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RESUMO

Capitulo I - Toxoplasmose € uma zoonose causada pelo parasita intracelular Toxoplasma
gondii, que infecta diferentes hospedeiros, incluindo cerca de um terco da populagdo humana
mundial. Uma das manifestacbes mais graves da infeccdo por este parasita em humanos
corresponde a toxoplasmose congénita, quando ha transmissdo placentéria do parasita para o
feto durante infeccdo materna primaria na gestacao. A infeccdo congénita pode causar abortos
ou perdas fetais, além de sequelas graves em recém-nascidos (RNs), principalmente oculares
e/ou cerebrais. A triagem sorologica de gestantes e RNs, baseada principalmente na detec¢édo
de anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii constitui-se em importante medida a ser adotada em
programas de controle desta infeccdo, apesar das limitacGes na detec¢do dos anticorpos e na
interpretacdo dos resultados. Capitulo Il - Um total de 173 pares de amostras de soros de
mées com suspeita de toxoplasmose primaria na gestacdo e seus respectivos RNSs,
provenientes do Setor de Pediatria e Neonatologia do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-UFU) no periodo de 2006 a junho de 2014, foi analisado por
ELISA para a deteccdo de anticorpos 1gG, IgM e IgA anti-T. gondii, e os resultados obtidos
foram correlacionados com dados clinicos obtidos a partir de pesquisa nos prontuarios
clinicos de cada paciente. Concluiu-se que (i) a triagem soroldgica pré-natal é de grande
relevancia na identificacdo de gestantes expostas a toxoplasmose durante a gestacdo; (ii) o
tratamento materno reduz a transmissdo congénita de T. gondii; (iii) a triagem soroldgica
neonatal, aliada a andlise de parametros clinicos permite identificar RNs verticalmente
infectados, principalmente por meio da detecgdo conjunta de anticorpos IgM e IgA; e (iv) o
acompanhamento soroldgico de RNs é importante no esclarecimento de situacdes duvidosas,
principalmente em casos de RNs assintomaticos, mas com sorologia sugestiva de infec¢do
congénita. Capitulo 111 - Diferentes fracdes antigénicas derivadas do antigeno soltvel de
taquizoitas de T. gondii (STAg) foram obtidas a partir de precipitacdo sequencial em
concentracdes crescentes de sulfato de aménio e utilizadas na técnica de immunoblotting para
a deteccdo de anticorpos IgG total e suas subclasses (IgG1, 1gG2, 19gG3 e 1gG4) presentes em
amostras pareadas de soros de maes com sorologia presuntiva de toxoplasmose recente na
gestacdo e seus respectivos RNs. Concluiu-se que a utilizacdo destas fracGes antigénicas de
STAg no diagnostico da toxoplasmose humana se mostrou interessante na detecgdo de
anticorpos 1gG e suas subclasses, permitindo diferenciacdo entre amostras positivas e
negativas, mas nao se mostrou uma boa alternativa no diagnostico da toxoplasmose congénita,
com resultados inferiores aos do STAg, em funcdo da menor frequéncia de bandas antigénicas
reconhecidas e da auséncia de reconhecimento diferencial de antigenos pelos soros dos RNs,
em relacdo aos soros maternos. Capitulo 1V - As sequéncias de aminoacidos de 16 antigenos
imunodominantes de T. gondii foram usadas para a predicao de epitopos lineares de células B
usando ferramentas de bioinformatica. Um total de 22 epitopos de antigenos de superficie
(SRS), roptrias (ROP), micronemas (MIC) e granulos densos (GRA) de T. gondii foram
identificados e utilizados para a sintese de peptideos com 15 residuos de aminoacidos, 0s
quais foram quimicamente conjugados ao esqueleto proteico da albumina serica bovina
(BSA), e o desempenho diagndstico destes peptideos sintéticos foi avaliado por ELISA para a
deteccdo de anticorpos IgG em soros de pacientes com suspeita de toxoplasmose aguda (G1)
ou cronica (G2). Concluiu-se que peptideos sintéticos obtidos a partir da predicéo de epitopos
lineares de células B constituem antigenos promissores em ensaios soroldgicos para o
diagndstico da toxoplasmose e para a diferenciacdo das fases aguda e cronica da infecgdo,
representando uma alternativa ao uso de antigenos nativos ou recombinantes.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii. Toxoplasmose congénita. Triagem soroldgica. Soros
pareados mae-RN. STAg. Subclasses de IgG. Immunoblotting. Peptideos sintéticos.



ABSTRACT

Chapter | - Toxoplasmosis is a zoonosis caused by the intracellular parasite Toxoplasma
gondii, which infects a range of hosts, including about one-third of the world's human
population. One of the most severe manifestations of this infection in humans corresponds to
congenital toxoplasmosis, which occurs when there is placental transmission of the parasite
to the fetus in cases of primary maternal infection during pregnancy. Congenital infection
may cause abortions or fetal losses, as well as severe ocular and/or cerebral sequelae in
newborns. The serological screening of pregnant women and newborns is mainly based on
the detection of 1gG and IgM antibodies to T. gondii and constitutes an important measure to
be adopted in programs to control this infection, despite the limitations in the antibody
detection and interpretation of results. Chapter Il - A total of 173 pairs of serum samples
from mothers with suspected primary toxoplasmosis during pregnancy and their newborns,
obtained from the Department of Pediatrics and Neonatology of Clinical Hospital of the
Federal University of Uberlandia (HC-UFU) from 2006 to June 2014, was analyzed by
ELISA for the detection of IgG, IgM and IgA anti-T. gondii, and the results were correlated
with clinical data obtained from research in the clinical records of each patient. It was
concluded that (i) prenatal serological screening is very important for the identification of
pregnant women exposed to toxoplasmosis during pregnancy; (ii) maternal treatment reduces
congenital transmission of T. gondii; (iii) neonatal serologic screening, associated with
analysis of clinical parameters, allows the identification of vertically infected newborns,
mainly through simultaneous detection of IgM and IgA antibodies; and (iv) serological
follow-up of newborns is important in clarifying doubtful situations, especially in cases of
asymptomatic newborns that present suggestive serology of congenital infection. Chapter 111
- Different antigenic fractions derived from soluble antigen of tachyzoites of T. gondii (STAQ)
were obtained from sequential precipitation with increasing concentrations of ammonium
sulfate and used in immunoblotting technique to detect IgG antibodies and its subclasses
(IgG1, 1gG2, 1gG3 and 1gG4) present in paired serum samples from mothers with
presumptive serology of recent toxoplasmosis during pregnancy and their newborns. It was
concluded that the use of antigenic fractions obtained from STAg precipitation in the
diagnosis of human toxoplasmosis proved to be interesting to detect IgG and its subclasses,
allowing differentiation between positive and negative samples, but it was not a good
alternative for the diagnosis of congenital toxoplasmosis, presenting results considered
inferior to the STAg, due to the lower frequency of recognized antigenic bands and the
absence of differential recognition of antigens by sera of newborns. Chapter IV - The amino
acid sequences of sixteen immunodominant antigens of T. gondii were used to perform B cell
linear epitope prediction using a software-based approach. A total of 22 epitopes of antigens
from surface (SRS), rhoptries (ROP), micronemes (MIC) and dense granules (GRA) of T.
gondii were identified, and 15 residues from their amino acid sequences were used to
synthesize peptides chemically linked to bovine serum albumin backbone, and the diagnostic
performance of these synthetic peptides was evaluated in ELISA to detect specific IgG
antibodies in sera of patients with suspected acute toxoplasmosis (G1) or chronic (G2). It was
concluded that synthetic peptides designed from B cell linear epitope prediction constitute
promising antigens in serological assays to diagnose toxoplasmosis and differentiate acute
from chronic phases of toxoplasmosis, representing an alternative to the use of native or
recombinant antigens.

Keywords: Toxoplasma gondii. Congenital toxoplasmosis. Serological screening. Mother-
newborn paired sera. STAg. IgG subclasses. Immunoblotting. Synthetic peptides.
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APRESENTACAO

A toxoplasmose € uma zoonose causada pelo parasita Toxoplasma gondii, um
protozoario oportunista pertencente ao filo Apicomplexa que infecta virtualmente todas as
espécies de aves e mamiferos, incluindo a espécie humana. Estimativas apontam que um terco
da populagdo mundial esteja infectada por este parasita que, em individuos
imunocompetentes, geralmente causa uma infeccdo assintomatica ou associada com sintomas
inespecificos e autolimitados. Por outro lado, a infeccdo por este parasita apresenta
importancia significativa para gestantes que adquirem a infecgdo priméaria durante a gestacéo,
ja que h& o risco de transmissdo congénita do parasita ao feto, podendo causar aborto
espontaneo, morte fetal intrauterina ou o nascimento de criancas com anomalias associadas a
infeccdo congénita, tais como hidrocefalia, calcificacdes cerebrais, retardo mental e
coriorretinite, com graves sequelas visuais, incluindo cegueira.

O diagnostico da infeccdo por T. gondii em gestantes que adquirem a infeccdo
primaria durante a gestacdo e em fetos e recém-nascidos que adquirem a infec¢do congénita é
uma tarefa critica e desafiadora, sendo que os ensaios soroldgicos para avaliacdo qualitativa e
quantitativa de anticorpos especificos presentes em amostras de soros de pacientes constituem
as principais ferramentas para tal diagnostico.

Porém, a sensibilidade e a especificidade dos ensaios soroldégicos comumente
utilizados no sorodiagndstico da toxoplasmose humana sdo altamente dependentes do tipo de
antigeno e da modalidade de teste utilizados, havendo demanda crescente para o
desenvolvimento de marcadores diagnosticos mais precisos, que permitam distinguir infeccao
aguda daquela adquirida num passado recente, além de identificar precocemente recém-
nascidos portadores de infec¢do congénita.

A presente tese de Doutorado foi desenvolvida no Laboratério de Imunoparasitologia
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia e teve como
objetivos principais: (1) a avaliagdo da importancia da triagem sorologica pré-natal de
gestantes para a identificagdo de portadoras de infec¢do primaria por T. gondii e consequente
indicacdo de tratamento especifico durante a gestacdo com vistas & prevencao da transmissao
congénita, bem como da triagem soroldgica neonatal para a identificacdo de recém-nascidos
portadores de infeccdo congénita por T. gondii e consequente indicacdo de tratamento
especifico com vistas & minimizagdo das consequéncias na crianga portadora; e (2) a avaliacdo
da aplicabilidade de novas preparacfes antigénicas derivadas de antigenos de T. gondii em

protocolos experimentais para a detec¢do de anticorpos especificos em amostras pareadas de
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soros de maes e recém-nascidos com suspeita de infecgdo congénita, bem como em amostras

de pacientes com sorologia prévia sugestiva das fases recente e crénica da toxoplasmose.

Esta tese foi subdividida em 4 capitulos, conforme apresentado a seguir:

Capitulo I - Fundamentacao teorica - Apresenta uma revisdo de literatura atualizada sobre o
protozoario parasita Toxoplasma gondii, abordando aspectos como: descoberta, classificacdo
taxonémica, hospedeiros intermediarios e definitivos, estagios morfologicos, ciclo bioldgico,
formas de transmissdo para a especie humana, prevaléncia mundial da infecgdo, diversidade
genética e estrutura populacional, mecanismo de invasdo das células hospedeiras, resposta
imune celular e humoral do hospedeiro, manifestacdes clinicas da toxoplasmose humana,

métodos de diagndstico da infeccdo, formas de prevencdo e tratamento.

Capitulo Il - Triagem sorolégica pré-natal e neonatal para toxoplasmose: relevancia na
identificacdo de gestantes com infec¢do primaria e recém-nascidos com toxoplasmose
congénita e consequente indicacdo de tratamento - Apresenta os resultados de estudos
envolvendo a avaliacdo clinica e soroldgica de 173 pares de amostras de soros de médes com
suspeita de toxoplasmose priméaria adquirida durante a gestacdo e seus respectivos recém-
nascidos sob risco de transmissdo congénita de T. gondii. Tais amostras de soros foram
provenientes do Setor de Pediatria e Neonatologia do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-UFU) e seus niveis de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-T. gondii
foram detectados por meio de ELISA e seus dados clinicos foram avaliados a partir de
consultas aos respectivos prontudrios clinicos, buscando-se avaliar a importancia da triagem
soroldgica pré-natal de gestantes na indicacdo de tratamento materno para a prevencdo da
transmissdo congénita de T. gondii, e da triagem soroldgica neonatal de recém-nascidos na

indicacdo de tratamento especifico em casos de suspeita de toxoplasmose congénita.

Capitulo 111 - Deteccdo de 1gG total e subclasses especificas a antigenos de Toxoplasma
gondii em amostras pareadas de soros de mées com toxoplasmose primaria durante a
gestacao e recém-nascidos com suspeita de infeccdo congénita - Apresenta os resultados de
estudos envolvendo a utilizagcdo do antigeno soltvel de taquizoitas de T. gondii (STAQ) e de
fracOes deste antigeno obtidas a partir de precipitagdes sequenciais em solugdes de
concentragOes crescentes de sulfato de aménio em protocolos de diagnostico da toxoplasmose

priméaria em gestantes e da toxoplasmose congénita em recém-nascidos. Este estudo descreve
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0 processo de fracionamento do STAg total usando precipitacdo por sulfato de amonio, bem
como a caracterizacdo dos perfis proteico e antigénico das fragcdes obtidas. Além disso, sdo
apresentados os resultados da utilizacdo de STAg total e de uma de suas fracbes obtidas por
precipitacdo em sulfato de amoénio, denominada fracdo STAg 30-40%, na deteccdo de
anticorpos IgG total e suas subclasses (1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) em amostras pareadas de
soros de mdes com suspeita de toxoplasmose priméria adquirida durante a gestacdo e seus
respectivos recém-nascidos sob risco de transmissdo congénita de T. gondii por meio da

técnica de immunoblotting.

Capitulo 1V - Utilizacdo de peptideos sintéticos derivados de antigenos
imunodominantes de Toxoplasma gondii no sorodiagnostico da toxoplasmose humana -
Apresenta os resultados de estudos envolvendo a utilizacdo de peptideos sintéticos derivados
de antigenos imunodominantes de T. gondii em protocolos de diagnostico da toxoplasmose
humana, com énfase na diferenciacdo entre as fases recente (aguda) e crénica da infeccéo.
Este estudo descreve o processo de identificacdo de epitopos de células B presentes na
sequéncia de aminoacidos de antigenos imunodominantes de T. gondii, utilizando-se
ferramentas virtuais de predicdo de epitopos lineares de células B. Um total de 22 sequéncias
representativas de diversos antigenos do parasita e obtidas a partir desta pesquisa de
bioinformética foram usadas para a sintese quimica de peptideos de 15 aminoacidos, 0s quais
foram conjugados a albumina sérica bovina (BSA). O estudo descreve ainda os resultados
obtidos a partir da utilizacdo destes peptideos sintéticos como antigenos em ensaios ELISA
para a deteccdo de anticorpos 1gG em amostras de soros humanos representativos das fases
recente (aguda) e crénica da toxoplasmose. Este capitulo esta apresentado na forma de artigo
cientifico redigido conforme as normas do periddico Diagnostic Microbiology and Infectious

Diseases, para o qual sera enviado para publicacao.
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1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é um protozoéario parasita intracelular obrigatério que infecta uma
grande variedade de hospedeiros. Foi identificado pela primeira vez por Nicolle e Manceaux
(1908) a partir de tecidos de um pequeno roedor do norte da Africa, semelhante ao hamster,
popularmente chamado de gundi (Ctenodactylus gundi). Tal roedor estava sendo utilizado em
pesquisas sobre a leishmaniose no Laboratorio de Charles Nicolle, no Instituto Pasteur da
Tunisia, em Tanis, de modo que o parasita identificado foi inicialmente confundido com
Leishmania. Porém, os autores logo perceberam se tratar de um novo organismo e o deram o
nome cientifico Toxoplasma gondii, em fun¢do de sua morfologia tipica (do latim toxon, que
significa arco, e do grego plasma, que significa vida ou forma) e de seu hospedeiro (gundi)
(NICOLLE; MANCEAUX, 1909). O nome correto do parasito deveria ter sido Toxoplasma
gundii, mas Nicolle e Manceaux haviam identificado incorretamente seu hospedeiro como
Ctenodactylus gondi (DUBEY, 2008). Neste mesmo ano, Splendore (1908) isolou 0 mesmo
parasita a partir de um coelho mantido no Instituto Biologico de Sdo Paulo, Brasil, também o
confundindo inicialmente com Leishmania, mas sem nomea-lo posteriormente.

Ap06s sua descoberta, o parasita foi identificado em diversos outros hospedeiros e
recebeu diferentes nomes cientificos, de acordo com o hospedeiro em que era isolado.
Atualmente, apesar de apresentar uma distribuicdo mundial e uma ampla variedade de
hospedeiros, o género Toxoplasma apresenta apenas uma espécie, Toxoplasma gondii
(DUBEY, 2008; SABIN, 1939).

Taxonomicamente, este parasita € classificado como pertencente ao reino Protista, sub-
reino Protozoa, filo Apicomplexa, classe Conoidasida, subclasse Coccidiasina, ordem
Eucoccidiida (Coccidia), subordem Eimeriorina, familia Sarcocystidae, subfamilia
Toxoplasmatinae, género Toxoplasma e espécie Toxoplasma gondii. Neste mesmo filo
Apicomplexa estdo incluidos diversos patdgenos de importancia médica e veterinaria, como
Plasmodium spp., agente etioldgico da malaria; Cryptosporidium spp., agente causador de
diarreias graves em individuos imunocomprometidos; Eimeria spp., agente etiolégico da
coccidiose em aves; alem de Besnoitia sp., Babesia bovis e Theileria spp., agentes causadores
de importantes parasitoses em bovinos; e Neospora caninum, causador da neosporose em cées
e bovinos (BLADER; SAEIJ, 2009; INNES, 2010).
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1.1 Hospedeiros

Apesar de sua descoberta em 1908, o ciclo de vida de T. gondii somente comegou a ser
elucidado de forma completa em 1969, apds 60 anos da sua identificacao e classificacdo. Isto
ocorreu quando foram demonstradas as fases assexuadas do parasita nos tecidos de seus
hospedeiros intermediarios e os oocistos eliminados nas fezes de gatos domésticos. Além
disso, foram descobertas as formas sexuadas nas células intestinais de felideos (ROBERT-
GANGNEUX, 2014; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

T. gondii apresenta uma grande variedade de hospedeiros intermediarios, nos quais
ocorrem as fases assexuadas de seu ciclo reprodutivo, podendo infectar qualquer célula
nucleada destes hospedeiros, mas com preferéncia por células nervosas e células musculares
esqueléticas, especialmente na fase cronica da infeccdo. Virtualmente, qualquer animal
homeotérmico, incluindo aves e mamiferos domésticos, silvestres, selvagens ou marinhos,
além de seres humanos, pode ser hospedeiro intermedidrio deste parasita (DLUGONSKA,
2014; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Além disso, a presenca deste protozoario ou
de anticorpos especificos ja foi demonstrada em seres pecilotérmicos, como peixes, anfibios e
répteis, embora ndo se conheca a viabilidade do parasita nestes animais nem a importancia
dos mesmos no seu ciclo de vida (al SADOON; el BAHRAWY, 1998; STONE;
MANWELL, 1969; ZHANG et al., 2013).

Ja os hospedeiros definitivos de T. gondii, nos quais ocorrem as fases sexuadas de seu
ciclo de vida, sdo os mamiferos carnivoros pertencentes a familia Felidae, dentre os quais
estdo 0s gatos domésticos e outras espécies de felinos selvagens, que liberam oocistos do
parasita juntamente com suas fezes (HALONEN; WEISS, 2013; TENTER; HECKEROTH,;
WEISS, 2000). Resultados obtidos a partir principalmente da detec¢do soroldgica de
anticorpos especificos demonstraram a ocorréncia de infec¢do por T. gondii em 31 das 39
espécies conhecidas de felinos, com taxas de soroprevaléncia muito elevadas nestes animais,
as quais podem alcancar até 100% (DUBEY, 2010a).

1.2 Estagios infecciosos - Caracteristicas morfoldgicas e ultraestruturais

Ha trés estagios infecciosos de T. gondii: os taquizoitas, os bradizoitas (presentes no
interior de cistos teciduais) e 0s esporozoitas (presentes no interior de oocistos). Estes trés
estagios apresentam varias diferencas morfologicas quando analisados sob microscopia

optica, bem como diversas diferencas ultraestruturais, evidenciadas por analises de
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microscopia eletronica. Alem destes estagios, outras formas mais transitorias podem ser
reconhecidas durante as etapas de reproducgéo sexuada e assexuada do parasita no interior das
células de seus hospedeiros definitivos e intermediarios, respectivamente (HALONEN;
WEISS, 2013).

Taquizoitas: apresentam forma de meia-lua e representam os estagios de multiplicagdo
répida do parasita durante a fase aguda da infec¢do. Constituem uma forma de disseminagdo
pelo hospedeiro, pois sdo capazes de invadir e se multiplicar virtualmente em qualquer tipo
celular nucleado de seus hospedeiros, onde se dividem rapidamente por meio do processo de
endodiogenia no interior de vacuolos parasitoforos intracitoplasmaticos (Figura 1A).
Apresentam dimensdes aproximadas de 4 a 8 um de comprimento e de 2 a 4 um de largura,
com uma extremidade apical afilada e uma extremidade posterior mais arredondada. Sao
revestidos por uma membrana complexa, a pelicula, formada por uma membrana externa
continua (plasmalema) e um conjunto de duas membranas internas incompletas, intimamente
associadas ao citoesqueleto, que sdo interrompidas logo abaixo dos anéis polares do conoide
(extremidade apical), no microporo e no poro posterior (SOUZA et al., 2010). Na extremidade
anterior ou apical situa-se o conoide, uma estrutura de citoesqueleto envolvida na invasdo
celular, composto por anéis de microtubulos (anéis apicais 1 e 2 e anéis polares 1 e 2). O
citoesqueleto subpelicular € composto por 22 microttbulos 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 a capacidade de se movimentar ativamente pelo processo
conhecido como gliding (HALONEN; WEISS, 2013). Como membros do filo Apicomplexa,
taquizoitas de T. gondii apresentam um complexo apical, formado pelo conoide e por diversas
organelas secretdrias, como as roptrias, 0s micronemas e 0s granulos densos. Sdo encontradas
cerca de 4 a 10 roptrias localizadas na regido anterior ao nicleo, enquanto 0s micronemas sao
mais numerosos e concentrados na regido anterior do parasita. J& os granulos densos sao
encontrados dispersos por todo o citoplasma, concentrando-se na extremidade anterior. Na
regido central da pelicula localiza-se o microporo, que € considerado como um sitio ativo de
captura de macromoléculas por endocitose. Além disso, sdo encontradas diversas outras
organelas e inclusbes citoplasmaticas tipicas de células eucarioticas e caracteristicas de
parasitas apicomplexas, tais como mitocondrias, reticulo endoplasmatico, complexo
golgiense, granulos de amilopectina, corpos lipidicos e o ndcleo, normalmente organizado na
porcdo mais central da célula (Figura 2) (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; SOUZA et al.,
2010; SPEER et al., 1999).
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Uma organela intrigante, de fungdo pouco conhecida e aparentemente essencial para a
sobrevivéncia de T. gondii e da maioria dos demais integrantes do filo Apicomplexa é o
apicoplasto. Trata-se de uma organela aparentemente derivada do cloroplasto, provavelmente
adquirida a partir de uma endossimbiose secundaria com uma alga vermelha, mas sem
capacidade fotossintética, portadora de genoma proprio, muito similar ao genoma de seres
procariontes, e apresentando genes que codificam uma enzima RNA polimerase e
componentes ribossomais. Sua funcdo primaria parece ser a sintese de acidos graxos e
isoprenoides (KIM; WEISS, 2004; ROOS et al., 1999).

Figura 1 — Estagios infecciosos de Toxoplasma gondii. (A) Taquizoitas da cepa RH no interior de
células HelLa em cultura apo6s ciclo de multiplicacéo por endodiogenia e prontos para o egresso destas
células; (B) Cisto tecidual obtido a partir de homogenato de cérebro de rato ap6s 14 meses de infeccdo
com a cepa VEG, contendo milhares de bradizoitas em seu interior. A seta aponta para a parede do
cisto; (C) Oocisto ndo esporulado liberado nas fezes de gato experimentalmente infectado, mostrando
massa central ocupando todo o espaco interno da estrutura; (D) Oocisto esporulado com dois
esporocistos em seu interior, evidenciando a presencga de quatro esporozoitas no interior de um deles
(apontados pelas setas). No outro esporocisto, 0s esporozoitas ndo foram totalmente focalizados.
Fonte: Adaptado a partir de Dubey, Lindsay e Speer (1998).

Bradizoitas: resultam da conversdo de taquizoitas sob pressdo imune do hospedeiro,
sendo morfologicamente idénticos a estes, porém fisiologicamente diferentes, pois se
multiplicam de forma bem mais lenta e expressam algumas moléculas de superficie diferentes
daquelas expressas pelos taquizoitas. As principais diferengas ultraestruturais observadas
entre as duas formas estdo relacionadas a posi¢do do nacleo (proximo a extremidade posterior
nos bradizoitas e mais centralizado nos taquizoitas), maior nimero de roptrias nos taquizoitas,
predominancia de granulos de amilopectina nos bradizoitas e maior resisténcia destes a acéo
de enzimas proteoliticas, como a pepsina (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Tém
dimensdes aproximadas de 7,5 um de comprimento e 2,5 um de largura, apresentando
roptrias, micronemas e granulos densos concentrados preferencialmente na sua porcéo
anterior (Figura 2) (SOUZA et al., 2010; SPEER et al., 1999).
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Bradizoitas estdo presentes no interior de cistos teciduais, os quais podem ser
encontrados em diversos tecidos, mas com localizacdo preferencial nas células nervosas e
musculares esqueléticas. O formato dos cistos varia de acordo com a localizagdo, sendo
esferoidais nas células nervosas e alongados nas células musculares, e seu tamanho € muito
variavel, dependendo do nimero de bradizoitas no seu interior, de sua forma e do tecido onde
se encontram. Geralmente, cistos mais jovens apresentam 10 um de comprimento e contém
apenas dois bradizoitas em seu interior, enquanto cistos mais velhos podem ter até 100 um de
comprimento e conter centenas ou até milhares de bradizoitas (Figura 1B). O interior do cisto
ndo se encontra separado em compartimentos por meio de septos e sua parede € fina e lisa,
consistindo de uma membrana com numerosas invaginacées e uma camada de material
granular, que protege os bradizoitas dos mecanismos da resposta imune do hospedeiro
(SPEER et al., 1999). Cistos representam estagios infecciosos tanto para os hospedeiros
intermediarios quanto para os hospedeiros definitivos e, no seu interior, os bradizoitas
persistem por toda a vida de seus hospedeiros. Porém, a morte da célula hospedeira pode
desencadear a ruptura da parede do cisto e a liberacdo dos bradizoitas, que poderdo invadir
outras células. Em situacBes de imunossupressao do hospedeiro, os bradizoitas também
podem ser liberados dos cistos, convertendo-se novamente em taquizoitas e determinando a
reativacdo da infeccdo no hospedeiro (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

Esporozoitas: sdo estagios morfologicamente semelhantes aos taquizoitas, porém
apresentam micronemas, roptrias e granulos de amilopectina mais abundantes e estdo contidos
em esporocistos no interior dos oocistos esporulados (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).
Os oocistos séo estruturas envolvidas por uma parede extremamente resistente, que protege o
parasita contra danos provocados por agentes fisicos e quimicos, e sdo formados no interior
das células epiteliais intestinais dos hospedeiros definitivos e liberadas na forma néo
esporulada juntamente com suas fezes (Figura 1C). A esporulagdo ocorre no ambiente em
torno de 2 a 5 dias apos sua liberacdo nas fezes de felideos infectados, e 0s oocistos
esporulados sdo estruturas subesféricas, medindo aproximadamente 13 um de comprimento e
11 pm de largura, que contém dois esporocistos elipsoides, cada um medindo 8§ pym x 6 pm, e
cada esporocisto contém quatro esporozoitas em seu interior (Figura 1D) (JONES; DUBEY,
2010, 2012; SPEER et al., 1999). Durante a fase aguda, um gato doméstico com infeccao
priméria pelo parasita pode liberar até 100 milhdes de oocistos durante um periodo de até 28
dias (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).
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Figura 2 — Representacao esquematica das formas taquizoita e bradizoita de Toxoplasma gondii.
Este esquema apresenta a morfologia, bem como as principais organelas e estruturas celulares
presentes nos estagios taquizoita (esquerda) e bradizoita (direita) de T. gondii, conforme observagdes
em microscopia eletronica de transmissdo. As diferencas morfoldgicas e ultraestruturais entre estes
dois estagios e a forma esporozoita sdo descritas no texto.

Fonte: Adaptado a partir de Dubey, Lindsay e Speer (1998).

1.3 Ciclo bioldgico

O ciclo biologico de T. gondii € do tipo heteroxeno, alternando entre fases de
reproducdo assexuada em seus hospedeiros intermediarios e fases de reproducdo sexuada em
seus hospedeiros definitivos, e envolve as trés formas infecciosas: taquizoitas, bradizoitas e
esporozoitas (HALONEN; WEISS, 2013).

A reproducdo sexual do parasita ocorre apenas no interior das células epiteliais
intestinais de felideos (gatos domeésticos e felinos selvagens). Tais animais se tornam
infectados a partir da ingestdo de cistos teciduais contendo bradizoitas presentes nos tecidos
dos hospedeiros intermediarios predados. Apos a ingestao, a parede do cisto é destruida pela
acdo das enzimas digestivas do hospedeiro e os bradizoitas sdo liberados, invadindo
ativamente as células epiteliais intestinais e multiplicando-se algumas vezes de forma
assexuada por um processo de esquizogonia, que leva a formacdo de merozoitas (Figura 3).

Tais merozoitas rompem as células onde foram formados e invadem novas células, onde se
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diferenciam em gametas masculino e feminino pelo processo de gamogonia. Apds a
fertilizacdo, sdo formados oocistos no interior das células intestinais, os quais sdo liberados
pela ruptura destas células e excretados na forma ndo esporulada para o ambiente juntamente
com as fezes dos felideos. A liberacdo destes oocistos ndo esporulados nas fezes de gatos
infectados comega 3 a 7 dias ap0s a ingestdo dos cistos teciduais. A conversdo de oocistos ndo
esporulados em oocistos esporulados ocorre de 2 a 5 dias apds sua liberagdo no ambiente, em
condicdes adequadas de temperatura, umidade e oxigenacdo, por meio do processo de
esporogonia, que se caracteriza por uma divisdo meiotica e por mudangas morfoldgicas, que
levam a formacdo de um oocisto esporulado contendo dois esporocistos, cada um destes com
quatro esporozoitas haploides em seu interior (Figura 3) (DUBEY, 2010a; JONES; DUBEY,
2010, 2012). Tais oocistos esporulados contaminam o solo e a dgua, podendo permanecer
viaveis por longos periodos de tempo, constituindo formas infecciosas para 0s hospedeiros
intermediéarios e, eventualmente, para os préprios hospedeiros definitivos, apesar da menor
eficiéncia (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; TORREY’; YOLKEN, 2013).

Hospedeiros intermediarios: Hospedeiros definitivos:
mamiferos e aves felideos
Ruptura do
. . cisto
Orgaos e tecidos

————p Esquizogonia
Dissenunagao (bradizoitas) -
corrente
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</©’

Células
intestinais
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Figura 3 — Ciclo reprodutivo de Toxoplasma gondii. Esquema representativo do ciclo reprodutivo
de T. gondii, evidenciando os principais eventos e as principais etapas de reproducgéo deste parasita em
seus hospedeiros intermediarios e definitivos, bem como as formas com que estes hospedeiros se
tornam infectados.

Fonte: Adaptado a partir de Robert-Gangneux e Dardé (2012).
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J& o0s hospedeiros intermediarios abrigam apenas as formas de reproducdo assexual do
parasita, podendo se tornar infectados pela ingestéo de cistos teciduais contendo bradizoitas,
por meio do carnivorismo, ou pela ingestdo de oocistos contendo esporozoitas, presentes na
agua ou nos alimentos. Apds a ingestdo de oocistos por estes hospedeiros, sua parede também
é destruida pelas enzimas gastricas e 0s esporozoitas sdo liberados, de modo a invadir as
células epiteliais intestinais de seus hospedeiros, onde se multiplicam assexuadamente por
endodiogenia e se diferenciam em taquizoitas. Apos este ciclo inicial de multiplicacéo, os
taquizoitas sdo liberados pelo rompimento da membrana das células epiteliais intestinais e
invadem qualquer tipo de célula nucleada de seus hospedeiros, onde se multiplicam
novamente por endodiogenia. Estes ciclos de reproducdo levam a formacdo de varios outros
taquizoitas, que se disseminam por todos os tecidos do hospedeiro (Figura 3) (JONES;
DUBEY, 2010, 2012). Durante esta fase da infeccdo (fase aguda), os taquizoitas podem
estimular o desenvolvimento de forte resposta inflamatéria pelo hospedeiro, a qual pode
pressionar a conversao de taquizoitas em bradizoitas, que ficam confinados no interior de
cistos teciduais intracelulares, principalmente nas células do sistema nervoso central, dos
olhos e dos masculos estriados esquelético e cardiaco, onde podem permanecer por toda a
vida do hospedeiro (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; SULLIVAN Jr.; JEFFERS, 2012).

Por outro lado, quando cistos teciduais sdo ingeridos por um hospedeiro intermediario,
estes se rompem no intestino, também por acdo das enzimas digestivas, liberando bradizoitas,
que invadem as células epiteliais intestinais e se diferenciam novamente em taquizoitas. Estes
se multiplicam por endodiogenia e disseminam pelos tecidos deste hospedeiro, conforme
discutido anteriormente, até se diferenciarem novamente em bradizoitas sob pressdo da
resposta imune, formando cistos teciduais (Figura 3) (JONES; DUBEY, 2010, 2012;
MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

1.4 Formas de transmissao

A espécie humana pode se tornar infectada pelos trés estagios infecciosos de T. gondii
a partir de diferentes vias de transmissdo, conforme esquematizado na Figura 4. Assim, as
principais formas de transmissao deste parasita em humanos sdo apresentadas a seguir.

(1) - Ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo cistos teciduais com a forma
bradizoita. A rota oral de infeccdo por T. gondii parece ser a mais importante para a espécie
humana e o risco de infec¢do associado com a ingestédo de determinados tipos de carne varia

muito entre diferentes regides, em funcdo dos habitos culturais, alimentares e de higiene das
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populacBes humanas de diferentes localizagdes geograficas, e de acordo com a prevaléncia da
infeccdo nos animais produtores de carne, o que leva a diferencas significativas na
soroprevaléncia mundial deste parasita. Um estudo europeu apontou que o consumo de carne
pode ser responsavel por 30 a 63% dos casos de infecgdo por T. gondii naquele continente
(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).
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Figura 4 — Formas de transmissdo de Toxoplasma gondii para a espécie humana. Esquema
representativo das formas de transmissdo do parasita T. gondii para 0os humanos. Os nimeros (1-5)
indicados entre parénteses ap0s cada forma de transmissao corresponde a ordem de descri¢do no texto.
Fonte: Adaptado a partir de Esch e Petersen (2013) e de Robert-Gangneux (2014).

As principais fontes de infeccdo por cistos teciduais para os humanos sdo as carnes de
suinos, ovinos, caprinos e frangos (principalmente frangos criados livremente - galinhas
"caipiras™) (Figura 4) (DUBEY et al., 2012; JONES; DUBEY, 2012). No caso das carnes de
suinos e frangos, as técnicas intensivas de criacdo destes animais destinados ao consumo
humano, que sdo mantidos em ambientes fechados e recebendo &gua e alimentacdo
controlada, com boas condi¢Bes sanitarias, reduziram as possibilidades de infeccdo destes
animais e, consequentemente, de transmissdo para as pessoas (DUBEY et al., 2005). No
entanto, a demanda atual por carnes "organicas”, provenientes de animais criados livremente,

tem aumentado a prevaléncia de infeccdo nestes animais, por facilitar seu contato com
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alimentos e &gua contaminados com fezes de gatos, aumentando também os riscos de
transmissdo para as pessoas por meio da ingestdo de sua carne (DUBEY, 2010b; DUBEY et
al., 2012; KIJLSTRA et al., 2004).

O consumo de carne bovina ou produtos lacteos ndo é considerado importante na
epidemiologia de T. gondii, pois 0s bovinos ndo séo hospedeiros preferenciais para o parasita,
apresentando baixas soroprevaléncias. Porém, alguns estudos tem relacionado a infeccdo por
T. gondii com a ingestdo de carne bovina crua ou mal cozida, ou com a manipulacdo destas
carnes (DUBEY, 2010a). O habito de ingerir alguns tipos de carnes cruas, procedentes de
animais criados sem controle sanitario adequado ou provenientes 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). Porém, os processos de tratamento e processamento
de carnes, tais como cozimento a temperaturas superiores a 67°C, o salgamento e a defumacéo
podem reduzir a viabilidade de cistos teciduais, reduzindo suas possibilidades de transmisséo
para as pessoas (HILL et al., 2006; JONES; DUBEY, 2012).

(2) - Ingestdo de agua e alimentos contaminados com oocistos excretados nas fezes de
felideos infectados, principalmente gatos domésticos. A infec¢do por meio da ingestdo de
oocistos eliminados nas fezes de gatos infectados também é alta em algumas regides,
indicando um importante papel destes animais na propagacao do parasita entre seres humanos
e outros animais domeésticos e selvagens, uma vez que a carga ambiental de oocistos pode ser
muito alta (TORREY; YOLKEN, 2013). O contato direto com gatos ndo € considerado um
fator de risco muito relevante para a aquisi¢do do parasita, mas sim o contato com suas fezes.
Isto porque gatos infectados geralmente eliminam oocistos nas fezes apenas uma vez na vida,
por um periodo curto, em torno de 1 a 2 semanas ap0s a infec¢do primaria, e tais oocistos sao
excretados na forma ndo esporulada, necessitando de um periodo de 2 a 3 dias em condi¢bes
ambientais favoraveis para esporular e se tornar infecciosos (Figura 4) (JONES et al., 2009;
TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

No entanto, a contaminacdo ambiental por oocistos apresenta grande importancia
epidemioldgica, ja que estas estruturas podem permanecer viaveis no solo e na agua por
periodos superiores a 1 ano, principalmente em regides tropicais, que sdo quentes e umidas
(GOMEZ-MARIN et al., 2011). Oocistos podem contaminar fontes e reservatorios de agua de
abastecimento e, por serem resistentes aos métodos fisicos e quimicos tradicionalmente
utilizados no tratamento da dgua de consumo (como a cloragdo), podem permanecer viaveis e

serem transmitidos as pessoas (DUMETRE et al., 2008). A transmissdo de T. gondii por
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ingestdo de agua proveniente de reservatorios contaminados com oocistos ja foi associada a
varios surtos de toxoplasmose em seres humanos em diferentes regides do mundo (ARAMINI
et al., 1999; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003; BALASUNDARAM et al., 2010; MOURA et
al., 2006). Neste sentido, o consumo de &gua fervida e/ou filtrada constitui-se em importante
medida preventiva contra a infec¢do por esta via. Oocistos também podem ser carreados para
ambientes marinhos e permanecer vidveis na agua do mar por longos periodos, acarretando a
infeccdo de animais destes ambientes (JONES; DUBEY, 2010). Mariscos, ostras, mexilhdes e
outros animais filtradores podem concentrar oocistos presentes na agua, de modo que o
consumo destes frutos do mar pode ser um fator de risco para a aquisi¢cdo de infeccdo por T.
gondii (ESMERINI; GENNARI; PENA, 2010; MILLER et al., 2008; PUTIGNANI et al.,
2011).

O contato com o solo durante atividades de cultivo, jardinagem ou recreacdo foi
identificado como um forte fator de risco para toxoplasmose em um estudo europeu, que
demonstrou que 6 a 17% das infec¢fes primarias em humanos sao devidas a este fator naquele
continente (COOK et al., 2000). O risco de aquisicdo de oocistos de T. gondii apds contato
com o solo ou pela ingestdo de particulas de solo é particularmente elevado para criancas, e
um estudo brasileiro relatou o isolamento de oocistos a partir da areia de aproximadamente
32% dos parquinhos recreativos escolares analisados em uma regido do interior do estado de
Sao Paulo (SANTOS et al., 2010). A agua e o solo contaminados podem agir como veiculos
para a transferéncia de oocistos para frutas e vegetais, de modo que o consumo destes
alimentos crus e mal higienizados pode ser um importante fator de risco para toxoplasmose,
apesar de haver poucos dados que confirmem esta possibilidade, além de nenhum relato de
deteccdo de T. gondii em frutas e vegetais sob condi¢des ndo experimentais (BERGER et al.,
2009; KNIEL et al., 2002; LIU et al., 2009).

A transmissdo mecanica de oocistos por outros animais também ja foi relatada e pode
constituir uma fonte de infeccdo para seres humanos. Alguns animais, como cées, pombos,
baratas, moscas e besouros podem veicular oocistos de um local para outro, facilitando sua
disseminagdo. Além disso, cdes de estimacdo, devido ao habito de “rolar” no solo, podem
adquirir oocistos e reté-los nos pelos, podendo transmiti-los para pessoas por meio de contato
direto (DUBEY, 2004; SCHARES et al., 2005).

(3) - Transmissdo congénita, por meio da transferéncia de taquizoitas da mae para o feto
através da placenta (transmissdo vertical), principalmente na fase aguda da infeccdo. A

transmisséo por via placentaria da mae para o filho é a forma de transmissdo que mais merece
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a atencdo das autoridades de saude, pois resulta na toxoplasmose congénita, forma mais grave
da infeccdo, que pode levar a diversas consequéncias negativas para o feto e/ou recém-
nascido. A transmissdo congénita normalmente ocorre quando formas taquizoitas colonizam
os tecidos placentarios durante a disseminacdo do parasita na infeccdo aguda, podendo
atravessar a placenta e alcancar o compartimento fetal. Isto normalmente ocorre durante uma
infeccd0 materna primaria adquirida durante a gestacdo e constitui a transmissdo
transplacentaria exdgena (Figura 4) (ROBERT-GANGNEUX, 2014).

A transmissdo congénita durante a fase cronica da infeccdo, ou seja, quando a infeccédo
materna é adquirida antes da gestacdo, € menos comum, mas pode ocorrer em algumas
situacbes, como em gestantes portadoras de doengas imunossupressoras, como a AIDS
(Sindrome da deficiéncia imunolégica adquirida), ou sob uso de drogas imunossupressoras,
tais como corticosteroides ou outras drogas usadas por portadores de doencas autoimunes ou
por receptores de transplantes de Orgdos, ou quimioterapicos usados por portadores de
doencas tumorais. Tais situacdes podem levar a reativacdo de uma infeccdo crénica, com a
conversdo de bradizoitas presentes em cistos teciduais em taquizoitas, que atravessam a
placenta e infectam o feto (CAMPOS et al., 2014). Esta forma de transmisséo caracterizada
pela reativacdo de uma infecgéo cronica tem sido denominada atualmente como transmisséo
transplacentaria endégena (TREES; WILLIAMS, 2005). Ha trabalhos relatando a transmissao
transplacentéria de T. gondii em mulheres imunocompetentes apos reinfecgdo materna durante
a gestacdo (GAVINET et al., 1997; KODJIKIAN et al., 2004; VALDES et al., 2011), bem
como a transmissdo transplacentaria em uma mulher imunocompetente infectada antes da
gestacdo, mas com reativacdo de toxoplasmose ocular durante a gestacdo (ANDRADE et al.,
2010).

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

(4) - Transplante de 6rgdos contendo cistos de T. gondii de um doador infectado para um
receptor soronegativo. Apesar de cistos poderem estar presentes em virtualmente qualquer
orgdo de um individuo infectado, certos Orgdos sdo mais provaveis de abrigar cistos
persistentes, como 0s musculos e o cérebro. Assim, pacientes submetidos a transplantes de
coragdo estdo sob maior risco de adquirir toxoplasmose relacionada ao 6rgdo, quando
comparados a pacientes submetidos a transplantes de figado, rim ou pulmdo (ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012). Em um estudo retrospectivo multicéntrico incluindo 22
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pacientes transplantados com toxoplasmose adquirida e diagnosticada hum periodo médio de
92 dias pos-transplante, 12 pacientes haviam recebido transplante de coracdo (FERNANDEZ-
SABE et al., 2012). Isto evidencia a importancia da determinacdo da presenca de infeccio
prévia no doador e a necessidade de tratamento e quimioprofilaxia no receptor de um 6rgéo
proveniente de doador infectado. Outro problema mais comum relacionado a toxoplasmose e
ao transplante de 6rgdos consiste na reativagdo apds o transplante de uma infecgdo crénica
presente no receptor, em virtude do tratamento com drogas imunossupressoras utilizadas apds
o transplante, as quais reduzem a pressao imune sobre as formas bradizoitas, promovendo sua
conversdo em taquizoitas (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

(5) - Transfusdo sanguinea de doadores infectados para receptores soronegativos. O
risco de transmissdo da infeccdo por transfusdo sanguinea ou por transplante de medula 6ssea
é teoricamente possivel se o doador tiver sido infectado pouco tempo antes da doacgdo e, no
momento da coleta da amostra de sangue, apresentar parasitemia, ou seja, taquizoitas
circulantes no plasma ou no interior de células sanguineas (como os leucdécitos). Porém, a
duracdo da parasitemia na infec¢cdo humana é desconhecida e pode depender da linhagem do
parasita e da resposta imune do hospedeiro (GUY; JOYNSON, 1995; KRAVETZ,
FEDERMAN, 2005). N&o ha relatos na literatura de associacdo de infeccdo humana por T.

gondii adquirida a partir de transfusdo de sangue ou hemoderivados.

(6) - Acidentes laboratoriais ou entre profissionais de saude com objetos
perfurocortantes contaminados com taquizoitas viaveis presentes em sangue ou secrecoes, ou
acidentes laboratoriais envolvendo suspens@es parasitarias ou fluidos corporais de animais
infectados. Em 14 casos descritos na literatura de contaminacao laboratorial com T. gondii, a
maioria envolvia acidentes com agulhas contaminadas com a cepa RH do parasita
(HERWALDT, 2001).

Como as formas taquizoitas de T. gondii sdo muito frageis fora de seus hospedeiros,
sendo muito sensiveis as condi¢gdes ambientais e facilmente destruidas por enzimas digestivas,
a transmissdo horizontal destas formas do parasita € muito rara e pouco importante do ponto
de vista epidemiologico. No entanto, ha trabalhos relacionando raros casos de infecgéo por T.
gondii adquirida ap0s o consumo de leite de cabra ndo pasteurizado contaminado com
taquizoitas, sugerindo que estas formas do parasita podem penetrar os tecidos de mucosa
antes da destruicdo pelas enzimas digestivas (JONES et al., 2009; TENTER; HECKEROTH,;
WEISS, 2000).
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Em trabalhos recentes de infeccdo experimental por T. gondii em cdes e em ovelhas,
verificou-se a presenca do parasita no sémen dos animais infectados e sua transmissao por via
sexual para fémeas soronegativas, comprovando uma nova via de transmissao nestes animais
(ARANTES et al., 2009; LOPES et al., 2013). Resultados de trabalhos atuais apontam que T.
gondii pode ser transmitido de machos para fémeas por meio do sémen contaminado em
diversas especies de animais (DASS et al., 2011). Esta observacédo levanta a possibilidade de
qgue uma importante fonte de infeccdo para mulheres, e ndo para 0s homens, possa ser a
transmissdo sexual por meio de relagdes sexuais desprotegidas, o que poderia explicar a alta
incidéncia da infecgdo entre mulheres jovens (FLEGR, 2013; PETERSEN et al., 2010).

1.5 Prevaléncia

Estimativas baseadas principalmente em inquéritos soroldgicos indicam que cerca de
25 a 30% da populagdo humana mundial seja infectada por T. gondii (ROBERT-
GANGNEUX, 2014). A prevaléncia varia largamente entre os diferentes paises (de 10 a
80%), entre diferentes regides de um mesmo pais e, mesmo, entre diferentes comunidades
vivendo em uma mesma regido. Em geral, baixa soroprevaléncia (entre 10 e 30%) é
observada na América do Norte, no Sudeste Asiatico, no norte da Europa e nos paises
africanos da regido do Deserto do Saara. Prevaléncia moderada (entre 30 e 40%) é encontrada
em paises do sul e da regido central da Europa, enquanto alta prevaléncia é observada na
América do Sul e nos paises tropicais da Africa (Figura 5) (MAENZ et al., 2014; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

Diversos fatores estdo relacionados com as diferengas nas taxas de soroprevaléncia de
T. gondii nas diferentes regides. Dentre estes fatores, destacam-se as condi¢Ges climaticas de
cada regido, as quais afetam diretamente a viabilidade de oocistos no ambiente e a
consequente transmissdo para humanos e para animais utilizados na produgdo de carne para
consumo humano. Porém, varios outros fatores podem estar relacionados com as varia¢fes na
prevaléncia humana da infecgdo, tais como habitos alimentares, nivel socioeconémico,
habitos sociais e culturais, qualidade da &gua destinada ao consumo humano e condi¢fes de
saneamento basico (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; TENTER; HECKEROTH; WEISS,
2000). No entanto, a soroprevaléncia tem diminuido nas ultimas décadas na maioria dos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, provavelmente como resultado de mdltiplos

fatores, tais como melhoria nas condigdes socioecondémicas e nas medidas higiénicas,
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mudangas nos sistemas de criacdo de animais para producdo de carne, consumo de carne

congelada e alimentacdo de gatos com comida esterilizada (DUBEY'; JONES, 2008).
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Figura 5 — Soroprevaléncia mundial da infeccdo por Toxoplasma gondii na espécie humana.
Mapa mundi representando a distribuicéo da infecgdo por T. gondii em humanos nos diferentes paises
de cada continente a partir de estimativas das taxas de soroprevaléncia. Os paises marcados com mais
de uma cor (areas estriadas) apresentam grandes variacdes regionais nas taxas de soroprevaléncia.
Fonte: Adaptado a partir de Maenz e colaboradores (2014) e de Robert-Gangneux (2014).

1.6 Diversidade genética e estrutura populacional

Apesar de apenas uma espécie de T. gondii ser responsavel pela toxoplasmose em
animais e humanos no mundo todo, desde os anos 1990 tem sido demonstrado que os isolados
clinicos da América do Norte e da Europa poderiam ser divididos em trés gendtipos principais
ou linhagens clonais, estaveis no tempo e no espaco, e que diferiam entre si em uma taxa de
aproximadamente 1 a 2% de seus genes (BOOTHROYD, 2009; HOWE; SIBLEY, 1995).

As trés linhagens clonais de T. gondii foram entdo designadas tipo I, tipo Il e tipo 111, as
quais diferem na viruléncia e nos padrdes epidemioldgicos de ocorréncia. Linhagens do tipo |
sdo altamente virulentas para camundongos, de modo que apenas 1 parasita desta linhagem
pode matar um camundongo na fase aguda. Em geral, o in6culo desta linhagem necessario
para induzir uma taxa de letalidade de 100% (Dose Letal de 100% [DL100]) dos
camundongos infectados é menor que 10 parasitas, enquanto as linhagens do tipo Il e do tipo
Il sdo bem menos virulentas em camundongos, com uma DL50 (Dose Letal de 50%) em
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torno de 10° (tipo I1) e 10° parasitas (tipo I11), sendo designadas como avirulentas ou pouco
virulentas (SAEIJ; BOYLE; BOOTHROYD, 2005; YAROVINSKY, 2014).

Porém, nos anos 2000, estudos mais aprofundados de genotipagem de isolados
provenientes de outros continentes revelaram uma estrutura populacional de T. gondii muito
mais complexa, com uma diversidade genética muito maior, refletindo maior circulacéo entre
0s hospedeiros e maior taxa de recombinagdo genética durante o ciclo sexual do parasita nos
hospedeiros definitivos (AJZENBERG et al., 2004). Isto levou a geracdo de isolados
resultantes da recombinacdo entre as trés linhagens (I/11, I/111 ou 1I/111), mas também a novos
haplogrupos clonais, sendo 12 deles descritos atualmente, incluindo os trés gendtipos iniciais
(ROBERT-GANGNEUX, 2014).

Em algumas regibes geograficas, particularmente na América do Sul, esta maior
recombinacdo levou a geracdo de gendtipos atipicos, com muitos polimorfismos Gnicos, que
ndo podem ser agrupados em nenhum dos 12 haplogrupos descritos. No Brasil, por exemplo,
apesar de linhagens clonais adicionais, denominadas haplogrupos Brl a BrlV, serem comuns e
endémicas, recombinacdes genéticas frequentes tem gerado uma grande variedade de
diferentes gendtipos, de modo que 88 gendtipos distintos ja foram identificados em uma
variedade de espécies animais, além de novos genotipos serem continuamente identificados
(PENA et al., 2008, 2011).

Na Europa, linhagens do tipo Il s&o predominantes entre humanos e animais e séo
isoladas em mais de 90% dos casos de infec¢do congénita na Franca. Outras linhagens clonais
sdo ocasionalmente (tipo I11) ou excepcionalmente (tipo 1) descritas na Europa, sendo que, na
Franca, o isolamento excepcional de cepas atipicas geralmente estd relacionado a migrantes
ou viajantes oriundos da América do Sul ou ao consumo de carne importada destas regides. O
quadro epidemioldgico é relativamente similar na América do Norte, onde cepas do tipo Il
também predominam, apesar de dados recentes sugerirem uma prevaléncia maior de cepas
atipicas na América do Norte, além da existéncia de um outro haplogrupo clonal recentemente
identificado (haplogrupo 12) (ROBERT-GANGNEUX, 2014; ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2014).

Por contraste, gendtipos atipicos predominam largamente na América do Sul, onde
isolados do tipo 1l sd0 muito raros, enquanto na Africa linhagens clonais conhecidas como
haplogrupos Africa 1-3 coexistem com linhagens tipo Il e 11l (MERCIER et al., 2010). Dados
da Asia s80 escassos, mas alguns estudos revelam uma diversidade genética mais limitada que
a observada na América do Sul, com a presenca de uma linhagem clonal amplamente
disseminada na China (ZHOU et al., 2010).
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As linhagens de T. gondii com alta viruléncia apresentam algumas caracteristicas que
podem explicar sua maior disseminacdo e a maior carga parasitaria nos tecidos de
camundongos e outros hospedeiros susceptiveis, tais como maior capacidade de migracéo
através das camadas epiteliais ou da matriz extracelular e maiores taxas de penetracdo na
lamina propria e na submucosa intestinal, além de maiores taxas de crescimento e menor
interconversdo de taquizoitas para bradizoitas em cultura de células. Estas diferencas séo
indicativas de interacBes distintas destas linhagens com seus hospedeiros, de modo que
cruzamentos experimentais entre cepas distintas levaram a identificacdo de alguns genes
polimérficos que codificam fatores secretados pelo parasita e que estdo associados com a sua
viruléncia. Dentre estes fatores estdo proteinas secretadas pelas organelas secretorias durante
0 processo de invasao da célula hospedeira, com destaque para as proteinas de roptrias ROP5,
ROP16 e ROP18, que podem interagir de formas distintas com componentes da resposta
imune do hospedeiro, modulando sua resposta ao parasita e determinando diferentes
consequéncias da infeccdo (DUBREMETZ; LEBRUN, 2012; HUNTER; SIBLEY, 2012;
KEMP; YAMAMOTO; SOLDATI-FAVRE, 2013; MELO; JENSEN; SAEIJ, 2011).

1.7 Invasédo da célula-hospedeira

Um dos principais eventos da infeccdo por parasitas do filo Apicomplexa, como T.
gondii, € o processo de invasdo ativa da célula hospedeira. Tal processo é muito semelhante
entre todos os integrantes deste filo e envolve a participacdo de receptores especificos
presentes na superficie da membrana da célula hospedeira, bem como a secre¢do sequencial
de diversas proteinas pelas organelas secretorias do parasita: micronemas, roptrias e granulos
densos (BUXTON; McALLISTER; DUBEY, 2002; WALKER et al., 2014).

O primeiro passo no processo de invasdo corresponde a adesdo inicial do parasita a
célula hospedeira, a qual ocorre sem qualquer orientacdo especial e envolve inicialmente a
participacdo de antigenos imunodominantes da superficie do parasita (KEELEY; SOLDATI,
2004). Os micronemas sao as primeiras organelas secretdrias a liberar seu contetdo durante o
processo de invasao, secretando uma série de adesinas de maneira calcio-dependente, as quais
reconhecem receptores especificos na superficie celular e promovem a adesao e a reorientacao
do parasita em relacdo a superficie da célula hospedeira (SHARMA; CHITNIS, 2013). Dentre
estas proteinas secretadas pelos micronemas, destacam-se as proteinas da familia MIC2, que
sdo secretadas na extremidade apical do parasita e contém diversos dominios de adesinas,

ligando-se a alguns componentes da membrana da célula hospedeira, tais como
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glicosaminoglicanas e &cido sialico (SIBLEY, 2011). Assim, estas adesinas ficam ligadas por
sua extremidade extracelular aos receptores da membrana da célula hospedeira, enquanto se
prendem pela sua extremidade citoplasmatica a moléculas de actina localizadas entre a
membrana interna e externa do complexo de membrana do parasita, promovendo uma
associacao intima entre a extremidade apical do parasita e a membrana da célula hospedeira, a
qual é conhecida como juncdo de movimento (Figura 6) (BLADER; SAEIJ, 2009; SIBLEY,
2011).

O estabelecimento da juncdo de movimento ao redor do parasita durante a invasao
requer a distribuicdo por toda a sua membrana de uma proteina secretada pelos micronemas,
conhecida como antigeno de membrana apical (AMAL), além da secrecdo de proteinas da
regido de "pescoco” das roptrias (RON), que sdo inseridas na membrana hospedeira. E o
arranjo e interacdo entre todas estas proteinas secretadas por micronemas e pela regido de
"pescoco™ das roptrias que permite a formacdo da juncdo de movimento e favorece a
internalizacdo do parasita na célula hospedeira (HUNTER; SIBLEY, 2012; TYLER,;
TREECK; BOOTHROYD, 2011).

Apbs esta forte adesdo com a célula hospedeira, o parasita inicia a invasdo ativa pelo
processo conhecido como gliding, um organizado sistema de motilidade promovido por
interacdes entre actina e miosina e rearranjos dindmicos do citoesqueleto do parasita. O
processo de movimentacao por gliding se baseia na translocacéo das adesinas do polo anterior
do parasita, onde elas sdo secretadas, em direcdo ao polo posterior, em um mecanismo
semelhante ao de uma correia transportadora (SIBLEY, 2011). A forca necessaria a essa
translocacdo é fornecida por um pequeno motor de miosina localizado no complexo de
membrana interna do parasita, de modo que as moléculas de miosina desta regido interagem
com filamentos de actina que, por sua vez, estdo ligados aos dominios citoplasmaticos das
adesinas. A movimentacao dos filamentos de miosina promove a movimentacéo helicoidal do
parasita e a translocacdo das adesinas em direcdo ao seu polo posterior. Como as adesinas
estdo interagindo com a membrana da celula hospedeira, a jun¢do de movimento formada se
move da extremidade apical para a extremidade posterior do parasita e forga sua entrada na
célula hospedeira, produzindo uma invaginagdo da membrana da célula, na qual o parasita é
internalizado, formando o vaclolo parasitéforo (Figura 6) (HUNTER; SIBLEY, 2012;
SHARMA; CHITNIS, 2013; SIBLEY, 2011).

A penetracdo na célula hospedeira € um processo rdpido e ativo, por meio do
complexo de adesdo-movimentacdo, sendo um processo diferente dos eventos endociticos

comuns, uma vez que ocorre a reorientacdo do parasita em direcdo a membrana da célula e o
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rearranjo do seu citoesqueleto, sem a participacdo do citoesqueleto da célula hospedeira
(HUNTER; SIBLEY, 2012; SIBLEY, 2004).
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Figura 6 — Processo de invasao e multiplicagdo de Toxoplasma gondii no interior da célula
hospedeira. Esquema representativo do processo ativo de invasdo da célula hospedeira por T. gondii,
mostrando as principais etapas deste processo: (1) Adesdo do parasita a célula hospedeira, com
consequente reorientacdo e formacédo da jungdo de movimento; (2) Invasdo ativa da célula hospedeira
pelo processo de gliding e formacdo do vacuolo parasitéforo; (3) Parasita intracelular no interior de
vacuolo parasitoforo; (4) Inicio do processo de endodiogenia no interior do vaclolo parasitéforo, com
0 inicio da formacdo de duas células-filhas dentro da célula-mée; (5) Processo avancado de formagéo
de duas células-filhas no interior da célula-mae, com a formagéao das organelas secretorias; (6) Final da
divisdo do parasita, com duas células-filhas no interior do vactolo parasitéforo. IMC = Complexo
interno de membranas. Fonte: Adaptado a partir de Keeley e Soldati (2004).

Apbs a penetracdo, o parasita € encontrado no interior do vacuolo parasitéforo, cuja
membrana € lisa, denominada membrana do vacuolo parasitéforo (MVP), a qual € formada
por cerca de 20% de membrana fornecida pelo parasita durante a invaséo e 80% de membrana
da célula hospedeira (KEELEY; SOLDATI, 2004). A formacdo e manutencao da MVP requer
a secrecdo das proteinas da regido posterior ou bulbo das roptrias (ROP) no local da invas&o,
as quais sao secretadas ainda durante os passos iniciais do processo de invasdo, logo apos a
formagéo da juncdo de movimento, provavelmente devido a pequenas quebras transitorias na
integridade da membrana da célula hospedeira (SIBLEY, 2011). Estas proteinas s&o
direcionadas principalmente para o citoplasma e para o nucleo da célula hospedeira, além do
préprio vacuolo parasitéforo, e muitas delas tém atividade de enzimas quinases, cujos alvos
s&o moléculas do hospedeiro (DLUGONSKA, 2008).
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A funcéo principal destas proteinas de roptrias é garantir a formacdo do vacutolo
parasitoforo e a sobrevivéncia inicial do parasita em seu interior. Assim, um papel importante
desempenhado por elas é a modulagéo de eventos da célula hospedeira, de modo a impedir a
aquisicdo de marcadores das vias endociticas pela membrana do vacuolo parasitoforo, ou
mesmo eliminar tais marcadores, evitando a fusdo do vacuolo com lisossomos ou qualquer
outra vesicula endocitica, e a consequente destruicdo do seu contetdo pelos mecanismos de
digestdo intracelular. Além disso, estas proteinas recrutam o reticulo endoplasmatico e as
mitocondrias da célula hospedeira para as proximidades do vacuolo parasitéforo, de modo a
envolvé-lo e facilitar a aquisicdo de nutrientes e metabodlitos pelos parasitas (HUNTER,;
SIBLEY, 2012; SHARMA,; CHITNIS, 2013; SIBLEY, 2011). J& outras proteinas de roptrias
tem o nucleo da célula hospedeira como alvo, podendo modificar a expressdo génica destas
células, de modo a afetar principalmente a producdo de mediadores imunoldgicos com o
objetivo de facilitar a evasdo das respostas imunes do hospedeiro (DLUGONSKA, 2008;
HUNTER; SIBLEY, 2012).

Posteriormente, sdo secretadas as proteinas dos granulos densos (GRA), cuja funcéo
principal é modificar a membrana do vactolo parasitéforo, contribuindo para sua
remodelacdo e maturacdo, de modo a garantir um ambiente propicio para multiplicacdo do
parasita (NAM, 2009). Assim, as proteinas de granulos densos participam na manuten¢do do
vacutolo ndo fusogénico e na formacdo de uma complexa rede de tubulos de membrana, que
atravessam a membrana do vacuolo parasitoforo e conectam seu interior com o citoplasma e
com as mitocéndrias da célula hospedeira, facilitando a obtencdo de nutrientes e outros
metabdlitos pelos parasitas, bem como a exportagdo de proteinas ou outras moléculas para a
membrana do vacuolo parasitoforo ou para o citosol da célula hospedeira (BLADER; SAEL,
2009; CANTON; KIMA, 2012; RAVINDRAN; BOOTHRQOYD, 2008).

No interior do vacuolo parasitéforo, os parasitas replicam de forma sincronica pelo
processo de endodiogenia, de modo que duas células-filhas sdo formadas no interior de cada
célula-mée. Este processo € marcado inicialmente pela formacéo de dois conoides-filhos, bem
como a formacdo concomitante do complexo interno de membranas (IMC) das células-filhas
no interior da célula-mae ap6s a duplicacdo e separacdo do material genético. Na sequéncia,
as organelas secretdrias sdo sintetizadas e posicionadas na extremidade apical de cada célula-
filha em formacdo, seguidas pela distribuicdo das demais organelas e, finalmente pela
citocinese, com a consequente separagdo entre as duas celulas-filhas (Figura 6) (FRANCIA,
STRIEPEN, 2014).
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Apo6s alguns ciclos de multiplicacdo, quando cerca de 64 a 128 parasitas tenham se
formado no interior do vacuolo parasitoforo em uma organizacao tipica conhecida como
roseta, ocorre 0 seu egresso da célula hospedeira. Este € um processo ativo dependente de
calcio intracelular, em que o parasita secreta moléculas que facilitam o rompimento da
membrana do vacutolo parasitéforo, o que o deixa livre no citoplasma e, posteriormente, da
membrana da célula hospedeira, permitindo sua liberacdo para o ambiente extracelular
(BLACKMAN; CARRUTHERS, 2013; SIBLEY, 2010).

1.8 Resposta imune

A imunidade a infeccdo € uma batalha constante entre o patdgeno invasor e 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro contra a invasdo. Nesta batalha, o parasita utiliza
diversas estratégias para evadir das defesas do hospedeiro e efetivar uma infec¢do duradoura,
enquanto o hospedeiro tenta responder a todas estas estratégias para eliminar o patdgeno,
evitando que este se instale e Ihe cause danos. A resposta imune contra T. gondii tem sido o
foco de vérios estudos realizados nas Ultimas décadas, de modo que a participacdo de diversas
células e moléculas imunes ja foi descrita no controle da infeccdo por este parasita
(DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER, 2012).

1.8.1 Reconhecimento imune inato

O reconhecimento inato de protozoarios pelo sistema imune de mamiferos é uma
tarefa complicada, pois a maioria das moléculas microbianas e virais reconhecidas pelos
receptores imunes inatos ndo estdo presentes em patdgenos eucaridticos (TAKEUCHI;
AKIRA, 2010). Neste sentido, o sistema imune pode reconhecer T. gondii diretamente por
meio da deteccdo de moléculas especificas expressas apenas por protozoarios parasitas, ou
indiretamente, por meio da deteccdo de moléculas liberadas pelos tecidos em funcdo do dano
associado com a infeccdo pelo parasita (YAROVINSKY, 2014).

Multiplos receptores do tipo Toll (TLR - do inglés Toll-like receptors) estdo
envolvidos no reconhecimento de T. gondii e o receptor endossomal TLR11 parece ser o
principal sensor inato deste parasita em roedores, reconhecendo uma proteina ligante de actina
chamada profilina, a qual é liberada pelo parasita e parece ser essencial na regulagdo de sua
motilidade e na invasdo da célula hospedeira (PLATTNER et al.,, 2008). Evidéncias
experimentais apontam que a interacdo direta de TLR11 e a profilina de T. gondii no interior
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de endolisossomos leva ao recrutamento da molécula adaptadora MYD88 e a ativacdo de
cascatas de sinalizacdo imune, mas este processo depende da associagdo com TLR12. Assim,
o0 complexo heterodimérico formado por TLR11 e TLR12 corresponde ao principal sensor
para o reconhecimento da profilina de T. gondii por células dendriticas murinas (ANDRADE
etal., 2013; RAETZ et al., 2013). No entanto, seres humanos ndo expressam TLR11 e TLR12
em suas células, pois possuem apenas um pseudogene que ndo codifica a expressdo de TLR11
funcional e ndo possuem o gene que codifica TLR12, de modo que os principais sensores
responsaveis pela deteccdo de T. gondii pelas células imunes inatas humanas ainda ndo foram
identificados (YAROVINSKY, 2014).

Outros receptores endossomais do tipo Toll parecem estar envolvidos no
reconhecimento inato de T. gondii, tais como TLR7 e TLR9. TLR7 reconhece primariamente
moléculas de RNA de fita simples presentes em certos virus de RNA, mas parece ser ativado
pela uridina e pela ribose presentes no RNA de outros organismos, como T. gondii, ainda que
0s mecanismos envolvidos neste reconhecimento ndo sejam bem elucidados para este parasita
(PIFER; YAROVINSKY, 2011). JA& TLR9 € um receptor envolvido primariamente no
reconhecimento de sequéncias CpG ndo metiladas no DNA de bactérias e virus. Assim, o
DNA de T. gondii, por apresentar pequena metilacdo de citosina, tem o potencial de ativar
este receptor, mas isto ainda carece de comprovacao experimental consistente (ANDRADE et
al., 2013).

Além dos TLRs endossomais, 0s receptores TLR2 e TLR4 presentes na superficie
celular também estdo envolvidos no reconhecimento de T. gondii. TLR2 € um receptor geral
que reconhece as ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI) que recobrem a superficie celular
de mdaltiplos protozoarios parasitas, incluindo T. gondii. No entanto, durante a infecgcdo por
este parasita, TLR2 parece estar mais envolvido no reconhecimento de moléculas liberadas
pelo hospedeiro em funcédo do dano tecidual gerado pela infeccdo do que no reconhecimento
direto do parasita (DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2007). Além de TLR2, TLR4 também
pode ser ativado pelas ancoras GPI de T. gondii, além de ambos poderem ser ativados pela
proteina de choque térmico HSP70 deste parasita (PIFER; YAROVINSKY, 2011).

Inflamassomas s@o sistemas intracelulares que cooperam com o0s TLRs no
reconhecimento de patogenos, reconhecendo ligantes microbianos no compartimento
citosolico e levando a ativacdo das caspases 1 e 11, que culmina na inducdo de morte celular
por piroptose e no processamento das citocinas pro-inflamatérias IL-1p e IL-18, envolvidas
na defesa do hospedeiro contra o parasita. Estudos de associacdo genética mostraram que 0

sensor intracelular NLRP1 influencia a susceptibilidade ao desenvolvimento de toxoplasmose
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congénita humana e que este receptor pode ser ativado em mondcitos humanos infectados por
T. gondii (WITOLA et al., 2011). Porém, os eventos associados com a ativacdo deste receptor

por T. gondii ainda ndo sdo bem compreendidos e necessitam de mais investigacao.

1.8.2 Mecanismos da imunidade inata

Ap0s a ingestdo de formas infecciosas de T. gondii e a invasdo de células epiteliais
intestinais do hospedeiro, onde ocorrem o0s primeiros ciclos de multiplicacdo do parasita,
células infectadas secretam algumas quimiocinas que atraem células imunes inatas para o
local (YAROVINSKY, 2014). Dentre estas células, estdo os neutréfilos, que atuam na
fagocitose de parasitas livres, diminuindo a carga parasitaria local, enquanto trabalhos mais
recentes também apontam este tipo celular como importante secretor das citocinas interferon-
vy (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-a) e IL-1p (STURGE; YAROVINSKY, 2014).
Além disso, sdo atraidos mondcitos e células dendriticas, 0s quais reconhecem e capturam
parasitas, exercendo um papel crucial na ativacdo das respostas imunes inatas ao secretar a
citocina 1L-12 que, por sua vez, promove a ativacao de células natural killer (NK) e NKT,
estimulando-as a secretar a citocina IFN-y (Figura 7A). A secrecdo de IFN-y por estas células
estimula células dendriticas e macrofagos a secretar mais 1L-12, o que leva a ativagdo mutua
destes tipos celulares e a amplificacdo da sintese de IL-12 e IFN-y, respectivamente
(DUNAY; SIBLEY, 2010; PIFER; YAROVINSKY, 2011).

Além disso, células dendriticas infectadas podem migrar para os linfonodos
periféricos, onde atuam na apresentacdo de antigenos de T. gondii associados a moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il para células T CD4", bem
como ao MHC de classe | para células T CD8". A partir desta apresentacio antigénica via
moléculas de MHC e moléculas coestimulatérias, ocorre a ativacdo e diferenciacdo de
linfocitos T especificos, que migram para o tecido infectado (MUNOZ; LIESENFELD;
HEIMESAAT, 2011).

1.8.3 Imunidade celular

Como um parasita intracelular obrigatério, a imunidade mediada por células é o mais
importante mecanismo do hospedeiro no controle da infec¢do por T. gondii (CORREA et al.,
2007). Durante a fase aguda da infeccdo, ap6s a apresentacdo de antigenos de T. gondii

associados a moléculas de MHC de classe Il por células dendriticas produtoras de IL-12,
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ocorre a diferenciacdo de células T CD4" naive em células da subpopulagdo Thl, que migram
para os tecidos infectados, onde atuam na resposta imune adaptativa ao parasita,
potencializando os mecanismos da imunidade inata a partir da secrecdo de altos niveis de
IFN-y (Figura 7A) (SANECKA,; FRICKEL, 2012; YAROVINSKY, 2014).
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Figura 7 — Resposta imune contra Toxoplasma gondii. Esquema representativo da resposta imune
desencadeada contra T. gondii em modelo murino de infecgdo. (A) Produgdo de IFN-y por diferentes
tipos de células imunes estimuladas pela citocina IL-12; (B) Mecanismos efetores de IFN-y em
macrofago infectado por T. gondii, levando a destrui¢do do vacuolo parasitéforo e & morte do parasita
em seu interior. Fonte: Adaptado a partir de Yarovinsky (2014).

A citocina IFN-y secretada por linfocitos T, células NK, células NKT e neutrofilos
representa o principal mediador de resisténcia a T. gondii, atuando principalmente na ativacéo
de macréfagos, de modo a potencializar seus mecanismos de resposta, 0 que leva a inibicdo da
replicacdo do parasita no interior do vactolo parasitéforo e a destruicdo de parasitas
intracelulares (Figura 7B) (DENKERS et al., 2012; STURGE; YAROVINSKY, 2014). Um
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dos efeitos de IFN-y ¢ a inducdo da expressdo da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO),
que degrada o aminoacido triptofano, diminuindo sua disponibilidade para parasitas em
multiplicacdo. Como T. gondii € um parasita auxotréfico para este aminoacido, sua
deficiéncia nas células inibe a multiplicacdo parasitaria (MILLER et al.,, 2009;
YAROVINSKY, 2014).

Outro efeito de IFN-y ¢é a inducdo da expressao da enzima 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS) pelas células infectadas, a qual atua na producdo de reativos intermediarios de
nitrogénio (RNI), principalmente 6xido nitrico (NO), a partir do aminoacido L-arginina. A
primeira consequéncia desta via é a producdo de NO, um intermediério reativo com efeitos
microbicidas, que migra para o vacuolo parasitoforo e se combina com uma série de proteinas
do parasita, modificando sua funcao e levando a inibicdo de importantes enzimas metabdlicas
(MILLER et al., 2009). Outra consequéncia desta via refere-se a diminuicdo da
disponibilidade do amino&cido arginina e, como T. gondii também é auxotrofico para este
aminoacido, sua degradacdo impede ou limita a multiplicagdo intracelular do parasita
(YAROVINSKY, 2014).

IFN-y também atua na estimulac¢do da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
tais como radical superoxido, peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila, que sdo moléculas
instaveis extremamente reativas, que danificam diversos componentes celulares, eliminando
parasitas no interior do vacuolo parasitéforo (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT,
2011). Finalmente, IFN-y também estimula a expressdo de GTPases relacionadas a imunidade
(IRGs) e de proteinas ligantes de guanilato (GBPs), que sdo proteinas induziveis por IFN-y
que se organizam no vacuolo parasitéforo, levando a desestruturacdo de sua membrana, a sua
ruptura e a eliminacdo do parasita pela degradacdo mediada por lisossomos (Figura 7B)
(MILLER etal., 2009; YAROVINSKY, 2014).

Além disso, macrdofagos ativados por IFN-y secretam altos niveis de TNF-o, que
também estimula outras atividades microbicidas, sinergizando com IFN-y em diversos
mecanismos de controle do parasita (ALIBERT]I, 2005).

Células T CD8" ativadas por 1L-12 também contribuem significativamente para o
controle da infeccdo aguda por meio da secre¢do de IFN-y (Figura 7A). Além disso, estas
células, em funcdo de sua atividade citotdxica, destroem celulas infectadas, eliminando
parasitas ou liberando taquizoitas para 0 meio extracelular, os quais ficam acessiveis a varios
outros mecanismos imunoldgicos, tais como a ac¢ao de anticorpos, do sistema complemento e
de macrofagos ativados (ALIBERTI, 2005; DENKERS; GAZZINELLI, 1998; DUPONT;
CHRISTIAN; HUNTER, 2012).
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Os efeitos da forte atividade pro-inflamatoria mediada por IFN-y podem ser toxicos para
0 hospedeiro, levando a sérios danos teciduais no local da infeccdo, o que pode levar & morte
de um hospedeiro susceptivel, como observado em alguns modelos de ileite por T. gondii em
camundongos susceptiveis da linhagem C57BL/6 (EGAN; COHEN; DENKERS, 2012). O
efeito deletério de uma forte resposta imune do tipo Thl também pode ser observado na
resposta a infeccdo priméaria por T. gondii adquirida durante a gestacdo, a qual pode resultar
em perda fetal, uma vez que IFN-y desestabiliza o microambiente Th2 necessario para a
tolerancia materno-fetal e para a manutencdo da gestacdo (PFAFF et al., 2007; ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012).

Desta forma, alguns mecanismos imunomodulatérios devem entrar em agdo, de modo a
controlar a resposta pro-inflamatdria e, com isso, evitar danos teciduais mais sérios ao
hospedeiro. Um papel importante na regulacéo da resposta inflamatéria a T. gondii € exercido
pelas citocinas IL-10 e fator transformador do crescimento (TGF-B), que sdo produzidas por
alguns tipos celulares em locais com alta carga parasitaria. IL-10 apresenta efeitos inibitdrios
sobre a atividade microbicida de macréfagos ativados por IFN-y, sobre a diferenciagdo de
clones Thl de células T, sobre a produgédo 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 infeccdo e morrem durante
a fase aguda, devido ao grande infiltrado leucocitéario e a necrose tecidual no figado e no
intestino delgado, em virtude da producdo descontrolada de TNF-a e IFN-y (BUTLER;
HARRIS; BLADER, 2013; DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER, 2012; GAZZINELLI et al.,
1996).

Durante a fase crénica da infecgéo, as respostas do hospedeiro continuam pelas mesmas
vias descritas para a infec¢do aguda, o que faz com que o parasita permaneca no interior dos
cistos teciduais com uma baixa taxa de replicacdo. Porém, para evitar danos teciduais durante
a fase cronica, as respostas inflamatorias do hospedeiro sdo controladas pela expresséo de IL-
10 e por outros mecanismos, dentre eles, a producédo de lipoxina A4 (LXAy), a qual limita a
producdo de citocinas pro-inflamatoérias 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 reativagédo da infeccao
(ALIBERTI, 2005; MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

Alguns mecanismos podem ser usados por T. gondii para evadir da resposta imune do
hospedeiro e garantir uma infecgdo bem sucedida. Um mecanismo inicial que garante a

sobrevivéncia de T. gondii ap6s a infecgdo € a prevencdo da unido do vacuolo parasitdforo
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com lisossomos da célula hospedeira, evitando sua digestdo intracelular (RAVINDRAN;
BOOTHROYD, 2008; SHARMA; CHITNIS, 2013). Outros fatores secretados por T. gondii
podem interferir em vias de sinalizacdo da resposta imune, principalmente por meio da
fosforilacdo dos fatores de transcricdo STAT3 e STATS6, levando a diminui¢do na secrecao de
IL-12 e, consequentemente, de IFN-y. Além disso, o parasita também pode inibir mecanismos
apoptdticos da célula hospedeira, garantindo sua sobrevivéncia por mais tempo, além de
interferir na via de sinalizacdo do fator de transcricdo NF-kB (BUZONI-GATEL; WERTS,
2006; HUNTER; SIBLEY, 2012; KEMP; YAMAMOTO; SOLDATI-FAVRE, 2013).

Por outro lado, como macrofagos sdo as principais celulas efetoras na eliminacdo dos
parasitas, outro mecanismo de evasdo é a invasao ativa dos préprios macréfagos, fazendo com
que escapem do burst respiratorio, processo microbicida que se segue normalmente apos a
fagocitose de patdgenos por fagocitos (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). Ao invadir células
dendriticas, T. gondii pode manipular seu funcionamento, por meio da secrecdo de fatores de
viruléncia, limitando sua capacidade de apresentacdo antigénica e alterando seu fenétipo de
motilidade. Assim, estas células sdo usadas pelo parasita como “cavalos de Troia", facilitando
sua disseminacdo para outros tecidos, inclusive 6rgdos imunoprivilegiados (FEUSTEL;
MEISSNER; LIESENFELD, 2012; SANECKA; FRICKEL, 2012).

1.8.4 Imunidade humoral

A imunidade humoral induzida por T. gondii é direcionada principalmente contra as
formas extracelulares do parasita, sejam as formas taquizoitas, logo apds o egresso de uma
célula infectada ap6s um ciclo replicativo e antes da invasdo ativa de outra célula, sejam as
formas bradizoitas eventualmente liberadas apdés o rompimento de um cisto tecidual
(MONTOYA,; LIESENFELD, 2004). A estimulacdo da producao de anticorpos especificos é
feita a partir da ativagdo de células B por células T CD4" ativadas nas zonas de células B dos
orgaos linfoides secundéarios (CORREA et al., 2007).

Anticorpos podem mediar seus efeitos protetores na infeccdo por T. gondii de diversas
maneiras distintas. Uma delas é por meio dos anticorpos neutralizantes, que se ligam na
superficie do parasita e impedem sua ligacdo aos receptores da membrana da célula
hospedeira, impedindo a adesdo do parasita e sua posterior invasao ativa. Outro papel dos
anticorpos € na opsonizacao de parasitas, facilitando sua fagocitose por células fagocitérias,
com consequente destruicdo pelos mecanismos de degradacdo intracelular. Além disso,

anticorpos ligados a superficie do parasita ativam a via classica do sistema complemento, o
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que pode culminar com a lise do parasita pela formagdo do complexo de ataque a membrana
(MAC), ou com a sua opsonizagdo por fragmentos de proteinas deste sistema, facilitando a
fagocitose do parasita (DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER, 2012).

Todas as classes de imunoglobulinas (lg) parecem participar da resposta imune humoral
contra T. gondii, mas a participacdo dos anticorpos IgG, IgM e IgA é melhor descrita e
reconhecida, principalmente pela sua aplicagdo em testes para o diagnostico da toxoplasmose.
A seqguir, é apresentada uma breve descricdo da cinética de producdo de cada uma destas
imunoglobulinas no curso da infeccdo por T. gondii (Figura 8) (ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012).

1gG: corresponde a principal classe de anticorpos envolvida na resposta humoral contra
T. gondii. Em seres humanos infectados, anticorpos IgG especificos a antigenos de T. gondii
aparecem apds 1 ou 2 semanas de infeccdo e seus niveis aumentam muito lentamente até
atingir um valor méximo por volta de 4 a 6 meses apds a infeccdo, com uma ligeira queda
apos este periodo. Porém, niveis residuais de 1gG podem permanecer circulantes
indefinidamente, geralmente por toda a vida do individuo (Figura 8) (HEGAB; AL-
MUTAWA, 2003; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Além disso, anticorpos lgG
maternos podem ser transferidos ao feto por meio de passagem transplacentaria (PALMEIRA
etal., 2012).
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Figura 8 — Cinética da resposta de anticorpos na infeccdo por Toxoplasma gondii. Grafico
representativo dos niveis de anticorpos dos isotipos 1gG, IgM e IgA em funcdo do tempo de infeccdo
com T. gondii. Esta cinética pode apresentar variacGes entre pacientes e de acordo com a técnica de
deteccdo de anticorpos utilizada. Fonte: Adaptado a partir de Robert-Gangneux e Dardé (2012).

IgM: anticorpos IgM especificos a antigenos de T. gondii s&o sintetizados precocemente

apo6s uma infeccdo priméria pelo parasita, constituindo-se em marcadores soroldgicos de fase
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aguda da infeccdo. Em seres humanos, estes anticorpos podem ser detectados logo ao final
dos primeiros 7 dias de infeccdo, aumentando gradualmente até atingir um pico cerca de 1 ou
2 meses depois, mas diminuem gradativamente até niveis indetectaveis por volta de 8 meses
apos a infeccdo (Figura 8). Porém, em muitos casos, niveis detectaveis deste isotipo podem
permanecer circulantes por muitos meses ou até anos apos a infecgdo, tornando problemaética
sua utilizagdo como marcador de infeccdo recentemente adquirida (CORREA et al., 2007;
GRAS et al., 2004; REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004).

IgA: esta classe de anticorpos é produzida principalmente durante a fase digestiva do
parasita, quando linfocitos sensibilizados circulam pela I[&mina propria do trato digestivo do
hospedeiro. Tais linfocitos sensibilizados podem circular por outros locais, podendo produzir
anticorpos IgA em outros sitios ativos de infeccdo, além da regido intestinal (MONTOYA,;
LIESENFELD, 2004). Anticorpos IgA também constituem importantes marcadores
soroldgicos de infeccdo recente, pois sdo produzidos apenas durante a fase aguda de uma
infeccdo priméria, antes de qualquer subclasse de anticorpos IgG, e ndo sdo observados
durante a infeccdo cronica. Sao secretados 7 a 8 dias apds uma infeccdo primaria, alcancando
niveis maximos cerca de 1 més depois, mas declinam rapidamente apos este periodo, até se
tornarem indetectaveis (Figura 8). Ocasionalmente, podem persistir circulantes no sangue por
cerca de 8 a 9 meses ap0s a infeccdo, mas em geral seus niveis diminuem de forma anterior
aos anticorpos IgM, de modo que niveis persistentes de anticorpos IgM na auséncia de
anticorpos IgA indicam uma imunidade ja estabelecida de uma infeccdo mais tardia,
caracterizando um periodo de transicdo no perfil soroldgico de resposta a infeccdo. Apesar de
ser secretada no colostro e ser transferida ao lactante por meio do aleitamento materno, IgA
ndo atravessa a barreira placentaria (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; NASCIMENTO;
SUZUKI; ROSSI, 2008).

Além destas classes principais, anticorpos IgE também sdo observados apds a infeccao
por T. gondii. S8o produzidos precocemente e detectaveis até por volta do quarto més de
infeccdo, quando desaparecem, podendo constituir excelentes marcadores de infecgédo recente.
Além disso, estes anticorpos também sdo produzidos por alguns recém-nascidos portadores de
toxoplasmose congénita (CORREA et al., 2007; FOUDRINIER et al., 2003). Porém, poucos
estudos tém explorado a importancia desta imunoglobulina na resposta humoral contra T.
gondii, bem como seu valor no diagnostico e na determinacdo da fase da infeccéo, devido a

falta de testes padronizados para sua detec¢do em amostras bioldgicas (MONTOYA, 2002).
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1.9 Manifestacdes clinicas

Clinicamente, a infeccdo por T. gondii pode ser assintomatica ou apresentar alguns
sinais e sintomas que variam enormemente, dependendo do estado imunoldgico do
hospedeiro, da linhagem do parasita envolvida na infecgéo (viruléncia), da rota de transmisséo
e da carga parasitaria adquirida. Deste modo, o quadro clinico da toxoplasmose pode variar de
acordo com alguns grupos de pacientes (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Toxoplasmose em adultos e criangas imunocompetentes. Em geral, a fase aguda da
infecgdo priméria por T. gondii em adultos e criangas imunocompetentes é assintomatica na
maioria dos pacientes, causando uma infeccdo autolimitada, normalmente despercebida. Por
outro lado, em alguns pacientes podem ocorrer sintomas inespecificos, que raramente
demandam tratamento, os quais podem ser confundidos com um quadro gripal ou com outra
patologia de etiologia viral, como a mononucleose infecciosa. A manifestacdo clinica mais
tipica neste grupo de pacientes é uma linfadenopatia cervical ou occipital discreta e isolada,
na qual os linfonodos podem permanecer aumentados e doloridos por até 6 semanas,
acompanhada de outros sintomas inespecificos, tais como febre, mialgia, astenia e dores de
cabeca. Em casos muito raros, ja foram relatadas miocardite, polimiosite, pneumonia, hepatite
e encefalite em individuos imunocompetentes durante infeccdo priméria, além de sintomas
psiquiatricos transitorios (FLEGR, 2013; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Em pacientes imunocompetentes, a infeccdo aguda evolui para uma fase latente,
caracterizada pela presenca de cistos teciduais contendo bradizoitas em diversos tecidos
corporais. Nesta fase, a infecgdo é tida como assintomatica, mas trabalhos recentes sugerem
que os bradizoitas presentes no interior destes cistos secretam diversas moléculas, que podem
interferir no metabolismo do hospedeiro e estar associadas com alteracdes neuropsiquiatricas
e comportamentais (FLEGR, 2013; HSU; GROER; BECKIE, 2014; HURLEY; TABER,
2012; McCONKEY et al., 2013).

Toxoplasmose ocular. Coriorretinite toxoplasmica é uma manifestacdo muito comum
da infeccdo por T. gondii entre recém-nascidos e criangas portadoras de toxoplasmose
congénita, principalmente quando adquirida no terceiro trimestre de gestacdo. Os principais
sinais desta manifestacdo ocular sdo lesdes focais brancas visiveis, com uma intensa reagdo
inflamatdria associada, que pode evoluir para comprometimento visual grave, inclusive
cegueira (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; MAENZ et al., 2014). Em adultos, esta

manifestacdo normalmente era associada a reativacdo local de uma infeccéo latente. Porém,
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alguns estudos tém mostrado a ocorréncia de coriorretinite grave durante a infeccdo primaria
em adultos imunocompetentes na América do Sul e na Africa, onde circulam linhagens
atipicas e mais virulentas do parasita (GILBERT et al., 2008; GOMEZ-MARIN et al., 2011).

Toxoplasmose em pacientes imunocomprometidos. Apesar de causar uma infeccdo
assintomatica na maioria dos individuos imunocompetentes, T. gondii pode causar doenca
grave, muitas vezes fatal, em individuos imunocomprometidos, como aqueles portadores de
AIDS ou sob tratamento com drogas imunossupressoras. Nestes individuos, o quadro clinico
geralmente resulta da reativagdo de uma infeccéo cronica e afeta preferencialmente o sistema
nervoso central, levando ao quadro tipico de encefalite toxoplasmica, cujas manifestacdes
mais comuns sdo: confusdo mental, déficits motores focais, disturbios dos nervos cranianos,
anormalidades sensoriais, desordens dos movimentos e sinais neuropsiquiatricos. Nestes
casos, 0s achados neuroldgicos mais tipicos sdo a hemiparesia e os disturbios da fala, podendo
0s sinais evoluir rapidamente, levando a morte, caso o diagnostico ndo seja feito
precocemente e o tratamento adequado ndo seja iniciado. O diagndstico diferencial das lesdes
da encefalite toxoplasmica deve ser feito para excluir a possibilidade de outras patologias com
quadro clinico semelhante, tais como encefalite causada por citomegalovirus ou lesdes
cerebrais causadas por Cryptococcus neoformans, Aspergillus sp., Mycobacterium
tuberculosis e Nocardia sp. Além disso, a toxoplasmose em individuos imunocomprometidos
também pode se apresentar com coriorretinite, pneumonia e envolvimento de multiplos
orgdos (MAENZ et al., 2014; MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012).

Toxoplasmose congénita. A toxoplasmose congénita ocorre em funcdo da transmissao
vertical de T. gondii quando a mulher adquire a infec¢do primaria pelo parasita durante a
gestacdo. As manifestagdes clinicas da infeccdo congénita variam enormemente,
principalmente em funcdo da fase da gestacdo em que ocorre a transmissdo do parasita para o
feto, de modo que a gravidade da infeccdo fetal é maior quando a transmissao ocorre no
primeiro trimestre e menor quando ocorre no terceiro trimestre, quando a maioria dos recém-
nascidos infectados sdo assintomaticos. Assim, quando a transmissdo ocorre no primeiro
trimestre, as consequéncias mais comuns sdo o aborto espontaneo, a morte fetal intra-utero ou
0 desenvolvimento de anomalias graves no sistema nervoso central e nos olhos, em funcdo da
forte resposta inflamatoria nestes locais (FLEGR, 2013; MONTOYA; ROSSO, 2005).
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Dentre as principais sequelas da infeccdo congénita, destacam-se hidrocefalia,
microcefalia, calcificagdes cerebrais e retardamento mental e motor, além das sequelas
oculares (microftalmia, catarata, estrabismo, neurite Optica, aumento da pressao intraocular e
necrose da retina), que podem levar a cegueira, quando atingem a macula. Os principais sinais
manifestados ao nascimento incluem epilepsia, convulsfes neonatais, trombocitopenia,
anemia, coriorretinite, pneumonite, desordens hepéticas e hepatoesplenomegalia. Nenhum dos
sinais descritos anteriormente em recém-nascidos com doenca congénita é patognomonico
para toxoplasmose, uma vez que pode ocorrer com outras infeccdes congénitas, como
citomegalovirus, virus herpes simples, rubéola e sifilis (CARLIER et al., 2012; MONTOYA,
LIESENFELD, 2004).

1.10 Diagnostico

H& quatro grupos de individuos em que o diagndéstico da infec¢do por T. gondii é mais
critico: mulheres gravidas que adquirem a infeccdo primaria durante a gestacdo, fetos e
recém-nascidos que adquirem infeccdo congénita, individuos imunocomprometidos e
individuos que apresentam coriorretinite (MONTOYA, 2002; REMINGTON et al., 2006;
ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Deste modo, diversas técnicas tem sido desenvolvidas nas Ultimas décadas com o
objetivo de se obter um diagnostico mais preciso da infeccdo, bem como a determinacdo da
fase da infeccdo. Estas técnicas de diagndstico podem se basear na deteccdo do proprio
parasita ou de algumas de suas moléculas especificas (métodos diretos) ou na deteccdo de
anticorpos especificos ao parasita presentes no soro ou em outros fluidos bioldgicos de

individuos infectados (métodos indiretos ou soroldgicos).

1.10.1 Métodos diretos

Estes métodos baseiam-se na demonstracdo direta do parasita em amostras biologicas,
tais como sangue, liquido cefalorraquidiano, saliva, humor aquoso e fragmentos de érgéos e
tecidos colhidos por bidpsia ou necropsia, por meio das técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e imuno-histoquimica (IHC), ou ainda pelo isolamento dos parasitas a
partir da inoculacdo de amostras biologicas em animais de laboratorio (bioensaio) ou em

cultura de células.
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1.10.1.1 Reac&o em cadeia da polimerase

Na técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), um fragmento especifico do
genoma do parasita é amplificado e o produto da amplificacdo é visualizado em gel de
agarose ou de poliacrilamida apés coloragdo especifica, ou diretamente visualizado por meio
da PCR em tempo real (real time PCR). A deteccdo de sequéncias especificas do genoma do
parasita pode ser feita em amostras de liquido amniotico, sangue, liquido cefalorraquidiano,
urina, humor vitreo, humor aquoso, lavado broncoalveolar, fluidos pleural e peritoneal,
fragmentos de placenta e fragmentos de tecidos diversos (BOURDIN et al., 2014;
REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004; SWITAJ et al., 2005).

A sensibilidade e a especificidade da PCR sdo geralmente altas, mas dependem de
varios fatores, tais como as técnicas usadas para a extracdo do material genético da amostra
bioldgica, as condigdes de manipulacdo e armazenamento das amostras, as caracteristicas da
sequéncia de DNA escolhida para a amplificacdo (primer) e os parametros da reacdo de
amplificacdo (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012; SWITAJ et al., 2005).

A primeira etapa da técnica envolve a hibridizacdo de um primer especifico a uma
sequéncia do genoma do parasita, a qual € escolhida preferencialmente com base na existéncia
de vérias copias no DNA do parasita. Para a deteccdo de T. gondii, a sequéncia mais
amplamente utilizada ha mais de 20 anos, com alta especificidade, é o gene B1, que apresenta
35 copias gendmicas (BURG et al., 1989). No entanto, Homan e colaboradores (2000)
descreveram outra sequéncia gendmica de 529 pb, denominada AF146527, que apresenta
cerca de 200 a 300 copias no DNA de T. gondii, a qual passou a ser muito utilizada em alguns
laboratérios europeus, em funcdo de sua maior sensibilidade em relacdo ao gene B,
principalmente quando utilizada em protocolos de PCR em tempo real (FALLAHI et al.,
2014; WALLON et al., 2010). Em laboratérios de pesquisa, algumas sequéncias que
apresentam apenas uma copia no genoma do parasita também sdo utilizadas como primers de
PCR, principalmente em protocolos de genotipagem de isolados de T. gondii (BIRADAR et
al., 2014).

O uso mais comum da PCR ocorre no diagnostico pré-natal da infeccdo congénita
usando amostras de liquido amniotico coletadas por amniocentese. Quando a coleta da
amostra é realizada com 18 semanas de gestacéo, a técnica é mais sensivel, mais rapida e mais
segura que as técnicas convencionais usando amostras de sangue fetal. Este método é
indicado para todas as mulheres gravidas com resultados confirmados ou sugestivos de

infeccdo aguda adquirida durante a gestacdo ou quando ha evidéncia de danos fetais
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observados pelo exame de ultrassonografia fetal (hidrocefalia e/ou calcificagOes cerebrais)
(HOHLFELD et al., 1994; WALLON et al., 2010).

A principal vantagem da PCR, além da alta especificidade e sensibilidade, € a rapidez na
obtencdo dos resultados, principalmente pela técnica de PCR em tempo real (menos de 4
horas), e sua principal desvantagem continua sendo os altos custos dos equipamentos e
reagentes utilizados (SWITAJ et al., 2005). Outra desvantagem da PCR é o fato de seus
resultados ndo permitirem estabelecer uma relagdo com a fase da infeccdo (MONTOYA,;
LIESENFELD, 2004).

1.10.1.2 Imuno-histoquimica

A demonstracdo de taquizoitas de T. gondii em secGes teciduais ou em esfregacos de
fluidos corporais, tais como liquido cefalorraquidiano, liquido amniético e lavado
broncoalveolar, estabelece o diagnéstico de uma infeccdo aguda. Porém, a deteccdo de
taquizoitas em material corado pelas técnicas histoldgicas convencionais € muito dificil e
pouco confiavel, de modo que técnicas de imuno-histoquimica (IHC) utilizando anticorpos
conjugados (principalmente com a enzima peroxidase) sdo particularmente utilizadas,
apresentando maior sensibilidade e especificidade (CASARTELLI-ALVES et al., 2014,
MONTOYA, 2002). Esta técnica tem sido utilizada para demonstrar a presenca do parasita no
sistema nervoso central de pacientes com AIDS e em cortes de tecido placentario, como uma
técnica auxiliar no diagndstico da transmissdo congénita do parasita (MONTOYA,;
LIESENFELD, 2004).

1.10.1.3 Isolamento em animais ou cultura celular

O isolamento do parasita em animais de laboratério (ou bioensaio) é uma técnica
utilizada com o objetivo ndo s6 de demonstrar a sua presenca em uma amostra bioldgica, mas
também para isolar e determinar a cepa envolvida na infecgdo. Assim, amostras de diferentes
materiais bioldgicos extraidos de pacientes com suspeita de infecgdo, como fluidos corporais
ou macerados teciduais, sdo inoculados em camundongos ou outros animais de laboratorio.
Antes da inoculacdo do material, o animal é submetido a sangria prévia para avaliar seu
estado soroldgico (controle negativo) e, 21 a 30 dias ap6s a inoculagcdo, nova sangria é
realizada para verificar a soroconversdo do animal. Além disso, podem ser coletados tecidos

dos animais inoculados e que apresentaram soroconversao, tais como cérebro, coragéo,
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figado, pulmdo, baco, rins e masculos esqueléticos, os quais podem ser analisados quanto a
presenca de cistos teciduais. Desta forma, o isolamento do parasita pode ser feito em cultura
celular, permitindo a genotipagem da linhagem de T. gondii presente na infeccédo
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

A principal desvantagem das técnicas de isolamento € a necessidade da presenga de
parasitas viaveis na amostra, 0 que compromete sua sensibilidade, além da necessidade de
manutencdo de animais no laboratorio, o que limita sua realizacdo a laboratdrios de pesquisa
ou laboratorios de referéncia. Logo, este método € pouco utilizado no diagndéstico da infeccgéo,
mas tem grande aplicacdo em protocolos de pesquisa para isolamento de parasitas a partir de
diversos tipos de amostras (FEITOSA et al., 2014; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

1.10.2 Métodos indiretos

Os métodos soroldgicos sdo os mais comumente utilizados para o diagndstico da
infeccdo por T. gondii e sdo baseados, principalmente, na deteccdo de anticorpos do isotipo
IgG. No entanto, a presenca de anticorpos detectados por estes testes indica somente o contato
prévio ou a exposicdo ao parasita. Para definir uma infeccdo recente ou ativa por analises
soroldgicas, é necessaria a demonstracdo de titulos elevados e crescentes de anticorpos IgG
especificos em amostras pareadas de soro com intervalos de 2 a 4 semanas ou a demonstracao

de anticorpos IgM especificos em uma unica amostra de soro (SENSINI, 2006).

1.10.2.1 Teste do corante de Sabin-Feldman

O teste do corante de Sabin-Feldman (Sabin-Feldman dye test) foi o primeiro teste a ser
utilizado como referéncia para sorologia de T. gondii, permanecendo como um método
soroldgico de referéncia para o diagndstico da toxoplasmose até os tempos atuais (SABIN;
FELDMAN, 1948). Este método avalia a presenca de anticorpos 1gG especificos em amostras
de soro e se baseia na lise celular de taquizoitas vivos incubados na presenca de proteinas do
complemento e da amostra soroldgica. Assim, se anticorpos IgG especificos estiverem
presentes na amostra testada, estes se ligam a superficie do parasita, ativando a cascata do
sistema complemento, que culmina com a lise do parasita, de modo que este ndo se cora
posteriormente com a adi¢do do corante azul de metileno. Por outro lado, na auséncia de
anticorpos 1gG especificos na amostra testada, ndo ha fixacdo de complemento nem lise do

parasita, de modo que este fica corado a partir da adi¢do do corante (TEKKESIN, 2012).
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Embora apresente boa reprodutibilidade e alta sensibilidade e especificidade, alguns
inconvenientes na execucdo deste metodo o tornam pouco utilizado na rotina laboratorial, tais
como a necessidade de parasitas vivos e de soro fresco normal contendo as fragdes do sistema
complemento. Contudo, este teste ainda € utilizado em inquéritos soroepidemiologicos em
diversas espécies animais, pois ndo necessita de anticorpos secundarios ou conjugados
imunoenzimaticos espécie-especificos (CHEMOH et al., 2013; UDONSOM; BUDDHIRON-
GAWATR; SUKTHANA, 2010).

1.10.2.2 Testes de aglutinagdo

Diversas técnicas de aglutinacdo ja foram desenvolvidas para a deteccdo soroldgica de
T. gondii, com destaque para o teste de aglutinacdo direta (direct agglutination test — DAT), o
teste de aglutinagdo direta modificada (modified agglutination test — MAT), o teste de
aglutinacdo em latex (latex agglutination test — LAT ) e o teste de hemaglutinacdo indireta
(indirect hemagglutination test — IHAT). S&o largamente utilizados em inquéritos
soroepidemioldgicos em diferentes espécies de animais domésticos e silvestres e em
humanos, com a principal vantagem de n&o utilizar anticorpos secundarios espécie-especificos
nem imunoconjugados (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

DAT utiliza taquizoitas tratados com formalina, que aglutinam na presenca de
anticorpos especificos, e sua utilizacdo no diagndstico de T. gondii foi descrita por Fulton e
Turk (1959). Posteriormente, esta técnica foi modificada (MAT) com a utilizacdo do agente
redutor 2-mercaptoetanol, que destroi anticorpos IgM presentes na amostra, de forma a
permitir a deteccdo apenas de anticorpos IgG anti-T. gondii (DESMONTS; REMINGTON,
1980). Estes métodos apresentam sensibilidade e especificidade relativamente elevadas, além
de simplicidade e versatilidade, podendo ser utilizados para diagnéstico em varias espécies
animais, incluindo humanos.

Ja o IHAT baseia-se na aglutinagdo passiva de hemacias, previamente sensibilizadas
com antigenos soluveis de T. gondii, na presenca de anticorpos especificos presentes no soro
do paciente (JACOBS; LANDE, 1957). Pode ser realizado com amostras de soro tratadas e
ndo tratadas com 2-mercaptoetanol, permitindo assim a possibilidade de deteccdo de
anticorpos IgM especificos e o diagnostico de infecgcdo recente. Entretanto, apesar da
simplicidade e versatilidade, apresenta baixa sensibilidade em relacdo aos outros testes.

Principio semelhante é observado com o LAT, que utiliza particulas de latex em substituicéo
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as hemécias para adsorver antigenos sollveis do parasita em sua superficie (TEKKESIN,
2012).

Uma variacdo do teste de aglutinacdo ainda utilizada por alguns laboratorios no
diagnostico de infeccdo aguda em gestantes e de infeccdo congénita em recém-nascidos € o
teste de aglutinagdo por imunoabsor¢do (Immunoglobulin M-immunosorbent agglutination
assay - ISAGA), descrito inicialmente por Desmonts, Naot e Remington (1981). Este método
pode ser utilizado para a deteccdo de anticorpos IgM ou IgA e, atualmente, baseia-se na
utilizacdo de anticorpos monoclonais especificos para a captura destas classes de anticorpos
presentes em amostra de soro e posterior incuba¢do com taquizoitas de T. gondii para a
avaliacdo da aglutinagdo (GOMEZ-MARIN et al., 2011; MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Outra estratégia baseada no teste de aglutinacdo e utilizada no diagnostico de infeccdo
recente, principalmente em gestantes, € o teste de aglutinacdo diferencial descrito por
Danneman e colaboradores (1990), também conhecido como teste AC/HS. Este método
baseia-se nos titulos diferenciais obtidos a partir da aglutinacdo de dois tipos de preparacdo
antigénica: taquizoitas fixados em formalina (antigeno HS) e taquizoitas fixados em acetona
ou metanol (antigeno AC). O antigeno AC preserva regides antigénicas reconhecidas por
anticorpos 1gG produzidos mais precocemente na infeccdo, apresentando maior aglutinagédo
com soros de fase aguda. Porém, este teste deve sempre ser utilizado em conjunto com outros
testes para melhor interpretacdo e confiabilidade dos resultados (MONTOYA,;
REMINGTON, 2008).

1.10.2.3 Teste de imunofluorescéncia indireta

O teste de imunofluorescéncia indireta (indirect fluorescent antibody test — IFAT) é
amplamente utilizado para o diagnéstico da toxoplasmose em animais e humanos. O antigeno
utilizado nesta técnica é constituido por taquizoitas intactos fixados em formalina e
imobilizados em laminas de vidro para microscopia, 0s quais revelam uma fluorescéncia
periférica e brilhante ap6s incubacdo com amostras de soro (anticorpos primérios) e
anticorpos secundarios espécie-especificos marcados com fluorocromos (conjugados
fluorescentes) (CAMARGO, 1964). IFAT apresenta alta especificidade para a detecgdo de
anticorpos 1gG, pois detecta principalmente antigenos de superficie em detrimento aos
antigenos intracelulares, apresentando baixa reatividade cruzada com outros parasitas
relacionados. Este teste j& foi adaptado para a deteccdo de anticorpos IgM, mas pode

apresentar resultados falso-positivos, em funcdo da interferéncia de fator reumatoide, e
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resultados falso-negativos, em funcdo da interferéncia de altos titulos de anticorpos IgG
presentes na amostra, 0s quais competem com a IgM pela ligacdo a superficie dos taquizoitas
(McLEOD et al., 2009; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012; SENSINI, 2006)

As principais desvantagens deste teste sdo a necessidade de um microscopio de
fluorescéncia, a presenca de técnicos treinados e experientes na leitura das laminas e na
obtencgéo dos resultados, a subjetividade na interpretagéo dos resultados e as dificuldades de
utilizacdo em grandes inquéritos soroepidemioldgicos (MONTOYA; REMINGTON, 2008).

1.10.2.4 ReagOes de Immunoblotting

Na técnica de immunoblotting, antigenos de T. gondii sdo separados por eletroforese em
gel de poliacrilamida, de acordo com a massa molecular, e depois transferidos para
membranas de nitrocelulose. Posteriormente, estas membranas sdo incubadas com amostras
de soro e com conjugados imunoenzimaticos espécie-especificos (anticorpo secundario) e a
reacao é revelada pela adicdo do substrato enzimético apropriado e de um cromdgeno. Como
resultado, bandas antigénicas referentes aos antigenos imunodominantes do parasita, que séo
reconhecidos pelos anticorpos presentes na amostra testada, aparecem coradas e evidenciadas
nas membranas. Esta técnica pode ser utilizada para a deteccdo de anticorpos dos isotipos
IgG, IgM e IgA especificos a T. gondii, mas é mais amplamente utilizada para a detecgdo de
IgG (MARCOLINO et al., 2000; REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004).

Por meio da técnica de immunoblotting é possivel avaliar ndo s6 a presenca ou auséncia
de anticorpos especificos na amostra testada, mas se pode determinar também quais antigenos
do parasita sdo preferencialmente reconhecidos por estes anticorpos. Deste modo, varios
antigenos de T. gondii tém sido definidos e caracterizados por anticorpos policlonais e
monoclonais em reacGes de immunoblotting. A maioria destes antigenos pertence a familia de
antigenos de superficie do parasita (SRS - Sequéncias relacionadas a SAG1) ou as proteinas
presentes nas organelas secretdrias, como os micronemas (MIC), as roptrias (ROP) e 0s
granulos densos (GRA) (MARCOLINO et al., 2000; TRIDAPALLI et al., 2008).

A técnica de immunoblotting tem sido utilizada como método auxiliar no diagnostico da
infeccdo congénita para a deteccéo de anticorpos 1gG e IgM em amostras pareadas de soros de
mdes e de recém-nascidos. Por este método, o reconhecimento de uma ou mais bandas
antigénicas apenas pelo soro do recém-nascido, sem o respectivo reconhecimento pelos
anticorpos maternos, € indicativo da ocorréncia de transmissdo congénita, excluindo a

possibilidade de transferéncia placentaria ou contaminagdo com anticorpos de origem materna
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(MACHADO et al., 2010; MAGI; MIGLIORINI, 2011; REMINGTON; THULLIEZ;
MONTOYA, 2004).

1.10.2.5 Ensaios imunoenzimaticos

Os ensaios imunoenzimaticos (enzyme linked immunosorbent assay — ELISA) sdo
atualmente os mais utilizados no diagnostico soroldgico de diversos agentes infecciosos,
inclusive T. gondii. Foram introduzidos por Voller e colaboradores (1976) e sdo baseados na
reacdo de anticorpos presentes em amostra bioldgica com antigenos imobilizados em placas
de microtitulacdo de poliestireno. O anticorpo especifico presente na amostra testada liga-se
ao antigeno imobilizado nos pocos das placas e esta interacdo é demonstrada pela adicao
sequencial de um conjugado imunoenzimatico (anti-imunoglobulina espécie-especifica
marcada com enzima), 0 substrato enzimatico e um cromdgeno. A coloracdo gerada pelo
cromdgeno a partir da reagdo da enzima com o seu respectivo substrato pode ser mensurada
(densidade optica) por meio de leitura em espectrofotobmetro de placas e comparada com a
coloracdo desenvolvida por uma amostra usada como controle negativo (MINEO;
CAMARGO; FERREIRA, 1980; MURAT et al., 2013).

As principais vantagens desta técnica sdo a obtencdo de resultados mais objetivos, com
boa especificidade e sensibilidade, o custo relativamente baixo e a possibilidade de testar
grandes quantidades de amostras num intervalo de tempo curto, tendo larga aplicacdo em
inquéritos soroepidemioldgicos e em laboratorios de rotina com grande demanda de analises.
Por meio dos ensaios imunoenzimaticos, anticorpos especificos dos isotipos IgG, IgM, IgA e
IgE podem ser detectados no soro de pacientes, mas também em diversos outros tipos de
amostras bioldgicas, tais como saliva, leite (colostro), liquido cefalorraquidiano e liquido
amniotico (REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004).

Ha diversas técnicas distintas de ELISA disponiveis para o diagndéstico soroldgico da
infeccdo por T. gondii, com pequenas variagdes no protocolo de realizacdo, o que torna cada
uma delas padronizada para a detecgdo de um isotipo distinto de imunoglobulina, com
resultados adequados para cada situacdo clinica a que se destina. A seguir, ha& uma breve
descrigéo das técnicas de ELISA mais utilizadas no diagndstico sorologico da toxoplasmose.

- ELISA indireto: trata-se do método mais simples, em que as placas sdo sensibilizadas
com antigenos de T. gondii e reagem diretamente com anticorpos especificos presentes na
amostra adicionada na sequéncia. Este ensaio é largamente utilizado na deteccdo de

anticorpos IgG especificos, apresentando sensibilidade e especificidade elevadas na deteccéo
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desta classe de imunoglobulinas, o que o torna muito utilizado no diagnéstico de rotina e em
inquéritos soroepidemioldgicos. Porém, a simples deteccdo de anticorpos IgG permite
concluir apenas que o paciente teve exposi¢ao prévia ao parasita, mas ndo permite determinar
o tempo de infeccdo (recente ou tardia) (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

Por outro lado, esta técnica ndo apresenta resultados satisfatorios na deteccdo de
anticorpos IgM e IgA, uma vez que gera muitos resultados falso-positivos na deteccdo de
IgM, devido a reatividade cruzada com fator reumatoide, e muitos resultados falso-negativos
na deteccdo de IgA, principalmente em amostras com altos titulos de 1gG, os quais competem
com a IgA (encontrada em menor quantidade na amostra) pela ligacdo ao antigeno
imobilizado na placa de microtitulacio (MONTOYA; REMINGTON, 2008).

- ELISA de captura ou ELISA sanduiche: esta técnica é uma modificacdo do método
de ELISA indireto, apresentando maior sensibilidade que este na deteccdo de anticorpos IgM
e IgA especificos. Nesta técnica, as placas sdo sensibilizadas com anticorpos monoclonais que
capturam a porcao Fc de anticorpos IgM (cadeia ) ou de anticorpos IgA (cadeia o) presentes
no soro testado, e aqueles especificos a T. gondii sdo selecionados mediante a adicédo
subsequente de antigenos do parasita, seguidos de anticorpos anti-T. gondii conjugados com
enzima (CAMARGO et al., 1978; MINEO et al., 1986).

Como anticorpos IgM sdo sintetizados apenas nas fases iniciais da infecgdo, um
resultado negativo para este anticorpo pode descartar a possibilidade de infec¢do recente.
Porém, como sua taxa de decaimento é muito variavel, podendo persistir por muitos meses ou
até anos em niveis detectaveis no soro, um resultado positivo nem sempre pode ser
interpretado como indicativo de uma infeccdo recente (MONTOYA,; ROSSO, 2005;
SENSINI, 2006). Neste sentido, a deteccdo de IgA especifica no soro pode ser usada para a
confirmacdo de resultados, uma vez que geralmente € detectada em niveis mais elevados
durante uma infeccdo recente, com decaimento total no soro anterior ao da IgM. Porém, como
o declinio soroldgico de IgA também ocorre em niveis muito variaveis, um resultado positivo
nem sempre significa infeccdo recente, enquanto um resultado negativo nem sempre pode
excluir uma infecgéo recente (SENSINI, 2006).

- ELISA-avidez de IgG: trata-se de teste desenvolvido para a avaliacdo da avidez de
anticorpos 1gG especificos, podendo auxiliar na discriminagdo entre infecgdo recente e
infeccdo tardia. Em infeccOes recentes, a forca de ligagdo da IgG aos seus respectivos
epitopos antigénicos (avidez de IgG) é mais baixa e, a medida que a infec¢do avanca, ocorre a
maturacdo da resposta imune e estes anticorpos passam a apresentar avidez crescente pelos

seus antigenos. Deste modo, em infec¢cdes de maior duracdo, encontra-se um predominio de
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anticorpos 1gG de alta avidez (CAMARGO et al., 1991). Altos titulos de IgG de baixa avidez
ndo identificam uma infecgdo adquirida recentemente, mas altos niveis de 1gG de alta avidez
podem excluir infecgbes adquiridas recentemente (LEITE et al.,, 2008; REMINGTON;
THULLIEZ; MONTOYA, 2004; VILLARD et al., 2013).

No teste ELISA-avidez, agentes desnaturantes de proteinas, tais como ureia, sdo usados
para dissociar a ligacdo dos complexos antigeno-anticorpo, de modo que apenas 0s anticorpos
com maior afinidade (mais avidos) permanecem ligados aos antigenos. A comparacao entre 0s
resultados obtidos com amostras tratadas e ndo tratadas com ureia permite determinar o indice
de avidez (IA) dos anticorpos IgG, em termos da porcentagem dos anticorpos que
permaneceram ligados aos antigenos apds o tratamento com a ureia (BEGHETTO et al.,
2003).

A deteccdo de anticorpos IgE tem sido proposta para a diferenciacdo do estagio da
infeccdo, uma vez que sdo detectados apenas durante a infeccdo aguda e a duragdo de sua
soropositividade € menor que a de IgM e IgA. Porém, a demonstracdo de que pode ser
detectada em casos de reativacdo de infeccdo crbnica, bem como a auséncia de testes
padronizados para sua detec¢do torna sua pesquisa pouco utilizada no diagnostico rotineiro da
toxoplasmose, ficando restrita apenas a alguns laboratdrios de referéncia, como um método
adicional na definigédo da fase da infeccdo (FOUDRINIER et al., 2003; MONTOYA; ROSSO,
2005; SENSINI, 2006).

1.11 Perfis soroldgicos na infeccdo humana por Toxoplasma gondii

Devido as caracteristicas peculiares da resposta imune a infeccdo por T. gondii, em
especial a resposta soroldgica, foram propostos trés perfis soroldgicos distintos para a
avaliacdo das diferentes fases da infeccdo por este parasita. Estes perfis soroldgicos foram
inicialmente propostos por Camargo e Leser (1976) e por Camargo e colaboradores (1978) e,
a medida que novos testes soroldgicos foram se tornando disponiveis e novas informacfes
foram agregadas ao conhecimento da resposta soroldgica aos antigenos de T. gondii, estes
critéerios foram 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 hemaglutinagdo indireta, imunofluorescéncia e ELISA (indireto, captura e

avidez de 1gG), os seguintes perfis sorologicos sdo reconhecidos na infecgdo por T. gondii:
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(1) Perfil 1 - Infeccdo recente ou aguda: perfil definido pela presenca de anticorpos
IgM e IgA especificos associados a presenca de anticorpos IgG em titulos crescentes e de
baixa avidez (1A < 40%).

(2) Perfil 1l — Fase de transicdo: perfil definido pela presenca de altos titulos de
anticorpos 1gG, com avidez intermediéria pelos seus antigenos (40% < IA < 70%), auséncia
de anticorpos IgA, e auséncia ou baixos titulos decrescentes de anticorpos IgM.

(3) Perfil 111 — Infeccdo cronica: perfil definido pela presenca de anticorpos IgG de alta
avidez (1A > 70%), e total auséncia de anticorpos IgA e IgM especificos.

A definicdo correta e mais precisa destes perfis sorolégicos e o correto diagndstico da
infeccdo devem ser feitos com base na combinacdo de diferentes métodos para a pesquisa de
diferentes classes de imunoglobulinas, a fim de se evitar a definicdo equivocada da fase da
infeccdo, em funcdo das limitacdes apresentadas pelos testes soroldgicos, conforme descrito
anteriormente (MONTOYA; REMINGTON, 2008; MONTOYA; ROSSO, 2005).

1.12 Prevencao

A infecgéo por T. gondii pode ser prevenida por meio da adogéo de diversas medidas.
Basicamente, a transmissdo por meio de cistos teciduais pode ser evitada a partir da adogéo de
medidas como: (1) consumo de carnes bem cozidas, submetidas a temperaturas superiores a
67°C ou previamente congeladas a temperaturas inferiores a -13°C; (2) evitar o consumo de
alimentos preparados com carnes cruas ou mal cozidas; (3) evitar o contato de alimentos a
serem ingeridos crus com superficies ou utensilios que tenham entrado em contato prévio com
carne crua; e (4) lavar bem as maos, superficies e utensilios utilizados no preparo de carnes
(BOJAR; SZYMANSKA, 2010; JONES; DUBEY, 2012; ROBERT-GANGNEUX, 2014).

A transmissdo por meio de oocistos pode ser evitada por meio da adocdo das seguintes
medidas: (1) lavar bem com &gua filtrada os alimentos a serem ingeridos crus, tais como
frutas e outros vegetais, especialmente aqueles que entram em contato direto com o solo; (2)
guando aplicavel, descascar frutas e outros vegetais antes do consumo; (3) ingerir apenas agua
filtrada ou agua mineral proveniente de fonte confiavel; (4) evitar o consumo de agua de
fontes ndo confiaveis, especialmente de lagos, rios e represas, inclusive durante atividades de
recreacdo nestes ambientes aquaticos e em piscinas; (5) evitar o consumo de frutos do mar
crus, tais como ostras e mariscos; (6) evitar contato com fezes de gatos, especialmente em
caixas de areia com excregOes de gatos, as quais devem ser trocadas periodicamente, ou

lavadas com agua quente; (7) evitar o acesso de gatos a reservatorios de agua ou plantagdes de
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hortalicas; (8) evitar o contato direto das mdos com o solo, usando-se luvas durante
procedimentos de jardinagem ou quando houver necessidade de contato com o solo; (9) lavar
bem as méos apds contato com o solo ou com animais, que podem ter oocistos presos aos
pelos; (10) e conscientizar e informar as pessoas em geral, especialmente gestantes, quanto
aos riscos de transmissdo do parasita (BOJAR; SZYMANSKA, 2010; JONES; DUBEY,
2012; ROBERT-GANGNEUX, 2014; SUKTHANA, 2006; TENTER; HECKEROTH;
WEISS, 2000).

Além disso, gestantes devem participar de acompanhamento pré-natal, com triagem
soroldgica especifica para T. gondii, especialmente em paises com alta soroprevaléncia para
toxoplasmose. Caso sejam soronegativas, devem intensificar as medidas preventivas
anteriormente propostas e fazer o acompanhamento soroldgico até o parto, e caso apresentem
soroconversao durante a gestacdo, devem receber tratamento adequado para evitar a
transmissdo para o feto (MONTOYA; LIESENFELD, 2004; MONTOYA; REMINGTON,
2008; ROBERT-GANGNEUX, 2014).

Uma vacina efetiva para a prevencdo da toxoplasmose em humanos e outros animais
ainda nao foi desenvolvida, existindo apenas uma vacina preparada a partir de taquizoitas
vivos atenuados, disponivel comercialmente para a vacinagdo de ovelhas, prevenindo a

ocorréncia de abortos induzidos por T. gondii nestes animais (INNES, 2010).

1.13 Tratamento

A escolha do tratamento a ser adotado na toxoplasmose humana deve ser feita
levando-se em consideracdo 0 grupo ao qual pertence o paciente (individuo
imunocomprometido, individuo imunocompetente, gestante ou recém-nascido com infec¢do
congénita), o estagio da infeccdo e as manifestacfes clinicas (MONTOYA, LIESENFELD,
2004).

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),
hidroxinaftoquinonas (apresentam efeito toxico ao parasita, pois inibem moléculas envolvidas
na cadeia respiratoria) e fluoroquinolonas (impedem a proliferacdo do parasita, pois inibem
enzimas envolvidas na replicagéo de seu DNA) (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). Todas estas

drogas agem contra o estagio taquizoita, sendo usadas no tratamento da fase aguda da
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infecgdo, e apresentam efeito muito limitado sobre a forma bradizoita presente no interior de
cistos teciduais. Além disso, tais drogas ndo levam a cura da infeccdo (INNES, 2010).

Com relacdo ao tratamento de gestantes com toxoplasmose primaria, a droga mais
utilizada é a espiramicina, um antibiético do grupo dos macrolideos. E utilizada com o
objetivo de reduzir a parasitemia materna e, como alcanca elevadas concentragoes
placentérias, visa evitar a colonizacdo da placenta pelas formas taquizoitas, reduzindo,
portanto, a transmissdo vertical. Sua eficacia parece ser mais pronunciada no primeiro
trimestre de gestacdo, diminuindo a partir do final do segundo trimestre, mas deve ser
administrada até o parto, mesmo em casos de auséncia de evidéncia de transmisséo vertical.
Porém, por ndo atravessar a barreira placentéria eficientemente, em casos de infeccdo fetal
suspeita ou confirmada, deve ser substituida por outras drogas (INNES, 2010; MONTOYA,
ROSSO, 2005; ROBERT-GANGNEUX, 2014).

A combinacdo de pirimetamina, sulfadiazina e acido folinico (tratamento triplice) é
indicada em substituicdo a espiramicina para gestantes com infec¢do aguda adquirida a partir
do final do segundo trimestre de gestacdo ou naquelas em que a infeccdo fetal tenha sido
confirmada ou altamente suspeita, a partir de um resultado positivo de PCR de liquido
amnidtico ou pela presenca de anomalias fetais compativeis com toxoplasmose congénita
visualizadas por ultrassonografia fetal. Como pirimetamina é um forte inibidor das vias de
folato, apresenta efeito significativo na inibicdo da proliferacdo celular, podendo apresentar
efeitos teratogénicos. Deste modo, seu uso é contraindicado no primeiro trimestre de gestacéo.
Além disso, pode ocasionar depressdo de medula 6ssea, com reducdo das contagens de células
sanguineas, sendo administrada sempre em associacdo com &cido folinico, para reducéo e
prevencdo de alteracfes hematoldgicas (MONTOYA; REMINGTON, 2008; MONTOYA;
ROSSO, 2005; ROBERT-GANGNEUX, 2014).

O tratamento triplice também é utilizado no tratamento da toxoplasmose congénita,
podendo ser alternado com uso de espiramicina em algumas situacGes, com os devidos
cuidados quanto a ocorréncia de alteracbes hematoldgicas. Em casos de processos
inflamatdrios ativos, principalmente nos olhos, deve ser associado com corticosteroides
(MONTOYA; REMINGTON, 2008; MONTOYA; ROSSO, 2005; ROBERT-GANGNEUX,
2014).

Ja a doenca ocular pode ainda ser tratada com atovaquona, uma droga usada contra
infeccOes causadas por protozoarios, além de corticosteroides para reduzir o processo

inflamatdrio intraocular e os danos teciduais dele resultantes (INNES, 2010).
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Triagem sorologica pré-natal e neonatal para toxoplasmose:
relevincia na identificagdo de gestantes com infecgdo primdria e
recém-nascidos com toxoplasmose congénita e consequente
indicagdo de tratamento
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RESUMO

A toxoplasmose congénita corresponde a uma das manifestacfes mais graves da infeccdo por
Toxoplasma gondii em humanos, podendo causar abortos ou perdas fetais, além de sequelas
graves em recém-nascidos (RNSs), principalmente oculares e/ou cerebrais. A triagem
soroldgica de gestantes e RNs, baseada principalmente na detec¢do de anticorpos IgG e IgM
anti-T. gondii constitui-se em importante medida a ser adotada em programas de controle
desta infeccdo, apesar das limitacbes na deteccdo dos anticorpos e na interpretacdo dos
resultados. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo a avaliagédo dos anticorpos 1gG,
IgM e IgA anti-T. gondii em amostras pareadas de soros de mdes com suspeita de
toxoplasmose priméria na gestacdo e seus respectivos RNs, correlacionando estes resultados
com dados clinicos dos pacientes. Um total de 173 pares de amostras de soros de maes e RNs
provenientes do Setor de Pediatria e Neonatologia do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-UFU) no periodo de 2006 a junho de 2014 foi analisado por
ELISA indireto para detecgdo de IgG anti-T. gondii e por ELISA captura para detecgdo de
IgM e IgA anti-T. gondii, enquanto dados clinicos foram obtidos a partir de pesquisa nos
prontudrios clinicos de cada paciente. Todas as amostras de mées e RNs (100%) foram
positivas para 1gG, com forte correlacdo positiva entre elas, enquanto 83,8% das maes e
17,1% dos RNs foram positivos para IgM, com moderada correlagdo positiva e a grande
maioria das amostras (68,2%) com resultado positivo para IgM apenas no soro materno. Ja
para IgA, 24,3% das mées e 13,7% dos RNs foram positivos, com moderada correlagéo
positiva entre elas e a grande maioria dos pares de amostras (72,2%) apresentando resultado
duplo-negativo. Quando analisadas as correlacdes entre 0s niveis dos trés isotipos de
anticorpos nas amostras maternas e dos RNs, houve correlacao significativa apenas entre 0s
niveis de IgM e IgA para ambas as amostras, com maior correlacdo entre estes anticorpos nas
amostras dos RNs, quando comparadas as amostras maternas. Das 173 amostras maternas
testadas, 146 (84,4%) foram IgM* e/ou IgA*, sendo 108 (74,0%) amostras de méaes tratadas
com drogas anti-T. gondii e 38 (26,0%) de maes ndo tratadas durante a gestagcdo. Destas 146
maes, nasceram 32 RNs com sorologia sugestiva de toxoplasmose congénita (IgM* e/ou
IgA"), sendo 13 de mées tratadas e 19 de mées ndo tratadas. A analise de dados clinicos e de
acompanhamento destes 32 RNs permitiu confirmar a ocorréncia de toxoplasmose congénita
em 22 deles (5 de mdes tratadas e 17 de maes ndo tratadas), dos quais 18 apresentaram
alteracdes oculares (4 de mées tratadas e 14 de maes ndo tratadas), 13 apresentaram alterac6es
cerebrais (4 de maes tratadas e 9 de mées nao tratadas), 8 apresentaram hepatoesplenomegalia
(1 de mée tratada e 8 de mées ndo tratadas), 2 apresentaram alteracdes auditivas (ambos de
mdes ndo tratadas), 2 vieram a 6Obito (1 de mae tratada e 1 de mée ndo tratada) e 3 foram
assintomaticos (ambos de maes ndo tratadas). Deste modo, pode-se concluir que (i) a triagem
soroldgica pré-natal é de grande relevancia na identificacdo de gestantes expostas a
toxoplasmose durante a gestacéo; (ii) o tratamento materno reduz a transmissao congénita de
T. gondii; (iii) a triagem sorologica neonatal, aliada a analise de parametros clinicos permite
identificar recém-nascidos verticalmente infectados, principalmente por meio da detec¢do
conjunta de anticorpos IgM e IgA; e (iv) o acompanhamento sorologico de recém-nascidos €
importante no esclarecimento de situagdes duvidosas, principalmente em casos de recem-
nascidos assintomaticos, mas com sorologia sugestiva de infec¢do congénita.

Palavras-chave: Toxoplasmose congénita. Soros pareados mde-RN. Triagem soroldgica.
Tratamento materno.
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ABSTRACT

Congenital toxoplasmosis is one of the most serious manifestations of Toxoplasma gondii
infection in humans, and may cause abortions or fetal losses, as well as severe ocular and/or
cerebral sequelae in newborns. The serological screening of pregnant women and newborns
is mainly based on the detection of IgG and IgM antibodies to T. gondii and constitutes an
important measure to be adopted in programs to control this infection, despite the limitations
in the antibody detection and interpretation of results. In this sense, this study aimed to
evaluate levels of 1gG, IgM and IgA antibodies to T. gondii in paired serum samples from
mothers with suspected primary toxoplasmosis in pregnancy and their respective newborns,
correlating these results with clinical data of patients. A total of 173 pairs of serum samples
from mothers and newborns from the Department of Pediatrics and Neonatology of Clinical
Hospital of Federal University of Uberlandia (HC-UFU) from 2006 to June 2014 were
analyzed by indirect ELISA for detection of IgG anti-T. gondii and capture ELISA for
detection of IgM and IgA anti-T. gondii, while clinical data were obtained from research in
the clinical records of each patient. All samples from mothers and newborns (100%) were
positive for IgG, with a strong positive correlation between them, while 83.8% of mothers and
17.1% of newborns were positive for IgM, with moderate positive correlation and the vast
majority of samples (68.2%) was positive for IgM only in maternal sera. For 1gA, 24.3% of
mothers and 13.7% of newborns were positive, with moderate positive correlation between
them and the vast majority of pairs of samples (72.2%) with double-negative results. When
analyzing the correlations between the levels of the three antibody isotypes in maternal and
newborn samples, there was significant correlation only between the levels of IgM and IgA
for both samples, with higher correlation between these antibodies in samples from newborns
when compared to maternal samples. From 173 mother serum samples tested, 146 (84.4%)
were IgM*and/or IgA™, being 108 (74.0%) samples from treated mothers with anti-T. gondii
drugs and 38 (26.0%) from untreated mothers during pregnancy. From these 146 mothers, 32
newborns were born with serology suggestive of congenital toxoplasmosis (IgM * and/or
IgA™"), being 13 from treated mothers and 19 from untreated mothers. The analysis of clinical
data and follow-up of these 32 newborns confirmed the occurrence of congenital
toxoplasmosis in 22 of them (5 from treated mothers and 17 from untreated ones), of which 18
had ocular abnormalities (4 from treated mothers and 14 from untreated ones), 13 showed
brain changes (4 from treated mothers and 9 from untreated ones), 8 presented with
hepatosplenomegaly (1 from treated mother and 8 from untreated ones), two had hearing loss
(both from untreated mothers), two came to death (1 from treated mother and 1 from
untreated one) and 3 were asymptomatic (both from untreated mothers). So, it can be
concluded that (i) prenatal serological screening is very important for the identification of
pregnant women exposed to toxoplasmosis during pregnancy; (ii) maternal treatment reduces
congenital transmission of T. gondii; (iii) neonatal serologic screening, associated with
analysis of clinical parameters, allows the identification of vertically infected newborns,
mainly through simultaneous detection of IgM and IgA antibodies; and (iv) serological
follow-up of newborns is important in clarifying doubtful situations, especially in cases of
asymptomatic newborns that present suggestive serology of congenital infection.

Keywords: Congenital toxoplasmosis. Mother-newborn paired sera. Serological screening.
Maternal treatment.
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1 INTRODUCAO

A toxoplasmose congénita corresponde a uma das manifestagdes mais graves da
infeccdo por Toxoplasma gondii em humanos e ocorre quando formas taquizoitas colonizam a
placenta durante a infeccdo materna e atingem os tecidos fetais (OZ, 2014). O primeiro caso
de toxoplasmose congénita em humanos foi descrito em 1938 por Wolf, Cowen e Paige, trés
patologistas norte-americanos que identificaram T. gondii em uma menina nascida por parto
cesariano em um hospital de Nova lorque, e que apresentou crises convulsivas aos 3 dias de
idade, além de lesdes inflamat6rias na méacula de ambos os olhos. Apo6s sua morte, ocorrida
com 1 més de idade, analises histoldgicas do cérebro, da medula espinhal e do olho direito
permitiram a identificacdo de taquizoitas de T. gondii nas lesdes inflamatorias, e parasitas
viaveis foram isolados em camundongos inoculados com fragmentos destes tecidos (DUBEY,
2008; WOLF; COWEN; PAIGE, 1939).

Tradicionalmente, a transmissao vertical de T. gondii é reconhecida quando a mulher
adquire a infeccdo primaria pelo parasita durante a gestacdo, de modo que este infecta os
tecidos placentérios durante sua fase de disseminacdo e, consequentemente, atinge o feto.
Porém, ha outras situacdes em que a transmissdo congénita pode ocorrer. A primeira delas se
refere a transmissdo em mulheres imunocompetentes infectadas alguns meses antes da
gestacdo, de modo que a parasitemia pode persistir durante o inicio da gestacdo e resultar em
transmissdo do parasita (VILLENA et al., 1998; LINDSAY; DUBEY, 2011; McAULEY,
2014). Outra situacdo de transmissdo ocorre em mulheres que apresentam reativacdo de
infeccdo latente durante a gestagdo, em funcdo de algum quadro imunossupressor, tais como
AIDS ou outras doencas que acometem o sistema imune ou tratamento com drogas
imunossupressoras. Nesta situacdo, ha a conversdo de bradizoitas em taquizoitas e nova
parasitemia, que pode resultar em transmissdo para o feto (AZEVEDO et al., 2010;
BACHMEYER et al.,, 2006; CAMPOS et al., 2014). Por fim, outra situagdo mais
recentemente reconhecida ocorre quando a mulher imunocompetente e portadora de infeccéo
latente com um genotipo tipico do parasita se infecta durante a gestacdo com parasita de
linhagem distinta, principalmente um gendtipo atipico. Nestes casos, como cepas atipicas sdo
muito virulentas, a imunidade estabelecida pela infeccdo anterior parece ndo impedir a
ocorréncia de nova parasitemia, com consequente transmissdo para o feto (VALDES et al.,
2011). Casos como estes tem sido documentados principalmente na Franca, onde cerca de
92% das infeccOes congénitas sdo devidas a cepas do tipo Il, menos virulentas, nas quais 84%

das criangas infectadas sdo assintomaticas. Porem, quando uma mulher previamente infectada
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com uma cepa do tipo 1l é reinfectada com uma cepa atipica ou recombinante, a transmisséo
congénita pode ocorrer e cerca de 83% das criangas infectadas com tais cepas s&o
sintomaticas (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; LEBAS et al., 2004).

Em geral, a frequéncia de transmissao vertical aumenta com a idade gestacional, de
modo que a probabilidade de infec¢do congénita € menor que 10% quando a infecgdo materna
ocorre antes de 12 semanas de gestacdo, aumentando para 20%, 52% e 70% quando a mée se
infecta entre 12 e 19 semanas, entre 19 e 28 semanas e entre 28 e 39 semanas de gestacao,
respectivamente (MONTOYA; REMINGTON, 2008; RABILLOUD; WALLON; PEYRON,
2010). Porém, a gravidade da infeccdo para o feto e/ou recém-nascido € maior quando a
transmissao ocorre nos estagios iniciais da gestacdo, principalmente no primeiro trimestre, ja
que fetos infectados nas Ultimas semanas de gestacdo normalmente nascem assintomaticos,
apesar de poderem apresentar alteracfes relacionadas ao comprometimento do sistema
nervoso central e coriorretinite até os 3 anos de idade (WALLON et al., 2013).

Uma das consequéncias da transmissdo congénita de T. gondii é a ocorréncia de aborto
ou a morte fetal intra-Utero, principalmente quando a transmissao ocorre no primeiro trimestre
de gestacdo (FLEGR, 2013). Por outro lado, recém-nascidos infectados podem apresentar
diversas sequelas, tais como hidrocefalia, microcefalia, calcificacGes cerebrais, retardamento
mental e motor, desordens neuroldgicas, alteracdes auditivas, anomalias cardiovasculares,
alteracbes hematoldgicas, hepatoesplenomegalia, além de sequelas oculares (microftalmia,
catarata, estrabismo e lesdes na retina), as quais podem levar a cegueira quando atingem a
macula (CARLIER et al., 2012; MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

A incidéncia de toxoplasmose congénita varia muito entre os diferentes paises e
mesmo entre diferentes regides de um mesmo pais, com a maioria dos estudos concentrando-
se na Europa e nos Estados Unidos. Assim, sdo relatadas taxas menores do que 1 infectado
por 10.000 nascidos vivos em paises como Austria, Noruega, Suécia e Estados Unidos, 1-3
por 10.000 na Dinamarca, Suica e Reino Unido, e 3-10 por 10.000 na Franca, Italia, Bélgica e
Polonia (CARLIER et al., 2012). No Brasil, a incidéncia média de infeccdo congénita é em
torno de 6 por 10.000 nascidos vivos, mas com grande variagdo regional (LAGO et al., 2007).
Uma estimativa da distribuicdo regional da toxoplasmose congénita no Brasil a partir de
resultados de triagem sorologica neonatal apontou que os estados do Para, Rond6nia, Mato
Grosso, Maranhdo e Espirito Santo apresentam maiores incidéncias (14-20 positivos por
10.000 neonatos testados), enquanto os estados de Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Norte,
Séo Paulo e Alagoas apresentam as menores taxas (2-3 positivos por 10.000 neonatos
testados) (NETO; AMORIM; LAGO, 2010). Especificamente em Uberlandia (Minas Gerais),
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investigacdo realizada em 805 amostras de sangue de corddo umbilical detectou a ocorréncia
de toxoplasmose congénita em 0,5% dos recém-nascidos analisados, a partir da pesquisa de
anticorpos IgM e/ou IgA especificos (SEGUNDO et al., 2004a, 2004b).

A maior parte dos estudos sobre epidemiologia, diagndstico e conduta profissional na
toxoplasmose congénita ocorre na Franca, pais que apresenta uma das maiores incidéncias da
doencga no continente europeu (VILLENA et al., 2010). Em funcéo da elevada prevaléncia da
infeccdo em gestantes (soroprevaléncia em torno de 84% das gestantes nos anos de 1960),
com consequente incidéncia elevada de infeccdo congénita, a Franca estabeleceu uma politica
nacional de controle da toxoplasmose no final da década de 1970, com a criacdo do Centro
Nacional de Referéncia da Toxoplasmose e de um programa de triagem e acompanhamento
de gestantes, visando o diagnostico precoce da infeccdo materna e, consequentemente, a
diminuicdo das taxas de transmissdo vertical e das sequelas dela decorrentes (LINDSAY;
DUBEY, 2011; ROBERT-GANGNEUX, 2014). Como resultado deste programa, a
soroprevaléncia entre as gestantes francesas diminuiu para 54% e 44%, de acordo com 0S
dados dos inquéritos sorologicos nacionais realizados em 1995 e 2003, respectivamente
(BERGER; LE STRAT; DESENCLOS, 2008; VILLENA et al., 2010).

As bases fundamentais da politica nacional francesa de controle da toxoplasmose
congénita abrangem 0s seguintes objetivos: (1) deteccdo e acompanhamento sorolégico de
gestantes soronegativas (ndo imunizadas), com inicio precoce, logo no inicio da gestacao; (2)
acompanhamento e aconselhamento das gestantes soronegativas, visando minimizar os riscos
de exposicdo e aquisicdo de infeccdo durante a gestacdo; (3) deteccdo precoce da infeccdo
primaria entre as gestantes, com inicio imediato de tratamento para prevenir a transmissdo ao
feto ou limitar a gravidade da infeccdo congénita, caso a transmissdo ocorra; (4)
monitoramento mensal por ultrassonografia das gestantes com soroconversdo na gestacao
para avaliar sinais de possivel acometimento fetal; (5) adequacao do tratamento para gestantes
com transmissdo fetal comprovada durante a gestacdo; (6) avaliacdo clinica, soroldgica e
radioldgica dos recém-nascidos, com inicio imediato de tratamento quando a infec¢do for
comprovada; e (7) acompanhamento clinico, soroldgico e radiolégico das criangas e neonatos
com ou sem infeccdo congénita, cujas maes apresentaram soroconversao durante a gestacao
(STERKERS et al., 2010; VILLENA et al., 2010).

No Brasil, a triagem soroldgica de gestantes e recém-nascidos € sugerida como
politica publica ndo obrigatoria, em funcdo da elevada prevaléncia da toxoplasmose materna
(superior a 40%), sendo oferecida gratuitamente em algumas regides, mas sem uma

uniformizacdo das agdes e procedimentos, com cada estado e/ou cidade seguindo protocolos
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proprios. Programas de triagem soroldgica de gestantes podem ser verificados nos estados do
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, S&0 Paulo e Goiés e nas cidades de Curitiba, no Parana, e
Porto Alegre, no Rio Grande do Sul (CARELLOS; ANDRADE; AGUIAR, 2008; LOPES-
MORI et al., 2011).

A triagem soroldgica de gestantes corresponde ao primeiro passo em um programa de
controle da toxoplasmose congénita, pois visa determinar o status soroldgico materno anti-T.
gondii durante a gestacdo e avaliar a possibilidade de infeccdo materna primaria € o
consequente risco de transmissdo congénita, direcionando a conduta do profissional obstétrico
durante a gestacdo. Além disso, a triagem soroldgica de recém-nascidos € indicada em casos
de suspeita de infeccdo materna durante a gestacdo, servindo de base para a determinacgéo da
ocorréncia de transmissdo congénita e para o direcionamento da conduta do médico pediatra
quanto a infeccdo por T. gondii (MONTOYA; REMINGTON, 2008).

Basicamente, a triagem soroldgica de gestantes e recém-nascidos é feita pela deteccédo
de anticorpos 1gG e IgM especificos, principalmente IgM, que se configura como um
marcador soroldgico de fase aguda. Porém, a avaliacdo da ocorréncia de infeccdo materna
priméaria e de infeccdo congénita por T. gondii a partir da deteccdo destes dois isotipos de
anticorpos apresenta suas limitagdes (CARLIER et al., 2012; TEKKESIN, 2012).

Em gestantes, a presenca de anticorpos 1gG e auséncia de anticorpos IgM especificos
indica exposicdo anterior ao parasita, sem risco ou com risco minimo de transmissdo
congénita, enquanto a auséncia dos dois isotipos de anticorpos significa auséncia de exposi¢do
prévia e indica susceptibilidade a infec¢do durante a gestacdo, de modo que a gestante deve
ser aconselhada quanto a adocéo de medidas preventivas para se evitar a infeccdo. Por outro
lado, um resultado positivo de IgM deve ser interpretado com cautela, pois pode indicar
infeccdo recente pelo parasita, com risco elevado de transmissdo congénita, devendo a
gestante ser tratada e monitorada durante a gestacdo quanto aos sinais de acometimento fetal.
No entanto, dependendo da técnica sorolégica utilizada na deteccdo destes anticorpos,
resultados falso-positivos podem ocorrer, alem do sério problema da persisténcia prolongada
de IgM (IgM residual ou "arraste" de IgM) em alguns pacientes, que podem apresentar
sorologia positiva para este anticorpo por mais de 1 ano apos a infeccdo (MONTOYA,
REMINGTON, 2008; OZ, 2014; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Em recém-nascidos, a deteccdo de IgG especifica ndo tem valor significativo no
diagnostico da toxoplasmose congénita, pois este isotipo de anticorpo é transferido da mae
para o filho através da placenta, de modo que a simples deteccéo destes anticorpos circulantes

no recem-nascido ndo permite distinguir entre 1gG de origem materna e 1gG propria. Portanto,
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a deteccdo de IgM especifica, que ndo tem passagem placentaria, corresponde a maior
indicacdo de infec¢do congénita, porém considerando as limitacGes das técnicas de deteccéo,
outras ferramentas devem ser incluidas, tais como o acompanhamento clinico e soroldgico da
crianca (MONTOYA; REMINGTON, 2008; ROBERT-GANGNEUX, 2014).

Neste sentido, considerando a importancia das andlises sorolégicas no diagnostico da
infecgdo primaria por T. gondii em gestantes e da infec¢do congénita em recém-nascidos, este
trabalho teve como objetivo avaliar os niveis de anticorpos dos isotipos 1gG, IgM e IgA em
amostras de soros pareadas de mées e recém-nascidos com suspeita de exposicdo a infeccédo
primaria por T. gondii durante a gestagdo, correlacionando estes resultados com dados

clinicos dos pacientes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Pacientes e amostras de soro

O presente estudo incluiu um total de 173 amostras pareadas de soros de mées e
recém-nascidos (RN) provenientes do Banco de Amostras Biologicas do Laboratério de
Imunoparasitologia da Universidade Federal de Uberlandia (LIP-UFU), cuja implantagédo e
utilizacdo foram aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da
Universidade Federal de Uberlandia (CEP-UFU), mediante o parecer n° 041/2008, de 29 de
fevereiro de 2008, em obediéncia as Resolugdes n® CNS 347/05 e CNS 196/96 do Ministério
da Saude.

Estas amostras foram provenientes do Setor de Pediatria e Neonatologia do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) e remetidas ao LIP-UFU desde
2005, em funcgdo de um projeto estabelecido entre este laboratério e o referido setor do HC-
UFU. Por este projeto, amostras pareadas de soros de maes e recém-nascidos atendidos no
HC-UFU, com suspeita de infeccdo materna primaria por T. gondii durante a gestacdo ou
suspeita de toxoplasmose congénita no recém-nascido, eram remetidas ao LIP para a deteccdo
de anticorpos IgM e IgA especificos, especialmente a deteccdo de IgA, ja que o teste
soroldgico para este isotipo de anticorpo ndo é realizado na rotina do Laboratério de Anéalises
Clinicas do HC-UFU. Uma vez realizados tais testes, estas amostras pareadas eram
identificadas e estocadas a -20°C no LIP e sua posterior utilizacio em protocolos
experimentais foi autorizada pelo CEP-UFU, conforme o parecer supracitado.

Para este estudo foram incluidas apenas as amostras pareadas de soros de maes e
recém-nascidos coletadas de 2006 a Junho de 2014, cujos prontuarios clinicos puderam ser
localizados no Setor de Arquivo do HC-UFU, perfazendo um total de 173 amostras de maes,
com idade média de 24,6 anos (14 a 41 anos) e 175 amostras de RN, com idades variando de
1 a 8 dias, exceto para 11 casos, com idade superior (entre 1 e 3 meses). A diferenca entre o

namero de mées e recém-nascidos se deve a existéncia de dois casos de parto gemelar.
2.2 Manutencao e obtencéo de parasitas
Formas taquizoitas da cepa RH de T. gondii foram mantidas por meio de inoculagéo

intraperitoneal em camundongos Swiss ou BALB/c, por meio de passagens seriadas em

intervalos de 48-72 horas de um inéculo de aproximadamente 1 x 10° taquizoitas obtidos do
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exsudato peritoneal de camundongos previamente infectados (MINEO; CAMARGO;
FERREIRA, 1980). Os exsudatos peritoneais foram obtidos por meio de lavagem da cavidade
abdominal do animal com solucéo salina estéril tamponada com fosfatos a 0,01 M (PBS, pH
7,2) e, em seguida, as suspensdes parasitarias foram submetidas a uma centrifugacao rapida
(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 e, quando necessario,
para a remocdo de hemacias, os parasitas foram tratados com solucéo tampéo de lise (NH4CI
14 mM e TRIS-HCI 17 mM, pH 7,2) por 1 minuto a temperatura ambiente. O sedimento final
da suspensdo parasitéaria 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 T. gondii.

2.3 Preparacdo de antigeno soltvel de T. gondii

Antigeno solUvel de taquizoitas de T. gondii (STAQ) foi preparado como descrito por
Carvalho e colaboradores (2008), com algumas modificacGes. Suspensdes parasitarias (1 x
10® taquizoitas/mL) foram tratadas com coquetel de inibidores de proteases (Complete
ULTRA Tablets, Mini, EASYpack, Roche Applied Science, Penzberg, Bavaria, Alemanha) e
entdo submetidas a dez ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento em banho-maria a 37°C, seguido por dois ciclos de ultrassom a 60 Hz, em
banho de gelo, em sonicador (Sonopuls mini20 Ultrasonic Homogenizer, Bandelin Electronic
GmbH & Co., Berlim, Alemanha), sendo cada ciclo com duracdo de 5 minutos, com pulsos de
30 segundos e intervalo de 10 segundos entre eles. Apos centrifugacdo (10.000 x g, 30
minutos, 4°C), o sobrenadante foi coletado, a concentracdo proteica foi determinada pelo
método de Bradford (1976) e o perfil antigénico da preparacdo foi analisado em eletroforese
em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). Aliquotas dos

antigenos foram armazenadas a -20°C até a utilizacéo.

2.4 Ensaios imunoenzimaticos (ELISA)

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados com as amostras pareadas de
soros de mées e recém-nascidos para detecgdo de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-T. gondii, de
acordo com os protocolos especificos para a deteccdo de cada isotipo, conforme descrito a

seguir. Todos os ensaios sorologicos foram realizados nas dependéncias do LIP-UFU.
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2.4.1 ELISA indireto

ELISA indireto foi realizado para a deteccdo de anticorpos IgG especificos a T. gondii,
conforme descrito previamente (CARVALHO et al., 2008; MINEO; CAMARGO;
FERREIRA, 1980), com algumas modificacdes.

Placas de microtitulacdo de poliestireno de alta afinidade (Corning Laboratories Inc.,
New York, NY, EUA) foram sensibilizadas por 18 horas a 4°C com STAg (10 ng/mL) diluido
em tampdo carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6). Apds a incubacdo, as placas foram
lavadas trés vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com PBS-T
contendo 5% de leite em pé desnatado (Molico, Nestlé, Sdo Paulo, SP) (PBS-TM) por 1 hora
a temperatura ambiente. Apos lavagem por trés vezes com PBS-T, as placas foram incubadas
durante 1 hora a 37°C com amostras de soro de mées e recém-nascidos diluidas na razdo 1:64
em PBS-TM. Apds seis lavagens com PBS-T, as placas foram incubadas por 1 hora a 37°C
com anticorpos de cabra anti-lgG humana conjugados com peroxidase (Sigma-Aldrich
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) diluidos na razdo 1:2000. Apo6s nova lavagem por seis
vezes com PBS-T, a reacdo foi revelada pela adicdo das solucBes A e B (v/v) de solugédo
reveladora comercial contendo substrato enzimatico H,O, e o cromdgeno 2,2’-azino-bis-3-
etil-benzotiazolina acido sulfénico (ABTS) (ABTS Peroxidase Substrate System; KPL,
Kirkegaard & Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, Maryland, EUA).

A densidade 6ptica (DO) foi determinada a 405 nm em leitora de microplacas (Titertek
Multiskan Plus spectrophotometer, Flow Laboratories, McLean, EUA). Soros controles
positivos e negativos foram incluidos em cada placa. O limite de positividade (cut off) da
reacdo foi determinado pela média da DO dos soros controles negativos acrescida de 3
desvios padrBes. Os resultados foram expressos em indices de reatividade ELISA (IE), de
acordo com a férmula: IE = DO amostra / DO cut off, sendo que valores de IE > 1,2 foram

considerados positivos, para a exclusao de valores de reatividade préximos a IE = 1,0.

2.4.2 ELISA de captura IgM e IgA

ELISA de captura foi realizado para a deteccdo de anticorpos IgM e IgA especificos a T.
gondii, de acordo com protocolo anteriormente descrito (CARVALHO et al., 2008; MINEO
et al., 1986), com algumas modificagodes.

Microplacas de poliestireno (Corning Laboratories Inc., New York, NY, EUA) foram

sensibilizadas durante 18 horas a 4°C com anticorpos de captura anti-lgM humana ou anti-
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IgA humana (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) diluidos, respectivamente,
nas razdes 1:200 e 1:100 em tampé&o carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6). As placas foram
lavadas trés vezes com PBS-T e blogueadas com PBS-TM por 1 hora a temperatura ambiente.
Apbs novas lavagens com PBS-T, as placas foram incubadas por 2 horas a 37°C com as
amostras de soro de mées e recém-nascidos diluidas na razdo 1:16 em PBS-TM. Apds novas
lavagens (6 vezes) em PBS-T, as placas foram incubadas com STAg (100 pg/mL) em PBS-
TM por 2 horas a 37°C. Apos lavagem (6 vezes) em PBS-T, o antigeno ligado foi detectado
pela adicdo de anticorpos IgG de coelho anti-T. gondii conjugados com peroxidase (preparado
segundo protocolo descrito por Wilson e Nakane, 1978) diluido 1:500 em PBS-TM, seguindo
incubacdo 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 (secdo 2.4.1).

2.5 Andlises de prontudrios clinicos

Com o objetivo de se obter informacGes demogréficas e clinicas das 173 maes e dos
175 recém-nascidos, que tiveram suas amostras de soro utilizadas neste estudo, andlises de
seus prontuarios clinicos foram realizadas no Setor de Arquivo Médico do HC-UFU,
mediante autorizacao do responsavel pelo setor.

Nos prontudrios clinicos correspondentes as méaes foram pesquisadas as seguintes
informacBes principais: (1) idade materna na ocasido do respectivo parto e da coleta da
amostra de soro remetida ao LIP; (2) trimestre gestacional de diagnostico da toxoplasmose;
(3) ocorréncia de tratamento para toxoplasmose durante a gestagéo; (4) resultados de exames
soroldgicos e de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em liquido amniético durante a
gestacdo; (5) ocorréncia de sintomas maternos relacionados a toxoplasmose e relatados
durante a gestacdo; (6) ocorréncia de alteracGes fetais ou outras alteracBes relacionadas a
toxoplasmose evidenciadas em exames de ultrassonografia fetal; (7) ocorréncia de outras
doencgas ou alteracbes maternas durante a gestacdo; e (8) outras informacdes relevantes
relacionadas a toxoplasmose.

Nos prontuérios clinicos correspondentes aos recém-nascidos foram pesquisadas as
seguintes informacdes principais: (1) idade do recém-nascido na ocasido da coleta da amostra
de soro remetida ao LIP; (2) trimestre gestacional de diagnostico da toxoplasmose materna;
(3) ocorréncia de tratamento materno para toxoplasmose durante a gestacédo; (4) realizagdo e
resultado de PCR em liquido amniotico durante a gestacdo; (5) realizacdo e resultados de

exames de fundo de olho (fundoscopia) para avaliagdo de alteracGes oculares; (6) realizacédo e
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resultados de exames de raio X de crénio ou de ultrassonografia de cranio ou outros exames
para avaliagéo de alteracdes cerebrais; (7) realizacdo e resultados de exames auditivos para
avaliacdo de alteracdes auditivas; (8) ocorréncia de outras alteracdes e/ou sinais do recém-
nascido relacionados a toxoplasmose congénita; (9) realizacdo e resultados de exames
soroldgicos do recém-nascido logo apds o nascimento e durante acompanhamento soroldgico
posterior; (10) ocorréncia de tratamento do recém-nascido para toxoplasmose; (11) outras
doencas ou alteracdes do recem-nascido; e (12) outras informacdes relevantes relacionadas a

toxoplasmose.

2.6 Analises estatisticas

Analise estatistica e constru¢cdo de graficos foram realizadas no programa
computacional GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA).

Inicialmente, os dados dos resultados dos ensaios imunoenzimaticos foram analisados
pelos testes de normalidade (Kolmogorov-Smirnov test, Shapiro-Wilk normality test e
D'Agostino & Pearson omnibus normality test). Como o0s dados ndo seguiram uma
distribuicdo normal, as diferencas entre as medianas dos niveis de anticorpos 1gG, IgM e IgA
nas amostras de soro de maes e recém-nascidos foram analisadas pelo teste ndo paramétrico
pareado de Wilcoxon, enquanto as diferencas entre as porcentagens de positivos de mées e
recém-nascidos para cada isotipo de anticorpo foram determinadas pelo teste exato de Fischer.

As correlagbes entre os niveis de anticorpos IgG, IgM e IgA especificos a T. gondii
nas amostras de soros de maes e recém-nascidos foram analisadas pelo teste de correlagdo de
Spearman. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Deteccgéo de anticorpos 1gG, IgM e IgA anti-T. gondii em amostras pareadas de soros

de maes e recém-nascidos

Foram testadas 173 amostras pareadas de soros de maes e recém-nascidos (RNS)
remetidas ao LIP pelo Setor de Pediatria e Neonatologia do HC-UFU de 2006 a junho de
2014, totalizando 173 amostras de mées e 175 amostras de RNs, uma vez que havia dois casos
de parto gemelar entre os pares de amostras analisadas. A Tabela 1 apresenta a distribuigédo
por ano das amostras incluidas neste estudo, bem como a idade materna e resultados

soroldgicos para toxoplasmose em cada periodo.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e soroldgicas de amostras pareadas de maes com suspeita de
toxoplasmose priméaria adquirida durante a gestacéo e seus respectivos recém-nascidos (RN), provenientes
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) durante o periodo de 2006 a
2014,

Soropositividade para Soropositividade para
N° amostras Idade Toxoplasma gondii — Mae® Toxoplasma gondii — RN®
Ano pareadas  materna® n (%)° n (%)°
(M&e/RN) (anos)
19G IgM IgA 19G IgM IgA

2006 12 283+83 12(100) 8(66,7) 3(250) 12(100) 4(333) 5 (4L7)
2007 23 247+79 23(100) 15(652) 9(39,1) 23(100) 7(304)  6(26,1)
2008 15 228+53 15(100) 15(100) 1(67)  15(100) 2(133)  1(6,7)
2009 25/26°  234+54 25(100) 24 (96,0) 6(240) 26(100)  0(0) 1(4,0)

2010 21/22° 240+57 21(100) 14(66,7) 2(95  22(100)  1(4,8) 1(4,8)

2011 25 257+6,9 25(100) 21(840) 3(12,0) 25(100) 4(160)  1(4,0)
2012 13 233+38 13(100) 13(100) 4(30,8) 13(100) 3(231)  4(30,8)
2013 25 215+35 25(100) 23(92,0) 10(40,0) 25(100) 5(20,0) 3 (12,0)
2014¢ 14 281+71 14(100) 12(857) 4(286) 14 (100) 4(286)  2(14,3)

Total  173/175  246+23 173(100) 145(83,8) 42(243) 175(100) 30(17,.1) 24 (13,7)

# |dade da mae na data do parto (média £ desvio padréo);

® Soropositividade para Toxoplasma gondii determinada por ELISA indireto para anticorpos 1gG e ELISA captura para
anticorpos IgM e IgA,;

¢ Divergéncia entre o nimero de maes e recém-nascidos devido & ocorréncia de partos gemelares;

Y Coleta de amostras e analise de prontuérios finalizadas no més de junho de 2014.
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Figura 1 - Niveis de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-Toxoplasma gondii em 173 amostras pareadas de
soros de maes com suspeita de toxoplasmose primaria adquirida durante a gestacéo e seus respectivos
recém-nascidos (RN), provenientes do HC-UFU durante o periodo de 2006 a 2014. Os resultados sdo
expressos em Indice ELISA (IE) e as barras horizontais indicam a mediana. A linha pontilhada indica
o limite de positividade das reagdes (IE > 1,2) e as porcentagens de amostras positivas sdo também
indicadas. Diferencas estatisticamente significativas entre niveis de anticorpos de médes e RNs foram
determinadas pelo teste de Wilcoxon (***p < 0,0001). Diferengas estatisticamente significativas entre
porcentagens de positivos de maes e RNs para cada isotipo de anticorpo foram determinadas pelo teste
exato de Fischer (*p < 0,05).

Os niveis de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-T. gondii presentes nas amostras de mées
e RNs sdo apresentados na Figura 1, que apresenta os resultados das amostras analisadas em
todo o periodo.

Com relacdo a deteccdo de anticorpos IgG, observa-se que todas as amostras de soros
de mées e RNs foram positivas para este isotipo e ndo houve diferenca entre as medianas dos
niveis determinados nas amostras provenientes de mées (IE = 5,50) e de RNs (IE = 5,54)
(Figura 1).

E importante destacar que todas as amostras pareadas de soros de maes e RNs remetidas
ao LIP pelo Setor de Pediatria e Neonatologia do HC-UFU e analisadas no presente estudo
correspondem a mdes que apresentaram sorologia sugestiva de soroconversdo durante ou
imediatamente antes da gestacdo, ou a RNs com alteragdes clinicas ao nascimento sugestivas

de toxoplasmose congénita. Assim, todas estas amostras tiveram seu status sorologico para T.
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gondii previamente avaliado por exames realizados no Laboratério de Anélises Clinicas do
HC-UFU, utilizando-se kits comerciais para a detec¢do de anticorpos IgG e IgM especificos.
Neste sentido, todas as amostras maternas remetidas apresentaram resultados positivos para
anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii, de acordo com os testes sorologicos realizados no HC-
UFU.

Tal fato justifica a soropositividade de 100% observada para anticorpos IgG nas
amostras maternas quando analisadas pelo ELISA indireto pelo LIP. Historicamente, os testes
soroldgicos para deteccdo de anticorpos IgG apresentam alta sensibilidade e especificidade,
além de excelente reprodutibilidade, o que reduz as divergéncias de resultados entre diferentes
técnicas ou laboratérios (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Por outro lado, a
soropositividade de 100% para IgG nas amostras dos RNs e a auséncia de diferencas entre 0s
niveis destes anticorpos nas amostras de médes e RNs é um resultado esperado, uma vez que
anticorpos 1gG séo transferidos da mae para o feto via placenta, de modo que os niveis destes
anticorpos no soro do recém-nascido sdo muito similares aos niveis maternos (PALMEIRA et
al., 2012). Assim, a maior parte dos anticorpos IgG presentes no soro do RN séo de origem
materna, principalmente no caso dos RNs deste estudo, que, em sua maioria, tinham idade
entre 1 e 8 dias.

Com relagdo aos anticorpos IgM, 83,8% (n = 145) das amostras maternas foram
positivas para este isotipo, sendo significativamente maior que a soropositividade observada
para as amostras de RNs, em que apenas 17,1% (n = 30) foram positivas para IgM (p <
0,0001). Além disso, as medianas dos niveis destes anticorpos presentes nas amostras das
maes (IE = 1,95) foram significativamente maiores que aquelas determinadas para as
amostras dos respectivos RNs (IE = 0,80) (p < 0,0001) (Figura 1).

A soropositividade inferior para IgM nos soros das mdes, em relacdo a
soropositividade de 100% determinada pelos testes sorologicos do HC-UFU pode ter ocorrido
em fungdo de dois fatores: (1) a sorologia positiva pelos testes do HC-UFU pode ter sido
obtida durante a gestacéo e, no momento da coleta da amostra remetida ao LIP (logo apos o
parto), os niveis maternos de IgM ja poderiam ter diminuido até niveis indetectaveis pelos
testes soroldgicos, principalmente no caso de maes com infeccdo diagnosticada no 1°
trimestre de gestagdo (MONTOYA; REMINGTON, 2008; ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012); ou (2) os testes para deteccdo de IgM utilizados no HC-UFU podem
apresentar resultados falso-positivos, ja que testes rotineiramente utilizados na deteccdo deste
isotipo costumam apresentar problemas de sensibilidade e especificidade (MARANGONI et
al., 2014; REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004).
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Como anticorpos IgM normalmente néo séo transferidos pela placenta, a deteccdo de
IgM anti-T. gondii no soro do RN indica sintese prdpria deste isotipo e € sugestiva de
infeccdo congénita pelo parasita (LAGO; OLIVEIRA; BENDER, 2014). Isto explica a menor
soropositividade, bem como os menores niveis destes anticorpos detectados nas amostras de
RNs em relacdo as amostras maternas.

Com relacdo aos anticorpos IgA, apenas 24,3% (n = 42) das amostras maternas foram
positivas para este isotipo, o que foi significativamente maior que a soropositividade
observada entre as amostras de RNs, em que apenas 13,7% (n = 24) foram positivas para este
isotipo (p = 0,0138). Além disso, as medianas dos niveis destes anticorpos presentes nas
amostras das mées (IE = 0,96) foram significativamente maiores que os niveis determinados
para as amostras dos respectivos RNs (IE = 0,80) (p < 0,0001) (Figura 1).

A baixa soropositividade observada para IgA nas amostras maternas também pode
refletir o tempo de infeccdo, pois anticorpos deste isotipo séo sintetizados nas fases mais
precoces da infecgdo por T. gondii, apresentando declinio significativo 3 a 4 meses ap6s a
infeccdo, quando podem se tornar indetectaveis (NASCIMENTO; SUZUKI; ROSSI, 2008).
Assim, mées que se infectaram no primeiro trimestre de gestacdo podem nao apresentar niveis
significativos de IgA especifica ap6s o parto, em funcdo do tempo maior de infeccdo. Este
fato se justifica pela analise de que, das 42 mdes IgA-positivas, 17 (40,5%) delas foram
diagnosticadas com toxoplasmose primaria no 3° trimestre de gestacdo e apresentaram 0s
maiores valores de indice ELISA para este isotipo ap6s o parto. Por outro lado, 12 (28,6%)
delas ndo foram diagnosticadas durante a gestacdo, ndo sendo possivel avaliar o tempo de
infeccdo no momento do parto. Apenas 7 maes (16,7%) IgA-positivas tiveram diagndstico de
soroconversao no 1° trimestre de gestacdo e a maioria delas apresentou baixos valores de
indice ELISA para este isotipo apds o parto, o que pode significar persisténcia de niveis
residuais destes anticorpos por maiores periodos de tempo (MONTOYA; LIESENFELD,
2004).

Anticorpos IgA também ndo atravessam a placenta, de modo que sua detec¢cdo no soro
de recém-nascidos reflete sintese propria e, portanto, é indicativo da ocorréncia de infeccéo
congénita (NASCIMENTO; SUZUKI; ROSSI, 2008; PALMEIRA et al., 2012). Isso explica a
menor soropositividade destes anticorpos nas amostras de RNs (13,7%), quando comparada

as amostras maternas.
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3.2 Correlacao dos niveis de anticorpos 1gG, IgM e IgA anti-T. gondii entre as amostras
de soros de maes e recém-nascidos

CorrelacOes entre os niveis de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-T. gondii presentes nas
amostras pareadas de soros de mées e RNs foram realizadas, comparando-se os niveis de cada
isotipo entre as amostras de mées e RNs, bem como as positividades duplas ou Unicas para

cada isotipo (Figura 2).
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Figura 2 - Correlacdo entre os niveis de anticorpos IgG (A), IgM (B) e IgA (C) anti-Toxoplasma
gondii de 173 amostras pareadas de maes com suspeita de toxoplasmose primaria adquirida durante a
gestacao e seus respectivos recem-nascidos (RN), provenientes do HC-UFU durante o periodo de 2006
a 2014. Os resultados sdo expressos em Indice ELISA (IE) e a linha pontilhada indica o limite de
positividade das reacbes (IE > 1,2). O coeficiente de correlacdo (rs) foi calculado pelo teste de
correlacdo de Spearman. As porcentagens de amostras duplo-positivas, duplo-negativas ou positivas
somente para um dos anticorpos sdo indicadas nos cantos dos quadrantes correspondentes.
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Houve forte e significativa correlagdo positiva entre os niveis de 1gG anti-T. gondii
presentes nas amostras de soros provenientes de maes e de RNs (rs = 0,9430; p < 0,0001),
com 100% de amostras duplo-positivas (Figura 2A). Conforme discutido previamente, este
resultado reflete o alto grau de transferéncia placentaria de anticorpos IgG, de modo que a
soropositividade observada nos RNs refere-se principalmente a anticorpos de origem materna
e ndo a anticorpos sintetizados pelo proprio RN.

Para anticorpos IgM anti-T. gondii, houve uma moderada correlacdo positiva entre 0s
niveis detectados nas amostras provenientes de mées e RNs (rs = 0,4351; p < 0,0001), com a
grande maioria dos pares de amostras (68,2%) apresentando resultado positivo para IgM
apenas no soro materno (p < 0,0001). Ndo houve diferenca significativa entre a porcentagem
de pares duplo-positivos, ou seja, positivos para IgM nas amostras da mée e do respectivo RN
(15,6%) e duplo-negativos (14,5%). Por outro lado, a porcentagem de pares com positividade
de IgM apenas na amostra do RN foi significativamente menor (1,7%; p < 0,0001) (Figura
2B). Como anticorpos IgM ndo sdo transferidos pela placenta, apenas RNs com infeccéo
congénita apresentariam resultados positivos para estes anticorpos, o que explica a maior
porcentagem de pares de amostras com resultados positivos apenas no soro materno.

A soropositividade de IgM detectada apenas no soro do RN em 3 pares de amostras
(1,7%) poderia indicar infeccdo materna adquirida imediatamente antes ou logo no inicio da
gestacdo, com transmissdo congénita no primeiro trimestre. Assim, as mées apresentariam
niveis indetectaveis de IgM no momento do parto e os RNs com infeccdo ativa apresentariam
niveis ainda elevados destes anticorpos ao nascimento. No entanto, pela analise dos
prontuarios clinicos destes 3 RNs, esta possibilidade parece ndo ter ocorrido com nenhum
deles. Para os trés casos analisados, os respectivos RNs nasceram sem qualquer sinal e/ou
sintoma relacionado a infeccdo congénita, os quais também ndo se manifestaram durante
acompanhamento ambulatorial. Além disso, a sorologia realizada no HC-UFU logo apés o
nascimento apresentou resultado positivo para 1gG, mas negativo para IgM anti-T. gondii para
os trés RNs, os quais permaneceram com resultados negativos de IgM e apresentaram queda
dos niveis de 1gG até a completa negativagdo durante acompanhamento soroldgico de 1 ano.
Portanto, a possibilidade de infec¢do congénita foi descartada nos trés casos. Uma explicacdo
alternativa para estes resultados divergentes pode ser a troca entre as amostras de soro da mae
e do RN no momento de sua coleta no HC-UFU e posterior envio ao LIP. Assim, apenas as
mées seriam IgM-positivas e 0s RNs seriam negativos.

Para anticorpos IgA anti-T. gondii, houve também uma moderada correlacdo positiva

entre os niveis detectados nas amostras provenientes de mées e RNs (rs = 0,6195; p < 0,0001),
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mas com a grande maioria dos pares de amostras (72,2%) apresentando resultado duplo-
negativo (p < 0,0001). Nao houve diferenca significativa entre a porcentagem de pares duplo-
positivos (10,4%) e positivos apenas no soro materno (13,9%). Por outro lado, a porcentagem
de pares com positividade de IgA apenas na amostra do RN foi significativamente menor
(3,5%; p = 0,0182) (Figura 2C).

A baixa soropositividade das amostras maternas e dos RNs para anticorpos IgA deve-
se principalmente a precocidade da sintese destes anticorpos durante a infeccdo por T. gondii
e a curta permanéncia de niveis detectaveis no soro, conforme discutido previamente
(SENSINI, 2006). Um dado interessante corresponde aos 6 casos (3,5%) em que apenas 0 RN
apresentou resultado positivo para IgA, enquanto a mée foi negativa para estes anticorpos.
Para cinco destes casos, 0s RNs apresentaram toxoplasmose congénita confirmada pela
analise clinica e sorologica, de modo que apresentavam infeccdo recente e ativa ao
nascimento, com sintese de altos titulos de IgA. Ja as mées (4 casos) ndo tiveram a infeccdo
diagnosticada na gestacdo, mas provavelmente se infectaram logo no inicio, ndo apresentando
niveis detectaveis destes anticorpos no momento do parto (MONTOYA; REMINGTON,
2008; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). O outro caso em que apenas a amostra do
RN foi IgA-positiva corresponde a um dos casos discutidos anteriormente, que também foi
positivo para IgM apenas na amostra do RN, o que pode indicar a ocorréncia de troca entre as
amostras de soros da mae e do RN.

Comparando-se os resultados entre as positividades de IgM e IgA anti-T. gondii,
houve diferenca significativa entre a porcentagem de duplo-negativos para IgM (14,5%) e
para IgA (72,2%) (p < 0,0001). Também houve diferenca significativa entre as porcentagens
de pares positivos para IgM apenas no soro materno (68,2%), quando comparados com a
mesma positividade para IgA (13,9%) (p < 0,0001). Por outro lado, ndo houve diferenca
significativa entre as porcentagens de pares duplo-positivos para IgM (15,6%) e para IgA
(10,4%), nem entre os pares positivos apenas no soro do RN para IgM (1,7%) e para IgA
(3,5%) (Figuras 2B; 2C).

3.3 Correlacéo entre os niveis de anticorpos 1gG, IgM e IgA anti-T. gondii nas amostras

de soros de maes e nas amostras de recém-nascidos

Além das analises de correlagdes dos niveis de anticorpos 1gG, IgM e IgA anti-T.

gondii entre as amostras de mées e RNs, foram analisadas também as correlacfes entre 0s
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niveis destes isotipos de anticorpos nas amostras de soros provenientes das maes e nas
amostras dos RNs, conforme representado na Figura 3.

Analisando-se as correlacbes para as amostras de soros provenientes das maes,
observou-se que houve correlacédo significativa, porém fraca, apenas entre os isotipos IgM e
IgA (rs = 0,3854; p < 0,0001) (Figura 3C). A maioria das amostras maternas foi positiva
apenas para anticorpos IgM anti-T. gondii (60,1%) (p < 0,0001), engquanto uma taxa
significativamente baixa de amostras foram positivas apenas para anticorpos IgA (0,6%). Nao
houve diferencas significativas entre amostras duplo-positivas (23,7%) e duplo-negativas
(15,6%). Para as amostras maternas, ndo houve correlagcdo entre os isotipos 1gG e IgM, em
que a maioria das amostras foi duplo-positiva (83,8%) (Figura 3A), nem entre os isotipos IgG
e IgA, em que a maioria das amostras foi positiva apenas para IgG (75,7%) (Figura 3B).

Nas amostras de soros dos RNs, houve correlacdo positiva moderada entre os isotipos
IgM e IgA (rs = 0,5494; p < 0,0001), superior a observada entre estes mesmos isotipos nas
amostras maternas, mas com a maioria das amostras com resultado duplo-negativo (79,8%) (p
< 0,0001). Houve diferenca significativa entre as porcentagens de amostras duplo-positivas
(11,0%) e as amostras positivas apenas para IgA anti-T. gondii (2,9%) (p < 0,001), mas nédo
houve diferenca entre as amostras duplo-positivas (11,0%) e aquelas positivas apenas para o
isotipo IgM (6,3%) (Figura 3F). Para as amostras de RNs também ndo houve correlacéo entre
os isotipos IgG e IgM, em que a maioria das amostras foi positiva apenas para 1gG (82,9%)
(Figura 3D), nem entre os isotipos 1gG e IgA, em que a maioria das amostras também foi
positiva apenas para IgG (86,3%) (Figura 3E).

As anélises de correlagdes envolvendo anticorpos 1gG ndo apresentam valor
significativo no diagnoéstico da infeccdo materna primaria nem no diagnéstico da infeccdo
congénita por T. gondii, pois estes anticorpos podem persistir em niveis séricos detectaveis
por toda a vida de um paciente infectado. Deste modo, a detec¢do de anticorpos IgG anti-T.
gondii no soro da mée significa apenas exposicdo ao parasita, sem indicacdo do tempo desta
exposicéo, enquanto a deteccao destes anticorpos no soro de um RN indica primariamente a
transferéncia placentéria de anticorpos maternos, sem indicacdo de infec¢do congénita. Como
anticorpos IgM e IgA sdo mais caracteristicos de infeccao recente e ndo sdo transferidos pela
placenta, h4 pequena correlacdo entre seus niveis e os niveis de IgG a partir da analise de uma
unica amostra de soro coletada da mée e de seu RN logo ap6s o parto (RODRIGUES et al.,
2009; SOARES; CARVALHO; CALDEIRA, 2012).
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Figura 3 - Correlag&o entre os isotipos de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-Toxoplasma gondii em 173
amostras pareadas de soros de mdes com suspeita de toxoplasmose primaria adquirida durante a
gestacdo (A, B e C) e seus respectivos recém-nascidos (RN) (D, E e F), provenientes do HC-UFU
durante o periodo de 2006 a 2014. Os resultados sio expressos em indice ELISA (IE) e a linha
pontilhada indica o limite de positividade das reacfes (IE > 1,2). O coeficiente de correlacdo (rs) foi
calculado pelo teste de correlagdo de Spearman. As porcentagens de amostras duplo-positivas, duplo-
negativas ou positivas somente para um dos anticorpos sdo indicadas nos cantos dos quadrantes

correspondentes.
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As correlagdes entre anticorpos IgM e IgA nos soros maternos e dos RNs foram mais
significativas, visto que estes anticorpos séo sintetizados nas fases mais precoces da infec¢ao
e ndo sdo transferidos por via placentaria. No entanto, a correlacdo entre estes isotipos nos
soros maternos foi menor, provavelmente em funcdo do maior tempo de infec¢do entre as
mdes, uma vez que estes soros foram coletados logo apés o parto. Deste modo, como as mées
ja poderiam apresentar infeccGes adquiridas alguns meses antes, o nivel de anticorpos IgA
poderia ser muito baixo ou mesmo indetectdvel no parto, além do nivel de IgM poder
representar uma persisténcia maior destes anticorpos, sem necessariamente indicar infeccao
recente. Por outro lado, a infeccdo por T. gondii entre os RNs era mais recente, de modo que
estes ainda apresentavam niveis detectaveis e muitas vezes elevados de IgA ao nascimento, 0s
quais apresentavam maior correlacdo com os anticorpos IgM (LAGO; OLIVEIRA; BENDER,
2014).

3.4 Recém-nascidos com sorologia sugestiva de toxoplasmose congénita

Das 173 amostras testadas, correspondentes aos soros maternos, 145 apresentaram
resultado positivo para anticorpos IgM anti-T. gondii, sugerindo a ocorréncia de infeccéo
materna recente pelo parasita. Destas 145 amostras positivas para IgM, 41 delas também
foram positivas para IgA, de modo que, das 42 amostras maternas positivas para IgA, 41
também sdo positivas para IgM e apenas 1 amostra é positiva apenas para IgA. Deste modo,
tem-se um total de 146 amostras maternas (84,4%) com sorologia sugestiva de infeccédo
recente por T. gondii, ou seja, com resultados soroldgicos positivos para anticorpos IgM e/ou
IgA e, portanto, com possibilidade de terem transmitido o parasita verticalmente para seus
respectivos recém-nascidos.

Destas 146 amostras maternas, foi constatado a partir das andlises de prontuarios
clinicos que 108 (74,0%) mdes receberam tratamento para toxoplasmose durante a gestacéo,
normalmente com espiramicina, mas em alguns casos com o tratamento triplice (pirimetamina
+ sulfadiazina + acido folinico), enquanto 38 mées (26,0%) ndo foram tratadas durante a
gestacdo, pois ndo tiveram diagnostico de uma possivel infecgdo primaria por T. gondii neste
periodo. De acordo com as informacdes dos prontuarios clinicos, a auséncia de diagnostico de
infeccdo por T. gondii durante a gestacdo entre algumas destas mées ocorreu em fungdo da
ndo realizacdo de acompanhamento pré-natal, ou em fungdo da ndo repeticdo da sorologia

para toxoplasmose no segundo e terceiro trimestre de gestacdo, quando a mée era identificada
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como ndo infectada na sorologia do primeiro trimestre. Assim, neste Ultimo caso, a infeccdo
materna pode ter ocorrido no final da gestacdo e ndo ter sido identificada.

As porcentagens de maes tratadas foram significativamente maiores do que aquelas das
mées ndo tratadas (p < 0,05) (Tabela 2). Assim, foi analisada a porcentagem dos RNs que
apresentaram sorologia sugestiva de infecgdo congénita por T. gondii ao nascimento, filhos
destas 146 mées com sorologia sugestiva de infecgéo recente, as quais foram subdivididas em
mées tratadas e ndo tratadas durante a gestacéo (Figura 4).

Das 108 maes positivas para IgM e/ou IgA especificas e tratadas durante a gestacao,
10 RNs (9,2%) tiveram resultado positivo para IgM ao nascimento, 6 (5,5%) foram positivos
para IgA e 3 (2,8%) mostraram resultado duplo-positivo. Deste modo, 13 RNs (12,0%)
provenientes deste grupo de 108 maes tratadas apresentaram resultados positivos para IgM

e/ou IgA anti-T. gondii, sugerindo a ocorréncia de infeccdo congénita (Figura 4).
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Figura 4 - Porcentagem de amostras de soros de recém-nascidos (RN) com sorologia positiva para
IgM e/ou IgA anti-Toxoplasma gondii, procedentes de maes soropositivas para IgM e/ou IgA anti-T.
gondii (n = 146), as quais foram tratadas (n = 108) ou ndo tratadas (n = 38) durante a gestacdo com
drogas especificas para o tratamento da toxoplasmose. Diferencgas estatisticamente significativas entre
porcentagens de RNs de mées tratadas e ndo tratadas foram determinadas pelo teste exato de Fischer
(*p <0,05).

Por outro lado, das 38 maes positivas para IgM e/ou IgA especificas e ndo tratadas
durante a gestacdo, 17 RNs (44,7%) tiveram resultado positivo para IgM ao nascimento, 17
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(44,7%) foram positivos para IgA e 15 (39,5%) mostraram resultado duplo-positivo. Deste
modo, 19 RNs (50,0%) provenientes deste grupo de 38 mées ndo tratadas apresentaram
resultados positivos para IgM e/ou IgA anti-T. gondii, sugerindo a ocorréncia de infeccéo
congénita (Figura 4).

As porcentagens de RNs com sorologia sugestiva de infec¢do congénita por T. gondii
(IgM*, 1IgA™, IgM*/IgA" e IgM" e/ou IgA™) provenientes de maes tratadas foram significativa-
mente menores do que aquelas de RNS provenientes de mées ndo tratadas durante a gestacéo
(p < 0,0001) (Figura 4), enfatizando a importancia do tratamento materno em prevenir a
infeccdo congénita.

Em sintese, no presente estudo foram encontrados 32/146 (21,9%) RNs com sorologia
sugestiva de toxoplasmose congénita ao nascimento, sendo 13/108 (12,0%) nascidos de mées

tratadas durante a gestacdo e 19/38 (50%) de maes ndo tratadas.

3.5 Dados clinicos de recém-nascidos com sorologia sugestiva de toxoplasmose congénita

A Tabela 2 apresenta os principais dados clinicos obtidos a partir da analise dos
prontuarios dos 32 RNs com sorologia sugestiva de toxoplasmose congénita ao nascimento
(IgM* e/ou IgA™ anti-T. gondii), analisados em funcdo da ocorréncia ou ndo de tratamento
materno durante a gestacédo e apresentados de acordo com o0 ano de nascimento (2006 a 2014).

A presenca de alteragdes oculares relacionadas a toxoplasmose congénita foi relatada
nos prontuarios de 18 RNs (56,3%), sendo 4 deles nascidos de maes tratadas durante a
gestacdo e 14 de maes ndo tratadas, com diferenca significativa entre estes dois grupos (p <
0,05) (Tabela 2). Estas alteragcbes foram observadas a partir de exames de fundo de olho
(fundoscopia) realizados no HC-UFU e incluem lesGes tipicas de coriorretinite ativa ou
inativa, lesbes maculares (ativas ou cicatriciais), vitreite, descolamento de retina, hemorragia
retiniana, microftalmia, nistagmo, estrabismo, catarata e comprometimento da acuidade
visual.

A presenca de alteracGes cerebrais relacionadas a toxoplasmose congénita foi relatada
nos prontuarios de 13 RNs (40,6%), sendo 4 deles nascidos de mades tratadas durante a
gestacdo e 9 de maes ndo tratadas, sem diferenca significativa entre estes dois grupos (Tabela
2). Estas alteragdes foram observadas a partir de exames de raio X e/ou ultrassonografia de
crénio e andlises de liquido cefalorraquidiano realizados no HC-UFU e incluem calcificacGes

cerebrais, hidrocefalia, microcefalia, ventriculomegalia e encefalite.
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Tabela 2 - Dados clinicos e laboratoriais de recém-nascidos (RN) com sorologia suspeita de toxoplasmose congénita nascidos de maes IgM™* e/ou IgA™ anti-
Toxoplasma gondii, tratadas ou ndo tratadas durante a gestacéo, provenientes do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) durante
0 periodo de 2006 a 2014.

Amostras de RN

Amos‘Eras de Tratamento mNaterno IgM+ e ou IgA+ Alteracdes oculares® Altera(;c"?eg Hepato- _ Obito
maes na gestacao . . 00 cerebrais esplenomegalia 00
Ano IgM_+ e/ou Ig,_Af* n (%)° antlr-]'li.o/g(])?fndu n (%) n (%0)° n (%)° n (%)
antl—nT(.o%c;zldu SIM NAO Maées Nao Maées Nao Maes N&o Maes N&o Maes Nao
tratadas tratadas tratadas tratadas tratadas tratadas tratadas tratadas tratadas tratadas
2006 8 (66,7) 3(37,5) 5 (62,5) 0(0) 4 (80,0) 0(0) 4 (100) 0 (0) 4 (100) 0(0) 4 (100) 0 (0) 0 (0)
2007 16 (69,6) 9 (56,2) 7(438) 1(11,1) 6(857) 0 (0) 5 (83,3) 0 (0) 1(16,7) 0 (0) 1(16,7) 0 (0) 1(16,7)
2008 15 (100) 14 (93,3) 1(6,7) 1(7,1) 1 (100) 0 (0) 1 (100) 0 (0) 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
2009 24 (96,0) 23 (95,8) 1(4,2) 1(4,3) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0)
2010 14 (66,7) 10 (71,4) 4 (28,6) 1(10,0) 1(25,0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
2011 21 (84,0) 16 (76,2) 5(238) 2(125) 1(20,0) 1 (50) 1 (100) 1(50)  1(100) 0 (0) 1 (100) 0 (0) 0(0)
2012 13 (100) 9 (69,2) 4(30,8) 3(333) 1(250) 2(66,7)  1(100) 3(100) 1(100) 1(33,3) 1(100) 1(33,3) 0 (0)
2013 23(92,0) 16 (69,6) 7(30,4) 2(125) 4 (57,1) 0(0) 1(25) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0)
2014° 12 (85,7) 8 (66,7) 4(333) 2(250) 1(250) 1 (50) 1 (100) 0 (0) 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
tsg‘tzl 146 (84,4) 108 (74,0)* 38(26,0) 13(12,0) 19(50,00* 4(30,8) 14(73,7)* 4(30,8) 9(47.4) 1(7,7) 7(368) 1(7.7) 1(5,.3)
Total 146 (84,4) 32 (21,9 18 (56,3) 13 (40,6) 8 (25,0) 2 (6,3)

a AlteracGes oculares sugestivas de toxoplasmose congénita, determinadas a partir de exame de fundo de olho (Fundoscopia);
b ~ . . - . . . . Al
AlteracGes cerebrais sugestivas de toxoplasmose congénita, determinadas a partir de exames de Raio X e/ou ultrassonografia de créanio;

¢ Coleta de amostras e analise de prontuarios finalizadas no més de junho de 2014;

¢ porcentagem em relac&o ao niimero total de amostras de mées para o periodo;

¢ Porcentagem em relag&o ao nimero total de amostras de mées IgM* efou IgA* para o periodo;

fPorcentagem em relacdo ao niimero total de amostras de mées IgM* e/ou IgA* tratadas ou ndo tratadas, respectivamente, no periodo;

9Porcentagem em relagdo ao nimero total de amostras de RNs IgM™* e/ou IgA™ provenientes de mées tratadas ou no tratadas, respectivamente, no periodo;
* Significancia estatistica determinada pelo teste exato de Fischer (p < 0,05) comparando mées tratadas e ndo tratadas.
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Além disso, 8 RNs (25,0%) apresentaram hepatoesplenomegalia, conforme
determinado por exame clinico e ultrassonografia de abdome, sendo 1 de mée tratada durante
a gestacdo e 7 de maes ndo tratadas (Tabela 2). Dois RNs (ambos de mdes nao tratadas)
apresentaram comprometimento auditivo, com perda neurossensorial em ambos os ouvidos,
em decorréncia da toxoplasmose congénita (dados ndo mostrados). Outros dois RNs (1 de
mde tratada e 1 de mde ndo tratada) vieram a Obito, em funcdo de complicacdes da
toxoplasmose congénita (Tabela 2).

Assim, dos 32 RNs com sorologia sugestiva de toxoplasmose congénita ao
nascimento, 19 (59,4%) deles apresentaram sinais e/ou sintomas e alteracdes relacionadas a
infeccdo, enquanto 13 (40,6%) se mostraram sem qualquer alteracdo aparente relacionada a
infeccdo congénita (assintomaticos).

Todos os RNs com resultados negativos de IgM e/ou IgA especificas foram

assintomaticos ao nascimento, sem qualquer alteracéo relacionada a toxoplasmose congénita.

3.6 Acompanhamento soroldgico e ambulatorial dos recém-nascidos com suspeita de

toxoplasmose congénita no HC-UFU

Um dos objetivos da analise de prontuarios clinicos dos RNs no HC-UFU foi a
obtencédo de dados relacionados ao acompanhamento soroldgico e ambulatorial dos RNs com
suspeita de exposicdo a T. gondii durante a gestacdo. Em geral, todos os RNs provenientes de
mées com sorologia sugestiva de toxoplasmose primaria durante a gestacdo Ssdo
acompanhados por um periodo médio de 1 ano no Setor de Pediatria e Neonatologia do HC-
UFU, quanto a manifestacdo de sinais, sintomas e alteracGes relacionadas a infeccdo e quanto
ao estado soroldgico.

De acordo com as andlises de prontuarios clinicos, os 19 RNs com sorologia e
alteracbes clinicas compativeis com toxoplasmose congénita ao nascimento apresentaram
evolugdo soroldgica também compativel com a infeccdo congénita, com manutencdo de
titulos elevados de IgG especifica, com ou sem negativacdo de IgM, apds um periodo de
acompanhamento soroldgico de 8 meses a 1 ano. Portanto, foi comprovada a transmissao
congénita de T. gondii nestes 19 RNs, tanto pelos dados clinicos, quanto pela evolucgéo
sorologica.

Com relacdo aos 13 RNs com sorologia sugestiva de toxoplasmose congénita, mas
assintomaticos ao nascimento, o0 acompanhamento sorolégico permitiu determinar que 3 deles

apresentavam titulos elevados de IgG com 1 ano de idade, o que comprova a ocorréncia de
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transmissao congénita nestes individuos. Por outro lado, 0 acompanhamento demonstrou que
outros 5 RNs assintomaticos permaneceram sem qualquer manifestacdo tipica de
toxoplasmose congénita no periodo de 1 ano, além de apresentarem resultados negativos de
IgM e queda acentuada de IgG até atingir niveis indetectaveis ao final do periodo. Estas
observagdes excluem a possibilidade de transmissdo congénita de T. gondii nestes 5 RNs.

Finalmente, os 5 RNs assintomaticos remanescentes ndo fizeram acompanhamento no
HC-UFU e ndo foi possivel verificar sua evolucdo clinica e soroldgica, o que impediu
determinar a ocorréncia ou ndo de toxoplasmose congénita.

Em sintese, das 173 mées analisadas no periodo, 146 apresentaram sorologia sugestiva
de infeccdo primaria por T. gondii (IgM™ e/ou IgA™), de acordo com os dados soroldgicos do
LIP. Destas 146 maes nasceram 32 RNs que apresentaram sorologia sugestiva de
toxoplasmose congénita (IgM™* e/ou IgA™) ao nascimento, dos quais 22 deles tiveram infecgdo
congénita confirmada pelos dados clinicos e pelo acompanhamento soroldgico. Destes 22
RNs com toxoplasmose congénita confirmada, 17 nasceram de mées néo tratadas durante a
gestacdo, enquanto 5 nasceram de méaes tratadas.

Tomando-se estes resultados em conjunto, alguns pontos merecem destaque, sendo um
deles com relagdo ao tratamento materno. Diversos resultados contraditorios ja foram
relatados com relacdo a eficcia do tratamento materno com espiramicina na redugdo da
transmissdo materno-fetal de T. gondii. Dentre estes estudos, merece atencdo uma revisao
realizada por Wallon e colaboradores (1999), que ndo encontraram nenhuma evidéncia do
efeito do tratamento na reducdo da transmissdo vertical do parasita. O Estudo Multicéntrico
Europeu em Toxoplasmose Congénita (EMSCOT - European Multicenter Study on
Congenital Toxoplasmosis) incluiu uma anélise de 1.208 pares méae-RN de 11 centros e néo
encontrou nenhum efeito evidente do tratamento materno na reducdo da transmissao do
parasita (GILBERT; GRAS; EMSCOT, 2003). Outro estudo conduzido pelo grupo Revisdo
Sisteméatica em Toxoplasmose Congénita (SYROCOT - Systematic Review on Congenital
Toxoplasmosis) incluiu 1.745 maes infectadas e encontrou fraca evidéncia de que o
tratamento materno tenha reduzido a transmissdo materno-fetal (SYROCOT et al., 2007).

No entanto, os resultados do presente estudo apontaram claramente maior transmissédo
entre as maes ndo tratadas (17 RNs infectados/38 mées ndo tratadas - 44,7%), quando
comparadas com as mées tratadas (5 RNs infectados/108 maes tratadas - 4,6%), 0 que
demonstra que o tratamento materno durante a gestagdo pode ter sido importante para reducgéo
da transmissdo congénita, conforme apontam alguns resultados de outros trabalhos
semelhantes (CAPOBIANGO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014; SOARES;
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CARVALHO; CALDEIRA, 2012). E interessante notar ainda que, dos 5 RNs infectados
nascidos de maes tratadas, o tratamento iniciou-se no final do 2° trimestre (2 casos) ou no 3°
trimestre (3 casos), demonstrando atraso no diagndstico da infeccdo materna e no inicio do
tratamento, o que pode comprometer sua eficacia (ROBERT-GANGNEUX, 2014).

Alguns estudos sustentam ainda que, apesar de ndo haver evidéncias de que o
tratamento materno durante a gestacdo reduza a transmissdo vertical de T. gondii, sua
principal vantagem seria a reducdo das manifestacdes clinicas fetais, em caso de transmisséo
congénita, reduzindo a quantidade e a gravidade das lesbes cerebrais e oculares. Porém, os
dados sdo bastante contrastantes nos diferentes trabalhos, principalmente em funcdo da
auséncia de controles ndo tratados (CORTINA-BORJA et al., 2010; GRAS et al., 2005;
VILLENA et al., 2010). Nossos resultados ndo permitem avaliar esta importancia do
tratamento materno, pois 0os 5 RNs infectados, cujas maes foram tratadas durante a gestacéo,
apresentaram alteracGes oculares e/ou cerebrais graves ao nascimento, com a ressalva de que
o0 tratamento materno foi iniciado nas fases finais da gestacao.

A triagem soroldgica pré-natal constitui-se numa das principais ferramentas na
identificacdo de gestantes com infec¢do primaria por T. gondii e, portanto, sob risco de
transmissao congénita do parasita. Sua realizacdo e periodicidade é bastante variada entre 0s
diversos paises, de acordo com a prevaléncia local da toxoplasmose, de modo que paises com
baixa prevaléncia e baixa morbidade da infec¢do congénita, como Estados Unidos, Suécia e
Dinamarca, ndo apresentam um programa obrigatorio de triagem pré-natal. O principal
argumento contrario a triagem pré-natal de gestantes nestes paises é o fato de que os métodos
soroldgicos de diagnostico de infeccdo materna podem apresentar resultados falso-negativos,
e a ansiedade e preocupacdo materna gerada por um diagnéstico equivocado durante a
gestacdo, bem como os efeitos colaterais de um tratamento potencialmente desnecessario
podem trazer mais prejuizos que a infeccdo congénita em si. Além disso, em termos de
politicas publicas, os gastos financeiros com a triagem sorolégica de todas as gestantes seriam
maiores que 0s gastos com tratamento da infeccdo congénita, que € rara nestes paises
(ROBERT-GANGNEUX, 2014; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Nossos resultados demonstram claramente que a triagem soroldgica, apesar de suas
falhas e limitacGes, tem grande importancia no diagnostico da infeccdo materna e,
consequentemente, na indicacéo de tratamento materno, visto que a transmisséo congénita foi
muito maior entre as mées ndo tratadas na gestagdo, com consequéncias graves para 0S recem-
nascidos. Vale ressaltar que as 38 maes nédo tratadas abordadas neste estudo ndo receberam

tratamento em funcé@o da auséncia de diagndéstico durante a gestacdo, pois todas as demais
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mdes que tiveram sorologia sugestiva de toxoplasmose primaria na gestagdo foram tratadas.
Em paises como o Brasil, onde a soroprevaléncia da toxoplasmose é elevada e circulam
linhagens atipicas e altamente virulentas do parasita, a triagem pré-natal deveria se constituir
como politica publica obrigatoria, pois 0s custos e prejuizos gerados pela ocorréncia de
infeccdo congénita podem ser muito superiores aos custos com a triagem de todas as gestantes
(AVELINO et al., 2014; CAPRETTI et al., 2014; VAZ et al., 2011).

Um problema comum na triagem sorologica de gestantes corresponde a persisténcia de
IgM por periodos de tempo elevados em alguns pacientes (“arraste™ de IgM), levando a um
diagndstico equivocado de infecgdo primaria e a prescricdo desnecessaria de tratamento. No
nosso estudo, a ocorréncia de resultados positivos para anticorpos IgM em gestantes com
relato de infeccdo prévia em gestacdes anteriores foi relatada nos prontuarios de 10 pacientes,
demonstrando a necessidade de métodos mais precisos na identificacdo da fase da infecgéo,
bem como a identificacdo de marcadores antigénicos que permitam avaliar melhor a
ocorréncia de infeccdo primaria (LAGO; OLIVEIRA; BENDER, 2014; ROBERT-
GANGNEUX, 2014).

Outra medida importante no controle da toxoplasmose congénita &€ a triagem
soroldgica neonatal, visando identificar recém-nascidos com sorologia sugestiva de infeccao
congeénita, de forma a prescrever o tratamento adequado de forma precoce (BESSIERES et
al., 2009; KIEFFER; WALLON, 2013; TORRES et al., 2013). Nossos resultados
demonstraram correlacdo significativa entre os niveis de anticorpos IgM e IgA nos soros de
RNs (Figura 3F), de modo que a deteccdo conjunta destes dois isotipos sdo bons indicadores
da ocorréncia de toxoplasmose congénita. Este fato é reforcado pela analise de que, dos 22
RNs com transmissdo congénita confirmada, 19 deles (86,4%) apresentaram soropositividade
para anticorpos IgM e IgA, com indices ELISA elevados na maioria dos casos. Além disso,
todos 0s 5 RNs sem infec¢do congénita, mas com sorologia sugestiva ao nascimento,
apresentaram resultados positivos apenas para IgM, com baixos valores de indice ELISA
(proximos aos valores de cut off da reagcdo), com resultados negativos para IgA.

Neste sentido, os testes sorologicos para deteccdo de anticorpos IgM e IgA em
amostras de recém-nascidos também podem apresentar resultados duvidosos, evidenciando a
necessidade de desenvolvimento de métodos soroldgicos mais eficazes, bem com a descoberta
de novos marcadores antigénicos que permitam avaliar precocemente a ocorréncia de infeccao
congénita.

Outra medida de grande relevancia no diagnostico da toxoplasmose congénita é o

acompanhamento dos recém-nascidos cujas maes apresentaram sorologia sugestiva de
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soroconversao durante a gestacdo, visto que muitos recém-nascidos assintomaticos e sem
sorologia sugestiva de infeccdo congénita ao nascimento podem desenvolver alteracgdes,
principalmente oculares, apds 2 anos de idade ou mais (MCAULEY, 2014; KIEFFER,;
WALLON, 2013; ROBERT-GANGNEUX, 2014). O acompanhamento dos RNs incluidos
neste estudo permitiu avaliar que todos aqueles que ndo apresentaram sintomas nem sorologia
sugestiva de infeccdo congénita ao nascimento permaneceram assintomaticos ap0s um
periodo de acompanhamento de cerca de 1 ano, além de apresentarem negativacdo dos niveis
de IgG (degradacdo da 1gG materna) e manutencdo dos resultados negativos de IgM. Além
disso, o acompanhamento permitiu a confirmacdo da ocorréncia de infec¢do congénita em 22
RNs, além de descartar a ocorréncia de transmissdo congénita em 5 RNs com sorologia
sugestiva ao nascimento. Porém, nem todas as maes expostas a toxoplasmose durante a
gestacdo aderiram plenamente ao acompanhamento, o que inviabilizou a correta avaliacdo da
ocorréncia de infecgdo congénita em 5 RNs assintomaticos e com sorologia sugestiva ao
nascimento.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que (i) a triagem
soroldgica pré-natal € de grande relevancia na identificacdo de gestantes expostas a
toxoplasmose durante a gestacdo; (ii) o tratamento materno tdo logo a soroconversao seja
identificada reduz significativamente a transmissdo congénita de T. gondii; (iii) a triagem
soroldgica neonatal, aliada a analise de parametros clinicos, constitui-se em importante
metodologia na identificacdo de recém-nascidos verticalmente infectados, principalmente por
meio da deteccdo conjunta de anticorpos IgM e IgA; e (iv) o acompanhamento sorologico de
recém-nascidos é importante no esclarecimento de situagfes duvidosas, principalmente em
casos de recém-nascidos assintomaticos, mas com sorologia sugestiva de infeccdo congénita.
No entanto, pesquisas sobre novas metodologias diagnosticas e novos marcadores antigénicos
devem ser realizadas, visando aumentar a confiabilidade dos resultados para o esclarecimento
precoce do diagnoéstico de infeccdo congénita, além da implementacdo de politicas publicas
uniformizadas em todo o territorio nacional, visando a redugdo dos casos de transmisséo

congénita.
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CAPITULO IIT

Detecgdo de IgG total e subclasses especificas a antigenos de
Toxoplasma gondii em amostras pareadas de soros de mdes com
toxoplasmose primdria durante a gestagdo e recém-nascidos com

suspeita de infeccdo congénita
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RESUMO

O diagnostico da infeccdo humana por Toxoplasma gondii é uma tarefa critica e desafiadora,
principalmente em gestantes com infec¢do primaria e fetos e recém-nascidos com infeccdo
congénita, e se baseia principalmente na deteccdo de anticorpos 1gG, IgM e IgA por meio de
ensaios soroldgicos. H& a necessidade da descoberta de marcadores diagndsticos mais
precisos que permitam distinguir a infec¢do aguda daquela adquirida num passado recente,
além de identificar precocemente recém-nascidos portadores de infeccdo congénita. Neste
contexto, 0 presente estudo teve como objetivo obter diferentes fracbes antigénicas derivadas
do antigeno soltvel de taquizoitas de T. gondii (STAQ) e utiliza-las para a deteccdo de 1gG
total e suas subclasses em amostras pareadas de soros de mées e recém-nascidos (RNs) com
sorologia presuntiva de toxoplasmose recente. Um total de 28 pares de amostras de soros de
mées e RNs foram divididas em dois grupos, de acordo com os resultados sorologicos obtidos
por ELISA indireto (1gG) e ELISA de captura (IgM), sendo (GI) formado por mées com
infeccdo recente e RNs com infeccdo congénita (Me 1gG* IgM* e RN 1gG* IgM™) (n = 12
pares); e (GII) por maes com infecgdo recente e RNs sem infeccdo congénita (Mée 1gG™ IgM*
e RN IgG" IgM") (n = 16 pares). Fracdes de STAg (STAg 0-30%, STAg 30-40%, STAg 40-
50%, STAg 50-60%, STAg 60-70% e STAg 70-80%) foram obtidas por meio de precipitacao
em concentracOes crescentes de sulfato de amdnio e utilizadas para a deteccdo de IgG total
nas amostras pareadas dos grupos Gl e GlI por immunoblotting. Houve uma grande variedade
de bandas antigénicas reconhecidas por anticorpos IgG presentes nas amostras de soros dos
grupos Gl e GlI, tanto no STAg total quanto nas fragcdes obtidas por precipitagdo em sulfato
de amonio. Porém, esta variedade diminuiu a medida que se aumentou a concentracdo de
sulfato de amonio utilizada na precipitagdo do antigeno. Assim, a fracdo STAg 30-40% foi
utilizada posteriormente, juntamente com STAg total, para a deteccdo de subclasses de IgG
(IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) anti-T. gondii nas amostras pareadas dos grupos Gl e GIl. A
analise das bandas antigénicas do STAg reconhecidas por anticorpos IgG1l demonstrou o
reconhecimento de bandas de 17 a 135 kDa pelas amostras dos grupos Gl e GllI, com
resultados muito similares entre os dois grupos e muito similares aos observados com IgG
total, mas sem o reconhecimento de bandas diferenciais pelos soros dos RNs em relacdo aos
soros maternos. Para 1gG2, houve o reconhecimento de uma variedade bem menor de bandas,
sendo que os soros dos RNs do grupo Gl reconheceram as mesmas bandas que 0S Soros
maternos, com frequéncias idénticas, enquanto os RNs do grupo GlI também reconheceram as
mesmas bandas que 0s soros maternos, mas com frequéncias bem menores. Quanto a detec¢édo
de 1gG3 usando STAg total, observou-se uma maior variedade de bandas reconhecidas pelo
grupo GI, com maior frequéncia que GIl. Quanto a IgG4, uma menor variedade de bandas
foram reconhecidas no STAg, com maior frequéncia pelos soros do grupo GIl. Na fragédo
STAg 30-40%, todas as subclasses de IgG dos soros dos grupos Gl e GllI reconheceram uma
menor variedade de bandas antigénicas, com menor frequéncia que o STAg, sem 0
reconhecimento de bandas diferenciais entre os grupos Gl e Gl e entre mées e RNs do grupo
I. A utilizacdo de fragcdes antigénicas obtidas a partir de precipitacdo do STAg no diagnostico
da toxoplasmose humana se mostrou interessante na deteccdo de anticorpos IgG e suas
subclasses, permitindo diferenciacdo entre amostras positivas e negativas, mas ndo se mostrou
uma boa alternativa no diagndstico da toxoplasmose congénita, com resultados considerados
inferiores aos do STAg, em funcdo da menor frequéncia de bandas antigénicas reconhecidas e
da auséncia de reconhecimento diferencial de antigenos pelos soros dos RNSs.

Palavras-chave: Toxoplasmose congénita. Subclasses de 1gG. Immunoblotting. Pares
mée/recém-nascido. STAg. FracOes antigénicas.
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ABSTRACT

The diagnosis of human infection with Toxoplasma gondii is a critical and challenging task,
especially in pregnant women with primary infection and fetuses and newborns with
congenital infection, and it is based mainly on the detection of 1gG, IgM and IgA antibodies
by serological tests. In this context, the present study aimed to obtain different antigenic
fractions derived from soluble antigen of tachyzoites of T. gondii (STAg) and use them to
detect total 1gG and its subclasses in paired serum samples from mothers and newborns with
presumptive serology of recent toxoplasmosis. A total of 28 pairs of serum samples from
mothers and newborns were divided into two groups according to the serological results
obtained by indirect ELISA (IgG) and capture ELISA (IgM), being (GI) mothers with recent
infection and their newborns with congenital infection (mother 1IgG™ IgM™ and newborn 1gG™
IgM™) (n=12 pairs); and (Gll) mothers with recent infection and newborns without congenital
infection (mother IgG™ IgM™ and newborn IgG™ IgM") (n=16 pairs). STAg fractions (STAg 0-
30%, STAg 30-40%, STAg 40-50%, STAg 50-60%, STAg 60-70%, and STAg 70-80%) were
obtained by precipitation with increasing concentrations of ammonium sulfate and used for
detection of total 1gG in paired samples from Gl and GII by immunoblotting. There was a
variety of antigenic bands recognized by IgG antibodies from the sera of groups Gl and GlI,
both in total STAg as in the fractions obtained by precipitation in ammonium sulfate.
However, this variety has decreased according to increasing the ammonium sulfate
concentration used in the precipitation of the antigen. Thus, STAg 30-40% fraction was
subsequently used along with the total STAg for the detection of 1gG subclasses (IgG1, 1gG2,
IgG3 and 1gG4) anti-T. gondii in paired samples from the GI and GIl. The analysis of
antigenic bands recognized by the 1gG1l antibodies showed bands from 17-135 kDa
recognized by sera of Gl and Gll whan using STAg, with very similar results in both groups
and very similar to the results observed with total 1gG total, but without recognition of
differential bands by sera of neonates compared to maternal sera. As for 1gG2, there was
recognition of a much smaller variety of bands, and sera from newborns in Gl group
recognized the same bands that maternal sera, with identical frequencies, while newborns
from GII group also recognized the same bands that maternal sera, but with much lower
frequencies. For the detection of 1gG3 using total STAg, we observed a greater variety of
bands recognized by GI group, with greater frequency than Gll. Regarding 1gG4, a smaller
variety of bands were recognized in STAg more frequently by sera from GI. In STAg 30-40%
fraction, all 1gG subclasses from sera of groups Gl and GllI recognized a smaller variety of
antigenic bands with lower frequency than total STAg, without the recognition of differential
bands between GI and GII groups and between mothers and newborns from group GI. The
use of antigenic fractions obtained from STAg precipitation in the diagnosis of human
toxoplasmosis proved to be interesting to detect IgG and its subclasses, allowing
differentiation between positive and negative samples, but it was not a good alternative for
the diagnosis of congenital toxoplasmosis, presenting results considered inferior to the STAg,
due to the lower frequency of recognized antigenic bands and the absence of differential
recognition of antigens by sera of newborns.

Keywords: Congenital toxoplasmosis. IgG subclasses. Immunoblotting. Pairs mother/
newborn. STAg. Antigenic fractions.
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1 INTRODUCAO

O diagnostico da infeccdo humana por Toxoplasma gondii € uma tarefa critica e
desafiadora para determinados grupos de pacientes, dentre eles as gestantes que adquirem a
infeccdo primaria durante a gestacdo, além de fetos e recém-nascidos que adquirem a infeccdo
congénita (KAYE, 2011; REMINGTON et al., 2006; SENSINI, 2006).

Os principais métodos utilizados para o diagnostico da infec¢do por T. gondii sdo 0s
ensaios soroldgicos, que visam, principalmente, a avaliacdo qualitativa e quantitativa de
anticorpos especificos dos isotipos 1gG, IgM e IgA. Por estes métodos, a deteccdo de
anticorpos IgM especificos corresponde ao marcador soroldgico mais frequentemente
utilizado para o diagnostico da infeccdo aguda ou recente, uma vez que um teste positivo para
IgG estabelece apenas que o individuo teve contato prévio com T. gondii, 0 qual pode néo ter
sido recente. Entretanto, o elevado percentual de resultados falso-positivos para IgM e a
persisténcia de niveis circulantes e detectaveis deste isotipo de anticorpo por periodos
prolongados no soro do paciente (acima de 12 meses em alguns casos) fundamentam o
conceito de que a presenca isolada de anticorpos IgM especificos ndo confirma o diagnostico
de infeccdo aguda por T. gondii (KAYE, 2011; ROBERT-GANGNEUX, 2014). Outros
métodos laboratoriais auxiliares, como a deteccdo de anticorpos IgA e IgE, também
marcadores de infeccdo aguda, apresentam limitacdes relacionadas a sensibilidade dos testes e
as taxas variaveis de decaimento destes anticorpos no soro do paciente, que podem perdurar
por intervalos de tempo variaveis (4 a 8 meses) (LEITE et al., 2008; ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012). Na atualidade, o ensaio que mensura a avidez de anticorpos IgG tem sido
utilizado como um teste auxiliar em casos de amostras com resultados positivos para IgM,
determinando, com maior seguranca, em casos de alta avidez, que a infeccdo primaria ocorreu
pelo menos ha 3 ou 4 meses e afastar o risco de transmissédo fetal nos resultados de alta avidez
obtidos no primeiro trimestre da gestacdo. Porém, o teste de avidez apresenta duas
importantes limita¢fes: o fenémeno da maturacgéo tardia da 1gG, uma vez que 25% dos casos
de infeccdo com 12 meses de duracdo apresentam IgG de baixa avidez; e o grande percentual
de pacientes (26,4%) com resultado de avidez intermediaria (ou borderline), de dificil
interpretagdo (McLEOD et al., 2009; SENSINI, 2006; TORRES et al., 2013).

A sensibilidade e a especificidade dos ensaios sorologicos comumente utilizados no
sorodiagnoéstico da toxoplasmose humana sdo altamente dependentes do tipo de antigeno e da
modalidade de teste utilizada. Assim, diferentes prepara¢fes antigénicas tém sido

desenvolvidas: (1) antigenos sollveis e totais de taquizoitas contendo uma mistura de
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antigenos de superficie e antigenos intracelulares obtidos por cridlise, sonicagdo ou
solubilizacdo em detergentes, como o STAg (antigeno sollvel de taquizoitas de T. gondii)
(MARCOLINO et al., 2000; RIBEIRO; SOUZA; MINEO, 2002); (2) taquizoitas fixados com
formalina (contendo principalmente antigenos de superficie) (SILVA-DOS-SANTOS et al.,
2012); (3) antigenos excretados e/ou secretados pelo parasita, como 0 ESA (excreted/secreted
antigens) (YAMAMOTO et al., 1998); (4) proteinas nativas purificadas por meio de
cromatografia de afinidade utilizando anticorpos monoclonais (CARVALHO et al., 2008); (5)
proteinas recombinantes de antigenos imunodominantes do parasita (BELA et al., 2008;
SANTANA et al., 2012). Desta forma, quanto maior o grau de purificagdo 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 ocorréncia de reatividade cruzada e inespecifica (SENSINI,
2006).

Sendo assim, existe demanda crescente para 0 desenvolvimento de marcadores
diagnosticos mais acurados que permitam distinguir infeccdo aguda daquela adquirida num
passado recente, além de identificar precocemente recém-nascidos portadores de infeccao
congénita. O emprego de outros métodos e abordagens diagnosticas, utilizando diferentes
preparacOes antigénicas para a detec¢do e mensuracdo dos niveis de anticorpos anti-T. gondii
apresentam grande potencial para dar suporte a esse diagnéstico. Ao lado da necessidade
destes novos conhecimentos, € imprescindivel avaliar a dindmica dos marcadores de infeccao
aguda ao longo do tempo, ja que o contexto diagndstico se altera de acordo com o tempo de
infeccdo. Desta forma, o desenvolvimento de novos imunoensaios aplicados em estudos
seccionais e longitudinais pode contribuir para avaliar a utilidade destes testes no diagndstico
envolvendo gestantes e recém-nascidos com suspeita clinica de toxoplasmose.

Porém, ha poucos estudos avaliando a resposta de subclasses de 1gG no diagndstico da
infeccdo humana por T. gondii. Em humanos, 1gG1 é a subclasse predominante de IgG, a qual
é sintetizada nas fases mais precoces da infecgdo, seguida pela sintese de baixos niveis de
1gG2 e 1gG3, enquanto 1gG4 é sintetizada em niveis tdo baixos, que pode ndo ser detectada
durante a infecgdo (CORREA et al., 2007). Alguns estudos ja demonstraram que a presenca
de anticorpos 1gG3 e 1gG4 sintetizados pelo feto congenitamente infectado poderia estar
relacionada a sinais clinicos da infeccdo congénita, enquanto IgG1 corresponde a subclasse
com perfil protetor. Além disso, sugere-se que subclasses de IgG podem ser usadas como
marcadores de infecgdo congénita e podem estar associadas a sintomas e/ou sinais clinicos da
toxoplasmose (CANEDO-SOLARES et al., 2008; SOUZA-E-SILVA et al., 2013).
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Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo obter diferentes fragdes
antigénicas derivadas do antigeno soltvel de taquizoitas de T. gondii (STAg) por meio de
precipitacdo em solugdes com concentracdes crescentes de sulfato de amonio e caracterizar
estas diferentes fracBes quanto a composicdo de antigenos imunodominantes de T. gondii
reconhecidos por anticorpos IgG presentes em amostras pareadas de soros de méaes e recém-
nascidos com sorologia presuntiva de toxoplasmose recente. Além disso, este trabalho
também objetivou avaliar a deteccdo de subclasses de IgG nestas amostras pareadas de soros
de mées e recém-nascidos pela técnica de immunoblotting usando STAg total e uma de suas

fragdes obtidas por precipitacdo com sulfato de amonio.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Pacientes e amostras de soro

O presente estudo incluiu um total de 28 amostras pareadas de soros de maes e seus
respectivos recém-nascidos (RN) provenientes do Banco de Amostras Biologicas do
Laboratorio de Imunoparasitologia da Universidade Federal de Uberlandia (LIP-UFU), cuja
implantacdo e utilizacio foram aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
Seres Humanos da Universidade Federal de Uberléandia (CEP-UFU), mediante o parecer n°
041/2008, de 29 de fevereiro de 2008, em obediéncia as Resolugdes n°® CNS 347/05 e CNS
196/96 do Ministério da Saude.

Estas amostras foram provenientes do Setor de Pediatria e Neonatologia do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) e remetidas ao LIP-UFU desde
2005, em funcgdo de um projeto estabelecido entre este laboratério e o referido setor do HC-
UFU. Por este projeto, amostras pareadas de soros de maes e recém-nascidos atendidos no
HC-UFU, com suspeita de infeccdo materna primaria por T. gondii durante a gestacdo ou
suspeita de toxoplasmose congénita no recém-nascido, eram remetidas ao LIP para a deteccdo
de anticorpos IgM e IgA especificos. Uma vez realizados tais testes, estas amostras pareadas
eram identificadas e estocadas a -20°C no LIP e sua posterior utilizagdo em protocolos
experimentais foi autorizada pelo CEP-UFU, conforme o parecer supracitado.

Para este estudo foram incluidas 28 amostras pareadas de soros de méaes e recéem-
nascidos, divididas em dois grupos, de acordo com o perfil sorolégico da infec¢do por T.
gondii, conforme determinado a partir dos resultados de ELISA indireto para deteccdo de
anticorpos 1gG e ELISA de captura para detec¢do de anticorpos IgM anti-T. gondii. De acordo
com os resultados obtidos por meio destes ensaios sorolégicos convencionais e conforme os
critérios de selecdo, os pares de amostras foram assim divididos:

(1) Grupo I (Gl): 12 pares de soros, em que a mée apresentava sorologia sugestiva de
infeccdo recente e o respectivo RN apresentava sorologia sugestiva de infec¢do congénita,
ambas definidas pela presenca de anticorpos 1gG e IgM anti-T. gondii (M&e IgG* IgM* e RN
IgG* 1gM") (Figura 1A). Além disso, a ocorréncia de toxoplasmose congénita nos RNs deste
grupo foi confirmada a partir da analise de seus respectivos prontuarios clinicos no Setor de
Arquivo Médico do HC-UFU, com a observagéo de alteragdes clinicas e evolugdo sorologica
compativeis com a infec¢do congénita durante acompanhamento do RN no Setor de Pediatria

e Neonatologia do HC-UFU até 1 ano de idade, em média.
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(2) Grupo 11 (Gl1): 16 pares de soros, em que a mée apresentava sorologia sugestiva de
infeccdo recente, definida pela presenca de anticorpos 19gG e IgM anti-T. gondii, e 0 RN
apresentava sorologia sugestiva de auséncia de infeccdo congénita, definida pela presenca de
anticorpos 1gG (possivelmente de origem materna) e auséncia de anticorpos IgM especificos a
T. gondii (Mae IgG" IgM™ e RN IgG* IgM") (Figura 1B). Além disso, a auséncia de
toxoplasmose congénita nos RNs deste grupo foi confirmada a partir da analise de seus
respectivos prontuérios clinicos no Setor de Arquivo Médico do HC-UFU, com a observacéo
da auséncia de alteracdes clinicas associadas a infeccdo congénita, bem como evolugédo
sorologica compativel com auséncia de infeccéo durante acompanhamento do RN no Setor de
Pediatria e Neonatologia do HC-UFU até 1 ano de idade, em média.

A. Gl B. Gli
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Figura 1 - Distribuicdo das amostras pareadas de soros de maes e recém-nascidos (RNs) em dois
grupos, de acordo com os resultados obtidos a partir de ELISA indireto para detec¢do de anticorpos
IgG e ELISA de captura para deteccdo de anticorpos IgM anti-T. gondii. (A) Grupo | (Gl) - soros de
mdaes com sorologia sugestiva de toxoplasmose primaria adquirida durante a gestacdo, e de seus
respectivos RNs, com sorologia sugestiva de toxoplasmose congénita, ambos definidos pela presenca
de anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii (n = 12 pares); (B) Grupo Il (GIl) - soros de maes com
sorologia sugestiva de toxoplasmose primaria adquirida durante a gestacdo, definida pela presenga de
anticorpos 1gG e IgM anti-T. gondii, e de seus respectivos RNs, com sorologia sugestiva de auséncia
de infeccdo congénita, definida pela presenca de anticorpos IgG, mas auséncia de anticorpos IgM anti-
T. gondii (n = 16 pares). Os resultados sio expressos em Indice ELISA (IE), as barras horizontais
indicam as médias dos valores de IE e a linha pontilhada indica o limite de positividade das reacoes
(IE>1,2).

2.2 Manutencao e obtencéo de parasitas

A manutencdo e obtencdo de formas taquizoitas da cepa RH de T. gondii foram feitas

por meio de inoculacdo intraperitoneal em camundongos Swiss ou BALB/c, a partir de
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passagens seriadas em intervalos de 48-72 horas de um indculo de aproximadamente 1 x 10°
taquizoitas obtidos do exsudato peritoneal de camundongos previamente infectados, conforme
descrito por Mineo, Camargo e Ferreira (1980) e também no Capitulo 1l (secdo 2.2) deste
trabalho.

2.3 Preparacdo de antigeno soltvel de T. gondii

Antigeno sollvel de taquizoitas de T. gondii (STAQ) foi preparado como descrito por
Carvalho e colaboradores (2008), com algumas modificagdes, conforme apresentado no
Capitulo Il (secdo 2.3) deste trabalho.

2.4 Ensaios imunoenzimaticos - ELISA indireto e ELISA de captura IgM

Para a caracterizacdo do perfil sorolgico das amostras pareadas de soros de maes e
RNs com relacdo a infeccdo por T. gondii, para posterior composicdo dos grupos de analises,
ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados para a deteccdo de anticorpos 1gG e IgM
anti-T. gondii. A deteccdo de anticorpos IgG foi feita pela técnica de ELISA indireto,
conforme descrito previamente (CARVALHO et al, 2008; MINEO; CAMARGO;
FERREIRA, 1980), com algumas modificacbes, como apresentado no Capitulo Il (se¢do
2.4.1) deste trabalho. A deteccdo de anticorpos IgM foi feita pela técnica de ELISA de
captura, de acordo com protocolo anteriormente descrito (CARVALHO et al., 2008; MINEO
et al., 1986), com algumas modificagbes, conforme apresentado no Capitulo Il (secéo 2.4.2)
deste trabalho.

2.5 Analises de prontuarios clinicos

Com o objetivo de se obter informacdes clinicas das 28 mées e seus respectivos RN,
gue tiveram suas amostras de soro utilizadas neste estudo, analises de seus prontudrios
clinicos foram realizadas no Setor de Arquivo Médico do HC-UFU, mediante autorizagdo do
responsavel pelo setor. Esta analise de prontuérios visou principalmente a obtengdo de
informagdes que permitissem confirmar ou excluir a possibilidade de infec¢cdo congénita nos
RNs, a partir de dados referentes a ocorréncia de alteracoes clinicas e da evolucao soroldgica

destes RNs durante acompanhamento realizado no Setor de Pediatria e Neonatologia do HC-
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UFU. Descricdo mais completa quanto a anélise de prontuarios é apresentada no Capitulo Il
(secéo 2.5) deste trabalho.

2.6 Precipitacao de STAg em gradiente de concentracgdo crescente de sulfato de aménio

Antigeno soluvel de taquizoitas de T. gondii (STAg) foi fracionado por precipitacéo
sequencial em gradiente crescente de concentracdo de sulfato de amonio [(NH4)2SQO4], a partir
de modificacdo dos métodos descritos previamente por Yamamoto e colaboradores (1998) e
por Cespedes e colaboradores (2000). Primeiramente, a uma solugdo de STAg foi adicionado
lentamente (gota a gota), sob agitacdo, em banho de gelo, o volume necessario de uma
solucdo de sulfato de aménio 100% concentrada até se obter uma solucdo final com
concentracdo de 30% de sulfato de amonio. Esta solucdo foi mantida em repouso por 18 horas
a 4°C e, posteriormente, foi centrifugada (12.000 x g, 15 minutos, 4°C) e o sobrenadante foi
coletado. O sedimento foi ressuspendido em PBS e dialisado por 48 hs contra PBS a 4°C com
pelo menos duas trocas didrias da solugdo, para remocdo do residuo de sulfato de aménio,
sendo denominada fracdo de STAQ precipitada com 30% de sulfato de aménio (STAg 0-
30%). O sobrenadante (concentracdo de até 30% de sulfato de amonio) foi incubado
lentamente, nas mesmas condi¢des anteriores, com o volume necessario de uma solugédo de
sulfato de amdnio 100% concentrada até se elevar a concentracdo final da solucdo a 40% de
sulfato de amonio. Apds incubacdo por 18 horas a 4°C e centrifugacdo nas mesmas condicdes
anteriores, o sobrenadante foi coletado e o sedimento tratado como anteriormente, sendo
denominado fragdo de STAQ precipitada com 30-40% de sulfato de aménio (STAg 30-40%).
Esse procedimento foi repetido sequencialmente com os sobrenadantes resultantes até a
obtencdo das fracbes antigénicas de STAg precipitadas em diferentes concentracdes de sulfato
de aménio (fracdes STAg 40-50%, STAg 50-60%, STAg 60-70% e STAg 70-80%,
respectivamente). Todas as fracfes antigénicas foram aliquotadas e, apds a determinacdo da
concentracdo proteica pelo método de Bradford (1976), foram estocadas a -80°C até a

utilizacdo.
2.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
As fracOes antigénicas obtidas a partir da precipitagdo sequencial de STAg em

gradiente de concentragdo crescente de sulfato de amonio foram submetidas a eletroforese em

gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), conforme método
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descrito por Laemmli (1970). Os extratos de STAg total e das fragOes antigénicas de T. gondii
obtidas por precipitacdo em sulfato de aménio (STAg 0-30%, STAg 30-40%, STAg 40-50%,
STAg 50-60%, STAg 60-70% e STAg 70-80%), com teor proteico aproximado de 10 ug por
poco, foram solubilizadas (v/v) em tampédo de amostra para eletroforese (Tris-HCI 0,1 M,
SDS 4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0,2%), aquecidos a 100°C durante 5 minutos e
submetidos a eletroferese em gel de poliacrilamida a 12%, com gel de empilhamento a 5%,
em condigdes desnaturantes e ndo redutoras. A corrida foi realizada utilizando-se o sistema de
eletroforese vertical em mini-gel (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., Sdo Francisco, CA, EUA),
sob corrente constante de 26 mA por cerca de 1 hora. Em poco paralelo as amostras, foi
aplicado um volume de 5 pL de marcador de peso molecular (BenchMark™ Protein Ladder
10-220 kDa, Invitrogen, Karlsruche, Alemanha). Para a visualizacdo das bandas proteicas, 0
gel foi corado com nitrato de prata, utilizando-se kit comercial de coloracdo de gel com prata,
seguindo-se as instrucbes do fabricante. Posteriormente, a imagem do gel foi digitalizada e o
padrdo de mobilidade das bandas proteicas de cada fragdo foi analisado pelo programa
computacional Kodak Digital Science 1D Image (Kodak, Rochester, EUA), para determinacgéo
das massas moleculares aparentes das bandas obtidas, em comparacdo com o perfil de

migracdo dos padrdes de pesos moleculares.

2.8 Immunoblotting para caracterizagao antigénica das fracdes de STAg obtidas a partir

da precipitacdo em sulfato de aménio

A reacdo de immunoblotting foi realizada para a avaliagdo do perfil antigénico da
preparacdo de STAgQ total e de suas fragOes obtidas a partir de precipitacdes sequenciais em
solugdes com concentracdes crescentes de sulfato de amonio (STAg 0-30%, STAg 30-40%,
STAg 40-50%, STAg 50-60%, STAg 60-70% e STAg 70-80%). Apbds a separacao
eletroforética das proteinas de STAg e das respectivas fracoes, as proteinas foram transferidas
para membranas de nitrocelulose com poros de 0,22 um (Sigma-Aldrich Chemical Co., St.
Louis, MO, EUA), como previamente descrito (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979),
utilizando-se um sistema semi-umido de transferéncia (Multiphor Novablot 1, Pharmacia-
LKB, Suécia) por 2 horas a uma corrente constante de 0,8 mA/cm? do gel. A eficiéncia da
transferéncia foi confirmada pela coloracdo das membranas com solucéo de Ponceau a 0,5%.

As membranas de nitrocelulose previamente eletrotransferidas com antigenos sollveis
totais (STAQ) ou com as fracOes precipitadas em sulfato de aménio foram cortadas em tiras de

aproximadamente 3 mm de largura e colocadas em canaletas apropriadas para reacdo. As tiras
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foram blogqueadas com solucéo de PBS-T suplementada com leite desnatado a 5% (PBS-TM)
durante 2 horas a 37°C. Apds lavagem 1 vez com PBS-TM a 1%, as membranas foram
incubadas com amostras pareadas de soros de mées e RNs dos grupos Gl e GllI, descritos
anteriormente, diluidas 1:100 em PBS-TM 1% e incubadas por 18 horas a 4°C, sob agitacédo
pendular. Nesta etapa de caracterizagdo antigénica das fragdes de STAg foram utilizados
apenas 4 pares de amostras de soros de cada grupo (Gl e Gll). Além disso, para cada reagéo,
como controle negativo, foi incluida uma amostra com sorologia negativa para T. gondii,
caracterizada pela auséncia de anticorpos 1gG e IgM especificos.

Apos o periodo de incubagdo com as amostras de soros, as tiras foram submetidas a 5
ciclos de lavagens com PBS-T 0,05% e incubadas com anticorpo anti-lgG humana conjugado
com peroxidase diluido 1:2000 em PBS-TM 1% (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis,
MO, EUA). Apds incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente, sob agitacdo pendular, as
tiras foram lavadas 5 vezes em PBS-T 0,05% e reveladas pela adi¢do de solucéo reveladora
comercial contendo substrato enzimatico H,O, e cromdgeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB)
(Stable DAB, Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha). As reac@es foram interrompidas pela retirada
da solucéo reveladora e adicdo de agua destilada quando bandas de coloracdo marrom foram
visualizadas nas tiras. Posteriormente, as imagens de cada tira foram digitalizadas e o padréo
de mobilidade das bandas antigénicas coradas em cada uma delas foi analisado pelo programa
computacional Kodak Digital Science 1D Image (Kodak, Rochester, EUA), para determinagéo
das massas moleculares aparentes das bandas obtidas, em comparacdo com o perfil de

migracao dos padrdes de pesos moleculares.

2.9 Immunoblotting para deteccdo de subclasses de 1gG anti-T. gondii em amostras

pareadas de soros de maes e recém-nascidos

Apbs a caracterizacdo das bandas antigénicas presentes em cada fracdo de STAg
obtida a partir de precipitacdo em sulfato de amonio e reconhecidas por anticorpos IgG
presentes em amostras pareadas de soros de mdes e RNs, novas reagdes de immunoblotting
usando STAg e a fragcdo STAg 30-40% foram realizadas para a deteccdo das subclasses de
1gG (1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) anti-T. gondii nas amostras pareadas de soros de mées e RNs
dos grupos Gl (n = 12 pares) e GlI (n = 16 pares), com algumas modificacdes do protocolo de
deteccdo de IgG total apresentado anteriormente.

Ap0s a separacdo eletroforética das proteinas do STAgQ e da fracdo STAg 30-40% e

eletrotransferéncia para membranas de nitrocelulose, tiras de aproximadamente 3 mm de
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largura foram cortadas e colocadas em canaletas apropriadas para reacdo, onde foram
bloqueadas com solugdo de PBS-T suplementada com leite desnatado a 5% (PBS-TM) para
deteccdo de IgG1l, ou com PBS-TM a 1% para deteccdo de 19gG2, IgG3 e 1gG4, durante 2
horas a 37°C. Posteriormente, as membranas foram incubadas com as amostras pareadas de
soros de médes e RNs dos grupos Gl e GllI, diluidas 1:200 em PBS-TM 1% (IgG1), 1:50 em
PBS-TM 0,5% (IgG3) e 1:25 em PBS-TM 0,5% (IgG2 e 1gG4) por 18 horas a 4°C, sob
agitacdo pendular. Além disso, para cada reacdo, como controle negativo, foi incluida uma
amostra de soro com sorologia negativa para T. gondii.

Apos o periodo de incubacdo com as amostras de soros, as tiras foram submetidas a 5
ciclos de lavagens com PBS-T 0,05% e incubadas com os respectivos anticorpos de detecgéo
conjugados com biotina nas seguintes diluicdes: 1:3000 em PBS-TM 1% (anti-lgG1), 1:1000
em PBS-TM 0,5% (anti-IgG3) e 1:500 em PBS-TM 0,5% (anti-lgG2 e anti-lgG4) (Sigma-
Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Apds incubacdo por 2 horas a temperatura
ambiente, sob agitacdo pendular, as tiras foram lavadas 5 vezes em PBS-T 0,05% e incubadas
novamente por 30 minutos a temperatura ambiente, sob agitacdo pendular, com streptavidina
conjugada com peroxidase diluida 1:1000 em PBS-TM 1% (IgG1), e 1:500 em PBS-TM 0,5%
(1gG2, 19G3 e 1gG4) (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). As etapas de
revelacdo e andlise das bandas antigénicas reconhecidas por estes anticorpos foram feitas
conforme descrito anteriormente (secéo 2.8).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil eletroforético do antigeno solGvel de taquizoitas de T. gondii (STAQ) e suas
fragdes obtidas por precipitacdo em concentracdes crescentes de sulfato de amonio

O mecanismo de precipitacdo de proteinas com sais baseia-se no aumento da forca
ibnica do sistema. Desta forma, quando pequenas quantidades de sal séo adicionadas a uma
solucdo contendo proteinas, ocorre uma interacdo destas com as cargas dos ions provenientes
da dissociacdo do sal, com a consequente diminui¢cdo da interacdo entre as proteinas,
aumentando sua solubilidade no meio aquoso. Porém, em condicBes de elevada forca idnica,
decorrente da adicdo de grandes quantidades de sal, verifica-se um efeito oposto, em que as
moléculas de agua interagem mais fortemente com os ions provenientes da dissociagdo do sal,
promovendo assim a desidratacdo das proteinas. Durante esse processo, a interacdo entre as
proteinas se torna mais forte, diminuindo sua solubilidade em meio aquoso, de modo a ocorrer
a precipitacdo das proteinas. Esse processo € também conhecido por salting-out (NELSON;
COX, 2011).

A precipitagdo de proteinas pelo gradativo aumento da concentracdo de sais € um
processo amplamente utilizado para a separacdo de proteinas presentes em preparacoes
proteicas complexas, uma vez que a concentracdo de sal necessaria para precipitacdo é
diferente para cada proteina. Dentre 0s sais utilizados em ensaios de precipitacdo de proteinas,
o sulfato de amonio é um dos mais usados, em funcédo de sua alta solubilidade, baixo custo e
baixa toxicidade (BETTELHEIM et al., 2011).

Neste sentido, concentracBes gradativas de sulfato de aménio foram utilizadas para
fracionar diferentes componentes proteicos presentes no antigeno sollvel de taquizoitas de T.
gondii (STAQ), visando obter diferentes fragdes antigénicas que pudessem representar
alternativas no diagnostico soroldgico da toxoplasmose humana, especialmente naquelas
situagbes mais criticas, como a infeccdo primaria em gestantes e puérperas e a infeccdo
congénita em recém-nascidos.

Primeiramente, para analise do perfil proteico apresentado pelo STAg e suas fragdes
obtidas a partir de precipitacdo em concentracdes crescentes de sulfato de amonio, cada uma
destas preparagdes antigénicas foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% e o
gel obtido foi corado posteriormente com nitrato de prata (Figura 2A).

Todas as fragdes antigénicas apresentaram uma grande variedade de bandas proteicas,

com a observacédo de que o perfil eletroforético das fragdes de STAg obtidas, respectivamente,
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a partir de precipitacdo em sulfato de amonio a 30% (STAg 0-30%) e a 40% (STAg 30-40%)
é muito similar ao perfil eletroforético de STAg total. Por outro lado, a fragdo de STAg obtida
a partir de precipitacdo em sulfato de aménio a 50% (STAg 40-50%) apresenta duas bandas
proteicas mais fortemente coradas, com massas moleculares aparentes de 38 e 43 kDa,
respectivamente, conforme determinado a partir da analise da migracéo eletroforética pelo
programa computacional Kodak Digital Science 1D Image. A fracdo STAg 50-60% também
apresenta duas bandas proteicas mais fortemente coradas, com massas moleculares aparentes
de 28 e 30-31 kDa, respectivamente, enquanto a fracdo de STAg 60-70% também apresenta
estas duas bandas proteicas (28 e 30-31 kDa) mais fortemente coradas, além de outra banda
com massa molecular aparente de 24 kDa. E, finalmente, a fracdo STAg 70-80% apresenta
pelo menos quatro bandas proteicas mais fortemente coradas, com massas moleculares
aparentes de 24, 30, 31-32 e 43 kDa, respectivamente (Figura 2A).

3.2 Perfil antigénico do STAg e de suas fragdes obtidas por precipitacdo em

concentracdes crescentes de sulfato de aménio

A avaliacgdo do perfil de antigenos de T. gondii presentes no STAg e em cada uma de
suas fracOes obtidas a partir de precipitagdo em concentracdes crescentes de sulfato de amonio
e reconhecidos por anticorpos 1gG de amostras de soros humanos foi realizada por meio de
reacdo de immunoblotting, conduzida ap6s separacdo eletroforética de cada uma das
preparacdes antigénicas em gel de poliacrilamida 12% e transferéncia para membrana de
nitrocelulose. Inicialmente, a reacédo foi realizada com apenas uma amostra de soro humano
de paciente com sorologia sugestiva de infecgdo cronica por T. gondii, definida pela presenca
de anticorpos IgG e auséncia de anticorpos IgM especificos (Figura 2B).

A andlise dos resultados desta reacdo revela que o perfil antigénico das fracGes de
STAg obtidas, respectivamente, a partir de precipitacdo em sulfato de aménio a 30% (STAg
0-30%) e a 40% (STAg 30-40%) é muito similar ao perfil antigénico de STAg total, a
exemplo do que foi observado com o perfil proteico destas fragdes. Por outro lado, as demais
fracOes de STAgQ apresentaram uma menor quantidade de bandas antigénicas reconhecidas por
anticorpos IgG presentes na amostra de soro humano testada, chamando-se a atencdo para o
fato de que as fracdes STAg 60-70% e STAg 70-80% apresentaram algumas bandas de alto
peso molecular reconhecidas por anticorpos 1gG presentes nesta amostra de soro humano, mas
as demais bandas reconhecidas concentraram-se na regido proxima ao antigeno

imunodominante de 30 kDa (Figura 2B).
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Figura 2 - Perfil proteico (A) e antigénico (B) do antigeno soltvel de taquizoitas de T. gondii (STAQ)
e suas fracGes obtidas por precipitacdo em concentrages crescentes de sulfato de amonio. (A) Gel de
poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) corado com nitrato de prata, apresentando o padrdo de pesos
moleculares (PPM) de 10 a 220 kDa ((BenchMark™ Protein Ladder 10-220 kDa, Invitrogen) e o
perfil eletroforético de STAg total e suas fragcGes obtidas a partir de precipitacfes sequenciais em
solugbes com concentracBes crescentes de sulfato de aménio. (B) Immunoblot representativo das
principais bandas antigénicas de STAg total e de suas fracGes obtidas a partir de precipitacdes
sequenciais em soluces com concentracdes crescentes de sulfato de amdnio reconhecidas por amostra
de soro humano de paciente com sorologia sugestiva de infeccdo crénica por T. gondii, definida pela
presenca de anticorpos IgG e auséncia de anticorpos IgM especificos. (1) STAg total; (2) Fracdo de
STAg obtida por precipitacdo em solucdo de sulfato de aménio a 30% (Fracdo STAg 0-30%); (3)
Fracdo STAgQ 30-40%; (4) Fracdo STAQ 40-50%; (5) Fracdo STAg 50-60%; (6) Fracdo STAg 60-70%;
e (7) Fracdo STAg 70-80%. Pesos moleculares (MW) dos padrdes, expressos em kiloDalton (kDa),
estdo indicados a esquerda. Massas moleculares aparentes (Mr), expressas em kDa, estdo indicadas a
direita e foram analisadas pelo software Kodak Digital Science 1D.

Pela andlise dos resultados do perfil proteico e do perfil de antigenos reconhecidos por
anticorpos 1gG presentes em amostra de soro humano, observa-se que as diferentes fragGes de
STAg obtidas por precipitagdo com sulfato de aménio apresentam diferentes componentes

antigénicos, reconhecidos de maneira diferenciada por anticorpos 1gG anti- T. gondii.

3.3 Antigenos do STAg e suas fracfes precipitadas em sulfato de amonio reconhecidos

por anticorpos IgG presentes em amostras pareadas de soros de méaes e recém-nascidos

A partir da observacdo da composicéo antigénica distinta entre as diferentes fracGes de
STAg obtidas por precipitacdo com sulfato de amonio, reacdes de immunoblotting foram
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conduzidas com o objetivo de se avaliar o perfil de bandas antigénicas presentes no STAg
total e em suas fragOes reconhecidas por anticorpos 1gG presentes em amostras pareadas de
soros de mées e recém-nascidos (RNs). Tais reacfes foram desenvolvidas com amostras
pareadas de soros dos grupos Gl e GlI, conforme descrito em Material e Métodos (se¢édo 2.1),
utilizando-se nesta analise inicial apenas 4 pares de amostras por grupo (Figura 3).

Analisando-se o perfil de reconhecimento, observou-se uma grande variedade de
bandas antigénicas reconhecidas por anticorpos 1gG presentes nas amostras de soros dos
grupos Gl e GlI, tanto no STAg total quanto nas fracdes obtidas por precipitacdo em sulfato
de aménio. Porém, esta variedade diminuiu & medida que se aumentou a concentracdo de
sulfato de aménio utilizada na precipitacdo do antigeno. Assim, as fracdes STAg 0-30%,
STAg 30-40% e STAg 40-50% apresentaram uma variedade de bandas antigénicas muito
similar a observada no STAg total, mas as demais fraces (STAg 50-60%, STAg 60-70% e
STAg 70-80%) apresentaram uma variedade bem menor de bandas reconhecidas por
anticorpos 1gG. Inclusive, nas fragdes STAg 60-70% e STAg 70-80% héa o reconhecimento de
apenas algumas bandas antigénicas préximas ao antigeno imunodominante de T. gondii de 30
kDa (p30) (Figura 3).

Observou-se também que o perfil e a frequéncia de bandas antigénicas reconhecidas
no STAg total e em suas fragdes por anticorpos IgG presentes em amostras de soros de recém-
nascidos € muito similar ao observado com as amostras de soros de suas respectivas maes, de
modo que todos os soros de RNs testados reconheceram 0s mesmos antigenos que os soros de
suas respectivas maes, sem o reconhecimento de nenhuma banda diferencial nos dois grupos
de amostras (Gl e GII) em nenhuma das fragdes antigénicas (Figura 3). Tal reconhecimento
diferencial seria especialmente promissor se observado nas amostras do grupo I, em que 0s
testes soroldgicos convencionais (ELISA) apontaram a ocorréncia de infeccdo congénita nos
RNs, a qual foi confirmada pelo quadro clinico e evolucdo sorologica durante
acompanhamento de aproximadamente 1 ano. Bandas antigénicas reconhecidas de maneira
diferencial pelos soros dos RNs permitiriam discriminar entre anticorpos IgG de origem
materna e aqueles oriundos de sintese fetal, atestando a ocorréncia de infecgdo congénita. Um
antigeno reconhecido pelo soro do recém-nascido e ndo reconhecido pelo soro da mée, ou um
antigeno reconhecido com maior intensidade pelo soro do recém-nascido em relagdo ao soro
da mae, constituir-se-ia num excelente marcador molecular de infeccdo congénita
(L'OLLIVIER et al., 2012; MACHADO et al, 2010; REMINGTON; THULIIEZ;
MONTOYA, 2004; ROBERT-GANGNEUX et al., 1999; TRIDAPALLI et al., 2008).
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Figura 3 - Continuacéo
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Figura 3 - Frequéncia (%) e perfil das bandas antigénicas de STAg total e suas fracGes obtidas por
precipitacdo em concentragdes crescentes de sulfato de amdnio e reconhecidas por anticorpos IgG
presentes em amostras pareadas de soros de maes (M) e recém-nascidos (RN) dos grupos (A-G) Gl,
em que as maes apresentavam sorologia sugestiva de infeccdo recente (IgG* IgM*) e os RNs de
infeccdo congénita (IgG* IgM*) por T. gondii (n = 4 pares), e (H-N) GlI, em que as maes
apresentavam sorologia sugestiva de infeccdo recente (IgG* IgM™*) e os RNs de auséncia de infecgéo
congénita (IgG" IgM") por T. gondii (n = 4 pares). A linha tracejada indica a frequéncia de
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reconhecimento igual a 50%. (O) Immunoblots representativos das bandas antigénicas reconhecidas
por anticorpos IgG presentes em uma amostra pareada de soro de méde (M) e recém-nascido (RN) do
grupo Gl em (1) STAg total; (2) Fracdo STAg 0-30%; (3) Fracdo STAg 30-40%); (4) Fracdo STAg 40-
50%; (5) Fracdo STAg 50-60%; (6) Fracdo STAg 60-70%; e (7) Fragdo STAg 70-80%. C" corresponde
a tira incubada com soro controle negativo (IgG™ e IgM™ anti-T. gondii). Pesos moleculares (MW) dos
padrdes, expressos em kiloDalton (kDa), estdo indicados a esquerda. Massas moleculares aparentes
(Mr), expressas em kDa, estdo indicadas a direita e foram analisadas pelo software Kodak Digital
Science 1D.

Diversos trabalhos tem apontado a importancia de resultados de testes de
immunoblotting para a detecgdo de anticorpos 1gG anti-T. gondii em amostras pareadas de
soros de mdes e RNs para o diagndstico da toxoplasmose congénita. Nestes ensaios, a
ocorréncia de infec¢do congénita € comprovada ou altamente suspeita quando 1gG presente no
soro do RN reconhece bandas antigénicas que ndo sdo reconhecidas pelos anticorpos
maternos ou reconhece bandas com maior intensidade que o observado com o soro materno,
permitindo determinar que o RN apresenta anticorpos IgG com especificidades diferentes dos
anticorpos maternos, em funcdo de sintese propria. Caso a 1gG presente no RN fosse
resultante apenas da transferéncia materna via placenta durante a gestacdo, o padrdo de
reconhecimento de bandas seria idéntico entre os soros da mée e do RN, tanto em tipos de
bandas reconhecidas quanto na intensidade de marcacao destas bandas (GALLEGO-MARIN;
HENAO; GOMEZ-MARIN, 2006; L'OLLIVIER et al., 2012; MACHADO et al., 2010;
MAGI; MIGLIORINI, 2011; REMINGTON; ARAUJO; DESMONTS, 1985; REMINGTON;
THULIIEZ; MONTOYA, 2004).

Este reconhecimento diferencial de bandas antigénicas pelos soros dos RNs do grupo
Gl, com infec¢do congénita, ndo foi observado com STAg nem com nenhuma de suas fragdes
obtidas por precipitacdo em sulfato de amonio, de modo que os RNs deste grupo apresentaram
padrdo de reconhecimento idéntico ao observado com 0s soros maternos (Figura 3A-G).

Por outro lado, esta similaridade de bandas antigénicas reconhecidas pelos soros de
mées e RNs era esperada no grupo GlI, j& que os testes soroldgicos convencionais ndo
apontaram a ocorréncia de infeccdo congénita nos RNs deste grupo, de modo que 0s
anticorpos IgG presentes em seu soro correspondem a anticorpos de origem materna e,
portanto, deveriam reconhecer 0S mesmos antigenos e na mesma intensidade que o0s
anticorpos presentes no soro de suas respectivas maes. Esse fato foi observado claramente
para as amostras do grupo GlI quando testadas com STAg e com todas as suas fragdes obtidas
por precipitacdo (Figura 3H-N).

Comparando-se a variedade e a frequéncia de bandas antigénicas reconhecidas pelos

soros maternos dos grupos Gl e Gll, observou-se perfis muito similares entre os dois grupos,
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com as mées do grupo GlI reconhecendo praticamente as mesmas bandas que as mdes do
grupo GI, porém com maior frequéncia de reconhecimento, tanto no STAg quanto nas
fragdes. Esta maior frequéncia no grupo Gll pode ser explicada pelo fato de que uma das
mées testadas em Gl apresentava sorologia indicativa de infeccdo bem recente, com
reconhecimento de poucas bandas antigénicas, mesmo no STAg. Deste modo, ndo foi
possivel estabelecer antigenos reconhecidos de forma diferencial pelos soros das maes dos
grupos GlI, que transmitiram o parasita de forma congénita para seus filhos, e Gll, que nédo
transmitiram a infeccdo para seus filhos, ndo sendo possivel identificar antigenos que agissem
como marcadores moleculares, indicando maior probabilidade de transmissao congeénita.

Esta maior frequéncia de reconhecimento de bandas observada com os soros maternos
do grupo GII em relacédo aos soros do grupo Gl se estendeu aos soros dos RNs, em funcédo da
transferéncia materna.

Este € o primeiro relato na literatura de protocolo de fracionamento de STAg
utilizando precipitacdo em sulfato de aménio. Tal procedimento ja foi adotado em trabalho
prévio para obtencdo de fracbes de antigenos excretados/secretados (ESA) de T. gondii, com
resultados interessantes na deteccdo de anticorpos anti-T. gondii em amostras de soros
humanos (YAMAMOTO et al., 1998). Nossos resultados demonstram que todas as fragdes de
STAg obtidas por precipitagdo em concentragdes crescentes de sulfato de amoénio podem ser
usadas para o diagndéstico da infeccdo humana por T. gondii por meio da deteccdo de
anticorpos IgG em ensaios de immunoblotting, discriminando entre amostras positivas e
negativas. Porém, esta aplicacdo pode ser mais limitada para as fracdes STAg 60-70% e
STAg 70-80%, em funcdo da menor variedade na composicdo antigénica, que se baseia
principalmente nos antigenos da regido de 28-32 kDa, mesmo com o destaque para 0 antigeno
imunodominante de 30 kDa.

Diante dos resultados apresentados, concluimos que a deteccdo de IgG total por
immunoblotting em amostras pareadas de soros de mées e RNs usando STAg e suas diferentes
fragbes obtidas por precipitacio em sulfato de aménio ndo permitiram discriminagéo
significativa entre as amostras de RNs com infec¢do congénita e RNs sem infecgdo congénita
por T. gondii, ambos nascidos de mdes com sorologia sugestiva de infeccdo primaria
adquirida durante a gestagédo. Este fato ocorreu principalmente em funcdo da elevada taxa de
transferéncia placentaria destes anticorpos da mée para o feto.

Porém, sabe-se que anticorpos IgG sdo constituidos por diferentes subclasses (1gG1,
1gG2, 1gG3 e 1gG4), cujas propriedades bioldgicas sdo distintas, inclusive com relagdo a

transferéncia placentaria, de modo que anticorpos das subclasses 1gG2 e IgG3 apresentam
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menores taxas de transferéncia placentéria que os anticorpos IgG1 e 1gG4 (PALMEIRA et al.,
2012). Deste modo, decidimos avaliar a deteccdo de anticorpos das subclasses de IgG nas
amostras pareadas de mdes e RNs usando STAg e apenas uma de suas fracbes obtidas por
precipitacdo. A fracdo selecionada foi a obtida com concentracdo de até 40% de sulfato de
amonio (STAg 30-40%), em funcdo da presenca de uma variedade significativa de antigenos
de T. gondii reconhecidos por anticorpos IgG humanos nesta fragdo, com boa discriminagéo
de bandas antigénicas. Esta fracdo representou uma melhor alternativa em relacdo a fracao
STAg 0-30%, cujo perfil de bandas antigénicas é praticamente idéntico ao observado com
STAg total, e em relagdo as demais fragdes (STAg 40-50%, STAg 50-60%, STAg 60-70% e
STAg 70-80%), que apresentaram uma variedade bem menor de bandas antigénicas

reconhecidas.

3.4 Deteccdo de subclasses de 1gG em amostras pareadas de soros de maes e recém-
nascidos usando STAg total e a fracdo STAg 30-40%

A avaliacdo das bandas antigénicas reconhecidas pelas subclasses 1gG1, 19G2, IgG3 e
IgG4 foi feita por immunoblotting, utilizando-se 12 pares de amostras de soros de mées e RNs
do grupo Gl e 16 pares de amostras do grupo GlI.

A anélise das bandas antigénicas reconhecidas por anticorpos IgGl nas amostras
pareadas demonstrou o reconhecimento de bandas de 17 a 135 kDa, tanto pelas amostras do
grupo Gl quanto pelas amostras do grupo Gll, quando testadas com STAg, com resultados
muito similares entre os dois grupos e muito similares aos resultados observados com a IgG
total. Analisando-se apenas o padrdo de reconhecimento de IgGl das amostras de soros
maternos de ambos 0s grupos frente a STAg total, observou-se uma grande variedade de
bandas antigénicas reconhecidas com elevada frequéncia nos dois grupos, com uma
frequéncia de reconhecimento ligeiramente superior pelas amostras do grupo GI, quando
comparadas ao grupo GlI (Figuras 4A e 4C). Este mesmo padrdo de reconhecimento foi
observado com os soros dos RNs de ambos os grupos, quando testados com STAg total.

Analisando-se os resultados obtidos com a detecgdo de 1gG1 usando a fracdo STAgQ
30-40%, observou-se resultados similares com os obtidos com STAg total. Quando testados
com a fracdo STAg 30-40%, os soros do grupo GIl, em comparacdo com STAg total, ndo
reconheceram as bandas de 17, 34 e 75 kDa e reconheceram as bandas de 26, 28, 38 e 58 kDa

com frequéncia menor (Figura 4B).
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Figura 4 - Frequéncia (%) e perfil das bandas antigénicas de STAg total e da fragdo STAg 30-40% reconhecidas por anticorpos 1gG1 presentes em amostras
pareadas de soros de maes (M) e recém-nascidos (RN) dos grupos (A-B) GI, em que as maes apresentavam sorologia sugestiva de infeccéo recente (IgG* IgM™) e os
RNs de infecgdo congénita (IgG* IgM™) por T. gondii (n = 12 pares), e (C-D) GlI, em que as mées apresentavam sorologia sugestiva de infeccdo recente (IgG* IgM™)
e 0s RNs de auséncia de infeccdo congénita (IgG* IgM") por T. gondii (n = 16 pares). A linha tracejada indica a frequéncia de reconhecimento igual a 50%.
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Figura 4 - Continuagdo - (E) Esquemas de Immunoblots das bandas antigénicas presentes no STAg
total e na fragdo STAg 30-40% reconhecidas por anticorpos IgG1 presentes em um par de amostras de
soros representativos de mde (M) e recém-nascido (RN) do grupo Gl e outro par de amostras
representativas do grupo Gll. C™ corresponde a tira incubada com soro controle negativo (IgG™ e IgM”
anti-T. gondii). Pesos moleculares (MW) dos padrdes, expressos em kiloDalton (kDa), estdo indicados
a esquerda. Massas moleculares aparentes (Mr), expressas em kDa, estdo indicadas a direita e foram
analisadas pelo software Kodak Digital Science 1D.

Ja os soros do grupo GII ndo reconheceram as bandas de 17, 28, 34, 38 e 58 kDa e
reconheceram as bandas de 20, 23, 78 e 88 kDa com frequéncia menor, quando comparadas
com STAg total (Figura 4D). O padrdo de reconhecimento de IgG1 pelos soros dos RNs é
praticamente idéntico ao observado com os soros das méaes em ambos 0s grupos com as duas
preparacdes antigénicas, exceto por uma frequéncia relativamente menor de reconhecimento
de algumas bandas em ambos os grupos. Quando testados com STAg total, houve uma
frequéncia levemente maior de reconhecimento das bandas de 40 e 116 kDa pelos soros dos
RNs do grupo Gl, em relacdo aos soros maternos, mas aparentemente sem relevancia, em
funcédo da diferenga muito pequena (Figura 4A).

A grande similaridade observada entre os resultados do reconhecimento de 1IgG1 com
os resultados da IgG total refere-se ao fato de que a maior parte dos anticorpos IgG humanos
(em torno de 70%) corresponde & subclasse 1gG1 (MALEK, 2013). Em funcdo disso, a
mesma similaridade de reconhecimento observada para IgG total entre os soros dos grupos Gl
e GIl tambem foi observada para 1gG1, sem diferencas entre 0s soros maternos destes dois

grupos. Alem disso, ndo se observou no grupo GI o reconhecimento diferencial de bandas
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antigénicas pelos soros dos RNs, que ndo fossem reconhecidas pelos soros maternos, o que se
explica pela ampla transferéncia placentaria desta subclasse de 1gG (PALMEIRA et al.,
2012).

Finalmente, comparando-se o padrdo de reconhecimento de bandas pelos soros dos
dois grupos frente ao STAg total e a fracdo STAg 30-40%, observou-se que a fragdo apresenta
menor quantidade de bandas reconhecidas, mas com boa discriminagdo entre amostras
positivas e negativas. Porém, nao apresenta diferencas de bandas reconhecidas pelos soros dos
grupos Gl e GllI.

A andlise das bandas antigénicas reconhecidas por anticorpos 1IgG2 nas amostras
pareadas demonstrou o reconhecimento de uma variedade bem menor de bandas, quando
comparado ao reconhecimento por anticorpos IgG1l. Os soros do grupo Gl reconheceram
apenas as bandas de 22, 30, 66, 75 e 135 kDa quando testados com STAg (Figura 5A),
enquanto os soros do grupo GlI reconheceram, além destas, as bandas de 50 e 57 kDa (Figura
5C). Ja com relacdo ao reconhecimento de bandas do STAg pela IgG2 dos soros dos RNs,
observou-se que 0s soros do grupo GI reconheceram as mesmas bandas que 0S Soros
maternos, com frequéncias idénticas, exceto nas bandas de 66 e 135 kDa, que foram
reconhecidas com frequéncia levemente superior pelos soros dos RNs, em relacdo aos soros
maternos. Ja os soros dos RNs do grupo GlI também reconheceram as mesmas bandas que 0s
soros maternos, mas com frequéncias bem menores para todas as bandas, exceto para a banda
de 30 kDa. Este mesmo padrdo de reconhecimento foi observado com os soros dos RNs de
ambos 0s grupos, quando testados com STAg total.

Este padrdo de reconhecimento de 1gG2 dos soros dos RNs é interessante, pois esta
subclasse parece apresentar a menor taxa de transferéncia placentéria entre as subclasses de
IgG, de modo que a menor frequéncia de bandas reconhecidas pelos soros dos RNs do grupo
GIl pode ser resultado desta menor transferéncia materna, enquanto a similaridade entre as
frequéncias materna e dos RNs do grupo Gl pode indicar a presenca de 1gG2 sintetizada pelo
proprio recém-nascido (EINARSDOTTIR et al., 2014).

J& o reconhecimento de bandas da fracdo STAg 30-40% pelos anticorpos 1gG2 de
ambos os grupos foi menor que o observado para STAg total, especialmente para os soros do
grupo GI, que reconheceram apenas as bandas de 30 e 50 kDa, sendo esta ultima reconhecida
pelos soros dos RNs com frequéncia maior que a observada pelos soros maternos (Figura 5B).
Ja os soros do grupo 11, além destas bandas de 30 e 50 kDa, também reconheceram as bandas
de 22, 75 e 135 kDa, mas com frequéncia muito baixa para todas elas, que foi menor ainda

para os soros dos RNs (Figura 5D).
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Figura 5 - Frequéncia (%) e perfil das bandas antigénicas de STAg total e da fracdo STAg 30-40%
reconhecidas por anticorpos 1gG2 presentes em amostras pareadas de soros de maes (M) e recém-
nascidos (RN) dos grupos (A-B) GI, em que as maes apresentavam sorologia sugestiva de infeccdo
recente (IgG* IgM™) e os RNs de infeccdo congénita (IgG* IgM™) por T. gondii (n = 12 pares), e (C-D)
Gll, em que as maes apresentavam sorologia sugestiva de infecgdo recente (IgG* IgM*) e os RNs de
auséncia de infeccdo congénita (IgG* IgM") por T. gondii (n = 16 pares). A linha tracejada indica a
frequéncia de reconhecimento igual a 50%. (E) Esquemas de Immunoblots das bandas antigénicas
presentes no STAg total e na fracdo STAg 30-40% reconhecidas por anticorpos 1gG2 presentes em um
par de amostras de soros representativos de mde RN do grupo Gl e outro par de amostras
representativas do grupo GII. C corresponde a tira incubada com soro controle negativo (IgG™ e IgM"
anti-T. gondii). Pesos moleculares (MW) dos padrdes, expressos em kiloDalton (kDa), estéo indicados
a esquerda. Massas moleculares aparentes (Mr), expressas em kDa, estdo indicadas a direita e foram
analisadas pelo software Kodak Digital Science 1D.
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Quanto a deteccdo de anticorpos 1gG3 usando STAg total, observou-se que esta
subclasse presente nas amostras maternas do grupo GI reconheceu uma variedade
consideravel de bandas antigénicas, variando de 21 a 116 kDa (Figura 6A), enquanto as
amostras do grupo GlI reconheceram bandas nesta mesma faixa de variacdo, com excecdo das
bandas de 28, 66, 83 e 92 kDa (Figura 6C). E interessante notar que, além da variedade de
bandas antigénicas reconhecidas por esta subclasse presente nos soros do grupo GI ser maior
que a observada entre os soros do grupo Gll, a frequéncia de reconhecimento no grupo Gl
também é maior. J& os soros dos RNs do grupo GI apresentaram frequéncias de
reconhecimento muito similares as apresentadas por suas mdes, com uma frequéncia
levemente superior para as bandas de 38, 52, 92, 97 e 116 kDa, enquanto os anticorpos 1gG3
presentes nos soros dos RNs do grupo GII também reconheceram as mesmas bandas que 0s
respectivos soros maternos, com a mesma frequéncia ou frequéncias ligeiramente menores
(Figuras 6A e 6C).

Quando testados com a fragdo STAg 30-40%, os soros do grupo Gl apresentaram
menor variedade de bandas antigénicas reconhecidas por anticorpos 1gG3 do que o observado
com STAg total (Figura 6B). Porém, a exemplo do observado com STAg total, a frequéncia
de bandas reconhecidas por 1gG3 presente nos soros do grupo Gl, quando testados com a
fragdo STAgQ 30-40% foi maior que a frequéncia observada com os soros do grupo GlI (Figura
6D).

Alguns trabalhos tem demonstrado maior sintese de IgG3 anti-T. gondii nas fases mais
precoces da infeccdo e apontam que a producdo desta subclasse pode ser um mecanismo
relacionado com a sobrevivéncia do parasita, ja que tais anticorpos podem nao apresentar
papel protetor significativo na infeccdo por T. gondii (SANTANA et al., 2012). Além disso, a
sintese fetal destes anticorpos parece estar relacionada a ocorréncia de sintomas clinicos mais
graves nos casos de toxoplasmose congénita (CANEDO-SOLARES et al., 2008). Nossos
resultados ndo apontam claramente a sintese fetal desta subclasse de anticorpos nos RNs do
grupo |, pois ndo foi observado o reconhecimento diferencial de bandas antigénicas pelos
soros dos RNs em relacdo aos soros das mées neste grupo. Porém, a maior frequéncia de
bandas reconhecidas por anticorpos 1gG3 nos soros maternos do grupo Gl pode apontar para
uma maior probabilidade de transmissdo congénita entre estas mées, ja que maior sintese de
IgG3 pode reduzir a ativacao de diversas fungdes, diminuindo a resposta do hospedeiro contra
0 parasita, 0 que poderia aumentar a possibilidade de colonizagdo placentaria e consequente
transmisséo vertical (PLEASS; WOOF, 2001).
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Figura 6 - Frequéncia (%) e perfil das bandas antigénicas de STAg total e da fragdo STAg 30-40% reconhecidas por anticorpos 1gG3 presentes em amostras
pareadas de soros de mdes (M) e recém-nascidos (RN) dos grupos (A-B) GI, em que as mées apresentavam sorologia sugestiva de infeccdo recente (IgG* IgM™) e 0s
RNs de infeccdo congénita (IgG* IgM™) por T. gondii (n = 12 pares), e (C-D) GlI, em que as maes apresentavam sorologia sugestiva de infeccdo recente (IgG* IgM™)
e 0s RNs de auséncia de infecgdo congénita (IgG* IgM") por T. gondii (n = 16 pares). A linha tracejada indica a frequéncia de reconhecimento igual a 50%.
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Figura 6 - Continuagdo - (E) Esquemas de Immunoblots das bandas antigénicas presentes no STAg
total e na fragdo STAg 30-40% reconhecidas por anticorpos IgG3 presentes em um par de amostras de
soros representativos de mde (M) e recém-nascido (RN) do grupo Gl e outro par de amostras
representativas do grupo Gll. C™ corresponde a tira incubada com soro controle negativo (IgG™ e IgM”
anti-T. gondii). Pesos moleculares (MW) dos padrdes, expressos em kiloDalton (kDa), estdo indicados
a esquerda. Massas moleculares aparentes (Mr), expressas em kDa, estdo indicadas a direita e foram
analisadas pelo software Kodak Digital Science 1D.

Por outro lado, a analise das bandas antigénicas reconhecidas por anticorpos 1gG4 nas
amostras pareadas demonstrou o reconhecimento de uma pequena variedade de bandas, de
modo similar ao observado com anticorpos 1gG2. Os soros do grupo Gl e do grupo Glli
reconheceram apenas as bandas de 30, 38, 50, 54 e 75 kDa quando testados com STAg
(Figuras 7A e7C). Porém, a frequéncia de reconhecimento pelos soros do grupo Gl foi bem
maior que a frequéncia do grupo GlI, que reconheceu com maior frequéncia apenas a banda
de 30 kDa. Com relacéo ao reconhecimento de bandas do STAg pela 1gG4 dos soros dos RN,
ndo houve diferencas entre as frequéncias de reconhecimento destas bandas quando
comparadas aos soros maternos, de modo que esta frequéncia foi mais elevada entre 0s soros
dos RNs do grupo Gl.

O reconhecimento de bandas da fracdo STAg 30-40% pelos anticorpos 1gG4 de ambos
0s grupos foi menor que o observado para STAg total, de modo que o0s soros de ambos 0s
grupos reconheceram apenas as bandas de 30, 50 e 97 kDa, com maior frequéncia de
reconhecimento entre os soros do grupo Gl e sem diferencas entre as frequéncias observadas

nos soros das mées e dos RNs (Figura 7B e7D).
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Figura 7 - Frequéncia (%) e perfil das bandas antigénicas de STAg total e da fracdo STAg 30-40%
reconhecidas por anticorpos 1gG4 presentes em amostras pareadas de soros de maes (M) e recém-
nascidos (RN) dos grupos (A-B) GI, em que as maes apresentavam sorologia sugestiva de infec¢do
recente (IgG* IgM") e os RNs de infeccédo congénita (IgG* IgM™) por T. gondii (n = 12 pares), e (C-D)
GllI, em que as mées apresentavam sorologia sugestiva de infeccdo recente (IgG* IgM*) e os RNs de
auséncia de infeccdo congénita (IgG* IgM") por T. gondii (n = 16 pares). A linha tracejada indica a
frequéncia de reconhecimento igual a 50%. (E) Esquemas de Immunoblots das bandas antigénicas
presentes no STAg total e na fracdo STAg 30-40% reconhecidas por anticorpos 1gG4 presentes em um
par de amostras de soros representativos de mde RN do grupo Gl e outro par de amostras
representativas do grupo Gll. C™ corresponde a tira incubada com soro controle negativo (IgG™ e IgM”
anti-T. gondii). Pesos moleculares (MW) dos padrdes, expressos em kiloDalton (kDa), estdo indicados
a esquerda. Massas moleculares aparentes (Mr), expressas em kDa, estdo indicadas a direita e foram
analisadas pelo software Kodak Digital Science 1D.
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A deteccéo e quantificacdo da producéo de subclasses de IgG tem sido investigada na
infeccdo por uma variedade de agentes infecciosos, em fungéo, principalmente, das diferencas
nas propriedades bioldgicas destes isotipos de anticorpos (BELA et al., 2008). Alguns
trabalhos tem sido realizados na deteccdo de subclasses de IgG na infeccdo congénita por T.
gondii e sua correlagdo com dados clinicos dos recém-nascidos infectados. Porém, a maioria
destes trabalhos detecta subclasses de IgG por meio de ensaios ELISA e tem como maior
limitacdo nos seus resultados a grande dificuldade em diferenciar os anticorpos de origem
materna daqueles sintetizados pelo préprio recém-nascido, ja que todas as subclasses
apresentam transferéncia placentaria, mesmo que em taxas variaveis (CANEDO-SOLARES
et al., 2008; SOUZA-E-SILVA et al., 2012, 2013).

Neste sentido, a deteccdo de subclasses de IgG por meio de immunoblotting que, além
de avaliar a presenca destes anticorpos nas amostras soroldgicas dos RNs, também permite a
avaliacdo dos antigenos de T. gondii reconhecidos por cada subclasse, bem como o
reconhecimento diferencial destes antigenos por amostras pareadas de soros de mées e recém-
nascidos constituir-se-ia numa excelente ferramenta de diagnostico da toxoplasmose
congénita, permitindo a rapida identificacdo de recém-nascidos infectados.

O método de immunoblotting para a detecgdo de subclasses de 1gG ja foi utilizado
anteriormente para a avaliacdo de antigenos reconhecidos nas fases aguda e cronica da
infeccdo por T. gondii, com pequena deteccdo e marcacdo de bandas reconhecidas pelas
subclasses 1gG2, 1gG3 e 1gG4 e melhor discriminacdo apenas de anticorpos IgG1l
(HUSKINSON et al., 1989).

No nosso entendimento, esta é a primeira descricdo da deteccdo de subclasses de IgG
presentes em amostras pareadas de soros de maes e recém-nascidos pelo método de
immunoblotting, demonstrando os antigenos reconhecidos por estes isotipos de anticorpos.
Porém, ndo foi possivel a identificacdo clara de antigenos reconhecidos de maneira
diferenciada por estas subclasses de anticorpos presentes em amostras de soros de RNs com
infeccdo congénita, quando comparados com 0s anticorpos presentes nas amostras de suas
respectivas mées. Uma possivel explicacdo para a ndo identificacdo clara de anticorpos
sintetizados pelo RN infectado em nossos experimentos poderia ser a idade muito recente dos
RNs no momento da coleta da amostra para analise (1 a 8 dias, em média). Em idade téo
recente, anticorpos de origem fetal podem apresentar pequena sintese e ser facilmente
mascarados pela alta concentracdo de anticorpos maternos transferidos pela placenta. Neste
caso, a identificacdo de anticorpos proprios do RN seria mais efetiva apos algumas semanas

ou meses de idade, quando a sintese fetal € mais pronunciada e ativa e 0 decaimento dos
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anticorpos IgG maternos circulantes também j& foi mais efetiva (MONTOYA,
REMINGTON, 2008; REMINGTON et al., 2006; REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA,
2004).

Além disso, a identificacdo de novas preparacdes antigénicas, mais purificadas, seria
uma alternativa interessante no diagnostico mais eficiente da infeccdo por T. gondii,
especialmente em gestantes e recém-nascidos. Nossa tentativa de utilizacdo de fracGes
antigénicas obtidas a partir de precipitacdo do STAg total no diagnostico da toxoplasmose
humana se mostrou interessante na deteccéo de anticorpos IgG e suas subclasses, permitindo
diferenciacdo entre amostras positivas e negativas, mas ndo se mostrou uma boa alternativa no
diagndstico da toxoplasmose congénita, com resultados considerados inferiores aos do STAg,
em funcdo da menor frequéncia de bandas antigénicas reconhecidas e da auséncia de
reconhecimento diferencial de antigenos pelos soros maternos e dos RNs.

Desta forma, a busca por novas alternativas antigénicas, que permitam a obtencéo de
resultados mais fidedignos e confidveis, aliada a padronizacdo de métodos, como o
immunoblotting, para a detec¢cdo de anticorpos de diferentes isotipos, incluindo subclasses de
IgG, em amostras sorologicas provenientes de mées e recém-nascidos de diferentes idades,

deve ser encorajada.
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CAPITULO IV

‘Utilizagdo de peptideos sintéticos derivados de antigenos
imunodominantes de Toxoplasma gondii no sorodiagnéstico da
toxoplasmose humana
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APRESENTACAO

O diagndstico da infeccdo humana por T. gondii normalmente é feito por meio de
testes soroldgicos, que detectam anticorpos especificos presentes em amostras de soros do
paciente, principalmente anticorpos dos isotipos 1gG, IgM e IgA. Os métodos soroldgicos
normalmente utilizados nesta deteccdo baseiam-se na reatividade destes anticorpos contra
antigenos do parasita presentes em diferentes preparacdes antigénicas, principalmente
antigenos totais, que podem gerar diversos resultados falso-positivos e falso-negativos,
especialmente para anticorpos IgM e IgA, além de permitirem fraca diferenciacdo entre as
fases aguda e crénica da infeccdo. Assim, ha a necessidade de desenvolvimento de novas
preparacdes antigénicas, que permitam o diagnostico mais claro e preciso da infeccdo
humana, especialmente a infeccdo priméaria em gestantes e a infeccdo congénita em recem-
nascidos.

O presente estudo teve como objetivos a identificacdo de epitopos lineares de células
B presentes nos antigenos imunodominantes de T. gondii, utilizando ferramentas de
bioinformética para a predicdo de epitopos e a avaliacdo do desempenho diagnostico de
peptideos sintéticos representativos destes epitopos preditos de células B em ensaios
imunoenzimaticos para a deteccdo de anticorpos IgG anti-T. gondii em amostras de soros de
pacientes com diferentes perfis soroldgicos da infeccéo.

Os resultados obtidos neste estudo sdo apresentados a seguir na forma de artigo
cientifico redigido conforme as normas do periddico Diagnostic Microbiology and Infectious
Diseases, para o qual sera enviado para publicacéo.



159

Title: Use of synthetic peptides derived from immunodominant Toxoplasma gondii

antigens for serodiagnosis of human toxoplasmosis
Running title: Synthetic peptides for serodiagnosis of toxoplasmosis

Authors: Fernando dos Reis de Carvalho®®, Silas Silva Santana?, Heber Leo Silva Barros?,
Luiz Carlos Gebrim de Paula Costa®, Ana Claudia Arantes Marquez Pajuaba®, Deise

Aparecida de Oliveira Silva®, Tiago Wilson Patriarca Mineo?, and José Roberto Mineo®*

4Laboratory of Immunoparasitology, Institute of Biomedical Sciences, Federal University of
Uberlandia, Uberlandia, MG, 38401-136, Brazil.

“Federal Institute of Education, Science and Technology of Goids, Campus Itumbiara,
Itumbiara, GO, 75524-010, Brazil.

* Corresponding author. Mailing address: Laboratorio de Imunoparasitologia, Universidade
Federal de Uberlandia, Bloco 4C, Av. Para, 1720, Campus Umuarama, 38400-902,
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. Phone: 55-34-3218-2195. Fax: 55-34-3218-2333.

E-mail: jrmineo@ufu.br.



160

ABSTRACT

The amino acid sequences of sixteen immunodominant antigens of Toxoplasma gondii were
used to perform B cell linear epitope prediction using a software-based approach. A total of
22 epitopes of antigens from surface (SRS), rhoptries (ROP), micronemes (MIC) and dense
granules (GRA) of T. gondii were identified, and 15 residues from their amino acid sequences
were used to synthesize peptides chemically linked to bovine serum albumin backbone. The
diagnostic performance of these synthetic peptides was evaluated in immunoassays to detect
specific 1gG antibodies in sera of two groups of patients; G1 (n=42) with suspected acute
phase, and G2 (n=42) with chronic phase of T. gondii infection. All synthetic peptides were
recognized by IgG antibodies from these sera, showing mean absorbances higher than cut off
values, high percentages of positivity, and good differentiation from seronegative samples.
The peptides derived from SRS (Pepl1-Pep4) and ROP (Pep5 and Pep7) antigens showed high
mean reactivity and positivity rates. Pepl3 (GRA4) and Pep21 (MIC2-associated protein)
were significantly more recognized by sera from G1 (70% and 95%, respectively), making
these epitopes potential markers of acute phase of infection. In contrast, Pep12 (MIC14) was
significantly more recognized by sera from G2 (71%), characterizing it as potential chronic
marker of infection. In conclusion, synthetic peptides designed from B cell linear epitope
prediction constitute promising antigens in serological assays to diagnose toxoplasmosis and
differentiate acute from chronic phases of infection, representing an alternative to the use of

native or recombinant antigens.

Keywords: Toxoplasmosis; synthetic peptides; SRS; ROP; MIC; GRA; acute phase; chronic

phase.
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1 INTRODUCTION

Toxoplasma gondii, the causative agent of toxoplasmosis, is a widespread
opportunistic protozoan parasite from the phylum Apicomplexa that virtually infects all
warm-blooded animals, including humans (Dubey, 2008; Tenter et al., 2000). It is estimated
that this parasite infects one-third of the human population worldwide (Oz, 2014; Weiss and
Dubey, 2009). It generally causes an asymptomatic infection in immunocompetent people and
in some cases can be associated with nonspecific manifestations in acute phase or
neurological complications (McConkey et al., 2013). However, some infected people can
present ocular pathologies (Maenz et al., 2014) and there are recent reports suggesting the
association of T. gondii infection with schizophrenia and other neuropsyquiatric and
behavioral disorders (Hurley and Taber, 2012; McConkey et al., 2013). On the other hand,
this infection is of great importance for pregnant women who acquire primary infection
during pregnancy, because of the risk for congenital transmission to the fetus, which can lead
to spontaneous abortion, death of the fetus in utero, or severe congenital defects, such as
hydrocephalus, mental retardation or chorioretinitis (Montoya and Remington, 2008; Robert-
Gangneux, 2014; Sukthana, 2006). This infection can also cause severe disease in
immunocompromised subjects, like HIV-AIDS patients, who usually suffer from toxoplasmic
encephalitis because of the reactivation of a latent infection (Saadatnia and Golkar, 2012).

The diagnosis of T. gondii infection can be performed by detecting specific antibodies
in serum samples using serological methods or by isolating the parasite DNA in biological
samples, such as amniotic fluid, fetal tissue, blood, cerebrospinal fluid and other clinical
specimens using the PCR method (Murat et al., 2013; Robert-Gangneux and Darde, 2012).
Several classical serological methods can detect specific 1gG and IgM antibodies to T. gondii,
such as enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), indirect fluorescent antibody test
(IFAT) and Western blotting. When the confirmation of initial serology is required, a number
of complementary tests are available, including the Sabin-Feldman dye test or other tests to
detect specific IgM, IgA or IgE antibodies, and IgG avidity tests (Ashburn et al., 1998;
Lappalainen and Hedman, 2004; Marcolino et al., 2000; Remington et al., 2004; Roberts et
al., 2001).

Serological methods generally used for the detection of specific antibodies in serum
samples are based on the reactivity of these antibodies against total T. gondii antigens. These
antigens can generate a series of false-positive and false-negative results, especially for IgM

and IgA antibodies, in addition to a weak differentiation between acute and chronic phases of
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the infection, making the diagnosis of primary and congenital infections a challenging
situation (Murat et al., 2013; Sensini, 2006). Also, the use of this type of antigen requires
mass production of the parasite either from the peritoneal fluids of infected mice or from
tissue cultures (Pietkiewicz et al., 2004), making the diagnosis expensive and time
consuming.

In order to improve the diagnosis of toxoplasmosis, the development of highly
sensitive and reproducible methods using alternative sources of antigen has been extensively
studied. Among them, recombinant antigens or chimeric antigenic preparations of T. gondii
have been produced and evaluated as antigens for diagnosis in humans, with encouraging
results, including differentiation between stages of infection (Béla et al., 2008; Buffolano et
al., 2005; Dai et al., 2013; Drapala et al., 2014; Holec-Gasior, 2013; Holec-Gasior et al.,
2012).

In that sense, several efforts have been made to identify new antigens for use in the
diagnosis of toxoplasmosis, focusing in the immunodominant B cell epitopes within antigens
from T. gondii, which can help to find the molecular regions involved in the specific humoral
immune response, and they can be useful for immunoassays to detect anti-T. gondii antibodies
(Aradjo and Ferreira, 2010).

The use of B cell epitopes for the serodiagnosis of toxoplasmosis presents several
advantages, including the precise knowledge of the composition of the diagnostic antigen (Liu
et al., 2010). The identification of protein epitopes can be useful for diagnostic purpose and in
the development of peptide vaccines. Thus, synthetic peptides representative of B cell
epitopes derived from parasite immunodominant antigens, such as those from parasite surface,
or from secretory organelles (rhoptries, micronemes, and dense granules), or even the
cytoplasmic antigens could be the most promising antigens for the development of diagnostic
kits for routine toxoplasmosis screening (Dai et al., 2012; Wang et al., 2013). There are some
reports of the use of synthetic peptides on the diagnosis of T. gondii infection in humans, with
interesting results in the general diagnosis of toxoplasmosis (Cardona et al., 2009), in the
differentiation between acute and chronic phases of the infection (Dai et al., 2013), in
serotyping T. gondii in serum samples (Kong et al., 2003; Nowakowska et al., 2006; Sousa et
al., 2008) or in the evaluation of seroreactivity in serum samples from patients with
toxoplasmaosis.

Therefore, the aim of the present study was to identify B cell epitopes within different
immunodominant antigens from T. gondii, such as antigens from surface and secretory

organelles molecules, using software-based prediction. In addition, we evaluated the
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diagnostic performance of synthetic peptides representative from these predicted B cell
epitopes in immunoenzymatic assays to detect 1gG antibodies specific to T. gondii in serum

samples from patients with different serological profiles of the infection.
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2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Patients and serum samples

A total of 84 human serum samples from the Bank of Biological Samples, Laboratory
of Immunoparasitology, Federal University of Uberlandia, Uberlandia, MG, Brazil, was
analyzed and distribued into two groups based on the results of conventional serological
assays (indirect ELISA-1gG, and capture ELISA-IgM) using soluble T. gondii antigen
(STAQ). Group 1 (G1) included 42 serum samples from patients with a suspected acute phase
of toxoplasmosis as defined by presenting positive 1gG and IgM antibodies to T. gondii, and
group 2 (G2) consisted of 42 serum samples from patients with the chronic phase as defined
by presenting positive IgG, but negative IgM antibodies to T. gondii. Additionally, ten serum
samples from non-infected subjects as defined by presenting negative IgG and IgM antibodies
to T. gondii were included as negative control for the reactions. This study was approved by the

Institutional Ethical Committee.

2.2 Indirect ELISA-1gG and capture ELISA-IgM

To characterize and distribute serum samples in the groups, indirect ELISA and
capture ELISA were carried out to detect specific 1IgG and IgM antibodies to T. gondii,
respectively, as described by Carvalho et al. (2008), using STAg as antigen. This antigen was

produced from T. gondii tachyzoites (RH strain) as described elsewhere (Béla et al., 2008).

2.3 B cell epitope prediction and peptide design

To analyze the presence of B cell epitopes in immunodominant T. gondii antigens, the

complete amino acid sequences of proteins from parasite surface antigens as SAG-related

sequences (SRS), rhoptries (ROP), micronemes (MIC), and dense granules (GRA) were

obtained from ToxoDB (http://www.toxodb.org/toxo). Next, the sequences were analyzed
using the B Cell Epitope Prediction resources available at the Immune Epitope Database and

Analysis Resource (IEDB) (http://www.iedb.org). The prediction of linear epitopes from

protein sequence of each chosen antigen was performed using the method Bepipred Linear
Epitope Prediction with a score threshold established at 1.5 (Larsen et al., 2006). Based on

this analysis, the sequences of 15 amino acids with higher prediction scores were chosen as


http://www.toxodb.org/toxo
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antigen epitopes and used to design peptides. BLASTP analysis of the peptide sequences
resulted in a total alignment with the respective T. gondii antigens and no significant

alignment with proteins from other organisms.

2.4 Synthetic peptides

Based on the results of the B cell epitope prediction performed with each chosen
antigen of T. gondii, as described in section 2.3, a total of 22 peptides with a sequence of 15
residues of amino acids were chemically synthesized by GenScript USA Inc. (Piscataway,
New Jersey, EUA). The peptides were 95% pure as judged by high-performance liquid
chromatography (HPLC) on analytical C18 reversed-phase column (4.5 x 250 mm), and the
correct amino acid sequence of each peptide was confirmed by mass spectrometry, according
to manufacturer's specifications. Peptides were conjugated to bovine serum albumin (BSA) by
a cysteine insertion at the N-terminal amino acid and were lyophilized. Before use, each
peptide was dissolved in ultrapure water and stored at -20°C, according to manufacturer’s
instructions. The peptide sequences and the respective antigens of T. gondii that each one was

derived are shown in Table 1.

2.5 1gG ELISA using synthetic peptides

After a few steps to standardize the better reaction conditions, indirect ELISA was
carried out to detect IgG antibodies to T. gondii using synthetic peptides. High-binding
microtiter plates (Costar-Corning Laboratories Inc., New York, NY) were coated with 50 pl
(10 pg/ml) of each peptide diluted in 0.06 M carbonate buffer (pH 9.6) overnight at 4°C.
Plates were washed three times with 0.01 M phosphate buffered saline (PBS, pH 7.2)
containing 0.05% Tween 20 (PBS-T) and non-specific ligand sites were blocked with 100 pl
of PBS-T plus 5% non-fat skim milk (PBS-TM) for 1 h at room temperature. Subsequently,
after washing three times with PBS-T, wells were incubated with 50 pl of human serum
samples diluted at 1:64 in PBS-TM for 1 h at 37°C. After washing six times with PBS-T, 50
ul of peroxidase-labeled goat anti-human 1gG (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) diluted 1:2000 in PBS-TM were added and incubated for 1 h at 37°C. After washing six
times with PBS-T, the assay was developed by adding the enzyme substrate H,O, and
chromogen 2,2’-azino-bis-3-ethyl-benzothiazoline sulfonic acid (ABTS) (ABTS Peroxidase
Substrate System; KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, Maryland,
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USA). The absorbance of duplicates from each serum sample was read at 405 nm in a plate
reader (Titertek Multiskan Plus spectrophotometer, Flow Laboratories, USA). Results were
expressed as liquid absorbance, obtained from the mean absorbance of duplicates of each
serum sample subtracted of the absorbance of blank wells (wells that no serum sample was
added, but incubated with immunoenzymatic conjugate). A positive cutoff point of the
reaction was determined as the mean absorbance of ten negative control sera plus three

standard deviations subtracted of the absorbance of blank wells.

2.6 Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism v. 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, USA). Seropositivity percentages found in the different assays using
each peptide against serum samples from groups 1 and 2 were compared by the Fisher's exact
test. The mean absorbances obtained from sera of groups 1 and 2 in the different assays using
synthetic peptides were compared using unpaired Student's t test. Values of P < 0.05 were

considered statistically significant.
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3 RESULTS

The complete amino acid sequences of sixteen immunodominant antigens of T. gondii
were used to perform B cell linear epitope prediction using the method Bepipred Linear
Epitope Prediction available at IEDB. From these antigens, five were representative of
parasite surface antigens or SAG-related sequences (SRS): SRS16C (BSR4), SRS49A
(SAG2Y), SRS49C (SAG2D), SRS49D (SAG2C) and SRS52A; two of rhoptry proteins
(ROP): ROP2 and ROP7; five of microneme proteins (MIC): MIC1, MIC6, MIC8, MIC14
and MIC2-associated protein (M2AP); and four of dense granule proteins (GRA): GRA4,
GRAG6, GRA10 and GRA15. Figure 1 shows the prediction scores from amino acids of the
complete sequence from each antigen, with a score threshold established at 1.5. The regions
of higher prediction scores were chosen to synthesize peptides with a sequence of 15 residues
of amino acids that were conjugated to BSA by a cysteine insertion on the N-terminal amino
acid residue. The amino acid sequences of each synthetic peptide and their position in the
respective antigen of T.gondii are shown in Table 1.

To evaluate the reactivity of T. gondii-specific 1gG antibodies to each synthetic
peptide, human serum samples were first distributed in two groups based on the results
obtained from indirect ELISA-IgG and capture ELISA-IgM, confirming that all serum
samples of G1 were positive IgG and IgM to T. gondii, and all serum samples of G2 were
positive IgG, but negative IgM to T. gondii (Figure 2).

Next, the reactivity of IgG antibodies from human sera of both groups were evaluated
with the 22 synthetic peptides by indirect ELISA (Figure 3). All peptides were recognized by
serum samples of G1 and G2, with positivity rates higher than 90% for both groups when
tested with peptides 1 to 11 (Pepl - Pepll), with no significant difference between the
groups. When tested with peptides 12 to 22 (Pepl12 - Pep22), the positivity rates were lower
than 90% for both groups of sera, except for peptides 16 and 21, that were recognized by
90% and 95% of sera from G1, respectively. There were significant differences in the
positivity between the groups when the peptides 12, 13 and 21 were tested. The peptide 12
was recognized by 71% of sera from G2 compared to 43% of sera from G1 (Fig. 3B). On the
other hand, the peptide 13 was recognized by 70% of sera from G1 compared to 45% of sera
from G2 (Fig. 3B), while the peptide 21 was recognized by 95% of sera from G1 compared to
50% of sera from G2 (Fig. 3C).

As the synthesized peptides represent B cell linear epitopes from antigens of the

immunodominant antigenic families of T. gondii, the mean reactivity to each peptide was then
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compared between the two groups of sera with the peptides grouped according to antigenic
family (Fig. 4). The mean reactivity to each peptide in the two groups of sera (G1 and G2)
was always higher than the mean reactivity of ten negative serum samples, which was used to
establish the cut off value for all reactions. For peptides derived from surface antigens (SRS;
Pepl-Pep4), there were no significant differences in the mean reactivity between G1 and G2
(Fig. 4A). For peptides derived from rhoptry antigens (ROP; Pep 5 and Pep 7), the mean
reactivity of Pep5 (derived from ROP7) was higher in sera of G2 than G1 as determined by
Student's t test (Fig. 4B). When analyzing peptides derived from microneme antigens (MIC;
Pep6, Pep8-Pepl2 and Pep21-Pep22), the peptide 6 (derived from MIC1) and the peptides 9
and 10 (both derived from MIC8) showed higher mean reactivity in sera from G2 than G1
(Fig. 4C). For the other peptides derived from MIC proteins, no significant difference was
found in the mean reactivity between the groups. Finally, peptides derived from dense granule
antigens (GRA; Pepl13-Pep20) exhibited the lowest mean reactivity, with no significant
differences between the groups.
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4 DISCUSSION

Serological assays to determine the presence of specific antibodies in serum samples
are still currently the first-line method of diagnosis for recent or past infection caused by T.
gondii (Sudan et al., 2013). It has been shown that the precise diagnosis of T. gondii infection,
as well as the definition of the infection stage, is very easy in the presence of seroconversion
during follow-up serology. However, some challenges still persist, as how to correctly
diagnose the primary infection in pregnant women, or a congenital infection in newborns, or
even a primary infection or a reactivation of a latent infection in immunosuppressed patients
analyzing a single serum sample (Robert-Gangneux, 2014). Therefore, at this time, important
pieces of information concerning serodiagnosis of toxoplasmosis are still lacking, and the
results of all new serological tests should be considered, while new approaches are developing
(Montoya and Remington, 2008; Robert-Gangneux and Darde, 2012).

Currently, serological methods for diagnosis of toxoplasmosis utilize total T. gondii
antigens, which have obvious problems with both specificity and sensitivity, especially for
IgM and IgA antibodies, and allow a weak serological distinction between acute and chronic
phases of the infection (Murat et al., 2013). In this context, researches have been developed to
discover new antigens to overcome these issues in the diagnosis of toxoplasmosis. The
present study aimed to identify B cell epitopes within immunodominant antigens of T. gondii
using bioinformatic approaches, and to evaluate the diagnostic performance of peptides
synthesized from these epitopes in immunoassays to detect 1gG antibodies to T. gondii in
serum samples from patients with different serological profiles of the infection.

Bioinformatics plays an important role in predicting protein structure, function and
biological characteristics, and has been widely used in the analysis of protein epitopes (Ansari
and Raghava, 2010; Bai et al., 2012; Sharma et al., 2013; Zhang et al., 2014). In the present
study, the potential B cell epitopes within immunodominant antigens of T. gondii were
identified using the method Bepipred Linear Epitope Prediction based on the algorithm
described by Larsen et al. (2006). Based on the results obtained with this method, four
peptides from surface antigens, two from rhoptry, eight from microneme, and eight from
dense granule antigens were predicted as B cell epitopes, and chemically synthesized for use
in immunoenzymatic assays.

All synthetic peptides were recognized by IgG antibodies of human sera from patients
with different serological status of T. gondii infection, with mean reactivity higher than the

cut off values and good differentiation from seronegative samples. These findings



170

demonstrate that the regions represented by these peptides are involved in the human humoral
immune response to T. gondii, indicating that these peptides have potential use to diagnose T.
gondii infection.

When considering the global reactivity of the human sera against the peptides, we
observed that those derived from surface antigens (Pepl-Pep4) and rhoptry antigens (Pep5
and Pep7) showed high mean reactivity and positivity rates. It can be explained by the fact
that these antigens are in close contact with the host immune system during the infection,
since surface antigens are exposed by the parasite, and rhoptry antigens are secreted during
the early events of the cell invasion by the parasite (Walker et al., 2014).

The results obtained from the mean reactivity of sera from the groups G1 and G2
against the peptides showed that Pep5 (ROP), Pep6 (MIC), Pep9 (MIC) and Pepl10 (MIC)
were more reactive with sera of G2 compared to G1, indicating that these epitopes can be
more strongly recognized by sera from chronic stage of the infection. On the other hand, the
results obtained from the positivity of sera from both groups G1 and G2 with each peptide
showed that Pep13 (GRA) and Pep21 (MIC) were significantly more recognized by sera from
group G1 (70% and 95%, respectively), making these epitopes potential markers of acute
phase of the infection. In contrast, the Pep12 (MIC) was significantly more recognized by sera
from group G2 (71%), characterizing it as potential chronic marker of infection.

However, one important limitation of this study is the lack of sera from patients with
acute phase of toxoplasmosis with precise infection status and known time of infection, since
sera of group G1 were characterized as suspected acute infection, only by the presence of
specific IgM antibodies as defined by a classical serological method (capture ELISA) using
total soluble antigen of T. gondii. Thus, these IgM antibodies can be characteristic of a recent
infection, or may be persistent IgM from a past infection (Sudan et al. 2013).

Using synthetic peptides, it may be possible to perform immunoenzymatic assays with
well-characterized immunodominant components instead of using crude extract and
recombinant proteins, eliminating the needs of antigenic purification processes that are time-
consuming and have serious problems of yield. In addition, the epitopic region of the antigen
does not differ significantly from native molecules, a common problem associated with
recombinant antigens because of posttranslational events frequently associated with
prokaryotic expression systems (Holec-Gasior, 2013).

In the past, many tools for identification and prediction of B cell epitopes have been
developed (Ansari and Raghava, 2010; Sollner et al., 2008), and although the majority of

epitopes are conformational, most of the methods and databases have centered on
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identification of linear epitopes, as we described in the present study. The conformational
epitope selection relies on determination of the tertiary structure of an antigen to identify
residues that interact with antibodies, but the experimental techniques required to determine
the tertiary structure of the antigen, such as crystallography, are expensive and time
consuming compared to linear epitope prediction.

We believe that these results are promising to be used for serodiagnosis of
toxoplasmosis, and further research is required with a serum collection taken repeatedly from
many donors, including pregnant women with recent seroconversion, as well as children with
and without congenital toxoplasmosis. In this context, the synthetic peptides herein described
should be used in protocols for investigating other specific antibody isotypes, like IgM, IgA,
IgG subclasses, as well as IgG avidity.

In conclusion, the present study showed that synthetic peptides designed from B cell
linear epitope prediction and representative of immunodominant T. gondii antigens using
bioinformatic tools constitute promising antigens to be used in serological assays to diagnose
toxoplasmosis as well as differentiate infection phases, as they were recognized by sera from
patients in different stages of the infection. Therefore, these peptides possibly represent an
alternative to the use of total or recombinant antigens in diagnostic approaches to T. gondii

infection.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 - Prediction of B cell linear epitopes within immunodominant antigens of T. gondii.
The complete amino acid sequence of 16 major antigens of T. gondii was searched for the
presence of B cell linear epitopes using the method Bepipred Linear Epitope Prediction
available at Immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB). (A-P) Prediction
scores from amino acids of the complete sequence of each antigen of T. gondii, as indicated in
each curve. The dashed lines indicate the score threshold (> 1.5), and the rectangles include
the regions with higher prediction scores, whose amino acid sequences were used to
synthesize the peptides (Pep), as indicated.

Figure 2 - Distribution of the 84 human sera in two groups according to the results obtained
from indirect ELISA-IgG and capture ELISA-IgM for the detection of antibodies to soluble
antigen of Toxoplasma gondii (STAQ). (A) Group 1 (G1) - sera from patients with a suspected
acute phase of infection defined by positive IgG and IgM antibodies to T. gondii (n = 42); (B)
Group 2 (G2) - sera from patients with chronic infection defined by positive 1gG, but negative
IgM antibodies to T. gondii (n = 42). Antibody levels are expressed in ELISA index (EI), the
dashed lines indicate the cut off value (El > 1.2) and the horizontal bars represent the mean of

El values.

Figure 3 - Reactivity and positivity of 1gG antibodies to 22 synthetic peptides representative
of predicted B cell epitopes from 16 immunodominant antigens of Toxoplasma gondii
determined by indirect ELISA in human sera of acute (G1, n= 42) and chronic (G2, n= 42)
phases of infection. (A) Peptides 1-8; (B) Peptides 9-15; (C) Peptides 16-22. Antibody levels
are expressed in liquid absorbance (405 nm), and the dashed line indicates the cut off the
reaction. Asterisks indicate statistically significant differences between G1 and G2 positivity
determined by the Fisher's exact test.

Figure 4 - Comparison of the reactivity of IgG antibodies to 22 synthetic peptides,
representative of predicted B cell epitopes of antigens of T. gondii, grouped according to
parasite immunodominant antigenic families in human sera of acute (G1, n= 42) and chronic
(G2, n= 42) phases of infection. (A) Peptides from SAG-related sequences (SRS); (B)
Peptides from rhoptry antigens (ROP); (C) Peptides from microneme antigens (MIC); (D)

Peptides from dense granules antigens (GRA). Bars represent the mean and standard deviation
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of reactivity for each peptide, expressed in liquid absorbance (405 nm). The dashed line
indicates the cut off value, which was established as the mean reactivity of ten negative serum
samples plus three standard deviations. Statistical significance was determined by the Student
t test (*** p < 0.001).
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Table 1 - Amino acid sequences from synthetic peptides representative of predicted B cell

epitopes from immunodominant antigens of Toxoplasma gondii

Antigen (total number of

Start and end

Peptide amino acids) position Amino acid sequence
Pepl SRS16C - BSR4 (398 aa) 336 - 350 aa BSA-CPEDPKKDKESGTETG
Pep2 SRS49A - SAG2Y (367 aa) 296 - 310 aa BSA-CPPNPPSGGSGRTGTP
SRS49C - SAG2D (196 aa) 156 - 170 aa

Pep3 BSA-CKPEAETPATPEPSRG
SRS49D - SAG2C (364 aa) 324 - 338 aa

Pep4 SRS52A (297 aa) 123 - 137 aa BSA-CAPTGDPSQNSDGNRG

Pep5 ROP 7 (542 aa) 528 - 542 aa BSA-CGTLTGGDDDMPPPET

Pep6 MIC 1 (440 aa) 248 - 262 aa BSA-CGGPPSQPPEMQQPAD

Pep7 ROP 2 (407 aa) 100 - 114 aa BSA-CGGSDGGGEPPQTPRP

Pep8 MIC 6 (349 aa) 250 - 264 aa BSA-CSQEPEGSTPDSQQSR

Pep9 27-41aa BSA-CAKLKEPPDPDDENSW
MIC 8 (666 aa)

Pepl10 652 - 666 aa BSA-CIPSAPAPPPSGGIWS

Pepll 910-924 aa BSA-CKAEEGEGPDEDAEPE
MIC 14 (968 aa)

Pep12 946 - 960 aa BSA-CESEQDASDSESGSDD

Pepl3 40 -54 aa BSA-CPYPYADGQQGSPPPQ
GRA 4 (325 aa)

Pep14 176 - 190 aa BSA-CPGTTSTPTPPRPASY

Pepl5 GRA 6 (224 aa) 178 - 192 aa BSA-CSPQEPSGGGGGNDAG

Pepl6 590 - 604 aa BSA-CSRVPPPPPPPPGSVG
GRA 10 (894 aa)

Pepl7 674 - 688 aa BSA-CGLRGDPGEPSNPYLG

Pepl8 283 - 297 aa BSA-CASATPSPPERPQNFR

Pep19 GRA 15 (550 aa) 370 - 384 aa BSA-CSQSPAGGPPTDSRTP

Pep20 492 - 506 aa BSA-CPGPPRTENPRQPQVP

Pep21 . . 208 - 222 aa BSA-CPHSPPAGEEPSLPSP
MIC2-associated protein -

Pep22 M2AP (308 aa) 260 - 274 aa BSA-CPVPPQDGENPDSPQN
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Figure 1 - Continued
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