
 
 
 
 
 
 
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 
CENTRO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS 
BIOLÓGICAS 

 
 
 
 

MARIA DA CONCEIÇÃO GOMES LEITÃO 

ESTUDO PROTEÔMICO DE MARCADORES  DA  
TOXOPLASMOSE OCULAR   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Orientadores: 
 
Prof. Dr. José Luiz de Lima Filho 
Profa. Dra. Maria Elizabeth Cavalcante Chaves 
Profa. Dra. Silvana de Fátima Ferreira da Silva 
Profa. Dra. Ana Lúcia Figueiredo Porto 
 

 
 
 
 Julho  2006  
 



 
Estudo proteômico de marcadores da Toxoplasmose...                                            Gomes- Leitão, M.C. 
 
 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS 

BIOLÓGICAS 

ESTUDO PROTEÔMICO DE MARCADORES DA 

 TOXOPLASMOSE OCULAR 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MARIA DA CONCEIÇÃO GOMES LEITÃO  
 
 
 
 
 
 
 

Tese de mestrado apresentada ao Programa 
de Pós-Graduação em Ciências Biológicas, 
da Universidade Federal de Pernambuco, 
visando obtenção do grau de Mestre em 
Ciências Biológicas, área de concentração 
Biotecnologia. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Julho 2006 

                                                                                                                                   
  



 
Estudo proteômico de marcadores da Toxoplasmose...                                            Gomes- Leitão, M.C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Leitão, Maria da Conceição Gomes 
 Estudo proteômico  de marcadores da toxoplasmose ocular/ Maria

da Conceição Gomes Leitão . – Recife : O Autor, 2006.  
 82  folhas.  il., fig. 
 

     Dissertação (Mestrado) – Universidade Federal de Pernambuco. 
CCB.  Ciências Biológicas –  Biotecnologia, 2006. 

 
 Inclui bibliografia. 
 
 1. Toxoplasmose ocular.       2.  Eletroforese bidimensional.         3. 

Proteômica   I. Título. 
        
      617.7 
 

CDU (2.ed.)  UFPE

      617.762 CDD (22.ed.)                             CCB  069 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                                   
  



 
Estudo proteômico de marcadores da Toxoplasmose...                                            Gomes- Leitão, M.C. 
 
 
 
 
 
 
 

Julho 2006 

ESTUDO PROTEÔMICO DE MARCADORES DA 

 TOXOPLASMOSE OCULAR 
Maria da Conceição Gomes Leitão 
e-mail: mcgomesl@yahoo.com.br 

Aprovada em: 
 

Prof. Dr. Sérgio Crovella 
Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami –LIKA/ UFPE 
 
 
Prof. Dr. Gandhi Radis Baptista 
Universidade Federal de Pernambuco -UFPE, Deptº.de Bioquímica 
 
 
Prof. Dr. José Luiz de Lima Filho 
Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami –LIKA/ UFPE 
 

Comissão examinadora: 
 
Aprovada por: 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                                   
  



 
Estudo proteômico de marcadores da Toxoplasmose...                                            Gomes- Leitão, M.C. 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                                   
  



 
Estudo proteômico de marcadores da Toxoplasmose...                                            Gomes- Leitão, M.C. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

. 
   Dedico em especial a minha 
família, pais, irmãos, sobrinho e 
cunhadas, pela paciência e amor a 
mim dedicado, o que foi primordial 
nesta conquista. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                                                                   
  



 
Estudo proteômico de marcadores da Toxoplasmose...                                            Gomes- Leitão, M.C. 
 
 
 
 
 
 

Enquanto houver sol 
 
Quando não houver saída 
Quando não houver mais solução 
Ainda há de haver saída 
Nenhuma idéia vale uma vida 
Quando não houver esperança 
Quando não restar nem ilusão 
Ainda há de haver esperança 
Em cada um de nós, algo de uma 
criança 
 
Enquanto houver sol, enquanto 
houver sol 
Ainda haverá 
Enquanto houver sol, enquanto 
houver sol 
Quando não houver caminho 
Mesmo sem amor, sem direção 
A sós ninguém está sozinho 
É caminhando que se faz o caminho
Quando não houver desejo 
Quando não restar nem mesmo dor 
Ainda há de haver desejo 
Em cada um de nós, aonde Deus 
colocou. 
 
Enquanto houver sol, enquanto 
houver sol 
Ainda haverá 
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 Uveíte posterior 

Presumidamente por T. gondii (UPAPT) em diferentes partes do mundo. A infecção 

predomina em jovens da segunda e terceira década de vida e é considerada a maior causa de 

perda da acuidade visual e cegueira. O diagnóstico da fase ativa da toxoplasmose ocular é 

difícil de ser realizado. Os exames sorológicos fornecem uma informação valiosa para realizar 

o diagnóstico etiológico desta doença, mas freqüentemente, não são conclusivos. O parasito 

causa a infecção latente. Algumas proteínas identificadas atualmente pela biologia molecular 

convencional e, utilizadas como marcadores no diagnóstico laboratorial, não conseguem 

discriminar entre toxoplasmose ativa e crônica, dificultando a intervenção terapêutica no 

momento adequado. Estudos prévios melhoraram o diagnóstico da toxoplasmose congênita 

usando immunoblotting bidimensional (2DIB). Nós desenvolvemos um método de 2DIB com 

o antígeno de taquizoítos 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 

proteínas antigênicas foram reconhecidas especificamente pelos anticorpos IgA presentes no 

soro de pacientes com UPAPT. Nossos dados sugerem que estas proteínas antigênicas podem 

ser usadas como possíveis marcadores no diagnóstico da toxoplasmose ocular ativa. 

Palavras chave: proteômica, toxoplasmose ocular, eletroforese bidimesional 
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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 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A Toxoplasmose é uma infecção causada pelo Toxoplasma gondii (T.gondii), 

protozoário intracelular obrigatório, promotor de uma das protozooses mais cosmopolita. Essa 

infecção é extremamente comum entre os seres humanos, e também em várias espécies de 

animais (herbívoros, carnívoros e onívoros). Dentre os felinos, no nosso habitat, apresenta 

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

A Toxoplasmose é uma infecção pandêmica, apresentando na sua maioria indivíduos 

assintomáticos. A população mundial apresenta índices de soropositividade que variam entre 

20 a 90%, contribuindo para isto, hábitos sócio-culturais, alimentares, fatores geográficos e 

faixa etária (GIRALDO et al., 2000, TENTER et al., 2000, FERREIRA & BORGES, 2002, 

REMINGTON et al., 2004) 

No Brasil 50 a 80% dos adultos são soros positivos (ORÉFICE & BONFIOLI, 2000). 

Em Pernambuco as taxas de prevalência em adultos é cerca de 75% (COELHO et al., 2003), e 

em crianças na faixa etária de 9 a 15 anos é de 79,1% (KOBAYASHI et al., 2002).  

A Toxoplasmose apresenta diferentes formas clínicas, destacando-se a ocular, que 

pode ser de origem congênita, com manifestações clínicas precoces ou tardias, ou ainda, ser 

adquirida após o nascimento. Comumente, se conhece que a toxoplasmose ocular é resultado 

de reativação de uma infecção latente, em pacientes com infecção congênita. Todavia, lesões 

oculares também têm sido descritas em pacientes com infecção aguda (MONTOYA & 

REMINGTON, 1996; SILVEIRA et al., 1988). Em ambos os casos, a infecção ocular pode 

resultar em perda parcial ou completa da visão, ou em glaucoma (METS et al., 1996).  

 

1
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 A manifestação clínica, mais comum, resultante da toxoplasmose ocular é a UPAPT – 

Uveíte Posterior Presumidamente pelo Toxoplasma gondii (LYNCH et al., 2004). A 

proliferação do parasito provoca necrose celular resultando retinites necrotizantes, 

comprometendo as estruturas subjacentes, e levando ao termo de retinocoroidite toxoplásmica 

(TABBARA, 1990).  

No Brasil, cerca de 50 a 80% das uveítes têm como origem etiológica o T. gondii 

(LYNCH et al. 2004, ABREU et al.1987, TENTER et al. 2000). A região sul é uma das mais 

afetadas por esta forma clínica. Estudos epidemiológicos realizados na população de Erechim, 

no Rio Grande do Sul, revelaram que 95% da população apresentou-se soropositivo para 

T.gondii e 20% desta, apresentava toxoplasmose ocular. Segundo os autores, esta prevalência 

é 30 vezes mais alta do que as observadas em outras regiões do mundo (YAMAMOTO et al., 

2000).   

O diagnóstico da Toxoplasmose ocular, freqüentemente, é apoiado em aspectos 

clínicos típicos, com a presença de uma lesão ativa, branco-amarelada, com cicatriz 

pigmentada e perivasculite. Entretanto, outras causas podem conduzir ao mesmo aspecto 

clínico. O diagnóstico laboratorial vem auxiliar no diagnóstico diferencial de tais lesões 

(LYNCH et al., 2004). 

 Os testes sorológicos são, no momento, a principal ferramenta laboratorial no 

diagnóstico da Toxoplasmose. Entretanto, ainda apresentam dificuldades em discriminar entre 

a toxoplasmose ativa (aguda ou reativa) e crônica (latente). Freqüentemente os testes 

sorológicos utilizam como antígeno o extrato de proteínas totais do parasito, desse modo, 

ainda apresentam lacunas em relação a identificação de fases específicas da infecção. As 

lesões oculares causadas pelo T. gondii podem apresentar-se de forma grave e até mesmo 

irreversível, desse modo, o diagnóstico precoce da infecção é de fundamental para a 
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intervenção terapêutica no momento adequado (ABREU et al., 1987; KUSSENHLATT et al., 

1994).  

Atualmente, a identificação de proteínas antigênicas específicas de cada fase evolutiva 

do T. gondii, e conseqüentemente, de cada fase da infecção, vem sendo realizada através de 

estudos proteômicos. A análise proteômica vem auxiliando ainda, na compreensão da 

patogênese da Toxoplasmose, na identificação de proteínas de transição do bradizoíto para 

taquizoíto, e no conhecimento dos mecanismos envolvidos na resposta imune do hospedeiro 

contra a infecção (COHEN et al., 2002; ZHOU et al., 2004).  

 NIELSEN et al. (2005), realizaram estudos proteômicos para o diagnostico da 

Toxoplasmose congênita. Os resultados obtidos permitiram identificar perfis diferentes de 

expressão protéica comparando os soros de mães, soro convertido durante a gestação, e soros 

de seus respectivos recém-nascidos infectados, levando os autores a sugerirem a utilização da 

eletroforese 2D, seguida de Western blotting, como uma nova opção no diagnóstico da 

Toxoplasmose congênita.  

Com base no exposto, o presente estudo se propôs identificar proteínas antigênicas, de 

taquizoítos do T. gondii, marcadoras de fase ativa da infecção, reconhecidas por soros de 

indivíduos com lesão ocular (UPAPT- casos) e sem lesão ocular (sem UPAPT - controles), 

através da análise proteômica (eletroforese bidimensional / 2-D e Western blotting). 
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2.1. BIOLOGIA PARASITÁRIA 

O Toxoplasma gondii (T. gondii), protozoário pertencente ao filo Apicomplexa, ordem 

Eucoccidia, é um parasito obrigatório capaz de infectar aves e mamíferos, inclusive o homem 

(COUTINHO & VERGARA, 2005). 

Este parasito foi descrito inicialmente por NICOLLE e MANCEAU em 1908, presente 

em células do baço e fígado de um roedor norte-africano, Ctenodactylus gondii. Em 1909, 

eles introduziram o gênero Toxoplasma com a espécie T. gondii. No Brasil, quase 

respectivamente, SPLENDORE, também descreveu o mesmo parasito a partir de coelhos 

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

Durante vários anos, inúmeras 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 comparação 

imunológicas e biológicas, do Toxoplasma, e estes forneceram evidências de que os vários 

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

Os casos da doença passaram a serem descritos em 1923, quando o oftalmologista 

JANKU, observou lesões oculares em um paciente.  WOLF & COWEN, em 1937, relataram 

casos de crianças em que, provavelmente, a transmissão congênita havia ocorrido. No Brasil, 

importantes contribuições foram feitas, principalmente por TORRES, em 1927, quando fez as 

primeiras descrições anatomo-patológicas da doença, e por DELASCIO, em 1956, com 

detalhadas informações sobre a forma congênita. SABIN & FELDMAN, em 1948, 

desenvolveram o teste sorológico (teste do corante ou reação de Sabin-Feldman) 

possibilitando a associação das várias apresentações clínicas da doença à etiologia pelo T. 

gondii.  
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Estudos realizados sobre os mecanismos de transmissão 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 

reprodução sexuada do parasito), em suas fezes. 

A classificação Sistemática do parasito (Fig.1) está assim compreendida: Reino: 

Protista; Filo: Apicomplexa; Classe: Sporozoa; Ordem: Eucoccidiida; Família: 

Sarcocystidae; Gênero: Toxoplasma; Espécie: T. gondii (REY, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  O T. gondii é um parasito intracelular obrigatório capaz de invadir qualquer tipo de 

célula, exceto hemácias, no organismo dos seus hospedeiros (homens ou animais) para se 

multiplicar. O sucesso deste parasito como patógeno é atribuído à sua capacidade de invadir, 

residir e multiplicar-se dentro da célula hospedeira, com a formação do vacúolo parasitóforo 

(Fig. 2), no qual se reproduz assexuadamente por endodiogenia (processo de multiplicação 

assexuada), produzindo aproximadamente 211 (HOFF & CARRUTHERS, 2002). 
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As principais estruturas envolvidas na penetração da célula do hospedeiro  

apresentam-se no complexo apical do parasito.  O parasito aderi a célula pelos de receptores 

de superfície (SAG) e orienta seu complexo apical de forma a criar uma junção intracelular e, 

formar na célula um vacúolo confortável que o protege contra radicais livres, variações de pH, 

flutuações osmóticas e contato com anticorpos, evitando assim, os mecanismos de defesa do 

hospedeiro (HUYNH et al., 2003). Esta forma de invasão expõe o  mínimo de antígenos, o 

que dificulta o reconhecimento da resposta imune (HIRAMOTO et al., 2001). 
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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: taquizoítos (forma proliferativa), b: bradizoítos (forma cística) e c: oocistos, o qual contém 

esporozoítos (TENTER et al., 2000).  

 

   

 

 

 

Os taquizoítos (2-4 x 5-8 μm) têm forma alongada em crescente ou ovalada. 

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

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

Os bradizoítos apresentam estrutura análoga à dos taquizoítos, diferindo quanto às 

moléculas estágio-específicas em sua membrana, enzimas e proteínas de choque térmico. 

Outra diferença essencial é a resistência dos bradizoítos à digestão por ácido-pepsina 

(LYONS et al., 2002). Na célula parasitada eles se dividem lentamente em vacúolos 

parasitóforos, levando à perda completa da estrutura da célula do hospedeiro, originando 

cistos de paredes nítidas, contendo milhares de bradizoítos.  O aparecimento dos cistos está 

relacionado a uma resposta efetiva, mas que não age sobre os bradizoítos no interior dos 

cistos (Fig. 3b) (COUTINHO & VERGARA, 2005).  
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Os oocistos (10x12μm) têm forma arredondada, sendo encontrados nas fezes dos 

gatos, ainda imaturos, aos milhares durante a fase aguda da infecção que têm permanência, 

em geral, de uma a três semanas (Fig. 3c). Após cerca de quatro dias no solo tornam-se 

maduros, por um processo chamado esporogonia, passando a conter dois esporocistos, cada 

um deles com quatro esporozoítos (Fig. 3d). Os oocistos maduros são infectantes quando 

ingeridos pelo próprio gato e por outros animais, inclusive o homem.  (KAWAZOE., 2005). 

  O filo Apicomplexa apresenta além do T. gondii outras espécies de patógenos de 

interesse, como o Plasmodium (agente da malária), Cryptosporidium spp (agente da 

Cryptosporidiose), e Eimeria ( agente das coccidioses em animais). Todavia, para o estudo 

dos aspectos biológicos do filo, o T. gondii aparece como importante modelo (SINAI et al., 

1997) para a taxonomia, e o mais acessível para manipulação experimental. Em termos de 

ultra-estrutura do parasito, tanto os taquizoítos como bradizoítos e esporozoítos apresentam 

um complexo apical típico do filo constituído de conóide e róptrias que são importantes no 

mecanismo de penetração das células do hospedeiro. 
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2.3. O CICLO BIOLÓGICO 

O gato e outros felinos, principalmente os mais jovens, são os únicos animais em que 

o T. gondii desenvolve o ciclo sexuado (gametogônico), nas células epiteliais do intestino 

delgado através de multiplicação por endodiogenia e merogonia.  A grande quantidade de 

taquizoítos no vacúolo parasitóforo e sua intensa mobilidade fazem com que haja uma ruptura 

inicial do vacúolo e posterior da célula, colocando em liberdade o parasito (merozoítos) para 

um novo processo de invasão nas células intestinais e transformação em gametócitos 

(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 esporulação (tornando-se infectante) resultando na forma final de 

resistência  (REY, 2002; HOFF & CARRUTHERS, 2002). Nestes animais  também 

desenvolve o ciclo assexuado do parasito, com formação 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 é adquirida por humanos e outros hospedeiros intermediários (aves e 

mamíferos) através da ingestão oral de oocistos maduros, taquizoítos, e cistos (Fig. 4). 

Embora, os taquizoítos que chegam ao estômago são destruídos pelo suco gástrico, só 

sobrevivendo aqueles que penetram no organismo através da mucosa oral. Os oocistos e cistos 

ao passarem pelo estômago sofrem a ação do suco digestivo, liberando respectivamente 

esporozoítos e bradizoítos na luz do intestino, estes penetram no epitélio intestinal do 

hospedeiro e passam para estágio de taquizoítos. Desse modo inicia-se o ciclo assexuado do 

parasito levando a uma infecção sistêmica, onde ocorre o parasitismo em vários tecidos do 
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hospedeiro. E nos hospedeiros imunocomprometidos ou imune imaturos, uma infecção aguda 

disseminada (BARRAGEN & SIBLEY, 2002).  
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Quando um indivíduo é infectado pela primeira vez, não tendo ainda imunidade 

adquirida por infecção anterior, o parasito não encontra resistência específica do hospedeiro, 

podendo ter a fase de multiplicação rápida em suas células (endodiogenia), expandindo o 

parasitismo por via hematogênica, e originando a chamada fase aguda da infecção pelo T. 

gondii.  Essa fase ocorre, na maioria das vezes de forma inaparente no hospedeiro humano 

imunocompetente, originando a toxoplasmose infecção. Menos freqüentemente, pode originar 

a toxoplasmose doença, com sintomatologia em geral benigna. Vários tecidos podem estar 

infectados, incluindo muscular estriado e cardíaco, linfático, SNC, ocular e placentário 

(COUTINHO & VERGARA, 2005).   

Com o surgimento da resposta imune adaptativa do hospedeiro, duas a três semanas 

após a primoinfecção, a fase de multiplicação rápida do parasito vai se extinguindo e, 

conseqüentemente, a fase aguda da infecção. O parasito passa a se multiplicar mais 

lentamente, passando para outro estágio, o bradizoíto. Este período é chamado fase latente ou 

crônica da Toxoplasmose, uma vez que os indivíduos estão inteiramente saudáveis, mas tendo 

cistos contendo parasitos viáveis em vários tecidos, principalmente no muscular estriado e 

cardíaco e no SNC. Todavia, a eventual ruptura de um cisto libera bradizoítos que, livres de 

resposta imune competente, podem se transforma novamente em taquizoítos gerando 

reagudização do processo (COUTINHO & VERGARA, 2005, KAWAZOE, 2005). 
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2.4. MECANISMOS DE TRANSMISSÃO 

A transmissão do T.gondii atinge além dos seres humanos vários animais como os 

herbívoros, os onívoros e carnívoros (REIMINGTON et al., 1985). A ampla distribuição 

mundial, diversidade de hospedeiros parasitados e das formas evolutivas infectantes do 

parasito resulta em várias rotas de transmissão (TENTER et al., 2000).   

 Vários indivíduos são infectados inadvertidamente, desta forma uma rota específica 

de transmissão não pode ser estabelecida. A variação da soroprevalência do T. gondii 

apresenta possível correlação com hábitos alimentares e de higiene da população. Isto reforça 

a confirmação da via oral como maior fonte de infecção (DESMONTS et al., 1965;  

REMINGTON et al., 2001). A transmissão vertical ocorre através dos taquizoítos, que são 

passados para o feto por via transplacentária (DUBEY et al., 1998). A transmissão horizontal 

do parasito pode envolver três estágios do seu ciclo de vida, oocistos esporulados, cistos 

teciduais e taquizoítos. 

 O oocisto, esporulado, é sugerido como a forma evolutiva, mais efetiva, de 

perpetuação do parasito entre os humanos, inclusive em vegetarianos, que não ingerem carne 

(REIMINGTON et al., 1994). Os oocistos constituem uma importante fonte de transmissão 

para animais herbívoros, roedores, aves; animais carnívoros e onívoros, que também podem 

se infectar oralmente. Acredita-se que a maioria das transmissões horizontais seja causada 

pela ingestão de cistos teciduais e oocistos em alimentos e água contaminados com fezes de 

felinos. (EDELHOFER et al., 1996; JANITSCHKE et al., 1999;  DUBEY et al.,  2000).  
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Nas Américas, acometimento recente da Toxoplasmose aguda em humanos tem sido 

associado a este tipo de contaminação 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 transmissão do parasito para animais carnívoros e onívoros, inclusive o homem. Os 

cistos já podem ser desenvolvidos por volta do sexto ou sétimo dia após a infecção, e 

provavelmente persiste por toda a vida do hospedeiro (DUBEY et al., 1998). Todavia, o 

número exato dos cistos que foram desenvolvidos no interior do hospedeiro e a localização 

destes, depende da espécie do hospedeiro parasitado (DUBEY et al., 2000; SHIRLEY et al., 

1997; TENTER et al., 1999). 

Os taquizoítos são os principais responsáveis pelos casos de transmissão vertical 

(congênita) do T. gondii. Os taquizoítos, presentes inclusive no sangue, podem originar 

transmissões intra-uterinas, causando danos ao embrião ou feto. Nos últimos anos o 

transplante de coração, rins, fígado e medula óssea, requereram uma maior prudência devido 

ao risco de infecção pelos cistos do parasito (DUBEY et al., 1989; HO-YEN et al., 1992). Os 

taquizoítos são transmitidos ainda, via produtos sanguíneos, em particular leucócitos, e 

através de injeção acidental em laboratório ( HO-YEN et al., 1992; LUFT et al. 1989).  
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2.5. CEPAS DE Toxoplasma gondii 

O T.gondii apresenta uma extraordinária estrutura populacional que consiste em três 

linhagens clonais predominantes denominadas I (Rh e GT-1), II [ME49 e outras derivadas 

(PSD, PLK PTg)] e III (CEP e VEG) (KHAN et al., 2005). Estas linhagens foram 

caracterizadas através de estudos genéticos e de izoenzimas expressas. As diferenças 

verificadas nas linhagens são provenientes do genótipo SAG2, quanto aos locais de ocorrência 

e à virulência (DARDÉ et al., 1997; SIBLEY & BOOTHORYD, 1992; HOME & SIBLEY, 

1995; HOME et al. 1997).  

As três linhagens têm ampla distribuição geográfica e pode infectar várias espécies de 

animais, inclusive o homem. Estudos realizados em camundongos apresentaram que as cepas 

do tipo I são altamente virulentas, enquanto as II e III são relativamente avirulentas (HOME 

& SIBLEY, 1995). As cepas predominantes em humano são as do tipo I e II e nos animais a 

tipo III, mais nestes ainda pode ser encontrada a tipo II (HOME & SIBLEY, 1995; DUBEY et 

al., 2002a).  

As cepas do tipo I estão associadas aos casos mais graves de lesões oculares e a uma 

maior resistencia à terapêutica (LEHMANN et al., 2000; GRIGG et al., 2001). Os pacientes 

com SIDA apresentam predominância da linhagem II, e os casos de infecção congênita as 

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

Em Portugal, SOUSA et al., (2006) desenvolveu um estudo de caracterização 

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 assintomáticas 

provenientes de áreas rurais em torna da cidade de São Paulo, e foi identificada a 

predominância da linhagem I, e em menor proporção da linhagem III (DUBEY et al., 2002b). 

Outros estudos de isolados do parasito em gatos do Pára apresentaram resultados similares da 

predominância das linhagens I e III, sugerindo que estas são as cepas mais freqüentes no 

Brasil.  
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2.6. ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 

Em relação ao hospedeiro humano e outros animais, o T. gondii apresenta alta 

infecciosidade demonstrada pelos dados epidemiológicos (Fig. 5) da prevalência da infecção 

e, baixa patogenicidade se considerarmos a abrangência cosmopolita da infecção, em relação 

ao grande número de indivíduos assintomáticos, com infecção latente. Além da existência de 

numerosas  cepas apresentando diferentes graus de virulência e com ampla distribuição 

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

A disparidade das taxas de infecção humana e em animais obtida em diferentes países 

deve-se a diferentes fatores como localização geográfica, condições ambientais, hábitos 

culturais dos povos. Principalmente no tocante a alimentação, tipo de fauna, grau de 

desenvolvimento do país e infra-estrutura hídrica e sanitária (REMINGTON et al., 1995) e a 

própria metodologia utilizada nos inquéritos epidemiológicos.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Prevalência Global da Toxoplasmose (1993). 
Fonte: www.google.com.br/imagens/toxoplasmosis 
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As maiores prevalências da infecção são encontradas em regiões de climas quentes e 

húmidos, já as menores prevalências têm sido localizadas em regiões muito frias ou muito 

áridas, onde ocorre baixa densidade de felina e menor sobrevida dos oocistos no solo 

(COUTINHO & VERGARA, 2005). Ressaltando a importância epidemiológica dos gatos na 

toxoplasmose, principalmente os mais jovens, com a primoinfecção, que eliminam milhões de 

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

Surtos epidêmicos de toxoplasmose têm sido descritos com certa freqüência em várias 

regiões do mundo, sempre relacionados à presença de gatos (TEUTSCH et al., 1979; 

STAGNO et al., 1980) ou ingestão de carne mal cozida (KEAN et al., 1969), provavelmente 

combinação de ambos os fatores (MAGALDI et al., 1967; COUTINHO et al., 1982).  A 

presença de gatos e roedores em cerca de 90% das propriedades de criação de suínos 

(ARAÚJO et al., 2000) na região de Erechim no Rio Grande do Sul, tem sido responsável 

pela elevada prevalência da doença, incluindo casos de retinocoroidites (GLASNER et al., 

1992). O Norte do Rio de Janeiro também apresenta alta endemicidade, isto devida à 

possibilidade da água consumida pela população está poluída por fezes de gatos, sendo 

apontada como fonte de infecção (BAHIA-OLIVEIRA, 2003). 

 Em animais para comercialização de carne, a prevalência do T. gondii é mais 

freqüente em ovelhas, porco e cabras e menos freqüente aves domésticas, coelhos, cães e 

cavalos. Estudos recentes apresentaram que a prevalência do T. gondii em carne animal 

decresceu consideravelmente nos últimos 20 anos nas áreas com supervisão intensiva.  Como 

na União Européia onde a carne de porco vendida em mercados tem sofrido um declínio da 

prevalência do parasito para 0.58%. Todavia, os porcos isolados de pequenos criadouros são 

ainda vendidos a preços reduzidos para consumo humano e a prevalência do parasito nestes 

animais pode ser de até 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 prevalência do T. 

gondii em porcos decresceu em 30% (TENTER et al., 2000). Em São Paulo, Minardi et al. 

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

A toxoplasmose em humanos, apresenta prevalência entre 20 e 90% na população 

adulta (CARMO et al., 2005; MEEK et al., 2000). Na América Latina 50 a 70% dos 

indivíduos são soropositivos (WALTON, 1971) e estas taxas são similares às encontradas na 

França, provavelmente, pelo hábito dos franceses de consumir carne crua ou mal cozida. No 

Brasil 50 a 80% dos adultos são soros positivos (ORÉFICE & BONFIOLI, 2000). Em 

Pernambuco a taxa de prevalência em adultos é cerca de 75% (COELHO et al., 2003), e em 

crianças (na faixa etária de 9 a 15 anos) é de 79,1% (KOBAYASHI et al., 2002). Inquéritos 

sorológicos, realizados nas cidades de Belo Horizonte, São Paulo e Rio de Janeiro, 

apresentaram as respectivas prevalências 50,3%, 54,8% e 78,7% (ARAÚJO, 1970; 

CAMARGO et al., 1976; COUTINHO et al., 1981). Estudos realizados em tribos indígenas 

demonstram elevadas taxas de infecção pelo T. gondii. (BARUZZI, 1970; AMENDOEIRA et 

al., 2003). 

 Estudos desenvolvidos por FRENKEL & RUIZ (1981) sugerem as crianças são 

infectadas na primeira década de vida, ou seja, que as proporções 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 congênita apresenta-se em 90% dos casos de forma assintomática ou 

Oligossintomática (WONG et al., 1994). Nos Estados Unidos da América e na Europa as 

taxas de infecção congênita atingem de um a dois nascidos para cada 1.000 nascimentos ( 

LEBECH et al., 1999).  
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Na França o risco de transmissão para ao feto tem sido maior, estimando-se 10 casos 

dentre 1.000 gestações (NÓBREGA et al., 2002), enquanto no Rio de Janeiro foram 

encontrados quatro casos entre 1.034 nascidos vivos (COUTINHO et al., 1981). No Brasil, 

estudos sorológicos em grávidas apresentaram soropositividade (IgG) de 77% no Rio de 

Janeiro e  69,4% em Pernambuco. Estudos realizados na Bahia apresentaram resultados 

semelhantes com taxa de 64,92% de gestantes soropositivas (MEIRELES FILHO, 1985; 

NÓBREGA et al., 2002). 

A toxoplasmose ocular apresenta como manifestação ocular mais importante a 

retinocoroidite, que pode vir acompanhada de outras alterações oculares (GLASNER et al., 

1992; MONTOYA & REMINGTON, 1996).  No Brasil, cerca de 50 a 80% das uveítes têm 

como origem etiológica o T.gondii (LYNCH et al., 2004; ABREU et al.,1987; TENTER et al., 

2000). 

Um outro grupo de grande importância epidemiológica são os indivíduos com 

síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA), nos quais a neurotoxoplasmose permanece 

como uma das principais causas da encefalite confocal. A doença provém, na maioria dos 

casos, de reativação de infecção latente e apresenta uma prevalência de 3% a 50%, de acordo 

com a área geográfica (BORGES & FIGUEIREDO, 2004; BERTOLI et al., 1995; DUNLOP 

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

A toxoplasmose humana, enquanto doença, pode apresentar os seguintes aspectos 

clínicos: adquirida em indivíduos imunocompetentes (onde geralmente se estabelece como 

síndrome semelhante a mononucleose), adquirida ou reativa em indivíduos imunodeprimidos,  

ocular (que pode ser tanto de origem congênita como adquirida) e congênita (NETO et al., 

1995; REIMINGTON et al., 1995). 

3.1.1 Toxoplasmose pós-natal no paciente imunocompetente 

Nos indivíduos imunocompetentes a doença, geralmente, tem um curso benigno e auto 

limitado podendo apresentar-se assintomática ou ologossintomática. Segundo relatos, somente 

de 10% a 20% dos indivíduos infectados pelo T. gondii apresentam sintomas da doença, 

caracterizando a alta infectividade e baixa patogenicidade do parasito (FRENKEL, 1988; 

BEARMAN, 1995).  

A toxoplasmose pós-natal, na fase aguda, apresenta como manifestação clínica mais 

freqüente a linfadenomegalia (geralmente cervical). Em alguns casos mais graves a 

linfadenomegalia pode vir acompanhada de hepatoesplenomegalia, como também pode 

apresentar exantema máculo-papular (Fig. 6).  Com exceção do acometimento ocular, a 

evolução clínica da toxoplasmose é favorável (FRENKEL, 1991; HINRICHSEN et al., 2001).  
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3.1.2 Toxoplasmose ocular 

A toxoplasmose ocular pode ter origem congênita ou ser adquirida após o nascimento, 

e pode ser resultante de uma infecção aguda ou reicindiva, apresentando manifestações 

clínicas precoces ou tardias, (MONTOYA et al., 1996; HOLLAND et al.,1996). A lesão mais 

freqüentemente ocasionada pela toxoplasmose é a retinocoroidite granulomatosa necrotizante 

(Fig.7), decorrente do tropismo que o T. gondii tem pela retina.  
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A Toxoplasmose também é a causa mais freqüente de uveíte posterior em diferentes 

partes do mundo. Nos EUA e na Europa estima-se esta lesão está presente em cerca dos 35% 

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

No Brasil a toxoplasmose ocular representa cerca de 50 – 80% do total das uveítes 

SAFADI, (2000); LYNCH et al., (2004); PORTELA et al. (2004) estudaram uma população 

em Minas Gerais, na qual 12,5% dos indivíduos infectados pelo T. gondii desenvolveram 

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

A região sul do Brasil é a mais afetada pela forma ocular da Toxoplasmose. Estudos 

epidemiológicos realizados na população de Erechim (Rio Grande do Sul), indicaram uma 

prevalência de 95% da toxoplasmose na população, ainda, dentre estes 20% apresentaram 

toxoplasmose ocular. Segundo os autores esta prevalência é 30 vezes mais alta do que as 

observadas em outras regiões do mundo.  

 3.1.3 Toxoplasmose congênita 

A toxoplasmose congênita é considerada importante causa mundial de morbidade e 

mortalidade infantil. A infecção transplacentária pode ocorrer quando a gestante 

imunocompetente adquire a primoinfecção, em qualquer momento da gestação ou mesmo 

algumas semanas antes do seu início, apresentando infecção aguda, ou ainda, em gestantes 

imunocomprometidas, nas quais pode ocorrer uma reativação da infecção, latente 

(COUTINHO & VERGARA, 2005).  

Trabalhos desenvolvidos por HOHLDFELD et al., (1994) e DUNN et al., (1999) tem 

demonstrado que o risco da transmissão da infecção para o feto é menor no primeiro trimestre 

da gestação, cerca de 10 a 20%, aumentando com a idade gestacional, no último trimestre 

pode chegar à 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 embrião ou do feto e aborto 

espontâneo, ou seqüelas graves da infecção aguda intra-uterina como calcificações 

intracranianas, microcefalia, macrocefalia (Fig. 8) em virtude da hidrocefalia e dilatação dos 

ventrículos (COUTINHO & VERGARA, 2005). 

Os recém-natos, mesmo se infectados, apresentam-se geralmente normais, embora 

havendo necessidade de acompanhamento clínico e laboratorial. Isto devido, a probabilidade 

de virem a apresentar seqüelas na primeira ou segunda década de vida, sendo  a 

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

 

 

 

 

 

 

Todavia, em uma minoria de casos os sinais clínicos da toxoplasmose no recém-nato 

são aparentes, às vezes com evidências de doença aguda apresentando febre ou hipotermia, 

hepatoesplenomegalia, petéquias, erupções cutâneas, encefalite, pneumunite, diarréia e 

anemia. No caso do aparecimento de tais evidências deve-se realizar um diagnóstico 

diferencial de outras doenças infecciosas comuns a recém-natos, como rubéola, 

citomegalovírus, sífiles e o vírus da herpes simples (COUTINHO & VERGARA, 2005). 
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Em virtude das várias manifestações clínicas provenientes toxoplasmose congênita, e 

que acometem os recém-natos.  Recomenda-se sempre pensar no diagnóstico, uma vez que, se 

confirmado a terapêutica específica pode melhorar em muito o prognóstico e diminuir a 

incidência de seqüelas posteriores.  Em alguns países, como França e Áustria a pesquisa 

sorológica pré-natal, é, por lei, obrigatória. Tal procedimento reduziu a incidência da 

Toxoplasmose fetal de 40% para 7%. No entanto, no Brasil tal procedimento não é realizado e 

aproximadamente 30% das gestantes possuem sorologia negativa para Toxoplasmose, estando 

estas, sob o risco de contaminação (NÓBREGA et al., 1999; SPALDING et al., 2003; 

DUTRA LEÃO et al., 2004). 

3.1.4 Toxoplasmose no imunocomprometido 

A Toxoplasmose apresenta uma ampla distribuição mundial, por conseguinte a 

reativação desta em indivíduos imunocomprometidos é um evento freqüente, devido a 

apresentarem a imunidade deprimida. Freqüentemente a evolução da doença é para forma 

grave e até mesmo letal (ISRAELSKI & REIMINGTON, 1993). Os grupos que apresentam 

um elevado risco de desenvolver a toxoplasmose são: os portadores de neoplasias 

hematológicas (portadores de linfomas), transplantados de medula óssea e receptores de 

transplante de órgãos sólidos e indivíduos com SIDA.   

A infecção nos transplantados cardíacos e outros imunocomprometidos, soronegativos 

para T. gondii é adquirida a partir do órgão recebido (LUFT et al., 1983. 1986). A encefalite é 

a manifestação mais comum nestes indivíduos (ISRAELSKI & REIMINGTON,1993). A 

neurotoxoplasmose permanece com uma das principais causas de encefalite focal em 

pacientes com SIDA e ocorre em aproximadamente em um terço destes casos, variando o 

número de caso com a soro prevalência da região (GRANT et al., 1990).  
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Segundo dados do ministério da saúde relativos aos anos de 1980 a 2000, de um total 

de 893.691 doenças notificadas no período 3% delas eram casos de neurotoxoplasmose 

associados à SIDA. O risco estimado da reativação 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 Saúde, a Toxoplasmose chega a 15,4% das principais 

doenças oportunistas que afeta este grupo de risco e quando não diagnosticada e tratada cedo 

tem curso clínico fatal (FERREIRA E BORGES, 2002). Vários trabalhos demonstram a 

preferência da reativação da infecção crônica pelo T. gondii no SNC (Revisto por FERREIRA 

& BORGES 2002). As hipóteses para este fato são: baixa imunidade local, déficit dos 

mecanismos que inibem a multiplicação do parasito, como anticorpos específicos e interferon-

γ, que não atravessam a barreira hematoencefálica, e maior facilidade de penetração do 

parasito no cérebro (AMBROISE-THOMAS & PELLOUX, 1993; MONTOYA & 

REIMINGTON, 1997).   

Nos indivíduos imunocomprometidos, o prognóstico de risco de encefalite pelo T. 

gondii incluem perfil sorológico, grau de imunossupressão e quimioprofilaxia (GRANT et la., 

1990). Nos pacientes com SIDA, mais de 95% das encefalites toxoplámicas são relacionadas 

á reativação do foco primário, e mais de 90% destes pacientes têm o número de linfócitos 

TCD4+ inferior a 100 células/mm3 (LUFT & REIMINGTON, 1988; PORTER & SANDE, 

1992). Em presença de sorologia positiva pacientes com níveis de linfócitos TCD4+  inferior 

a 200 células/mm3, e que não fazem quimioprofilaxia com sulfametoxazol-trimetoprima, tem 

um risco aproximado de 35% de desenvolver neurotoxoplasmose em dois anos Sendo assim, 

o perfil sorológico deve fazer parte dos exames iniciais de todos os imunocomprometidos 

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

O diagnóstico da toxoplasmose apesar de possuir um amplo e diversificado suporte de 

ferramentas diagnósticas, ainda é uma incógnita em várias situações. Nos indivíduos 

imunocompetentes, via de regra, a infecção pelo T. gondii assume caráter benigno, evoluindo 

para a fase latente (crônica) da infecção, assintomática. Todavia, comumente, até mesmo a 

fase aguda, nestes indivíduos mantém níveis subclínicos, oligossintomáticos, apresentando 

manifestações comuns a outras etiologias (CAMARGO, 2001; COUTINHO & VERGARA, 

2005).   

O diagnóstico da toxoplasmose apresenta-se complexo e em contínua evolução, a 

resposta mais esperada no diagnóstico da toxoplasmose é datar a infecção, ou seja, distinguir 

entre infecção latente (comum na população) e infecção recente, e ressaltam-se duas situações 

em que a identificação do período da infecção, é imprescindível, devido a gravidade e 

irreversibilidade das lesões que podem ser causadas pelo T. gondii: nas gestantes,  devido ao 

risco da transmissão maternofetal e nos indivíduos imunocomprometidos,  devido a estes 

estarem em constante risco de reativação da infecção, ou mesmo de reinfecção por queda da 

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

Classicamente, o diagnóstico laboratorial da toxoplasmose é baseado na pesquisa de 

anticorpos contra o parasito, e na evidenciação do DNA parasitário pela PCR. Outros métodos  

são baseados na demonstração direta do parasito (taquizoítos e/ou cistos) em material 

biológico. 
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4.1 Os exames sorológicos 

A reação de  SABIN FELDMAN (1948) ou teste do corante foi o teste pioneiro para 

detecção de anticorpos contra T. gondii, mais devido à utilização de parasitos vivos como 

antígeno que aumentam o risco do operador, foi substituído pelo Teste da imunofluorescência 

indireta que além de mais prático fornece resultados comparáveis. Além desse teste, o 

diagnóstico da toxoplasmose, atualmente, e realizado por reações de Hemaglutinação indireta,  

reação Imunoenzimática (ELISA) e imuno-marcação em proteínas isoladas em membranas ou 

Immunoblotting.  (CAMARGO, 1996). 

 Para a determinação do período de ocorrência da fase aguda da infecção se faz 

necessário mais de um tipo de teste sorológico. As primeiras informações são obtidas através 

da pesquisa dos anticorpos específicos contra o T. gondii nas classes IgG e IgM (COUTINHO 

& VERGARA, 2005). E estas informações são complementadas através da pesquisa das 

imunoglobulinas IgA e IgE, que vem a auxiliar e por vezes confirmar, em alguns casos, o 

período da infecção.  

4.1.1 A Imunoglobulina G (IgG) 

Os testes mais utilizados para a pesquisa de anticorpos IgG são ELISA, 

Imunofluorescência indireta e Hemaglutinação indireta. Estes anticorpos surgem no soro 

geralmente durante segunda semana pós-primo infecção, os níveis máximos são atingidos no 

primeiro ou segundo mês, declinando daí por diante, mais permanecendo presente em níveis 

baixos para o resto da vida. O IgG é considerado marcador de fase crônica e anticorpo de 

memória (Fig. 8).  Os indivíduos com reativação da infecção apresentam elevação dos títulos 

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 detecção dos anticorpos IgM é realizada através de ELISA de imunocaptura, o 

ensaio immunsorbent IgM (IgM-ISAGA) e hemaglutinação reversa (COUTINHO & 

VERGARA, 2005). O desenvolvimento de técnicas de captura possibilitou eliminar os 

resultados falsos positivos, no entanto tais metodologias  detectam a presença da  IgM  um 

ano ou mais após a infecção, podendo levar a interpretações errôneas (CAMARGO, 2001; 

MONTOYA, 2002). Os anticorpos IgM surgem ainda na primeira semana de infecção, 

atingem o pico no final do segundo mês, declinando após o sexto mês, mas ainda permanecem 

na circulação após doze meses do início da infecção (Fig. 9).  

 

 

 

 

 

 

 Figura 9. Freqüência dos anticorpos, no curso da primo-infecção 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 detecção dos anticorpos IgA e IgE são as  

imunoenzimáticas, tanto indireta como a de captura. Nos Estados Unidos da América e 

Europa os testes ELISA ou ISAGA têm sido utilizados para detecção da IgA como indicativo 

de fase aguda, no Brasil, a freqüência de utilização destes ainda é baixa (Fig. 8). Os 

anticorpos IgA se elevam quase ao simultaneamente a anticorpos IgM, entretanto, 
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desaparecem da circulação em 6 a 7 meses após a infecção, sendo considerado um bom 

marcador de fase aguda (AMENDOEIRA, 2001). Nos dois primeiros meses após a infecção o 

anticorpo IgE pode ser observado, em altas concentrações, declinando rapidamente até  não 

ser mais detectada após 4 meses, apresentando uma produção mais curta que a IgM e IgA 

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

4.1.4 Avidez de IgG 

Na busca de um diagnóstico mais preciso para identificação da infecção 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 antígenos 

do T. gondii. O teste utiliza uréia ou outro agente desnaturante para dissociar o complexo 

antígeno anticorpo e o grau de dissociação é inversamente proporcional à avidez do anticorpo. 

Um teste demonstrando baixa avidez de IgG reflete infecção recente ou atual, embora a 

avidez possa permanecer baixa além de três meses da primoinfecção (MONTOYA et al., 

2002; MONTOYA & LIESENFELD, 2004). Por outro lado, uma alta avidez de IgG sugere 

primoinfecção passada, de quatro a cinco meses atrás (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 Reação em cadeia de polimerase (PCR) 

O parasito pode ser identificado pela detecção de segmentos característicos de seus 

ácidos nucléicos, depois da ampliados pela reação em cadeia de polimerase. A PCR tem sido 

utilizada no diagnóstico pré-natal da toxoplasmose congênita, usando o líquido aminiótico, da 

toxoplasmose ocular pelo exame do humor vítreo ou aquoso e, da toxoplasmose em pacientes 

imuncomprometidos no caso de envolvimento de sistema nervoso central ou da forma 

disseminada. Todavia, é 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, 

contaminação por DNA ou inibição da reação. Além disso, é importante repetir o teste 

principalmente quando o resultado for positivo (FERREIRA et al., 2002; COUTINHO & 

VERGARA, 2005).  

 4.1.6 Isolamento e demonstração do parasito 

O isolamento do T. gondii pode ser feito a partir de material biológico infectado como 

esfregaços de lavado brônquico, liquor cefalorraquidiano e inoculação em camundongos ou 

em cultura de células in vitro.  A demonstração do parasito  através da histopatologia 

utilizando técnicas convencionais é sempre difícil, mais quando positivo define a fase aguda 

da infecção (COUTINHO & VERGARA, 2005).  

4.2 Diagnóstico laboratorial no paciente imunocompetente 

A Toxoplasmose apresenta-se na grande maioria dos casos de forma assintomática, 

devido a isto, os exames laboratoriais para diagnosticar esta parasitose não são rotineiros, a 

não ser nos poucos casos, em que a forma linfoganglionar se estenda por mais tempo, ou nos 

raros casos da doença mais grave, em que pode haver comprometimento do miocárdio ou de 

outros tecidos (COUTINHO & VERGARA 2005). 

Na presença de quadro clínico indicativo da toxoplasmose os primeiros testes para 

detecção da fase aguda (recente ou atual) são de pesquisa dos anticorpos IgG e IgM. Quando 

os anticorpos IgG apresentam níveis baixos e os anticorpos IgM estão ausentes, afasta-se o 

diagnóstico de fase aguda. Este é um quadro típico apresentado pela maioria da população 

adulta, que já teve a primo-infecção na infância (Fig. 10).  O indicativo de fase aguda recente 

ou atual da primo-infecção é a presença dos anticorpos IgG e IgM. Entretanto, seria 
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necessário um exame confirmatório, da baixa avidez de IgG, para uma maior segurança deste 

diagnóstico. Há casos raros, em que um exame realizado nas duas primeiras semanas após a 

infecção, apresente o teste para IgG ainda negativo e o teste para IgM positivo. Neste caso, o 

procedimento correto seria a realização de novos exames, uma a duas semanas após, para 

verificar a soroconversão dos anticorpos IgG, e verificar a baixa avidez destes, para um 

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

  

 

 

 

 

 

 

4.3 Diagnóstico laboratorial da retinocoroidite 

Na grande maioria das vezes, o diagnóstico da Toxoplasmose ocular (Fig 11) é 

realizado inicialmente pelo oftalmologista, pela identificação de lesão com aspectos clínicos 

típicos, lesão ativa branco-amarelada com cicatriz pigmentada e perivasculite. Entretanto, esta 

lesão pode ser ocasionada por outros agentes etiológicos além do T. gondii, e mesmo assim, 

conduzir ao mesmo aspecto clínico. Nestes casos o diagnóstico laboratorial vem auxiliar no 

diagnóstico diferencial de tais lesões (LYNCH et al, 2004).  

                                                                                                                                   
  

31 



 
Estudo proteômico de marcadores da Toxoplasmose...                                            Gomes- Leitão, M.C. 
 

Os testes sorológicos são, no momento, a principal ferramenta laboratorial no 

diagnóstico da toxoplasmose, entretanto, os mesmos, apresentam a dificuldade em discriminar 

entre toxoplasmose ativa (aguda ou reativa) da crônica (latente). Devido à gravidade e 

irreversibilidade das lesões oculares causadas pelo T. gondii, o diagnóstico precoce dessa 

infecção é de fundamental importância para que seja possível aplicar a intervenção terapêutica 

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

O anticorpo IgA vem sendo apontado como um importante marcador de fase aguda da 

toxoplasmose, devido a apresentar níveis elevados, em todos os casos de Toxoplasmose 

Sistêmica Aguda e Congênita. Os anticorpos IgA se elevam quase simultaneamente aos  

anticorpos IgM, entretanto,  são negativos com 6 a 8 meses após a infecção, sendo 

considerado marcador de fase aguda (ABREU et al., 1987). Em alguns estudos realizados em 

indivíduos com  Toxoplasmose ocular a IgA sérica vem sendo sugerida como um bom 

marcador de fase ativa, apresentando uma elevação dos níveis em indivíduos com UPAPT 

(LEITÃO 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  detecção de IgA ocular também tem sido 

estudada como um bom marcador.  LYNCH et al (2004) relataram uma forte associação entre 

a doença e a produção lacrimal de IgA, demonstrando essa imunoglobulina ser um auxílio no 

diagnóstico da Toxoplasmose Ocular. Pesquisas para detecção do DNA do parasita, também 

estão sendo avaliadas com a técnica de PCR (CAMARGO, 2001; MONTOYA, 2002). 
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4.4 Diagnóstico laboratorial no imunocomprometido 

Nos imunocomprometidos, os exames sorológicos para detecção de anticorpos 

específicos têm pouco valor (devido a estes apresentarem um perfil sorológico anômalo), a 

não ser para levantar suspeita de reativação de foco latente de T. gondii em 

imunocomprometidos que já apresentaram testes para anticorpos IgG positivos, e sinais de 

comprometimento neurológico. Nestes casos de reativação, as taxas de IgG, às vezes, podem 

aumentar.  Já os anticorpos IgM , são inesperados, embora possam ocorrer (Fig 12). A 

ausência de testes sorológicos positivos não afasta o diagnóstico. Assim, em 

imunocomprometidos outros métodos diagnósticos se fazem necessário (COUTINHO & 

VERGARA, 2005). 

 

 

 

 

 

 

O diagnóstico precoce de neurotoxoplasmose em HIV tem sido limitado devido à falta 

de testes não invasivos de alta sensibilidade e especificidade (Ferreira e Borges, 2002). O 

PCR pode ser positivo nos casos de comprometimento imunológico do sistema nervoso 

central, e o exame de liquor é normal em 20 a 30% dos casos (FERREIRA & BORGES, 

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

devem ser considerados mesmo na ausência de déficits focais. 

O diagnóstico presuntivo pode ser feito por tomografia computadorizada (TC) ou 

ressonância nuclear magnética (RNM). Em geral, as lesões são múltiplas, mais podem ser 

isoladas (NAVIA et al., 1986; DINA, 1991). Quando os testes sorológicos são negativos para 

T. gondii e os exames de imagem não levantam suspeita suficiente para iniciar a terapêutica, é 

indicada a punção lombar e os exames completos do líquor, que inclua técnicas de PCR 

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

4.5 Diagnóstico laboratorial na gravidez 

Os testes sorológicos devem ser feitos, por toda mulher que planeja engravidar ou já 

gestante. Um teste apresentando taxas baixas de IgG e, IgM negativo é indicativo de uma 

gravidez destituída de risco, para gestantes imunocompetentes (Fig 13). No caso de teste 

apresentando anticorpos IgM positivos, pode significar infecção recente e portanto a 

possibilidade de transmissão materno-fetal. Neste caso, para confirmação, outros exames são 

necessários, devido a possibilidade de ocorrência de teste  IgM falso positivo e também da 

permanência deste por mais de um ano após a primo-infecção, o que pode levar a um falso 

diagnostico de infecção recente (GRAS et al., 2004). 

Para confirmação do diagnóstico de infecção recente, deve ser utilizado o teste de 

avidez de IgG, assim como, repetir os testes IgG e IgM, cerca de duas semanas após o 

primeiro teste.  O teste confirmatório pela avidez de IgG tem a vantagem de poder ser 

realizado juntamente com os primeiros testes, ou imediatamente após 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 aplicação, no primeiro trimestre da gestação, 
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permitindo afastar possível ocorrência de primo-infecção nos últimos quatro a cinco meses, 

no caso do teste apresentar alta avidez.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Caso o teste apresente baixa avidez, a conduta é repetir os testes de IgG e IgM, para 

detectar possível curva ascendente dos títulos, sugerindo infecção recente, ou utilizar outros 

testes, para detecção de IgA. Desta forma o teste de avidez de IgG não Pode ser considerado 

definitivo, para diagnosticar a infecção recente ou em passado distante pelo T. gondii ( 

REMINGTON et al., 2004). 

4.6 Diagnóstico laboratorial no feto e recém-nato 

O diagnóstico de toxoplasmose no feto quando é realizado durante a gestação, permite 

o tratamento da mãe e do feto, melhorando o prognóstico da infecção congênita. Os métodos 

utilizados para o diagnóstico são, a ultra–sonografia que detecta alterações macroscópicas 

como hidrocefalia ou calcificações cerebrais, enquanto a PCR, em líquido amniótico, é capaz 

de fazer o diagnóstico mesmo antes de terem surgido lesões mais extensas do SNC. A 
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sensibilidade da PCR não tem sido tão grande, presente em cerca de 70% dos casos 

(BASTIEN, 2002), entretanto, é maior que a detecção do parasito por inoculação do líquido 

amniótico dos pacientes infectados em camundongos. 

O diagnóstico sorológico da toxoplasmose no recém-nato se baseia na detecção de 

anticorpos específicos produzidos pelo próprio neonato (IgM e IgA), ficando assim 

caracterizada a exposição dele ao parasito.  Os anticorpos IgG são passados da mãe para o 

feto pelo cordão umbilical, passando com facilidade pela placenta, sendo os títulos e a avidez 

da IgG materna semelhante aos encontrados no recém-nato, tendo ou não, havido transmissão 

intra-uterina do parasito.  

Os testes de anticorpos IgM e IgA específicos apresentam maior significado, pois 

representam anticorpos produzidos pelo neonato, levando a suspeita de infecção congênita 

(Fig. 13). O teste de pesquisa de IgA parece ser mais sensível 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 segurança um teste positivo para IgA deve ser repetido 

cerca de dez dias após, para certificar de que os títulos encontrados não representam 

contaminação com anticorpos IgA materno (MONTOYA 2002). 
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5. PROTEÔMICA  

A proteômica estuda o conjunto de proteínas contidas numa célula, que são 

determinadas pelo genoma da mesma. Os estudos do proteoma (proteómica) têm-se 

desenvolvido principalmente por eletroforese bidimensional (2-D), por ser uma das técnicas 

de separação de proteínas mais poderosa e amplamente utilizada para a análise simultânea das 

centenas ou mesmo dos milhares de produtos dos genes, com uma capacidade original para 

identificação de proteínas isoladas (spots) provenientes de misturas complexas de amostras 

biológicas (MONTI et al., 2005; WOJTEK et al., 1999; BERKELMAN & STENSTEDT, 

2002).   

Em 1970, KENRICK & MARGOLIS publicaram a primeira técnica de 2-D para 

separação de proteínas por focalização isoelétrica (IEF) nativa, com gradientes de pH em gel. 

Alguns anos após, O’FARREL &  KLOSE, (1975) introduziram o método original de 

focalização isoelétrica, promovendo a separação na primeira dimensão através de gradientes 

de pH gerados por carreadores anfólitos (moléculas pequenas, solúveis e anfotéricas com uma 

alta capacidade de neutralização próxima ao seu ponto isoelétrico (pI)), em géis de 

poliacrilamida distribuídos em tubos (capilares) de vidro (BERKELMAN & STENSTEDT, 

2002).  

Embora este método de 2-D tenha sido bastante utilizado, ele apresenta sérias 

limitações em relação aos carreadores anfólitos, por serem misturas de polímeros que não são 

bem caracterizados e sofrem variações devido ao aquecimento durante sua produção. Estas 

variações reduzem a reprodutibilidade de separação na primeira dimensão. Além disso, os 

gradientes de pHs com carreadores anfólitos são instáveis e sofrem forte desvio para o cátodo 

fora do tempo estipulado, resultante da alta corrente eletroendosmótica ocasionada pelos 

grupos de cargas nas paredes dos tubos de gel. Conseqüentemente, causam também uma 
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depressão do gradiente de pH em cada ensaio,  particularmente acima do pH 8.0, ocasionando  

uma menor utilização da técnica de 2-D para pHs extremos (BERKELMAN & STENSTEDT, 

2002). Todavia, se este sistema for utilizado com uma base horizontal plana durante a 

separação,  pode alcançar o  pH 10 (DUNN et al., 1997). 

As limitações e os problemas com os gradientes de pH formados pelos carreadores 

anfólitos, resultaram na necessidade da produção de gradientes de pH imobilizados (IPG).  

BJELLQVIST et al., (1982) e GÖRG., et al (1995) foram os  pioneiros  no desenvolvimento 

destes IPGs para a  focalização isoelétrica na primeira dimensão da 2-D.  

  A utilização dos IPG produziu melhorias significativas para separação das proteínas 

através da 2-D, como uma definição mais elevada, possibilitando a utilização de faixas de pH  

mais estreitas e, apresentando  unidades de variação de  pH com 0.5-0.01 unids/cm, o que 

permitiu a  discriminação de proteínas em que os pontos isoelétricos diferem em pH 

0.01unids/cm, esta discriminação facilitou a reprodutibilidade da técnica permitindo o 

aperfeiçoamento da reprodutibilidade dentro de um laboratório, e mais importante entre 

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

 As proteínas básicas (pI > 7,5) normalmente perdidas pela atração para o cátodo  ou 

separadas por NEPHGE (O'FARRELL et al., 1977), que apresentavam uma  reprodutibilidade  

limitada, foram separadas perfeitamente sob circunstâncias de equilíbrio usando os IPG 4-9, 

4-10, e 6-10 para a separação de proteínas de amostras altamente diversas tais como  plantas,  

fermento,  fígado de rato,  coração humano, ou  proteínas do mieloblasto (1991, 1993). 

Recentemente, foi gerado com sucesso um IPG muito alcalino (pH 12),  para a 2-D de 

proteínas de histonas ribossomais (GÖRG et al., 1997, 2000). A maioria dos laboratórios 

desenvolve a 2-D usando rotineiramente fitas com gradientes de pH 3-10 ou 4-7 para exibir 

uma extensa variedade de proteínas. Todavia, para investigação  mais detalhada de uma 
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pequena “janela” do proteoma, é indicado a utilização de 1unids/cm de pH, que permite a 

exibição de um grande número de proteínas. 

    Atualmente, a 2-D utilizada consiste na separação de proteínas e polipeptídios com 

base em suas diferentes propriedades moleculares, em cada uma das duas dimensões: na 

primeira dimensão a focalização isoelétrica (IEF) separa as proteínas de acordo com seus pI, 

em IPGs (Fig. 1). A segunda dimensão, em gel de poliacrilamida, separa as proteínas de 

acordo com suas massas moleculares aparentes (Mr) (O’FARRELL, 1975; GARRELS, 1979; 

BRAVO, 1984). 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Primeira dimensão: focalização isoelétrica (IEF)                 Segunda dimensão: separação por massa molecular  
                                                                                                                                          aparente (Mr) 

Figura 10.  Esquema da eletroforese bidimensional (2-D): (a) focalização isoelétrica (IEF) das proteínas e em (b) separação 
de acordo com suas massas moleculares aparentes. 
Fonte: www.google/electrophoresis2D.com. br 

A análise da 2-D  pode ser realizada utilizando-se softwares para análise de imagens  

2-D, que permitem uma comparação quantitativa e qualitativa dos “spots” apresentados nos 

géis. Desde 1975, vários programas para análise de imagens têm sido desenvolvidos. O Swiss 

Instituto de Bioinformática (SIB) em colaboração com  a GeneBio e Amersham Biosciences, 

tem desenvolvido e comercializado vários programas de análise de imagens 2-d como o 
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ImageMast 2D Elite (versão 4) e o ImageMast 2D Platinum (versão 5), que permitem o 

estudo de similaridades e diferenças entre imagens de 2-D, obtidas de amostras biológicas sob 

diferentes condições como sadios e doentes, tratados com drogas e sem tratamento,  

contribuindo para a identificação de marcadores terapêuticos moleculares, diagnóstico e 

prognóstico de doenças, dentre outras situações específicas  (COHEN, et al., 2002). 

Além das aplicações demonstradas a 2-D também permite a purificação de proteínas 

em pequena escala. Apesar da utilização preferencial das técnicas de cromatografia para 

purificação de proteínas em  larga-escala, a purificação de pequenas quantidades de 

polipeptídios por 2-D micro-preparativa, apresenta resultados superiores. O aperfeiçoamento 

da tecnologia micro-preparativa por 2-D (BJELLQVIST et al., 1993) tem sido utilizada 

eficientemente para identificação de glicoproteínas variantes (PACKER et al., 1996). Os 

parâmetros obtidos experimentalmente  caracterizam proteínas individuais que são então 

comparados com informações registradas em vários bancos de dados (BAIROCH et al.,1994). 

 A proteômica vem possibilitando o mapeamento e a caracterização de proteínas de 

várias populações (COHEN et al, 2002) através da 2-D, programas de análise de imagens,  

métodos de digestão enzimática,  análise de proteínas por espectrometria de massa, 

immunoblotting e a bioinformática (Fig. 16) (PATTERSON et al., 2001; GRAVES et al., 

2002; AEBERSOLD & MANN, 2003). 
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 Figura 16. Estratégias para análise proteômica. 
Fonte: Ilustração de Maria da Conceição Gomes Leitão 

Análise das imagens 
e identificação dos 
“spots”  

A espectrometria de massa é um poderoso método que pode facilitar a análise em 

micro-escala de proteínas e peptídeos. Recentemente foi desenvolvida uma nova geração de 

Espectrômetros de massa designados para serem utilizados em laboratórios de Biologia,  

assim com, os computadores avançaram  para promover excelentes ferramentas de análises. O 

MALDI-MS (adsorção na matriz de laser, com bombardeamento de laser e ionização) 

promove rápida, sensível e acurada determinação da massa molecular e, das modificações 

químicas, de proteínas e peptídeos (HILLENKAMP et al., 1991; FENN et al., 1989; . YATES 

& MCCORMACK, 1996).  A interface das 1-D e 2-D com o seqüênciamento N-terminal e a 

espectrometria de massa tem obtido ampla aceitação particularmente em áreas de 

identificação de proteínas 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 à especificidade do ensaio 

imunoezimático, permitindo que proteínas individuais, de misturas complexas possam ser 

detectadas e analisadas. (FERREIRA et al. 2002) utilizando vários marcadores como 

anticorpos específicos e lectinas, fornecem um dos mais efetivos métodos de estudo de 

proteínas (MONTI et al. 2005). Além disso, as proteínas imobilizadas podem ser 

seqüenciadas diretamente e, submetidas à análise dos aminoácidos por  espectrometria de 

massa ou clívagem enzimática.  
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6. PROTEÔMICA DO Toxoplasma gondii 

Os avanços recentes dos instrumentos para análise proteômica de células, organismos 

ou fluídos biológicos — eletroforese bidimensional (2-D), espectrometria de massa e 

bioinformática — têm  possibilitado o mapeamento e a caracterização de proteínas de várias 

populações (COHEN et al., 2002). A utilização deste conjunto de ferramentas vem 

promovendo sucesso na caracterização das proteínas de alguns organismos incluindo 

Saccharonryces cerevisiae (SHEVCHENKO et al., 1996) e Haenophilus influenzae 

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

A conclusão recente dos projetos de genoma de alguns parasitos (ERSFELD, 2003; 

BAHL et al., 2003; LI et al., 2004), vem impulsionando os estudos  proteômicos de 

Plasmodium (FLORENS et al., 2002; LASONDER et al., 2002), Eimeria tenella, 

Trypanosoma cruzi (PABA et al., 2004), e 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 conclusão, e dois estudos descreveram 

o mapeamento preliminar e a identificação parcial das proteínas da forma taquizoíto (forma 

presente na fase ativa da infecção) 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 revisão de parte das proteínas acessórias do T. gondii.  

O T. gondii apresenta um sistema altamente complexo, e bem orquestrado, de 

produção e regulação do processo secretor, que fornece proteínas para sua mobilidade, 

invasão da célula do hospedeiro, modulação da resposta imunológica do hospedeiro,  

sobrevivência intracelular, aquisição de nutrientes durante a replicação, e eventual saída da 

célula do hospedeiro. A secreção das proteínas ocorre em tempos específicos durante estes 
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processos, e envolve três organelas estruturalmente e funcionalmente distintas (Fig. 17): 

micronemas, róptrias e grânulos densos (CARRUTHERS, 2002). 

  

 

 

 

 

 

 

 

O processo de invasão da célula do hospedeiro pelo parasito inicia-se através da 

liberação das proteínas do micronema (MIC) sobre a ligação apical do parasito com a célula  

promovendo esta ligação e, a penetração na célula do hospedeiro (Tomley & Soldati. 2001); 

em seguida, as proteínas das róptrias (ROP) são secretadas, e parecem ser críticas para a 

biogênese do vacúolo parasitóforo (PV) que envolve o parasito durante a invasão e da o 

suporte à interação deste com organelas da célula do hospedeiro (SINAI et al., 1997; 

NAKAAR et al.,  2003); por fim, ocorre a secreção dos grânulos densos (GRA), durante e 

após a invasão, que preparam o vacúolo parasitóforo para a replicação e sobrevivência 

intracelular do parasito (CARRUTHERS & SIBLEY, 1997; ROBIBARO et al.,  2001; 

SIBLEY, 2004).  Estudos prévios revelaram que a secreção seqüencial destas proteínas é 

crítica para o processo de invasão do parasito, assim como, para o estabelecimento da 
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infecção (LERICHE et al., 1990, CARRUTHERS et al., 1997). Outros estudos sugerem que 

o parasito libera produtos capazes de manipular a resposta imunológica do hospedeiro 

(BLADER et al., 2001;  ALIBERTI et al., 2003) e, secretam produtos e antígenos de 

superfície (SAGs) que tem  permitido investigar marcadores promissores para o diagnóstico 

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

Estima-se que de 58% das proteínas secretadas pelo T. gondii, 8% apresentem sinal 

secretório com sinalização para o núcleo, 3% para mitocôndrias ,15%  micronema, 1% 

róptrias, 12% grânulos densos, 7% Superfície, 1% Apicoplasto. Aionda, 30% não 

apresentaram sinalização, tendo localizando-se no citoplasma. Ainda, 21% das proteínas 

apresentam não apresentam sinal secretório (Fig. 18) (XING et al., 2005).   

 

 

 

 

 

Devido ao T. gondii ser um parasito intracelular obrigatório, os mecanismos de 

mobilidade e invasão celular são elementos essenciais para sua sobrevivência e propagação. 

Desta forma, na última década tem sido gerado um  amplo banco de dados destes 

mecanismos, revelando vários 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 propósito unirem-se aos receptores da célula do hospedeiro, como: 

heparinas, proteoglicanos sulfatados, laminina e ICAM-1 (FURTADO et al., 1992 a,b; 

                                                                                                                                   
  45 



 
Estudo proteômico de marcadores da Toxoplasmose...                                            Gomes- Leitão, M.C. 
 
CARRUTHERS & SIBLEY, 1997; ORTEGA-BARRIA & BOOTHROYD 1999; HARPER 

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

Durante a infecção natural, o T. gondii atravessa barreiras biológicas não 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, não são alteradas durantes este processo 

de transmigração.  

No estudo desenvolvido por BARRAGAN et al., (2005), foi demonstrado que a 

interação 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 interação da 

ICAM-1 com a MIC2, adesina do parasito. 

Alguns estudos do mesmo modo têm documentado a ligação 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, várias outras proteínas (MIC5, MIC10, M2AP, SUB1 e AMA1) não 

apresentem seqüências obviais  de adesina, sugere-se que estas proteínas tenham funções 

alternativas ou acessórias (BRYDGES et al., 2000; HOFF et al., 2001; MILLER et al., 2001; 

RABENAU et al., 2001). Uma outra característica das MIC  produzidas pelo parasito é  a 

freqüente reunião destas dentro de complexos protéicos para realização 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 evidências de 

estar envolvido no processo de adesão e invasão do parasito (HUYNH et al., 2003; HARPER 

et al., 2004).  
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XING et al., (2005), desenvolveu um estudo amplo sobre os antígenos secretados, 

por taquizoítos do T. gondii, revelando mobilização de um opulento repertório de proteínas 

que podem interagir com o hospedeiro durante a infecção.  Isto inclui as já mencionadas 

adesinas, que presumivelmente, contribuem para a ligação e penetração; as proteases que 

podem facilitar a invasão ou a migração dentro dos tecidos do hospedeiro; as enzimas 

metabólicas potencialmente envolvidas em aquisição de nutrientes e, uma série de proteínas 

de funções hipoteticamente desconhecidas; além de proteínas secretadas, similares,  a 

proteínas  expressas por outros parasitos relacionados como o Plasmodium, agente etiológico 

da malária. Estes resultados são significativos para ampliar a visão sobre as moléculas que 

contribuem para a sobrevivência do T. gondii e compreenção da sua patogenia durante a 

infecção.  

O estudo de XING et al., (2005), ainda identificou 10 proteínas: GRADs, GRAD1, 

GRAD2, GRAD3, GRAD5, GRDA7, GRAD8, o inibidor de protease-1, e a NTPase I, II e 

III  dos grânulos densos, que são secretadas em altas taxas logo após o parasito esta 

inteiramente dentro do vacúolo parasitóforo (BROSSIER et al., 2003; LINGELBACH et al., 

1998). Em muitos casos, a função precisa destas proteínas permanece desconhecida,  

embora, várias observações sugiram a participação destas na produção do vacúolo 

parasitóforo e na interação deste com o citoplasma da célula do hospedeiro. A GRAD2 e 

GRAD6 têm papel importante na biogênese da membrana intravacuolar (MERCIER et al., 

2002). Foi sugerido que a  GRAD7  esta envolvida na proteção imune, e que o aumento da 

síntese desta, esteja relacionado ao decréscimo  da virulência do parasito. Recentemente, foi 

confirmado que a produção do inibidor da serina protease-1 (PSZENNY et al., 2002), 

presumivelmente, tem papel importante na proteção do  T. gondii  contra enzimas 

proteolíticas e na modulação da resposta imunológica do hospedeiro durante a fase aguda da 

infecção (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 é apresentada por outros protozoários, todavia, 

no  T.gondii apresenta uma elevada atividade (ASAI et al, 1983; ASAI et al 1986). Esta 

enzima tem demonstrado colocação na replicação e crescimento intracelular do parasito, pois 

abastece o T. gondii com purinas (essencial para multiplicação do parasita), através de uma 

alta atividade enzimática na hidrolise do ATP e ADP em presença de compostos 

dithiotreitol. Devido a isto, a NTPase possui grande atividade em taquizoítas e baixa 

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

Após a invasão da célula hospedeira, a NTPase é secretada pelos grânulos denso para 

o lúmem do vacúolo parasitóforo, onde está freqüentemente associada a rede vacuolar 

(ASAI et al., 1987; SIBLEY et al., 1994). Entretanto, estudo de microscopia eletrônica, 

realizado por KIKUCHI (2001), utilizando anticorpo monoclonal (6C6 – IgG1) também 

localizou esta enzima na membrana de taquizoítos.  

Os membros do filo Apicomplexa são importantes protozoários parasitos que podem 

causar, doenças com danos mais graves e até mesmo, na maioria dos casos, fatais para 

humanos e animais. Dentre estes, o T. gondii, tem um impacto econômico, médico e 

veterinário. Embora estratégias químicas e imuno-profiláticas sejam úteis para controlar 

vários destes parasitos, são inadequados. Atualmente é requerido o desenvolvimento de 

novas vacinas ou quimioterápicos para estes patógenos. A análise global de proteínas 

expressas utilizando as ferramentas proteômicas tem promovido meios para identificação de 

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

O T. gondii apresenta proteínas secretoras que são antígenos potentes, e que podem, 

com grande poder, acionar a resposta imunológica. Esta peculiaridade promove algumas 
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proteínas antigênicas, a candidatos promissores para desenvolvimento de  vacinas, 

especialmente utilizando os linfócitos T para realizar esta seleção (FISCHER etal., 1996;  

PRIGIONE et al., 2000). Isto tem sido apresentado em  camundongos inatos, que vacinados 

com DNA de  ROP2, GRA1 e GRA7, induziram  uma  proteção imune parcial  contra 

infecção letal (VERCAMMEN et al., 2000). Seguindo esta linha, REICHMANN et al., 

(2002), descreveu e caracterizou  um clone molecular da proteína ROP9 (p36), das róptrias 

do T. gondii identificada através de clones células T CD4+  para a proteína p36 (36 KDa), 

presente na fração solúvel dos taquizoítos lisados.  

A existência de uma grande quantidade de NTPase em taquizoíto, levantou a 

possibilidade da mesma ser detectada como antígeno circulante no sangue de indivíduos 

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 problemática seu difícil diagnóstico, tanto clínico quanto 

laboratorial. Principalmente, no que diz respeito à identificação precoce da fase ativa da 

infecção pelo parasito. O que possibilitaria um tratamento adequado e efetivo dos indivíduos 

infectados, permitindo a prevenção, amenização ou mesmo a eliminação dos vários danos 

causados por este parasito. Desta forma, o aperfeiçoamento de técnicas imunodiagnósticas, 

utilizando proteínas antigênicas bem caracterizadas do parasito poderá minimizar ou até 

abolir as lacunas atuais existente no diagnóstico. Alguns trabalhos, utilizando ferramentas 

proteômicas,  já vêm sendo desenvolvidos para estes fins. 

NIELSEN et al. (2005) utilizaram a  2-D e o immunoblotting, para caracterizar 

proteínas antigênicas na transmissão congênita da toxoplasmose. Os autores observaram 

perfis diferentes de expressão protéica quando comparados os soros de mães soro 

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

diagnóstico diferencial da toxoplasmose congênita. 

NAKAJIMA-NAKANO et al., (2002) produziram NTPase (NTPase I e II) 

recombinantes, como antígeno, em teste imunoenzimático (ELISA) para detecção de 

anticorpos anti- NTPase  em soros de indivíduos imunocompetentes na fase aguda da 

toxoplasmose e correlacionaram os resultados deste teste aos resultados de um teste padrão 

ouro (reação de Sabin-Feldman) utilizando os mesmos soros. Os resultados obtidos 

demonstraram um alto percentual (93%) de positividade e uma correlação de 0,964 (r2) entre 

o ELISA (formado com antígeno recombinante) e a reação de Sabin- Feldman. 

A utilização de análise proteômica na caracterização de proteínas antigênicas do 

T.gondii de cada forma evolutiva do parasito aliada à utilização de técnicas 

imunodiagnósticas, seja na detecção de imunoglobulinas para estas proteínas, seja na 

indução de anticorpos monoclonais para as mesmas poderá permitir a identificação da fase 

da doença em que o indivíduo se encontra , o que é de grande importância para o diagnóstico 

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. 
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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 for this 

parasite, represents in Brazil, about 50 to 80% of  total uveítis (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). 

66 

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 from 

bradyzoites to tachyzoites and to the knowledge of the mechanisms in the host immune 

response against the infection (4, 20). 

67 

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 Clínicas, 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 Leitão 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 -80ºC 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 -80ºC 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 400μg 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 

system. All the reagents and equipment were the Amersham Biociences, except when 

mentioned. 
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 Detection of the antibodies IgA and IgG. 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). 

 

                                                                                                                                   
  

71 



 
Estudo proteômico de marcadores da Toxoplasmose...                                            Gomes- Leitão, M.C. 
 

 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) 

proteins recognized to IgG. antibodies. 

 

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. 
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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), II (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 III.(9, 5) The strains of type I are associated with 

the most serious cases  of resistant ocular injuries to therapy.6

 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, 
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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 Leitão 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. CONSIDERAÇÕES FINAIS DO TRABALHO 

A infecção pelo T. gondii apresenta uma ampla distribuição mundial, além , de uma 

soropositividade em cerca de 20 a 90% da população mundial. A toxoplasmose ocular pode 

ser ocasionada tanto em indivíduos imunocompetentes, como em indivíduos 

imunocomprometidos, e ainda pode ser uma manifestação clínica da toxoplasmose congênita. 

Em todos estes casos a lesão ocular poder resultar em perda parcial ou completa da visão 

destes indivíduos.  

O diagnóstico da toxoplasmose ocular é baseado primeiramente através de 

identificação da lesão ocular por oftalmologistas, que pode ter como etiologia o T. gondii. 

Entretanto o diagnóstico só é confirmado por exames laboratoriais. Atualmente o diagnóstico 

da toxoplasmose oculae é baseado na pesquisa de anticorpos produzidos frente o parasito, 

através de ELISA e imunofluorêscencia. Todavia, estes testes, geralmente, utilizam o extrato 

de antígenos totais do parasito, desta forma, a especificidade destes testes pode ser aprimorada 

através da utilização de antígenos mais específicos. Este trabalho iniciou o estudo das 

proteínas do T. gondii, utilizando ferramentas proteômicas (eletroforese 2-D e Western 

blotting), que induzem a resposta humoral, em indivíduos que apresentam a uveíte posterior 

ativa, ou seja, que estão em fase ativa de infecção pelo parasito. 

As cepas da linhagem I e II são as que parasitam o homem. O presente estudo utilizou 

a cepa de linhagem I (RH), que é responsável pelos casos mais graves de lesões oculares..  

Além disso, o estudo identificou proteínas que além de serem, em sua maioria, 

especificamente reconhecidas por indivíduos com UPAPT, ainda são especificas reconhecidas  

para o  anticorpo IgA, que já vem sendo apontado como um bom marcador de fase ativa da 

infecção.  
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Desta forma, a identificação de proteínas sugeridas como marcadoras da fase ativa da 

toxoplasmose ocular, irá promover um diagnóstico mais específico da infecção. Resultando na 

possibilidade de aplicação de tratamento adequado, e em tempo viável, que poderá minimizar 

as lesões oculares causadas pelo T. gondii.  

Este trabalho visa, a utilização de um número maior de indivíduos, para confirmar os 

resultados obtidos, como também, realizar o sequenciamento das proteínas através deste  

identificadas, utilizando para isto a espectrometria de massa (MALDI-Tof), e por conseguinte 

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