo, ha alta probabilidade de infec¢do congénita do feto (HILL;
DUBEY, 2002; MONTOYA; LIESENFELD, 2004; SENSINI, 2006).

O principal ensaio imunoenzimatico utilizado na deteccdo de anticorpos IgG é o
método ELISA indireto, no qual as placas sdo sensibilizadas com antigenos de T.
gondii. Este ensaio apresenta boa sensibilidade e boa especificidade, sendo de larga
utilizacdo em inquéritos soroepidemioldgicos. No mercado, sdo encontrados diversos
kits comerciais disponiveis para a deteccdo desta imunoglobulina especifica, os quais
podem variar em sensibilidade e especificidade (MONTOY A; LIESENFELD, 2004).

Para auxiliar no diagndstico da infeccdo primdria, principalmente em mulheres
gravidas e recém-nascidos, as técnicas imunoenzimaticas t&ém sido modificadas para a
detec¢do de anticorpos IgM, IgA e IgE especificos a T. gondii. A presenga de anticorpos
IgM especificos € interpretada como infec¢do aguda (recente), uma vez que tais
imunoglobulinas sdo produzidas apenas apds infec¢do primdria, podendo ser detectadas
na primeira ou segunda semana de infeccdo. A principal vantagem da deteccdo de IgM é
que um resultado negativo pode descartar a possibilidade de infeccdo recente, mas sua
principal desvantagem estd no fato de que pode persistir no soro, em niveis detectdveis,
por muitos meses, de modo que um resultado positivo nem sempre pode ser interpretado
como indicativo de uma infeccio recente. As técnicas imunoenzimaticas para deteccio
de IgM apresentam sensibilidade e especificidade muito varidveis, sendo os resultados
obtidos por meio da utilizacdo de kits comerciais pouco confidveis e seguros. O ELISA
indireto apresenta uma grande porcentagem de resultados falso-negativos, apresentando,
portanto, baixa sensibilidade (SENSINI, 2006; SUKTHANA, 2006). Uma técnica que
apresenta maior sensibilidade € o ELISA de captura, em que as placas so sensibilizadas
com anticorpos que capturam a por¢do Fc de anticorpos IgM presentes no soro testado,
e aqueles especificos a T. gondii s@o selecionados mediante a adi¢do subseqiiente de
antigenos do parasita, seguidos de anticorpos anti-7. gondii conjugados com enzimas
(CAMARGO et al., 1978; MINEO et al., 1986).

A deteccido de IgA especifica no soro pode ser usada para a confirmacido de
resultados, uma vez que geralmente € detectada em niveis mais elevados durante uma
infec¢do recente, desaparecendo completamente antes da IgM, mas também em niveis
muito varidveis. O ELISA de captura para IgA € mais especifico e mais sensivel que o

ELISA indireto, mas um resultado positivo nem sempre significa infeccio recente,
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enquanto um resultado negativo nem sempre pode excluir uma infeccdo aguda
(SENSINI, 2006).

A detec¢do de anticorpos IgE tem sido proposta para a diferenciacdo do estagio da
infec¢do, uma vez que s@o detectados apenas durante a infec¢do aguda e a duragdo de
sua soropositividade é menor que a de IgM e IgA. Porém, a demonstracio de que pode
ser detectada em casos de reativacdo de infec¢do cronica e a falta de testes padronizados
para sua deteccdo torna sua pesquisa pouco utilizada no diagndstico da toxoplasmose
(FOUDRINIER et al., 2003; SENSINI, 2006).

Um teste que vem sendo largamente utilizado para auxiliar na discriminag@o entre
infecgcdo recente e infecgdo tardia é o teste da avidez de IgG. Este teste baseia-se na
medida da avidez (afinidade funcional) de anticorpos IgG especificos a antigenos de T.
gondii. No teste ELISA-avidez, agentes desnaturantes de proteinas, tais como uréia, sdo
usados para dissociar a ligacdo dos complexos antigeno-anticorpo, de modo que apenas
os anticorpos com maior afinidade (mais dvidos) permanecem ligados aos antigenos
(HEDMAN et al., 1989). Anticorpos de baixa avidez sdo indicativos de infec¢do aguda
ou recente, enquanto anticorpos de alta avidez sao indicativos de infec¢do cronica (mais
tardia). (LAPPALAINEN et al., 1993; SENSINI et al., 1996; COZON et al., 1998;
BEGHETTO et al., 2003; REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004).

1.11.3 Perfis sorologicos da infeccio por 7. gondii

Devido as caracteristicas peculiares da resposta imune a infec¢do por 7. gondii,
em especial a resposta soroldgica, foram propostos trés perfis soroldgicos diferentes que
permitem o diagndstico das diferentes fases da infec¢do por este parasita. Estes perfis
sorologicos foram inicialmente propostos por Camargo e colaboradores (1978) e, a
medida que novos testes sorologicos foram se tornando disponiveis e novas informagdes
foram agregadas ao conhecimento da resposta soroldgica aos antigenos de 7. gondii,
estes critérios foram sendo ampliados (CAMARGO; MOURA; LESER, 1989;
CAMARGO et al., 1991).

De acordo com o perfil de anticorpos detectados por métodos sorolégicos
classicos, tais como os testes de hemaglutinacdo, imunofluorescéncia e ELISAs
indireto, de captura e avidez de IgG, os seguintes perfis sorolégicos sdao reconhecidos na

infecgdo por T. gondii:
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(1) Perfil I - Infeccdo recente ou aguda: perfil definido pela presenca de
anticorpos IgM e IgA especificos associados a presenga de anticorpos IgG em titulos
crescentes e de baixa avidez (fndice Avidez [IA] < 40%).

(2) Perfil II - Fase de transicao: perfil definido pela presenca de anticorpos IgG
detectados em altos titulos, com avidez intermedidria pelos seus antigenos (40% < IA <
70%), auséncia de anticorpos IgA, bem como auséncia ou baixos titulos de anticorpos
IgM.

(3) Perfil III - Infecc¢ao cronica: perfil definido pela presenca de anticorpos IgG
de alta avidez (IA > 70%), e total auséncia de anticorpos IgA e IgM especificos.

A defini¢do correta e mais precisa destes perfis sorologicos e, conseqiientemente,
o correto diagndstico da infeccio devem ser feitos com base na combinacdo de
diferentes métodos, para a pesquisa de diferentes classes de imunoglobulinas.

Muitos estudos t€m sido realizados por diferentes investigadores, com o intuito de
se encontrar antigenos mais especificos e/ou antigenos recombinantes, cuja utilizacdo
em métodos soroldgicos possa ser ttil para melhorar o desempenho dos ensaios para
deteccdo de anticorpos anti-7. gondii em diferentes amostras biologicas (AUBERT et
al., 2000; LI et al., 2000; SUZUKI et al., 2000b; GIRALDO et al., 2002; KAUL;
CHEN; BINDER, 2004; PIETKIEWICZ et al., 2004). Outros estudos tém sido
desenvolvidos com o objetivo de se obter maiores informagdes que estabelecam
conexdes entre as estruturas antigénicas e gendOmicas de 7. gondii e o diagndstico
preciso da infeccdo (CONTINI et al., 2006). Além disso, a utilizacdo de anticorpos
monoclonais que capturam moléculas especificas do antigeno solivel do parasita, como
a SAGI (p30), em ensaios imunoenzimaticos, tem sido pouco explorada, mas pode
constituir uma importante ferramenta no diagnéstico da toxoplasmose (MOLEON et al.,

1993; SOHN; NAM, 1999).

1.12 Epidemiologia, soroprevaléncia e prevencao

Toxoplasmose é uma das zoonoses mais comuns no mundo. E estimado que cerca
de um terco da populagio mundial estd infectada por 7. gondii. Porém, a
soroprevaléncia varia enormemente entre diferentes paises, entre diferentes &reas
geogréficas do mesmo pais e entre diferentes grupos étnicos vivendo na mesma area.
Deste modo, anticorpos anti-7. gondii podem ser encontrados numa taxa que varia de 0-
100% da populacdo, dependendo do grupo analisado. Uma dificuldade em se

estabelecer a taxa de prevaléncia real da infec¢do em diferentes regides reside na grande
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diversidade de métodos utilizados nos inquéritos, os quais podem variar muito em
sensibilidade, especificidade e valores preditivos (TENTER; HECKEROTH, WEISS,
2000; MONTOY A; LIESENFELD, 2004).

Com o objetivo de prevenir a infec¢do por 7. gondii, algumas recomendagdes
devem ser levadas em consideracdo. Carnes devem ser bem cozidas, para que ocorra a
destrui¢@o total de possiveis cistos teciduais, que sdo completamente destruidos quando
submetidos a temperaturas superiores a 67°C ou inferiores a -13°C. Devem ser evitados
alimentos preparados com carnes cruas ou mal cozidas, lavando-se as maos e 0s
utensilios utilizados no preparo de carnes. Para se evitar infeccdo por meio da ingestdo
de oocistos, alimentos ingeridos crus, tais como frutas e verduras, devem ser bem
lavados com 4gua e, quando aplicdvel, sabdo. A dgua ingerida deve ser tratada e filtrada,
uma vez que alguns surtos de toxoplasmose tém sido atribuidos a contaminagdo de
fontes de dgua. Contato com gatos ou suas excregdes deve ser evitado, principalmente
por mulheres gravidas, bem como o acesso destes animais a reservatdrios de dgua ou
plantacdes de hortalicas. Além disso, devem ser usadas luvas durante procedimentos de
jardinagem ou quando houver necessidade de contato com o solo, tendo-se o cuidado de
lavar as maos apds contato com solo ou com animais, que podem ter 0ocistos presos aos
pélos (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; HILL; DUBEY, 2002; DUBEY, 2004;
KRAVETZ; FEDERMAN, 2005; SUKTHANA, 2006).

Mulheres gravidas devem fazer o completo exame pré-natal e, caso sejam
soronegativas, devem intensificar as medidas anteriormente propostas e fazer o
acompanhamento sorolégico até o parto, pois devem receber tratamento adequado se
forem infectadas durante a gestacio (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; KRAVETZ;
FEDERMAN, 2005).

Uma vacina efetiva contra o parasita ainda ndo foi desenvolvida, existindo apenas
uma vacina preparada a partir de parasitas vivos atenuados, usada na vacinagdo de
ovelhas (BUXTON; INNES, 1995). Muitas pesquisas t€m sido realizadas no
desenvolvimento de vacinas que possam induzir forte resposta imune humoral (IgA) ou
celular (Thl) protetoras que confiram imunidade duradoura contra a infeccdo. Estas
pesquisas tém investigado a aplicacdo de antigenos de superficie de 7. gondii
purificados ou recombinantes, parasitas vivos atenuados, parasitas mutantes ou
plasmideos com genes que codifiquem antigenos do parasita e/ou fatores estimuladores
de col6nias (ISMAEL et al., 2003; LETSCHER-BRU et al., 2003; MEVELEC et al.,
2005).
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O tratamento da toxoplasmose pode ser feito com o uso de drogas do grupo dos
antagonistas de folato (reduzem a proliferacdo do parasita por meio da inibicdo de
enzimas envolvidas na sintese de folato), macrolideos (apresentam efeito téxico ao
parasita, como a espiramicina, usada durante a gestacdo), hidroxinaftoquinonas
(apresentam efeito toxico ao parasita, pois inibem moléculas envolvidas na cadeia
respiratéria), fluoroquinolonas (impedem a proliferacdo do parasita, pois inibem
enzimas envolvidas na replicacdo de seu DNA), bem como corticosterdides (drogas que
atuam reduzindo a resposta imune do hospedeiro, inibindo algumas vias proé-
inflamatérias) (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). A escolha da droga deve ser feita,
principalmente, de acordo com o grupo ao qual pertence o paciente (mulher gravida,
individuo imunocomprometido, individuo imunocompetente ou recém-nascido) e o

estagio da infeccdo (MONTOYA, LIESENFELD, 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a viabilidade da utilizagdo de anticorpos

monoclonais (mAbs) reativos aos antigenos p30, p22 e p97 de T. gondii em um ELISA

reverso para a deteccdo de anticorpos das classes IgG, IgM e IgA em amostras de soro

de pacientes em diferentes estagios da infec¢do.

2.2 Objetivos especificos

Verificar a natureza dos antigenos e epitopos reconhecidos pelos mAbs A3A4,

A4D12 e 1B8 por meio da técnica de immunoblotting.

Verificar a localizagdo celular dos antigenos reconhecidos por estes mAbs por

meio da técnica de imunofluorescéncia indireta.

Avaliar a habilidade de inibi¢do dos epitopos reconhecidos por estes mAbs por

soros humanos através de um teste ELISA de inibicdo.

Padronizar um ELISA reverso usando estes mAbs como anticorpos de captura
para as moléculas p30, p22 e p97 presentes no antigeno solivel de 7. gondii
(STAg) e avaliar a sua utilizacdo para a deteccdo de anticorpos IgG, IgM e IgA

especificos a 7. gondii em amostras de soro humano.

Comparar os resultados do ELISA reverso usando mAbs com aqueles obtidos
pelo ELISA indireto usando STAg para a detec¢do de anticorpos IgG, IgM e

IgA especificos a T. gondii em amostras de soro humano.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras de soros

Um total de 175 amostras de soro humano foi obtido a partir do banco de soros do
Laboratério de Imunoparasitologia da Universidade Federal de Uberlandia. Tais
amostras foram divididas em quatro grupos, de acordo com o perfil sorolégico da
infeccdo por T. gondii, conforme determinado por meio de ensaios soroldgicos
convencionais (ELISA indireto para deteccio de anticorpos IgG anti-T. gondii e ELISA
de captura para deteccio de anticorpos IgM e IgA especificos).

De acordo com os resultados obtidos por meio destes ensaios convencionais e
conforme os critérios de selec@o, os grupos de estudo ficaram assim constituidos:

(1) Grupo I: 45 amostras de soro de pacientes com infec¢do recente, definida pela
presenca de anticorpos IgG, IgM e IgA especificos a T. gondii.

(2) Grupo II: 40 amostras de soro de pacientes com infec¢@o na fase de transicao,
definida pela presenga de anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii e auséncia de anticorpos
IgA especificos.

(3) Grupo III: 55 amostras de soro de pacientes com infeccdo cronica, definida
pela presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii e auséncia de anticorpos IgM e IgA
especificos.

(4) Grupo IV: 35 amostras de soro de individuos com sorologia negativa para 7.
gondii (auséncia de anticorpos IgG, IgM e IgA especificos).

Além disso, dois grupos sorologicamente atipicos também foram analisados: um
grupo constituido por 4 amostras de soro negativas para anticorpos IgG anti-T. gondii e
positivas para anticorpos IgM e IgA especificos (G-M+A+); e um grupo formado por 4
amostras de soro negativas para anticorpos IgM anti-7. gondii e positivas para

anticorpos IgG e IgA especificos (G+M-A+).

3.2 Manutencio e obtencao de 7. gondii

Parasitas da cepa RH de T. gondii foram mantidos por meio de inoculagio
intraperitoneal em camundongos Swiss, através de passagens seriadas a intervalos de
48-72 horas de um in6culo de aproximadamente 10° taquizoitas obtidos do exsudato
peritoneal de camundongos previamente infectados (MINEO; CAMARGO;
FERREIRA, 1980). Os exsudatos peritoneais foram obtidos por meio de lavagem da
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cavidade abdominal do animal com solucdo salina estéril tamponada com fosfato a 0,01
M (PBS, pH 7.2) e, em seguida, as suspensdes parasitdrias foram submetidas a uma
centrifugacdo ripida (45 x g, 1 minuto, 4°C) para remover debris celulares do
hospedeiro. O sobrenadante foi coletado e lavado por duas vezes (720 x g, 10 minutos,
4°C) com PBS. O sedimento final da suspensdo parasitdria foi ressuspendido em 10 mL
de PBS e os parasitas contados em camara hemocitométrica. Apds nova lavagem com
PBS, o sedimento foi armazenado a -20°C para posterior preparacdo de antigenos

soluveis de 7. gondii.

3.3 Preparacio de antigenos de 7. gondii

3.3.1 Taquizoitas intactos (formolizados)

Taquizoitas intactos de 7. gondii foram preparados como previamente descrito
(CAMARGQO, 1964). Suspensdes parasitdrias foram ajustadas a uma concentracdo de 1
x 10° taquizoitas/mL e tratadas com formaldeido a 1% em PBS por 30 minutos a
temperatura ambiente sob agitacdo lenta. Apds uma centrifugacdo rdpida (45 x g, 1
minuto, 4°C) para remover parasitas aglomerados, o sobrenadante foi lavado com PBS
por duas vezes (720 x g, 10 minutos, 4°C). O sedimento final foi ressuspendido em dgua
destilada estéril até obter uma concentragdo de 20-30 parasitas por campo microscépico
(aumento 400X). Um volume de 10 pL da suspensdo parasitaria foi adicionado a dreas
demarcadas de laminas para imunofluorescéncia (Perfecta Ind. e Com. de Laminas de
Vidro Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil) e incubadas por 3-4 horas a temperatura ambiente.
As laminas com taquizoitas intactos formolizados foram individualmente embaladas e
armazenadas a -20°C para serem usadas nos ensaios de imunolocalizagdo pela técnica

de imunofluorescéncia indireta.

3.3.2 Antigenos soldveis

Antigeno solavel de taquizoitas de 7. gondii (STAg) foi preparado como descrito
por Scott e colaboradores (1987), com algumas modificagdes. Suspensdes parasitirias
(1 x 108 taquizoitas/mL) foram tratadas com inibidores de proteases (fenil-metil-
sulfonil-fluoreto [PMSF] a 1,6 mM, leupeptina a 50 pug/mL e aprotinina a 10 pg/mL;
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e entdo submetidas a seis ciclos rapidos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C

seguido por seis ciclos de ultra-som (Thorton — INPEC Eletronica S/A, Santo Amaro,
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SP, Brasil) durante 1 minuto a 60 Hz em banho de gelo. Apés centrifugacdo (10.000 x
g, 30 minutos, 4°C), o sobrenadante foi coletado e a concentracdo protéica foi
determinada (LOWRY et al.,, 1951). Aliquotas dos antigenos foram armazenadas a

-20°C até serem utilizadas em testes ELISA.

3.3.3 Antigenos totais

Taquizoitas de 7. gondii (1 x 10® taquizoitas/mL) foram lisados em tampdo de
amostra (Tris-HCl a 0,1 M pH 6,8; dodecil sulfato de s6dio [SDS] a 4%; glicerol a 20%
e azul de bromofenol a 0,2%). Parasitas solubilizados foram centrifugados (10.000 x g,
10 minutos, 4°C) e o sobrenadante foi recuperado e usado como antigeno lisado de T.

gondii (TLA) nas reagdes de immunoblotting.

3.4 Producao de anticorpos monoclonais (mAbs)

Taquizoitas da cepa RH de T. gondii foram coletados do exsudato peritoneal de
camundongos Swiss previamente infectados, parcialmente purificados por meio de
lavagens em PBS e fixados com acetona a 30% em PBS (72 horas, 4°C). Apds a
fixacdo, os parasitas foram lavados em solucdo PBS e utilizados para imunizacio de
camundongos BALB/C. Os animais foram imunizados por via intraperitoneal utilizando
um volume de 100 pL de uma suspensdo de 1 x 10’ taquizoitas/mL em intervalos
regulares de 15 dias em trés inoculagdes sucessivas. Sete dias antes da realizacdo do
processo de fusdo, os animais foram inoculados com a mesma concentragio de parasitas
por via endovenosa.

A produgdo dos hibridomas foi conduzida como previamente descrito por Kohler
e Milstein (1975). Ap6s o término do esquema de imunizacgdo, o bago dos animais foi
coletado e a suspensdo celular obtida foi adicionada as células de mieloma murino
SP20/Agl14 na proporcdo de 1:1 e, a seguir, as populagdes mistas de células foram
centrifugadas (1.000 x g, 10 minutos). O sobrenadante foi descartado e ao sedimento de
células foi adicionado lentamente polietilenoglicol 1500 (PEG 1500) na concentragdo de
50%, sob agitacdo constante a 37°C durante 1 minuto, quando entdo o volume foi
completado para S0 mL com meio DMEM sem soro fetal bovino. As células fusionadas
(hibridomas) secretando anticorpos foram selecionadas por ELISA indireto, clonadas
por diluicdo limitante em placas de 96 pogos, amplificadas em meio RPMI
suplementado (soro fetal bovino a 10%, 2 mM de glutamina, 50 pM de B-

mercaptoetanol e 40 pg/mL de gentamicina) e estocadas em nitrogénio liquido.



52

Os mAbs A3A4 e A4DI12 utilizados neste trabalho foram assim obtidos e
isotipados (IgGl, ), enquanto sobrenadantes do mAb 1B8 (IgG2b, ) foram
gentilmente fornecidos por Lloyd H. Kasper (Dartmouth Medical School, Lebanon, NH,
EUA). Os mAbs A3A4 e A4D12 foram previamente caracterizados por mapeamento de
epitopo baseado na técnica de biblioteca de fagos (“phage display”) (Ph.D.-12 Peptide
Library Kit, New England BioLabs Inc., Beverly, MA, EUA) conforme previamente
descrito (CUNHA-JUNIOR, 2005).

3.5 Purificacao de anticorpos por afinidade

Para purificacio dos mAbs A3A4, A4D12 e 1B8 a partir de sobrenadantes de
cultura de hibridomas, uma coluna contendo resina de imunoafinidade de proteina G-
sepharose (Amersham Biosciences, UK) foi pré-equilibrada com 50 mL de solugdo
fosfato a 100 mM em pH 8,0 (10 volumes da resina). A seguir, 20 mL de sobrenadante
de cada hibridoma foram diluidos 1:1 (v/v) com tampao fosfato e aplicado a resina com
fluxo de 0,5 mL/minuto. Ao final da aplicacdo, a resina foi lavada com o mesmo
tampao utilizado no equilibrio e a densidade 6ptica (DO) foi monitorada a 280 nm até
atingir a linha de base (DO mensurada antes da aplica¢do). As imunoglobulinas (mAbs)
retidas na resina foram eluidas por adi¢do de tampdo glicina 0,2 M (pH 2,6) e coletadas
em fracdes de 1-2 mL. As fracdes que apresentaram os maiores valores de DO a 280
nm foram reunidas e neutralizadas com solucdo tampao de Tris-HCI 1 M, pH 7.5.
Posteriormente, a fracdo purificada de mAbs foi dialisada em PBS e concentrada em
equipamento Amicon™ (Millipore, Billeria, MA, EUA) usando membranas com limite
de filtragem de 30 kDa. O contetido protéico de cada mAb purificado foi determinado
(LOWRY et al., 1951) e o perfil eletroforético das fracdes representativas da purificacéo
foi analisado por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 8% em
condicdes ndo redutoras. As aliquotas obtidas foram armazenadas a -20°C até serem

utilizadas.

3.6 Immunoblotting

Antigeno lisado de T. gondii (TLA) foi aquecido a 100°C por 3 minutos na
presenga (condi¢des redutoras) ou na auséncia (condigdes ndo redutoras) de 2-
mercaptoetanol (2ME) a 10% e submetido a SDS-PAGE a 10% (LAEMMLI, 1970),
utilizando o sistema de eletroforese vertical em mini-gel (Hoefer Pharmacia Biotech

Inc., San Francisco, CA, EUA). Um volume de 150 pL foi aplicado em cada corrida
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eletroforética e, em paralelo, padrdes de pesos moleculares (Sigma Chemical Co., EUA;
Amersham Life Science, EUA) foram também incluidos. Apds a separacdo
eletroforética, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (poros
de 0,22 pm; Sigma Chemical Co.) de acordo com método anteriormente descrito
(TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979), utilizando um sistema semi-umido de
transferéncia (Multiphor Novablot II, Pharmacia-LKB, Suécia) por 2 horas a uma
corrente constante de 0,8 mA/cm? do gel. O sucesso da transferéncia foi confirmado
pela visualizacdo das fracdes protéicas e padrdes de pesos moleculares coradas com
solugdo de Ponceau a 0,5%.

As membranas de nitrocelulose foram cortadas em tiras de aproximadamente 3
mm de largura e colocadas em canaletas apropriadas para a reagdo. As tiras foram
bloqueadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) mais 5% de leite
desnatado (PBS-TM) por 1 hora a 37°C e, apds lavagem com PBS-T, foram incubadas
por 2 horas a 37°C com os mAbs purificados A3A4 (anti-p30), A4D12 (anti-p22) e 1B8
(anti-p97). Ap6s 6 lavagens de 5 minutos com PBS-T, a detec¢do da ligagao dos mAbs
aos antigenos imobilizados foi realizada pela subseqiiente incubacdo das tiras com
anticorpo secundédrio de cabra anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase
(1:1000; Sigma Chemical Co.) por 1 hora a 37°C. Posteriormente, as membranas foram
novamente lavadas com PBS-T e reveladas pela adicdo de tabletes de 3,3’-
diaminobenzidina (Sigma Fast™; Sigma Chemical Co.). A reagdo foi interrompida com

dgua destilada quando bandas de coloragdo marrom foram visualizadas.

3.7 Imunofluorescéncia indireta

Para imunolocalizacdo dos antigenos de taquizoitas de 7. gondii reconhecidos
pelos mAbs purificados, foi realizado o teste de imunofluorescéncia indireta usando
taquizoitas formolizados aderidos a laminas de vidro. As ladminas foram incubadas com
Triton X-100 (Sigma Chemical Co.) a 0,1% por 10 minutos a temperatura ambiente e,
em seguida, com os mAbs A3A4, A4D12 ou 1B8 por 45 minutos a 37°C. Apoés este
periodo, foram lavadas por trés vezes com PBS durante 5 minutos cada e incubadas com
anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC; Sigma Chemical Co.) diluido 1:50 em PBS acrescido de azul de
Evans a 0,01% por 30 minutos a 37°C. Como controles negativos, foram utilizadas
laminas incubadas apenas com diluente, seguida da adi¢do do conjugado fluorescente.

Terminado este tempo, as ldminas foram lavadas novamente com PBS como descrito
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anteriormente e montadas com laminulas e glicerina tamponada com carbonato-
bicarbonato 50 mM (pH 8,5). As laminas foram analisadas em microscépio de
epifluorescéncia (Olympus BH2, Tokyo, Japdo) e a aquisicdo das imagens foi realizada
em filme fotogrifico asa 400 utilizando abertura do diafragma da cadmera (médulo

automatico) por periodo de exposi¢do de 2-4 minutos.

3.8 Ensaios imunoenzimaticos (ELISA)

3.8.1 ELISA indireto (ELISA-STAg)

ELISA indireto foi realizado para a detec¢do de anticorpos IgG, IgM e IgA
especificos a 7. gondii, conforme descrito previamente (MINEO; CAMARGO;
FERREIRA, 1980) com algumas modifica¢des.

Placas de microtitulacdo de poliestireno de alta afinidade (Corning Laboratories
Inc., New York, NY, EUA) foram sensibilizadas com STAg (10 pug/mL) diluido em
tampdo carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) durante 18 horas a 4°C. Apés a
incubagdo, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e bloqueadas com PBS-T
contendo 5% de leite em p6 desnatado (Molico, Nestlé, Sdo Paulo, SP) (PBS-TM) por 1
hora a temperatura ambiente. Apds lavagem por trés vezes com PBS-T, as placas foram
incubadas com amostras de soro diluidas em PBS-TM (1:64 para deteccdo de anticorpos
IgG e IgM e 1:16 para deteccdo de anticorpos IgA) por 1 hora a 37°C. Apos lavagem
por seis vezes, as placas foram incubadas com anticorpos de cabra anti-IgG humana
(1:2000) ou anti-IgM humana (1:1000) ou anti-IgA humana (1:500) conjugados com
peroxidase (Sigma Chemical Co.) por 1 hora a 37°C. Apds nova lavagem por seis vezes
com PBS-T, a reacdo foi revelada pela adi¢do do substrato enzimatico H,O, a 0,03% e
cromégeno 2,2’-azino-bis-3-etil-benzotiazolina 4cido sulfénico (ABTS; Sigma
Chemical Co.) a 0,01 M diluidos em tampao citrato-fosfato 0,07 M (pH 4,2).

A densidade optica (DO) foi determinada a 405 nm em uma leitora de microplacas
(Titertek Multiskan Plus spectrophotometer, Flow Laboratories, EUA). Soros controles
positivos e negativos foram incluidos em cada placa. O limite de positividade (cut off)
da reacgdo foi determinado pela média da DO dos soros controles negativos acrescida de
3 desvios padrdes. Os resultados foram expressos em indices de reatividade ELISA
(IE), de acordo com a férmula: IE = DO amostra / DO cut off, onde valores de IE > 1,2
foram considerados positivos, para a exclusao de valores de reatividade préximos a IE =

1,0.
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3.8.2 ELISA de inibicao

Um ELISA de inibicdo foi realizado para avaliar as propriedades imunoldgicas
dos mAbs A3A4, A4D12 e 1B8 como ferramentas para o sorodiagndstico da
toxoplasmose, conforme previamente descrito (FORTIER et al., 1991; GRAILLE et al.,
2005), com algumas modificacdes. Para isto, foram utilizadas 20 amostras de soro
humano (10 soropositivas e 10 soronegativas para 7. gondii) e seus respectivos perfis
sorologicos para anticorpos IgG especificos foram determinados previamente por
ELISA indireto usando STAg.

Placas de microtitulag@o de poliestireno com 96 pocos (NUNC maxisorpRT —Nalge
Nunc International Co., Rochester, NY, EUA) foram sensibilizadas com STAg (10
pug/mL) diluido em tampao carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) durante 18 horas a
4°C. As placas foram lavadas quatro vezes com PBS-T e incubadas com as amostras de
soro humano (em quadruplicata) diluidas 1:64 em solu¢do salina tamponada com Tris a
0,02 M contendo 0,05% de Tween 20 (TBS-T) ou com o controle (apenas TBS-T) por
30 minutos a temperatura ambiente. Apds lavagem, as placas foram incubadas com os
respectivos mAbs purificados (10 pg/mL em TBS-T) em pogos duplicados por 30
minutos a temperatura ambiente. Ap6s quatro lavagens adicionais, o conjugado de cabra
anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase (1:1000; Sigma Chemical Co.) foi
adicionado e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds nova lavagem, a
reacdo foi revelada pela adi¢do do substrato enzimatico HO, a 0,03% e cromdgeno
ABTS a 0,01 M diluidos em tamp3o citrato-fosfato 0,07 M (pH 4,2).

As leituras de DO foram determinadas a 405 nm e os resultados foram expressos
como a porcentagem de inibicdo da ligacdo dos mAbs ao STAg em relagdo ao controle
positivo (mAbs ndo inibidos por amostras de soro, que foram substituidas por TBS-T

apenas).

3.8.3 ELISA de captura IgM e IgA

ELISA de captura foi realizada para a deteccdo de anticorpos IgM e IgA
especificos a 7. gondii em amostras de soro humano, seguindo o protocolo
anteriormente descrito (MINEO et al., 1986), com algumas modificacdes.

Microplacas de poliestireno (Immulon 2, Dynex Technologies, Chantilly, VA,

EUA) foram sensibilizadas com anticorpos de captura anti-IgM humana ou anti-IgA
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humana (Sigma Chemical Co.) a 10 pg/mL em tampdo carbonato-bicarbonato 0,06 M
(pH 9,6) durante 18 horas a 4°C. Apds este periodo de incubagdo, as placas foram
lavadas trés vezes com PBS-T e bloqueadas com PBS-TM por 1 hora a temperatura
ambiente. Apés serem lavadas por mais trés vezes, as placas foram incubadas com
amostras de soro humano diluidas em PBS-TM (1:16) por 2 horas a 37°C. Ap6s novas
lavagens, as placas foram incubadas com STAg (100 pg/mL) em PBS-TM por 2 horas a
37°C. O antigeno ligado foi detectado pela adicdo da porgcdo F(ab’), de anticorpo de
coelho anti-7. gondii conjugado com peroxidase (preparado segundo Wilson e Nakane,
1978) diluido 1:50 em PBS-TM, seguindo incubag@o por 1 hora a 37°C As etapas de
revelacdo, leitura e expressdo dos indices de reatividade ELISA foram realizadas

conforme descrito para ELISA indireto.

3.8.4 ELISA reverso (ELISA-mAbs)

Um ELISA reverso foi desenvolvido usando mAbs A3A4, A4D12 e 1B8 como
anticorpos de captura para as moléculas correspondentes (p30, p22 e p97) presentes no
antigeno soluvel de 7. gondii (STAg), como previamente descrito para a deteccdo de
anticorpos IgE especificos a Der p 2, um dos principais alérgenos do &caro
Dermatophagoides pteronyssinus (SILVA et al., 2001).

Placas de microtitulacdo de poliestireno de alta afinidade (Corning Laboratories
Inc.) foram separadamente sensibilizadas com os mAbs purificados A3A4 (anti-p30),
A4D12 (anti-p22) ou 1B8 (anti-p97) a 10 pg/mL em tamp@o carbonato-bicarbonato a
0,06 M (pH 9,6) durante 18 horas a 4°C. Como um controle negativo da reacdo com os
mAbs, em paralelo, placas foram sensibilizadas com isotipos IgG irrelevantes de
camundongo (eBioscience, San Diego, CA, EUA) na mesma concentragdo. Apds a
incubacdo, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e bloqueadas com PBS-TM
por 1 hora a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, as placas foram novamente
lavadas por trés vezes e incubadas com STAg (20 pg/mL) diluido em PBS-TM por 1
hora a 37°C. Na seqiiéncia, as placas foram lavadas seis vezes e incubadas com
amostras de soro humano diluidas em PBS-TM (1:64 para a deteccdo de anticorpos IgG
e IgM ou 1:16 para a deteccdo de anticorpos IgA) por 1 hora a 37°C. Apds lavagem por
seis vezes, as placas foram incubadas com conjugados de cabra anti-IgG humana
(1:2000) ou anti-IgM humana (1:1000) ou anti-IgA humana (1:500) marcados com
peroxidase (Sigma Chemical Co.) por 1 hora a 37°C.
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As etapas de revelagdo, leitura e expressdo dos indices de reatividade ELISA
foram realizados conforme descrito para ELISA indireto.

Experimentos preliminares foram realizados para a padronizagdo da reagdo, com o
objetivo de otimizar a solu¢do bloqueadora de sitios inespecificos e a concentracdo do
STAg a ser utilizada, além de avaliar o controle negativo dos mAbs com isotipos
irrelevantes. Deste modo, foram realizados ensaios como descrito anteriormente,
utilizando 8 soros humanos positivos para IgG anti-7. gondii e 3 soros negativos,
avaliando diferentes solu¢gdes bloqueadoras (leite desnatado a 5% em PBS-T [PBS-TM]
ou soroalbumina bovina a 1% em PBS-T [PBS-T-BSA]) e concentragdes do STAg (20
pg/mL ou 40 pg/mL).

Para confirmar os resultados obtidos para anticorpos IgG nestes ensaios de
padronizagdo, foram conduzidos novos ensaios para a deteccdo dos isotipos IgG, IgM e
IgA, utilizando 3 amostras de soro humano positivas e 3 amostras negativas para os

respectivos isotipos, seguindo as mesmas condi¢des previamente estabelecidas.

3.9 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio da utilizacdo do programa
computacional GraphPad Prism versao 3.0 (GraphPad Software, Inc.).

As porcentagens de soropositividade encontradas nos diferentes ensaios foram
comparadas pelo teste Xz' As porcentagens de inibi¢do foram expressas em intervalos de
confianca (IC) de 95%. As correlacdes entre os niveis de anticorpos IgG, IgM e IgA
especificos a T. gondii determinados pelo ELISA indireto usando STAg e pelo ELISA
reverso usando os mAbs foram analisadas pelo teste de correlacdo de Spearman.

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Purificacdao dos mAbs por afinidade

Com o objetivo de se obter fracdes purificadas dos mAbs A3A4, A4D12 e 1BS,
sobrenadantes das respectivas culturas de hibridomas foram submetidos a uma coluna
de proteina G-sepharose, para a retencdo de anticorpos IgG por afinidade a proteina G.

A Figura 5 € representativa da purificacdo de cada um dos mAbs de interesse.
Como demonstrado pelo cromatograma na Figura 5A, podem ser notados dois picos de
absorbancia registrados a 280 nm, sendo o primeiro deles correspondente a fragdo do
sobrenadante de cultura dos hibridomas nao ligada a resina, enquanto o segundo pico
corresponde a fracdo purificada dos respectivos mAbs, eluida da resina por meio da
aplicacdo de tampdo glicina (pH 2,6). Na Figura 5B, € apresentado o perfil
eletroforético em gel de poliacrilamida a 8% das fracdes obtidas por meio da
purificacdo por afinidade. Observa-se, na linha 4, a fracdo eluida da resina, que revela
uma unica banda de 150 kDa, consistente com a massa molecular estimada para

anticorpos IgG de camundongos.

4.2 Immunoblotting para caracterizacao dos antigenos reconhecidos pelos mAbs

Com o objetivo de determinar a massa molecular aparente e a natureza dos
epitopos reconhecidos pelos mAbs A3A4, A4D12 e 1B8, foi realizado um ensaio de
immunoblotting conformacional. Para a realizacdo deste ensaio, antigenos de lisados de
taquizoitas de T. gondii foram submetidos a tratamento na presenga ou auséncia de 2-
mercaptoetanol (2ME) por 5 minutos a 100°C.

Conforme observado na Figura 6, o mAb 1B8 reconheceu um polipeptideo de 97
kDa (p97), tanto na presenga quanto na auséncia do agente redutor. Um perfil similar de
reatividade foi observado para o mAb A4D12, que reconheceu um polipeptideo de 22
kDa em condicdes redutoras e nao-redutoras. Por outro lado, o mAb A3A4 mostrou
reatividade a polipeptideos de 30/60 kDa na auséncia do agente redutor, mas nio
demonstrou nenhuma reatividade quando o antigeno de 7. gondii foi previamente
submetido a condi¢Oes redutoras. Estes resultados indicam que os mAbs 1B8 e A4D12
sdo anticorpos ndo sensiveis a conformagdo, que reconhecem, respectivamente, epitopos
lineares dos antigenos de 97 kDa e 22 kDa de T. gondii, enquanto o mAb A3A4 é um
anticorpo sensivel a conformacdo, que reconhece um epitopo conformacional do

antigeno de 30 kDa de T. gondii.
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Figura 5. Purificacdo dos mAbs A3A4, A4D12 e 1B8 em resina de proteina G
sepharose. (A) Cromatograma representativo da purificagdo dos mAbs A3A4, A4D12
e 1B8 em coluna de afinidade de proteina G-sepharose. O primeiro pico corresponde a
fracdo aplicada (sobrenadante de cultura do respectivo hibridoma) e o segundo pico a
fracdo purificada de IgG (mAb) obtida por eluicdo com tampao glicina (pH 2,6). (B)
SDS-PAGE a 8% em condicdes ndo redutoras das fracdes representativas da
purificacdo. Linha 1: padrdo de massa molecular (em kDa); Linha 2: fracdo aplicada
(sobrenadante de cultura do respectivo hibridoma); Linha 3: fracdo excluida da resina de

proteina G—Sepharose (“void”); Linha 4: banda de IgG de camundongo purificada.
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Figura 6. Immunoblotting de antigenos de T. gondii reconhecidos pelos mAbs 1BS,
A3A4 e A4D12. Immunoblotting preparado com antigenos de lisados de taquizoitas de
T. gondii (cepa RH) solubilizados em SDS, separados em SDS-PAGE a 10% na
presenga (+) ou auséncia (-) de 2-mercaptoetanol (2ME) a 10% e sondados com os
mAbs 1B8, A3A4 e A4DI12. Os padrdes de massa molecular (Mr) expressos em
kiloDaltons (kDa) estdo indicados a esquerda. As setas a direita indicam os antigenos

reconhecidos pelos respectivos mAbs (p97, p30 e p22).
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4.3 Imunolocaliza¢do dos antigenos reconhecidos pelos mAbs

Com o objetivo de investigar a localizagdo celular dos antigenos reconhecidos
pelos mAbs A3A4, A4D12 e 1B8, foi realizado um ensaio de imunolocaliza¢do por
meio da técnica de imunofluorescéncia indireta usando taquizoitas intactos
formolizados de T. gondii imobilizados em laminas de vidro.

A Figura 7 demonstra que os mAbs A3A4 e A4D12 reagem fortemente com os
taquizoitas de T. gondii, como evidenciado por uma fluorescéncia superficial linear. Por
outro lado, a incubagdo dos taquizoitas com o mAb 1B8 revelou uma marcagio granular
heterogénea intracelular. Como controle negativo deste ensaio, taquizoitas foram
incubados apenas com o diluente dos mAbs seguido da incubac¢do com o conjugado
fluorescente e, conforme observado na figura, nenhuma marcagao foi evidenciada.

Estes resultados sugerem que os antigenos de 22 e 30/60 kDa reconhecidos pelos
mAbs A4D12 e A3A4, respectivamente, estdo localizados na superficie de taquizoitas
de T. gondii, enquanto o antigeno de 97 kDa reconhecido pelo mAb 1B8 tem

localizagdo intracelular.

4.4. Inibicao dos epitopos reconhecidos pelos mAbs A3A4, A4D12 e 1B8 por soros
humanos

O reconhecimento dos antigenos p30, p22 e p97 pelos respectivos mAbs A3A4,
A4D12 e 1B8 foi analisado em um ELISA de inibicdo para avaliar a habilidade destes
mAbs em competir com um painel de soros humanos com perfis soroldgicos para
anticorpos IgG anti-T. gondii previamente determinados por ELISA indireto.

Conforme demonstrado na Tabela 1, soros positivos mostraram porcentagens de
inibi¢do do reconhecimento do antigeno p30 pelo mAb A3A4 variando de 32% a 57%
(média = 42%; IC 95% = 36%-48%), enquanto os soros negativos mostraram taxas de
inibicdo abaixo de 15% (média = 8%; IC 95% = 4%-11%). Com relacdo ao
reconhecimento do antigeno p22 pelo mAb A4D12, uma maior variabilidade nas
porcentagens de inibicdo (0% a 36%) foi observada para os soros positivos (média =
18%; 1C 95% = 11% - 26%), enquanto os soros negativos exibiram porcentagens de
inibicdo abaixo de 12% (média = 6%; IC 95% = 3% - 8%). De uma maneira similar, o
reconhecimento do antigeno p97 pelo mAb 1B8 demonstrou porcentagens de inibicdo
bastante variadas (0% a 31%) frente a soros positivos (média = 17%; IC 95% = 9% -
26%), enquanto os soros negativos exibiram taxas de inibi¢do abaixo de 7% (média =

1%; 1C 95% = 0% - 3%).
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Controle

Figura 7. Imunolocalizacao dos antigenos p30, p22 e p97 em taquizoitas da cepa
RH de 7. gondii. Laminas de imunofluorescéncia preparadas com taquizoitas intactos
formolizados da cepa RH de T. gondii foram incubadas com os mAbs A3A4, A4D12 ou
1B8 e subsequentemente com o conjugado de cabra anti-IgG de camundongo marcado
com FITC. As laminas montadas com laminulas e glicerina tamponada (pH 8,5) foram
analisadas em microscépio de epifluorescéncia com aumento de 400X. As fotos foram
feitas em filme asa 400 utilizando periodo de exposicdo de 2 minutos. O mAb utilizado
em cada preparacdo ou o controle negativo realizado com a incubacio dos taquizoitas

com diluente estd indicado no canto superior direito de cada imagem.
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TABELA 1. Avaliacdo da habilidade de inibicdo dos epitopos de Toxoplasma gondii
reconhecidos pelos anticorpos monoclonais A3A4 (anti-p30), A4D12 (anti-p22) e 1B8

(anti-p97) por soros humanos usando um ELISA de inibicao.

Amostras de IsG ant.l.;T' Perfil Inibigdo (%)
gondii Soroléei
Soro (IE) orologico A3A4 A4D12 1B8
FR39 15,50 Positivo alto 32,34 0,00 0,00
RSM 12,62 Positivo alto 52,29 26,32 23,70
FR14 11,76 Positivo alto 40,51 7,67 2,20
FR17 11,00 Positivo alto 57,47 26,32 25,50
FR19 10,00 Positivo alto 48,95 36,39 22,70
FR24 8,32 Positivo médio 38,69 9,98 19,00
DFP 7,98 Positivo médio 44,07 20,90 29,40
FR26 6,18 Positivo médio 34,55 20,84 17,70
FR16 3,59 Positivo baixo 41,77 25,06 30,60
FR57 3,58 Positivo baixo 32,72 12,42 3,80
EAT 0,65 Negativo 3,41 4,66 0,00
FR170 0,64 Negativo 14,63 7,32 2,40
FR165 0,62 Negativo 0,00 0,00 0,00
FR166 0,60 Negativo 2,31 0,89 2,70
FR172 0,58 Negativo 8,37 8,20 0,00
FR173 0,57 Negativo 8,37 9,98 0,00
SCM 0,54 Negativo 6,89 4,66 7,40
FR177 0,53 Negativo 13,67 2,66 0,00
FR176 0,53 Negativo 8,85 6,21 0,00
LHY 0,51 Negativo 9,68 12,03 0,00

*ELISA indireto para detecgdo de anticorpos IgG especificos a T. gondii foi realizado usando
antigeno soldvel de T. gondii (STAg). Os niveis de anticorpos foram expressos em Indice
ELISA (IE). Soros foram considerados positivos altos para IE > 10,0, positivos médios para 5,0

< IE < 10,0, positivos baixos para 1,2 < IE < 5,0, e negativos para IE < 1,2.

Os resultados obtidos por meio deste ensaio de inibi¢do demonstraram que o0 mAb
A3A4 mostrou uma capacidade de competi¢cdo relativamente maior com soros humanos
positivos para IgG anti-T. gondii, ao contrario do observado com os mAbs A4DI12 e
1B8, que mostraram menor capacidade de competi¢do. Isto sugere que os epitopos
reconhecidos por estes mAbs, particularmente A3A4, pertencem a regides

imunodominantes do antigeno de 7. gondii.
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4.5 Distribuicao das amostras de soros humanos de acordo com o perfil sorolégico

da infeccao por 7. gondii.

Antes da realizacdo das reacdes de ELISA-mAbs , as amostras de soros humanos
foram testadas e distribuidas em 4 grupos, de acordo com o perfil sorolégico da
infecgdo por T. gondii. A distribuicéo foi baseada nos resultados soroldgicos obtidos por
ELISA indireto para a deteccdo de anticorpos IgG especificos a T. gondii e por ELISA

de captura para a detec¢do de anticorpos IgM e IgA especificos.

A Figura 8 apresenta os resultados soroldgicos obtidos da distribuicdo das 175
amostras de soro utilizadas neste trabalho. A Figura 8A representa o Grupo I,
constituido por 45 amostras de soro de pacientes com infec¢do recente por 7. gondii,
caracterizada por resultados positivos para anticorpos IgG, IgM e IgA especificos
(G+M+A+). A Figura 8B representa o Grupo I, constituido por 40 amostras de soro de
pacientes com infec¢@o na fase de transicdo, caracterizada por resultados positivos para
anticorpos IgG e IgM especificos, mas resultados negativos para anticorpos IgA
(G+M+A-). A Figura 8C representa o Grupo III, constituido por 55 amostras de soro de
pacientes com infec¢do cronica, caracterizada por resultados positivos para anticorpos
IgG especificos, mas resultados negativos para anticorpos IgM e IgA (G+M-A-). A
Figura 8D representa o Grupo IV, constituido por 35 amostras de soro de individuos nio
infectados por 7. gondii, caracterizados por resultados negativos para anticorpos IgG,

IgM e IgA especificos (G-M-A-).
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Figura 8. Distribuicao das amostras de soro de acordo com o perfil sorolégico da
infeccao por T. gondii. 175 amostras de soro foram caracterizadas sorologicamente
usando ELISA indireto para a detec¢do de anticorpos IgG anti-T. gondii e ELISA de
captura para a deteccdo de anticorpos IgM e IgA especificos. (A) Grupo I, constituido
por 45 amostras de soro de pacientes com infecgdo recente (G+M+A+); (B) Grupo II,
constituido por 40 amostras de soro de pacientes com infec¢do na fase de transicdo
(G+M+A-); (C) Grupo III, constituido por 55 amostras de soro de pacientes com
infeccdo cronica (G+M-A-); (D) Grupo IV, constituido por 35 amostras de soro de
individuos ndo infectados por 7. gondii (G-M-A-). Os niveis de anticorpos estio
expressos em Indice ELISA (IE), as linhas tracejadas indicam o valor de cut off (IE >
1,2) e as barras horizontais representam a média dos valores de IE. As taxas de

positividade (%) também estdo indicadas para cada ensaio.
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4.6 Padronizacio da técnica ELISA-mAb

Para otimizar a técnica ELISA-mAb, foram analisadas inicialmente diferentes
solu¢des bloqueadoras e concentragdes do STAg. Para tanto, foram testados leite
desnatado a 5% em PBS-T (PBS-TM) e soroalbumina bovina a 1% em PBS-T (PBS-T-
BSA) como solugcdes bloqueadoras e concentragdes de 20 pg/mL e 40 pg/mL para
STAg. Além disso, um isotipo IgG irrelevante de camundongo foi testado como
controle negativo dos mAbs para a sensibilizagdo das placas.A Figura 9 apresenta os
resultados obtidos desta padronizacdo. Quando o mAb A3A4 foi avaliado em paralelo
com o isotipo IgG irrelevante na sensibilizacdo das placas para a detec¢do de anticorpos
IgG especificos a T. gondii, observou-se que todas as amostras de soros positivas para
IgG apresentaram altos valores de DO usando A3A4 e valores de DO abaixo do cuf off
(DO = 0.170) quando foi usado o isotipo IgG irrelevante. Estes resultados comprovam
que os antigenos de 7. gondii sdo retidos por ligagdo especifica ao mAb A3A4 (Figura
9A). Como os valores de DO ficaram muito préximos do valor de cut off no teste
usando o isotipo IgG irrelevante e STAg na concentracio de 40 pg/mL, a concentracio
do antigeno a ser utilizada em todos os ensaios subseqiientes foi estabelecida em 20
pg/mL. A solucdo PBS-TM mostrou um maior bloqueio de sitios ndo especificos que
PBS-T-BSA, sendo utilizada em todos os demais ensaios (dados ndo mostrados).

Quando a detecgdo de todas as classes de anticorpos (IgG, IgM e IgA) especificos
a T. gondii foi comparada pelo ELISA reverso usando os trés mAbs e o isotipo IgG
irrelevante em amostras de soros humanos positivas, demonstrou-se que os valores de
DO obtidos com o isotipo irrelevante ficaram abaixo do valor de cut off para todas as

classes de imunoglobulinas analisadas (Figura 9B).
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Figura 9. Padronizacdo do ELISA reverso usando mAbs para deteccio de
anticorpos IgG, IgM e IgA anti-Toxoplasma gondii. (A) ELISA reverso usando mAb
A3A4 (10 pg/mL) ou IgG irrelevante (IgGl, kappa de camundongo; 10 pg/mL) e
diferentes concentragdes de antigeno solivel de 7. gondii (STAg; 20 ou 40 pg/mL)
frente a soros humanos controles positivos (n=8) e negativos (n=3). A linha tracejada
indica o valor de cut off (DO = 170). (B) ELISA reverso usando mAbs A3A4, A4D12,
1B8 ou IgG irrelevante (10 pg/mL) e STAg (20 pg/mL) frente a soros controles
positivos (n =3) para a detec¢do de anticorpos IgG, IgM ou IgA anti-T. gondii.
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4.7 Deteccao de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-T. gondii por ELISA-mAbs em
comparaciao com ELISA -STAg

Os niveis de anticorpos IgG anti-7. gondii obtidos por ELISA indireto usando
STAg (ELISA-STAg) para cada um dos grupos de amostras de soro humano foram
comparados com os niveis detectados por ELISA reverso usando mAbs (ELISA-
mADbs).

Pela andlise da Figura 10, observou-se que, nos trés grupos de amostras de soro
com resultados positivos para anticorpos IgG anti-T. gondii (Grupos I, II e III), houve
uma concordancia total nas taxas de positividade entre os resultados obtidos pelo
ELISA-STAg e os ELISA-mAbs A3A4 e A4D12, com 100% de positividade para todos
os ensaios (Figuras 10A, 10B e 10C). Porém, quando o mAb 1B8 foi utilizado nos
ensaios de ELISA reverso, as porcentagens de positividade foram significativamente
menores, variando de 60% a 70% nos trés grupos de amostras de soro (p < 0,0001). No
grupo 1V, constituido por amostras soronegativas para anticorpos IgG anti-7. gondii,
todos os ELISA-mAbs mostraram total concordancia de resultados negativos (Figura
10D).

Analisando os niveis de anticorpos IgM anti-7. gondii determinados por ELISA-
STAg and ELISA-mAbs (Figura 11), nenhuma diferenca significativa foi encontrada
nas porcentagens de soropositividade dos grupos constituidos por amostras de soro
positivas para IgM (Grupos I e II) por meio dos ELISA-mAbs A3A4 e A4D12 (Figuras
11A e 11B). Porém, observou-se que o ELISA-mAb A3A4 apresentou uma tendéncia
em detectar maior nimero de amostras positivas para IgM (38%) em comparagdo com o
ELISA-mAb A4D12 (27,5%). Para a detec¢@o de anticorpos IgM, o ELISA-mAb 1B8
exibiu taxas de positividade significativamente menores (4,4%; p = 0,0042) no grupo I
(Figura 11A). Nos grupos com amostras positivas apenas para anticorpos IgG (Grupo
III; Figura 11C) e com amostras negativas para todas as classes de imunoglobulinas
(Grupo 1V; Figura 11D), a porcentagem de soropositividade para anticorpos IgM foi
abaixo de 11% em todos os ensaios. Deve-se notar que o ELISA-STAg para a deteccdo
de anticorpos IgM especificos mostrou baixa habilidade em detectar anticorpos IgM nos
grupos com infeccdo recente (31%; Figura 11A) e com infec¢do na fase de transicdo
(10%; Figura 11B), previamente definidos como positivos para anticorpos IgM por
meio do ELISA de captura.

Com relacdo aos niveis de anticorpos IgA anti-T. gondii (Figura 12), foi verificado

que o ELISA-STAg apresentou taxas de positividade significativamente maiores (78%)
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que as observadas pelo ELISA- mAb A3A4 (38%; p = 0,0006) ou 1B8 (29%; p =
0,0001) no grupo com infeccdo recente (Grupo I). Isto ndo foi observado no ELISA-
mAb A4D12, que apresentou uma taxa de positividade de 60% (Figura 12A). Porém,
nos grupos com infeccdo na fase de transi¢do (Grupo II; Figura 12B) e com infeccéo
cronica (Grupo III; Figura 12C), previamente definidos como soronegativos para
anticorpos IgA especificos, os ELISA-mAbs A3A4 e 1B8 exibiram taxas de
positividade significativamente menores (12% a 25%) que aquelas exibidas pelo
ELISA-STAg (50% a 55%) (p < 0,05). No grupo com amostras soronegativas (Grupo
IV; Figura 12D), nenhuma diferenca significativa foi encontrada com relagdo as taxas

de positividade (<15%) para anticorpos IgA em todos os ensaios.
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Figura 10. Deteccao de anticorpos IgG anti-7. gondii pelo ELISA indireto usando
STAg (ELISA-STAg) e pelo ELISA reverso usando os mAbs A3A4, A4D12 e 1B8
(ELISA-mAbs). Os niveis de anticorpos IgG anti-7. gondii foram determinados por
ELISA-STAg e ELISA-mAB nos quatro grupos de soros humanos previamente
selecionados. (A) Grupo I, constituido por 45 amostras de soro de pacientes com
infeccdo recente (G+M+A+); (B) Grupo II, constituido por 40 amostras de soro de
pacientes com infeccdo na fase de transicdo (G+M+A-); (C) Grupo III, constituido por
55 amostras de soro de pacientes com infeccdo cronica (G+M-A-); (D) Grupo 1V,
constituido por 35 amostras de soro de individuos ndo infectados por T. gondii (G-M-
A-). Os niveis de anticorpos estdo expressos em Indice ELISA (IE), as linhas tracejadas
indicam o valor de cut off (IE > 1,2) e as barras horizontais representam a média dos

valores de IE. As taxas de positividade (%) também estdo indicadas para cada ensaio.
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Figura 11. Deteccao de anticorpos IgM anti-7. gondii pelo ELISA indireto usando
STAg (ELISA-STAg) e pelo ELISA reverso usando os mAbs A3A4, A4D12 e 1B8
(ELISA-mAbs). Os niveis de anticorpos IgM anti-T. gondii foram determinados por
ELISA-STAg e ELISA-mAbs nos quatro grupos de soros humanos previamente
selecionados. (A) Grupo I, constituido por 45 amostras de soro de pacientes com
infeccdo recente (G+M+A+); (B) Grupo II, constituido por 40 amostras de soro de
pacientes com infeccdo na fase de transicdo (G+M+A-); (C) Grupo III, constituido por
55 amostras de soro de pacientes com infeccdo cronica (G+M-A-); (D) Grupo 1V,
constituido por 35 amostras de soro de individuos ndo infectados por T. gondii (G-M-
A-). Os niveis de anticorpos estdo expressos em Indice ELISA (IE), as linhas tracejadas
indicam o valor de cut off (IE > 1,2) e as barras horizontais representam a média dos

valores de IE. As taxas de positividade (%) também estdo indicadas para cada ensaio.
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Figura 12. Deteccao de anticorpos IgA especificos a 7. gondii pelo ELISA indireto
usando STAg (ELISA-STAg) e pelo ELISA reverso usando os mAbs A3A4, A4D12
e 1B8 (ELISA-mAbs). Os niveis de anticorpos IgA anti-7. gondii foram determinados
por ELISA-STAg e ELISA-mAbs nos quatro grupos de soros humanos previamente
selecionados. (A) Grupo I, constituido por 45 amostras de soro de pacientes com
infeccdo recente (G+M+A+); (B) Grupo II, constituido por 40 amostras de soro de
pacientes com infeccdo na fase de transicdo (G+M+A-); (C) Grupo III, constituido por
55 amostras de soro de pacientes com infeccdo cronica (G+M-A-); (D) Grupo 1V,
constituido por 35 amostras de soro de individuos ndo infectados por T. gondii (G-M-
A-). Os niveis de anticorpos estdo expressos em Indice ELISA (IE), as linhas tracejadas
indicam o valor de cut off (IE > 1,2) e as barras horizontais representam a média dos

valores de IE. As taxas de positividade (%) também estdo indicadas para cada ensaio.
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4.8 Correlacao entre os resultados obtidos por ELISA-mAbs e ELISA-STAg

Correlagdes entre os resultados obtidos por ELISA-mAbs e ELISA-STAg para as
diferentes classes de anticorpos (IgG, IgM e IgA) anti-T. gondii foram realizadas
respectivamente com todas as amostras IgG soropositivas (Grupos I, II e III), amostras
IgM soropositivas (Grupos I e II) e amostras IgA soropositivas (Grupo I).

Houve uma forte e significativa correlacdo positiva entre os niveis de IgG anti-
STAg e os niveis de IgG anti-p30 (Figura 13A) ou anti-p22 (Figura 13B), com 100% de
amostras duplo-positivas. Porém, uma correlagdo positiva moderada foi encontrada
entre os niveis de IgG anti-STAg e anti-p97 (Figura 13C), com 37% das amostras de
soro com resultados positivos somente para IgG anti-STAg (p < 0,0001).

Para anticorpos IgM anti-T. gondii, fortes correlagdes positivas foram observadas
em todos os ensaios, particularmente para IgM anti-p22, que mostrou porcentagens
similares de amostras positivas unicamente para IgM anti-STAg (5%) e positivas
somente para IgM anti-p22 (6%) (Figura 14B). Porém, foram encontradas porcentagens
significativamente maiores de amostras positivas somente para IgM anti-p30 (15%; p =
0,0120) (Figura 14A) e significativamente menores de amostras positivas apenas para
IgM anti-p97 (1%; p = 0,0037) (Figura 14C).

Para anticorpos IgA anti-7. gondii, a maior correlacdo positiva foi observada para
anticorpos IgA anti-p22 (Figura 15B), com 60% de amostras duplo-positivas, apesar de
18% das amostras terem apresentado resultado positivo somente para anticorpos IgA
anti-STAg (p = 0,0124). Porém, IgA anti-p30 (Figura 15A) e IgA anti-p97 (Figura 15C)
mostraram porcentagens significativamente menores de amostras duplo-positivas (36%
e 29%, respectivamente), com um numero considerdvel de amostras positivas apenas

para IgA anti-STAg (42% e 49%, respectivamente) (p < 0,0001).
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Figura 13. Correlacio entre os niveis de anticorpos IgG anti-7. gondii detectados
por ELISA reverso usando monoclonais (ELISA-mAbs) e ELISA indireto usando
STAg (ELISA-STAg). Um total de 140 amostras soropositivas para anticorpos IgG
anti-7. gondii (Grupos I, II e III) foi analisado por ELISA-STAg e os niveis de
anticorpos obtidos foram comparados com aqueles obtidos por ELISA-mAbs: (A)
A3A4 (anti-p30); (B) A4D12 (anti-p22); e (C) 1B8 (anti-p97). Os coeficientes de
correlacdo (r;) foram calculados pelo teste de correlacdo de Spearman. As linhas
tracejadas indicam os valores de cut off (IE > 1,2) para cada ensaio. As porcentagens de
amostras duplo-positivas, duplo-negativas e positivas para apenas um ensaio estdo

indicadas nos cantos de cada quadrante.
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Figura 14. Correlacao entre os niveis de anticorpos IgM anti-T. gondii detectados

por ELISA reverso usando monoclonais (ELISA-mAbs) e ELISA indireto usando

STAg (ELISA-STAg). Um total de 85 amostras soropositivas para anticorpos IgM anti-

T. gondii (Grupos I e II) foi analisado por ELISA-STAg e os niveis de anticorpos

obtidos foram comparados com aqueles obtidos por ELISA-mAbs: (A) A3A4 (anti-
p30); (B) A4D12 (anti-p22); e (C) 1B8 (anti-p97). Os coeficientes de correlacdo (r)

foram calculados pelo teste de correlagdo de Spearman. As linhas tracejadas indicam os

valores de cut off (IE > 1,2) para cada ensaio. As porcentagens de amostras duplo-

positivas, duplo-negativas e positivas para apenas um ensaio estdo indicadas nos cantos

de cada quadrante.
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Figura 15. Correlacido entre os niveis de anticorpos IgA anti-7. gondii detectados

pelo ELISA reverso usando monoclonais (ELISA-mAbs) e ELISA indireto usando

STAg (ELISA-STAg). Um total de 35 amostras soropositivas para anticorpos IgA anti-

T. gondii (Grupo 1) foi analisado por ELISA-STAg e os niveis de anticorpos obtidos
foram comparados com aqueles obtidos por ELISA-mAbs: (A) A3A4 (anti-p30); (B)
A4D12 (anti-p22); e (C) 1B8 (anti-p97). Os coeficientes de correlacdo (r;) foram

calculados pelo teste de correlagdo de Spearman. As linhas tracejadas indicam os

valores de cut off (IE > 1,2) para cada ensaio. As porcentagens de amostras duplo-

positivas, duplo-negativas e positivas para apenas um ensaio estdo indicadas nos cantos

de cada quadrante.
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4.9 ELISA-mAbs em grupos sorologicamente atipicos

Durante os ensaios de triagem das amostras de soro utilizadas neste trabalho,
foram encontradas algumas amostras cujos perfis sorolégicos permitiram sua
distribuicdo em dois grupos sorologicamente atipicos: um grupo de 4 amostras de soros
com resultados negativos para anticorpos IgG anti-T. gondii, mas com resultados
positivos para anticorpos IgM e IgA especificos (G-M+A+); e outro grupo de 4
amostras de soro com resultados negativos para anticorpos IgM anti-T. gondii, mas com
resultados positivos para anticorpos IgG e IgA especificos (G+M-A+).

Os resultados obtidos por ELISA-STAg e ELISA-mAbs A3A4, A4D12 e 1BS8
nestes dois grupos de amostras de soro estdo apresentados na Tabela 2. Um achado
interessante foi a deteccdo de anticorpos IgG anti-7. gondii por ELISA-mAbs A3A4 e
A4D12 nas amostras do primeiro grupo (G-M+A+) que foram soronegativas para IgG
por ELISA-STAg. Com relagdo ao segundo grupo de amostras (G+M-A+), houve total
concordancia entre os resultados obtidos por ELISA-mAbs e ELISA-STAg para as trés

classes de imunoglobulinas analisadas.
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TABELA 2. Niveis de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-Toxoplasma gondii determinados por
ELISA indireto usando STAg (ELISA-STAg) ou por ELISA reverso usando anticorpos

monoclonais (ELISA-mAbs) A3A4, A4D12 e 1B8 em dois grupos atipicos de soros humanos.

Amostras IgG anti-T. gondii* IgM anti-T. gondii* IgA anti-T. gondii*
de soro
STAg A3A4 A4DI2 1BS STAg A3A4 A4D12 1B8 STAg A3A4 A4D12 1B8
G-M+A+"
FR2 1,06 1,55 2,11 1,06 1,77 1,38 1,09 0,74 3,73 2,76 4,64 1,63
FR3 096 106 131 09 1,63 1,56 105 079 290 124 163 072
FR7 1,04 1,70 1,99 104 240 1,73 131 468 232 126 107 1,36
FR10 0,94 1,58 1,91 094 0,96 0,83 1,17 0,72 2,13 1,06 1,57 1,01
G+M-A+°¢
FR100 10,42 4,12 3,12 145 0,79 0,82 0,86 0,79 2,12 1,53 1,37 1,22
FRI04 11,76 4,68 354 135 056 055 073 084 1,553 126 130 1,04
FR109 872 291 2,60 1,44 0,41 0,64 0,87 0,76 1,52 1,42 1,83 1,74
FR158 7,28 4,88 4,00 1,63 0,42 0,44 0,64 0,36 0,42 0,38 0,40 0,40

“ Niveis de anticorpos estio expressos em Indice ELISA (IE). Valores de IE considerados positivos

(IE > 1,2) estdo indicados em negrito.

” G-M+A+: amostras de soro negativas para anticorpos IgG anti-T. gondii e positivas para anticorpos
IgM e IgA especificos, conforme determinado por ensaios sorolégicos convencionais.
¢ G+M-A+: amostras de soro negativas para anticorpos IgM anti-T. gondii e positivas para anticorpos

IgG e IgA especificos, conforme determinado por ensaios sorolégicos convencionais.
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5. DISCUSSAO

Em fun¢do da importancia médica e epidemioldgica que apresenta, a infec¢io por
T. gondii ganhou papel de destaque nas ciéncias médicas e bioldgicas, principalmente a
partir da década de 80, com o advento da AIDS. Deste modo, o diagndstico rapido e
preciso da infec¢do torna-se uma ferramenta de extrema utilidade no manejo da doenca,
evitando maiores prejuizos e conseqiiéncias mais graves ao paciente.

Como a toxoplasmose apresenta um curso clinico assintomatico na grande maioria
dos individuos imunocompetentes infectados, a preocupacdo com a infec¢do é mais
intensa em alguns grupos especiais de pacientes. Dentre estes, estdo individuos
imunocomprometidos (portadores do virus HIV e pacientes em uso de drogas
imunossupressoras), mulheres gravidas que adquirem uma infeccdo primdria durante a
gestacdo e criancas e recém-nascidos que adquirem a infeccdo de forma congénita
(REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004).

Muitos tém sido os avancos alcancados nos ultimos anos com relagdo ao
diagnéstico da toxoplasmose. Porém, como se trata de uma infec¢do com caracteristicas
cronicas, um diagndstico positivo ndo permite avaliar se o paciente apresenta uma
infec¢do adquirida recentemente ou mais tardiamente. Portanto, mais importante que
determinar se um individuo estd infectado, é avaliar quando ele se tornou infectado,
principalmente em casos de gestantes e recém-nascidos (MONTOYA; LIESENFELD;
2004).

O diagndstico da toxoplasmose ¢é baseado principalmente na detec¢do de
anticorpos especificos ao parasita em amostras de soro de pacientes, por meio das mais
variadas técnicas soroldgicas, que variam desde o teste do corante de Sabin-Feldman
(desenvolvido em 1948) até as mais recentes técnicas imunoenzimaticas (SUKTHANA,
2006).

Por meio da utilizag@o destas técnicas soroldgicas, a defini¢cdo da fase da infecg¢éo
vem sendo realizada com base em critérios definidos pela deteccio de marcadores
sorologicos especificos. Um importante passo para a defini¢do destes critérios foi
apresentado por Camargo e colaboradores (1978), em que foi proposto que o principal
marcador de infec¢do recente por 7. gondii é a detecgdo de anticorpos IgM especificos
em paralelo com uma rdpida ascensdo de anticorpos IgG, enquanto o principal marcador

de infeccdo cronica € a detecg¢do de anticorpos IgG em baixos titulos, na auséncia de
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anticorpos IgM especificos. Estes critérios foram ampliados por meio do
desenvolvimento de novas técnicas soroldgicas, levando a inclusdo da presenca de
anticorpos IgA como importante marcador da infeccdo recente, além da valiosa
contribuicdo dos testes para avaliagdo da avidez de anticorpos IgG especificos
(CAMARGO et al., 1991).

Porém, a deteccdo destes anticorpos especificos utilizados como marcadores das
fases da infec¢@o encontra algumas dificuldades, quando realizada por meio dos testes
soroldgicos convencionais disponiveis. Uma das maiores dificuldades enfrentadas é o
grande numero de resultados falso-positivos e falso-negativos encontrados,
principalmente com relagdo a detec¢do de anticorpos IgM e IgA especificos a T. gondii.
Isto ocorre, respectivamente, em virtude da persisténcia altamente varidvel destas
imunoglobulinas no soro do paciente e da baixa sensibilidade das técnicas utilizadas
(SENSINI, 2006).

Deste modo, as pesquisas atuais buscam o desenvolvimento de técnicas que
permitam a deteccdo de outras classes de imunoglobulinas especificas, tais como IgE e
subclasses de IgG, bem como a aquisicio de conhecimentos a respeito da estrutura
antigénica e gendmica de 7. gondii, de forma a permitir o estabelecimento de novos
marcadores da infec¢gdo (FOUDRINIER et al., 2003; CONTINI et al., 2006). No que diz
respeito as técnicas soroldgicas cldssicas, as investigacdes t€m sido conduzidas no
sentido de aumentar a especificidade e a sensibilidade dos procedimentos, levando a
uma maior confiabilidade nos resultados obtidos. Desta forma, novas preparacdes
antigénicas e novos desenhos experimentais de ensaios t€m sido investigados.

Neste contexto, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a
viabilidade da utilizagdo de trés anticorpos monoclonais em um ELISA reverso
(ELISA-mAbs) para a deteccdo de anticorpos das classes IgG, IgM e IgA reativos aos
antigenos p30, p22 e p97 de T. gondii em amostras de soro humano de pacientes em
diferentes estagios de infeccdo. Os resultados alcancados por meio desta técnica foram
comparados com aqueles obtidos por meio do ELISA indireto cldssico usando STAg
(ELISA-STAg).

Nossos dados demonstraram que o mAb A3A4 reconhece um componente de
massa molecular de 30 kDa (p30) presente na superficie de taquizoitas de 7. gondii.
Conforme demonstrado por Cunha-Jinior (2005) em um estudo de mapeamento de
epitopos por meio da técnica de biblioteca de fagos (phage display), este mAb

reconhece um motivo de aminodcidos PSWW-VI, cuja andlise em bases de dados
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resultou em alinhamento com seqiiéncias dos antigenos SAG1 e/ou dos antigenos da
superfamilia SRS (seqii€ncias relacionadas a SAG1). Por meio de immunoblotting de
antigenos de lisados de T. gondii tratados ou nido com 2-mercaptoetanol, ficou
comprovado também que o mAb A3A4 reconhece um epitopo conformacional, pois o
tratamento com o agente redutor aboliu completamente a reatividade do mAb ao
componente de 30 kDa. Isto pode ser explicado porque 2-mercaptoetanol destrdi as
pontes dissulfeto que mantém os epitopos conformacionais da estrutura secundaria dos
antigenos do parasita.

Curiosamente, o0 mAb A3A4 reconhece também um componente de 60 kDa em
condicbes ndo redutoras, mas ndo o reconhece mediante tratamento com 2-
mercaptoetanol. Este fato também foi observado por He e colaboradores (2002) com um
anticorpo monoclonal especifico ao antigeno SAGI, o qual reconhecia epitopos
conformacionais de SAG1 na forma monomérica (p30) e na forma dimérica (p60). Em
funcdo da similaridade de resultados, fica claro que o mAb A3A4 reconhece um epitopo
conformacional presente na forma monomérica ou dimérica de antigenos de 30 kDa da
superfamilia SRS, possivelmente SAGI, o principal antigeno de superficie de T. gondii
(MINEO et al. 1993; LEKUTIS et al., 2001).

O mAb A4D12 reconhece um componente com massa molecular de 22 kDa (p22)
também presente na superficie de taquizoitas de 7. gondii. Por meio de mapeamento de
epitopos pela técnica da biblioteca de fagos, Cunha-Junior (2005) demonstrou que este
mADb reconhece um motivo de aminodcidos DGGSA, cuja andlise em bases de dados
resultou em alinhamento com seqiiéncias do antigeno SAG2A, outro importante
antigeno de superficie de 7. gondii. Por meio de immunoblotting de antigenos de lisados
de T. gondii tratados ou ndo com 2-mercaptoetanol, ficou comprovado que,
diferentemente do mAb A3A4, o mAb A4DI12 reconhece um epitopo linear, pois o
tratamento antigénico com agente redutor nédo interferiu na reatividade deste mAb ao
componente de 22 kDa. Resultados similares a estes foram encontrados em estudos com
outros anticorpos monoclonais anti-p22 (COUVREUR et al., 1988; PARMLEY et al.,
1994).

Por outro lado, o mAb 1B8 reconhece um componente intracelular de 97 kDa
(Pp97) e, assim como A4D12, também reconhece um epitopo linear, pois o tratamento
antigénico com agente redutor ndo interferiu na sua reatividade a este antigeno. Estes
resultados estdo em concordincia com aqueles obtidos para este mesmo mAb em

estudos prévios (MINEO; KHAN; KASPER, 1994).
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Os resultados obtidos por meio de um ELISA de inibicdo, em que soros humanos
com resultados positivos para anticorpos IgG anti-7. gondii foram utilizados para
competir com os mAbs pela ligacdo a seus respectivos antigenos, demonstraram que o
mAb A3A4 apresenta maior capacidade de competicdo. Neste ensaio, 0s soros positivos
mostraram porcentagens relativamente elevadas de inibicdo, em contraposi¢do as baixas
porcentagens de inibicdo exibidas pelos soros negativos. Por outro lado, os mAbs
A4D12 e 1B8 mostraram menores capacidades de competicdo, conforme evidenciado
pelas baixas e variadas porcentagens de inibi¢do obtidas com os soros positivos. Estes
dados de inibicdo observados com o mAb A3A4 sdo similares aos observados por
Graille e colaboradores (2005), que avaliaram as propriedades imunoldgicas de um
anticorpo monoclonal anti-p30 seguindo um protocolo similar de inibicdoe verificaram
altas porcentagens de inibicdo com os soros positivos. Como o mAb A3A4 parece
reconhecer um epitopo na regido imunodominante do antigeno SAGI1 de 7. gondii, os
resultados obtidos neste teste de inibigdo sugerem que este mAb ¢é representativo da
resposta imune humoral anti-Toxoplasma em humanos.

Tendo em vista as propriedades imunoldgicas apresentadas por estes mAbs, a
viabilidade de sua utilizacdo em ensaios imunoenzimaticos foi testada para a deteccio
de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-T. gondii em amostras de soro humano. Neste
ELISA, os mAbs foram utilizados separadamente como o primeiro anticorpo fixado as
placas de microtitulacdo de poliestireno para a captura das respectivas moléculas
presentes no antigeno solivel de 7. gondii (STAg) e posterior incubacdo com as
amostras de soro humano previamente selecionadas. Em virtude deste desenho
experimental, este ensaio foi denominado ELISA reverso ou ELISA-mAb, pois ndo
utiliza preparagdes antig€nicas para a sensibilizacdo das placas e sim, ao contrério,
preparagdes purificadas de anticorpos monoclonais. As amostras de soro foram
previamente selecionadas com base nos resultados obtidos por meio do ELISA indireto
para IgG (ELISA-STAg) e do ELISA de captura para IgM e IgA e distribuidas em
grupos de acordo com os critérios estabelecidos por Camargo e colaboradores (1978).

Nos testes para a deteccdo de anticorpos IgG por meio dos ELISA-mAbs A3A4 e
A4D12, foi verificada uma concordéncia total nas porcentagens de positividade (100%)
em todos os grupos de amostras IgG-soropositivas, em compara¢do com os resultados
obtidos por ELISA-STAg. Porém, as taxas de positividade obtidas pelo ELISA-mAb
1B8 foram significativamente menores (60% a 70%) nos trés grupos de amostras IgG-

soropositivas. Com relagdo as amostras soronegativas, houve uma total concordancia de
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resultados negativos entre ELISA-mAbs ELISA-STAg.Com relacdo a deteccdo de
anticorpos IgM, nenhuma diferenca significativa nas porcentagens de positividade dos
grupos de amostras IgM-soropositivas foi encontrada entre ELISA-STAg e ELISA-
mAbs A3A4 e A4DI12. Porém, o ELISA-mAbA3A4 mostrou melhor desempenho na
deteccdo de maior ndmero de amostras IgM-soropositivas. Baixas porcentagens de
positividade também foram observadas por meio da detec¢do baseada no ELISA-mAb
1B8. E interessante notar que o ELISA-STAg para a deteccdo de anticorpos IgM
também demonstrou baixa capacidade de detec¢do nos dois grupos constituidos por
amostras previamente identificadas como IgM-soropositivas, mostrando a baixa
sensibilidade deste teste.

Com relagdo a detec¢do de anticorpos IgA, foi verificado que o ELISA-STAg
demonstrou maior habilidade de detec¢cdo que os ELISA-mAbs A3A4 e 1B8, conforme
evidenciado pelas porcentagens de positividade alcangadas no grupo de amostras IgA-
soropositivas. Porém, nos grupos de amostras IgA-soronegativas, os ELISA-mAbs
A3A4 e 1B8 apresentaram uma menor porcentagem de resultados falso-positivos em
comparagdo ao ELISA-STAg. Porém, o ELISA-mAb A4DI12 demonstrou maior
habilidade de deteccdo de IgA nas amostras IgA-soropositivas, apresentando a maior
correlacdo com os resultados alcangados pelo ELISA-STAg.

Tomando-se estes dados em conjunto, associados com aqueles obtidos por meio
das anélises de correlacdo entre os ensaios, verificou-se que os resultados da deteccdo
de anticorpos IgG por ELISA-mAbs A3A4 e A4D12 estdo altamente correlacionados
com aqueles obtidos por ELISA-STAg. Ja com relagdo a deteccdo de anticorpos IgM e
IgA, os resultados obtidos por ELISA-mAb A4D12 mostraram as maiores correlacdes
com aqueles determinados pelo ELISA-STAg. O ELISA-mAb 1B8 exibiu as menores
correlacdes para todos os isotipos de anticorpos pesquisados.

Analisando-se os dados obtidos por ELISA-mAbs nos dois grupos de amostras
com sorologia atipica para T. gondii, um dado interessante foi a detec¢do de anticorpos
IgG especificos por ELISA-mAbsA3A4 e A4D12 nas 4 amostras de soro do grupo
previamente definido como IgG-soronegativo (G-M+A+). Este curioso achado poderia
sugerir que o ELISA reverso usando estes referidos mAbs poderia apresentar uma maior
capacidade de deteccdo de anticorpos IgG numa fase ainda bem precoce da infec¢io, em
comparagdo com o ELISA indireto convencional usando STAg. Porém, um maior
nimero de amostras com este perfil soroldgico e testes adicionais devem ser conduzidos

com o objetivo de confirmar estes achados.
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Ao nosso conhecimento, este ¢ o primeiro trabalho descrito na literatura que
analisa a detec¢do de anticorpos das classes IgG, IgM e IgA especificos a T. gondii em
amostras de soro humano em um ELISA reverso utilizando anticorpos monoclonais
especificos a antigenos imunodominantes do parasita.

Os dois trabalhos encontrados na literatura utilizando anticorpos monoclonais em
ensaio imunoenzimatico semelhante basearam-se apenas na deteccao de anticorpos IgG
anti-7. gondii. Em um destes trabalhos, desenvolvido por Moleén e colaboradores
(1993), um anticorpo monoclonal anti-p30 foi utilizado na deteccio de anticorpos IgG
especificos a T. gondii em amostras de soro de mulheres gravidas usando um desenho
experimental similar ao proposto em nosso trabalho. Os autores encontraram altas
correlacdes entre os resultados obtidos por meio do ELISA utilizando mAb anti-p30
com aqueles obtidos pelo ELISA convencional, demonstrando a viabilidade da
utilizacdo de anticorpos anti-p30 na detec¢do de anticorpos IgG anti-7. gondii em
amostras de soro humano (MOLEON et al., 1993). Além disso, foi demonstrado que a
reatividade dos soros no ELISA anti-p30 era menor que a encontrada no ELISA
convencional, provavelmente porque a ligacdo do mAb ao antigeno p30 satura alguns
dos sitios de ligacdo deste antigeno aos anticorpos presentes na amostra testada
(MOLEON et al., 1993).

O outro trabalho descrito na literatura empregando uma técnica semelhante foi
desenvolvido por Sohn e Nam (1999) com anticorpos monoclonais especificos a cada
um dos principais antigenos de 7. gondii (SAG1, SAG2, SAG3, GRA2, GRA6, ROP2,
ROP6 e um antigeno citosdlico de 32 kDa) para a detec¢do de anticorpos IgG
especificos em amostras de soro de gatos. Os autores verificaram que este ensaio
utilizando mAbs apresentou boa capacidade de diferenciacdo entre soros positivos e
negativos, constituindo boas ferramentas a serem utilizadas no diagndstico da
toxoplasmose felina.

De acordo com os nossos resultados, o ELISA reverso usando mAbs pode
constituir uma boa alternativa para a detec¢do de anticorpos especificos a T. gondii,
especialmente em substituicdo as técnicas imunoenzimdticas que utilizam antigenos
purificados ou recombinantes para a sensibiliza¢do das placas de microtitulagio. Como
esta técnica permite a captura de moléculas imunodominantes dos antigenos soltiveis
totais na prépria placa, estas sdo obtidas com caracteristicas homogéneas e naturais,
evitando a utilizag¢do de preparacdes heterogéneas obtidas por diferentes procedimentos

de purificagdo antigénica ou antigenos recombinantes com interferéncias bioquimicas
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tipicas dos vetores de expressdo. Desta maneira, pode-se obter um resultado mais
homogéneo e mais reproduzivel. Além disso, pelas altas correlagcdes apresentadas entre
os resultados do ELISA-mAb e ELISA-STAg, o ensaio utilizando mAbs pode ser
utilizado em inquéritos soroepidemioldgicos, com resultados satisfatdrios.

Finalmente, podemos concluir que os ELISA-mAbs A3A4 e A4DI12 para a
captura dos antigenos p30 e p22, respectivamente, representam métodos alternativos
para a detec¢do de anticorpos IgG especificos a T. gondii, enquanto o ELISA-mAb
A4D12 mostrou ser uma util ferramenta para a deteccdo de anticorpos IgM e IgA
especificos. Tais testes podem ser considerados como ferramentas adicionais para um
diagnéstico mais seguro da toxoplasmose, particularmente nos casos de infeccdo

primédria e congénita.
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6. CONCLUSOES

¢ O mAb A3A4 reconhece um epitopo conformacional presente no antigeno de 30
kDa (p30) da superficie de taquizoitas de T. gondii, identificado como

pertencente a SAGI ou a outro antigeno da superfamilia SRS.

* O mAb A4DI12 reconhece um epitopo linear presente no antigeno de 22 kDa
(p22) da superficie de taquizoitas de T. gondii, identificado como pertencente ao

antigeno SAG2A.

* O mAb 1B8 reconhece um epitopo linear presente em um antigeno intracelular

de 97 kDa de taquizoitas de T. gondii.

e O mAb A3A4, ao contrario dos mAbs A4D12 e 1B8, apresenta boa capacidade
de competicdo com amostras de soros humanos positivos para anticorpos IgG

anti-7T. gondii.

e ELISA reverso usando os mAbs A3A4 (anti-p30) ou A4D12 (anti-p22) foram
altamente correlacionados com aqueles obtidos pelo ELISA-STAg,
representando métodos alternativos para a detec¢do de anticorpos IgG

especificos a T. gondii em amostras de soro humano.

e ELISA reverso usando o mAb A4D12 (anti-p22) constitui em util ferramenta
para a deteccdo de anticorpos IgM e IgA especificos a T. gondii em amostras de

soro humano.

e ELISA reverso usando o mAb IB8 (anti-p97) ndo mostrou associacdes
significativas com ELISA-STAg, ndo apresentando potencial diagndstico para a
deteccdo de anticorpos IgG, IgM e IgA especificos a T. gondii em amostras de

soro humano.
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