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Enquanto houver sol

Quando nado houver saida
Quando nédo houver mais solugdo
Ainda ha de haver saida
Nenhuma idéia vale uma vida
Quando nado houver esperanca
Quando néo restar nem iluséo
Ainda ha de haver esperanca

Em cada um de nés, algo de uma
crianca

Enquanto houver sol, enquanto
houver sol

Ainda havera

Enquanto houver sol, enquanto
houver sol

Quando nédo houver caminho
Mesmo sem amor, sem direcao

A sbs ninguém esta sozinho

E caminhando que se faz o caminho
Quando néo houver desejo
Quando nao restar nem mesmo dor
Ainda hé& de haver desejo

Em cada um de nos, aonde Deus
colocou.

Enquanto houver sol, enquanto
houver sol

Ainda havera

Enquanto houver sol, enquanto
houver sol

Sérgio Britto
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RESUMO

O Toxoplasma gondii (T.gondii) é um dos principais agentes causadores de Uveite posterior
Presumidamente por T. gondii (UPAPT) em diferentes partes do mundo. A infecgdo
predomina em jovens da segunda e terceira década de vida e ¢ considerada a maior causa de
perda da acuidade visual e cegueira. O diagnostico da fase ativa da toxoplasmose ocular ¢
dificil de ser realizado. Os exames soroldgicos fornecem uma informagao valiosa para realizar
o diagnostico etiologico desta doenca, mas freqiientemente, ndo sdo conclusivos. O parasito
causa a infeccdo latente. Algumas proteinas identificadas atualmente pela biologia molecular
convencional e, utilizadas como marcadores no diagnostico laboratorial, ndo conseguem
discriminar entre toxoplasmose ativa e cronica, dificultando a intervencdo terapéutica no
momento adequado. Estudos prévios melhoraram o diagnostico da toxoplasmose congénita
usando immunoblotting bidimensional (2DIB). Nés desenvolvemos um método de 2DIB com
o antigeno de taquizoitos da cepa RH do T. gondii para investigar as diferentes respostas dos
anticorpos IgA e IgG ao parasito usando o soro de pacientes com e sem UPAPT. 68% das
proteinas antigénicas foram reconhecidas especificamente pelos anticorpos IgA presentes no
soro de pacientes com UPAPT. Nossos dados sugerem que estas proteinas antigénicas podem
ser usadas como possiveis marcadores no diagndstico da toxoplasmose ocular ativa.

Palavras chave: protedmica, toxoplasmose ocular, eletroforese bidimesional

Vi
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii (T.gondii) is one of the main causing agents of Active posterior uveitis
presumably due to Toxoplasma gondii infection (APUPT) in different parts of the world. The
infection predominates in young people, in the second and third decade of life and is
considered the major cause of loss of the visual acuity and blindness. The diagnosis to active
toxoplasmosis in patients with ocular toxoplasmosis it is fairly difficult. Serologic exams
provide valuable information to distinguish the etiologic diagnosis of this disease, but more
frequently cannot be ascertained. The parasite causes latent infection. Some proteins currently
identified through conventional molecular biology, and used as markers do not discriminate
between active and chronic toxoplasmosis, what make difficult the therapeutic intervention in
the adequate moment. Previous studies improved the diagnosis of congenital toxoplasmosis
using two-dimensional immunoblotting (2DIB). We developed a 2DIB method with
tachyzoite antigen of T. gondii RH strain to investigate differentiation between IgA and IgG
antibodies response to T. gondii using sera from patients with and without APUPT. 68% the
antigenic proteins were recognized specifically by the IgA antibodies present in the UPAPT
patients sera. Our data suggest that these antigenic protein can be used as possible markers in

the diagnosis of active ocular toxoplasmosis.

Keywords:  proteomic, ocular  toxoplasmosis, electrophoresis  two-dimesional

Vii
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1. INTRODUCAO

A Toxoplasmose ¢ uma infeccdo causada pelo Toxoplasma gondii (T.gondii),
protozoario intracelular obrigatorio, promotor de uma das protozooses mais cosmopolita. Essa
infeccdo € extremamente comum entre os seres humanos, e também em vdrias espécies de
animais (herbivoros, carnivoros e onivoros). Dentre os felinos, no nosso habitat, apresenta

como hospedeiro completo do parasito o gato doméstico (TENTER et al., 2000).

A Toxoplasmose ¢ uma infec¢do pandémica, apresentando na sua maioria individuos
assintomaticos. A populagdo mundial apresenta indices de soropositividade que variam entre
20 a 90%, contribuindo para isto, habitos sdcio-culturais, alimentares, fatores geograficos e
faixa etaria (GIRALDO et al., 2000, TENTER et al., 2000, FERREIRA & BORGES, 2002,

REMINGTON et al., 2004)

No Brasil 50 a 80% dos adultos sdo soros positivos (OREFICE & BONFIOLI, 2000).
Em Pernambuco as taxas de prevaléncia em adultos ¢ cerca de 75% (COELHO et al., 2003), e

em criangas na faixa etaria de 9 a 15 anos ¢ de 79,1% (KOBAYASHI et al., 2002).

A Toxoplasmose apresenta diferentes formas clinicas, destacando-se a ocular, que
pode ser de origem congénita, com manifestagdes clinicas precoces ou tardias, ou ainda, ser
adquirida apds o nascimento. Comumente, se conhece que a toxoplasmose ocular ¢ resultado
de reativacdo de uma infec¢do latente, em pacientes com infeccdo congénita. Todavia, lesdes
oculares também tém sido descritas em pacientes com infec¢do aguda (MONTOYA &
REMINGTON, 1996; SILVEIRA et al., 1988). Em ambos os casos, a infec¢ao ocular pode

resultar em perda parcial ou completa da visao, ou em glaucoma (METS et al., 1996).
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A manifestagdo clinica, mais comum, resultante da toxoplasmose ocular ¢ a UPAPT —
Uveite Posterior Presumidamente pelo Toxoplasma gondii (LYNCH et al., 2004). A
proliferacdo do parasito provoca necrose celular resultando retinites necrotizantes,
comprometendo as estruturas subjacentes, e levando ao termo de retinocoroidite toxoplasmica

(TABBARA, 1990).

No Brasil, cerca de 50 a 80% das uveites tém como origem etiologica o T. gondii
(LYNCH et al. 2004, ABREU et al.1987, TENTER et al. 2000). A regido sul ¢ uma das mais
afetadas por esta forma clinica. Estudos epidemioldgicos realizados na populacdao de Erechim,
no Rio Grande do Sul, revelaram que 95% da populacdo apresentou-se soropositivo para
T.gondii e 20% desta, apresentava toxoplasmose ocular. Segundo os autores, esta prevaléncia
¢ 30 vezes mais alta do que as observadas em outras regides do mundo (YAMAMOTO et al.,

2000).

, .

O diagnostico da Toxoplasmose ocular, freqiientemente, ¢ apoiado em aspectos
clinicos tipicos, com a presenca de uma lesdo ativa, branco-amarelada, com cicatriz
pigmentada e perivasculite. Entretanto, outras causas podem conduzir ao mesmo aspecto
clinico. O diagnostico laboratorial vem auxiliar no diagnostico diferencial de tais lesdes
(LYNCH et al., 2004).

Os testes sorologicos sdo, no momento, a principal ferramenta laboratorial no
diagnéstico da Toxoplasmose. Entretanto, ainda apresentam dificuldades em discriminar entre
a toxoplasmose ativa (aguda ou reativa) e cronica (latente). Freqlientemente os testes
sorologicos utilizam como antigeno o extrato de proteinas totais do parasito, desse modo,
ainda apresentam lacunas em relacdo a identificagdo de fases especificas da infec¢do. As
lesdes oculares causadas pelo T. gondii podem apresentar-se de forma grave e até mesmo

irreversivel, desse modo, o diagndstico precoce da infeccdo ¢ de fundamental para a
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interven¢do terapéutica no momento adequado (ABREU et al., 1987; KUSSENHLATT et al.,
1994).

Atualmente, a identificacdo de proteinas antigénicas especificas de cada fase evolutiva
do T. gondii, e conseqiientemente, de cada fase da infecgdo, vem sendo realizada através de
estudos protedmicos. A andlise protedmica vem auxiliando ainda, na compreensdo da
patogénese da Toxoplasmose, na identificacdo de proteinas de transicdo do bradizoito para
taquizoito, e no conhecimento dos mecanismos envolvidos na resposta imune do hospedeiro
contra a infeccdo (COHEN et al., 2002; ZHOU et al., 2004).

NIELSEN et al. (2005), realizaram estudos protedmicos para o diagnostico da
Toxoplasmose congénita. Os resultados obtidos permitiram identificar perfis diferentes de
expressao protéica comparando os soros de maes, soro convertido durante a gestagdo, e soros
de seus respectivos recém-nascidos infectados, levando os autores a sugerirem a utilizagdo da
eletroforese 2D, seguida de Western blotting, como uma nova opc¢do no diagnodstico da
Toxoplasmose congénita.

Com base no exposto, o presente estudo se propds identificar proteinas antigénicas, de
taquizoitos do T. gondii, marcadoras de fase ativa da infecg¢@o, reconhecidas por soros de
individuos com lesdo ocular (UPAPT- casos) e sem lesdo ocular (sem UPAPT - controles),

através da analise protedmica (eletroforese bidimensional / 2-D e Western blotting).
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2.1. BIOLOGIA PARASITARIA

O Toxoplasma gondii (T. gondii), protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, ordem
Eucoccidia, ¢ um parasito obrigatdrio capaz de infectar aves e mamiferos, inclusive o0 homem

(COUTINHO & VERGARA, 2005).

Este parasito foi descrito inicialmente por NICOLLE e MANCEAU em 1908, presente
em células do bago ¢ figado de um roedor norte-africano, Ctenodactylus gondii. Em 1909,
eles introduziram o género Toxoplasma com a espécie T. gondii. No Brasil, quase
respectivamente, SPLENDORE, também descreveu o mesmo parasito a partir de coelhos

mantidos em laboratorio, e o denominou Toxoplasma cuniculi. (KAWAZOE, 2005).

Durante varios anos, inumeras espécies de Toxoplasma foram nomeadas
principalmente de acordo com a espécie de hospedeiro dos quais eles foram captados
(TENTER et al., 2000). SABIN, na década de 30, desenvolveu estudos de comparagdo
imunologicas e biologicas, do Toxoplasma, e estes forneceram evidéncias de que os varios

parasitos tanto de origem animal quanto de humano eram idénticos (HINRICHSEN, 2001).

Os casos da doenca passaram a serem descritos em 1923, quando o oftalmologista
JANKU, observou lesdes oculares em um paciente. WOLF & COWEN, em 1937, relataram
casos de criangas em que, provavelmente, a transmissdo congénita havia ocorrido. No Brasil,
importantes contribuicdes foram feitas, principalmente por TORRES, em 1927, quando fez as
primeiras descrigdes anatomo-patoldgicas da doenga, e por DELASCIO, em 1956, com
detalhadas informagdes sobre a forma congénita. SABIN & FELDMAN, em 1948,
desenvolveram o teste sorologico (teste do corante ou reagdo de Sabin-Feldman)
possibilitando a associacdo das varias apresentacdes clinicas da doenga a etiologia pelo T.

gondii.
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Estudos realizados sobre os mecanismos de transmissdo do T. gondii foram

apresentados em 1960. No final da década de 60, os gatos foram considerados hospedeiros

definitivos, devido a relatos do encontro de oocistos (forma evolutiva proveniente da

reproducdo sexuada do parasito), em suas fezes.

A classificacdo Sistematica do parasito (Fig.l) esta assim compreendida: Reino:
Protista; Filo: Apicomplexa; Classe: Sporozoa; Ordem: Eucoccidiida; Familia:

Sarcocystidae; Género: Toxoplasma; Espécie: T. gondii (REY, 2002).
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Figura 1: Esquema mostrando a ultra-estrutura do Toxaplasma gondii.
Fonte: www, google/imagensd Toxeplasna, gondii .com.br
O T. gondii é um parasito intracelular obrigatorio capaz de invadir qualquer tipo de
célula, exceto hemacias, no organismo dos seus hospedeiros (homens ou animais) para se
multiplicar. O sucesso deste parasito como patdgeno ¢ atribuido a sua capacidade de invadir,
residir e multiplicar-se dentro da célula hospedeira, com a formagao do vacuolo parasitoforo
(Fig. 2), no qual se reproduz assexuadamente por endodiogenia (processo de multiplicagdo

assexuada), produzindo aproximadamente 2'' (HOFF & CARRUTHERS, 2002).
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As principais estruturas envolvidas na penetragdo da célula do hospedeiro
apresentam-se no complexo apical do parasito. O parasito aderi a célula pelos de receptores
de superficie (SAG) e orienta seu complexo apical de forma a criar uma jungao intracelular e,
formar na célula um vacuolo confortavel que o protege contra radicais livres, variacdes de pH,
flutuagdes osmoticas e contato com anticorpos, evitando assim, os mecanismos de defesa do
hospedeiro (HUYNH et al., 2003). Esta forma de invasdo expde o minimo de antigenos, o

que dificulta o reconhecimento da resposta imune (HIRAMOTO et al., 2001).

Figura 2: Invasdo e replieagdo do taguizeitp na eélula hospedeira. 1- Adesio da
parte anterior do parasita (Complexe apical) & membrana celular, 2- invagmagiio da
membrana celular, 3- formagiio do vaciole parasitéforo, 4-5- Multiplicagio do parasita,
6- saida do parasita ¢ merte celular.

Fonte: TEEWMDE in Parasitalogy 18 (6), 2002}
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2.2. MORFOLOGIA DO PARASITO

O T. gondii apresenta como principais formas evolutivas ao longo de seu ciclo (Fig. 3)
a: taquizoitos (forma proliferativa), b: bradizoitos (forma cistica) e c: oocistos, o qual contém

esporozoitos (TENTER et al., 2000).
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Figura 3: Principais formas evolutivas do T.gendii: a: taquizoiteitas, b: bradzoitas, e: oocisto
mmaturo e d: oocisto maduro, contendo dois esploroblastos, apresentando quatro esporozoitas.
Fonte: www.cdc. gov e www.ich.ufmg br.

Os taquizoitos (2-4 x 5-8 pum) tém forma alongada em crescente ou ovalada.

Multiplica-se por um tipo particular de divisdo bindria (endodiogenia), em todos os tipos de

células do hospedeiro (Fig. 3a), exceto nas hemacias (COUTINHO & VERGARA, 2005).

Os bradizoitos apresentam estrutura analoga a dos taquizoitos, diferindo quanto as
moléculas estagio-especificas em sua membrana, enzimas e proteinas de choque térmico.
Outra diferenca essencial ¢ a resisténcia dos bradizoitos a digestdo por acido-pepsina
(LYONS et al., 2002). Na célula parasitada eles se dividem lentamente em vacuolos
parasitoforos, levando a perda completa da estrutura da célula do hospedeiro, originando
cistos de paredes nitidas, contendo milhares de bradizoitos. O aparecimento dos cistos esta

relacionado a uma resposta efetiva, mas que ndo age sobre os bradizoitos no interior dos

cistos (Fig. 3b) (COUTINHO & VERGARA, 2005).
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Os oocistos (10x12pum) tém forma arredondada, sendo encontrados nas fezes dos
gatos, ainda imaturos, aos milhares durante a fase aguda da infeccdo que tém permanéncia,
em geral, de uma a trés semanas (Fig. 3c). Apos cerca de quatro dias no solo tornam-se
maduros, por um processo chamado esporogonia, passando a conter dois esporocistos, cada
um deles com quatro esporozoitos (Fig. 3d). Os oocistos maduros sdo infectantes quando

ingeridos pelo proprio gato e por outros animais, inclusive o0 homem. (KAWAZOE., 2005).

O filo Apicomplexa apresenta além do T. gondii outras espécies de patégenos de
interesse, como o Plasmodium (agente da malaria), Cryptosporidium spp (agente da
Cryptosporidiose), e Eimeria ( agente das coccidioses em animais). Todavia, para o estudo
dos aspectos biologicos do filo, o T. gondii aparece como importante modelo (SINAI et al.,
1997) para a taxonomia, € 0 mais acessivel para manipulagdo experimental. Em termos de
ultra-estrutura do parasito, tanto os taquizoitos como bradizoitos e esporozoitos apresentam
um complexo apical tipico do filo constituido de condide e roptrias que sdo importantes no

mecanismo de penetracdo das células do hospedeiro.
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2.3.0 CICLO BIOLOGICO

O gato e outros felinos, principalmente os mais jovens, sdo 0s Unicos animais em que
o T. gondii desenvolve o ciclo sexuado (gametogonico), nas células epiteliais do intestino
delgado através de multiplicagdo por endodiogenia e merogonia. A grande quantidade de
taquizoitos no vacuolo parasitoforo e sua intensa mobilidade fazem com que haja uma ruptura
inicial do vacuolo e posterior da célula, colocando em liberdade o parasito (merozoitos) para
um novo processo de invasdo nas células intestinais e transformagdo em gametdcitos
(microgametas e macrogametas). Os microgametas fertilizam os macrogametas e formam o
zigoto ou ovo, que evolui formando uma parede dupla e origina o oocisto (KAWAZOE, 2005;
COUTINHO & VERGARA, 2005). O oocisto que saem nas fezes apresenta-se imaturos, no
ambiente, sofrem esporulagdo (tornando-se infectante) resultando na forma final de
resisténcia (REY, 2002; HOFF & CARRUTHERS, 2002). Nestes animais também
desenvolve o ciclo assexuado do parasito, com formagdo de cistos nos tecidos. O Toxoplasma
representa um raro exemplo de parasito cujo ciclo assexuado pode continuar por

carnivorismo, independentemente do ciclo sexuado (COUTINHO & VERGARA, 2005).

A Toxoplasmose ¢ adquirida por humanos e outros hospedeiros intermediarios (aves e
mamiferos) através da ingestdo oral de oocistos maduros, taquizoitos, ¢ cistos (Fig. 4).
Embora, os taquizoitos que chegam ao estdmago sdo destruidos pelo suco gastrico, so
sobrevivendo aqueles que penetram no organismo através da mucosa oral. Os oocistos e cistos
ao passarem pelo estomago sofrem a ac¢do do suco digestivo, liberando respectivamente
esporozoitos e bradizoitos na luz do intestino, estes penetram no epitélio intestinal do
hospedeiro e passam para estagio de taquizoitos. Desse modo inicia-se o ciclo assexuado do

parasito levando a uma infec¢do sist€émica, onde ocorre o parasitismo em varios tecidos do
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hospedeiro. E nos hospedeiros imunocomprometidos ou imune imaturos, uma infec¢ao aguda

disseminada (BARRAGEN & SIBLEY, 2002).
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Figura 4. Ciclo do Toxoplasne gondis em ambo: hospedewros: completo {gato) & meompleto
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Fomte: Ihstragiio de Maria da Coneeiglio Gomes Leitde.
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Quando um individuo ¢ infectado pela primeira vez, ndo tendo ainda imunidade
adquirida por infec¢do anterior, o parasito ndo encontra resisténcia especifica do hospedeiro,
podendo ter a fase de multiplicacdo rapida em suas células (endodiogenia), expandindo o
parasitismo por via hematogénica, e originando a chamada fase aguda da infec¢do pelo T.
gondii. Essa fase ocorre, na maioria das vezes de forma inaparente no hospedeiro humano
imunocompetente, originando a toxoplasmose infec¢cdo. Menos freqiientemente, pode originar
a toxoplasmose doenca, com sintomatologia em geral benigna. Varios tecidos podem estar
infectados, incluindo muscular estriado e cardiaco, linfatico, SNC, ocular e placentario

(COUTINHO & VERGARA, 2005).

Com o surgimento da resposta imune adaptativa do hospedeiro, duas a trés semanas
apos a primoinfec¢do, a fase de multiplicacdo rapida do parasito vai se extinguindo e,
conseqiientemente, a fase aguda da infeccdo. O parasito passa a se multiplicar mais
lentamente, passando para outro estagio, o bradizoito. Este periodo ¢ chamado fase latente ou
cronica da Toxoplasmose, uma vez que os individuos estdo inteiramente saudaveis, mas tendo
cistos contendo parasitos viaveis em varios tecidos, principalmente no muscular estriado e
cardiaco e no SNC. Todavia, a eventual ruptura de um cisto libera bradizoitos que, livres de
resposta imune competente, podem se transforma novamente em taquizoitos gerando

reagudizagdo do processo (COUTINHO & VERGARA, 2005, KAWAZOE, 2005).

11
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2.4. MECANISMOS DE TRANSMISSAO

A transmissdo do T.gondii atinge além dos seres humanos varios animais como o0s
herbivoros, os onivoros e carnivoros (REIMINGTON et al., 1985). A ampla distribuicao
mundial, diversidade de hospedeiros parasitados e das formas evolutivas infectantes do

parasito resulta em varias rotas de transmissdo (TENTER et al., 2000).

Viérios individuos sdo infectados inadvertidamente, desta forma uma rota especifica
de transmissdo ndao pode ser estabelecida. A variacdo da soroprevaléncia do T. gondii
apresenta possivel correlagdo com habitos alimentares e de higiene da populacao. Isto reforca
a confirmacdo da via oral como maior fonte de infeccio (DESMONTS et al., 1965;
REMINGTON et al., 2001). A transmissdo vertical ocorre através dos taquizoitos, que sao
passados para o feto por via transplacentaria (DUBEY et al., 1998). A transmissdo horizontal
do parasito pode envolver trés estagios do seu ciclo de vida, oocistos esporulados, cistos

teciduais e taquizoitos.

O oocisto, esporulado, ¢ sugerido como a forma evolutiva, mais efetiva, de
perpetuacdo do parasito entre os humanos, inclusive em vegetarianos, que nao ingerem carne
(REIMINGTON et al., 1994). Os oocistos constituem uma importante fonte de transmissao
para animais herbivoros, roedores, aves; animais carnivoros e onivoros, que também podem
se infectar oralmente. Acredita-se que a maioria das transmissdes horizontais seja causada
pela ingestdo de cistos teciduais e oocistos em alimentos e 4gua contaminados com fezes de

felinos. (EDELHOFER et al., 1996; JANITSCHKE et al., 1999; DUBEY et al., 2000).

12
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Nas Américas, acometimento recente da Toxoplasmose aguda em humanos tem sido
associado a este tipo de contaminagdo do meio ambiente por oocistos (AMENDOEIRA, 2003;

BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003).

Os cistos de T. gondii, presente nos tecidos animais, representam uma importante
forma de transmissdo do parasito para animais carnivoros e onivoros, inclusive o homem. Os
cistos ja podem ser desenvolvidos por volta do sexto ou sétimo dia apos a infecgdo, e
provavelmente persiste por toda a vida do hospedeiro (DUBEY et al., 1998). Todavia, o
nimero exato dos cistos que foram desenvolvidos no interior do hospedeiro e a localizacao
destes, depende da espécie do hospedeiro parasitado (DUBEY et al., 2000; SHIRLEY et al.,

1997; TENTER et al., 1999).

Os taquizoitos sdo os principais responsaveis pelos casos de transmissdo vertical
(congénita) do T. gondii. Os taquizoitos, presentes inclusive no sangue, podem originar
transmissoes intra-uterinas, causando danos ao embrido ou feto. Nos ultimos anos o
transplante de coragao, rins, figado e medula dssea, requereram uma maior prudéncia devido
ao risco de infecgdo pelos cistos do parasito (DUBEY et al., 1989; HO-YEN et al., 1992). Os
taquizoitos sdo transmitidos ainda, via produtos sanguineos, em particular leucécitos, e

através de injecdo acidental em laboratorio ( HO-YEN et al., 1992; LUFT et al. 1989).

13
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2.5. CEPAS DE Toxoplasma gondii

O T.gondii apresenta uma extraordindria estrutura populacional que consiste em trés
linhagens clonais predominantes denominadas I (Rh e GT-1), Il [ME49 e outras derivadas
(PSD, PLK PTg)] e I (CEP e VEG) (KHAN et al., 2005). Estas linhagens foram
caracterizadas através de estudos genéticos e de izoenzimas expressas. As diferengas
verificadas nas linhagens sdo provenientes do gendtipo SAG2, quanto aos locais de ocorréncia
e a viruléncia (DARDE et al., 1997; SIBLEY & BOOTHORYD, 1992; HOME & SIBLEY,

1995; HOME et al. 1997).

As trés linhagens tém ampla distribuicdo geografica e pode infectar varias espécies de
animais, inclusive o homem. Estudos realizados em camundongos apresentaram que as cepas
do tipo I sdo altamente virulentas, enquanto as II e III sdo relativamente avirulentas (HOME
& SIBLEY, 1995). As cepas predominantes em humano sao as do tipo I e II e nos animais a
tipo 111, mais nestes ainda pode ser encontrada a tipo II (HOME & SIBLEY, 1995; DUBEY et

al., 2002a).

As cepas do tipo I estdo associadas aos casos mais graves de lesdes oculares € a uma
maior resistencia a terapéutica (LEHMANN et al., 2000; GRIGG et al., 2001). Os pacientes
com SIDA apresentam predomindncia da linhagem II, e os casos de infeccdo congénita as

linhagens I e II (AIZENBERG et al., 2002).

Em Portugal, SOUSA et al.,, (2006) desenvolveu um estudo de caracterizacio
molecular de isolados do T. gondii originados de 15 porcos, através de PCR, e verificou que

11 isolados do parasito foram do tipo II e em quatro do tipo III.
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No Brasil, foram analisados isolados do parasito em 25 galinhas assintomaticas
provenientes de areas rurais em torna da cidade de Sdo Paulo, e foi identificada a
predominancia da linhagem I, e em menor propor¢ao da linhagem III (DUBEY et al., 2002b).
Outros estudos de isolados do parasito em gatos do Para apresentaram resultados similares da
predominancia das linhagens I e III, sugerindo que estas sdo as cepas mais freqiientes no

Brasil.
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2.6. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Em relacdo ao hospedeiro humano e outros animais, o T. gondii apresenta alta
infecciosidade demonstrada pelos dados epidemioldgicos (Fig. 5) da prevaléncia da infecgdo
e, baixa patogenicidade se considerarmos a abrangéncia cosmopolita da infec¢do, em relacao
ao grande niimero de individuos assintomaticos, com infec¢do latente. Além da existéncia de
numerosas cepas apresentando diferentes graus de viruléncia e com ampla distribui¢do

mundial capazes de infectar populagdes humanas e outros animais (NETO et al., 2000).

A disparidade das taxas de infec¢do humana e em animais obtida em diferentes paises
deve-se a diferentes fatores como localizacdo geografica, condicdes ambientais, habitos
culturais dos povos. Principalmente no tocante a alimentacdo, tipo de fauna, grau de
desenvolvimento do pais e infra-estrutura hidrica e sanitaria (REMINGTON et al., 1995) e a

propria metodologia utilizada nos inquéritos epidemiologicos.

I I I B B 0 0 0 0 P 0 0 0 0 L A T L R L L

Figura 5. Prevaléncia Global da Toxoplasmose (1993).
Fonte: www.google.com.br/imagens/toxoplasmosis
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As maiores prevaléncias da infec¢do sdo encontradas em regides de climas quentes e
humidos, ja as menores prevaléncias tém sido localizadas em regides muito frias ou muito
aridas, onde ocorre baixa densidade de felina e menor sobrevida dos oocistos no solo
(COUTINHO & VERGARA, 2005). Ressaltando a importancia epidemioldgica dos gatos na
toxoplasmose, principalmente os mais jovens, com a primoinfec¢ao, que eliminam milhdes de

oocistos no solo (FRENKEL et al., 1975).

Surtos epidémicos de toxoplasmose tém sido descritos com certa freqii€ncia em varias
regides do mundo, sempre relacionados a presenca de gatos (TEUTSCH et al., 1979;
STAGNO et al., 1980) ou ingestdo de carne mal cozida (KEAN et al., 1969), provavelmente
combinagdo de ambos os fatores (MAGALDI et al., 1967; COUTINHO et al., 1982). A
presenga de gatos e roedores em cerca de 90% das propriedades de criagdo de suinos
(ARAUJO et al., 2000) na regido de Erechim no Rio Grande do Sul, tem sido responsavel
pela elevada prevaléncia da doenga, incluindo casos de retinocoroidites (GLASNER et al.,
1992). O Norte do Rio de Janeiro também apresenta alta endemicidade, isto devida a
possibilidade da agua consumida pela populagdo esta poluida por fezes de gatos, sendo

apontada como fonte de infec¢ao (BAHIA-OLIVEIRA, 2003).

Em animais para comercializagdo de carne, a prevaléncia do T. gondii é mais
freqliente em ovelhas, porco e cabras e menos freqliente aves domésticas, coelhos, caes e
cavalos. Estudos recentes apresentaram que a prevaléncia do T. gondii em carne animal
decresceu consideravelmente nos ultimos 20 anos nas areas com supervisdo intensiva. Como
na Unido Européia onde a carne de porco vendida em mercados tem sofrido um declinio da
prevaléncia do parasito para 0.58%. Todavia, os porcos isolados de pequenos criadouros sdo
ainda vendidos a precos reduzidos para consumo humano e a prevaléncia do parasito nestes

animais pode ser de at¢ 93% (DUBEY et al., 2002a; VAN KNAPEN et al.,, 1995;
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EDELHOFER et al., 1996). No Brasil, desde e 1992 até o ano de 1998 a prevaléncia do T.
gondii em porcos decresceu em 30% (TENTER et al., 2000). Em Sao Paulo, Minardi et al.

(2003) detectaram 14,5% de caprinos soropositivos.

A toxoplasmose em humanos, apresenta prevaléncia entre 20 e 90% na populacio
adulta (CARMO et al., 2005; MEEK et al., 2000). Na América Latina 50 a 70% dos
individuos sdo soropositivos (WALTON, 1971) e estas taxas sdo similares as encontradas na
Franga, provavelmente, pelo habito dos franceses de consumir carne crua ou mal cozida. No
Brasil 50 a 80% dos adultos sdo soros positivos (OREFICE & BONFIOLI, 2000). Em
Pernambuco a taxa de prevaléncia em adultos ¢ cerca de 75% (COELHO et al., 2003), e em
criancas (na faixa etaria de 9 a 15 anos) ¢ de 79,1% (KOBAYASHI et al., 2002). Inquéritos
sorologicos, realizados nas cidades de Belo Horizonte, Sdo Paulo e Rio de Janeiro,
apresentaram as respectivas prevaléncias 50,3%, 54,8% e 78,7% (ARAUJO, 1970;
CAMARGO et al., 1976; COUTINHO et al., 1981). Estudos realizados em tribos indigenas
demonstram elevadas taxas de infecgdo pelo T. gondii. (BARUZZI, 1970; AMENDOEIRA et

al., 2003).

Estudos desenvolvidos por FRENKEL & RUIZ (1981) sugerem as criancas sdo
infectadas na primeira década de vida, ou seja, que as propor¢des de soropositivos para o T.
gondii crescem com a idade, atingindo os patamares dos adultos no final da puberdade.

Resultados semelhantes foram apresentados no Rio de Janeiro.

A Toxoplasmose congénita apresenta-se em 90% dos casos de forma assintomatica ou
Oligossintomatica (WONG et al., 1994). Nos Estados Unidos da América e na Europa as
taxas de infec¢do congénita atingem de um a dois nascidos para cada 1.000 nascimentos (

LEBECH et al., 1999).
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Na Franga o risco de transmissdo para ao feto tem sido maior, estimando-se 10 casos
dentre 1.000 gestagdes (NOBREGA et al., 2002), enquanto no Rio de Janeiro foram
encontrados quatro casos entre 1.034 nascidos vivos (COUTINHO et al., 1981). No Brasil,
estudos soroldgicos em gravidas apresentaram soropositividade (IgG) de 77% no Rio de
Janeiro ¢ 69,4% em Pernambuco. Estudos realizados na Bahia apresentaram resultados
semelhantes com taxa de 64,92% de gestantes soropositivas (MEIRELES FILHO, 1985;

NOBREGA et al., 2002).

A toxoplasmose ocular apresenta como manifestacdo ocular mais importante a
retinocoroidite, que pode vir acompanhada de outras alteragdes oculares (GLASNER et al.,
1992; MONTOYA & REMINGTON, 1996). No Brasil, cerca de 50 a 80% das uveites t€ém
como origem etiologica o T.gondii (LYNCH et al., 2004; ABREU et al.,1987; TENTER et al.,

2000).

Um outro grupo de grande importincia epidemioldgica sdo os individuos com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), nos quais a neurotoxoplasmose permanece
como uma das principais causas da encefalite confocal. A doenga provém, na maioria dos
casos, de reativagdo de infec¢do latente e apresenta uma prevaléncia de 3% a 50%, de acordo
com a area geografica (BORGES & FIGUEIREDO, 2004; BERTOLI et al., 1995; DUNLOP

et al., 1996).
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3.1. Toxoplasmose em humanos

A toxoplasmose humana, enquanto doenga, pode apresentar os seguintes aspectos
clinicos: adquirida em individuos imunocompetentes (onde geralmente se estabelece como
sindrome semelhante a mononucleose), adquirida ou reativa em individuos imunodeprimidos,
ocular (que pode ser tanto de origem congénita como adquirida) e congénita (NETO et al.,

1995; REIMINGTON et al., 1995).

3.1.1 Toxoplasmose pds-natal no paciente imunocompetente

Nos individuos imunocompetentes a doenga, geralmente, tem um curso benigno e auto
limitado podendo apresentar-se assintomatica ou ologossintomatica. Segundo relatos, somente
de 10% a 20% dos individuos infectados pelo T. gondii apresentam sintomas da doenga,
caracterizando a alta infectividade e baixa patogenicidade do parasito (FRENKEL, 1988;

BEARMAN, 1995).

A toxoplasmose pos-natal, na fase aguda, apresenta como manifestagdo clinica mais
freqliente a linfadenomegalia (geralmente cervical). Em alguns casos mais graves a
linfadenomegalia pode vir acompanhada de hepatoesplenomegalia, como também pode
apresentar exantema maculo-papular (Fig. 6). Com exce¢do do acometimento ocular, a

evolucdo clinica da toxoplasmose ¢ favoravel (FRENKEL, 1991; HINRICHSEN et al., 2001).
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Figura 6: Exantema maculo-papular por T, gondii,
Fonte: Universidade de Erlangen/ Dpt® de dermateloga,

3.1.2 Toxoplasmose ocular

A toxoplasmose ocular pode ter origem congénita ou ser adquirida apds o nascimento,
e pode ser resultante de uma infec¢do aguda ou reicindiva, apresentando manifestagoes
clinicas precoces ou tardias, (MONTOYA et al., 1996; HOLLAND et al.,1996). A lesao mais
freqiientemente ocasionada pela toxoplasmose ¢ a retinocoroidite granulomatosa necrotizante

(Fig.7), decorrente do tropismo que o T. gondii tem pela retina.

Figura T: Eetmmocoroadite por T.gom’;':’
Fonte: Lynch, 2004
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A Toxoplasmose também ¢ a causa mais freqiiente de uveite posterior em diferentes
partes do mundo. Nos EUA e na Europa estima-se esta lesdo esta presente em cerca dos 35%

casos de uveite posterior, tendo como agente etiologico o T. gondii (CARMO et al., 2005).

No Brasil a toxoplasmose ocular representa cerca de 50 — 80% do total das uveites
SAFADI, (2000); LYNCH et al., (2004); PORTELA et al. (2004) estudaram uma populagdo
em Minas Gerais, na qual 12,5% dos individuos infectados pelo T. gondii desenvolveram

lesdes oculares, sendo a maioria dos deles com idade superior a 50 anos.

A regido sul do Brasil ¢ a mais afetada pela forma ocular da Toxoplasmose. Estudos
epidemioldgicos realizados na populacdo de Erechim (Rio Grande do Sul), indicaram uma
prevaléncia de 95% da toxoplasmose na populacdo, ainda, dentre estes 20% apresentaram
toxoplasmose ocular. Segundo os autores esta prevaléncia ¢ 30 vezes mais alta do que as

observadas em outras regides do mundo.

3.1.3 Toxoplasmose congénita

A toxoplasmose congénita ¢ considerada importante causa mundial de morbidade e
mortalidade infantil. A infeccdo transplacentaria pode ocorrer quando a gestante
imunocompetente adquire a primoinfec¢do, em qualquer momento da gestacdo ou mesmo
algumas semanas antes do seu inicio, apresentando infeccdo aguda, ou ainda, em gestantes
imunocomprometidas, nas quais pode ocorrer uma reativagdo da infeccdo, latente

(COUTINHO & VERGARA, 2005).

Trabalhos desenvolvidos por HOHLDFELD et al., (1994) e DUNN et al., (1999) tem
demonstrado que o risco da transmissdo da infec¢do para o feto € menor no primeiro trimestre
da gestacdo, cerca de 10 a 20%, aumentando com a idade gestacional, no ultimo trimestre

pode chegar a cerca de 60% a 70%. Contrariamente, o risco de maiores danos para o feto
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ocorre no primeiro e segundo trimestres, levando a morte do embrido ou do feto e aborto
espontaneo, ou seqlielas graves da infec¢do aguda intra-uterina como calcificagdes
intracranianas, microcefalia, macrocefalia (Fig. 8) em virtude da hidrocefalia ¢ dilatagao dos

ventriculos (COUTINHO & VERGARA, 2005).

Os recém-natos, mesmo se infectados, apresentam-se geralmente normais, embora
havendo necessidade de acompanhamento clinico e laboratorial. Isto devido, a probabilidade
de virem a apresentar seqlielas na primeira ou segunda década de vida, sendo a

retinocoroidite de maior ocorréncia (BOSCH-DRIESSEN, 2002).

i . H
T T

Figura 8: Macrocefalia e dano visual,
Fonte: www, google.com.br — Dy. V. Ehein.

Todavia, em uma minoria de casos os sinais clinicos da toxoplasmose no recém-nato
sdo aparentes, as vezes com evidéncias de doenca aguda apresentando febre ou hipotermia,
hepatoesplenomegalia, petéquias, erup¢des cutineas, encefalite, pneumunite, diarréia e
anemia. No caso do aparecimento de tais evidéncias deve-se realizar um diagnostico
diferencial de outras doencas infecciosas comuns a recém-natos, como rubéola,

citomegalovirus, sifiles e o virus da herpes simples (COUTINHO & VERGARA, 2005).
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Em virtude das varias manifestagdes clinicas provenientes toxoplasmose congénita, e
que acometem os recém-natos. Recomenda-se sempre pensar no diagnostico, uma vez que, se
confirmado a terapéutica especifica pode melhorar em muito o prognodstico e diminuir a
incidéncia de seqiiclas posteriores. Em alguns paises, como Franga e Austria a pesquisa
sorologica pré-natal, é, por lei, obrigatéria. Tal procedimento reduziu a incidéncia da
Toxoplasmose fetal de 40% para 7%. No entanto, no Brasil tal procedimento ndo ¢ realizado e
aproximadamente 30% das gestantes possuem sorologia negativa para Toxoplasmose, estando
estas, sob o risco de contaminagdo (NOBREGA et al.,, 1999; SPALDING et al., 2003;

DUTRA LEAO et al., 2004).

3.1.4 Toxoplasmose no imunocomprometido

A Toxoplasmose apresenta uma ampla distribui¢do mundial, por conseguinte a
reativacdo desta em individuos imunocomprometidos ¢ um evento freqiiente, devido a
apresentarem a imunidade deprimida. Freqiientemente a evolugdo da doenga ¢ para forma
grave e até mesmo letal (ISRAELSKI & REIMINGTON, 1993). Os grupos que apresentam
um elevado risco de desenvolver a toxoplasmose sdo: os portadores de neoplasias
hematologicas (portadores de linfomas), transplantados de medula 6ssea e receptores de

transplante de 6rgaos solidos e individuos com SIDA.

A infec¢do nos transplantados cardiacos e outros imunocomprometidos, soronegativos
para T. gondii ¢ adquirida a partir do 6rgao recebido (LUFT et al., 1983. 1986). A encefalite ¢
a manifestacdo mais comum nestes individuos (ISRAELSKI & REIMINGTON,1993). A
neurotoxoplasmose permanece com uma das principais causas de encefalite focal em
pacientes com SIDA e ocorre em aproximadamente em um terco destes casos, variando o

nimero de caso com a soro prevaléncia da regido (GRANT et al., 1990).
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Segundo dados do ministério da saude relativos aos anos de 1980 a 2000, de um total
de 893.691 doengas notificadas no periodo 3% delas eram casos de neurotoxoplasmose
associados a SIDA. O risco estimado da reativa¢do da toxoplasmose em pacientes com SIDA,
atingindo o sistema nervoso central (SNC) varia de 12% a 47% (BORGES et al., 2004). No
Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, a Toxoplasmose chega a 15,4% das principais
doencas oportunistas que afeta este grupo de risco e quando ndo diagnosticada e tratada cedo
tem curso clinico fatal (FERREIRA E BORGES, 2002). Varios trabalhos demonstram a
preferéncia da reativagdo da infecgdo cronica pelo T. gondii no SNC (Revisto por FERREIRA
& BORGES 2002). As hipdteses para este fato sdo: baixa imunidade local, déficit dos
mecanismos que inibem a multiplicagdo do parasito, como anticorpos especificos e interferon-
Y, que ndo atravessam a barreira hematoencefalica, e maior facilidade de penetragdo do
parasito no cérebro (AMBROISE-THOMAS & PELLOUX, 1993; MONTOYA &

REIMINGTON, 1997).

Nos individuos imunocomprometidos, o prognostico de risco de encefalite pelo T.
gondii incluem perfil sorologico, grau de imunossupressao e quimioprofilaxia (GRANT et la.,
1990). Nos pacientes com SIDA, mais de 95% das encefalites toxopldmicas sdo relacionadas
a reativacdo do foco primdrio, e mais de 90% destes pacientes t€ém o nimero de linfocitos
TCD4+ inferior a 100 células/mm’ (LUFT & REIMINGTON, 1988; PORTER & SANDE,
1992). Em presenga de sorologia positiva pacientes com niveis de linfocitos TCD4+ inferior
a 200 células/mm’> e que ndo fazem quimioprofilaxia com sulfametoxazol-trimetoprima, tem
um risco aproximado de 35% de desenvolver neurotoxoplasmose em dois anos Sendo assim,
o perfil sorologico deve fazer parte dos exames iniciais de todos os imunocomprometidos

(CLOUGH et al., 1997).
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4. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico da toxoplasmose apesar de possuir um amplo e diversificado suporte de
ferramentas diagnodsticas, ainda ¢ uma incognita em vdrias situagdes. Nos individuos
imunocompetentes, via de regra, a infecgdo pelo T. gondii assume carater benigno, evoluindo
para a fase latente (cronica) da infecgdo, assintomatica. Todavia, comumente, até mesmo a
fase aguda, nestes individuos mantém niveis subclinicos, oligossintomaticos, apresentando
manifestagdes comuns a outras etiologias (CAMARGO, 2001; COUTINHO & VERGARA,

2005).

O diagnostico da toxoplasmose apresenta-se complexo e em continua evolugdo, a
resposta mais esperada no diagnostico da toxoplasmose ¢ datar a infecgdo, ou seja, distinguir
entre infec¢do latente (comum na populacao) e infeccdo recente, e ressaltam-se duas situagdes
em que a identificacdo do periodo da infec¢do, ¢ imprescindivel, devido a gravidade e
irreversibilidade das lesdes que podem ser causadas pelo T. gondii: nas gestantes, devido ao
risco da transmissdo maternofetal e nos individuos imunocomprometidos, devido a estes
estarem em constante risco de reativagdo da infec¢do, ou mesmo de reinfec¢do por queda da

imunidade (COUTINHO & VERGARA, 2005; CAMARGO, 2001; MONTOYA, 2004).

Classicamente, o diagnostico laboratorial da toxoplasmose ¢ baseado na pesquisa de
anticorpos contra o parasito, e na evidenciagdo do DNA parasitario pela PCR. Outros métodos
sdo baseados na demonstracdo direta do parasito (taquizoitos e/ou cistos) em material

bioldgico.
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4.1 Os exames soroldgicos

A reacdo de SABIN FELDMAN (1948) ou teste do corante foi o teste pioneiro para
deteccdo de anticorpos contra T. gondii, mais devido a utilizagdo de parasitos vivos como
antigeno que aumentam o risco do operador, foi substituido pelo Teste da imunofluorescéncia
indireta que além de mais pratico fornece resultados comparaveis. Além desse teste, o
diagnostico da toxoplasmose, atualmente, e realizado por reagdes de Hemaglutinagdo indireta,
reacdo Imunoenzimatica (ELISA) e imuno-marca¢do em proteinas isoladas em membranas ou

Immunoblotting. (CAMARGO, 1996).

Para a determinagdo do periodo de ocorréncia da fase aguda da infeccdo se faz
necessario mais de um tipo de teste soroldgico. As primeiras informagdes sdao obtidas através
da pesquisa dos anticorpos especificos contra o T. gondii nas classes IgG e IgM (COUTINHO
& VERGARA, 2005). E estas informacdes sdo complementadas através da pesquisa das
imunoglobulinas IgA e IgE, que vem a auxiliar e por vezes confirmar, em alguns casos, o

periodo da infecgdo.

4.1.1 A Imunoglobulina G (IgG)

Os testes mais utilizados para a pesquisa de anticorpos IgG s3o ELISA,
Imunofluorescéncia indireta e Hemaglutinagdo indireta. Estes anticorpos surgem no soro
geralmente durante segunda semana pds-primo infec¢do, os niveis maximos sao atingidos no
primeiro ou segundo més, declinando dai por diante, mais permanecendo presente em niveis
baixos para o resto da vida. O IgG ¢ considerado marcador de fase cronica e anticorpo de
memoria (Fig. 8). Os individuos com reativagdo da infecgdo apresentam elevagao dos titulos
de IgG. (COUTINHO & VERGARA, 2005; CARVALHO E FARHAT, 1999; COUTO et al.,

2002).
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4.1.2 A Imunoglobulina M (IgM)

A deteccdo dos anticorpos IgM ¢ realizada através de ELISA de imunocaptura, o
ensaio immunsorbent IgM (IgM-ISAGA) e hemaglutinagdo reversa (COUTINHO &
VERGARA, 2005). O desenvolvimento de técnicas de captura possibilitou eliminar os
resultados falsos positivos, no entanto tais metodologias detectam a presenca da IgM um
ano ou mais apds a infec¢do, podendo levar a interpretacdes erroneas (CAMARGO, 2001;
MONTOYA, 2002). Os anticorpos IgM surgem ainda na primeira semana de infeccdo,
atingem o pico no final do segundo més, declinando ap6s o sexto més, mas ainda permanecem

na circulagdo apos doze meses do inicio da infecgdo (Fig. 9).

Fregiiéncia de imunoglob ulinas
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Figura 9. Freqiiéncia dos anticorpos, no curso da primo-infecg¢do pelo T. gondii.
Fonte: www.google/imagem/toxoplasmosis.com.br

4.1.3 As Imunoglobulinas A (IgA) e E (IgE)

As técnicas mais utilizadas para detec¢do dos anticorpos IgA e IgE sdo as
imunoenzimaticas, tanto indireta como a de captura. Nos Estados Unidos da América e
Europa os testes ELISA ou ISAGA tém sido utilizados para detec¢do da IgA como indicativo
de fase aguda, no Brasil, a freqiiéncia de utilizagdo destes ainda ¢ baixa (Fig. 8). Os

anticorpos IgA se elevam quase ao simultaneamente a anticorpos IgM, entretanto,
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desaparecem da circulagdo em 6 a 7 meses apo6s a infeccdo, sendo considerado um bom
marcador de fase aguda (AMENDOEIRA, 2001). Nos dois primeiros meses apos a infec¢do o
anticorpo IgE pode ser observado, em altas concentragdes, declinando rapidamente até nao
ser mais detectada apos 4 meses, apresentando uma produ¢do mais curta que a IgM e IgA

(AMENDOEIRA, 2001; COUTO et al., 2002).

4.1.4 Avidez de IgG

Na busca de um diagndstico mais preciso para identificacdo da infeccdo em passado
distante ou recente, foi introduzido o teste de avidez de IgG (HEDMAN et al., 1989). Este
teste apresenta o formato ELISA e, determina a avidez dos anticorpos IgG para os antigenos
do T. gondii. O teste utiliza uréia ou outro agente desnaturante para dissociar o complexo
antigeno anticorpo e o grau de dissociagdo ¢ inversamente proporcional a avidez do anticorpo.
Um teste demonstrando baixa avidez de IgG reflete infec¢do recente ou atual, embora a
avidez possa permanecer baixa além de trés meses da primoinfeccio (MONTOYA et al.,
2002; MONTOYA & LIESENFELD, 2004). Por outro lado, uma alta avidez de IgG sugere
primoinfec¢do passada, de quatro a cinco meses atras (REIMINGTON et al., 2004). Além do
teste de avidez da IgG devem-se realizar outros testes para anticorpos IgG e IgM, devido a

este teste poder apresentar resultados duvidosos, nos limites entre a alta e baixa avidez.

4.1.5 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

O parasito pode ser identificado pela detec¢do de segmentos caracteristicos de seus
acidos nucléicos, depois da ampliados pela reagdo em cadeia de polimerase. A PCR tem sido
utilizada no diagndstico pré-natal da toxoplasmose congénita, usando o liquido aminiético, da
toxoplasmose ocular pelo exame do humor vitreo ou aquoso e, da toxoplasmose em pacientes
imuncomprometidos no caso de envolvimento de sistema nervoso central ou da forma

disseminada. Todavia, ¢ um método dispendioso e que exige controles rigorosos para evitar
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resultados falso positivos como salas e equipamentos separados, controles negativos e
positivos devem estar presentes em todos os testes para detectar, respectivamente,
contamina¢cdo por DNA ou inibicdo da reacdo. Além disso, ¢ importante repetir o teste
principalmente quando o resultado for positivo (FERREIRA et al., 2002; COUTINHO &

VERGARA, 2005).

4.1.6 Isolamento e demonstracédo do parasito

O isolamento do T. gondii pode ser feito a partir de material bioldgico infectado como
esfregacos de lavado bronquico, liquor cefalorraquidiano e inoculagdo em camundongos ou
em cultura de células in vitro. A demonstracdo do parasito através da histopatologia
utilizando técnicas convencionais ¢ sempre dificil, mais quando positivo define a fase aguda

da infecgao (COUTINHO & VERGARA, 2005).

4.2 Diagnostico laboratorial no paciente imunocompetente

A Toxoplasmose apresenta-se na grande maioria dos casos de forma assintomatica,
devido a isto, os exames laboratoriais para diagnosticar esta parasitose ndo sao rotineiros, a
ndo ser nos poucos casos, em que a forma linfoganglionar se estenda por mais tempo, ou nos
raros casos da doenca mais grave, em que pode haver comprometimento do miocardio ou de

outros tecidos (COUTINHO & VERGARA 2005).

Na presenca de quadro clinico indicativo da toxoplasmose os primeiros testes para
deteccao da fase aguda (recente ou atual) sdo de pesquisa dos anticorpos IgG e IgM. Quando
os anticorpos IgG apresentam niveis baixos e os anticorpos IgM estdo ausentes, afasta-se o
diagnoéstico de fase aguda. Este ¢ um quadro tipico apresentado pela maioria da populagdo
adulta, que ja teve a primo-infec¢@o na infancia (Fig. 10). O indicativo de fase aguda recente

ou atual da primo-infeccdo ¢ a presenga dos anticorpos IgG e IgM. Entretanto, seria
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necessario um exame confirmatdrio, da baixa avidez de IgG, para uma maior seguranga deste
diagnoéstico. Ha casos raros, em que um exame realizado nas duas primeiras semanas apds a
infec¢do, apresente o teste para IgG ainda negativo e o teste para IgM positivo. Neste caso, o
procedimento correto seria a realizacdo de novos exames, uma a duas semanas apos, para
verificar a soroconversdo dos anticorpos IgG, e verificar a baixa avidez destes, para um

diagnostico de fase aguda (COUTINHO & VERGARA, 2005).

Individuos imunocompetentes
Fase aguda em passado distante Fase aguda recente ou atual

Perfil de fase latente Perfil de fase aguda

Ac 1g(G positivo AclgGe IgM
Avidez de IgG elevada positivos

Ac IgM negativo

Figura 10. Sinmla do dlagnostice laboratonal em individeo s imuroo competente.
Fente: COUTIRHO & VERGARS, 2005,

4.3 Diagnostico laboratorial da retinocoroidite

Na grande maioria das vezes, o diagnostico da Toxoplasmose ocular (Fig 11) ¢é
realizado inicialmente pelo oftalmologista, pela identificagdo de lesdo com aspectos clinicos
tipicos, lesdo ativa branco-amarelada com cicatriz pigmentada e perivasculite. Entretanto, esta
lesdo pode ser ocasionada por outros agentes etiologicos além do T. gondii, e mesmo assim,
conduzir ao mesmo aspecto clinico. Nestes casos o diagndstico laboratorial vem auxiliar no

diagnostico diferencial de tais lesdes (LYNCH et al, 2004).
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Os testes soroldgicos sdo, no momento, a principal ferramenta laboratorial no
diagnéstico da toxoplasmose, entretanto, os mesmos, apresentam a dificuldade em discriminar
entre toxoplasmose ativa (aguda ou reativa) da cronica (latente). Devido a gravidade e
irreversibilidade das lesdes oculares causadas pelo T. gondii, o diagndstico precoce dessa
infec¢do ¢ de fundamental importancia para que seja possivel aplicar a intervengao terapéutica

no momento adequado (ASAI et al., 1996; LEITAO et al., 2003).

O anticorpo IgA vem sendo apontado como um importante marcador de fase aguda da
toxoplasmose, devido a apresentar niveis elevados, em todos os casos de Toxoplasmose
Sistémica Aguda e Congénita. Os anticorpos IgA se elevam quase simultaneamente aos
anticorpos IgM, entretanto, s3o negativos com 6 a 8 meses apés a infecgcdo, sendo
considerado marcador de fase aguda (ABREU et al., 1987). Em alguns estudos realizados em
individuos com Toxoplasmose ocular a IgA sérica vem sendo sugerida como um bom
marcador de fase ativa, apresentando uma elevacdo dos niveis em individuos com UPAPT
(LEITAO et al., 2003).

A baixa avidez da IgG no humor aquoso, constitui um bom marcador, em contraste
com alta avidez no soro (CAMARGO, 2001), a deteccdo de IgA ocular também tem sido
estudada como um bom marcador. LYNCH et al (2004) relataram uma forte associagdo entre
a doenca e a producdo lacrimal de IgA, demonstrando essa imunoglobulina ser um auxilio no

diagnostico da Toxoplasmose Ocular. Pesquisas para deteccdo do DNA do parasita, também

estdo sendo avaliadas com a técnica de PCR (CAMARGO, 2001; MONTOYA, 2002).

Retinocoroidite

Ac, IgG e IgM negativos afasta o diagnostico de toxoplasmose
Fase aguda em passado distante Raramente durante a fase aguda

Perfil de fase latente Perfil de fase aguda

Figura 11. Siénmala do diagnd shies leboratossl da refmecoroddite
Forde: COUTIHHD & YERGARA, 20035,
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4.4 Diagnéstico laboratorial no imunocomprometido

Nos imunocomprometidos, os exames sorologicos para detec¢do de anticorpos
especificos tém pouco valor (devido a estes apresentarem um perfil soroldogico andmalo), a
ndo ser para levantar suspeita de reativagdo de foco latente de T. gondii em
imunocomprometidos que ja apresentaram testes para anticorpos IgG positivos, e sinais de
comprometimento neurologico. Nestes casos de reativacdo, as taxas de IgG, as vezes, podem
aumentar. Ja os anticorpos IgM , sdo inesperados, embora possam ocorrer (Fig 12). A
auséncia de testes soroldgicos positivos ndo afasta o diagnostico. Assim, em
imunocomprometidos outros métodos diagnosticos se fazem necessario (COUTINHO &

VERGARA, 2005).

Pacientes Imunocombprometidos

Sorologia pouco esclarecedora
Exceto se Ac Ig(; ascendem

PCR do liguor, sangue, para
confirmar doenca atual

Figura 12, Sitmula do dagndstioo labaraborial da boxoplas teose em inedividuos insreos omgrometidas,
Fonte; COUTINHO & VERGARS, 2005

O diagnostico precoce de neurotoxoplasmose em HIV tem sido limitado devido a falta
de testes ndo invasivos de alta sensibilidade e especificidade (Ferreira e Borges, 2002). O
PCR pode ser positivo nos casos de comprometimento imunoldgico do sistema nervoso
central, e o exame de liquor ¢ normal em 20 a 30% dos casos (FERREIRA & BORGES,

2002; MONTOYA, 2002). O diagndstico definitivo se faz por bidpsia e identificagdo do
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parasito por técnicas como imunoperoxidase em fragmentos de tecido. Os estudos de imagem

devem ser considerados mesmo na auséncia de déficits focais.

O diagnostico presuntivo pode ser feito por tomografia computadorizada (TC) ou
ressonancia nuclear magnética (RNM). Em geral, as lesdes sdo multiplas, mais podem ser
isoladas (NAVIA et al., 1986; DINA, 1991). Quando os testes sorologicos sdo negativos para
T. gondii e os exames de imagem ndo levantam suspeita suficiente para iniciar a terapéutica, ¢
indicada a punc¢do lombar e os exames completos do liquor, que inclua técnicas de PCR

especificas para o parasito (COUTINHO & VERGARA, 2005).

4.5 Diagnostico laboratorial na gravidez

Os testes soroldgicos devem ser feitos, por toda mulher que planeja engravidar ou ja
gestante. Um teste apresentando taxas baixas de IgG e, IgM negativo ¢ indicativo de uma
gravidez destituida de risco, para gestantes imunocompetentes (Fig 13). No caso de teste
apresentando anticorpos IgM positivos, pode significar infeccdo recente e portanto a
possibilidade de transmissao materno-fetal. Neste caso, para confirmagdo, outros exames sao
necessarios, devido a possibilidade de ocorréncia de teste IgM falso positivo e também da
permanéncia deste por mais de um ano apds a primo-infec¢do, o que pode levar a um falso

diagnostico de infec¢do recente (GRAS et al., 2004).

Para confirmacdo do diagndstico de infec¢do recente, deve ser utilizado o teste de
avidez de IgG, assim como, repetir os testes IgG e IgM, cerca de duas semanas apoOs o
primeiro teste. O teste confirmatorio pela avidez de IgG tem a vantagem de poder ser
realizado juntamente com os primeiros testes, ou imediatamente apos se tomar conhecimento
de um resultado IgM positivo. Segundo REMINGTON et al (2004), o resultado do teste de

avidez de IgG pode variar segundo sua melhor aplicacdo, no primeiro trimestre da gestacao,
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permitindo afastar possivel ocorréncia de primo-infec¢do nos ultimos quatro a cinco meses,

no caso do teste apresentar alta avidez.

Toxoplasmose e gravidez

Fase aguda em passado distante Fase aguda recente ou atual
Sem risco de fransmissdo para o feto risco de transmissdo para o feto

Perfil sorologico de fase latente Perfil sorologico de fase aguda, que

necessita de confirmacdo

Avidez de IgG elevada PCR para Toxoplasm gondii no liguido

afasta fase aguda nos amnidotico (apés 18 semana de

ultimos quatro meses gestagio), confirma diagnéstico

Figura 13 Sammla do disgndstics laboratosial de toxoplasmose e gravidez.
Fonte: COUTIMHO & YERGARA, 2005

Caso o teste apresente baixa avidez, a conduta ¢ repetir os testes de IgG e IgM, para
detectar possivel curva ascendente dos titulos, sugerindo infec¢do recente, ou utilizar outros
testes, para deteccdo de IgA. Desta forma o teste de avidez de IgG ndo Pode ser considerado
definitivo, para diagnosticar a infec¢do recente ou em passado distante pelo T. gondii (

REMINGTON et al., 2004).

4.6 Diagndstico laboratorial no feto e recém-nato

O diagnostico de toxoplasmose no feto quando ¢ realizado durante a gestagdo, permite
o tratamento da mde e do feto, melhorando o progndstico da infec¢do congénita. Os métodos
utilizados para o diagnostico sdo, a ultra—sonografia que detecta alteragdes macroscopicas
como hidrocefalia ou calcificagdes cerebrais, enquanto a PCR, em liquido amnidtico, € capaz
de fazer o diagnostico mesmo antes de terem surgido lesdes mais extensas do SNC. A
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sensibilidade da PCR ndo tem sido tdo grande, presente em cerca de 70% dos casos
(BASTIEN, 2002), entretanto, ¢ maior que a detec¢do do parasito por inoculacdao do liquido

amnidtico dos pacientes infectados em camundongos.

O diagnostico soroldgico da toxoplasmose no recém-nato se baseia na detec¢dao de
anticorpos especificos produzidos pelo proprio neonato (IgM e IgA), ficando assim
caracterizada a exposicao dele ao parasito. Os anticorpos IgG sdo passados da mae para o
feto pelo cordao umbilical, passando com facilidade pela placenta, sendo os titulos e a avidez
da IgG materna semelhante aos encontrados no recém-nato, tendo ou nao, havido transmissao

intra-uterina do parasito.

Os testes de anticorpos IgM e IgA especificos apresentam maior significado, pois
representam anticorpos produzidos pelo neonato, levando a suspeita de infeccdo congénita
(Fig. 13). O teste de pesquisa de IgA parece ser mais sensivel do que o teste para IgM em
recém-nascidos, havendo relatos de resultados falso positivos ou negativos no teste IgM
(STEPICK-BIEK et al ., 1990). Por seguranca um teste positivo para IgA deve ser repetido
cerca de dez dias apos, para certificar de que os titulos encontrados ndo representam

contaminagdo com anticorpos IgA materno (MONTOYA 2002).

* Ac. IgA e IgM positives, Ac. IgG iguais na mde e no filho

PCR do liguor, sangue, e urina para
confirmar doenca atual

Figwra V4. Sdmle do disgndstico laborstomiel da toxoplasmese reo recém-reto,
Fonte: COUTIHHO & VERGARA, 2005
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5. PROTEOMICA

A protedmica estuda o conjunto de proteinas contidas numa célula, que sdo
determinadas pelo genoma da mesma. Os estudos do proteoma (protedmica) tém-se
desenvolvido principalmente por eletroforese bidimensional (2-D), por ser uma das técnicas
de separagdo de proteinas mais poderosa e amplamente utilizada para a analise simultanea das
centenas ou mesmo dos milhares de produtos dos genes, com uma capacidade original para
identificacdo de proteinas isoladas (spots) provenientes de misturas complexas de amostras
biologicas (MONTI et al., 2005; WOJTEK et al., 1999; BERKELMAN & STENSTEDT,

2002).

Em 1970, KENRICK & MARGOLIS publicaram a primeira técnica de 2-D para
separagdo de proteinas por focalizagdo isoelétrica (IEF) nativa, com gradientes de pH em gel.
Alguns anos apds, O’FARREL & KLOSE, (1975) introduziram o método original de
focalizagdo isoelétrica, promovendo a separacdo na primeira dimensdo através de gradientes
de pH gerados por carreadores anfélitos (moléculas pequenas, soliveis e anfotéricas com uma
alta capacidade de neutralizagdo proxima ao seu ponto isoelétrico (pl)), em géis de
poliacrilamida distribuidos em tubos (capilares) de vidro (BERKELMAN & STENSTEDT,

2002).

Embora este método de 2-D tenha sido bastante utilizado, ele apresenta sérias
limitacdes em relacdo aos carreadores anfolitos, por serem misturas de polimeros que ndo sao
bem caracterizados e sofrem variacdes devido ao aquecimento durante sua produgdo. Estas
variagdes reduzem a reprodutibilidade de separacdo na primeira dimensdo. Além disso, os
gradientes de pHs com carreadores anf6litos sdo instaveis e sofrem forte desvio para o catodo
fora do tempo estipulado, resultante da alta corrente eletroendosmdtica ocasionada pelos

grupos de cargas nas paredes dos tubos de gel. Conseqiientemente, causam também uma
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depressao do gradiente de pH em cada ensaio, particularmente acima do pH 8.0, ocasionando
uma menor utilizagdo da técnica de 2-D para pHs extremos (BERKELMAN & STENSTEDT,
2002). Todavia, se este sistema for utilizado com uma base horizontal plana durante a

separa¢do, pode alcancar o pH 10 (DUNN et al., 1997).

As limitacdes e os problemas com os gradientes de pH formados pelos carreadores
anfolitos, resultaram na necessidade da producdo de gradientes de pH imobilizados (IPG).
BJELLQVIST et al., (1982) e GORG., et al (1995) foram os pioneiros no desenvolvimento

destes [IPGs para a focalizagdo isoelétrica na primeira dimensao da 2-D.

A utilizacdo dos IPG produziu melhorias significativas para separacao das proteinas
através da 2-D, como uma defini¢do mais elevada, possibilitando a utilizagcdo de faixas de pH
mais estreitas e, apresentando unidades de variacdo de pH com 0.5-0.01 unids/cm, o que
permitiu a discriminacdo de proteinas em que os pontos isoelétricos diferem em pH
0.01unids/cm, esta discriminag¢do facilitou a reprodutibilidade da técnica permitindo o
aperfeicoamento da reprodutibilidade dentro de um laboratério, e mais importante entre

laboratorios (CORBETT et al., 1994; BLOMBERG et al., 1995).

As proteinas bésicas (pl > 7,5) normalmente perdidas pela atragdo para o catodo ou
separadas por NEPHGE (O'FARRELL et al., 1977), que apresentavam uma reprodutibilidade
limitada, foram separadas perfeitamente sob circunstancias de equilibrio usando os IPG 4-9,
4-10, e 6-10 para a separagdo de proteinas de amostras altamente diversas tais como plantas,
fermento, figado de rato, coracdo humano, ou proteinas do mieloblasto (1991, 1993).
Recentemente, foi gerado com sucesso um IPG muito alcalino (pH 12), para a 2-D de
proteinas de histonas ribossomais (GORG et al., 1997, 2000). A maioria dos laboratorios
desenvolve a 2-D usando rotineiramente fitas com gradientes de pH 3-10 ou 4-7 para exibir

uma extensa variedade de proteinas. Todavia, para investigagdo mais detalhada de uma
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pequena “janela” do proteoma, ¢ indicado a utilizagdo de lunids/cm de pH, que permite a

exibi¢do de um grande numero de proteinas.

Atualmente, a 2-D utilizada consiste na separacdo de proteinas e polipeptidios com
base em suas diferentes propriedades moleculares, em cada uma das duas dimensdes: na
primeira dimensao a focalizagdo isoelétrica (IEF) separa as proteinas de acordo com seus pl,
em IPGs (Fig. 1). A segunda dimensdo, em gel de poliacrilamida, separa as proteinas de
acordo com suas massas moleculares aparentes (M;) (O’FARRELL, 1975; GARRELS, 1979;

BRAVO, 1984).

Ponto isoelétrica (pl) Panto iseelétrico ipl)

o

Mr (EDa)
Mr (KDa)

Primeira dimensdo: focalizagdo isoelétrica (IEF) Segunda dimensao: separa¢do por massa molecular
aparente (Mr)

Figura 10. Esquema da eletroforese bidimensional (2-D): (a) focalizagdo isoelétrica (IEF) das proteinas e em (b) separagdo
de acordo com suas massas moleculares aparentes.

Fonte: www.google/electrophoresis2D.com. br

A andlise da 2-D pode ser realizada utilizando-se softwares para andlise de imagens
2-D, que permitem uma comparagdo quantitativa e qualitativa dos “spots” apresentados nos
géis. Desde 1975, varios programas para analise de imagens tém sido desenvolvidos. O Swiss
Instituto de Bioinformatica (SIB) em colaboragdo com a GeneBio e Amersham Biosciences,

tem desenvolvido e comercializado varios programas de andlise de imagens 2-d como o
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ImageMast 2D Elite (versdo 4) e o ImageMast 2D Platinum (versdo 5), que permitem o
estudo de similaridades e diferencas entre imagens de 2-D, obtidas de amostras biologicas sob
diferentes condi¢gdes como sadios e doentes, tratados com drogas e sem tratamento,
contribuindo para a identificacio de marcadores terap€uticos moleculares, diagndstico e

prognostico de doengas, dentre outras situagdes especificas (COHEN, et al., 2002).

Além das aplicacdes demonstradas a 2-D também permite a purificacdo de proteinas
em pequena escala. Apesar da utilizacdo preferencial das técnicas de cromatografia para
purificagdo de proteinas em larga-escala, a purificagdo de pequenas quantidades de
polipeptidios por 2-D micro-preparativa, apresenta resultados superiores. O aperfeigoamento
da tecnologia micro-preparativa por 2-D (BJELLQVIST et al., 1993) tem sido utilizada
eficientemente para identificacdo de glicoproteinas variantes (PACKER et al., 1996). Os
parametros obtidos experimentalmente caracterizam proteinas individuais que sdo entdo
comparados com informacgdes registradas em varios bancos de dados (BAIROCH et al.,1994).

A protedmica vem possibilitando o mapeamento e a caracterizagdo de proteinas de
varias populagdes (COHEN et al, 2002) através da 2-D, programas de andlise de imagens,
métodos de digestdo enzimdtica, andlise de proteinas por espectrometria de massa,
immunoblotting e a bioinformatica (Fig. 16) (PATTERSON et al., 2001; GRAVES et al.,

2002; AEBERSOLD & MANN, 2003).
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Figura 16. Estratégias para analise proteOmica.
Fonte: Ilustracao de Maria da Concei¢cdo Gomes Leitdo

A espectrometria de massa ¢ um poderoso método que pode facilitar a analise em
micro-escala de proteinas e peptideos. Recentemente foi desenvolvida uma nova geracdo de
Espectrometros de massa designados para serem utilizados em laboratorios de Biologia,
assim com, os computadores avancaram para promover excelentes ferramentas de analises. O
MALDI-MS (adsor¢do na matriz de laser, com bombardeamento de laser e ionizagdo)
promove rapida, sensivel e acurada determina¢do da massa molecular e, das modifica¢des
quimicas, de proteinas e peptideos (HILLENKAMP et al., 1991; FENN et al., 1989; . YATES
& MCCORMACK, 1996). A interface das 1-D e 2-D com o seqiiénciamento N-terminal e a
espectrometria de massa tem obtido ampla aceitacdo particularmente em d4reas de
identificacdo de proteinas utilizando métodos de pesquisa em banco de dados

(BURLINGAME et al., 1996; WILKINS et al., 1996; PACKER et la., 1996).
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O Immunoblotting combina da seletividade da 2-D a especificidade do ensaio
imunoezimatico, permitindo que proteinas individuais, de misturas complexas possam ser
detectadas e analisadas. (FERREIRA et al. 2002) utilizando vérios marcadores como
anticorpos especificos e lectinas, fornecem um dos mais efetivos métodos de estudo de
proteinas (MONTI et al. 2005). Além disso, as proteinas imobilizadas podem ser
seqiienciadas diretamente e, submetidas a andlise dos aminodcidos por espectrometria de

massa ou clivagem enzimaética.
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6. PROTEOMICA DO Toxoplasma gondii

Os avancos recentes dos instrumentos para analise protedmica de células, organismos
ou fluidos biologicos — eletroforese bidimensional (2-D), espectrometria de massa e
bioinformatica — tém possibilitado o mapeamento e a caracterizacdo de proteinas de varias
populagdes (COHEN et al., 2002). A utilizacdo deste conjunto de ferramentas vem
promovendo sucesso na caracterizacdo das proteinas de alguns organismos incluindo
Saccharonryces cerevisiae (SHEVCHENKO et al., 1996) e Haenophilus influenzae

(FOUNTOULAKIS et al., 1998a,b).

A conclusdo recente dos projetos de genoma de alguns parasitos (ERSFELD, 2003;
BAHL et al., 2003; LI et al., 2004), vem impulsionando os estudos protedmicos de
Plasmodium (FLORENS et al., 2002; LASONDER et al.,, 2002), Eimeria tenella,
Trypanosoma cruzi (PABA et al., 2004), ¢ Leishmania major (DRUMMELSMITH et al.,

2003), como também, do T. gondii (COHEN et al., 2002; XING et al., 2005).

O genoma do T. gondii encontra-se em fase de conclusio, ¢ dois estudos descreveram
o mapeamento preliminar e a identificacdo parcial das proteinas da forma taquizoito (forma
presente na fase ativa da infec¢do) deste parasito, ambos através da 2-D e “immunoblotting”
(DLUGONSKA et al., 2001), ou através de 2-D e MALDI-MS (COHEN et al., 2002). Estes

estudos promoveram uma valiosa revisdo de parte das proteinas acessorias do T. gondii.

O T. gondii apresenta um sistema altamente complexo, e bem orquestrado, de
producdo e regulagdo do processo secretor, que fornece proteinas para sua mobilidade,
invasdo da célula do hospedeiro, modulacdo da resposta imunolégica do hospedeiro,
sobrevivéncia intracelular, aquisicdo de nutrientes durante a replicacdo, e eventual saida da

célula do hospedeiro. A secrecdo das proteinas ocorre em tempos especificos durante estes
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processos, ¢ envolve trés organelas estruturalmente e funcionalmente distintas (Fig. 17):

micronemas, roptrias e granulos densos (CARRUTHERS, 2002).

Ane| polar anberior

Roptria

By polar posterior

Figura 17. Estyruinra da forme taquizeiia do Texopleams gordi
Foste: www gooslefimagens /toxoplasma gondil com by

O processo de invasdo da célula do hospedeiro pelo parasito inicia-se através da
liberagdo das proteinas do micronema (MIC) sobre a ligacao apical do parasito com a célula
promovendo esta ligacdo e, a penetragdo na célula do hospedeiro (Tomley & Soldati. 2001);
em seguida, as proteinas das roptrias (ROP) s@o secretadas, e parecem ser criticas para a
biogénese do vacuolo parasitoforo (PV) que envolve o parasito durante a invasdo e da o
suporte a interagdo deste com organelas da célula do hospedeiro (SINAI et al., 1997;
NAKAAR et al., 2003); por fim, ocorre a secre¢do dos granulos densos (GRA), durante e
apos a invasdo, que preparam o vacuolo parasitéforo para a replicacdo e sobrevivéncia
intracelular do parasito (CARRUTHERS & SIBLEY, 1997; ROBIBARO et al., 2001;
SIBLEY, 2004). Estudos prévios revelaram que a secrecdo seqiiencial destas proteinas ¢

critica para o processo de invasdo do parasito, assim como, para o estabelecimento da
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infeccdo (LERICHE et al., 1990, CARRUTHERS et al., 1997). Outros estudos sugerem que
o parasito libera produtos capazes de manipular a resposta imunologica do hospedeiro
(BLADER et al.,, 2001; ALIBERTI et al., 2003) e, secretam produtos e antigenos de
superficie (SAGs) que tem permitido investigar marcadores promissores para o diagnostico

(SUZUKI et al., 2000; JACOBS & SAMAN, 1999).

Estima-se que de 58% das proteinas secretadas pelo T. gondii, 8% apresentem sinal
secretorio com sinalizagdo para o nucleo, 3% para mitocondrias ,15% micronema, 1%
roptrias, 12% granulos densos, 7% Superficie, 1% Apicoplasto. Aionda, 30% nao
apresentaram sinalizacdo, tendo localizando-se no citoplasma. Ainda, 21% das proteinas
apresentam nao apresentam sinal secretorio (Fig. 18) (XING et al., 2005).

Mieronema 15%%

Mifocindria 3%
Répiria 1%
il '/, Granulo denso 12%
' Citoplasma Sinal secretorio _
| 2006 sg0p | Swperficie 79
/ \ Apicoplasto 196 :
Niicleo 8% — Reticulo endoplasmatico 1% '

Desconhecido 1%
Sem sinal secretorio 21 %
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Figuwra 18. Esgnena da localizagio das proteinas secretadas & exerstadas pelo Foroplasma gowdit
Fonte: 1N etal, 2003,

Devido ao T. gondii ser um parasito intracelular obrigatorio, os mecanismos de
mobilidade e invasdo celular sdo elementos essenciais para sua sobrevivéncia e propagacao.
Desta forma, na ultima década tem sido gerado um amplo banco de dados destes
mecanismos, revelando varios detalhes sobre este complexo processo (revisado em SIBLEY,
2004; SOLDATI et al., 2004). As adesinas secretadas pelos MIC do complexo apical do
parasito, tem como propdsito unirem-se aos receptores da célula do hospedeiro, como:

heparinas, proteoglicanos sulfatados, laminina e ICAM-1 (FURTADO et al., 1992 a,b;
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CARRUTHERS & SIBLEY, 1997; ORTEGA-BARRIA & BOOTHROYD 1999; HARPER

et al., 2004; BARRAGAN et al., 2005).

Durante a infecg¢@o natural, o T. gondii atravessa barreiras bioldgicas nao tolerantes
como as intestinais, barreira sangue-cerebral, placenta e barreira sangue-retina
(BARRAGAN & SIBLEY, 2003), isto requer uma mobilidade ativa. Interessantemente, as
integridades das barreiras das células do hospedeiro, ndo sdo alteradas durantes este processo

de transmigragao.

No estudo desenvolvido por BARRAGAN et al., (2005), foi demonstrado que a
interacdo do T. gondii com a molécula 1 (ICAM-1) do hospedeiro facilita a sua passagem
através da monocamada polarizada, e isto ocorre provavelmente através da intera¢do da

ICAM-1 com a MIC2, adesina do parasito.

Alguns estudos do mesmo modo tém documentado a ligacao celular ativa através das
adesinas (MICs), incluindo MIC1, MIC2, MIC4, and MIC3 (GARCIA-REGUET et al.,

2000; FOURMAUX et al., 1996; BRECHT et al., 2001; HARPER et al., 2004).

Embora, véarias outras proteinas (MIC5, MIC10, M2AP, SUB1 e AMAI) nao
apresentem seqiiéncias obviais de adesina, sugere-se que estas proteinas tenham funcdes
alternativas ou acessorias (BRYDGES et al., 2000; HOFF et al., 2001; MILLER et al., 2001,
RABENAU et al., 2001). Uma outra caracteristica das MIC produzidas pelo parasito ¢ a
freqliente reunido destas dentro de complexos protéicos para realizagdo de trabalho em
ajustes. Por exemplo, MIC6 associa-se a MIC1 e MIC4 (REISS et al., 2001), MIC8 a MIC3
(MEISSNER et al., 2002). Dentre estas, o complexo MIC2-M2AP, apresenta evidéncias de
estar envolvido no processo de adesdo e invasdo do parasito (HUYNH et al., 2003; HARPER

et al., 2004).
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XING et al., (2005), desenvolveu um estudo amplo sobre os antigenos secretados,
por taquizoitos do T. gondii, revelando mobilizagdo de um opulento repertdrio de proteinas
que podem interagir com o hospedeiro durante a infecg¢do. Isto inclui as j& mencionadas
adesinas, que presumivelmente, contribuem para a ligacdo e penetracdo; as proteases que
podem facilitar a invasdo ou a migragdo dentro dos tecidos do hospedeiro; as enzimas
metabolicas potencialmente envolvidas em aquisi¢do de nutrientes e, uma série de proteinas
de fungdes hipoteticamente desconhecidas; além de proteinas secretadas, similares, a
proteinas expressas por outros parasitos relacionados como o Plasmodium, agente etiologico
da maldria. Estes resultados sdo significativos para ampliar a visdo sobre as moléculas que
contribuem para a sobrevivéncia do T. gondii e compreencdo da sua patogenia durante a

infecc¢ao.

O estudo de XING et al., (2005), ainda identificou 10 proteinas: GRADs, GRADI,
GRAD?2, GRAD3, GRADS, GRDA7, GRADS, o inibidor de protease-1, e a NTPase I, Il e
III dos granulos densos, que sdo secretadas em altas taxas logo apds o parasito esta
inteiramente dentro do vactiolo parasitoforo (BROSSIER et al., 2003; LINGELBACH et al.,
1998). Em muitos casos, a funcdo precisa destas proteinas permanece desconhecida,
embora, varias observagdes sugiram a participagdo destas na produg¢do do vactolo
parasitoforo e na interagdo deste com o citoplasma da célula do hospedeiro. A GRAD2 e
GRADG6 tém papel importante na biogénese da membrana intravacuolar (MERCIER et al.,
2002). Foi sugerido que a GRAD7 esta envolvida na protecdo imune, e que o aumento da
sintese desta, esteja relacionado ao decréscimo da viruléncia do parasito. Recentemente, foi
confirmado que a producdo do inibidor da serina protease-1 (PSZENNY et al., 2002),
presumivelmente, tem papel importante na protecdo do T. gondii contra enzimas
proteoliticas e na modulagdo da resposta imunoldgica do hospedeiro durante a fase aguda da

infeccdo (MORRIS et al., 2002).
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As isoformas da NTPase (Nucleosil Trifosfato Hidrolase), descrita por Asai (1983),
apresenta um peso molecular de aproximadamente 240 — 260 kDa, sendo formada de quatro
subunidades de cerca de 63 kDa. A NTPase ¢ apresentada por outros protozoarios, todavia,
no T.gondii apresenta uma elevada atividade (ASAI et al, 1983; ASAI et al 1986). Esta
enzima tem demonstrado colocagdo na replicagdo e crescimento intracelular do parasito, pois
abastece o T. gondii com purinas (essencial para multiplica¢do do parasita), através de uma
alta atividade enzimdtica na hidrolise do ATP e ADP em presenca de compostos
dithiotreitol. Devido a isto, a NTPase possui grande atividade em taquizoitas e baixa

atividade em bradizoitas (NAKAAR et al., 1999).

Ap6s a invasao da célula hospedeira, a NTPase ¢ secretada pelos granulos denso para
o limem do vactolo parasitoforo, onde estd freqlientemente associada a rede vacuolar
(ASALI et al., 1987; SIBLEY et al., 1994). Entretanto, estudo de microscopia eletronica,
realizado por KIKUCHI (2001), utilizando anticorpo monoclonal (6C6 — IgG;) também

localizou esta enzima na membrana de taquizoitos.

Os membros do filo Apicomplexa sdo importantes protozoarios parasitos que podem
causar, doencas com danos mais graves e até mesmo, na maioria dos casos, fatais para
humanos e animais. Dentre estes, o T. gondii, tem um impacto econdmico, médico e
veterindrio. Embora estratégias quimicas e imuno-profilaticas sejam uteis para controlar
varios destes parasitos, sdo inadequados. Atualmente ¢ requerido o desenvolvimento de
novas vacinas ou quimioterapicos para estes patdgenos. A andlise global de proteinas
expressas utilizando as ferramentas protedmicas tem promovido meios para identificagdo de

novas drogas e vacinas (BELLI et al., 2004).

O T. gondii apresenta proteinas secretoras que sdo antigenos potentes, ¢ que podem,

com grande poder, acionar a resposta imunoldgica. Esta peculiaridade promove algumas
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proteinas antigénicas, a candidatos promissores para desenvolvimento de  vacinas,
especialmente utilizando os linfocitos T para realizar esta selecdo (FISCHER etal., 1996;
PRIGIONE et al., 2000). Isto tem sido apresentado em camundongos inatos, que vacinados
com DNA de ROP2, GRA1l e GRA7, induziram uma protecdo imune parcial contra
infeccdo letal (VERCAMMEN et al., 2000). Seguindo esta linha, REICHMANN et al.,
(2002), descreveu e caracterizou um clone molecular da proteina ROP9 (p36), das roptrias
do T. gondii identificada através de clones células T CD4" para a proteina p36 (36 KDa),

presente na fracdo soltivel dos taquizoitos lisados.

A existéncia de uma grande quantidade de NTPase em taquizoito, levantou a
possibilidade da mesma ser detectada como antigeno circulante no sangue de individuos
infectados e também um alvo em potencial para quimioterapia (ASAI et al., 1987;

NAKAAR et al., 1999; ASAI et al., 2002).

A Toxoplasmose tem como problemadtica seu dificil diagnostico, tanto clinico quanto
laboratorial. Principalmente, no que diz respeito a identificagdo precoce da fase ativa da
infeccdo pelo parasito. O que possibilitaria um tratamento adequado e efetivo dos individuos
infectados, permitindo a preven¢do, amenizacdo ou mesmo a eliminagdo dos varios danos
causados por este parasito. Desta forma, o aperfeicoamento de técnicas imunodiagnosticas,
utilizando proteinas antigénicas bem caracterizadas do parasito poderd minimizar ou até
abolir as lacunas atuais existente no diagndstico. Alguns trabalhos, utilizando ferramentas

protedmicas, ja vém sendo desenvolvidos para estes fins.

NIELSEN et al. (2005) utilizaram a 2-D e o immunoblotting, para caracterizar
proteinas antigénicas na transmissdo congénita da toxoplasmose. Os autores observaram
perfis diferentes de expressdo protéica quando comparados os soros de maes soro

convertidas durante a gestagdo e soros de seus respectivos recém-nascidos infectados. Os
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resultados desse estudo podem contribuir para uma maior especificidade na utilizagcdo do

diagnostico diferencial da toxoplasmose congénita.

NAKAJIMA-NAKANO et al, (2002) produziram NTPase (NTPase I e II)
recombinantes, como antigeno, em teste imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo de
anticorpos anti- NTPase em soros de individuos imunocompetentes na fase aguda da
toxoplasmose e correlacionaram os resultados deste teste aos resultados de um teste padrao
ouro (reacdo de Sabin-Feldman) utilizando os mesmos soros. Os resultados obtidos
demonstraram um alto percentual (93%) de positividade e uma correlagao de 0,964 (1%) entre

o ELISA (formado com antigeno recombinante) e a reagdo de Sabin- Feldman.

A utilizagdo de andlise protedmica na caracterizagdo de proteinas antigénicas do
T.gondii de cada forma evolutiva do parasito aliada a utilizagdo de técnicas
imunodiagnoésticas, seja na deteccdo de imunoglobulinas para estas proteinas, seja na
inducdo de anticorpos monoclonais para as mesmas poderd permitir a identificacdo da fase
da doenca em que o individuo se encontra , o que ¢ de grande importancia para o diagnostico

da toxoplasmose ocular, assim como, da toxoplasmose em gestantes.
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Abstract

Toxoplasma gondii (T.gondii) is one of the main causing agents of Active posterior uveitis
presumably due to Toxoplasma gondii infection (APUPT) in different parts of the world. The
infection predominates in young people, in the second and third decade of life and is
considered the major cause of loss of the visual acuity and blindness. The diagnosis to active
toxoplasmosis in patients with ocular toxoplasmosis it is fairly difficult. Serologic exams
provide valuable information to distinguish the etiologic diagnosis of this disease, but more
frequently cannot be ascertained. The parasite causes latent infection. Some proteins currently
identified through conventional molecular biology, and used as markers do not discriminate
between active and chronic toxoplasmosis, what make difficult the therapeutic intervention in
the adequate moment. Previous studies improved the diagnosis of congenital toxoplasmosis
using two-dimensional immunoblotting (2DIB). We developed a 2DIB method with
tachyzoite antigen of T. gondii RH strain to investigate differentiation between IgA and IgG
antibodies response to T. gondii using sera from patients with and without APUPT. 68% the
antigenic proteins were recognized specifically by the IgA antibodies present in the UPAPT
patients sera. Our data suggest that these antigenic protein can be used as possible markers in
the diagnosis of active ocular toxoplasmosis.

e (Corresponding author. Mailing address: Laboratorio de Immunopatologia Keizo
Assami - LIKA (UFPE), Av. Prof. Moraes Rego, University Campus, s/n -50732-901,
Recife, PE, Brazil. Phone: 55 81 21012504. Fax: 55 81 21268485. Email:
zeluiz60@gmail.com.
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INTRODUCTION

Toxoplasma gondii (T.gondii) is the main causing agent of the posterior uveitis in
different parts of the world.(13) The ocular infection (ocular Toxoplasmosis) caused fo6rGthis
parasite, represents in Brazil, about 50 to 80% of total uveitis (13, 18). The ocular
toxoplasmosis disease can come from a congenital infection, resultant of the reactivation of
latent infection, or post-nattily acquired, include individuals with acute infection (14, 8). The
infection predominates in young people, in the second and third decade of life and is
considered the major cause of loss visual acuity and blindness (7).

Diagnosis of ocular toxoplasmosis is frequently based in typical clinical aspects, as the
presence of an active white-yellowish lesion with pigmented scar and pericasvulitis. However,
other microorganisms can lead to the same clinical aspects. The laboratorial diagnosis helps in
distinguishing the etiological agents of these lesions (13).

At the moment, serologic tests are the main laboratorial tool in the diagnosis of the
toxoplasmosis, however, it present difficulties in discriminating between the toxoplasmosis
active and the chronic. Due to the gravity and irreversibly of the ocular lesions caused by T.
gondii, the precocity diagnosis of this infection is of great value to an appropriate therapeutic
intervention at the adequate moment (1, 11).

The IgA antibody has been suggested as an important marker of acute phase of
toxoplasmosis, due to the increased levels in of toxoplasmosis acute and congenital systemic.
In the acute phase of Toxoplasmosis, both IgA and IgM antibodies increase in the patient sera,
nevertheless the IgA antibodies level are not detectable 6 to 8 months after the infection,
being considered a good marker of the acute phase of the disease (2). In several studies in

individuals with ocular toxoplasmosis, the sera IgA amount was a good marker of active

phase, presenting an increase of levels in individuals with UPAPT (12).
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The specific antigenic protein identification of each evolutional phase of the T.
gondii, and consequently, of each phase of the infection has been studied through proteomic
analysis. More recently, the proteomics studies has grant subsidy to the comprehension of the
pathogenesis of the toxoplasmosis, to the protein identification of transitional state fi®m
bradyzoites to tachyzoites and to the knowledge of the mechanisms in the host immune
response against the infection (4, 20).

Proteomics studies using "two-dimensional immunoblotting" (2DIB) was successfully
used in the diagnosis of the congenital toxoplasmosis, identifying the different profiles of the
IgG antibodies from sera samples of mothers, sera converted during the pregnancies, and sera
of their children. These studies showed different profile of antigenic proteins recognized by
IgG antibodies between the sera from mothers and children. With these results the authors
suggested the use of the 2DIB, as a new tool in the diagnosis of the congenital toxoplasmosis
(15).

In the present work, we developed a two-dimensional immunoblotting (2DIB) to
identify T. gondii antigenic proteins recognized by IgA and IgG antibodies in the sera from
patients with and without APUPT and so to identify the antigenic proteins recognized

specifically for IgA antibodies present in the patients sera with APUPT.
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MATERIALS and METHODS

Patients - Three patients with APUPT diagnostic through of indirect binocular
ophthalmologic examination at the Eye Clinic of the Hospital das Clinicas, in the Federal
University of Pernambuco, Brazil. All patients presented high levels of IgG and IgA
antibodies against T. gondii.

Control subjects. Three individuals without APUPT were chosen among healthy volunteers,
with no ocular lesions and IgG reactive to T. gondii.

All samples sera were evaluated with ELISA to IgG (Captia Toxoplasma gondii IgG) and the
IgA antibodies according to Leitdo et al. (12). Immunofluorescence was used to assay the IgM
antibodies which presented results negative in all samples.

2DIB antigen preparation. T. gondii RH strain tachyzoites from mice peritoneal cavity were
collected on the 4th day of the infection with PBS 0.01 M pH 7.2, centrifuged at 1,000 X g
and the pellet was washed twice, following the method described by ASAI et al. (3). The
taquizoites were sonicated (Vibracell Branson - Model CV17) a 40W, in the frequency of
50MHz, for 20s in ice bath. This procedure was repeated six times, followed by two rounds of
freeze-thawing at -80°C per 30 minutes each. In addition, the material was freeze by nitrogen
liquid and defrosted to the room temperature (2x) and centrifuged at 7,500 X g for 30
minutes. The supernatants (crude extract) was collected, aliquoted and stored at -80°C until
use.

Separation of antigen by two-dimensional immunoblotting. Twelve 7cm Immobiline
Drystrips, pH 4-7, were hydrated with 9 M Urea, 2% CHAPS{3-[ (3cholamidopropyl) -
dimethylammonium]-1-propanesulfonate}, 1% dithiothreitol, 2% IPG buffer and 0.002%

bromofenol and 400ug of proteins from the crude extract of T.gondii.
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The first dimension was carried out in a Multiphor II electrophoresis system
(Amersham Biociences). The separation process was in accordance with protocol described in
the manual 2-D Electrophoresis using immobilized pH gradients - STENSTEDT et al (19).
For the second dimension was used 10% SDS-PAGE and the separated proteins were
transferred to nitrocellulose membranes during 1h and 30 min, at 450 mA, in a Bio-Rad 65
system. All the reagents and equipment were the Amersham Biociences, except when
mentioned.

Detection of the antibodies IgA and 1gG. Each membrane was cut preserving the area
exposed to the Immobiline Drystrip, blocked for 16 h at 4°C with buffer TBS-Tween (0.1%,
0,067M, pH 7,4, and casein 2,5%). Next, the membranes were incubated with diluted sera
1:100 in casein 1% for 2h, at 37°C, washed three times with TBS-Tween for 10 min, and
incubated with IgG or IgA anti-human biotins (Aldrich Sigma), for another hour. After
washing three times with TBS-Tween, the membranes were incubated with the Streptavidin-
peroxidase conjugate (Sigma Aldrich) during 1 h. The spots were developed with TMB
(3,3,5,5-Tetramethylbenzidine) as substrate for 5 min.

Analysis the images. The 2DIB were analyzed by program Image Master TM (2D Plantinum
software of the Amersham Biociences). The profiles of the T. gondii-specific IgA and IgG
antibodies from the patients with and without APUPT were studied by Auto-Match Gel,
originating synthetic gel (analytical gel). Each analytical gel was formed from the gel

consensus, containing the pairs of proteins common to the three sera.
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RESULTS

Figure 1 shows the analytical gels of the proteins recognized by anti-T. gondii IgA antibodies
from sera of the patients with APUPT (Figure 1a). In these gels, 62 pairs of proteins were
identified by the IgA antibodies, while 28 pairs of proteins were present in the sera of the
individuals without APUPT (Figure 1b). The anti-T.gondii IgG antibodies from sera of the

patients with APUPT recognized 77 pairs of proteins(Figures 1c) and the sera of the

individuals without APUPT 28 pairs of proteins(Figures 1d).
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Figure 1. Analytical gels of the two-dimensional immunoblotting (2DIB). Proteins
recognized for anti-T. gondii IgA antibodies from the sera of individuals with APUPT (a) e
without APUPT (b) and proteins recognized for anti-T. gondii IgG antibodies from the sera

of individuals with APUPT (c) e without APUPT (d).
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The profile the IgA antibodies (Figure 2a) was compared between two groups (with

and without APUPT) and only 8 (14%) pairs of similar proteins were recognized. When the

profile the IgG antibody (Figure 2b) was compared between the same groups, 27 (49%) pairs

of similar proteins were recognized. In an attempt to identify the antigens recognized

exclusively by the IgA or IgG antibodies from sera of the individuals with APUPT, the pairs

of proteins in common were excluded.
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Figure 2. Gels analytical of the 2DIB from patients with APUPT (outlined-spots) and

individuals without APUPT (crossed-spots). a) proteins recognized to IgA antibodies and b)
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Figure 3 is the result of the comparison between analytical gels of proteins recognized

by the IgA(outlined-spots) and IgG (crossed-spots) antibodies present in the sera of patients

with APUPT. Twelve proteins were recognized in common (24%) for both antibodies with an

apparent molecular mass below of 116 kDa and above of 29 kDa.
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Figure 3. Comparison of analytical gels of 2DIB from patients with APUPT. Proteins

recognized by IgA antibodies (outlined-spots) and proteins recognized by IgG antibodies

The Figure 4a shows the proteins recognized exclusively by the IgA antibodies (42 proteins)
in the patients with APUPT, while the Figure 4b demonstrates the profile obtained with the

IgG antibodies (38 proteins), whose apparent molecular mass varied between 29 and 130

kDa.
4.0 Ponto isoelétrico (pl) 7.0 4.0 Ponto isoelétrico (pl) 7.0
205- 205-
Mr 116- o £ Mr 116- o ¢ -
(kDa) L (kD) s
97- v a @ 97- Q
66- @ I 66-
o © N b
45- = 45- 1 46
o o <Oy P Ve

Figure 4. Gels analytical of 2DIB of the proteins recognized for antibodies from the sera of
patients with APUPT. (a) proteins exclusively recognized for IgA antibodies and (b) the

proteins exclusively recognized for IgG antibodies
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DISCUSSION

The initial diagnosis of the ocular Toxoplasmosis is realized by the ophthalmologist,
based in the typical aspects of the ocular lesions. However, the retinocoroiditis can come from
other agents, beyond the T. gondii, resulting many times in an inconclusive diagnosis and
delaying clinical the behavior adjusted. Just now, the serological examinations are used as a
basic tool in the diagnosis of the disease, but such diagnosis do not identify specific antigen
of the evolutional phases of the T. gondii and the type of the strains. In this way, it do not
clarify the illness phase of the patients.

Until now, antigenic proteins markers of the T. gondii to the active phase of the ocular
toxoplasmosis were not identified by proteomic analysis. The identification these proteins are
restricted the routine molecular analysis, which do not allow the specific protein identification
for each phase of the infection.

The T. gondii presents an extraordinary population structure that consists of three
predominant clonal strains called I (RH and GT-1), I (ME49) and III (CEP and VEG) (10,
17) the three strains present large geographic distribution and can infected some animal
species including the man. Studies done in mice demonstrated that strains of type I are highly
virulent, while of types II and III are relatively avirulents (9). Predominant strains in human
are of type I and II and in the animals type II1.(9, 5) The strains of type I are associated with
the most serious cases of resistant ocular injuries to therapy.°

For the identification of antigenic proteins of active phase of the ocular
toxoplasmosis, the present study used as serological marker the IgA antibody. The IgA
antibody has been pointed as an important marker of active phase of the toxoplasmosis ocular
(13, 12)., while for IgM antibodies in the same conditions are negative (16).

Studies proteomics using 2DIB comes successfully assisting the diagnosis of the

congenital toxoplasmosis. The 2DIB was a methodology that have showed thousand proteins,

74



Estudo protedbmico de marcadores da Toxoplasmose... Gomes- Leitdo, M.C.
promoting an increase of the antigenic protein recognition for antibodies (15). Moreover, the
proteomic analysis allied to the immunodiagnostic, either in the detention of
immunoglobulins or in the production of monoclonal antibodies will be able to make possible
the identification of the illness phase where the patients are found, as well as in the
identification of therapeutic target.

When we compare the profile the IgG antibodies among patients with APUPT and
without APUPT, these recognize 49% of proteins in common, suggesting that the recognized
proteins are of latent phase, because they were also recognized by the sera of individuals
infected with the parasite, but that do not present ocular lesions. However, when we compare
the profile of the IgA antibodies between the two groups, only 14% of the total proteins were
identified in both gels, standing out the idea of a bigger activation of the IgA antibody in the
active phase of the ocular toxoplasmosis. These data corroborate with the studies carried out
by Leitdo et al, (12), which demonstrated an increase of the IgA in the sera of individuals with
reactivation of the ocular toxoplasmosis.

Our study has also identified specific antigenic protein for IgA and IgG anti-T. gondii
antibodies of the individuals with APUPT using 2DIB. 68% the antigenic proteins were
recognized specifically by the IgA antibodies present in the UPAPT patients sera. Our data
suggest that these antigenic protein can be used as possible markers in the diagnosis of active

ocular toxoplasmosis.
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8. CONSIDERACOES FINAIS DO TRABALHO

A infeccdo pelo T. gondii apresenta uma ampla distribuicdo mundial, além , de uma
soropositividade em cerca de 20 a 90% da populacdo mundial. A toxoplasmose ocular pode
ser ocasionada tanto em individuos imunocompetentes, como em individuos
imunocomprometidos, e ainda pode ser uma manifestacdo clinica da toxoplasmose congénita.
Em todos estes casos a lesdo ocular poder resultar em perda parcial ou completa da visdao

destes individuos.

O diagnostico da toxoplasmose ocular ¢ baseado primeiramente através de
identificagdo da lesdo ocular por oftalmologistas, que pode ter como etiologia o T. gondii.
Entretanto o diagndstico s6 ¢ confirmado por exames laboratoriais. Atualmente o diagnostico
da toxoplasmose oculae ¢ baseado na pesquisa de anticorpos produzidos frente o parasito,
através de ELISA e imunofluoréscencia. Todavia, estes testes, geralmente, utilizam o extrato
de antigenos totais do parasito, desta forma, a especificidade destes testes pode ser aprimorada
através da utilizacdo de antigenos mais especificos. Este trabalho iniciou o estudo das
proteinas do T. gondii, utilizando ferramentas protedmicas (eletroforese 2-D e Western
blotting), que induzem a resposta humoral, em individuos que apresentam a uveite posterior

ativa, ou seja, que estdo em fase ativa de infec¢do pelo parasito.

As cepas da linhagem I e II sdo as que parasitam o homem. O presente estudo utilizou
a cepa de linhagem I (RH), que ¢ responsavel pelos casos mais graves de lesdes oculares..
Além disso, o estudo identificou proteinas que além de serem, em sua maioria,
especificamente reconhecidas por individuos com UPAPT, ainda sdo especificas reconhecidas
para o anticorpo IgA, que j4 vem sendo apontado como um bom marcador de fase ativa da

infeccao.
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Desta forma, a identificacdo de proteinas sugeridas como marcadoras da fase ativa da
toxoplasmose ocular, ird promover um diagndstico mais especifico da infec¢do. Resultando na
possibilidade de aplica¢do de tratamento adequado, e em tempo viavel, que podera minimizar

as lesdes oculares causadas pelo T. gondii.

Este trabalho visa, a utilizacdo de um niimero maior de individuos, para confirmar os
resultados obtidos, como também, realizar o sequenciamento das proteinas através deste
identificadas, utilizando para isto a espectrometria de massa (MALDI-Tof), e por conseguinte

a pesquisa destas seqiiéncias em bancos de dados do T. gondii.
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