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RESUMO

Proteinas recombinantes de Toxoplasma gondii tém sido utilizadas em diversos modelos
experimentais, assim como para o diagnostico sorologico da infeccdo humana por este
parasito, principalmente com o intuito de diferenciar as fases aguda e cronica da
toxoplasmose. Neste estudo, foi avaliada a cinética dos anticorpos IgM, IgA ,1gG e subclasses
(IgG1 e IgG3) atraves de imunoensaios realizados em amostras sequenciais de soros
humanos, provenientes de pacientes com toxoplasmose aguda. Estas amostras foram testadas
frennte ao antigeno recombinante SAG2A, utilizando-se como paradigma de comparacgdo o0
antigeno sollvel total de Toxoplasma (STAg). A avidez do anticorpo IgG1l foi avaliada
utilizando a metodologia slot-blot. Adicionalmente, a razdo entre as subclasses 19G3 e IgG1
(1gG3:1gG1) foi determinada e avaliada quanto ao grau de associacdo com os niveis de IgM e
IgA especificos para STAg e aos indices avidez de IgG1l especificos para SAG2A. Os
resultados demonstraram a presenga de niveis decrescentes de IgM e IgA para ambos 0s
antigenos utilizados, enquanto que para o isotipo 1gG o perfil cinético demonstrou niveis
crescentes para ambas preparacGes antigénicas. Em relacdo aos indices de avidez para IgG1,
foi observado que amostras de soros de uma fase inicial apresentaram baixa avidez média de
anticorpos 1gG1 dirigidos para SAG2A, enquanto que as mesmas amostras demonstraram
avidez média intermediaria de 1gG1 quando STAg foi utilizado como antigeno. Ja em uma
fase mais tardia, a avidez media observada foi alta para STAgQ e intermediaria com SAG2A.
A razdo entre 1gG3:1gG1 obtida no primeiro bimestre foi significantemente maior para
SAG2A em comparacdo com STAg. Tomados em conjunto, os resultados obtidos no presente
estudo indicam que a proteina recombinantes SAG2A pode se constituir em uma ferramenta

efetiva na diferenciacdo das fases da infec¢do humana por T. gondii.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Toxoplasmose; Diagnostico soroldgico; Antigeno
SAG2A; Antigeno recombinante; Anticorpos IgM e IgG; Subclasses de
IgG; Avidez de anticorpo.
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ABSTRACT

Recombinant proteins from Toxoplasma gondii have been used in several experimental
models, as well as for serodiagnosis of human toxoplasmosis, particularly to differentiate
acute from chronic phases of the infection. In the present study, we evaluated the kinetics of
IgM, IgA, and IgG isotypes, in addition to IgG1 and 1gG3 subclasses, by testing sequential
serum samples from patients with acute toxoplasmosis. It was carried out immunoassays by
using SAG2A recombinant antigen and soluble antigen of Toxoplasma (STAg). The avidity
of 1gG1 antibody was assessed using slot blot assay. Additionally, a ratio between 1gG1 and
IgG3 subclasses (1gG3:1gG1) was determined and evaluated its degree of association with
levels of IgM and IgA specific for STAg and the avidity index of 1gG1 specific for SAG2A.
The results showed a decreasing kinetic profile for SAG2A and STAg for IgM and IgA. The
kinetic profile for the 1gG antibody was increasing for both antigens. Compared to the avidity
for IgG1, it was observed that sera from an early stage showed a low average avidity of IgG1
for SAG2A while the same samples showed intermediate mean avidity of IgG1 when STAg
was used as antigen. In a later phase, the average avidity observed was high for STAg and
intermediate for SAG2A in the same tested sera suggesting that SAG2A may be a promising
tool for the detection of avidity. Associations between 1gG3/1gG1 and specific IgM and IgA
levels for STAgQ and the avidity index of specific IgG1 for SAG2A were found, and together
these parameters could be used as valuable tools in the diagnosis of human toxoplasmosis,

especially in situations when the determination of different phases is critical.

Keywords: Toxoplasma gondii; Toxoplasmosis; Serological diagnosis; SAG2A molecule;
Recombinant antigen; IgM and 1gG isotypes; 1gG subclasses; Antibody avidity;
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1. INTRODUCAO

1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatério que tem capacidade de
infectar todas as células nucleadas presentes em todos 0s animais de sangue quente, incluindo
humanos. Dependendo da espécie do animal infectado variados sintomas clinicos podem
ocorrer. Em mamiferos do mar e marsupiais a infeccdo pode ser fatal, enquanto que para
humanos e alguns animais domésticos umas das formas de infeccdo de grande importancia é a
congénita (INNES, 2009). Em relacdo aos humanos, estima-se que aproximadamente um
terco da populacdo humana ja tenha entrado em contato com este parasito (TENTER et al,
2000; BLADER E SAEIJ, 2009; FERGUNSSON, 2009; KOTRESHA; NOORDIN, 2010).

O parasito T. gondii pertence ao Filo Apicomplexa, o qual abriga varios parasitos de
relevancia médica e veterinaria, como o Plasmodium, causador da malaria, e Eimeria que
causa coccidiose em animais domésticos (ROOS et al., 1994). Este filo é caracterizado por
parasitos que apresentam um conjunto de organelas na porcdo apical do parasito, com
relevante funcionalidade durante o processo de adesédo e invasédo celular (DUBEY;
LINDSAY; SPEER, 1998; LALIBERTE;CARRUTHERS,2011).

T. gondii foi primeiramente descrito no ano de 1908 por Nicole e Manceaux na Tunisia
estudando o pequeno roedor Ctenodatylus gondi, do qual foi isolado, e por Splendore
estudando formas evolutivas presentes em coelhos no Brasil (BLACK; BOOTHROYD, 2000;
DUBEY, 2008). T. gondii comecou a ser tratado como um patégeno humano de relevancia
quando, em 1923, foi isolado de material conseguido a partir de biopsia de retina de uma

crianga infectada pelo parasito (ZENNER et al.,1998).
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A infeccdo pelo protozoario T. gondii € largamente difundida em humanos e animais no
mundo todo, sendo considerada uma infeccdo de carater oportunista em seres humanos. A
toxoplasmose apresenta importancia médica por poder causar doenca clinicamente grave em
pessoas imunossuprimidas, e ainda, poder causar infeccdes congénitas (DUBEY; LINDSAY;

SPEER, 1998; BUFFOLANO et al., 2004; FERGUSSON, 2009).

1.2 Ciclo parasitario e transmissao

T. gondii é um parasito que pode infectar varios hospedeiros, tendo um ciclo de vida
facultativamente heteroxeno. A maioria dos animais de sangue quente, incluindo o homem
podem ser hospedeiros intermediarios deste parasito. Os hospedeiros definitivos séo membros
da familia Felidae, sendo que o principal representante ¢ o gato doméstico (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000; INNES, 2009). No ciclo de vida do T. gondii ocorrem
replicacdes utilizando tanto o ciclo sexuado, que ocorre nos hospedeiros definitivos, quanto o
ciclo assexuado que ocorre em hospedeiros intermediarios (BOOTHROYD; GRIGG, 2002;
SUKTHANA, 2006; FERGUSON, 2009).

No ciclo de T. gondii existem trés formas infecciosas deste parasito. Sdo elas:
taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas (WEISS; KIM, 2000; DUBEY, 2004). No ciclo
assexuado, as duas formas parasitarias predominantemente encontradas nos hospedeiros
intermediarios, sdo a taquizoita e a bradizoita. Os taquizoitas apresentam importante
capacidade de invasdo e da multiplicacdo por endodiogenia, sendo, este, encontrado em alta
quantidade na fase aguda de infeccdo. Os taquizoitas se diferenciam em bradizoitas, no
individuo infectado, em funcéo da resposta imunoldgica, de modo que ocorre a formacéo de

cistos teciduais. O desenvolvimento destes cistos marca a fase cronica da infeccdo, de modo
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que estes permanecem por toda a vida do hospedeiro (BLACK; BOOTHROYD, 2000;
DUBEY, 2008).

Nos hospedeiros definitivos ocorre, apés a ingestdo dos cistos, a liberacdo das formas
bradizoitas e infeccdo das células epiteliais intestinais, onde ocorre a reproducdo assexuada
inicial e formacdo de esquizontes e merozoitas. Apos divisdes rapidas, ocorre o ciclo sexuado,
e liberacdo de oocistos ndo-esporulados para o ambiente. Em condi¢cdes Otimas de
temperatura, umidade e oxigenacao 0s 0ocistos presentes no ambiente tornam-se esporulados,
e permanecem infectantes por longos periodos (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

A via de infec¢do horizontal pode acontecer por ingestdo de oocistos infectantes do
ambiente presentes em vegetais e caixas de areia infectadas; ingestdo de carne mal cozida ou
crua contendo cistos teciduais ou sobras de hospedeiros intermedidrios (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000; PFREPPER et al., 2005; INNES, 2009). A agua contaminada
com oocistos também é considerada uma importante fonte de infeccdo (HILL: DUBEY,
2002). A via de transmissdo por T. gondii mais freqliente em seres humanos é a oral. A
infeccdo por meio da ingestdo de oocistos eliminados nas fezes de gatos infectados ou por
ingestdo de carne crua ou mal cozida (suino, ovino e caprino) contendo cistos teciduais esta
estritamente relacionada com habitos culturais, alimentares e de higiene, evidenciando entéo
esta rota como a responsavel pela maior taxa de transmissdo (TENTER; HECKEROTH,;
WEISS, 2000 ; HILL; DUBEY, 2002).

Quando estes parasitos sdo ingeridos, paredes dos cistos de bradizoitas ou oocistos sao
rompidas, liberando as formas infectantes, primeiramente na interface com as células
epiteliais, o que leva posteriormente a infeccdo parasitaria em outros orgaos do hospedeiro,
como musculos e sistema nervoso central (KASPER et al.,2004).

A via de infeccdo vertical é responsavel pela infeccdo congénita, caracterizado pela

passagem transplacentaria de taquizoitas (NAZAN, 2008). A transmissdo congénita ocorre em
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aproximadamente 1 em cada 1000 nascidos vivos nos Estados Unidos (CARRUTHERS,
2002; RORMAN et al., 2006). O risco de transmisséo para o feto esta associado com muitos
fatores como o semestre de gravidez, da competéncia imunol6égica materna, da carga
parasitaria e a viruléncia da cepa (TREES; WILLIAMS, 2005; RORMAN et al., 2006). A
gravidade das infeccbes congénitas depende do semestre de gravidez em que a mae se
encontra e quando entra em contato com o parasito (BLACK; BOOTHROYD, 2000). Neste
contexto, a transmissdo vertical apresenta relevancia, uma vez que pode causar graves danos
ao concepto, incluindo, em algumas condicGes, abortamentos em mulheres gravidas néo
imunes. Este tipo de infeccdo € visto geralmente quando formas taquizoitas do parasito
atravessam a placenta durante uma primoinfeccdo materna. (MOMBRO et al., 2003;
MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; GOLKAR et al., 2007; INNES, 2009).

O Brasil € um pais que apresenta importante diferenca em qualidade sanitaria e habitos
culturais em cada regido. Inquéritos soroepidemioldgicos realizados evidenciaram uma
prevaléncia de anticorpos especificos para T. gondii em gestantes em torno de 50 a 76%, com
ocorréncia de toxoplasmose congénita entre 0,2 e 2% (CANTOS et al., 2000; TENTER,
HECKERITH; WEISS, 2000; SEGUNDO et al., 2004; CARMO et al., 2005); em Uberlandia
(MG) foi verificada percentagem de 0,5% de infeccdo congénita (SEGUNDO et al., 2004).

A transmisséo para o feto é mais freqliente no Gltimo semestre de gravidez, porém com
sintomas mais brandos. A doenca grave no feto € mais freqliente no primeiro trimestre de
gravidez, tendo em vista que o feto ainda encontra- se em formacdo, entretanto, a ocorréncia
de transmissdo congénita € menor nesta etapa (WEISS; KIM, 2000). Uma infeccdo pré-
existente antes da gravidez pelo T. gondii geralmente previne a transmisséo para o feto, sendo
que essas mulheres que tiveram um contato previo com o parasito sdo geralmente imunes, por
induzir uma resposta protetora para o feto (SIACHOQUE et al., 2006). A transmissdo

congénita quando a infeccdo materna € adquirida antes da gestacdo, € menos comum, mas
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pode ocorrer em algumas situacdes, tais como, quando a gestante apresenta doencas
imunossupressoras ou estd sob uso de drogas imunossupressoras. Tais situacfes levam a
reativacdo de uma infeccdo crbnica, com a conversdo de bradizoitas presentes em cistos
teciduais em taquizoitas, que podem atravessar a placenta. Esta forma de transmissédo
caracterizada pela reativacao de uma infeccao crénica tem sido denominada como transmissédo

transplacentaria endégena (TREES; WILLIAMS, 2005; RORMAN et al., 2006) .

1.3 Invaséo parasitaria

O estabelecimento da infeccdo pelo toxoplasma ocorre quando o parasito ativamente
penetra na célula e inicia o ciclo proliferativo resultando na lise celular e subseqente
infeccdo em novas células do hospedeiro. O sucesso no processo de invasdo celular, é
garantido por um conjunto de proteinas de superficie antigenicamente distintas e uma série de
proteinas liberadas consecutivamente por organelas especificas que inclui as roptrias,
micronemas e granulos densos do parasito. Estas proteinas sdo de importancia nos eventos de
adesdo, invasdo e manutencdo do T. gondii no interior da célula hospedeira (MANGER,;
HEHL; BOOTROYD, 1998;; JUNG; LEE; GRIGG, 2004).

Grupos de antigenos expressos diferencialmente em diferentes estagios de vida do
parasito, incluindo as formas taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas, sdo importantes na
modulacdo da resposta imune e nas variagdes da viruléncia parasitaria (LEKUTIS et al.,
2001).

Na invaséo celular, primeiramente, o parasito realiza o processo de adesdo com a célula
alvo, de modo a formar varias interacdes de baixa afinidade utilizando de antigenos de
superficie ancorados a membrana do parasito por glicosilfosfatidilinositol (SAGS)

(TOMAVO, SCHWARZ; DUBREMETZ, 1989; BLACK ; BOOTHROYD, 2001; LEKUTIS
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et al., 2001; CARRUTHERS, 2002; JUNG; LEE; GRIGG, 2004; BLADER; SAEIJ, 2009).
Posteriormente, ocorre um acumulo de célcio intracitosolico e liberacdo de proteinas de
micronemas, que levam a uma forte adesdo a célula. Com a adesao, ocorre a liberagcdo de
proteinas das roptrias, o inicio da formacdo do vacuolo parasitoforo, e a seguir a associacao
do vacuolo parasitéforo com organelas da celula hospedeira (mitocondrias e reticulo
endoplasmatico). Dentro do vacuolo ocorre liberacdo de proteinas de granulos densos, que
modificam a membrana do vaclolo parasitéforo, contribuindo para a remodelacdo e
maturacdo deste, com a formacdo de uma rede intravacuolar metabolicamente ativa que
sustenta 0 desenvolvimento e a reproducdo do parasito (LALIBERTE; CARRUTHERS,
2011). O vacuolo parasitoforo sustenta varios ciclos de replicacdo assexuada do parasito
(MINEO; KHAN; KASPER, 1994; LEKUTIS et al., 2001; HEGAB; AL-MUTAWA, 2003;
SIBLEY , 2003; FERGUSON , 2009; GATKOWSKA et al., 2010).

Durante a interconversdo do estdgio taquizoita para bradizoita ocorre variacao
substancial na expressdo dos antigenos de superficie do parasito do parasito. Deste modo,
entre 0s antigenos considerados de superficie, SAG1 e SAG2A/SAG2B sado expressos
somente na fase taquizoita enquanto SAG2C/D, BSR4 e SRS9 sdo encontrados somente nos
bradizoitas (KNOLL; BOORTHROYD, 1998; LEKUTIS et al., 2000; CLEARY et al.,
2002).As proteinas SAG1 e SAG2A sdo altamente imunogénicas e atraem uma forte resposta
para a fase taquizoita. Estas moléculas sdo protdtipos de uma superfamilia de antigenos de

superficie, que inclui pelo menos 116 seqiiéncias homdlogas (JUNG; LEE; GRIGG, 2004).

19



1.4 Resposta imune

Em individuos imunocompetentes, a infec¢do por T. gondii resulta em desenvolvimento
de resposta imune protetora (HAUMONT et al., 2000; BARRAGAN; SIBLEY, 2002;
LAU;FONG, 2008). Inicialmente na resposta imune mediada por células da imunidade inata
pode ocorrer uma resposta (inicial) com producéo de interferon-y (IFN- y) principalmente por
células da linhagem natural killer (NK) com conseqliente ativacdo de mecanismos
microbicidas de macrdfagos. Esta resposta precoce tem como papel limitar a rapida replicacéo
dos taquizoitas e dirigir a diferenciacdo da resposta imune para um tipo adequado, neste caso,
uma resposta mediada por células Thl. (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; HEGAB,; AL-
MUTAWA, 2003; ALIBERT]I, 2005). Apds a interacdo com o parasito, os macr6fagos podem
atuar juntamente com linfécitos B e T, para estimular a producdo de citocinas, como
interleucina- 1 (IL-1), IL-2, IL-12, TNF-a e interferon- y (DENKERS; GAZZINELLI, 1998;
BOPHALE , 2003)
A citocina interferon- y tem um papel essencial na resposta imune contra o T. gondii.
A presenca desta citocina é de suma importancia para induzir e manter uma resposta imune
eficaz tanto na fase aguda quanto cronica (DENKERS; GAZZINELLI, 1998). Esta citocina
ativa macrofagos com posterior liberacdo de 6xido nitrico, que é responsavel pelo controle
microbicida, controlando o crescimento do parasito (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003;
ALIBERTI, 2005). Embora respostas imunes mediadas por células Th do tipo | sejam mais
eficazes contra o parasito, a maquinaria de resposta ndo € suficiente para eliminar todos os
parasitos do organismo hospedeiro. Assim, apés o desenvolvimento da fase cronica da
infeccdo, existem parasitos que conseguem escapar da resposta imune e que permanecem por

longos periodos em forma de cistos tissulares de bradizoitas (ALIBERTI, 2005).
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A resposta imune humoral atua no combate ao parasito, utilizando de mecanismos
como neutralizacdo e destruicdo de taquizoitas extracelulares (HEGAB; AL-MUTAWA,
2003). A presenca de anticorpos especificos ao parasito tem como funcdo também inibir a
adesdo do parasito as células do hospedeiro.

O anticorpo IgA é produzido precocemente pelo contato inicial do parasito com a
mucosa intestinal. Os linfocitos sensibilizados, no microambiente de mucosa, podem circular
por outros locais do organismo, levando a producdo de anticorpos IgA em outros sitios
anatdmicos, incluindo pontos de infec¢do ativa presente em diferentes regibes intestinal.
(HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). Este isotipo é caracteristico da fase aguda da infeccéo,
contudo, esta imunoglobulina ainda pode ser detectada em baixos niveis por 8-9 meses depois
da soroconversdao. A imunoglobulina IgA ndo atravessam a barreira placentaria, mas podem
ser detectados em recém-nascidos, quando a infec¢do congénita ocorre no terceiro trimestre
de gestacdo. Se a infeccdo congénita ocorre no primeiro trimestre de gestacdo, esta
imunoglobulina geralmente estd ausente no sangue do recém-nascido (HEGAB; AL-
MUTAWA, 2003; KOTRESHA; NOORDIN, 2010).

A producdo do anticorpo IgM é considerado um dos sinais de infec¢do recente por T.
gondii. Em humanos a producdo de IgM atinge 0 maximo no primeiro ou segundo més de
infecgdo, com queda a geralmente a partir do oitavo més. Além do mais a duracdo da resposta
com o anticorpo IgM € reduzida com o tratamento prolongado com farmacos como
sulfadiazina e piremetamina (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). A presenga de anticorpos IgM
na circulacdo de recém-nascidos é um sinal de infecgdo congénita, tendo em vista que este
anticorpo ndo atravessa a barreira placentaria e também ndo é encontrado no colostro
(HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; REMINGTON; THULLIEZ;, MONTOYA, 2004,

KOTRESHA; NOORDIN, 2010).
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O anticorpo IgG € considerado a principal classe de imunoglobulina envolvida na
resposta imune humoral contra a infeccdo por T. gondii. Na espécie humana, os niveis de IgG
aumentam gradativamente e chegam ao maximo entre 6-14 meses de infeccdo, geralmente
com vagarosa queda apos este periodo ou permanecendo com baixos titulos indefinidamente.
Este anticorpo é transferido para o feto tendo em vista a sua capacidade de atravessar a
barreira placentaria (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; KOTRESHA; NOORDIN, 2010). Em
infeccdes recentes, anticorpos IgG estdo presentes mas apresentam baixos indices de avidez.
Com o transcorrer da infeccdo e a maturacdo da resposta imune, estes anticorpos vao
apresentando avidez crescente, de modo que, nas infecgdes de longa duracdo, anticorpos com
alta avidez podem ser detectados em altas concentracbes (CAMARGO et al., 1991;
CANDOLFI et al., 2007).

Além destas classes principais de anticorpos envolvidas na infeccdo por T. gondii,
algumas subclasses de 1gG apresentam atividade funcional no combate ao parasito. Dentre as
subclasses de 1gG existe a predominancia de anticorpos IgG1, com menores quantidades de
1gG2 e 1gG3. O anticorpo 1gG4 geralmente ndo é detectado em niveis elevados em infecgdo
por T. gondii. A habilidade IgG1 e 1gG3 efetivamente fixarem complemento contribuem na
resposta ao T. gondii, pois 0 microrganismo pode sofrer lise por fixacdo de sistema
complemento na presenca destas imunoglobulinas (HUSKINSON et al., 1989). A sintese de
subclasses de IgG em recém-nascidos com infeccdo por T. gondii parece ser principalmente
dependente de 1gG2 e 1gG3, enquanto que IgGl é predominantemente transferido

passivamente da mae para o feto ( BUFFOLANO et al AL., 2005).
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1.5 Perfis soroldgicos e sinais clinicos

Na infeccdo humana sdo detectadas as seguintes fases soroldgicas aguda, transicdo e a
crénica. Logo no inicio da infec¢do ocorre a disseminacao do taquizoita e rapida proliferacéo,
representando a fase aguda. Nesta fase o perfil sorologico é definido por presenca de IgM e
IgA especificos, e 1gG em titulos crescentes e com baixa avidez. Ja na fase intermediaria ou
de transicdo é caracterizada por perfil soroldgico de presenca de 1gG em altos titulos, auséncia
de IgA, e presenca de IgM em baixos titulos. Deste modo, os taquizoitas acabam por escapar
da resposta convertendo para a forma bradizoita, que tem uma taxa de multiplicacdo lenta,
dentro dos cistos teciduais, neste momento é detectado um perfil sorolégico de presenca de
IgG de alta avidez e auséncia de IgA e IgM (CAMARGO et al., 1991; HEGAB, AL-
MUTAWA, 2003; KAZEMI et al., 2007).

A toxoplasmose é geralmente assintomatica em individuos com o sistema imunol6gico
competente, porém a doenca pode causar graves problemas em individuos
imunocomprometidos, como em pacientes com AIDS. Nestes pacientes a infeccdo causa
encefalite, pneumonia e infeccdo disseminada. Em mulheres gravidas constitui-se em
problema pela infeccdo transplacentaria, ocasionando malformacdes no feto como problemas
neurolégicos, comprometimento visual e morte fetal (HAUMONT et al., 2000; BARRAGAN;
SIBLEY, 2002; LAU; FONG, 2008).

Alguns dos sintomas que podem ser encontrados na toxoplasmose em pessoas
imunocompetentes sdo: infarto dos linfonodos, febre, dor muscular, dor de cabeca e dor de
garaganta Estes sinais clinicos inespecificos e ndo sdo suficientemente caracteristicos para
chegar a um diagndstico preciso, ja que a toxoplasmose mimetiza sintomas clinicos de varias

outras doencas infecciosas (HILL; DUBEY, 2002).
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Em pacientes com AIDS pode ocorrer um quadro clinico com fortes dores de cabeca
irresponsiva a analgésicos. Esta situacdo pode evoluir para um quadro grave de confuséo,
letargia, ataxia e coma (HILL; DUBEY, 2002). A lesdo cerebral predominante em
imunocomprometidos é necrose, principalmente na area do talamo.

Os sinais clinicos em recéem-nascidos com toxoplasmose congénita sdo variaveis, e
podem se manifestar antes ou apds o nascimento. Muitos bebés sdo assintomaticos ao
nascimento. Quando os sinais clinicos estdo presentes, muitas vezes sdao inespecificos como
hepatomegalia, linfadenopatia,  esplenomegalia,  hiperbilirrubinemia, anemia e
trombocitopenia (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; DI CRISTINA et al., 2004; GOLKAR
et al., 2007). A triade classica de hidrocefalia, calcificacdo intracraniana e corioretinite sdo
encontradas em menos do que 10% dos recém-nascidos infectados. Esses achados ainda
podem ser confundidos com os observados para sifilis, rubéola, citomegalovirus e herpes

(RORMAN, 2006).

1.6 Diagnostico

A infeccdo por T. gondii pode ser detectada indiretamente através de técnicas
soroldgicas e diretamente por meio de técnicas como o PCR, hibridizacdo, isolamento e
histologia (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Atualmente, prefere-se usar métodos sorolégicos no diagndstico de T. gondii, ja que a
sensibilidade e a especificidade dos outros métodos podem ser mais afetadas por tratamento
do paciente, transporte das amostras, bem como varia¢fes nas condi¢cdes de armazenamento
das mesmas. Além do mais, a parasitemia pode ser curta dificultando o valor de detec¢édo de

DNA pelo método de PCR (BEGHETTO et al., 2006).
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Diferentes métodos sorolégicos podem ser utilizados para detectar diferentes anticorpos
que possuem padrdes de aumento ou reducdo de niveis Unicos ao longo do tempo de infecgéo.
Uma combinacdo de técnicas soroldgicas geralmente € utilizada para detectar se o paciente foi
infectado em um tempo mais distante ou se foi recentemente infectado. Existem diversas
técnicas soroldgicas que podem ser usadas para deteccdo de resposta humoral, essas incluem
o0 teste de Sabin-Feldman, ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFA), teste de aglutinacdo
direta, teste de aglutinacdo em latex (LAT), ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) e
reacOes de immunoblotting (HILL; DUBEY, 2002).

O ensaio imunoenzimatico ELISA é um dos mais utilizados no diagndstico de
toxoplasmose, tendo como base a reacdo antigeno e anticorpo. A sensibilidade e a
especificidade do ELISA sdo dependentes da natureza das preparacdes antigénicas que sdo
utilizadas. ReacOes utilizando preparacGes antigénicas mais purificadas, como proteinas
recombinantes ou proteinas purificadas a partir de colunas cromatogréaficas, geralmente
apresentam maior especificidade, com menor probabilidade de reagdes cruzadas (SENSINI,
2006; SUKTHANA, 2006).

O diagndstico de infeccdo recente tem sido realizado tradicionalmente com detec¢édo de
anticorpos IgM especificos e/ou pelo aumento dos titulos de anticorpos IgG. Entretanto a
existéncia na populacdo de alta prevaléncia de anticorpos 1gG contra o T. gondi com altos
titulos entre pessoas sadias, e em alguns casos a persisténcia de anticorpos IgM especificos
por longo periodo tém complicado a interpretacdo dos testes soroldgicos quando ocorre
suspeita de toxoplasmose (SUZUKI; ROCHA; ROSSI, 2001; BEGHETTO et al., 2006). A
deteccdo de anticorpo IgA tém sido utilizada nesses casos, porém estes podem ser detectados
até 6 meses apos infeccdo, podendo ser imprecisamente utilizados na estimativa de tempo de
infeccdo. A utilizacdo de deteccdo de IgE também mostra um valor clinico substancial na

deteccdo da infeccdo por T. gondii, porém ainda é pouco aproveitado no diagnostico ,
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necessitando de mais estudos sobre o seu valor clinico na toxoplasmose (GROSS; KEKSEL,
DARDE, 1997). A utilizacdo dos indices de avidez do anticorpo IgG, tém se mostrado uma
ferramenta util associada a deteccdo de IgM especificos, para determinar se a infecgdo é
aguda ou crbnica, uma vez que inicialmente sua avidez é baixa (fase aguda) e com o passar
das semanas ela vai aumentando (fase transicdo e crénica) (BEGHETTO et al., 2006).

Nos testes sorologicos realizados na rotina geralmente ocorre a utilizacdo de
preparacdes totais de antigenos de taquizoitas, porém este material pode estar contaminado
com outros constituintes ndo pertencentes ao parasito, como antigenos provenientes de
culturas de células, ou podem ocorrer variacbes pelo fato dos diferentes métodos de
preparacdo dos antigenos. Deste modo, varios trabalhos vém sendo realizados em busca de
novas alternativas para preparacfes antigénicas mais homogéneas visando melhorar a eficacia
do diagndstico da toxoplasmose, principalmente em casos de toxoplasmose congénita e para

diagnostico em imunossuprimidos (GOLKAR et al., 2007; HOLEC et al., 2008).

1.7 Utilizacao de proteinas recombinantes no diagnostico da toxoplasmose

A utilizagdo de proteinas recombinantes em sorologia mostra-se uma boa alternativa, ja
que a utilizacdo de antigenos recombinantes vem sendo objeto de estudo nos Gltimos 20 anos,
com avaliacdo do potencial de utilizacdo destas proteinas como marcadores soroldgicos
(BEGHETTO et al., 2003; BUFOLANO et al., 2004; KOTRESHA; NOORDIN, 2010). A
utilizacdo de proteinas recombinantes pode representar um dos alicerces de um desenho
racional de novos testes diagnosticos, pois a variacdo da constituicdo protéica existente ao
trabalhar com antigenos totais é reduzida.

As vantagens da utilizacdo destas proteinas sdo: custo relativamente baixo, apos a

otimizagcdo das condi¢cdes de producdo, grau de pureza alto (com conseqiiente alta
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especificidade) e a possibilidade de selecdo de antigenos especificos de fase aguda ou cronica,
com possibilidade de realizar a diferenciacdo destas (PIETKIEWICZ et al., 2004; PFREPPER
et al., 2005; PFREPPER ET AL., 2005; BEGHETTO et al., 2006; KOTRESHA; NOORDIN,
2010). Entre essas proteinas recombinantes que estdo sendo estudadas podem ser destacadas:
as proteinas dos granulos densos GRAL (p24), GRA2 (p28); antigenos de superficie SAG1
(p30), SAG2 (p22); antigenos das roptrias como ROP1 (p66) e ROP2 (p54); proteinas da
matriz celular como MAG1 (p65, p68) (GOLKAR et al., 2007; BELA et al., 2008; HOLEC et
al., 2008). Nestes estudos as proteinas sdo geralmente utilizadas como antigenos para
sensibilizacdo em testes de ELISA para deteccdo, principalmente de IgG e IgM.

A proteina SAG2A (p22) é¢ uma proteina imunodominante que é expressa na fase
taquizoita de T. gondii, sendo que o trabalho de BELA et al. (2008) demonstrou a capacidade
desta proteina recombinante ser reconhecida por anticorpos 1gG e IgG1 principalmente em
pacientes na fase aguda. Deste modo o presente trabalho, justifica-se pela sua relevancia em
esclarecer aspectos relacionados a utilizagdo do antigeno recombinante SAG2A no
diagndstico soroldgico da toxoplasmose, investigando pela primeira vez a cinética de
anticorpos contra a proteina SAG2A recombinante em amostras de soros de paciente com

toxoplasmose aguda.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a cinética de anticorpos especificos para
proteina recombinante SAG2A em comparacao com o antigeno solivel do Toxoplasma gondii
em um estudo utilizando amostras de soros de pacientes com toxoplasmose aguda em

diferentes pontos temporais.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar o perfil cinético dos anticorpos IgG, IgM e IgA especificos para SAG2A em

comparacdo com STAg

e Verificar o perfil cinético de subclasses de IgG (IgGl e 1gG3) especificas para
proteina recombinante SAG2A e STAg por meio de ELISA indireto.

e Estabelecer a razéo entre subclasses de 1gG (1gG3:1gG1) para SAG2A e STAg.

e Auvaliar a avidez de anticorpos IgG1 para SAG2A e STAg utilizando o imunoensaio
slot-blot.

e Verificar a existéncia associacdes entre a razdo 1gG3:1gG1 especifica para SAG2A
com anticorpos IgM e IgA especificos para STAg e com indices avidez de anticorpos
IgG1 para SAG2A.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras de soros

Um total de 80 amostras de soros humanos foi avaliado, consistindo de 8 amostras de
soros sequenciais para cada paciente, perfazendo um total de 10 pacientes, com toxoplasmose
em diferentes momentos apds o desenvolvimento da infeccdo. As amostras de soros foram
obtidas de pacientes provenientes de consultérios privados ou ambulatorios de doencas
infecciosas de hospitais e postos de saude da regido metropolitana de Vitoria e municipios do
interior do estado do Espirito Santo e foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra Geysa
Baptista para compor o Banco de Amostras Biologicas dos Laboratérios de Imunologia e
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia,
cuja regulamentacdo foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos da Universidade Federal de Uberlandia (CEP-UFU) em 29/02/2008, com parecer de
andlise final No. 041/08 (ANEXO I). As amostras de sangue que foram utilizadas neste
estudo, foram colhidas em conformidade com a resolugdo CNS 196/96, com aprovacao prévia
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal

do Espirito Santo-UFES (ANEXO I1).

Os critérios de inclusdo neste estudo foram que os pacientes fossem de ambos os
géneros, com idade variando de 7 a 80 anos, com a presenca de pelo menos dois sinais
clinicos compativeis com a toxoplasmose aguda, sendo estes fraqueza, febre, inchaco nos
linfonodos cervicais e artralgia e ainda a evidéncia soroldgica de soroconversdo para o T.
gondii, com a presenca de anticorpos IgM e IgA e baixos titulos de IgG. Os critérios de
exclusdo foram gravidez, pacientes positivos para HIV e presenca de anticorpos IgG de alta

avidez para especificos para antigenos de T. gondii
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As amostras foram avaliadas e analisadas em varios pontos temporais, de modo que
posteriormente as mesmas foram separadas em dois grupos, sendo, o Grupo I: constituido de
soros coletados de 1° a 6° més, apds o inicio da doenca (soroconversdo), denominado de
grupo em fase aguda precoce e ainda o Grupo Il: constituido de amostras de soros coletados
do 6° até 12° més apOs soroconversdo, denominada por amostras em fase convalescente

precoce.

3.2 Obtencao do antigeno soltavel de T. gondii (STAQ)

Os taquizoitas da cepa RH de T. gondii foram mantidos por passagem seriada em
camundongos Swiss, por 48 a 72 horas, por meio de inéculo de aproximadamente 10°
taquizoitas obtidos do exsudato peritoneal de camundongos previamente infectados (MINEO;
CAMARGO; FERREIRA, 1980). A preparacdo dos antigenos soltvel ocorreu como descrito
por Scott e colaboradores (1987). Deste modo, 0 exsudato peritoneal dos camundongos
infectados foi centrifugado a 720 g, durante 10 minutos a 4 °C. A seguir os parasitos foram
lavados 2 vezes em solucdo salina estéril tamponada, com fosfatos de sédio diacido 0,01 M
(PBS, pH 7,2). As suspensdes parasitarias foram ajustadas para 1 x 10° taquizoitas/ml com
PBS, suplementada com inibidores de proteases (10 pg/mL de aprotinina, 50 pg/mL de
leupeptina e 1,6 mM de fenil-metil-sulfonil-fluoreto [PMSF]; Sigma Chemical Co., St Louis,
EUA) e posteriormente incubadas por 10 minutos em banho de gelo. Foram realizados seis
ciclos de cridlise (congelamento em N2 liquido e descongelamento em banho-Maria a 37 °C)
sequido por seis ciclos de um minuto em ultrassom (Sonopuls, Bandelin eletronic, Berlim,
Alemannha) e centrifugacdo a 10.000 x g por 15 min. A preparacdo antigénica resultante da
cridlise foi submetida a centrifugacdo a 10.000 x g por 15 minutos e o sobrenadante foi

coletados e o respectivo contetdo protéico foi determinado pelo método de Bradffod. As
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amostras de antigenos foram armazenadas a -20 °C até serem utilizados como antigeno

solavel de T. gondii (STAQ).

3.3 Producéo do antigeno recombinante SAG2A

Taquizoitas da cepa RH de T. gondii foram utilizados para isolar o DNA genémico
que foi utilizado como molde para amplificacdo do antigeno por um protocolo padronizado da
PCR (Béla et al, 2008). Foram utilizados 50 ng de DNA gendmico de taquizoitas da cepa RH,
80 pmol de cada primer (SAG2AFNdel (5-CAAGTTCGCTCATATGTCCACCACCG-3’),
contendo sitio para a enzima de restricdo Ndel e o primer SAG2ARHInd3 (5’-
GACTTTCGCAAAGCTTCTCCGAAAG-3’), contendo sitio de restrigdo para a enzima
HINDIII e o cddon de terminacdo), 0,25 mmol/L de dNTPs, 2,0 unidades de Tag DNA
Polimerase (Fermentas, Burlington, Canada), Tris-HCI 20 mmol/L pH 8,2, KCI 10 mmol/L,
(NH4)2504 6 mmol/L, Triton X-100 0,1% (v/v) e soro albumina bovina (BSA) 10 pg/mL,
para um volume final de 100 uL. As condicdes de reacdo adotadas foram: 2 minutos a 94 °C,
seguido de 40 ciclos (45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 48 °C e 1 minuto e 30 segundos a
72 °C) e extensdo final de 5 minutos a 72 °C. A reacdo procedeu-se em termociclador modelo
MJ Research PLTC-200 (GMI Inc, St. Paul,USA). O fragmento amplificado de
aproximadamente 607 pb foi purificado com o kit Accuprep PCR purification (Bioneer
Corporation, Daejeon, Coréia do Sul). Os produtos da PCR foram digeridos com as enzimas
de restricdo Ndel e HindllI e inseridos nos sitios Ndel/Hindlll do vetor pET28a, resultando no
plasmideo pET28aSAG2A, contendo a sequéncia de SAG2A em fusdo com dominios de
cauda de histidina (dominio Hist-tag).

Células competentes foram preparadas para posterior inser¢do do plasmideo pET28A.
Brevemente, células de Escherichia. Coli, cepa BL21 ,foram crescidas em meio LB ate atingir
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um valor de absorbancia de 0,5 a 600 nm. As células foram coletadas por centrifugacdo a
5.000 x g, por 10 minutos a 4 °C e foram ressuspendidas em 45 ml de solucdo 60 mM de
cloreto de Calcio (MgCl,). Apds nova centrifugacdo o sedimento bacteriano foi ressuspendido
com 1 ml de solucdo cloreto de Calcio a 60 mM e submetido a incubacdo em gelo por
aproximadamente 1 hora.

Para transformacdo, foram adicionados 10 uL do DNA plasmidial (40 pg) a uma
aliquota 100 pl de células competentes, e a suspensdo foi mantida a 0 °C por 30 minutos.
Ap6s um choque térmico de 5 minutos a 47°C, foi adicionado 1 mL de meio Luria e bertani
(LB) a aliquota, seguido por incubagdo a 37°C, por 2 horas. A seguir, as células foram
coletadas por centrifugacgéo, ressuspensas em 100 uL de meio LB e espalhadas em placas
contendo LB (solido) na prsenca de kanamicina a 50 ug/mL, para selecdo de coldnias
transformantes. Os transformantes selecionados foram cultivados e utilizados para a produgéo
das proteinas recombinantes.

Para expressdo protéica do antigeno recombinante SAG2A, a cultura contendo as
celulas transformadas com o vetor pet28A foi induzida com 0.5 mM (lsopropil-B-D-
Tiogalactosideo, Sigma Chemical Co., St Louis, USA), com baixa agitacdo (90 rpm) 20 °C
for 16 h. As células bacterianas foram coletadas por centrifugacdo, e sedimento celular
bacteriano foi ressuspendido em tampéao de lise (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 200 mM sacarose,
0.2% Triton X-100 e PMSF 1 mM), com posterior processamento por cridlise, em
congelamento em N2 liquido e degelo a 37° C por repeticdo de seis ciclos de
congelamento/descongelamento. A seguir a preparacdo foi submetida tratamento de sonicagao
em 10 ciclos de 20 segundos com repouso em gelo de 5 segundos e aparelho (Sonopuls,
Bandelin eletronic, Berlim, Alemannha) calibrado para a amplitude de 90%. Os debris
celulares foram removidos por centrifugacédo a 10.000 x g por 20 min a 4 °C e o sobrenadante

foi coletado e utilizado para purificagdo em 2 mL de resina Ni NTA (Qiagen) previamente
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equilibrada em 50 mM de tampéo fosfato, pH 8.0. As proteinas nédo ligadas a resina foram
removidas com tampdo de lavagem contendo 50 mM NaH,PO, e 300 mM NaCl, pH 8.0. A
proteina SAG2A foi eluida da coluna com 0 mesmo tampéo de equilibrio acrescido 250 mM
de imidazol. As fracGes de SAG2A foram coletadas e dialisadas em PBS e posteriormente

submetidas a quantificacdo como previamente descrito (Lowry et al., 1951).

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE)

Aliquotas das fracdes coletadas da purificacdo do antigeno recombinante SAG2A
foram adicionadas ao tampdo de amostra (Tris-HCIl a 100 mM pH 6,8; dodecil sulfato de
sodio [SDS] a 4%; glicerol a 20%; azul de bromofenol a 0,2%), incubados por 5 minutos a
100°C. A seguir, 20 pL das amostras representativas da cromatografia (fracdo aplicada,
volume excluido (void) e fragdes eluidas da resina de Ni-NTA) foram aplicados nos pocos e
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 15% sob condi¢fes ndo
redutoras (LAEMMLI, 1970), utilizando o sistema de eletroforese vertical (Hoefer Pharmacia
Biotech Inc., Sdo Francisco, USA). Apds a separacdo eletroforética, as proteinas foram
coradas com solucdo de Coomassie coloidal e analisadas visualmente quanto ao grau de

pureza.
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3.5 Immunoblot

No intuito de analisar a reatividade do anticorpo monoclonal A4D12 (especifico a
SAG2A) as fracdes purificadas, foi realizado um ensaio de immunoblot. Deste modo, a fracao
contendo a proteina recombinante SAG2A foi submetida a eletroforese em SDS-PAGE a 15%
como descrito anteriormente. Apds a separacdo, as amostras foram eletrotransferidas para
uma membrana de nitrocelulose (Sigma Chemical Co.) utilizando tampdo de
eletrotransferéncia conforme método previamente descrito (TOWBIN; STAEHELIN;
GORDON, 1979). A transferéncia ocorreu com um sistema Umido de transferéncia
(Multiphor Novablot Il, Pharmacia-LKB, Suécia) durante 2 horas com corrente constante de
70 mA. Para verificar o sucesso da transferéncia, a membrana foi corada posteriormente com
solucdo de Ponceau a 0,5% preparada em é&cido trifluoracético 0,025% de modo que
permitisse a visualizacdo das bandas protéicas.

A seguir, membrana de nitrocelulose foi cortada em tiras de 3 mm e colocadas em
canaletas apropriadas para a reacdo. As tiras foram bloqueadas com PBS contendo Tween 20
a 0,05% (PBS-T) e leite desnatado (PBS-TM) a 5% por 2 horas a temperatura ambiente. Apos
lavagem com PBS-T, as tiras foram incubadas por 18 horas a 4 °C com o anticorpo policlonal
para T. gondii (controle positivo) ou anticorpo policlonal negativo (controle negativo) ou
monoclonal A4D12 (sobrenadante de cultura do hibridoma A4D12 especifico ao antigeno
SAG2A). Apbs a incubacdo, as tiras foram lavadas com PBS-T em seis ciclos de cinco
minutos cada. As tiras foram incubadas com o anticorpo secundario de cabra anti-lIgG de
camundongo conjugado a peroxidase diluido 1:1000 em solugdo PBS-T com 1% de leite
desnatado. Todas as membranas foram novamente lavadas com PBS-T e reveladas pela

adigdo de 3,3’- diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Co.) previamente diluido em
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solugdo Tris-HCI 20 mM (pH 7,2) e 0,03% de H,0,. A reacdo foi interrompida com agua

destilada quando bandas de coloracdo marrom foram visualizadas.

3.6 Ensaios imunoenzimaticos (ELISA)

3.6.1 ELISA indireto para anticorpos IgM e IgA especificos para SAG2A

Testes de ELISA indireto foram realizados para a deteccdo de anticorpos IgM e IgA
especificos para SAG2A. Placas de microtitulacdo de poliestireno de alta afinidade (Corning
Laboratories 3590 Inc.,.New York, USA) foram sensibilizadas com SAG2A (5 pg/mL) em
tampdo carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) por 18 horas a 4 °C. As placas foram lavadas
trés vezes com PBS acrescido de 0.05% Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas por 1 hora a
temperatura ambiente com PBS-T suplementado de leite desnatado (PBS-TM) a 5 %. Em
sequiéncia, as placas foram incubadas com amostras de soros diluidos 1: 64 (para detectar
IgM) e 1:16 (para detectar IgA) por 2 h a 37 °C. Apos lavagens, as placas foram incubadas
com conjugado anti-IgA (1:500) ou anti- IgM (1:1000) humana marcada com peroxidase
(Sigma Chemical Co.) por 1 hora a 37°C. Apos nova lavagem por seis vezes com PBS-T, a
reacdo foi revelada pela adi¢cdo do substrato enzimatico H,O, a 0,03% e cromogeno 2,2’-
azino-bis-3-etil-benzotiazolina &cido sulfénico (ABTS; Sigma Chemical Co.) a 0,01 M
diluidos em solucédo tampado citrato-fosfato 0,07 M (pH 4,2 ).

A densidade optica (DO) foi determinada a 405 nm em leitor de microplacas (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA). Soros controles positivos e negativos
foram incluidos em cada placa. O limite de positividade (cut off) da reacéo foi determinado
pela média da DO dos soros controles negativos acrescida de 3 desvios padrdes. Os resultados

foram expressos em indices de reatividade ELISA (IE), de acordo com a formula: IE = DO
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amostra / DO cut off, onde valores de IE > 1,2 foram considerados positivos, para a exclusao

dos valores de reatividade proximos a IE = 1,0.

3.6.2 ELISA captura para IgM e IgA especifico para STAg

Teste ELISA de captura foi realizado conforme descrito previamente (Carvalho et al.,
2008). Placas de microtitulacdo (Corning Laboratories 3590 Inc., New York, USA), foram
sensibilizadas com anticorpos de captura (anti-lgM humana ou anti-IgA humana produzidos
em cabra (Sigma Chemical Co.) a 10 pg/mL diluidos em tampé&o carbonato-bicarbonato 0,06
M (pH 9,6) por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas com PBS contendo Tween 20 a
0,05% (PBS-T) e bloqueadas com leite desnhatado a 5% em PBS-T (PBS-TM) por 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram incubadas com amostras de soros
diluidas 1:16 em PBS-TM por 2 horas a 37 °C e, ap0s novas lavagens, foram incubadas com
STAg (100 pg/mL) em PBS-TM por 2 horas a 37 °C. Em seguida, as placas foram incubadas,
por 1 hora a 37 °C, com a porg¢do F(ab”), de anticorpo de coelho anti-T. gondii conjugado a
peroxidase (preparado segundo Wilson e Nakane, 1978) na dilui¢do de 1:50 em PBS-TM. A
reacdo foi revelada utilizando substrato enzimatico (0,03% H,0O, e 0,01 M do cromdégeno
2,2’-azino-bis-3-etil-benzotiazolina &cido sulfénico — ABTS; Sigma Chemical Co.). A leitura
e expressdo dos indices de reatividade ELISA foram realizadas conforme descrito para o

ELISA-1gG indireto.
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3.6.3 ELISA indireto para deteccao de anticorpos 1gG e subclasses especificas para

STAg e SAG2A

ELISA indireto para deteccdo de IgG e subclasses especificas SAG2A e STAg foi
realizado como descrito (BELA et al., 2008). A deteccdo de lgG foi realizada utilizando
placas de microtitulagdo de sensibilizadas com SAG2A (5 pg/mL) ou STAg (bug/mL) em
tampédo carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) por 18 horas a 4 °C. A reacdo foi realizada
como ja descrito para o ELISA indireto para detec¢édo de IgM.

Para deteccdo da analise cinética de anticorpos IgG1 e IgG3, placas de microtitulacdo
de poliestireno de alta afinidade (Corning Laboratories Inc., New York, EUA) foram
sensibilizadas com STAg (5 pg/mL) ou SAG2A (5 pg/mL) diluidos em tampdo carbonato-
bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) durante 18 horas a 4 °C. Apds a incubacdo, as placas foram
lavadas trés vezes com PBS-T e bloqueadas com PBS-T contendo 1% BSA (PBS-T-BSA) por
1 hora a 37°C. Apds lavagem, por trés vezes com PBS-T, as placas foram incubadas com
amostras de soro diluidas 1:64 em PBS-T-BSA, em duplicata, por 1 hora a 37 °C. A seguir as
placas foram lavadas 6x com PBST e incubadas com anticorpo biotinilado de cabra anti-1gG1
humana (1:1000) ou anti IgG3 humana (1:1000) diluidos em PBS-T-BSA por 2 horas a 37 °C.
Apos novo ciclo de lavagens com PBS-T, as placas foram incubadas com streptavidina-
peroxidase diluida 1:1000 em PBS-T-BSA por 30 min, a temperatura ambiente. Apés
lavagens, por seis vezes, com PBS-T, a reacdo foi revelada pela adicdo do substrato
enzimatico H,O, a 0,03% e cromogeno 2,2’-azino-bis-3-etil-benzotiazolina acido sulfonico
(ABTS; Sigma Chemical Co.) a 0,01 M diluidos em tampéo citrato-fosfato 0,07 M (pH 4,2).
Valores de DO foram determinados a 405 nm e resultados foram expressos em indices ELISA

(IE) como descrito acima.
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3.7 Slot-blot para avidez de 1gG1

O ensaio slot-blot foi realizado como previamente descrito (Li et al., 2010), com a
finalidade de avaliar a avidez de anticorpos IgG1 especifico pra T. gondii. Brevemente, 2 ug
dos antigenos (STAg ou SAG2A) ou proteina irrelevante BSA foram inseridos nas
membranas de nitrocelulose utilizando o slot-blotter (Bio-Dot®, Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, USA). As membranas foram preparadas em duplicatas, bloqueadas com PBS-
TM a 5% durante 2 horas a temperatura ambiente. Subsequentemente, as membranas foram
lavadas em PBS-T e incubadas com amostras de soros diluidas 1:50 em PBS-TM a por 2
horas a 1% temperatura ambiente. Posteriormente, uma das membranas da duplicata foi
submetida a um passo de lavagem especial com PBS acrescido com 6M de uréia por 10
minutose a outra membrana foi lavada somente com PBS por 10 minutos. As membranas
foram lavadas novamente com PBS-T, por trés vezes, e incubadas com o anticorpo biotinilado
de cabra anti-lgG1 humana (1:1000), por 2 horas a temperatura ambiente. As membranas
foram lavadas em PBST e em seguida incubadas com streptavidina-peroxidase (1:1000), por
30 min a temperatura ambiente. A reatividade foi  revelada utilizando-se 3,3’-
diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Co.) diluida em solu¢édo de Tris-HCI 20 mM (pH
7,2) e 0,03% de H,0..

A intensidade de pixels das bandas foi determinada por meio do software o Kodak 1D
image analysis (KODAK). Os resultados foram expressos como intensidade de pixels das
bandas (Int Px) ou indice avidez (I1A), que foi calculado como a razdo entre Int Px obtidos de
membranas tratadas com uréia (U+) e sem uréia (U—), de acordo com a formula: 1A (%) = [Int
Px (U+)/ Int Px (U-)] x 100. Os limites dos indices de avidez foram arbitrariamente

estabelecidos como baixo (Al<40%), intermediario (40%<AIl<60%), e alto (A1>60%).
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3.8 Analises estatisticas

Analises estatisticas foram feitas utilizando-se o aplicativo GraphPadPrism v. 5.0
(GraphPad Software, San Diego, USA). Teste t de Student foi utilizado para comparacédo
entre diferencas entre os niveis médios de anticorpos expressos com indice ELISA ou
intensidade de pixel das bandas no ensaio de slot-blot. Associacdes entre a razdo de
1gG3:1gG1 com anticorpos IgA ou IgM ou indice avidez de 1gG1 foram analisadas pelo teste

exato de Fisher. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

4.1 Expressao da proteina recombinante SAG2A

A expressdo da proteina SAG2A em bactérias BL21 (DE3) foi otimizada com adicao
de agente sintético IPTG (Chemical Co., St Louis, USA) por 16 horas a 20 ° C. Ap0s o tempo
de inducéo de expressdo protéica, aliquotas de extrato protéico de bacterias submetidas ou ndo
a inducdo foram submetidas a separacdo eletroforética em gel de poliacrilamida de 15%.
Como demonstrado na figura 1, observa-se a uma banda protéica de aproximadamente 17- 20
kDa na fracdo protéica proveniente de bactérias que foram submetidas ao tratamento com o
IPTG por 16 horas, enquanto, que nas bactérias ndo tratadas ndo foi detectado aumento
significativo de proteinas deste peso molecular. A banda proteica presente no homogeneizado
da bactéria induzida apresenta uma mobilidade eletroforética relativa em SDS-PAGE similar
ao observado previamente para a proteina recombinante SAG2A, sugerindo que nas bactérias
induzidas por IPTG expressam uma proteina com peso molecular similar ao da proteina

recombinante SAG2A.
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Figura 1. Perfil eletroforético de proteinas isoladas de bactérias E. coil, cepa BL21, em
gel de poliacrilamida 15%. A expressdo da proteina recombinante SAG2A foi avaliada apds
indugcdo com IPTG 0,5 mM por 16 horas 20 °C.. O padrdo de peso molecular é indicado pela
a letra P. Na coluna 1 perfil eletroforético de proteinas extraidas de amostras de bactérias ndo-
induzida a expressdo. Na coluna 2, perfil eletroforético de proteinas extraidas de bactérias
induzidas a expressdo da proteina recombinante. A seta a direita, indica a expressao da

proteina recombinante de aproximadamente 17-20 kDa.
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4.2 Purificacdo da proteina recombinante SAG2A

Com o intuito de obter fragbes purificadas da proteina recombinante SAG2A, lisados
bacterianos das culturas E. coli induzidas com IPTG foram submetidos a cromatografia em
resina de Niquel (Ni-NTA). Na Figura 2, sdo demonstrados o cromatograma representativo de
uma das purificacbes e a andlise em SDS-PAGE das fragcbes obtidas da purificacdo da
proteina recombinante. Como demonstrado pelo cromatograma na Figura 2A, podem ser
vistos dois picos de absorbancia a 280 nm, sendo o primeiro deles correspondente a fracdo do
“void” do lisado bacteriano, que corresponde a fragcdo ndo ligada a resina, ¢ um segundo pico
corresponde as fraces eluidas da resina de Ni-NTA com tampdo contendo imidazol a 250
mM.. Na Figura 2B, o perfil eletroforético em gel de poliacrilamida a 15% das fragcdes obtidas
é demonstrado. Sdo observados componentes de peso molecular variando de 6 a120 kDa, nas
fracOes aplicada (raia 1) e “void” (raia 2). Ja nas fracdes eluidas da resina de Ni-NTA (raias 4,
5 e 6) pode ser observado um componente protéico de peso molecular de aproximadamente

17-20 kDa, consistente com o peso molecular estimado para a proteina recombinante SAG2A.
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Figura 2. Purificacdo da proteina recombinante SAG2A (A) Cromatograma representativo
da purificacdo da SAG2A em coluna de afinidade de Niquel. O primeiro pico corresponde a
fracdo néo ligante da resina de Ni-NTA e o segundo pico a fragdo purificada de SAG2A. (B)
SDS-PAGE a 15% em condic¢bes nédo redutoras das fragOes representativas da purificacao.
Linha 1: padrdo de massa molecular (em kDa); Linha 2: fracdo aplicada (lisado bacteriano);
Linha 3: fra¢do excluida da resina de proteina (“void”); Linha 4: primeiro eluido; Linha 5:

segundo eluido; Linha 6 : Terceiro eluido; Linha 7: Quarto eluido.
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4.3 Andlise da reatividade do anticorpo monoclonal A4D12 contra a proteina

recombinante purificada

Conforme observado na Figura 3, a reatividade do monoclonal A4D12 (mAb A4D12)
foi testada contra a fragéo purificada foi avaliada utilizando-se o ensaio immunoblot (Figura
3). A proteina recombinante purificada foi ensaiada com o anticorpo monoclonal A4D12
especifico para SAG2A, com amostra de soro controle positivo policlonal especifico parao T.
gondii ou com amostra de soro negativo para T. gondii utilizado como controle. Ao analisar
0s resultados foi observado que na tira 1 ocorreu o reconhecimento pelo anticorpo monoclonal
A4D12 de uma banda Unica na altura de aproximadamente 20 kDa Estes resultado indica que
a fracdo obtida, reconhecida pelo mAb A4D12 correspondente a proteina recombinante
SAG2A.

Adicionalmente, a andlise da reatividade de soro positivo para os anticorpos 1gG
especifico para T . gondii foi observado uma forte reatividade com uma banda na altura de
aproximadamente 20 kDa e uma reatividade mais fraca com uma banda na altura de
aproximadamente 40 kDa, provavelmente resultante da formacdo de dimeros estaveis de
SAG2A mesmo na presenca de SDS. Ja em relacdo a reacdo confeccionada com soro negativo
para T .gondii, como esperado, nenhuma reatividade foi observada a qualquer componente

purificado.
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Figura 3. Immunoblot preparado com antigeno recombinante SAG2A de T. gondii
purificado. Immunoblot preparado com antigeno recombinante SAG2A solubilizados em
SDS, separados em SDS-PAGE a 15%. A linha 1 é representativa de reacdo com anticorpo
monoclonal A4D12; A linha 2 é representativa de reacdo com soro positivo policlonal
especifico para T. gondii;A linha 3 é representativa da reacdo com soro negativo especifico
para T. gondii. Os padrées de massa molecular (Mr) expressos em kiloDaltons (kDa) estéo

indicados a esquerda.
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4.4 Analise cinética dos anticorpos IgM, IgA e 1gG especificos para SAG2A ou STAg

A cinética da resposta imune humoral para o T. gondii foi avaliada em amostras de
soros de pacientes com toxoplasmose aguda (Figura 4). A cinética da producdo de anticorpos
IgM e IgA foi determinada por meio de ELISA captura para o antigeno STAg (Figura 4A e
C). e por ELISA indireto para proteina recombinante SAG2A (Figura 4B e D).

Conforme demonstrado na figura 4A, foi detectada uma reducédo gradual dos niveis de
anticorpos IgM para STAg, com indices ELISA médios de 5,8 no primeiro trimestre de
infeccdo para 2,0 no quarto trimestre, embora em nossas analises os niveis de anticorpos IgM
permaneceram altos mesmo depois dos doze meses de infeccdo. Perfil similar foi observado
guando a proteina recombinante SAG2A foi utilizada como antigeno, contudo os niveis de
IgM foram menores para SAG2A em comparacdo com 0s observados para STAg. Com
valores médios de IE indo de 2,7 para 0,7, no primeiro e no quarto trimestre, respectivamente
(Figura 4B). Nesta analise, muitas amostras soros, quando testados para IgM especifica para
SAG2A por ELISA indireto, tornaram-se negativos no terceiro e quarto trimestres apds a
infeccao.

Na analise da cinética dos anticorpos IgA, uma reducdo gradativa dos niveis de
anticorpos IgA especificos para STAg foi observado durante os meses analisados no estudo,
com valores médios de EIl variando de 1,7 para 1,0; com a maioria das amostras de soros
negativando no terceiro e no quarto trimestre de infeccdo (Figura 4C). Em contraste, na
analise dos niveis de anticorpos IgA especificos para SAG2A, demonstraram valores médios
de EI variando de 1,2 para 1,0, do primeiro e quarto trimestre de analise, sendo que as

amostras soros se tornaram negativos a partir do segundo trimestre de infeccéo (Figura 4D).
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Uma analise comparativa para detectar anticorpos 1gG foi realizada utilizando-se
SAG2A ou STAg como antigenos em testes de ELISA indireto (Figura 4E). Nestes ensaios,
os niveis de 1gG especificos para SAG2A e STAg, demonstraram um perfil cinético similar
em todos os trimestres analisados, no entanto, uma reatividade levemente maior para SAG2A

foi detectada em todos os momentos em comparacdo com STAgQ.
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Figura 4. Andlise cinética de anticorpos IgM (A, B), IgA (C, D) e IgG (E) para to
Toxoplasma gondii. Niveis de imunoglobulinas determinados por ELISA captura (A e C) ou
ELISA indireto (B, D e E), utilizando-se antigeno soltvel de T. gondii (STAg) ou antigeno
recombinante SAG2A em amostras de soros de pacientes com toxoplasmose em diferentes
momentos apos o estabelecimento da infec¢do. Os niveis de anticorpos foram expressos em

indices ELISA (IE). As linhas pontilhadas indicam o cutoff da reag&o.
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4.5 Analise cinética de anticorpos 1gG1 e 1gG3 especificos para SAG2A e STAg

Com o objetivo de avaliar o perfil cinético das subclasses de 1gG, a técnica de ELISA
indireto foi realizada utilizando SAG2A em comparacdo com STAg (Figura 5). Como
demonstrado na figura 5A, foi observado um aumento nos niveis de anticorpos IgG1l
especificos para STAg do primeiro para o segundo bimestre de infeccdo, com um leve
decréscimo no terceiro e no quarto trimestre de infeccdo. Embora a cinética da resposta de
anticorpos 1gG1 para STAg tenha apresentado uma reducdo dos niveis no quarto trimestre,
todos os pacientes foram positivos em todos os momentos analisados. Similar ao observado
na cinética de anticorpos 1gG, os niveis de isotipos IgG1l especificos para SAG2A foram
maiores do que aqueles detectados para STAg em todos os momentos analisados, contudo,
ndo foi observado diferencas significativas nos niveis de 1gG1. A resposta do anticorpo 1gG1
contra SAG2A apresentou um aumento continuo até o terceiro trimestre, com valores médios
de IE variando de 3,4 para 5,3. Nestas condi¢cdes uma leve reducdo nos niveis de anticorpos
IgG1 (IE médio =5,14) foram observadas para o quarto trimestre, no entanto, todas amostras
apresentavam positividade.

O perfil cinético da resposta dos anticorpos 1gG3 para STAg apresentou um perfil que
se assemelha em comportamento ao visto para anticorpos IgG1 especificos para STAg, no
entanto, com baixissimos niveis de 1gG3 ( IE médio = 1,19) detectados no primeiro trimestre,
seguido de um aumento no segundo trimestre e reducdo gradual nos terceiro e quarto
trimestres da analise (Figura 5B). Em contraste, quando a proteina recombinante SAG2A foi
utilizada como antigeno, altos niveis de anticorpos 1gG3 especificos para SAG2A foram
encontrados logo no primeiro trimestre da infeccdo, com valores médios de IE de 3,7. A
Analise comparativa entre os niveis de anticorpos IgG3 especificos para SAG2A (IE médio =

3,67) ou STAg (EI médio de 1,19) demonstrou uma diferenca significativa ( P<0,0001) nestes
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niveis no primeiro bimestre da analise (Figura 5B). A cinética de anticorpos IgG3 demonstrou
uma reducao gradativa ao longo do segundo, terceiro e quarto trimestres do acompanhamento
soroldgico.

No intuito de explorar as diferencas observadas entre os perfis de respostas dos
anticorpos de 1gG1 e 1gG3 para STAg e SAG2A foi analisada razdo entre os niveis das
subclasses 1gG3:1gG1 (Figura 5C). A analise das razdes entre 19gG3:1gG1 especificas para
STAg, demonstrou um perfil bifasico ao longo do acompanhamento soroldgico, com a razao
aumentando do primeiro para o segundo trimestre e diminuindo no terceiro e no quarto
trimestres. Nestas condic@es a razdo 1gG3:1gG1 para STAg sempre esteve abaixo do cutoff de
valor 1,0, em todos os momentos analisados. Ja a andlise da razdo 1gG3:1gG1 para SAG2A,
apresentou alta razdo (razdo 19G3:1gG1= 1,8) no primeiro bimestre seguido de uma reducéo
acentuada durante os demais bimestres do acompanhamento soroldgico. A razdo de
anticorpos 1gG3:1gG1 foi sempre menor que 1,0 nos terceiro e quarto trimestre apos a
infeccdo. Nesta analise, a razdo 1gG3:1gG1l verificada no primeiro bimestre foi
significantemente maior para SAG2A em comparacdo com STAg (P<0,0001). Paralelamente,
as amostras de soros foram também analisadas em ELISA indireto para deteccdo dos isotipos
1gG2 e 1gG4, contudo, nenhuma reatividade acima do linear de positividade (cutoff = 1,2) foi

detectada em nenhum momento do acompanhamento soroldgico (dados ndo mostrados).
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Figura 5. Cinética de anticorpos 1gG1 (A) e 1gG3 (B) para antigenos de Toxoplasma

gondii. Cinética determinada por meio de ELISA utilizando o antigeno soltvel de T. gondii

(STAgQ) ou a proteina recombinante SAG2A, frente a amostras de soros de pacientes com

toxoplasmose em diferentes momentos temporais depois da infeccdo. A razéo

gG3:1gG1

para SAG2A e STAg também é mostrada (C). Diferencas estatisticas foram determinadas

pelo teste t de Student ndo pareado. ***P<0,0001.
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4.6 Analise de avidez de anticorpos 1gG1 utilizando slot-blot

Amostras de soros sequienciais de pacientes com toxoplasmose foram analisadas para a
deteccdo de anticorpos 1gG1 especificos para SAG2A ou STAg na presenca ou auséncia do
agente desnaturante uréia utilizando-se o imunoensaio de slot-blot (Figura 6). A analise
cinética da reatividade de anticorpos 1gG1 especificos para STAg demonstrou que amostras
submetidas ao tratamento com uréia apresentaram um reducdo da reatividade anticérpica
quando comparadas as amostras que nao receberam o tratamento com 0 mesmo agente
desnaturante, com reducdo significante no primeiro, terceiro e no quarto bimestres analisados
(P<0,05) (Figura 6A). Apesar da reducdo da reatividade na presenca de uréia, o perfil cinético
em ambas condic¢des foram semelhantes, com aumento gradativo da reatividade com longo do
tempo de acompanhamento.

Um perfil crescente também foi observado para a reatividade de anticorpos IgG1l
especificos para SAG2A, com uma notavel reducdo da intensidade de reacdo em todos 0s
momentos analisados em amostras que foram quando tratadas com uréia (P<0,05) (Figura.
6B). A reducdo da reatividade de SAG2A no segundo bimestre, na presenca de uréia, foi mais
acentuada do que a observada para STAg no mesmo periodo de tempo.

Conforme observado na figura 7A, os indices de avidez (IA) para anticorpos 1gG1
especificos para STAg e SAG2A apresentaram um aumento continuo ao longo do tempo. Na
comparacao dos indices de avidez entre os antigenos, ndo existiu diferencas estatisticas entre
0s mesmos, contudo a analise entre os periodos de tempo para cada antigeno isoladamente
demonstrou que os valores de indice avidez (1A) para SAG2A observados no terceiro e no
quarto trimestres foram significantemente maiores do que aqueles obtidos no primeiro
trimestre. Ja para STAg ndo foram detectadas diferencas entre os diferentes momentos da

andlise (Figura 7A).
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Quando as amostras foram analisadas em intervalos de indices avidez, foi observado
que soros do primeiro e do segundo trimestre apresentaram baixa avidez média de anticorpos
IgG1 (IA, 40%) para SAG2A enquanto as mesmas amostras demonstraram avidez média
intermediaria (40%<IA<60%) de 1gG1l quando STAg foi utilizado como antigeno. Ja nos
ultimos trimestres (terceiro e quarto) a avidez media observada foi alta (I1A>60%) para 1gG1
especifica para STAQ e intermediaria (40%<IA<60%) para IgG1 especifica para SAG2A .

A figura 7B é demonstrado um slot-blot representativo, preparado com STAg, SAG2A
e soro albumina bovina- BSA (proteina irrelevante), e ensaiado contra amostras de soros
sequenciais de um paciente com toxoplasmose, na presenca ou auséncia do tratamento com
uréia. As reacdes dos quatro bimestres foram distribuidas em Grupo | (1- 2 trimestres) e grupo
Il (3-4 trimestres). O perfil de reatividade anticOrpica apresentado no slot-blot, demonstra a
reducdo na reatividade de IgG1 para os antigenos STAg e SAG2A no grupo | em comparagao
com o grupo Il, ap6s o tratamento com uréia. Em adicdo a reducdo de reatividade dos
anticorpos 1gG1, ap6s o tratamento com agente desnaturante, foi mais acentuada para SAG2A
que para o antigeno STAg, demonstrando que a avidez de IgG1 para STAg foi maior do que
para SAG2A em amostras de soros do grupo Il (Figura 7B). Nas mesmas condi¢Oes
experimentais nenhuma reatividade foi observada para a proteina irrelevante (BSA).
Paralelamente, algumas amostras de soros foram também analisadas por meio de slot-blot
para deteccdo da subclasse 1gG3, contudo, nas condicOes testadas por nos nenhuma

reatividade foi observada nos bimestres analisados ( dados ndo mostrados).

53



—— semureia
A. STAg —e— COm uréia

Ei e //4
8 75- T

]

9% ﬁ

50+
25+
0 1 L] L] L | )
1 2 3 4
Trimestre .
—=— Semurela
B. SAG2A —=— cOomuréia
125+
g% 100+ x *k
% 75 T
e -
o8
RE 50~ xx
E
0 ' ' r v
1 2 3 4
Trimestre

Figura 6. Andlise cinética da reatividade de anticorpos IgG1 para os antigenos SAG2A e
STAQg, determinada por meio de ensaio de slot-blot. Slot-blot preparado com 2 pug de STAg
(A) ou a proteina recombinante SAG2A (B) e ensaiados com amostras de soros de pacientes
com toxoplasmose em diferentes momentos apos infeccdo, na presenga ou auséncia de uréia.
A intensidade de pixels de cada banda foi determinada por meio de anélise no software Kodak
1D image analysis (KODAK) e expressa como unidades arbitrarias (UA). m determinadas
pelo teste t de Student ndo pareado. *P<0,05; **P<0,001.
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Figura 7. Analise da avidez de anticorpos IgG1 para os antigenos SAG2A e STAg.

indices de avidez (%) de anticorpos 1gG1l para SAG2A e STAg determinados com base na
intensidade de reatividade determinada em ensaio slot-blot (A). As linhas pontilhadas indicam os
limites de avidez (A). Os dados foram expressos em percentagem dos indices de avidez. Slot-blot
representativo preparado com 2 ug de STAg, SAG2A e soro albumina bovina -BSA (proteina

irrelevante) ensaiado com amostras seqienciais (1°-4° bimestre) de um paciente com

toxoplasmose (B).
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4.7 Associacao entre a razao 1gG3: 1gGL1 e niveis de anticorpos IgM, IgA ou avidez de
1gG1

A associacdo entre os resultados sorologicos baseados na reatividade de SAG2A
(razdo 1gG3: 1gG1 e avidez de 1gG1) e marcadores convencionais classicos ( IgM e IgA para
STAg por ELISA captura) para caracterizar fase aguda da toxoplasmose foi avaliada em cada
grupo de estudo (Figura 8). A associacdo entre razdo 1gG3:1gG1l e anticorpos IgM em
amostras de soros do grupo | (Figura 8A) demonstrou 55% de duplos positivos ,alta razdo
1gG3:1gG1 (> 1) e niveis positivos de IgM (IE > 1,2), enquanto somente 10% das amostras de
soro no grupo Il (Figura 8B) foram duplo positivas (P<0,05). De outro modo, resultados
soroldgicos mostrando baixa razdo 19gG3:1gG1 (<1) e niveis altos de IgM foram encontrado
em 90% das amostras de soros do grupo Il e 45 % do grupo | (P<0,05).

Em relacdo a andlise da associagdo entre a razdo 1gG3:1gG1 e anticorpos IgA (Figura
8C e D), foi observado que resultados duplo negativos (razdo 1gG3:1gG1<1.0 e niveis de
IgA<1,2) foram encontrados em apenas 10% das amostras de soros no grupo | (Figura 7C) e
65% no grupo Il ( Figura 7D) (P<0,05).

Na analise da associacdo entre a razdo 1gG3:1gG1 especifica para SAG2A e a avidez
de 1gG1 para SAG2A pode- se observar que soros apresentando baixos indices de avidez
(IA<40%) e alta razéo 1gG3:1gG1 (>1) foram encontrados em 35% das amostras de soros do
grupo | (Figura 8E) comparado com a percentagem de 0% no grupo Il ( Figura 8F) (P<0,05).
Em contraste, resultados com baixa razdo 1gG3:1gG1 (<1) e altos indices avidez (1A>40%)

foram encontrados em 10% das amostras de soros do grupo | e 55% do grupo Il (P<0,05).
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Figura 8. Associacdo entre razdo 1gG3:1gG1 e anticorpos (IgM e IgA) para Toxoplasma
gondii. As reacdes de ELISA foram preparadas com STAg como antigeno em soros de
pacientes com toxoplasmose em diferentes momentos ap6s a infeccdo. (A-D). Associacao
entre a razdo 1gG3:1gGl determinados por ELISA e avidez do anticorpo IgGl para
Toxoplasma gondii foi determinado por slot-blot utilizando-se SAG2A como antigeno (E e
F). As amostras de soros que foram coletadas do més até o quarto més apds o
desenvolvimento da doenca representam a fase aguda (grupo 1) (A, C, E). Amostras de soros
coletadas entre 0 quarto e 0 oitavo més representam a fase convalescente precoce (grupo I1)

(B, D, F). Significancia estatistica foi determinada pelo teste exato de Fisher. *P<0,05.
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4.8 Reatividade de anticorpos e indices avidez para STAg e SAG2A

Dados sumarizados dos niveis médios de reatividade de anticorpos a o indice avidez
no grupos | ( soros coletados até o sexto més apds o desenvolvimento da doenga) e no grupo
Il ( soros coletados entre o sexto e 0 décimo segundo més apds o desenvolvimento da doenca)
sdo apresentados na tabela 1. Nesta tabela estd presente a comparagdo dos dados entre grupos
para cada antigeno ou entre os antigenos dentro dos grupos. Na analise do anticorpo IgM, os
niveis médios de IgM para STAg foram maiores para o grupo | quando comparado com o
grupo Il, com 100% de positividade em ambos grupos. Os niveis médios de anticorpos IgM
para SAG2A foram maiores no grupo | do que no grupo Il e a soropositividade também foi
maior no grupo | (55%) do que no grupo Il (10%) (P<0,05). Na comparacdo entre 0s dois
antigenos, o antigeno STAg apresentou maiores niveis de anticorpos IgM e de percentagem
de positividade em comparacdo com SAG2A dentro dos mesmos grupos analisados.

Os niveis de anticorpos IgA para STAg foram maiores no grupo | em comparacdo com
o grupo Il (P<0,05). Nenhuma diferenca estatistica significante foi encontrada entre os
grupos | e 1l para IgA especifica para SAG2A. Além do mais, 0s niveis médios de IgA para
STAg foram maiores do que os observados para SAG2A no grupo | (P<0,05) enquanto que
no grupo Il ndo houve diferencas significantes.

Na analise dos anticorpos IgG, os niveis médios pata STAg e SAG2A foram maiores
no grupo Il em comparacdo com o grupo |, com altos niveis médios de IgG para SAG2A em
comparagdo com STAg em ambos os grupos (P<0,05). Em relacdo as subclasses de 1gG, os
niveis médios de IgG1 para STAg ndo foram diferentes estatisticamente entre os dois grupos.
Para IgGl especifica para SAG2A foi observado altos niveis médios no grupo Il em
comparagdo com o grupo | (P<0,05). Quando foram comparados os antigenos, foi observado
niveis significantemente maiores para SAG2A no grupo Il em comparagcdo com STAg

(P<0,05).
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Ja os niveis médios de 1gG3 ndo apresentaram diferencas significantes entre 0s grupos
para ambos antigenos. Entretanto, altos niveis de 1gG3 para SAG2A foram encontrados nos
grupos | e Il em comparacdo com STAg nos mesmos grupos (P<0,05). Adicionalmente, a
percentagem de positividade para 1gG3 no grupo | foi maior para SAG2A (100%) em
comparacdo com STAg (70%) (P<0,05).

A razdo 1gG3:1gG1 foi avaliada em relagéo as diferencas entre 0s antigenos e entre 0s
grupos. Nesta analise, ndo houve diferencas para STAQ entre 0s grupos estudados, enquanto
que para SAG2A maiores niveis foram observados no grupo | em compara¢do com o grupo II.
Na analise das diferencas entre os antigenos a razdo 1gG3:1gG1 apresentou maiores niveis
para SAG2A no grupo | em comparacdo com STAg no mesmo grupo (P<0,05).

Em consideracdo ao indice de avidez de IgG1 (IA), os resultados mostram que valores
de 1A médios para STAg e SAG2A foram maiores no grupo Il quando comparado com grupo
| (P<0,05). Na comparacdo de STAg e SAG2A, no grupo | o indice médio de avidez foi
maior para STAg em comparagdo com SAG2A, porém ndo foram observadas diferencas entre

0s antigenos no grupo II.
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Tabela 1. Reatividade dos isotipos de anticorpos e indice avidez do antigeno soltvel de
Toxoplasma (STAQ) e do antigeno recombinante SAG2A de Toxoplasma gondii determinado

por ELISA ou slot-blot em soros de pacientes com toxoplasmose aguda (Grupo 1) ou

convalescente (Grupo II).

Anti-STAg* Anti-SAG2A*
Reatividade
Anticorpos Grupo | Grupo Il Grupo | Grupo Il
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
Isotipos de anticorpos (ELISA)?
IgM 53+1,6% 2610 21+1,7* 1,0%09
100%" 100%" 55%* 10%
IgA 1507 11+04 1,1+05 10%03
65% 30% 30% 20%
IgG 15+06 29+14* 23'+13 39+16*
60% 85% 70% 90%
IgG1 30£20 32+16 37+24 52%23*
100% 100% 85% 100%
IgG3 20+09 1,8+05 3,17 25%12°
70% 85% 100%" 95%
Raz&o 1gG3:1gG1 07+04 0704 1,4+12"%* 0604
indice avidez® (slot-blot)
IgG1 52 +31% 67 +23* 32+ 24 50 + 27*

? Dados expressos como média e desvio padrdo do indice ELISA e percentagem de
positividade de cada grupo.

b Dados sdo expressos como média e desvio padrdo das percentagens do indice avidez.
Grupo |: amostras de soro colhidas de 0 a 4 meses do inicio da doencga (fase aguda).
Grupo II: amostras de soro colhidas entre 4 a 8 meses do inicio da doenca (fase
covalecente precoce).

* Diferencas significativas entre anti-SAG2A e anti-STAG dentro de cada grupo.

*Diferencas significativas entre os grupos contendo anti-SAG2A ou anti-STAG; P<0,05
determinado pelo t de Student ou pelo teste exato de Fisher quando apropriado.
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5. DISCUSSAO

A maioria dos Kits comerciais usados para realizar o diagnostico da toxoplasmose é
preparada primariamente utilizando extratos totais de T. gondii, que contém diferentes
macromoléculas e diferentes tipos de proteinas. Adicionalmente, varias preparacdes
antigénicas usados no diagndstico podem conter varios contaminantes, incluindo antigenos
ndo relacionados ao parasito, como antigenos derivados de cultura celular ou derivados
células de camundongo (LU et al., 2006). A producdo de preparacdes de extrato total de
taquizoitas de T. gondii apresenta consideravel variacdo entre os testes de diagnostico
utilizados na rotina, com isso a padronizacdo dos testes torna-se mais dificil, podendo
influenciar nos resultados do produto final (LU et al., 2006).

Alguns estudos tém demonstrado que o uso de proteinas recombinantes de T. gondii
apresenta um alto potencial de emprego no diagndéstico da toxoplasmose, com potencial de
substituir os extratos protéicos totais utilizados na rotina (BEGHETTO et al., 2003, 2006;
NIGRO et al., 2003; PIETKIEWICZ et al., 2004; HOLEC et al., 2007; GOLKAR et al.,
2007). A utilizacdo de proteinas recombinantes no diagnostico permitiria uma padronizacao
mais precisa dos testes, pelo fato de serem proteinas com um grau de pureza muito elevado, e
poderiam auxiliar no desenvolvimento de testes diagndsticos com maior poder de
discriminacdo entre fase aguda e crbnica da infec¢do por T. gondii, pela possibilidade de
escolha de antigenos especificos de cada fase (JOHNSON et al., 1992; BUFFOLANO et al.,
2005).

Existe uma necessidade premente do desenvolvimento de novos testes diagnosticos
que apresentem a propriedade de diferenciar infecgdes recentes (fase aguda e intermediéria)
de infeccBes com um carater mais tardio (fase crénica). A utilizagdo de testes com proteinas

recombinantes que apresentem esta capacidade discriminatoéria pode adquirir importancia
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clinica, principalmente em casos de infeccdo congénita, considerando os danos graves que
podem ocorrer no feto (KOTRESHA; NOORDIN, 2010).

Potenciais marcadores de fase aguda da infeccdo por T. gondii, como as proteinas
recombinantes MAG1 e GRA2 tem sido descritos. Recentemente, Béla e colaboradores
(2008) demonstraram que a proteina recombinante SAG2A apresentava potencial de ser
utilizada no diagnostico da toxoplasmose. Foi descrito que a utilizacdo da proteina SAG2A
em testes de ELISA indireto mostrou um aumento na positividade em pacientes que estavam
na fase aguda em comparacdo com pacientes na fase cronica. Este achado indicou que a
proteina recombinante SAG2A poderia ser utilizada como potencial marcador diagnostico de
toxoplasmose aguda (BELA et al., 2008).

O objetivo do presente estudo foi determinar a cinética da producdo de anticorpos
especificos para o T. gondii utilizando a proteina recombinante SAG2A em comparacao com
0 antigeno sollvel de Toxoplasma (STAg). Em adicdo, foi determinada a razdo entre 0s
anticorpos das subclasses 1gGl e 1gG3, avaliando-se se existia uma associacdo com
anticorpos tipicos de fase aguda (IgM e IgA) ou com o indice de avidez de IgG1 em amostras
seqiienciais de soros. Este estudo, realizado com 80 amostras de soros provenientes de 10
pacientes com diagndstico clinico e laboratorial de toxoplasmose, foi desenvolvido utilizando-
se como preparacdes antigénicas a proteina recombinante SAG2A e o extrato soltvel total
STAg e permitiu caracterizar o perfil cinético de anticorpos especificos dos isotipos IgM, IgA
e 1gG e das subclasses 1gG1 e 1gG3.

Foi desenvolvido, no presente estudo, um sistema eficiente de expresséo proteica, em
E. coli, utilizando baixas temperaturas (16 horas a 20 °C). Este sistema € conhecido por
permitir uma maior solubilidade das proteinas, de modo a evitar a formacdo de corpos de
inclusdo (agregados insoluveis) no citoplasma e diminuir a atividade das proteases que

poderiam diminuir o rendimento da producdo protéica (MAKRIDES et al., 1996;
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SORENSEN; MORTENSEN et al.,, 2005). A otimizacdo da expressdo de proteinas
recombinantes em E. coli € facilitada pela liberdade de controle dos parametros utilizados na
producdo destas proteinas. Dentre as principais estratégias para alcancar um maior
rendimento, destacam-se 0s parametros temperatura, taxa de expressao, taxa de metabolismo,
presenca de proteinas de fusdo e presenca de moléculas chaperones (JONASSON et al., 2002;
SORENSEN; MORTENSEN et al., 2005).

O sistema de expressdo utilizado permitiu gerar, com alto rendimento, um produto
protéico com aproximadamente 17- 20 kDa, diferindo do peso molecular esperado de 22
kDa. Esta diferenca reside no fato de que em sistemas de expressdao procariotos as
modificagdes pos-transducionais encontradas em eucariotos, tais como glicosilacdo e
fosforilacdo, ndo sdo produzidas; diminuindo desta forma o peso molecular do produto final
expresso (MAKRIDES et al.,1996;; SORENSEN; MORTENSEN et al., 2005).

Com o intuito de investigar se o produto obtido na purificagdo apresentava
antigenicidade, foi realizado o immunoblot utilizando o anticorpo monoclonal especifico para
a proteina SAG2A (mAb A4D12), soro policlonal positivo para T. gondii e soro negativo para
T. gondii. O mAb A4D12 reconheceu uma banda Unica no produto purificado, demonstrando
que, apesar das diferencas pds-traducionais entre a proteina recombinante e a proteina nativa,
0 epitopo reconhecido pelo mAb A4D12 foi preservado. Nesse contexto, a reatividade
soroldgica contra um soro policlonal positivo para toxoplasmose também foi avaliada. Nossos
resultados demonstraram uma forte reatividade contra o componente de 17-20 kDa e uma
reatividade mais fraca com um componente com peso molecular mais elevado. Este resultado
pode ser explicado pelo fato de muitas proteinas recombinantes formam dimeros estaveis
mesmo na presenga de SDS, incluindo membros de proteinas relacionadas a SAG-1
(BANEIX; MUJACIC, 2004; HE et al., 2002). Esta reacdo mais intensa detectando estas

formas diméricas menos abundantes, em analise de imunoblotting, pode ser explicada pela
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capacidade dos anticorpos policlonais reconhecerem varios epitopos da proteina e, portanto,
de intensificar a marcacdo do dimero neste tipo de analise. Em relagcdo ao teste com amostras
de soro negativos para toxoplasmose, observou-se a auséncia de reatividade, indicando que a
proteina estava livre de contaminantes que poderiam levar a resultados falsos-positivos.
Portanto, apds estes passos iniciais de producdo protéica, as analises cinéticas dos
anticorpos anti-T. gondii foram investigadas. Na analise cinética dos anticorpos IgM
especificos para STAg, por ELISA captura, uma diminuicdo gradual dos niveis foi observada
ao longo do tempo, embora todos o0s pacientes permaneceram com niveis de IgM positivos
até o ultimo bimestre. Um perfil similar foi observado para os niveis de IgM especificos para
SAG2A, utilizando-se ELISA indireto nos primeiros dois trimestres, sendo que muitos
pacientes tornaram-se negativos apos o terceiro trimestre (6-9 meses). Este resultado indica
que anticorpos IgM especificos para SAG2A foram produzidos em uma fase aguda precoce da
toxoplasmose, e que a positividade foi limitada no tempo quando comparada com a
positividade de anticorpos especificos para STAg, que permaneceu alta até o ultimo bimestre.
A permanéncia de niveis elevados de IgM em pacientes testados com STAg pode ser
explicada pelo fendomeno conhecido como ‘“arraste de IgM”, no qual pode ser detectada
positividade para IgM em pacientes com mais de um ano de infeccdo (HEGAB; AL-
MUTAWA, 2003; REMINGTON; THULLIEZ, MONTOYA, 2004; KOTRESHA;
NOORDIN, 2010). Por outro lado, os resultados obtidos com a diminui¢do da positividade
das amostras testadas com SAG2A, demonstra que o fendmeno de arraste de IgM
aparentemente ndo ocorre quando se utiliza esta proteina recombinante como preparacdo
antigénica. Alem disso, estes resultados demonstram pela primeira vez uma reducdo nos
niveis de anticorpos IgM especificos para SAG2A na transi¢édo entre as fases aguda precoce e
convalescente precoce, indicando que este marcador sorologico poder ser valioso nas

investigacOes diagnosticas de determinacdo da fase da infeccao.
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Os niveis de anticorpos IgA especificos para STAg foram analisados por ELISA de
captura de modo que foi observado uma reducdo gradual ao longo do tempo. Durante o
acompanhamento soroldgico, uma baixa sensibilidade foi observada no ELISA indireto
desenhado para deteccdo de IgA especificos para SAG2A. Em nossas condicdes, todas as
amostras foram negativas para IgA ap6s o segundo bimestre. A baixa sensibilidade detectada
neste ensaio revela que o ELISA indireto usado para detectar anticorpos IgA especificos para
SAG2A apresenta um limitado valor no diagndstico da toxoplasmose. De maneira semelhante
0 estudo de Gutiérrez e colaboradores (1997) demonstrou que a deteccdo de anticorpos IgA
especificos para T. gondii apresentou um limitado valor diagnéstico, mesmo utilizando o
ELISA de captura.

O acompanhamento sorolégico de anticorpos 1gG mostrou um perfil cinético crescente
similar para ambos antigenos, com niveis levemente maiores para SAG2A. Para ambos o0s
antigenos os niveis de anticorpos IgG foram maiores no terceiro trimestre (6-9 meses).
Ferrandiz e colaboradores (2004) utilizaram as proteinas recombinantes GRA1 e GRA7Y
(dominios N-terminais) em estudo cinético de anticorpos IgG em amostras de soros
sequenciais. O perfil encontrado ao longo do tempo, por estes autores, apresentou um perfil de
reatividade extremamente heterogéneo entre os pacientes, hora alternando entre reducdes e
aumentos dos niveis de anticorpos no decorrer dos meses analisados. Em nosso estudo, o
perfil de anticorpos 1gG para SAG2A foi mais homogéneo de modo que o perfil foi
uniformemente crescente em todas as amostras de soros nos bimestres analisados. Este achado
sugere que a proteina recombinante SAG2A apresenta um potencial de utilizacdo em estudos
cinéticos para anticorpos IgG.

Outro trabalho descrito na literatura empregando andlise cinética de anticorpos IgG
utilizando-se proteinas recombinantes (GRA4, GRA7 e ROP2) foi desenvolvido por Altcheh

e colaboradores (2006). O perfil cinético de anticorpos IgG especificos para as proteinas
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recombinantes GRA4 e GRA7 encontrado por estes autores foi decrescente ao longo do
tempo, enquanto que o perfil da proteina ROP2 foi muito semelhante ao observado em nosso
estudo para SAG2A, com niveis crescentes ao longo do tempo. Estes achados mostram que
diferentes proteinas recombinantes podem apresentar padrdes cinéticos variados.

O perfil cinético de anticorpos IgG1 especificos para T. gondii foi analisado utilizando o
teste ELISA indireto. Apo6s analise dos resultados, foi demonstrado que os niveis de
anticorpos 1gG1 aumentavam ao longo do tempo para ambos antigenos. Os maiores niveis
para STAg foram detectados no segundo bimestre, enquanto que para SAG2A foram no
terceiro bimestre. Béla e colaboradores (2008) demonstraram que 0s hiveis de anticorpos
IgG1 e percentagem de positividade foram menores em amostras de soros consideradas de
fase cronica. Em nosso estudo a reatividade em soros de fase aguda precoce foi inferior
guando comparado com soros de fase convalescente precoce. Essas diferencas entre os dois
trabalhos podem ser atribuidas ao tipo de amostragem utilizada, pois enquanto em nosso
estudo utilizamos amostras de soros sequienciais em um estudo longitudinal, no trabalho de
BELA e al. (2008) foram utilizadas amostras de soros de fase aguda ou cronica em um estudo
coorte.

Em adicdo, o perfil cinético de anticorpos IgG3 foi avaliado para STAg e SAG2A
utilizando o ELISA indireto. O perfil cinético dos anticorpos IgG3 para STAg foi muito
similar para o que foi visto com os anticorpos 1gG1 contra STAg, porém com niveis mais
baixos . Os niveis de anticorpos 1gG3 para SAG2A foram maiores no primeiro trimestre, com
reducdo continua ao longo do tempo. Huskinson e colaboradores (1989) utilizando o ensaio
immunoblot observaram que o anticorpo 1gG3 testado contra o antigeno total de T. gondii
reconhecia preferencialmente bandas protéicas com peso molecular abaixo 35 kDa. O
anticorpo 1gG3 reconheceu uma banda proeminente de aproximadamente 22 kDa em soros de

pacientes em fase aguda. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados em nosso trabalho
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com pacientes de fase aguda precoce apresentando altos niveis de IgG3 contra a proteina
recombinante SAG2A. Os altos niveis de 1gG3 para SAG2A no primeiro bimestre do
acompanhamento sorolégico sugerem que este isOtipo poderia ser um parametro
complementar no diagnéstico da toxoplasmose aguda.

Da analise da razdo IgG3:1gG1 ao longo do tempo, uma diferenca significante foi
observada para razdo 1gG3: IgG1 para SAG2A em comparacdo com a razdo 1gG3: 1gG1 para
STAg no primeiro trimestre. A alta razdo 1gG3:1gG1 detectada neste primeiro momento da
infeccdo foi devido aos altos niveis de 19G3 quando comparado com 0s baixos niveis de
IgG1l. Deste modo, a alta razdo 1gG3:1gG1 para SAG2A poderia ser considerado um fator
adicional que poderia ser utilizado, junto com outros marcadores, no diagnostico da fase

aguda precoce da toxoplasmose com potencial de discriminacdo de fases.

Tendo em vista que o ELISA avidez tém sido utilizado para diferenciar pacientes com
infeccdo aguda e cronica (CAMARGO et al., 1991), foi realizado um ensaio slot-blot avidez
para avaliar o perfil cinético de anticorpos IgG1 em presenca do agente desnaturante uréia. A
avidez dos anticorpos 1gG1 para a SAG2A foi menor quando comparado com os indices
avidez de IgG1 para STAg em todos os trimestres analisados. As amostras de soros, no
primeiro e no segundo bimestre, apresentaram baixa avidez (IA<40%) quando SAG2A foi
usado como antigeno. Este dado € contrastante com o indice de avidez intermediario
(40%<IA<60%) que foi observado quando o antigeno utilizado foi o STAg. Em adicdo, os
indices avidez no terceiro e no quarto bimestre para STAg foram maiores ( 1A >60%) em
comparacdo com os indices que foram observados com SAG2A (40%<I1A<60%), sugerindo
que em amostras de fase mais aguda a avidez de 1gG1 para SAG2A é menor. Estes dados
estdo consistentes com a expresséo exclusiva da proteina SAG2A em taquizoitas de T. gondii,

que sdo formas predominantes na fase mais inicial da infecgdo. Outra explicacdo para este
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fendmeno de avidez é a disponibilidade intrinseca numérica de epitopos em cada tipo de

antigeno empregado.

Estes resultados sugerem que a avidez de IgG1 para SAG2A poderia ser uma ferramenta
promissoria para diferenciacdo de amostras de pacientes em uma fase aguda mais precoce
(primeiro e segundo bimestre) ou convalescente precoce (terceiro e quarto bimestre).
Recentemente, Elyasi e colaboradores (2006) demonstraram um fendmeno similar utilizando
0 teste de avidez de IgG para o antigeno recombinante GRAG6. Neste estudo 0s autores
mostraram presenca de anticorpos IgG de baixa avidez contra a recombinante GRA6 em
pacientes com menos de 4 meses de infeccdo. Além disso, foi mostrado uma melhor
performance no teste ELISA avidez pra IgG especifico para GRA6 em comparacao o teste
comercial de avidez baseado em extratos totais. Em nosso trabalho, os resultados foram muito
semelhantes ao trabalho de Elyasi, de modo que a diferenca nos indices avidez de IgG1 entre
a proteina recombinante SAG2A e o STAg foram evidentes em pacientes do grupo | ( menos
de 4 meses de infec¢édo)

A andlise da associagdo entre a razdo 1gG3:1gG1 especifica para SAG2A e anticorpos
IgM especifica para STAg mostrou diferencas significantes entre os duplo-positivos em
amostras de soros da fase aguda precoce (grupo 1) e convalescente precoce (grupo I1). No
grupo | foi observado uma alta percentagem de associagédo (55%) entre alta razdo 19G3:1gG1
e altos niveis de anticorpos IgM, enquanto que no grupo |l a percentagem foi de asssociacao
foi apenas 10%. Este resultado sugere que em uma fase mais tardia ocorre uma redugdo no
numero de amostras de soros que sdo positivas para IgM e para razéo 1gG3:1gG1. Em relacédo
as amostras de soros que tiveram baixa razdo 1gG3:1gG1 e altos niveis de deteccdo de IgM, as
percentagens de associacdo encontradas foram de 45 % para o grupo | e de 90% para o0 grupo
Il. Tendo em vista que em muitos casos baixos titulos de IgM especificos para STAgQ

persistem além da fase aguda de infeccdo (KOTRESHA; NOORDIN, 2010), os resultados
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encontrados no presente estudo ganha relevancia, uma vez que a razdo 1gG3:1gG1 é alta
somente na fase aguda precoce. Portanto, amostras de soros que tiverem altos niveis de IgM e
baixa razdo 19G3:1gG1l para SAG2A apresentam uma probabilidade maior de estar em uma
fase mais tardia da infeccdo, e que a IgM detectada constitui um fenomeno de “arraste de
IgM”. Estudos até aqui desenvolvidos (HUSKINSON et al., 1989) demonstram que amostras
de soros que reconhecem fortemente a SAG2 em pacientes de fase aguda, apresentam altos
titulos de anticorpo IgM corroborando os resultados de associacdo encontrados no presente
estudo.

Na anélise das associacdes com o anticorpo IgA, os soros duplo—negativos apresentaram
uma aumento da percentagem de associacao do grupo | ( 10%) para o grupo Il ( 65%). Deste
modo, no grupo convalescente precoce a percentagem de soros negativos para ambos 0s
parametros foi alta, j& que os niveis de anticorpos IgA e IgG3 sdo encontrados mais
precocemente. Este resultado sugere que uma baixa razdo 1gG3:1gG1 para SAG2A associada
com baixos niveis de IgA para STAg poderia excluir a fase aguda precoce da infec¢do por T.
gondii, com uma maior probabilidade dos soros estarem em uma fase convalescente precoce.

Em relacdo a associacdo entre a razdo 1gG3:1gG1 e os indices de avidez de IgG1 para
SAG2A, foi observado que soros com baixa razdo 1gG3: IgG1 e baixos indices de avidez de
IgG1 apresentaram uma maior percentagem de associagdo no grupo | em comparagdo com o
grupo Il, tendo em vista que os niveis de IgG3 estdo altos no inicio da infeccdo e que 0s
indices de avidez encontram- se baixos. Amostras com baixa razéo 19gG3:1gG1 associado com
altos indices avidez de 1gG1 apresentaram maior associacdo no grupo Il, tendo em vista que
0s niveis de IgG3 diminuem e os indices de avidez para IgG1 aumentam ao longo do tempo.
Esses resultados demonstram que a associagéo entre a razdo 1gG3:1gG1 e os indices de avidez
para IgG1 poderiam ser uma parametro complementar na diferenciacdo de fases de infeccéo

por T. gondii.
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Embora tenha sido observado diferencas entre as reatividades de anticorpos IgM e IgA
entre 0s grupos e para ambos antigenos, foi observado uma baixa sensibilidade quando a
SAG2A foi usada como antigeno, em decorréncia da utilizacdo da metodologia ELISA
indireto , que apresenta uma sensibilidade menor quando comparado ao ELISA captura.De
outro modo, as andlises de anticorpos IgG, 1gG1 e 1gG3 revelaram altos valores de
positividade sugerindo que IgG1l e 1gG3 poderiam ser isotipos de valor no diagnostico da
toxoplasmose.

O presente estudo constitui o primeiro esforco para esclarecer o perfil cinético da
resposta imune humoral contra a proteina recombinante SAG2A em amostras sequenciais de
soros de pacientes com toxoplasmose aguda. Nossos resultados demonstraram que a cinética
da producéo de anticorpos IgG1 e 1gG3 sdo diferentes ao longo do tempo de infeccdo e que a
razdo 1gG3:1gG1l em associacdo com outros parametros, tais como niveis de anticorpos
IgM/IgA para STAg ou indices avidez de anticorpos IgGl para SAG2A poderiam ser
ferramentas promissoras para diferenciar amostras de fase aguda precoce e convalescente
precoce. Estudos adicionais sdo necessarios com o objetivo de se verificar o valor de cada um
destes parametros isoladamente ou em conjunto, bem como a utilizagdo de proteinas
recombinantes em compara¢do com proteinas nativas no intuito de aumentar a acuracia dos

testes diagnosticos utilizados para a determinacéo da fase da infeccdo humana por T. gondii.
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6. CONCLUSOES

Os perfis cinéticos da producdo de anticorpos 1gG, IgM e IgA para SAG2A e STAg
em pacientes com diagnostico de toxoplasmose aguda apresentaram comportamentos
distintos para os isotipos, de modo que, para IgM e IgA o perfil foi decrescente,

enquanto que para IgG foi crescente.

O antigeno SAG2A recombinante apresentou uma cinética de producdo crescente para
anticorpos da subclasse 1gG1, enquanto que o perfil cinético de IgG3 foi decrescente,
com altos niveis detectaveis no primeiro bimestre. Com o antigeno STAg a cinética
dos anticorpos 1gG1 e IgG3 foi semelhante , apresentando um platd no segundo

bimestre.

A determinacdo dos titulos e da avidez de anticorpos IgGl frente ao antigeno
recombinante SAG2A por slot-blot demonstrou ser uma potencial ferramenta para a

caracterizacdo amostras em fase aguda precoce da infeccdo por toxoplasmose.

A razdo 1gG3:1gG1 em associacdo com anticorpos IgM e IgA especificos para STAg e
com indices de avidez para IgGl mostrou potencial para ser considerado um
parametro adicional no diagndstico da toxoplasmose humana, principalmente na

diferenciacéo de fase aguda precoce e convalescente precoce.
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Pesquisadora Responsavel pelo Projeto de Pesquisa intitulado: “Dindmica de
marcadores sorolégicos na infecgdo aguda recente pelo Toxoplasma gondii”

Senhora Pesquisadora,

Através deste informo & V.Sa., que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro
Biomédico da Universidade Federal do Espirito Santo, apds analisar o Projeto de Pesquisa
intitulado: “Dinimica de marcadores sorolégicos na infecgiio aguda recente pelo
Toxoplasma gondii” ¢ o Termo de Consentimento Livre e Eselarecido, cumprindo os
procedimentos internos desta Instituigio, bem como as exigéneias das Resolugdes 196 de
10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07,99, APROVOU o referido projeto, ¢m reunido
ordindria realizada em 30 de margo de 2005,

Gostariamos de lembrar que cabe ao pesquisador elaborar e apresentar os relatorios
parciais ¢ finais de acordo com a resolugio do Conselho Nacional de Satide n” 196 de
10/10/96, inciso IX.2. letra *c”

Atenciosamente,

|

. £ i

Prof Dr.Fausts Edmunda !.ims Bargiti
Coatdanadot
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