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RESUMO

O presente estudo avaliou alguns aspectos da resposta imune celular
e humoral na co-infeccdo toxoplasmose cerebral e Aids (TC/Aids). O
primeiro passo foi aperfeicoar a producdo de dois antigenos que foram
utilizados em todos os experimentos. Um deles foi o antigeno lisado de
taquizoitos (ALT) e o outro, um grupamento de antigenos
excretados/secretados (ESA) obtidos dos sobrenadantes de culturas de
células VERO, sem soro fetal bovino infectadas com taquizoitos. A seguir
foram avaliados os niveis de IgG anti-T. gondii no liquido cefalorraquidiano
(LCR) de 99 pacientes com TC/Aids. Em ambos os ensaios (ELISA e
Western Blotting), ESA desencadeou reatividade nas amostras desses
pacientes, o que nao foi observado com o ALT. Concomitantemente, foi
padronizado a ELISA, empregando ambos os antigenos, para a detecc¢ao de
subclasses de IgG em 265 amostras de soro e 270 amostras de LCR. Os
grupos de soros foram compostos de 58 pacientes TC/Aids; 49 com
Aids/outras neuroinfecgdes/positivos para toxoplasmose; 58 com Aids/outras
neuroinfecgbes/negativos para toxoplasmose; 50 individuos soropositivos
para toxoplasmose e 50 individuos sadios. Os de LCR foram compostos
conforme a presenca ou ndo de toxoplasmose ativa sendo: 99 pacientes
com TC/Aids; 112 com outras neuroinfeccbes/soropositivos para
toxoplasmose e 59 com outras neuroinfec¢des/sorologia negativa para
toxoplasmose. Somente com ESA obtivemos uma diferenciacdo no perfil de
subclasses de IgG, onde niveis de IgG4 s6 foram detectados nos pacientes
com TC/Aids, e a presenca de IgG2 predominou nos individuos
cronicamente infectados. O valor diagnéstico das IgA e IgE na TC/Aids foi
também avaliado. Os resultados mostraram que nao foi possivel
correlacionar tais anticorpos com a reativacéo da infeccéo.

A resposta imune celular na TC/Aids foi parcialmente avaliada
estudando-se os niveis de citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-12 e IL-4) em
sobrenadantes de culturas de células mononucleares do sangue periférico

de 15 pacientes com TC/Aids. Tais pacientes apresentaram deficiéncia na



producédo de IFN-y, altos niveis de TNF-a e uma pequena producao de IL-10
em comparagao com 0s outros grupos de pacientes. O monitoramento da
producdo destas citocinas durante a evolugdo do tratamento especifico para
T. gondii mostrou que no 15° dia os pacientes ja apresentam uma discreta
producdo de IFN-y e uma diminui¢cdo nos niveis de TNF-a e IL-10. N&o foi
possivel detectar IL-12 e IL-4 nos grupos estudados. Estes achados
sugerem que baixos niveis de IFN-y estdo correlacionados a reducao e/ou
deficiéncia na capacidade células TCD4" de pacientes com TC/Aids em
produzir tal citocina, bem como altos niveis de TNF-a refletem a alta
resposta inflamatéria desencadeada pelo parasita. Em contrapartida, a
presenca de IL-10 sugere um efeito imunoregulatério nos individuos
cronicamente infectados e naqueles negativos para toxoplasmose, porém
uma suscetibilidade a infeccado nos pacientes com TC/Aids, uma vez que tal
citocina esta associada com um aumento da suscetibilidade a infeccéao,

decorrente da deficiéncia no nimero de células TCD4".



ABSTRACT

The present study evaluated some aspects of humoral and cellular
immune response in the co-infection cerebral toxoplasmosis and AIDS
(CT/AIDS). The first step was to improve the production of two antigens that
were used in all experiments. One was the tachyzoite lysate antigen (TLA)
and the other was a group of excreted/secreted antigens (ESA) obtained
from culture supernatants of VERO cells without fetal calf serum and infected
with tachyzoites. Then, anti-T. gondii IgG levels in cerebrospinal fluid (CSF)
of 99 TC/AIDS patients were evaluated. In both methodologies (ELISA and
Western blotting), ESA triggered reactivity in samples from TC/AIDS patients,
which were not observed using TLA. Concomitantly, methodologies
employing ELISA and two antigens for IgG subclasses detection in serum
and CSF samples were standardized. The assays were performed in 265
sera and 270 CSF samples composed of 58 sera (patients with CT/AIDS); 49
sera (patients with AIDS/other neuroinfections/positive toxoplasmosis; 58
sera (patients with AIDS/other neuroinfections/negative toxoplasmosis); 50
sera (individuals with asymptomatic toxoplasmosis/negative HIV); 50 sera
(healthy individuals/negative toxoplasmosis and HIV); 99 CSF samples
(patients with CT/AIDS); 112 CSF samples (patients with AIDS/other
neuroinfections/positive toxoplasmosis); and 59 CSF samples (patients with
AIDS/other neuroinfections/ negative toxoplasmosis). Only ESA was able to
differentiate the IgG subclasses profile. IgG4 levels were detected only in
TC/AIDS patients, and 1gG2 levels were predominate in chronically infected
patients. The diagnostic value of IgA and IgE in TC/AIDS patients was also
evaluated. The results showed that it was not possible correlating these
antibodies with the infection reactivation.

The cellular immune response of TC/AIDS patients was partially
evaluated considering the cytokine levels (IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-12 e IL-4)
in supernatants from cultures of peripheral blood mononuclear -cells.
CT/AIDS patients showed deficiency in IFN-y, high TNF-a levels and small

IL-10 levels, when compared with patients of other groups. The monitoring of



the production of these cytokines, during the specific T. gondii treatment,
showed that after 15 days, patients already were able to produce small IFN--
y levels. At the same time, TNF-a and IL-10 levels were decreased. IL-12 and
IL-4 levels were not detected in studied groups. These findings suggest that
low IFN--y levels are closely correlated to the reduction and/or deficiency in
the ability CD4" T cells of TC/AIDS patients in producing this cytokine, as
well as high levels of TNF--a reflect the high inflammatory response triggered
by parasite. In contrast, IL-10 production suggests an immune-regulatory
effect in chronically infected individuals and those negative for
toxoplasmosis, but an infection susceptibility in CT/AIDS patients, since IL-10
is associated with an increased susceptibility to infection, caused by
deficiency of CD4" T cells.
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1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasma gondii

A toxoplasmose € uma zoonose causada por um protozoario
parasita intracelular obrigat6rio, Toxoplasma gondii, pertencente ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidia
(Levine et al., 1980). Foi descrito por Alfonso Splendore em Julho de 1908,
parasitando um coelho de laboratério em S&o Paulo, Brasil. Na mesma
época, no Instituto Pasteur da Tunisia, os pesquisadores Nicolle e Manceaux
descreveram um microorganismo similar ao descrito por Splendore, em
células mononucleares do baco e do figado de um roedor norte-africano
denominado Ctenodactylus gondii. Em 1909, Nicolle e Manceaux criaram o
genéro Toxoplasma e a espécie T. gondii. Casos da doenca humana
passaram a ser descritos: Janku, em 1923, observou les6es oculares em um
paciente, e Wolf e Cowen, em 1937, relataram casos de criangas em que,
provavelmente, a transmissdo congénita havia ocorrido. No Brasil,
importantes contribuicdes ao conhecimento foram feitas, principalmente por
Torres, em 1927, quando fez as primeiras descricbes anatomo-patolégicas
da doenca, e por Delascio, em 1956, com detalhadas informagbes sobre a
forma congénita. Com o desenvolvimento do teste sorolégico do corante por
Sabin e Feldman, em 1948, foi possivel associar as varias apresentacdes
clinicas da doenca a etiologia por T. gondii (Coutinho e Vergara, 2005).

O parasita invade e se multiplica no interior de célula nucleadas
de mamiferos e de varios outros animais de sangue quente (Carruthers,
2002; Montoya e Liesenfeld, 2004; Dubey, 2008). Parasitam de preferéncia
macrofagos teciduais, mas sdo encontrados também em secrecdes, células
endoteliais, nervosas e musculares, apresentando assim, uma morfologia
multipla, dependendo do habitat e do estado evolutivo. H4 trés estagios
infectantes de T. gondii: os taquizoitos (livres), os bradizoitos (em cistos
teciduais) e os esporozoitos (em oocistos) (Dubey, 2008; Innes, 2010).

Essas trés formas apresentam organelas citoplasmaticas caracteristicas do
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filo Apicomplexa que constituem o complexo apical: condide, anéis polares,
microtubulos subpeliculares, roptrias, micronemas e granulos densos
(Soldati e Meissner, 2004; Dubey, 2008).

Os taquizoitos (Figura 1A) sao formas de multiplicacdo rapida em
quaisquer células do hospedeiro intermediario e nas células do epitélio
intestinal do hospedeiro definitivo, presentes em grande numero nas
infeccbes agudas. Apresentam formato de meia lua e medem cerca de 6 um
de comprimento por 2 uym de largura. Entram na célula hospedeira por
penetracdo ativa e apds a entrada, se tornam ovodides e envoltos por um
vacuolo parasitoforo, o qual se acredita ser derivado de moléculas do
parasita e da célula hospedeira (Hill et al., 2005). No interior do vacuolo
parasitéforo, os taquizoitos se encontram protegidos dos mecanismos de
defesa da célula (Dubey, 2008). Multiplicam-se assexuadamente dentro da
célula hospedeira por repetidas endodiogenias até a ruptura celular. Este
processo continua até o desenvolvimento da imunidade do hospedeiro frente
ao parasita (Hill et al., 2005; Dubey, 2008; Blader e Saeij, 2009).

A infeccdo é estabelecida apds algumas divisdes. A seguir, 0s
parasitas formam cistos teciduais, de aproximadamente 5 a 70 ym de
diametro, podendo chegar a 300 um com centenas de bradizoitos em seu
interior (Figura 1B) (Dubey, 1998; Innes, 2010). Estes se alojam no interior
dos tecidos por longos periodos ou pela vida toda do hospedeiro, sem que
cause resposta inflamatéria ou dano tecidual significante. Sé&o
morfologicamente idénticos aos taquizoitos, exceto pela multiplicagdo mais
lenta, pela localizagdo do nudcleo na parte posterior do parasita e por
numerosos micronemas e granulos de amilopectina. Medem cerca de 7 ym
por 1,5 ym e sdo mais resistentes a enzimas proteoliticas do que os
taquizoitos. Estas formas estdo presentes nas infecgBes crbnicas e
congénitas e, embora cistos teciduais contendo bradizoitos possam se
desenvolver no pulméo, figado e rim, sdo mais prevalentes em tecidos
neurais e musculares (cérebro, coracdo, masculo esquelético e retina) (Hill

et al., 2005). A variacdo no tamanho depende do estagio do cisto, da célula
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hospedeira parasitada e do niumero de bradizoitos em seu interior (Weiss e
Kim, 2000; Montoya e Liesenfeld, 2004).

Os oocistos sdo formas resultantes do ciclo sexuado e somente
ocorrem no trato gastrointestinal dos felideos com primo-infeccdo. Medem
em torno de 10 ym por 12 um e sao eliminados pelas fezes dos gatos ainda
ndo esporulados (Figura 1C). Sdo as formas de resisténcia no meio
ambiente e tornam-se infectantes apds a esporulacdo que ocorre de trés a
cinco dias de acordo com as condicbes ambientais. Os oocistos esporulados
contém dois esporocistos que abrigam em seu interior quatro esporozoitos
cada. Os esporozoitos medem, em média, cerca de 6 um por 2 uym. Os
oocistos esporulados podem permanecer viaveis no meio ambiente por um
periodo de até 18 meses (Hill e Dubey, 2002; Montoya e Liesenfeld, 2004;
Kravetz e Federman, 2005).

Figura 1. Taquizoitos em fibroblastos humanos (A). Cisto contendo bradizoitos
proveniente de macerado de cérebro de camundongo infectado (B). Oocisto

esporulado e ndo esporulado de amostras de fezes de gato (C).
Fonte: Hill et al., 2005.
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1.2. Ciclo biolégico

Toxoplasma gondii apresenta um complexo ciclo de vida, descrito
somente em 1970, quando se descobriu que os hospedeiros definitivos sao
membros da familia Felidae, incluindo o gato doméstico (Frenkel et al.,
1970). Varios animais de sangue quente servem como hospedeiros
intermediarios (Figura 2) (Dubey, 2004).

A fase sexuada do parasita ocorre no felideo ndo imune que
adquire a infeccéo pela ingestao de oocistos, cistos teciduais ou taquizoitos.
O ciclo sexual ocorre nas células intestinais com formacéo e fertilizacdo dos
gametocitos e formacdo do zigoto. Este origina 0 oocisto imaturo que
posteriormente € liberado apdés rompimento celular, sendo eliminado nas
fezes ap6s uma ou duas semanas de infec¢do. Os oocistos imaturos, nédo
infectantes, sob condi¢fes ideais de temperatura, umidade e oxigénio, como
as que ocorrem em regides de clima tropical, esporulam e podem sobreviver
de 12 a 18 meses no solo desde que mantidas tais condicdes (Rey, 2001;
Montoya e Liesenfeld, 2004; Lappin, 2010).

Nos hospedeiros intermediarios, a infeccdo pode se dar pela
ingestdo de oocistos maduros encontrados no solo, verduras, &agua
contaminada e por carnes mal cozidas ou cruas contendo cistos com
bradizoitos. Os parasitas penetram no intestino do hospedeiro e iniciam um
processo de multiplicacdo assexuada dentro do vacuolo parasitéforo
denominado endodiogenia, processo pelo qual cada nucleo divide-se
formando duas células-filhas e o resto da célula mée se degenera. Estes se
multiplicam rapidamente até a ruptura da célula hospedeira liberando os
taquizoitos para invadir outras células. Com o desenvolvimento da resposta
imune efetiva, ocorre a lise de taquizoitos extracelulares, por meio de uma
combinacdo de anticorpos e complemento (Beaman et al., 1995), porém
alguns parasitas intracelulares podem persistir por algum tempo na medula
espinhal ou no cérebro (Dubey, 1993). Em casos de comprometimento do

sistema imunoldgico, principalmente em pacientes HIV positivos, 0s cistos
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latentes podem reativar transformando-se em taquizoitos provocando a
reativacao da doenca (Suzuki, 2002; Kim e Weiss, 2008).
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Figura 2. Vias de transmisséo de T. gondii (Galisteo Jr, 2004).

1.3. Epidemiologia da toxoplasmose

A toxoplasmose é uma zoonose altamente disseminada, com
taxas de prevaléncia variaveis em diversas regides do mundo (Jones et al.,
2007; Dubey et al., 2012). A incidéncia da doenca esta sujeita as variacdes
proprias de cada regido, como o tipo de clima, habitos culturais e
alimentares de determinadas populacdes, sendo que a soropositividade
aumenta com a idade, mas nao varia entre os sexos (Remington et al., 2005;
Jones et al., 2007).

A infeccéo afeta ao redor de dois bilhGes de pessoas no mundo
(Petersen e Dubey, 2001; Montoya e Liesenfeld, 2004; Pereira-Chioccola et
al., 2009). Na forma aguda, é assintomatica em 80 a 90% dos individuos
imunocompetentes apresentando evolucdo benigna. A linfadenopatia é a
manifestacdo mais comum em 10 a 20% destes individuos podendo ser
acompanhada de febre, astenia e mialgia (Montoya e Liesenfeld, 2004;
Remington, 2004).
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Nos Estados Unidos e no Reino Unido, estima-se que cerca de 16
a 40% da populagcdo esteja infectada. Na Espanha esta estimativa é de
aproximadamente 60% e na Franca de 75-90% (Bahia-Oliveira et al., 2003;
Hill et al., 2005). No Brasil, a prevaléncia sorologica de infec¢do por T. gondii
é alta, variando em torno de 50 a 80% na populacao adulta (Bahia-Oliveira et
al., 2003; Pappas et al., 2009).

Na grande S&o Paulo a prevaléncia gira em torno de 69%
(Guimarées et al., 1993; Amendoeira et al., 1999). Kawarabayashi et al.
(2007) verificaram uma positividade de 57,10% em um estudo que avaliou a
prevaléncia de anticorpos IgG anti-T.gondii em 1485 amostras de soros de
mulheres atendidas na rede publica de saude da grande Sao Paulo.

Os felideos sé@o considerados como 0s animais mais importantes
na epidemiologia da toxoplasmose. Eles sdo 0s responsaveis pela
contaminac¢do do meio ambiente através da eliminacdo de oocistos, uma vez
que, um Unico gato pode excretar milhdes de oocistos apds ingerir apenas
um cisto tecidual. Oocistos esporulados podem permanecer viaveis no meio
ambiente por longos periodos e sédo fonte de disseminacao da infeccdo para
herbivoros e outros animais que os ingerem e desenvolvem cistos em seus
tecidos (Dubey, 1996; Hill et al., 2005). A alta prevaléncia de infeccéo por T.
gondii na América Central e do Sul é provavelmente devida a altos niveis de
contaminacdo do meio ambiente com oocistos (Glasner et al., 1992; Neto et
al., 2000).

1.4. Toxoplasmose humana

Toxoplasma gondii, no hospedeiro humano, comporta-se como
agente dotado de alta infectividade e de baixa patogenicidade. A fonte de
infeccdo (cistos, oocistos ou taquizoitos), assim como o tamanho de in6culo,
o estado imunoldgico do hospedeiro e, provavelmente a linhagem da cepa
sao fatores que influenciam na determinacdo do quadro mais ou menos

severo da doenca (Dubey et al., 2012).
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1.4.1. Toxoplasmose em imunocompetentes

Em imunocompetentes, formas assintométicas da infeccao
constituem a maioria dos casos e figuram como acometimentos benignos,
geralmente de cura espontanea (Mele et al., 2002). Contudo, cerca de 10-
20% dos individuos infectados apresentam algum tipo de sintomatologia. A
manifestacdo clinica mais tipica consiste em linfadenopatia isolada, com
linfonodos rigidos, ndo supurados e discretos. Febre, por vezes, pode
ocorrer. Este quadro clinico assemelha-se muito ao da mononucleose
infecciosa. A doenga é geralmente auto-limitada, observando-se em poucas
semanas 0 desaparecimento dos sintomas. Outras formas podem surgir,
embora com menor frequéncia, como miocardites, pneumonites e
encefalites. O aparecimento dos sintomas esta provavelmente relacionado
com a viruléncia da cepa e com o sistema imune do hospedeiro (Remington
e Klein,1995; Bushrod, 2004; Montoya e Liesenfeld, 2004).

1.4.2. Toxoplasmose ocular

A toxoplasmose ocular pode ser de origem congénita ou
adquirida, como resultado da infec¢cdo aguda ou reativacdo, e em ambas o
acometimento ocular pode ser precoce ou tardio (Montoya e Liesenfeld,
2004). A infeccdo ocular acomete primariamente a retina e leva a um quadro
de uveite posterior (retinocoroidite) acompanhada freqiientemente de uveite
anterior, sendo que no Brasil, tais sintomas séo responsaveis por 70% dos
casos (de Amorim Garcia et al., 2004).

O grave impacto social da toxoplasmose ocular deve-se ao fato
de levar a perda acentuada da visdo. A lesdo mais frequente é a
retinocoroidite focal, granulomatosa, necrosante, de coloracdo branco-
amarelada e de bordas mal definidas. Freqientemente encontra-se leséo
satélite a outras cicatrizes antigas hiperpigmentadas e atréficas, sendo este
achado caracteristico da toxoplasmose ocular. Os sintomas primordiais
incluem diminuicdo da visdo pelo edema, inflamag&o ou necrose retiniana e
opacidades (nuvens) no campo visual, hiperemia conjuntival e ciliar, dor e

fotofobia. As recidivas frequentes decorrem, provavelmente, da ruptura do
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cisto e liberacdo dos parasitas (Amato Neto et al.,1995; Remington et
al.,1995). Em pacientes imunocompetentes é responsavel por 30 a 50% dos
casos (Villard et al., 2003; Copeland e Phillpotts, 2006).

1.4.3. Toxoplasmose congénita

A infeccdo congénita se caracteriza pela transmisséo do parasita
ao feto via placenta. Esta forma de infeccdo ocorre somente quando a
mulher desenvolve infeccdo primaria durante a gestacdo, que apesar da
parasitemia temporaria, raramente tem sintomas (Hill et al.,, 2005).
Entretanto, quando este contato se efetua num periodo anterior ao
acontecimento da concepcdao, anticorpos sao formados e dificiimente o feto
sera infectado (Kravetz e Federman, 2005).

A gravidade da toxoplasmose congénita esta relacionada com o
periodo de infec¢do. A infeccdo adquirida durante o primeiro trimestre € mais
severa do que aquela adquirida no segundo e terceiro trimestre (Remington
et al., 1995). Um grande espectro de doencas clinicas pode ocorrer em
criangas infectadas congenitamente, levando a um conjunto de
manifestagdes, variando entre coriorretinite branda, que pode se apresentar
muitos anos apdés o0 nascimento, a quadros mais Sseveros com O
aparecimento da tétrade de lesdes: retinocoroidite, hidrocefalia, convulsdes
e calcificacdo intracerebral. Destas, a doenca ocular é a sequela mais
comum e a hidrocefalia a mais rara, porém, mais significante (Carruthers,
2002; Kravetz e Federman, 2005; Petersen, 2007).

Em geral, a incidéncia da toxoplasmose congénita alcanca indices
de 400 a 4000 novos casos por ano (Lopez et al., 2000, Pinard et al., 2003).
Tal incidéncia varia entre as regides, mas € amplamente distribuida por todo
o globo (N6brega e Karnikowski, 2005). Em paises desenvolvidos, a doenca
afeta de 1 a 10 entre 10.000 recém-nascidos (Allain et al., 1998; Gilbert e
Peckham, 2001).

No Brasil, a ocorréncia de toxoplasmose congénita varia de 0,2 a
2% (Neto et al., 2000). Estudos indicam que o indice de soroprevaléncia de

T. gondii em criancas e gestantes no Brasil € um dos maiores do mundo

29



(Tenter et al., 2000; Dubey, 2010). Estima-se que 50 a 80% das mulheres
brasileiras em idade fértili exibem anticorpos I1gG anti-T. gondii. Por
conseguinte, 20 a 50% delas sdo susceptiveis a infeccdo (Nbébrega e
Karnikowski, 2005). Dados recentes indicam que a cada 1000 nascimentos,

uma crianga esteja infectada (Dubey et al., 2012).

1.4.4. Toxoplasmose adquirida ou reativada em indiv  iduos

imunocomprometidos

1.4.4.1. Toxoplasmose cerebral e Aids

Devido ao carater oportunista do parasita, outro grupo seriamente
afetado pela doenca é o de individuos submetidos ao uso de drogas
Imunossupressoras como 0s transplantados, pacientes com doengas
linfoproliferativas e com deficiéncia na imunidade celular como os portadores
do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Luft et al., 1993; Liesenfeld et
al., 1999; Ferreira, 2000). Ao contrario do curso favoravel da toxoplasmose
na maioria dos individuos imunocompetentes, a doenca pode ser
particularmente grave e muitas vezes fatal nestes grupos de pacientes
(Liesenfeld et al., 1999).

O sistema nervoso central (SNC) é o local mais afetado pela
infeccdo, no qual a encefalite € a mais importante manifestacdo da doenca,
causando severos danos ao paciente (Luft e Remington, 1992; Ferreira,
2000; Pereira-Chioccola et al., 2009; Dubey et al., 2012). A apresentacéo
clinica da encefalite toxoplasmica classicamente apresenta-se como um
processo sub-agudo, porém cerca de 10% dos casos pode se manifestar
agudamente. Manifestacdes clinicas incluem mudancgas no estado mental,
apreensfes, déficits motores focais, disturbios de nervos cranianos,
anomalias  sensoriais, desordens de movimento e achados
neuropsiquiatricos. Sinais meningeos sao raros. O achado focal mais tipico é
hemiparesia e alteracdes de fala (Franzen et al.,, 1997; Ferreira, 2000;
Montoya e Liesenfeld, 2004). Cerca de 95% da encefalite causada por T.
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gondii deve-se a reativacdo da infeccdo latente pela perda progressiva da
imunidade celular (Luft e Remington, 1992).

Os métodos de imagens podem revelar lesdes focais no sistema
nervoso, embora estas imagens possam compartilhar caracteristicas
semelhantes a abscessos, tumores, linfomas ou outras infeccbes
oportunistas do sistema nervoso em pacientes HIV positivos (Franzen et al.,
1997; Ferreira, 2000). Desta forma, o diagnostico ndo pode ser baseado
somente em observacdes clinicas e radiologicas (Montoya e Liesenfield,
2004; Pereira-Chioccola et al., 2009; Mentzer et al., 2012).

1.4.4.2. Epidemiologia da toxoplasmose cerebrale A ids

A toxoplasmose cerebral é a doenca cerebral oportunista mais
comum em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Oliveira et al.,
2006; Vidal et al, 2008). Em alguns paises, particularmente na Africa, casos
da doenca sdo somente excedidos por casos de meningoencefalite
criptocécica (Pereira-Chioccola et al., 2009).

A introducédo da terapia antiretroviral altamente eficiente (HAART)
para o tratamento da infecgdo por HIV propiciou uma consideravel reducao
tanto em morbidade quanto em mortalidade de tais pacientes (Potergies et
al., 2004). Em paises desenvolvidos e naqueles em desenvolvimento com
acesso a HAART, observou-se uma diminuicdo de doencas oportunistas,
incluindo infec¢cbes neuroldgicas (Sacktor, 2001; Abgrall et al., 2001; Jones
et al., 2002). Entretanto, o impacto da HAART parece ser menor em paises
em desenvolvimento devido ao desconhecimento da infeccdo por HIV.
Muitos pacientes apresentam como primeira doenca a toxoplasmose
cerebral e s0 apds esta manifestacdo sao diagnosticados como
apresentando Aids. Como desconhecem que estdo infectados pelo virus
HIV, ndo se beneficiaram do uso dos anti-retrovirais (Ammassari et al., 2000;
Leport et al., 2001; Manfredi e Chiodo, 2001; Gray e Keohane, 2003; Antinori
et al., 2004).
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Em geral, T. gondii € a causa mais comum de leséo cerebral focal
em pacientes HIV positivos (Luft e Chua, 2000; Gaspar et al., 2002;
Manzardo et al., 2005). A prevaléncia da toxoplasmose cerebral nestes
pacientes esta associada a prevaléncia da infeccdo por T. gondii na
populacdo geral. Em Berlim e Paris, 25% dos pacientes com Aids
apresentariam toxoplasmose cerebral ao passo que nos Estados Unidos
esse valor seria de 10% (Harrison e McArthur, 1995; Dal Pan e McArthur,
1996).

A toxoplasmose figura na lista das principais doencas que causam
consideravel morbidade e mortalidade em pacientes com Aids pela alta
prevaléncia de lesdes expansivas intracranianas que causa nestes pacientes
(Ammassari et al.,, 2000; Sacktor, 2002; Antinori et al., 2004). No Brasil,
apesar dos avancos obtidos nos ultimos anos, a queda da incidéncia foi
inferior & observada em paises desenvolvidos. Atualmente, ela representa a
primeira causa de doenca no sistema nervoso central (Bahia-Oliveira et al.,
2003; Marins et al., 2003; Vidal et al., 2003, 2005; Ministério da Saude, 2006;
Oliveira et al., 2006; Pereira-Chioccola, 2009), sendo uma doenca indicadora
de infeccdo por HIV em 35% dos pacientes e definidora de Aids em 75% dos
casos (Vidal et al., 2005).

1.5. Diagnéstico laboratorial da toxoplasmose

O isolamento do parasita de sangue ou outros fluidos corporais é
um indicativo de uma possivel infec¢cdo aguda (Montoya e Liesenfeld, 2004).
Métodos tradicionais de deteccdo direta do parasita sao dificilmente
realizaveis, pois demandam certo tempo e apresentam baixa sensibilidade
(Rey, 2001; Bastien, 2002). Por ser um parasita intracelular obrigatorio, a
cultura in vitro € complicada de ser mantida, tem custo elevado e necessita
de longo tempo para fornecer resultado, muitas vezes s6 sendo efetiva em
menos de 50% dos casos. O isolamento do parasita pode ser feito com a

inoculacdo em camundongos, 0 que € mais sensivel, porém requer de trés a
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seis semanas e manutencdo de animais em biotérios (Lin et al., 2000;
Kupferschmidt et al., 2001; Bastien, 2002).

Diante da dificuldade e da baixa sensibilidade dos exames que
evidenciam o0s parasitas, 0s exames sorologicos sdo mais comumente
utiizados no diagnodstico da toxoplasmose. Estes, se baseiam
principalmente, na deteccdo de anticorpos especificos das classes IgM, IgA,
IgE e IgG (Contreras et al., 2000). No momento, as técnicas mais utilizadas
no diagnéstico laboratorial da toxoplasmose sdo a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio imunoenzimético (ELISA).
Ambos os testes apresentam boa especificidade e sensibilidade nas fases
aguda (pesquisa de anticorpos IgM) e cronica (pesquisa de anticorpos IgG)
(Montoya e Lisenfeld, 2004; Shaapan et al., 2008).

A RIFI é rotineiramente utilizada entre os laboratorios. No entanto,
na deteccdo de anticorpos IgM, ha o inconveniente de possiveis resultados
falsos-positivos, pela presenca no soro de anticorpos IgM anti-IgG (fator
reumatoide) ou falso-negativos, pela competicdo de anticorpos IgG com os
IgM, pelos mesmos sitios antigénicos (Sanchez, 2001). O maior valor do
teste para anticorpos especificos IgM reside no fato de que um teste
negativo exclui o diagnéstico de toxoplasmose aguda com menos de trés
semanas de duracao (Coutinho e Vergara, 2005). Em adicao, a subjetividade
na interpretacédo da fluorescéncia torna o método de dificil comparacéao entre
laboratorios. Por esta razéo, inumeros dados na literatura mostram extrema
variabilidade em uma mesma regido (Shaapan et al.,, 2008; Macri et al.,
2009).

O teste ELISA, além de elevada sensibilidade e especificidade,
tem como vantagem a rapidez, simplicidade técnica, versatilidade e
objetividade de leitura. Detecta quantidades extremamente pequenas de
anticorpos, podendo ter elevada precisdo, se 0s reagentes e 0s parametros
do ensaio forem bem padronizados (Camargo, 2001; Sanchez, 2001). A
demonstracdo de um aumento significante no nivel de anticorpos IgG e/ou a
presenca de anticorpos IgM poderia caracterizar o diagnostico da

toxoplasmose aguda. Entretanto, a elevada prevaléncia de anticorpos IgG

33



entre individuos normais e a persisténcia de anticorpos IgM por longos
periodos tem complicado a interpretacdo dos testes soroldgicos quando ha
suspeita de toxoplasmose aguda (Nascimento et al., 2008; Kaye, 2011).

Com o intuito de determinar a fase da infec¢ao principalmente em
gestantes, a utilidade da deteccdo de anticorpos IgA e avidez de anticorpos
IgG também foram avalidadas (Bessiéres et al., 1992; Borges e Figueiredo,
2004). Anticorpos IgA apresentam cinética parecida aos dos anticorpos IgM,
porém com sensibilidade maior (Lappalainem e Hedman, 2004). Constitui
um importante marcador sorolégico de infeccdo em gestantes, fetos e
recém-nascidos, pois desapareceriam de circulagcdo mais rapidamente que
0s anticorpos da classe IgM (Pinon et al., 2001; Borges e Figueiredo, 2004).
A desvantagem é que aproximadamente 5% dos adultos ndo produzem IgA
ou, alguns individuos podem permanecer com a IgA especifica por anos. Por
esta razdo € pouco utilizado para compor o diagnostico de infecgédo recente
(Montoya e Liesenfeld, 2004).

O teste ELISA-avidez de IgG baseia-se na forca total que ocorre
entre a interagdo antigeno-anticorpo (Hedman et al., 1989; Joynson et al.,
1990; Cozon et al., 1998). Os resultados sao baseados na medida da avidez
ou afinidade funcional dos anticorpos da classe 1gG especificos para o T.
gondii. Anticorpos de baixa avidez (30% ou menos) sédo produzidos em
estagio precoce da infec¢cado enquanto que anticorpos de alta avidez (60% ou
mais) refletem infeccdo cronica. Valores entre 30% e 60% nao permitem a
caracterizacdo da fase da doenga, porém uma alta avidez de IgG exclui
infeccbes primarias com menos de 4 meses de duracdo (Joynson et
al.,1990; Gutiérrez e Maroto, 1996; Montoya e Liesenfeld, 2004). No entanto,
uma baixa avidez de IgG muitas vezes néo significa que a gestante tenha
adquirido a infeccéo recentemente, pois resultados com baixa avidez podem
persistir por até um ano. Assim, nestes casos, 0 teste de avidez ndo deve
ser utilizado isoladamente como um teste de diagndéstico definitivo, sendo
recomendado 0 seu uso em associacdo com outros testes laboratoriais,
como a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em amostras de

liguido amnidtico e sangue, permitindo a identificacdo dos fetos infectados e
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possibilitando que a terapia antiparasitaria inicie precocemente, ainda na
gestacdo (Jenum et al.,, 1998; Bou et al.,, 1999; Liensefeld et al., 2001;
Remington et al., 2004).

Testes para deteccdo de anticorpos IgE devem ser somente
usados em combinac¢do com outros métodos soroldgicos (Pinon et al., 1990;
Wong et al., 1993). Sua demonstracdo ndo parece ser particularmente util
para diagnostico de infec¢do por T. gondii no feto ou recém-nascido quando
comparados com testes para anticorpos IgA (Montoya e Remington, 1995;
Montoya e Liesenfeld, 2004). No entanto, alguns autores destacam que a
deteccdo de anticorpos IgE correlaciona-se com a fase aguda ou reativada
da toxoplasmose (Gross et al., 1997; Pinon et al., 1990) porém, pacientes
IgE negativo ndo excluem a possibilidade de um estagio agudo ou reativado

da infecgao.

1.5.1. Diagnéstico da toxoplasmose cerebral

O diagnéstico “definitivo” da toxoplasmose cerebral requer a
demonstracdo direta do parasita no tecido cerebral. No entanto, na pratica
clinica, o diagndstico € presuntivo dependendo da associacdo de achados
soroldgicos, clinicos e radiolégicos (Mamidi et al., 2002; Pereira-Chioccola et
al., 2009; Vidal et al., 2010).

Segundo Potergies et al. (2004), o diagndstico presuntivo baseia-
se em: i) sinais neuroldgicos focais, altera¢cdes do nivel ou do contelddo da
consciéncia, evidéncia de imagem tomografica de lesdo expansiva, com ou
sem realce da substancia de contraste; ii) reacdes sorologicas positivas e iii)
resposta favoravel ao tratamento especifico anti-T. gondii. A suspeita
diagndstica realizada por imagens seja por tomografia computadorizada (TC)
e/ou ressonancia nuclear magnética (RNM), revelam com eficacia as lesdes
focais no sistema nervoso, embora tais imagens também sejam vistas em
abscessos, tumores, linfomas ou outras infecgbes oportunistas do sistema
nervoso (Cohen, 1999; Ferreira, 2000; Bahia-Oliveira et al., 2003). Diante

disso, deve ser acompanhada a evolucéo favoravel tanto do ponto de vista
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clinico como radiol6gico que ocorre, em geral, entre o 7° e 14° dia apds a
administracdo da terapia empiricamente instituida (Alonso et al., 2002,
Potergies et al., 2004; Pereira-Chioccola et al., 2009). No entanto, em areas
com alta prevaléncia da toxoplamose, tais pacientes podem ser expostos
desnecessariamente aos efeitos adversos do tratamento especifico, em até
40% dos casos (Raffi et al., 1997).

Métodos moleculares como a PCR se constitui numa importante
ferramenta no diagnostico da toxoplasmose cerebral. E um método rapido,
sensivel e especifico, evitando a necessidade de procedimentos mais
invasivos como a biopsia cerebral. Entretanto, na pratica clinica, o0s
resultados devem ser interpretados em associacdo com informacdes
sorologicas, clinicas e radiologicas (Pereira-Chioccola et al., 2009; Vidal et
al., 2010).

Em amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR), tém se notado
uma extrema variagcdo na sensibilidade da PCR (11.5-100%), porém com
especificidade alta (96-100%) (Dupon et al.,1995; Cingolani et al., 1996;
Cinque et al., 1996; Gianotti et al., 1997; Priya et al., 2002; Vidal et al.,
2004). No entanto, a coleta de amostras de LCR pode ser invasiva e
inapropriada em alguns pacientes com lesGes cerebrais expansivas
(Cingolani et al., 1998; Cohen, 1999; Pereira-Chioccola et al., 2009).

Como alternativa, a PCR em amostras de sangue tem sido
empregada com sensibilidade variando entre 16-86% (Priya et al., 2002;
Bastien, 2002; Bretagne, 2003; Colombo et al.,, 2005). Contudo, para a
realizacdo da técnica devem ser estabelecidos alguns critérios rigidos, como
a escolha dos primers, o processamento das amostras, a reacdo em si e a
forma e o tempo de coleta que devem ser antes ou nos primeiros dias apés
a introducdo do tratamento especifico (Bretagne, 2003; Vidal et al., 2004,
Colombo et al., 2005). Em adicdo, mesmo a PCR sendo um método
relativamente simples e rapido, s6 pode ser realizada em laboratorios com
razoavel infraestrutura, sendo ainda indisponivel em grande parte dos

centros hospitalares de paises em desenvolvimento (Joseph et al., 2002).
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O valor dos testes imunolégicos na toxoplasmose cerebral
também tem sido avaliado. A deteccdo de anticorpos IgM anti-T. gondii €
discutivel, uma vez que a doenca resulta, comumente, de reativacdo da
infeccdo latente, durante fase avancada de imunossupressao, sendo o perfil
sorologico destes pacientes, em geral com auséncia de anticorpos IgM,
semelhante ao da populacdo com infecgéo crbnica (Danneman et al., 1992;
Raffi et al., 1997). Em concordancia, a pesquisa de imunoglobulinas IgA no
soro, um possivel marcador de infec¢cdo aguda, parece nao ser util para o
diagnéstico diferencial da encefalite toxoplasmica. Alguns estudos destacam
gue néo houve correlacéo entre a positividade de anticorpos IgA no soro e o
diagnoéstico de toxoplasmose cerebral (Darcy et al., 1991; Hajeer et al.,
1994; Borges e Figueiredo, 2004b).

Em adicdo, alguns artigos sugerem que altos titulos de anticorpos
IgG no soro apresentam elevado valor diagnéstico para toxoplasmose
cerebral (Derouin et al., 1996; Hellerbrand et al. 1996; Vidal e Penalva de
Oliveira, 2002; Colombo et al., 2005, Vidal et al., 2005; Meira et al., 2008;
Vidal et al., 2010). Tais anticorpos teriam alta avidez, suportando a idéia de
que a reativacdo da infeccdo latente ocorre na resposta imune secundaria
(Mechain et al., 2000; Colombo et al., 2005). Entretanto, estes anticorpos
podem néo ser detectados em aproximadamente 5% dos pacientes devido a
imunossupressao (Skiest, 2002; Vidal et al., 2005; Meira et al., 2008;
Pereira-Chioccola et al., 2009).

Tém-se demonstrado que aproximadamente 50% dos pacientes
com encefalite por T. gondii irdo apresentar anticorpos especificos no LCR
(Wainstein et al., 1993). Collazos (2003) ao analisar o valor do diagnostico
imunolégico no LCR verificou uma variagdo na sensibilidade e
especificidade por volta de 60 a 70%. Estes achados, porém, devem ser
interpretados com cautela, pois a presenca de tais anticorpos pode significar
apenas transferéncia passiva de anticorpos séricos para o SNC (Patel et al.,
1993; Borges e Figueiredo, 2004b). Outro fator que deve ser considerado é
que a encefalite por T. gondii € primariamente uma infeccao parénquimal,

onde a capacidade de se detectar um aumento da producéo intratecal de
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anticorpos dependera da proximidade da lesdo as meninges (Potasman et
al., 1988; Borges e Figueiredo, 2004a).

Apesar dos diferentes estudos, a utilizacdo do diagnostico
imunologico parece ser um recurso a ser considerado na abordagem inicial

dos pacientes com suspeita ou risco de toxoplasmose cerebral.

1.6. Antigenos de superficie de  T. gondii

Os componentes imunogénicos de T. gondii estdo
predominantemente distribuidos na membrana plasmatica compreendendo
0s antigenos de superficie (SAG) e compartimentalizados nas organelas
secretorias liberados no momento da invaséo celular.

A superficie celular externa dos taquizoitos é recoberta com
proteinas de peso molecular variando de 22 a 43 kDa. Todas ancoradas na
membrana por pontes de glicosilfosfatidilinositol (GPIs) (Tomavo et al.,
1993). Essas proteinas sédo estruturalmente relacionadas ao antigeno de
superficie altamente imunogénico SAG1 (p30), que representa até 5 % do
total de proteinas de taquizoitos, porém ndo expresso em bradizoitos ou
esporozoitos (Lekutis et al.,, 2000). Coletivamente estes antigenos séo
conhecidos como superfamilia de proteinas SRS (sequiéncias relacionadas a
SAG1) (Jung et. al., 2004). Este grupo de antigenos promove a interacéo
entre a membrana do parasita e a célula hospedeira através de moléculas
ligantes ou receptores celulares que auxiliam o parasita na entrada da célula
(Kasper e Mineo, 1994; Grimwood e Smith, 1995).

A expressdo dessas proteinas € regulada de acordo com a fase
do desenvolvimento bioldgico do parasita. As proteinas SAG1 e SAG3 (p43)
sdo exclusivamente produzidas por taquizoitos, bem como a SAG2A (Gross
et al., 1996; Lekutis et al.,2000; Cleary et al., 2002). Ja a SAG2C/D, BSR4 e
SRS9 sdo encontradas apenas em bradizoitos (Lekutis et al.,2000; Cleary et
al., 2002). As proteinas SAG4 e BSR4/p36 sdo proteinas de superficie
ligadas a proteina do citosol BAG1, expressa especificamente em
bradizoitos (Bohne et al., 1995; Odberg-Ferragut, 1996). Em contrapartida,
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todos os membros da familia SAG5 sado transcritos em taquizoitos e
bradizoitos de T. gondii (Spano et al., 2002).

1.7. Invasao celular e organelas secretorias

A invaséao celular € um evento chave na biologia dos parasitas do
filo Apicomplexa. Durante este processo ocorre a participacdo de duas
principais classes de proteinas: as de superficie que agem como ligantes no
reconhecimento inicial da célula alvo e as excretadas/secretadas que estéo
estocadas em organelas secretorias e que medeiam a invasdo ativa dos
taquizoitos (Spano et al., 2002; Borges, 2005; Carruthers e Tomley, 2008).

O complexo apical é constituido pelas organelas secretoérias
denominadas micronemas, roptrias e granulos densos; e pelos elementos do
citoesqueleto (Figura 3). Dentre esses elementos destaca-se o condide, que
se localiza no extremo apical do parasita e associa-se aos microtubulos e ao
citoesqueleto de actinomiosina promovendo a for¢ca necessaria para a

movimentagao do parasita.

Dense granule Golgl body
Rough endoplasmic Apicoplast
reticulum

Mitochondrion

Ultrastructure of a Toxoplasma gondii tachyzoite

Figura 3. Taquizoito de T. gondii. llustragdo das estruturas e organelas.
Fonte: Ajioka et al., 2001.

A invasao por T. gondii é rapida (<30 s) e dinamica, constituindo
um processo complexo que ocorre em etapas (Figura 4) (Carruthers e
Sibley, 1997; Wan et al., 1997; Carruthers e Tomley, 2008). Pela auséncia
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de qualquer organela locomotora, os apicomplexas exibem um modo Unico
de deslocamento substrato-dependente, denominado glinding motility
(Sibley, 2004; Soldati e Meissner, 2004).

Desta forma, o taquizoito por meio do condide estabelece contato
de seu extremo apical com a membrana da célula hospedeira e realiza o
movimento de glinding, que consiste na rotacdo do parasita ao longo de seu
eixo, oscilacdo e ondulacdo (Speer et al.,, 1997, Hakansson et al., 1999).
Esse processo, que envolve o0 sistema actinomiosina permite a liberacao
apical e subsequente redistribuicio de adesinas provenientes dos
micronemas em direcdo ao polo posterior do parasita. A interagdo com
ligantes na superficie da célula hospedeira leva a formacdo de uma juncéo
movel permitindo o processo de invasdo da célula (Meissner et al., 2002;
Roiko e Carruthers, 2009). Os componentes das roptrias sao secretados
simultaneamente para formagéo do vacuolo parasitoforo contribuindo tanto
em sua formacdo como nas propriedades funcionais de sua membrana (Wan
et al., 1997).

O sucesso de T. gondii como patégeno depende de sua
capacidade de invadir, residir e multiplicar-se dentro da célula hospedeira.
No interior das células, a formacdo dos vacuolos o protege contra radicais
livres, variacbes de pH, flutuacbes osmoticas e contato com anticorpos,
evitando assim, os mecanismos de defesa do hospedeiro (Hill et al., 2005;
Blader e Saeij, 2009).
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Figura 4. Modelo integrado de invasao por T. gondii.

Fonte: Carruthers VB e Boothroyd JC, 2007.
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Em continuidade, T. gondii excreta/secreta uma grande variedade
de proteinas. Vérias ja foram descritas e exercem importantes funcdes na
invasdo, replicacdo e manutencdo dos parasitas na célula hospedeira
(Cesbron-Delauw e Capron, 1993; Carruthers, 2005; Carruthers e Boothroyd,
2007; Roiko e Carruthers, 2009). A estas proteinas ou antigenos
denominam-se de excrecao/secrecdo ou ESA (excreted/secreted antigen),
detalhados a seguir de acordo com sua organela secretoria. Tais proteinas
sdo apresentadas na literatura, em sua maioria, pela abreviacdo das trés
primeiras letras da organela de origem. Sua expressdo e consequente
estimulacdo do sistema imune hospedeiro constituem em um importante
objeto de estudo na toxoplasmose (Cesbron-Delauw e Capron, 1993;
Prigionne et al., 2000; Costa-Silva et a., 2008; Meira et al., 2008; Pereira-
Chioccola et al., 2009).

1.7.1. Micronemas

Os micronemas sdo estruturas cilindricas localizadas no terco
anterior do corpo do parasita (Carruters e Boothroyd, 2007; Carruthers e
Tomley, 2008). Promovem motilidade, ligacdo e interacdo parasita-
hospedeiro pela producéo de antigenos de excrecao/secrecdo. A producéo
destes antigenos é regulada por estas interacdes parasita-hospedeiro e por
niveis de calcio intracelular do parasita (Carruthers e Sibley, 1999; Brecht et
al., 2001; Reiss et al., 2001; Carruters e Boothroyd, 2007).

As proteinas dos micronemas (MIC) pertencem a familia TRAP
(proteina anbnima relacionada a trombospondina) que se caracteriza por
exibir um dominio transmembrana que age como uma ancora molecular para
o movimento de glinding do parasita. Esse dominio corresponde ao tipo EGF
(fator de crescimento epidermal) e confere a essas proteinas funcdes
adesivas e de interacbes receptor-ligante (Kappe et al., 1999; Carruters e
Boothroyd, 2007). Sao conhecidas pela sigla TgMIC e possuem a
capacidade de se agregarem a complexos proteicos para atuagdo mutua. De

acordo com as caracteristicas estruturais, as proteinas soluveis
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compreendem as TgMIC1, 3, 4 e 11; e as transmembranas TgMIC2, 6, 7, 8,
9 e TJAMAL.

As TgMIC2 (Donahue et al., 2000), TJAMAL (Hehl et al., 2000),
TgMIC®6, 7, 8 e 9 (Meissner et al., 2002) formam complexos moleculares com
uma ou mais adesinas sollveis do micronema, de modo que as primeiras
servem como carreadoras das segundas, facilitando o trafico de proteinas
recém-sintetizadas para essas organelas. As adesinas sollUveis apresentam
um papel importante durante os estagios de invasédo da célula hospedeira.
Pela ancoragem da TgMIC1 e TgMIC4 na superficie do parasita, TgMIC6
pode estabelecer uma ponte entre o parasita e a célula hospedeira e em
seguida se redistribuir em direcdo ao polo posterior do mesmo, contribuindo
assim, na motilidade e processo de invasdo. Esses dados sugerem que a
TgMIC6 funciona como molécula de ancoragem nesse trafico para os
micronemas (Reiss et al., 2001; Joiner e Roos, 2002).

Outras proteinas micronemiais (TgMIC5, TgMIC10, TgM2AP e
TgSUB1) nado contém sequéncias adesivas, mas somente funcdes
acessorias ou alternativas (Brydges et al., 2000; Donahue et al., 2000; Hoff
et al., 2001; Miller et al., 2001; Rabenau et al., 2001).

1.7.2. Roptrias

As roptrias sdo organelas secretorias eletrodensas, delimitadas
por membranas, que assumem a forma de largas claves (Perkins, 1992).
Suas proteinas participam do processo de invasao das células hospedeiras,
assim como do processo de biogénese de um vacuolo parasitoforo funcional
ao parasita (Brecht et al., 2001; Nakaar et al., 2003; Carruters e Boothroyd,
2007; Blader e Saeij, 2009).

As proteinas das roptrias sdo representadas pela abreviacéo
ROP, com o tamanho variando de 42-68 kDa (Beckers et al., 1996; Park e
Nam, 1999). No entanto, algumas proteinas derivam do “pescoco” desta
organela, por este motivo sdo chamadas de RON (Alexander et al., 2005;
Bradley et al., 2005). A ROP1 (60 kDa) se constitui num importante fator de
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aumento de penetragéo (Ossorio et al., 1992) ao passo que ROP2, 3,4 e 8
sdo antigenicamente reativas entre si e podem se sobrepor em funcdes
(Carruthers, 1999).

As secrecdes de proteinas das roptrias e dos micronemas se
associam a superficie do parasita para formar o movimento de juncdo (MJ).
Tal movimento é formado pela acdo das RON2, RON4, RON5 e RON8
juntamente com a TJAMAL1 dos micronemas, e se torna visivel quando a
membrana do parasita entra em contato com a célula hospedeira onde os
parasitas deslizam pelo sistema actina-miosina (Alexander et al., 2005;
Straub et al., 2009; Blader e Saeij, 2009). Desta forma, promovem a
formacdo do vacuolo parasitéforo pela invaginacdo e encapsulacdo do

parasita no citosol do hospedeiro (Martin et al., 2004; Sinai, 2008).

1.7.3. Granulos densos

Os granulos densos sao organelas esféricas distribuidas pelo
citoplasma do parasita com uma média de diametro de 0.2um (Carruthers,
1999; Prigione et al., 2000). A secrecdo de proteinas dessas organelas
ocorre apos a invasdo do parasita e sua internalizagdo dentro do vacuolo
parasitéforo, principalmente nos primeiros 10-20 minutos da formacao do
vacuolo (Carruthers e Sibley, 1997; Nam, 2009). Tais proteinas associam-se
com a membrana do vacuolo parasitéforo e com a rede membranosa
vacuolar derivada do parasita e sédo relacionadas a sobrevivéncia intracelular
e replicacéo (Carey et al., 2000; Neudeck et al., 2002; Souza, 2006).

Foram descritas até 0 momento 16 proteinas dos granulos densos
(GRA1-GRA10), GRA12, GRA14, 2 isoformas de nucleotideo trifosfato
hidrolase (NTPase | e Il) (Johnson et al., 2003) e dois inibidores de protease
(TgP1 e 2) (Morris et al., 2002; Pszenny et al., 2002). Estas proteinas ditam
a conformacao da rede de membranas tubular intravacuolar caracterizando a
estrutura caracteristica de roseta destes parasitas (Mercier et al., 2002;
Magno et al., 2005).
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1.8. Resposta imunoldgica na toxoplasmose

A resposta imune de um hospedeiro a toxoplasmose € complexa e
envolve tanto mecanismo celular quanto humoral, sendo o primeiro um fator
preponderante de resisténcia contra a infeccdo (Kahi et al., 1998; Blader e
Saeij, 2009; Munoz et al., 2011). A resposta imune € formada por uma
cascata de eventos, envolvendo a imunidade inata que, embora inespecifica,
possui componentes importantes para a ativacao, a diferenciacéo celular e a
consolidacédo da defesa especifica (Kahi et al., 1998; Abbas et al., 2011).

A ativagdo do sistema imune ocorre por mecanismos multiplos.
Além do reconhecimento de antigenos de T. gondii, a lesdo celular e citdlise
geram sinais ndo especificos que alertam as células fagocitarias da
presenca do agressor (Scott e Hunter, 2002). Os mecanismos de defesa
ativados nesta fase precoce da infeccdo séo inespecificos, porém
importantes para a organizacdo da resposta especifica. Nesta fase, células
fagociticas como as células dendriticas, mondcitos e macréfagos
desempenham um papel essencial no reconhecimento do agente invasor, na
apresentacdo antigénica e geracdo de sinais especificos para as células
efetoras (Paul, 1999).

Células T CD4" sdo essenciais em ambas as respostas Thl e Th2, as
quais medeiam tanto a resposta imune celular, quanto a humoral
respectivamente. Estes dois tipos funcionais de células T helper diferem de
acordo com as citocinas que sintetizam. Células Thl produzem IL-2,
interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) ou —3 (TNF-B).
As células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (Sarciron e
Gherardi, 2000). Na toxoplasmose, a citocina chave para a resisténcia € a
IFN-y envolvendo as atividades das células T helper e T citotdxicas,
caracterizando resposta tipo Thl. Infec¢cdes experimentais em camundongos
revelam que a producdo de IFN-y € um passo critico para a protecdo do
hospedeiro contra a infeccao por T. gondii (Yap e Sher, 1999; Fujigaki et al.,
2002). Linfécitos T e células Natural Killer (NK) produzem IFN-y para que

ocorra a ativacdo de macrofagos e das proprias células NK (Filisetti e



Candolfi, 2004). Este mecanismo participa na inducdo da conversdo de
taquizoitos em bradizoitos (Bohne et al., 1993).

As células dendriticas controlam a magnitude e a qualidade da
resposta Thl com a producdo de interleucina-12 (IL-12) (Scott e Hunter,
2002). Tanto parasitas integros quanto antigenos solUveis sdo capazes de
induzir a producgéo de IL-12 e, desta forma estimular células efetoras como
linfécitos T e células NK a produzir IFN-y (Buzoni-Gatel et al., 2006). Da
mesma maneira que as células dendriticas e as células NK, os macréfagos
também contribuem na modulacdo da imunidade pela secrecédo de IL-12 e
se destacam por exercer funcdes efetoras antimicrobianas. A producdo de
reagentes oxidativos, oxido nitrico e atividade de enzimas lisossomais
constituem alguns dos varios mecanismos microbicidas dos macrofagos
(Stafford et al., 2002).

A secrecdo de IL-6 representa importante fator de resisténcia
contra a infeccdo precoce (Jebbari et al., 1998). Células Th2 participam da
regulacéo da resposta imune pela secrecao de IL-4 (Roberts et al., 1996) e
IL-10 que modulam a sintese tanto de IL-12 quanto de IFN-y. Assim
respostas imunes excessivas que predispdem a sérias inflamacdes e a
lesGes teciduais podem ser evitadas (Neyer et al., 1997). Por outro lado, o
fator beta transformador de crescimento (TGF-$) e IL-10 podem diminuir a
atividade de macréfagos e células NK levando a exacerbacdo da infeccao
(Hunter et al., 1995).

O papel da resposta humoral ja foi extensivamente estudado.
Sabe-se que ela € mediada por linfocitos T, na medida em que a producéo
de células de memodria e a ativagdo e diferenciacdo de linfocitos B
dependem da interacdo conjunta destas células B com antigenos
apresentados na superficie de células apresentadoras e citocinas produzidas
por linfécitos T CD4". Mesmo com a producdo de imunoglobulinas
pertencentes aos isotipos G, M, A e E, a resposta humoral por si s6 nao
exerce um papel protetor no curso da toxoplasmose, atuando na

opsonizacdo de parasitas (Sharma, 1990; Huskinson et al.,, 1990). Na
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presenca de complemento, anticorpos especificos podem lisar taquizoitos
extracelulares (Schreiber e Feldman, 1980).

1.8.1. Resposta imunoldgica na toxoplasmose cerebr  al

Em pacientes com Aids, o contexto de resposta imune é diferente
devido a infeccédo por HIV, uma vez que este € um processo complexo de
equilibrio e desequilibrio que compreende, por um lado, a replicacdo viral e,
por outro, a tentativa de reconhecimento e eliminagéo das células infectadas
pelo sistema imune. O curso da Aids € progressivo, iniciam-se pelo conjunto
de sinais e sintomas observados durante a infec¢do aguda, seguido de uma
fase assintomatica, até o aparecimento de infec¢cbes oportunistas e/ou
neoplasias, que ocorre secundariamente a grande destruicdo de populagdes
de linfocitos T CD4". Uma vez que os linfocitos B e os linfocitos T CD8"
requerem a ativacdo pelos linfocitos T CD4", a reducdo no nimero e as
alterac6es funcionais observadas nos linfocitos T CD4" resultam no colapso
tanto da imunidade humoral quanto da imunidade celular (Abbas et al.,
2011b). Com o passar dos anos, a producdo desses linfocitos ndo é
suficiente para contrabalancar a acdo do HIV e observa-se a queda rdpida e
progressiva do nimero de linfécitos T CD4" no sangue periférico. Quando o
namero total desses linfocitos se torna inferior a 400 células/ul, a habilidade
de o sistema imune responder adequadamente diminui. Infeccdes
oportunistas por patégenos que normalmente ndo sdo patogénicos em
individuos imunocompetentes ocorrem, como é o caso do T. gondii.

A reativacao preferencial da infecgéo crénica pelo T. gondii no SNC ja
foi demonstrada por varios autores (revisto por Ferreira e Borges, 2002). De
maneira geral, diversos estudos atribuem a dois fenbmenos como
responsaveis pela reativacdo da toxoplasmose em pacientes com Aids. De
um lado, uma diminuicdo de células T CD4" e da resposta imune celular, e
de outro, um desequilibrio entre as respostas Thl e Th2 (Bessiere et al.,
1997; Deckert-Schluter et al., 1997; Levy et al., 1998). Em consequéncia, a

baixa imunidade local, déficit dos mecanismos que inibem a multiplicacao do
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parasita, como anticorpos especificos e interferon gama (IFN-y), e maior
facilidade de o parasita penetrar no cérebro do que em outros 6rgaos agrava
ainda mais a situacéo destes pacientes (Ambroise-Thomas e Pelloux, 1993;
Montoya e Remington, 1997). Os preditores de risco de encefalite por T.
gondii incluem status sorolégico, grau de imunossupressao e
quimioprofilaxia (Grant et al., 1990). Em pacientes com Aids, mais de 95%
das encefalites toxoplasmicas sao relacionadas a reativagcdo de foco
primario, e mais de 90% destes pacientes tém o nimero de linfécitos T CD4"
abaixo de 200 células/ul (Luft e Remington, 1988; Porter e Sande, 1992).

Como resposta primaria a infecgcdo por T. gondii, macrofagos,
granulécitos e células dendriticas secretam citocinas proinflamatorias, tais
como IL-12, a mais importante indutora da sintese de IFN-y (Gazzinelli et al.,
1994). Esta producéo de IFN-y por sua vez é essencial para a resisténcia
contra a infeccdo com o parasita (Suzuki et al., 1997). Células
apresentadoras de antigenos ativadas juntamente com IFN-y auxiliam na
proliferacdo de células T CD4" e T CD8" que sdo subsequentemente
recrutadas para o cérebro (Filisetti e Candolfi, 2004). Células T CD8" séo
essenciais na resisténcia devido sua acédo citotoxica a qual promove a lise
de células infectadas pelo parasita durante a fase ativa da infeccao
(Subauste et al., 1991). Células T CD4" e astrdcitos também contribuem
para a resisténcia e ativam células T CD8" pela secrecdo de algumas
citocinas (Munoz et al.,, 2011; Denkers e Gazzinelli, 1998). Durante a
toxoplasmose cerebral, mondcitos, células T CD4" e T CD8" migram para o
SNC e ativam células residentes da microglia (Schliter et al., 1991,
Gazzinelli et al., 1992; Suzuki, 2002). Todavia, a ativacao de células gliais
pode ser observada antes da invasdo do parasita no SNC devido a niveis
sistémicos de citocinas proinflamatorias durante a infeccéo aguda (Feustel et
al., 2012).

Assim, o cérebro j& com inflamacdo parece induzir estruturas
especializadas que guiam a migracdo de células T neste sitio imuno-
previlegiado. Astrdcitos e células da micrdglia se tornam ativados por IFN-y e

sdo as maiores ceélulas efetoras no controle da replicacdo do parasita
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(Suzuki, 2002). Apoés infecgdo, astrécitos e microglia secretam IL-1, IL-6,
GM-CSF (fator estimulador de colénias de granulécitos e macrofagos) ou IL-
10 e TNF, respectivamente (Fischer et al., 1997). A producédo de IL-10 em
cérebros infectados por T. gondii favorece a sobrevivéncia do parasita e a
persisténcia da infeccao (Aliberti et al., 2005; Wilson et al., 2005).

Enquanto células dendriticas ndo podem ser detectadas no
parénquima cerebral de individuos saudaveis, cérebros de camundongos
cronicamente infectados mostram 50 a 100 vezes de expansao destas
células apés a infeccdo cerebral (Feustel et al., 2012). Baseada na sua forte
expressdo de moléculas coestimulatérias e a capacidade de processar e
apresentar antigenos a células T, células dendriticas cerebrais in vitro sdo
supostamente importantes indutoras de respostas de células T na
toxoplasmose cerebral (John et al.,, 2011). Como as células dendriticas
também mostram um alto nivel de producdo de IL-12 elas podem ser
importantes para a manutencdo da producdo de IFN-y por células T no
cérebro (Fischer et al., 2000). Estudos in vitro sugerem que astrécitos e
células da micréglia sédo capazes de inibir a replicacdo do parasita apos
ativacdo (Chao et al., 1993; Peterson et al., 1995; Halonen et al., 1996),
possivelmente explicando porque o0s neurdnios sao o tipo celular
dominantemente infectado (Wilson e Hunter, 2004).

A presenca de IFN-y é de extrema importancia no controle da
toxoplasmose cerebral, pois medeia uma variedade de mecanismos imunes
anti-Toxoplasma do hospedeiro (Sarciron e Gherardi, 2000; Feustel et al.,
2012). Entretanto, algumas citocinas estimulam ou diminuem os niveis de
IFN-y, que, em particular, no caso de pacientes com Aids, 0s quais a
resposta imune é alterada, se faz de extrema importancia o estudo deste
mecanismo. Desta forma, a reativagdo da infeccdo €, também, devida a
reducdo na expressao de IFN-y, o qual resulta na falta de ativacdo de
macrofagos e células microgliais (Gazzinelli et al.,, 1993). Macréfagos
ativados, células NK e a producéo de diferentes citocinas, tais como IL-12 e
IFN-y sdo cruciais na resposta imune contra T. gondii em ambas as fases

aguda e crbnica da doenca (Gazzinelli et al., 1992; 1994).

48



bY

Com relagdo a resposta imune humoral, pacientes com TC/Aids
desenvolvem altos titulos de anticorpos IgG anti-T. gondii (Colombo et al.,
2005, Vidal et al., 2005; Meira et al., 2008; Vidal et al., 2010). Sabe-se que
IgG é a principal imunoglobulina do sangue, respondendo por cerca de 70 a
75% do total de imunoglobulinas. Em geral, existe concordancia nas
porcentagens de cada subclasse de IgG no soro humano, apesar do uso de
diferentes reagentes e métodos de ensaio. As propor¢cdes de IgG1l, 1gG2,
IgG3 e IgG4 séricas sao, respectivamente, 60-71%, 19-32%, 5-8% e 0.7-4%
(Watthanakulpanich et al., 2008). Estas subclasses apresentam diferentes
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas e por isso podem ser produzidas
preferencialmente em resposta a diferentes antigenos e condicdes
patolégicas. Exibem diferentes perfis de funcdes efetoras, principalmente em
relacdo a sua capacidade em mediar a ativagdo do complemento e ligagcéo
com receptores Fc na superficie de células envolvidas na resposta imune
(Souza et al.,, 2005; Watthanakulpanich et al., 2008). As diferencas nas
propriedades bioldgicas das quatro subclasses de IgG estimularam diversos
pesquisadores a estudar a resposta dessas subclasses em uma variedade
de agentes infecciosos. Esta resposta parece variar consideravelmente,
dependendo da natureza do antigeno em questdo (Fatoohi et al., 2004,
Correa et al., 2007; Béla et al., 2008). Por exemplo, IgG2, responde
preferencialmente a antigenos formados de carboidratos como o0s
polissacarideos bacterianos; IgG1l, a antigenos protéicos, principalmente
virais. Na resposta a filariose humana predomina a resposta da subclasse
IgG4 (Kurniawan et al., 1993; Mohanty et al., 2001).

Neste contexto, um conhecimento mais aprofundado a cerca da
imunidade humoral na toxoplasmose cerebral se faz necessario, uma vez
gue o status sorologico do paciente deve fazer parte dos exames iniciais de
todos os imunocomprometidos. A presenca de sorologia positiva para T.
gondii em pacientes com niveis de linfocitos T CD4" abaixo de 200 células/l
e que nao fazem quimioprofilaxia tém risco de, aproximadamente, 35% de

desenvolver toxoplasmose no SNC em dois anos. Os soronegativos devem
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ser orientados quanto as medidas preventivas para evitar a infecgdo (Clough
et al., 1997).

Diante do exposto acima, a toxoplasmose constitui um sério problema
de saude publica. Portanto, estudar e melhorar as condigbes diagnésticas
através da analise da resposta imune celular e humoral em pacientes
imunossuprimidos € de extrema importancia, uma vez que, mudancas na
resposta imune podem contribuir na progressdo da doenca. Em adicéo, o
estudo de metodologias imunoldgicas aplicadas a diferentes materiais
biolégicos e de estratégias para a producdo de antigenos compdem
ferramentas importantes para o diagndstico laboratorial desta infeccao.

Como em outras doencas infecciosas e parasitarias, 0 monitoramento
da resposta imune a antigenos envolvidos nos diferentes estagios da
infeccdo pode fornecer informacbes valiosas que podem auxiliar na
compreensao dos mecanismos de controle do sistema imune sobre os
parasitas. Estes conhecimentos podem cooperar, também com novas
condutas de tratamento, além de um melhor entendimento da patogénese da

doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a resposta imune celular e humoral na co-infeccdo
toxoplasmose cerebral/Aids utilizando como antigeno as proteinas
excretadas/secretadas por taquizoitos de T. gondii, produzidas a partir de

taquizoitos mantidos em culturas de células livres de soro fetal bovino.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar na co-infeccao toxoplasmose cerebral/Aids:

1- Niveis de anticorpos IgG no LCR e se sao preditores da infeccéo
toxoplasmica,;

2- Niveis de IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 em amostras de soro e LCR
envolvidas na infeccéo;

3- Niveis de IgA e IgE em amostras de soro;

4- Produgédo das citocinas IFN-y, 1L12 (p70), IL-4, TNF-a e IL-10 em
sobrenadantes de culturas de células mononucleares do sangue

periférico (PBMC) durante a infeccéo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento Experimental

Cepa RH de T. gondif

Culturas de Células VERO
sem SFB

T

de E

Producao

SA

Ensaios de resposta
imune humoral

e

AN

Producao
de ALT

imune celular

Ensaios de resposta

Amostras
Amostras Amostras de sangue
de Soros de LCR
\/ Western
ELISA Blotting

Deteccdo de
IgA, |

subclasses de IgG

anticorpos
gE e
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3.2. Pacientes

3.2.1. Para experimentos de resposta imune humoral

3.2.1.1. Amostras de soros

Analisamos 265 amostras de soros divididos em 5 grupos:
Grupo I: 58 pacientes TC/Aids, com diagndstico sorologico positivo para HIV.
Grupo II: 49 pacientes com Aids/outras neuroinfeccdes (diagnosticados
clinicamente) e positivos para toxoplasmose.
Grupo lll: 58 pacientes com Aids/outras neuroinfec¢des (diagnosticados
clinicamente) e negativos para toxoplasmose.
Grupo 1V: 50 individuos soropositivos para toxoplasmose (IgM negativo, 1gG
positivo, avidez alta e HIV negativo).
Grupo V: 50 soros de individuos sadios (soronegativos para HIV e T. gondii).

3.2.1.2. Amostras de LCR

Analisamos 270 amostras de LCR de pacientes com Aids divididos
em 3 grupos conforme a presenca ou ndo de toxoplasmose ativa:
Grupo | — 99 pacientes com TC/Aids, com diagnéstico sorolégico positivo
para HIV.
Grupo II — 112 pacientes com outras neuroinfeccbes (diagnosticados
clinicamente) e soropositivos para toxoplasmose.
Grupo Il — 59 pacientes com outras neuroinfec¢coes (diagnosticados

clinicamente) e sorologia negativa para toxoplasmose.

3.2.2. Para experimentos de resposta imune celular

3.2.2.1. Amostras de sangue

Analisamos 70 amostras de sangue divididas em 4 grupos:
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Grupo I: 45 amostras, sendo 3 amostras por cada paciente com TC/Aids,
com diagnostico soroldgico positivo para HIV. A primeira amostra foi
coletada antes do tratamento, a segunda 7 dias e a terceira 15 dias apos o
tratamento especifico para T. gondii.

Grupo Il: 5 amostras de pacientes infectados pelo HIV com toxoplasmose
cerebral prévia e tratamento antiparasitario adequado.

Grupo llI: 10 amostras de individuos soropositivos para toxoplasmose (IgM
negativo, IgG positivo e avidez alta e HIV negativo).

Grupo IV: 10 amostras de individuos sadios (soronegativos para HIV e T.

gondii).

3.2.3. Critérios diagnodsticos da toxoplasmose cereb  ral

Todos o0s pacientes eram maiores de 18 anos e provenientes do
Instituto de Infectologia Emilio Ribas, SP, encaminhados ao Servico de
Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz para a realizacdo do diagnostico
molecular e/ou soroldgico da toxoplasmose.

O diagndstico da toxoplasmose cerebral foi adaptado de acordo com
as “definicdes de diagnéstico clinico-radiolégico de toxoplasmose cerebral
em pacientes com Aids” (CDC, 1993; Potergies et al., 2004). Os critérios
diagnoésticos utilizados foram: 1) pacientes com presenca de sinais
neurolégicos focais, alteracfes do nivel ou do conteudo da consciéncia,
evidéncia de imagem tomogréafica de lesdo expansiva, com ou sem realce
apo0s a administracdo da substéncia de contraste, via de regra, estes
pacientes apresentam niveis de células T CD4" abaixo de 200 células/pl
sangue; 2) presenca de reacfes sorologicas (ELISA e RIFI) e/ou PCR
positivos usando os iniciadores B22 e B23 do gene Bl de T. gondii
(Colombo et al., 2005) e 3) resposta clinica e radioldégica ao tratamento
especifico anti-T.gondii.

Os pacientes do Grupo Il com toxoplasmose cerebral prévia (item
3.2.2.1.) apresentaram antecedente de episodio Unico de toxoplasmose

cerebral e tratamento antiparasitario adequado. Todos os casos evoluiram
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com controle clinico e radiologico e receberam HAART. A média (variagao)
do tempo transcorrido entre a apresentacao da toxoplasmose cerebral e a
coleta das amostras para o estudo atual foi de 6.6 (1-15) anos. Todos os
pacientes tinham niveis de linfocitos T CD4" acima de 200 células/mm3 de
sangue e carga viral-HIV<50 cépias/mL. Em todos os casos, a profilaxia
secundaria ja tinha sido descontinuada.

Os pacientes dos grupos Il e lll (pertencentes aos itens 3.2.1.1. e
3.2.1.2) tinham como outras neuroinfeccdes: encefalite por citomegalovirus,
meningoencefalite criptocdccica, leucoencefalopatia multifocal progressiva,
desordem motora cognitiva associada ao HIV, tuberculose cerebral,
epilepsia e doenca cerebrovascular. Todas as amostras foram entéo
testadas por ELISA.

3.2.4. Obtencédo das amostras

3.2.4.1. Amostras de soros e LCR

Foram coletados 5 mL de sangue em tubo contendo EDTA e
aproximadamente 3 mL de LCR de cada paciente. As amostras de sangue
foram centrifugadas por 10 min a 1800 g para a obtencdo de soro. Apos a
realizacdo do diagndéstico imunologico, as amostras foram acondicionadas a
—20°C até o momento do uso.

Todas as amostras dos pacientes do Grupo | foram coletadas antes
ou até o terceiro dia de terapia especifica para toxoplasmose. Os soros dos
Grupos IV e V foram gentilmente cedidos pelo Setor de Toxoplasmose do

Servico de Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, Brasil.
3.2.4.2. Amostras de sangue
Foram coletadas de cada paciente 10 ml de sangue em tubo contendo

heparina sodica para isolamento de PBMC e dosagem de citocinas e 5 ml

em tubo contendo EDTA para o diagndstico molecular e imunoldégico.
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3.2.5. Consideracdes éticas

Todos os pacientes ou seus representantes legais incluidos neste
estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (Anexo 1) e Comissdo
Cientifica do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (Anexo 2), Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto (Anexo 3)

e Conselho Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz (Anexo 4).
3.3. Animais experimentais e T. gondii
3.3.1. Manutencéo e obtencédo dos parasitas

Foram utilizados taquizoitos da cepa RH, tipo [, altamente
virulenta e de multiplicacdo rapida (Sabin e Feldman, 1948) gentilmente
cedida pelo Laboratorio de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical
da Universidade de S&o Paulo e mantidas no biotério de experimentacdo do
Instituto Adolfo Lutz. Os parasitas foram mantidos em camundongos da
linhagem Swiss, de ambos os sexos, com idade entre 25 a 30 dias, por via
intraperitonial com 1x10° parasitas/animal. Apés quatro dias de infecgéo, os
animais foram eutanaziados em camara de CO, e foram feitas lavagens
intraperitoniais com 5 mL/animal de NaCl 0,85% estéril para a retirada dos
taquizoitos. Posteriormente, foi feita a contagem dos parasitas em camara
de Neubauer e acertada a concentracdo desejada. Esses parasitas foram
utilizados para a manutencédo da cepa através de passagem para um novo
grupo de animais, para a preparacdo dos antigenos e infec¢do das culturas
de células.

3.3.2 Cultura de células

Culturas de células VERO (ATCC- CCL-81), obtidas da Secéo de

Raiva do Instituto Butantan foram mantidas em meio VPM SFM AGT
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contendo 4mM |-glutamina, 2.5 pg/ml gentamicina (Gibco-Invitrogen). A
seguir, as culturas foram lavadas uma vez com PBS e incubadas com 0.25%
de tripsina (Invitrogen) por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, a
tripsina foi aspirada e as células suavemente descoladas da parede da
garrafa. Subsequentemente uma nova alioquota de meio foi adicionada as
células e estas contadas em camara de Neubauer. Os subcultivos foram
feitos a cada 3-4 dias, sendo as culturas mantidas em estufa 5% de CO; a
37°C.

3.4. Producao de antigenos
3.4.1. Padronizacdes

Os primeiros experimentos foram dedicados a padronizacéo de dois
antigenos provenientes de taquizoitos que foram utilizados nos ensaios para
deteccdo da resposta imune. Foram validados o antigeno lisado de
taquizoitos (ALT) e ESA, obtida de sobrenadante de culturas de células
VERO infectadas. Para a otimizacdo da producao in vitro de T. gondii em
células VERO, foram analisadas condi¢fes ideais de cultura, infectividade,
presenca de mutacbes gendmicas e imunogenicidade. A metodologia se

encontra descrita em Costa-Silva et al., 2012 (Anexo 8).
3.4.2. ALT

Ap6s padronizaces, foram colhidas suspensbes de 2.10°
taquizoitos/mL provenientes de culturas de células VERO (sete dias pOs-
infeccdo) e centrifugados por 15 minutos a 1800 g. Em seguida, descartou-
se 0 sobrenadante e os parasitas foram lavados trés vezes com 40 ml de
solucéo salina tamponada com fosfatos (PBS) 0.01M pH 7.2 por 15 minutos
a 1800 g. Os taquizoitos foram rompidos por ultra-som (Sonic Dismembrator
Quigley, USA) por 10 ciclos (1,0 A/min) por 5 minutos com intervalos de 2

minutos. Apo0s a certificacdo da lise dos parasitas, o ALT foi dissolvido em
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0.3 M NaCl e as concentracfes proteicas foram determinadas. O antigeno
foi aliquotado e estocado a -70°C.

3.4.3. ESA

Os sobrenadantes das culturas celulares infectadas por T. gondii
(preparados como descrito por Meira et al., 2011) foram colhidos apds 48
horas de infec¢do, passados para tubos de 15 ml (Corning). A seguir, 0s
parasitas foram removidos por duas centrifugacbes de 2800 g por 10
minutos e filtrados em membranas com poros de 0,22 um de diametro
(MILLIPORE - USA). O sobrenadante livre de taquizoitos, contendo as ESA,
foi suplementado com adi¢cdo de 10 pg/mL de um coquetel de inibidores de
protease contendo por mL: AEBSF 20um; EDTA 10um; Bestatin 1,3um; E-64
0,14um; Leupeptin 10 nm e Aprotinin 3 nm (Sigma) e concentrado em Speed
Vac (RC 10.09 - Jouan) por 4 horas. O concentrado final foi colocado em
saco de diadlise com poros que retétm moléculas com massa molecular
superiores a 12 kDa (Sigma) e dialisado contra PBS pH 7.2 a 4°C por
aproximadamente 18 horas.

3.4.4. Dosagem protéica

As concentracdes protéicas foram determinadas pela absorcéo da luz
ultravioleta das soluc¢des, em comprimento de onda a 280 nm, em NanoDrop
ND100 (Thermo Scientific).

3.4.5. Eletroforese vertical das proteinas

A eletroforese vertical foi realizada em gel de acrilamida, contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) como descrita por Laemmli (1970), em
equipamento Mini-Protean Il (Bio-Rad, USA). Em todos os ensaios, o gel de
separacao (Tris-HCI 0.75 M; SDS 0.2%, pH 8.8) foi utilizado na concentracao
10% de acrilamida. O gel de empilhamento (Tris-HCI 0,25 M; SDS 0,2%, pH

58



6.8) foi usado na concentracdo de 5%. Os geéis foram feitos com espessuras
de 1 mm. Os antigenos foram utilizados nas seguintes concentragfes: ESA
(20 pg/mL) e ALT (1x10’ taquizoitos/mL) e diluidos em 50 pl de tampé&o de
amostra (SDS 2%; glicerol 10%; 2-mercaptoetanol 5%; Tris-HCI 60 mM, pH
6,8 e azul de bromofenol 0,002%). Posteriormente, foram aquecidos por 3
minutos a 100°C e aplicados 20 ul nas canaletas do gel de empilhamento.
Os eletrodos foram mergulhados no tampéo contendo Tris-HCIl 0,025 M;
glicina 0,192 M; SDS 0,1% e aplicados numa voltagem constante de 200 V.
Os géis foram corados por Coomassie Azul Brilhante R250 (Sigma) 0,15%;
etanol 40%; acido acético 10% durante 20 minutos e descorados em etanol
40%; acido acético 10% até que as bandas ficassem distinguiveis. Em todos
0s experimentos foram colocados na primeira canaleta do gel 10 pl do
padrdo de peso molecular para proteinas (5.7, 13.7, 18.3, 24.9, 35.1, 47.2,
60.4, 78.9, 109.5 e 170.8 kDa) (Bench Mark Pré-Stained Protein Ladden —

Invitrogen).

3.5. Ensaios imunolégicos

3.5.1. Para resposta imune humoral

3.5.1.1. ELISA

As reagOes foram realizadas utilizando-se dois antigenos: o ALT
(descrito no item 3.4.2.), comumente utilizado no diagndstico sorologico da
toxoplasmose e ESA (descrito no item 3.4.3.). As reacOes foram realizadas
em placas de poliestireno com 96 orificios (flat bottom, low binding, Corning)
e apos cada segmento da reacdo, as placas foram lavadas 5 vezes com
PBS 0,05%-Tween 20. Os antigenos foram diluidos em Tampao bicarbonato
de sédio 0.1M pH 8.5 na concentracdo de 1 pg/ml para ALT e de 20 pg/ml
para ESA (Meira et al., 2011) e distribuidos num volume de 50 pl/orificio.
Apés a incubagdo por cerca de dezoito horas a 4°C, os orificios foram

bloqueados com 100 ul de PBS-leite desnatado 5% por 1 hora a temperatura
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ambiente. Os soros e/ou LCR diluidos em PBS-leite desnatado 5% foram
entdo adicionados aos orificios da placa, em duplicata, num volume de 50 ul
e incubados por 60 minutos a 37°C. Seguiu-se mais um ciclo de lavagens e
as placas foram incubadas com o segundo anticorpo marcado na diluicdo
previamente padronizada em PBS-leite desnatado 5% e adicionado 50 pl/
orificio por igual periodo. A revelacdo ocorreu com a adicdo de 100 pl do
substrato enzimatico contendo 0,5 mg/ml de OPD (orto-fenilenodiamina)
diluido em fosfato de sodio dibasico 0,1M pH 4.5; &cido citrico 0,1M; H,0;
0,1% por 30 minutos em camara escura, a 37°C. A reacéo foi interrompida
adicionando 50 ul de acido sulfurico (H.SO4) 4 N. Os resultados gerados
foram analisados por leitura em espectrofotbmetro (Labsystens Multiskan)
em comprimento de onda de 492 nm. Todas as amostras foram testadas em
duplicata e o “cut-off” da reacdo a ser utilizado foi determinado com as
médias das leituras obtidas de 20 amostras de soros de individuos néo
infectados por T. gondii. Na impossibilidade de se obter amostras de LCR
de individuos saudaveis, o “cut-off” das reacdes de LCR foi determinado com
as médias das leituras obtidas de 20 amostras de LCR de pacientes com

outras doencas neurologicas e nao infectados por T. gondii.

3.5.1.1.1. Padronizacdes

Todas as etapas da reagdo foram previamente padronizadas e as
amostras de soro e/ou LCR foram testadas em duplicata. As diluicdes das
amostras bem como do segundo anticorpo marcado com peroxidase
utilizados nos ensaios estdo descritos abaixo. Todas as diluicdes foram
feitas em PBS-leite desnatado 5% (Meira et al., 2008; 2011).

3.5.1.1.1.1. Para deteccao de anticorpos IgG no LCR
Para determinacdo dos niveis de anticorpos IgG em amostras de

LCR, estas foram diluidas a 1:2 e o segundo anticorpo marcado com

peroxidase anti-lgG humano foi diluido a 1:10.000.

60



3.5.1.1.1.2. Para detecc¢ao de anticorpos IgA e IgE

Para a deteccao dos niveis de anticorpos IgA e IgE as amostras de
soros foram diluidas a 1:50 e o segundo anticorpo marcado com peroxidase
foi diluido a 1:5000 e 1:4000 para anti-lgA e anti-lge humano

respectivamente.

3.5.1.1.1.3. Para deteccao de subclasses de IgG

Para a determinacéo dos niveis de subclasses de IgG as amostras de
soro foram diluidas a 1:50 e as de LCR a 1:1. O segundo anticorpo marcado
com peroxidase anti-lgG1 humano foi diluido a 1:500 e 1:1000 para anti-
19G2, 3 e 4.

3.5.1.2. Western blotting

A reacdo de western blotting foi realizada para diagnoéstico de
amostras de LCR. Os antigenos ESA e ALT foram fracionados em géis SDS-
PAGE 10% (conforme item 3.4.5.) e transferidos para membranas de
nitrocelulose (com poros de 0,45 pum de diametro — BioRad) no equipamento
Trans-Blot System (BioRad). ApGs 0 posicionamento e montagem dos geéis,
a transferéncia foi efetuada em voltagem constante de 15 V por 60 minutos
em tampao de transferéncia (Tris-HCI 25 mM; glicina 0,192 M; metanol 20%,
pH 8.2). Ao final da transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram
coradas por 0,2% de Ponceau-S [acido 3-hidroxil-4-(2-sulfo-fenilazo)-2,7-
naftalenodisulfénico] (Sigma) em &cido tricloroacético 3% (Merck) por 5
minutos para confirmacdo da transferéncia efetiva das proteinas. As
membranas foram, entdo, incubadas com PBS-leite desnatado 5% pelo
periodo de 1 hora, a temperatura ambiente, sob agitacdo, seguidos de 3
lavagens com PBS (5 minutos). Em seguida, adicionaram-se as amostras de
LCR diluidas 1:2 em PBS-leite desnatado 5% e incubadas por 1 hora a
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temperatura ambiente, sob agitacdo. Apos mais trés lavagens com PBS (5
minutos), as membranas foram incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente, sob agitacdo com IgG de cabra anti-lgG humana conjugada a
peroxidase (Sigma) na diluicdo de 1:500 em PBS-leite desnatado 5%,
seguindo-se, entdo, um novo ciclo de lavagens. A revelagcédo das bandas foi
efetuada cobrindo-se as membranas em aproximadamente 5 ml de 4-cloro-
1-naftol 0,3% (Sigma) em metanol; Tris-HCI 50 mM, pH 7.6; H,O, 0,1%.
AplOs o desenvolvimento da cor desejada, o tampao foi removido e as

membranas lavadas com PBS.

3.5.2. Para resposta imune celular

3.5.2.1. Isolamento das PBMC

Amostras contendo 10 mL de sangue provenientes dos grupos
estudados foram coletadas na presenca de heparina sodica como
anticoagulante, homogeneizadas e diluidas volume a volume em PBS (pH
7.4). Ap6s homogeneizacado, as células foram separadas de acordo com o
gradiente Histopaque 1077 (Sigma). Cada tubo de amostra diluida em PBS
foi adicionada delicadamente em tubo de 15 mL contendo 3 mL de Ficoll-
Hepaque 1077. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por
20 minutos utilizando centrifuga de baixa aceleracdo/desaceleracdo. Apos
esta etapa, com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril, retiramos as células
mononucleares contidas na fase de separacdo e procedemos a duas
lavagens com 10 mL de PBS (pH 7.4) a 2000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento diluido em 1 mL de meio de
cultura RPMI-1640 (Sigma) contendo L-glutamina, 10% de soro fetal bovino,
2 g/L de bicarbonato de sodio e 50 mg/mL de estreptomicina. Em seguida,
procedemos a contagem das ceélulas em suspensdo. Em uma aliquota de 10
ul da suspenséao celular adicionamos 10 pl do corante Azul de Tripan para
verificagdo da viabilidade celular e procedemos a contagem das células em

camara de Newbauer. Apds contagem, as mesmas foram entdo distribuidas
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em placas de cultura de 48 pocos (Corning) na quantidade de 1x10° células
por pocgo para posterior estimulo.

3.5.2.2. Cultura e estimulos das PBMC

A fim de se padronizar a concentracdo ideal dos antigenos a serem
usados para estimulo celular, as células mononucleares ja distribuidas em
placas de 48 pocos foram incubadas com diferentes concentracdes de ALT e
ESA (0.5, 1, 5 e 10 pg/poco). Para controle dos experimentos in vitro, em
todos os ensaios realizados foram incluidos dois pogos controles em
duplicata (negativo e positivo). Como controle negativo, as células foram
incubadas somente com meio de cultura, ao passo que, no positivo as
células foram estimuladas com o proliferador mitotico Fitohemaglutinina
(PHA) - Sigma (1upg/poco) para producdo de citocinas. Apds estimulo, as
células foram mantidas em estufa com 5% de CO, a 37°C. O tempo médio
para a producdo de citocinas variou de acordo com a citocina testada. Desta
forma, para TNF-a, IL-10 e IL-12 os sobrenadantes foram colhidos 24 horas

apos estimulo e para IFN-y e IL-4 apds 48 horas.

3.5.2.3. ELISA para detecc¢ao de citocinas

Para a deteccao de citocinas, apds 0s experimentos in vitro descritos
acima as citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-12 e IL-4 foram dosadas nos
sobrenadantes de culturas de células com o auxilio de kits especificos
(Ebioscience) por ELISA, segundo as instrugbes do fabricante. As reacdes
foram realizadas em placas de poliestireno de 96 orificios (flat bottom, high
binding, Corning) e apdés cada segmento da reacao, as placas foram lavadas
5 vezes com PBS 0,05%-Tween 20. O anticorpo de captura para cada
citocina foi diluido a 1/250 em tampao Coating Buffer Powder contendo
0.01M salina tamponada com fosfato, NaCl 0.138M, KCI 0.0027M, pH 7.4 e
distribuidos num volume de 100 pl/orificio. Apds incubacéo a 4°C overnight,

os orificios foram lavados 5 vezes (com intervalos de 1 minuto) e bloqueados
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com 200 ul do tampéo diluente de ensaio por 1 hora a temperatura
ambiente. Seguiu-se mais um ciclo de lavagem. Os sobrenadantes de
cultura de células foram entdo diluidos a 1/10 para IFN-y e IL-10, 1/4 para
TNF-a em tampéao diluente e utilizado puro para IL-12 (p70) e IL-4. Em
seguida, foram adicionados aos orificios da placa num volume de 100 ul e
incubados overnight a temperatura ambiente. Apos lavagem, as placas
foram incubadas com 100 pl do anticorpo de deteccdo conjugado a biotina
para cada citocina, diluido a 1/250 em tampé&o diluente. Seguiu-se mais um
ciclo de lavagem e as placas foram incubadas com a enzima avidina diluida
a 1/250 a temperatura ambiente por 30 minutos. Apos lavagem, adicionou-se
100 ul por orificio do substrato TMB, incubando-se por 15 minutos a
temperatura ambiente em camara escura. A reacdo foi interrompida
adicionando 50 ul de &cido sulfurico (H.SO4) 2 N. Os resultados gerados
foram analisados por leitura em espectrofotdbmetro (Labsystens Multiskan)
em comprimento de onda de 450 nm. Os resultados expressos em D.O
(densidade optica) foram convertidos em pg/mL a partir de uma curva de
concentragéo feita com um anticorpo recombinante sabidamente conhecido
que integrava o kit. O limite de deteccéo para cada teste foram de 2 pg/mL
para IL-10 e IL-4 e 4 pg/mL para IFN-y, TNF-a e IL-12.

3.5.3. Analise de dados

Para os experimentos de resposta imune humoral, a partir do calculo
do “cut-off” foi calculado o Valor Relativo (VR), que representa o quociente
entre a absorbancia demonstrada pela amostra e a absorbéancia do “cut-off”
obtido pelos controles negativos dos ensaios (D.O. do soro ou LCR / D.O.
cut-off). As amostras que apresentaram meédia superior ao “valor relativo”
(>1) foram consideradas positivas ao passo que aquelas que apresentaram
meédia inferior (<1) foram consideradas negativas (Pereira-Chioccola et al.,
2003; Borges, 2005; Meira et al., 2008). A analise estatistica foi feita pelos
seguintes meétodos: Teste F e “T de Student” por analise bicaudal néo

pareada.
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Nos experimentos de resposta imune celular, para comparacéo entre
os diferentes grupos utilizamos o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. As
variaveis dentro de um mesmo grupo foram comparadas pelo teste de
Wilcoxon. Todas as analises estatisticas foram feitas com o auxilio do
software GraphPad Prism 5.0. Os dados foram considerados estatisticamente

significantes quando p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Otimizagéo da producdo in vitro da cepa RH de T. gondii
em células VERO

Na padronizacdo da producdo de T. gondii em culturas de células
VERO livres de SFB, as condic¢des ideais de cultura foram avaliadas através
da determinacdo da concentracdo ideal de células para formacdo da
monocamada celular, a qual foi de 1x10° células VERO ap6s 96 horas. A
maior recuperacéo de taquizoitos foi de 2.1x10’ apds sete dias de infeccdo
utilizando um inéculo inicial de 1.5x10° taquizoitos. Os experimentos também
mostraram que 0s parasitas mantiveram a mesma infectividade durante 30
passagens em culturas e ndao houve alteracdo na composicdo antigénica
comprovada pela auséncia de mutagcbes durante tais passagens. Os

resultados encontram-se descritos em Costa-Silva et al., 2012 (Anexo 8).
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4.2. Reatividade de anticorpos IgG em amostras de L CR de
pacientes com TC/Aids frente aos antigenos ALTe ES A

4.2.1. ELISA

Os resultados para as amostras de LCR utizando o ALT como
antigeno sdo mostrados na Figura 5A. A média de VR + DP para os
pacientes com TC/Aids (Grupo |) e pacientes com outras doencas
neuroldgicas e soropositivos para toxoplasmose (Grupo Il) foram 7.0 + 0.27
e 3.9 £ 0.19, respectivamente. A andlise estatistica utilizando o Teste T
Student e Teste F foram feitos para determinar se o ATL foi capaz em
distinguir amostras de LCR de pacientes com a infec¢ao ativa (Grupo 1) dos
cronicos (Grupo Il). Como mostra a Tabela 1, a analise de variancia revelou
que os resultados de ambos os grupos foram estatisticamente diferentes
(1.80, p= 0.0025). A diferenca entre a média de resultados foi 3.0 + 0.3 e 0
valor do teste T Student foi 9.41 (p= 0.0001). Os valores para as amostras
do Grupo Il (pacientes com outras doencgas neurologicas e negativos para
toxoplasmose) foram 0.5 + 0.09.

Em paralelo, as mesmas amostras foram testadas em ESA-ELISA
(Figura 5B). As médias de VR + DP para as amostras de LCR do Grupo | foi
9.0 + 0.39. Em contraste, as amostras do Grupo Il mostraram uma média de
2.7 £ 0.12. Em concordancia com o antigeno anterior, a analise de variancia
também mostrou que os resultados de ambos o0s grupos de pacientes foram
estatisticamente diferentes (9.16, p<0.0001). Entretanto, em ESA, a
diferenca entre a média de resultados foi mais alta (6.2 + 0.39) e o valor do
Teste T Student foi 16.04 (P < 0.0001). A média de VR do grupo controle
(Grupo Ill) foi 0.4 £ 0.22.
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Figura 5. ELISA: Reatividade imunolégica ao antigeno ALT (A) e ESA (B)
utilizando amostras de LCR. As amostras sao provenientes de pacientes
com Aids, divididas em: TC/Aids (Grupo 1), soropositivos para toxoplasmose
e com outras doencas neurolégicas (Grupo II) e soronegativos para
toxoplasmose e com outras doencas neurolégicas (Grupo Ill). Os resultados
estdo expressos em VR (D.O. LCR/ D.O. cut-off). Valores >1 foram
considerados reativos. As linhas horizontais representam as médias

aritméticas de cada grupo.
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Tabela 1. Andlise estatistica das diferencas entre os Grupo | (TC/Aids) e
Grupo Il (soropositivos para T. gondii). Resultados de ELISA utilizando os
antigenos ALT e ESA.

Teste estatistico ALT ESA

Grupo | (n=99) 7,0+0,27° 9,0 +0,39°
Grupo Il (n=112) 3,9+0,19° 2,7+0,12%
Teste T néo pareado (bicaudal) 9,41 16,04
Valor de P 0,0001 <0,0001
Diferenca entre médias 3,0+0,32° 6,2 +0,39%
Intervalo de Confianca 95% 24a3,7 55a7,0
R? 0,30 0,55

Teste F (para comparar as variancias) 1,8° 9,16°
Valor de P 0,0025 <0,0001

:Valores expressos como média + DP.
As variancias sao significativamente diferentes em ambos os grupos.
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4.2.2. Western Blotting

As amostras de LCR também foram ensaiadas por western
blotting. Como esperado, amostras de ambos os Grupos | e Il foram reativos
com o ALT com similares intensidades (Figura 6A).

Em paralelo, utilizando a ESA (Figura 6B), amostras de LCR do
Grupo | reagiram bem com ESA (strip 1), ja as amostras do Grupo Il (strip 1)

apresentaram menor reatividade.
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Figura 6. Western Blotting: Reatividade imunoldgica ao antigeno ALT (A) e
ESA (B) utilizando amostras de LCR. ALT (Al) e ESA (B2) foram separados
por SDS-PAGE 10% e transferidos para membranas de nitrocelulose. As
amostras de LCR de cada grupo de pacientes divididas em: TC/Aids (Grupo
[), soropositivos para toxoplasmose e com outras doengas neuroldgicas
(Grupo IlI) e soronegativos para toxoplasmose e com outras doencas

neurolégicas (Grupo Ill) foram incubadas com as membranas.
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4.3. Subclasses de IgG em amostras de soro e LCR

envolvidas na infeccao

Como mostra a Figura 7, utilizando o ALT, altos niveis de IgG1 foram
observados nas amostras de soros do Grupo | (TC/Aids), Grupo Il (outras
neuroinfecgdes, Aids e soropositivos para toxoplasmose) e Grupo IV (HIV
negativo e soropositivo para toxoplasmose) com meédias de VR de 8.4 (=
0.42), 8.3 (£ 0.44) e 7.5 (£ 0.21) respectivamente. Tais médias ndo foram
estatisticamente significantes (p>0.05). Nestes grupos, ndo foram
detectados niveis de IgG2, 3 e 4.

Em contrapartida, utilizando ESA (Figura 8), foi obtido um perfil de
subclasses distinto em comparacdo com o antigeno anterior. Niveis menores
de IgG1l foram observados nos Grupos |, Il e IV, com médias de valor
relativo de 6.2 (x 0.49), 4.0 (= 0.35) e 1.5 (x 0.21) respectivamente. Ao
compararmos o0s trés grupos, verificou-se diferencas estatisticamente
significantes (p<0,05). Em adi¢do, no grupo de pacientes com TC/Aids
(Grupo 1) foi observada uma producéo de IgG4 com média de VR de 2.5 (¢
0.21) e uma alta producéo de IgG2 no Grupo IV (HIV negativo e soropositivo
para toxoplasmose) com média de VR de 3.5 (+ 0.35). Para ambos o0s
grupos, tais valores foram estatisticamente significantes (p<0,05).

N&o foram detectados niveis de subclasses de IgG nas amostras de
soros dos Grupos Il e V utilizando ambos os antigenos (VR < 1).

Em adicdo, o perfil de subclasses de IgG em amostras de LCR
também foram avaliados. Como mostram as Figura 9 e 10, os resultados
encontrados corroboram com os achados nas amostras de soro.

Utilizando o ALT (Figura 9) observa-se altos niveis de IgG1l nos
Grupos | (TC/Aids) e Il (outras neuroinfec¢des, Aids e soropositivos para
toxoplasmose) com medias de VR de 55 (x 0.25) e 4.0 (+x 0.40)
respectivamente. Tais valores ndo foram estatisticamente significantes
(p>0.05). Nestes grupos, néo se detectou niveis de IgG2, 3 e 4.

Por outro lado, quando utilizamos ESA (Figura 10), foi possivel

detectar niveis de 1gG4 nos pacientes com TC/Aids (Grupo 1), bem como
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niveis de 1gG2 nos pacientes do Grupo Il, com médias de VR de 1.9 (+ 0.26)
e 2.0 (£ 0.10) respectivamente. Para ambos 0s grupos, tais valores foram
estatisticamente significantes (p<0,05). Niveis de IgGl também foram
encontrados, sendo de 3.1 (x 0.41) para o Grupo | e 2.3 (£ 0.28) para o
Grupo IlI, porém tais valores nao foram estatisticamente significantes
(p>0.05).

N&o foram detectados niveis de subclasses de IgG nas amostras de

LCR do Grupo Il utilizando ambos os antigenos (VR < 1).
Observacgéao: Para efeito de comparagéo, adicionamos aqui o0s resultados de

IgG total obtidos por ELISA tanto para amostras de soro e LCR utilizando

ambos os antigenos (ALT e ESA).
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Figura 7. ELISA: Reatividade de anticorpos subclasses de IgG frente ao
antigeno ALT em amostras de soros dos grupos de pacientes com: TC/Aids
(), outras neuroinfecgbes/Aids/soropositivos para toxoplasmose (Il), outras
neuroinfecgcdes/Aids/soronegativos para toxoplasmose (Ill); HIV negativo e
soropositivo para toxoplasmose (IV); e HIV negativo e soronegativo para
toxoplasmose (V). Os resultados estéo expressos em VR (D.O.soro/D.O.cut-

off). Valores >1 foram considerados reativos.
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Figura 8. ELISA: Reatividade de anticorpos subclasses de IgG frente ao
antigeno ESA em amostras de soros dos grupos de pacientes com: TC/Aids
(), outras neuroinfeccbes/Aids/soropositivos para toxoplasmose (Il), outras
neuroinfecgcdes/Aids/soronegativos para toxoplasmose (Ill); HIV negativo e
soropositivo para toxoplasmose (1V); e HIV negativo e soronegativo para
toxoplasmose (V). Os resultados estdo expressos em VR (D.O. soro/ D.O.
cut-off). Valores >1 foram considerados reativos. Comparacdo das
reatividades entre os grupos por teste T (95% de intervalo de confianca
*p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005).
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Figura 9. ELISA: Reatividade de anticorpos subclasses de IgG frente ao
antigeno ALT em amostras de LCR dos grupos de pacientes com: TC/Aids
(), outras neuroinfeccdes/Aids/soropositivos para toxoplasmose (ll) e outras
neuroinfecgdes/Aids/soronegativos para toxoplasmose (lll). Os resultados
estdo expressos em VR (D.O. LCR/ D.O. cut-off). Valores >1 foram
considerados reativos. Comparacdo das reatividades entre 0s grupos por
teste T (95% de intervalo de confianga *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005).

75



IgG Total

IgG-1
dekok
101 10+

8+ 84

6 6.

4+ 4-

2- 2 - i

0- 0-

| Il I I 1] m
E lgG-2
o 34
_— Yk
=3
O
o
Q
x
O
1
o
]
g
x
-
IgG-3 IgG-4
31 3-
dede
2+ 24
14 14

Figura 10. ELISA: Reatividade de anticorpos subclasses de IgG frente ao
antigeno ESA em amostras de LCR dos grupos de pacientes com: TC/Aids
(), outras neuroinfecgbes/Aids/soropositivos para toxoplasmose (ll) e outras
neuroinfecgdes/Aids/soronegativos para toxoplasmose (lll). Os resultados
estdo expressos em VR (D.O. LCR/ D.O. cut-off). Valores >1 foram
considerados reativos. Comparacdo das reatividades entre 0s grupos por
teste T (95% de intervalo de confianca *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005).



4.4. Reatividade de anticorpos IgA e IgE em amostra s de soro

envolvidas na infeccao

Com o objetivo de evidenciar o perfil da resposta imune humoral
desencadeada por ALT e ESA, foram avaliados os niveis de IgA e IgE nos
grupos de soros estudados, uma vez que na toxoplasmose cerebral o valor
diagndstico de tais imunoglobulinas ndo é bem estabelecido.

N&o foram detectados niveis de IgA e IgE em nenhum dos grupos de
soros estudados, utilizando ambos os antigenos. Sabemos que estes
anticorpos frequentemente aparecem nos estagios iniciais da infeccao,

porém nossos achados sugerem que estes ndo persistem na reativacao.
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4.5. Producao de citocinas

4.5.1. Estimulos de PBMC, padronizacdes:

As células mononucleares do sangue periférico dos quatro grupos de
pacientes: TC/Aids (grupo 1), toxoplasmose cerebral prévia tratada (grupo II),
soropositivos para toxoplasmose (grupo Ill) e soronegativos para
toxoplasmose (grupo V) apds isolamento foram estimuladas com ALT e ESA
nas concentragdes de 0.5, 1, 5 e 10 pg/ pogo. Para as citocinas avaliadas, a
concentragdo Otima de ambos os antigenos para estimulo foi de 5 pg/poco e
de 1 ug/poco para ESA e ALT respectivamente. Estas concentracbes foram
utilizadas em todos os experimentos.

O proliferador mitético Fitohemaglutinina (PHA) foi satisfatorio para
avaliacdo da viabiliadade celular, funcionando como controle positivo para a
deteccédo das citocinas (Figura 11). Nota-se que, em relacdo a producao de
IFN-y (A), mediante estimulo com PHA, células mononucleares de individuos
soropositivos (Grupo Ill) e soronegativos (Grupo [V) para toxoplasmose
apresentaram grande producdo desta citocina, o que nao foi observado em
pacientes com TC/Aids (Grupo |) e com toxoplasmose cerebral prévia tratada
(Grupo I1). Ao compararmos estatisticamente os grupos, observamos que tais
diferencas foram significantes entre os Grupos | e 11l (p<0.005).

PHA também foi efetivo na producdo de TNF-a (B), uma vez que
todos 0s grupos apresentam uma grande producdo desta citocina, embora
sem diferengas estatisticamente significantes entre eles (p>0.005).

Quanto a producédo de IL-10 (C), semelhante aos resultados obtidos
com IFN-y, altos niveis foram detectados nos Grupos Il e IV mediante
estimulo com PHA, o que nao foi observado em pacientes com TC/Aids
(Grupo 1) e com toxoplasmose cerebral prévia tratada (Grupo Il). No entanto,
diferencas estatisticamente significantes foram observadas entre os grupos |,
Il e IV (p<0.005).
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Figura 11. ELISA: Producdo de IFN-y (A), TNF-a (B) e IL-10 (C) em

sobrenadantes de culturas de PBMC de pacientes com: TC/Aids (Grupo ),

toxoplasmose cerebral prévia tratada (grupo Il), soropositivos para

toxoplasmose (Grupo Ill) e negativos para toxoplasmose (Grupo 1V)

estimulados com PHA. Comparacao das reatividades entre os grupos pelo
teste de Mann-Whitney (95% de intervalo de confianca *p<0.05; **p<0.005;

% <0.0005).
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4.5.2. Detecgéo de citocinas

Os resultados apresentados neste item consideraram apenas a 1°
coleta dos pacientes com TC/Aids, visto que os resultados das demais

coletas/monitoramento serdo apresentados no préximo topico.

4.5.2.1. IFN-y

Com relacdo a producéo de IFN-y, foi verificado que altos niveis desta
citocina foram produzidos em amostras de individuos soropositivos para
toxoplasmose (Grupo Ill) utilizando tanto o ALT (Figura 12A) quanto ESA
(Figura 13A). No entanto, uma producdo maior e estatisticamente
significante (p<0.05), foi observada quando utilizamos o primeiro antigeno.

Em adi¢do, mediante estimulo com ambos os antigenos, verificou-se
que pacientes com TC/Aids (Grupo |I) tem uma deficiéncia na producao de
IFN-y, 0 que ja ndo é observado nos pacientes com toxoplasmose cerebral
prévia tratada (Grupo IlI). Ao compararmos esta producao deficiente a dos
individuos soropositivos para toxoplasmose (Grupo lll) e pacientes com
toxoplasmose cerebral prévia tratada (Grupo Il), observamos que esta
diferenca foi estatisticamente significante (p<0.05).

4.5.2.2. TNF-a

Altos niveis desta citocina foram encontrados nas amostras de
pacientes com TC/Aids (Grupo |) ao passo que, niveis menores foram
detectados nos pacientes com toxoplasmose cerebral prévia tratada (Grupo
I1). No entanto, uma produgao maior quando utilizamos o ALT (Figura 12B)
em relacdo a ESA (Figura 13B) foi observada, porém sem diferencas
estatisticamente significantes (p>0.05).

Individuos soropositivos e soronegativos para toxoplasmose
apresentaram niveis estatisticamente menores de TNF-a utilizando ambos

0s antigenos (p<0.05), do que os pacientes com TC/Aids.
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4.5.2.3. IL-10

Em adicdo, os niveis de 1l-10 nos diferentes grupos também foram
avaliados. Observamos uma pequena producgéo desta citocina nos pacientes
com TC/Aids (Grupo I) e naqueles com toxoplasmose cerebral prévia tratada
(Grupo 1) e niveis um pouco mais elevados em individuos soropositivos
para toxoplasmose (Grupo lll), utilizando ambos os antigenos (Figura 12 e
13C). Ao compararmos estes grupos, observamos que ha diferencas
estatisticamente significantes somente entre os grupos | e 1l (p<0.05).

Interessantemente, uma grande producdo de IL-10 nos individuos
soronegativos para T. gondii e HIV (Grupo IV) foram observadas em

comparagao com os demais grupos.

452.4.1L-4elL-12

Niveis de IL-4 e IL-12 ndo foram detectados em nenhum dos grupos

estudados, mediante estimulo com ambos os antigenos.
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Figura 12. ELISA: Producdo de IFN-y (A), TNF-a (B) e IL-10 (C) em
sobrenadantes de culturas de PBMC de pacientes com: TC/Aids (Grupo ),
toxoplasmose cerebral prévia tratada (Grupo |IlI), soropositivos para
toxoplasmose (Grupo Ill) e negativos para toxoplasmose (Grupo 1V)
estimulados com ALT. Comparacéo das reatividades entre 0os grupos pelo
teste de Mann-Whitney (95% de intervalo de confianca *p<0.05; **p<0.005;
***n<0.0005).
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Figura 13. ELISA: Producdo de IFN-y (A), TNF-a (B) e IL-10 (C) em
sobrenadantes de culturas de PBMC de pacientes com: TC/Aids (Grupo ),
toxoplasmose cerebral prévia tratada (Grupo |IlI), soropositivos para
toxoplasmose (Grupo IlI) e negativos para toxoplasmose (Grupo 1V)
estimulados com ESA. Comparacéao das reatividades entre os grupos pelo
teste de Mann-Whitney (95% de intervalo de confianca *p<0.05; **p<0.005;
***n<0.0005).
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4.5.3. Monitoramento dos niveis de citocinas dos pa cientes

TC/Aids durante o tratamento

O monitoramento durante o tratamento da TC/Aids compreendeu a
analise de trés amostras de cada paciente com diferentes intervalos (antes,
7 e 15 dias pos-tratamento especifico para T. gondii,). Foram incluidos neste
grupo, amostras de pacientes com toxoplasmose cerebral prévia tratada a
mais de um ano conforme descricdo no item 3.2.2.1.

Os resultados encontram-se na Figura 14. Em A, observa-se a
producdo de IFN-y. Nota-se que, com a evolucdo do tratamento, no 15° dia
ha um aumento de IFN-y quando comparado a producao do 1° dia de coleta.
No entanto, tal producdo ndo foi estatisticamente significante (p>0.05).
Importante ressaltar que este aumento foi observado em 53% dos pacientes
ao passo que os demais mantiveram esta citocina a niveis indetectaveis
durante os 15 dias de acompanhamento. Interessantemente, 0s pacientes
com toxoplasmose cerebral tratada a mais de um ano, apresentaram
aumento estatisticamente significante dos niveis desta citocina quando
comparadas a primeira coleta do grupo anterior (p<0.05).

Em contrapartida, conforme a evolucdo do tratamento observou-se
uma reducdo estatisticamente significante dos niveis de TNF-a (B), entre o
1° e 7° dia utilizando ambos os antigenos (p<0.05). No entanto, tal
diminuicdo ocorreu somente em 73% dos pacientes. Niveis baixos desta
citocina também foram encontrados nos pacientes com toxoplasmose
cerebral prévia tratada.

Em IL-10 (C), observou-se uma discreta diminuicdo na sua producao
utilizando ambos os antigenos para estimulo celular. Tal diminuicdo foi
observada em 67% dos pacientes e naqueles com toxoplasmose cerebral
tratada. No entanto, esta diferenca nao foi estatisticamente significante
(p>0.05).
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Figura 14. ELISA: Producdo de IFN-y (A), TNF-a (B) e IL-10 (C) em
sobrenadantes de cultura de PBMC de pacientes TC/Aids de trés coletas
divididas em: 1° dia (sem tratamento), 7° e 15° dia pds-tratamento. Pacientes
com toxoplasmose cerebral tratada (>12 meses). Foram utilizados para
estimulo os antigenos ALT e ESA. A comparacédo das reatividades entre as
coletas foi feita pelo teste de Wilcoxon (95% de intervalo de confianca
*p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0005).
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5. DISCUSSAO

A primeira parte deste trabalho foi dedicada ao aperfeicoamento da
producédo de taquizoitos em culturas de células VERO sem adi¢cdo de SFB,
visto que os dois antigenos (ESA e ALT) utilizados durante o estudo foram
feitos a partir de taquizoitos da cepa RH de T. gondii, a qual rotineiramente
tem sido mantida via passagem intraperitoneal em camundongos em muitos
centros de referéncia (Costa-Silva et al., 2008; Lee et al., 2008; Ferreira da
Silva et al., 2009; Lynch et al., 2009; Degirmenci et al., 2011).

A manutencdo de antigenos em continuas passagens em culturas de
células produz taquizoitos viaveis com coletas regulares, sendo uma
alternativa relevante (Evans et al., 1999). Dentro desta proposta, avaliamos se
taquizoitos mantidos em culturas de células VERO que crescem sem adi¢do
de SFB, séo capazes de manter as suas propriedades antigénicas, mesmo
ap0s varias passagens, em relacdo a antigenos mantidos em animais
experimentais. Como mencionamos, 0S resultados mostraram mesma
eficiéncia da cultura celular em relacdo a animais e culturas com adicédo de
SFB para a producdo destes antigenos e sdo apresentados no manuscrito
“Toxoplasma gondii antigens: Recovery analysis of tachyzoites cultivated in
Vero cell maintained in serum free medium” (Anexo 8).

Padronizados os antigenos, partimos para 0s préximos objetivos
deste estudo direcionados ao valor diagnostico da ESA em amostras de LCR
e aos aspectos a cerca da imunidade na TC/Aids. Como ja foi dito, o
diagnoéstico da toxoplasmose cerebral apresenta limitacdes. Com o objetivo
de contribuir com o emprego de diferentes antigenos, realizamos o
diagnéstico destes pacientes em amostras de LCR utilizando a ESA, em
comparacdo com o antigeno lisado de taquizoitos (ALT), na tentativa de
analisar a utilidade da ESA na deteccdo do nivel de anticorpos presentes em
diferentes materiais bioldgicos.

A maioria das lesGes expansivas do SNC detectadas em pacientes
com Aids sdo atribuidas a reativacdo da infeccdo latente por T. gondii
causada por severa imunossupressdo (Luft e Remington, 1992). O

diagnostico definitivo de tais lesGes requer técnicas sofisticadas ou
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procedimentos ndo invasivos que ndo séo livres de risco. Nos ultimos anos,
métodos moleculares e imunolégicos para a deteccdo de antigenos
circulantes de T. gondii ou anticorpos especificos tém sido testados na
tentativa de estabelecer o diagndstico da toxoplasmose cerebral em
pacientes com Aids (Luft et al., 1993; Fachado et al., 1994; Collazos, 2003;
Pereira-Chioccola et al., 2009). Estes estudos mostraram que mais do que
50% dos pacientes com toxoplasmose cerebral apesentam anticorpos
especificos no LCR, uma vez que a ruptura da barreira hemato-encefalica
devido a qualquer tipo de etiologia pode ser acompanhada por transferéncia
passiva de anticorpos do soro para o LCR. Outro fator que deve ser
considerado é que a encefalite por T. gondii é primariamente uma infeccao
parénquimal, onde a capacidade de se detectar um aumento da producéo
intratecal de anticorpos dependera da proximidade da lesdo das meninges
(Potasman et al., 1988; Luft et al.,, 1993; Patel et al., 1993; Borges e
Figueiredo, 2004a).

A capacidade da ESA como marcador soroldgico para o diagndstico
da toxoplasmose cerebral tem sido demonstrada, uma vez que estas s&o
liberadas por taquizoitos, a forma responsavel pela disseminacdo da
infeccdo. Em adi¢cdo, ESA desempenha um papel importante em estimular a
resposta humoral e celular para o controle da infeccdo (Cérede et al., 2005;
Meira et al., 2008; Costa-Silva et al., 2008, 2012). Pacientes com
toxoplasmose cerebral tém altos titulos de anticorpos IgG anti-T. gondii com
alta avidez (Mechain et al., 2000; Colombo et al., 2005). Nesta fase,
taquizoitos séo liberados de cistos quiescentes e uma consideravel
proporcao de antigenos excretados/secretados séo liberados, provocando a
resposta imune especifica & ESA (Pereira-Chioccola et al., 2009). Quando
utilizamos ESA como antigeno (em ELISA ou western blotting), amostras de
LCR de pacientes com a doenca ativa tinham titulos mais elevados do que
agueles com outras doencas neurologicas.

Individuos com toxoplasmose latente permanecem assintomaticos.
Apesar da presenca de anticorpos anti-T. gondii, estes ndo apresentam ou

apresentam em baixo numero taquizoitos circulantes. Em geral, estes
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anticorpos sédo determinados na sorologia convencional, usando como
antigeno o ALT, o qual consiste de componentes citoplasmaticos e de
membrana. Amostras de LCR de pacientes com toxoplasmose cerebral e
daqueles com outras doencas neurolégicas diferem muito pouco em
reatividade quando o ALT foi usado na reacdo de ELISA. Entretanto, no
western blotting a reatividade foi similar. Todos estes dados em conjunto
confirmam estudos prévios com amostras de soro (Meira et al., 2008), onde
0 antigeno ALT, largamente utilizado no diagnostico convencional, falhou em
distinguir ambos os grupos de pacientes. Por outro lado, ESA foi capaz de
distinguir a infeccéo ativa da assintomatica tanto em amostras de soro como
de LCR.

Entretanto, para uma propor¢cdo de pacientes com toxoplasmose
cerebral é contra-indicado a realizacdo da puncao lombar devido a uma ou
mais lesbes cerebrais expansivas. Nestes pacientes, ambas as ferramentas
imunologicas e moleculares ndo podem ser usadas em amostras de LCR,
refletindo a dificuldade de se obter um diagndstico precoce e menos invasivo
e a necessidade de continuos esforcos para avaliar metodologias
alternativas para uso no diagnostico. ESA em ELISA ou western blotting
utilizando amostras de LCR pode ser empregada para o diagnostico da
toxoplasmose cerebral em associacdo com informacdes clinicas, sorolégicas
e radioldgicas, constituindo-se numa ferramenta simples, particularmente atil
em paises com alta prevaléncia de toxoplasmose latente na populacdo em
geral.

Em continuidade, devido ao valor das IgG na TC/Aids, este achado
nos estimulou a estudar o perfil das subclasses de IgG em amostras de soro
e LCR. Adicionalmente, o valor diagnéstico das imunoglobulinas A (IgA) e E
(IgE) na toxoplasmose cerebral ndo é bem estabelecido. Alguns autores
destacam que estas imunoglobulinas podem constituir marcadores
interessantes para 0 risco de toxoplasmose em pacientes
imunocomprometidos, provendo valiosa assisténcia no diagnostico da
toxoplasmose, especialmente quando testes para anticorpos IgM s&o pouco

sensiveis (Pinon et al., 1995; Gross et al., 1997).
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Uma vez que anticorpos IgA e IgE aparecem no inicio da infeccao,
avaliamos se estes persistem na reativacdo. No entanto, ndo detectamos
niveis de IgA e IgE nos grupos de soros estudados utilizando ambos os
antigenos. Em concordancia com nossos achados, Borges e Figueiredo
(2004b) estudando um grupo de 55 pacientes com TC/Aids, observaram que
ndo ha correlagcdo entre a positividade de anticorpos IgA no soro e o
diagnoéstico da toxoplasmose cerebral. Ainda, tem sido demonstrado que
anticorpos IgA podem ser detectados com alta frequéncia por periodos
prolongados apods infeccdo com o parasita, sugerindo que esta
imunoglobulina ndo € um bom marcador para o diagnéstico da infeccao
recente por T. gondii (Nascimento et al., 2008). Entretanto, um aumento dos
titulos de anticorpos IgA no soro em associacdo com a proliferacdo de
taquizoitos no cérebro de camundongos tem sido observado (Singh et al.,
2010).

Anticorpos IgE anti-T. gondii aparecem no inicio da infec¢do, quase
que simultaneamente com anticorpos IgM e IgA, mas nao sédo encontrados
apos 4 meses (Paul, 1997). Entretanto, anticorpos IgE especificos ja foram
detectados por ELISA em individuos com toxoplasmose crénica (Pinon et al.,
1990). Em pacientes imunocomprometidos (transplantados ou pacientes
com TC/Aids) alguns autores relatam ter encontrado anticorpos IgE anti-T.
gondii (Pinon et al., 1990). Durante a reativagédo da toxoplasmose em adultos
imunocomprometidos (transplantados renais) a emergéncia e aumento de
IgE coincide com IgG, mas IgE desaparece mais rapidamente (Foudrinier et
al., 2003). Desta forma, alguns autores destacam que niveis aumentados de
IgE se correlaciona com inicio da inflamacdo aguda ou com a forma
reativada da toxoplasmose, no entanto, um resultado negativo ndo exclui a
possibilidade de toxoplasmose aguda (Pinon et al., 1990; Gross et al., 1997,
Matowicka-Karna et al., 2009).

Como mencionamos, neste estudo ndo detectamos niveis de IgE e
IgA nos soros de pacientes com TC/Aids, ndo se mostrando util portanto
para o diagnostico diferencial da toxoplasmose cerebral na nossa casuistica.

Importante considerar também alguns aspectos que podem estar envolvidos,
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como o tempo de infecgéo, a heterogeneidade e “status” imune do paciente,
além da compartimentalizagdo de anticorpos, uma vez que, algumas
imunoglobulinas podem mais facilmente serem encontradas em
determinados fluidos corporais como saliva e lagrima, ja que a sintese local
de anticorpos tem sido demonstrada, embora estes anticorpos também
possam passar através de algumas barreiras celulares (Correa et al., 2007).

Em relacdo ao perfil de subclasses de IgG, utilizando o ALT altos
niveis de IgG1 foram observados em amostras de pacientes com TC/Aids,
outras neuroinfecgbes, Aids e soropositivos para toxoplasmose e HIV
negativo e soropositivos para toxoplasmose. Nestes grupos, ndo foram
detectados niveis de 1gG2, 3 e 4. Sabe-se que IgGl é a subclasse mais
abundante no soro correspondendo a 43-75% do total de IgG, enquanto
IgG2 corresponde a 16-48%, IgG3 1.7-7% e IgG4 0.8-11.7% (Meulenbroek
and Zeijlemaker, 1996; Salfeld, 2007). Anticorpos 1gG, especialmente 1gG1,
reagem com muitos antigenos totais do parasita e de excrecao/secrecdo, o
qual o peso molecular varia de 4 a >115 kDa (Fatoohi et al., 2004). A
determinacdo sequencial de subclasses de IgG tem sido avaliada na
toxoplasmose priméria e reativada e IgG1l foi o isotipo predominante em
diferentes estagios da infeccéo (Souza e Silva et al., 2012). A capacidade de
IgG1 e IgG3 fixarem efetivamente o sistema complemento € importante para
a resisténcia contra T. gondii, uma vez que o parasita é lisado por anticorpos
na presenca do complemento (Feldman, 1980). Mesmo assim, a resposta
humoral é muito heterogénea entre os individuos e contra diferentes
estagios do parasita (Correa et al., 2007).

Santana et al. (2012) mostrou a cinética de IgG1l para o antigeno
recombinante SAG2A e antigeno bruto de taquizoitos, a qual foi similar em
pacientes com toxoplasmose com mais de 12 meses de infecgéo.

Em contraste, utilizando ESA, o qual € capaz de distinguir entre a
doenca ativa, obtivemos um perfil distinto de subclasses comparado ao ALT.
Em pacientes com TC/Aids, observamos a produgédo de IgG4 e alta
producdo de 1gG2 em pacientes cronicamente infectados. Estes resultados

mostram que a diferenca observada com o uso da ESA como antigeno, tanto
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em amostras de soro como de LCR, permite inferir um perfil de subclasses
de I1gG distinto entre os dois grupos. Importante notar que ndo houve
distincdo de subclasses de IgG utilizando o antigeno ALT.

Watthanakulpanich et al.,, (2008) empregando antigenos
excretados/secretados de Toxocara canis (TES), mostrou uma alta resposta
de 1gG2. Os autores atribuiram este fato & composicdo do antigeno, uma vez
que respostas de IgG2 sao primariamente dirigidas contra antigenos
carboidratos, os quais sdo componentes comuns do antigeno em questao.

A secrecdo de 1gG2 € induzida por IL-2 (Interleucina 2), um importante
fator de crescimento de células T e B, caracterizando o inicio de uma
resposta mediada por células do tipo Thl, a qual confere protecdo contra a
infeccdo (Correa et al., 2007). No decorrer da atividade efetora de todos os
componentes envolvidos neste tipo de resposta, a participacdo das células
Th2 é fundamental, uma vez que estas secretam citocinas que séao liberadas
para limitar as consequéncias lesivas da imunidade mediada por células,
suprimindo a reacao inflamatéria por inibirem a ativacdo dos macrofagos.
Desta forma, a secre¢éo de IgG2 também é aumentada pela producéo de IL-
6, uma citocina Th2 que funciona como fator de crescimento de linfocitos B
ja diferenciados e secretores de anticorpos (Correa et a., 2007). Neste
contexto, nossos achados a cerca de 1IgG2 em amostras de soro e LCR no
grupo de individuos crénicos (sem infec¢do ativa por T. gondii) utilizando
ESA como antigeno podem ser explicados devido ao controle da infec¢éo
nestes individuos, com perfil misto de resposta Thl efetora e Th2 benéfica
contendo uma possivel resposta Thl exacerbada.

Em pacientes com TC/Aids, nossos achados referentes a IgG4
utilizando ESA séo atribuidos a sua produgdo que parece ser dirigida por
citocinas Th2, tais como IL-4, IL-13 e IL-10 (Correa et al., 2007; Nirula et al.,
2011). Uma vez que, nestes pacientes a resposta imune celular se encontra
prejudicada, um perfil de resposta Th2 que predispde a replicacdo do
parasita é esperada. Apesar de 1gG4 refletir uma estimulagdo antigénica
prolongada (Scott et al., 1990), o encontro de IgG4 nestes pacientes nos

leva a crer que nestes, ha um perfil de resposta ndo benéfica e que
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predispbe a infeccdo, uma vez que IgG4 tem sua producao inibida por IFN-y
(uma citocina Th1l), ndo ativa complemento e tem funcéo efetora reduzida
guando comparada a outras subclasses de IgG (Nirula et al., 2011).

Quando avaliamos a resposta imune celular, verificamos que altos
niveis de IFN-y foram produzidos em amostras de individuos soropositivos
para toxoplasmose utilizando tanto o ALT quanto ESA. No entanto, uma
producdo maior e estatisticamente significante (p<0.05), foi observada
quando utilizamos o primeiro antigeno. Tal fato, atribuimos a composi¢éo do
antigeno, o qual consiste ha combinag&o de inUmeros antigenos do parasita,
tanto os citoplasmaticos como os de membrana, os quais exibem multiplos
epitopos e sdo capazes de estimular mais as células do que a ESA. Em
adicao, esta grande producao de IFN-y, observada em individuos crénicos é
explicavel, uma vez que, se tem relatado que durante a infeccdo crénica,
linfécitos T especificos para T. gondii liberam altos niveis de IFN-y,
necessarios para prevenir a reativacdo de cistos teciduais (Sarciron e
Gherardi, 2000).

No presente estudo, pacientes com TC/Aids mediante estimulo com
ambos os antigenos, apresentaram uma deficiéncia na producao de IFN-y, o
que nado foi observado nos pacientes com toxoplasmose cerebral prévia
tratada (Grupo IlI). Ao compararmos esta producdo deficiente a dos
individuos soropositivos para toxoplasmose (Grupo lll) e aqueles com a
doenca tratada (Grupo Il), observamos que esta diferenca foi
estatisticamente menor (p<0.005).

Sabe-se que esta citocina é naturalmente secretada por linfocitos T
CD4" e T CD8", mas também por células Natural Killer (NK), as quais sdo
ativadas no inicio da infec¢@o. Na resisténcia contra T. gondii, IFN-y tem um
papel chave tanto na infeccao recente bem como em prevenir sua reativagéo
(Denkers et al., 1993; Sarciron e Gherardi, 2000). O requerimento mutuo de
linfécitos T CD4" e T CD8", bem como de IFN-y na resisténcia contra o
parasita em diferentes modelos animais indicam que estas populacdes de
células T sdo a maior fonte desta citocina durante a infecgdo por T. gondii.

Em concordéancia, tem sido demonstrado que a resposta a IFN-y e IL-2 esta
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ligada a porcentagem de linfécitos TCD4" presente na suspensido de PBMC
(Gazzinelli et al., 1995).

Corroborando com nossos achados, alguns estudos demonstram que
baixos niveis desta citocina estao intimamente associados a reducédo e/ou
defeito na capacidade células T CD4" destes pacientes em produzir tal
citocina, bem como IL-2, uma importante citocina que age na expansao
clonal de células T (Gazzinelli et al., 1995; Sarciron e Gherardi, 2000).

J4& em relacdo ao TNF-a, altos niveis desta citocina foram
encontrados nas amostras de pacientes com TC/Aids em comparacdo com
agueles com toxoplasmose cerebral prévia tratada e individuos
soropositivos, sendo em maior propor¢cao quando utilizamos o ALT. TNF-a é
uma das citocinas proé-inflamatérias mais importantes na toxoplasmose,
sendo a segunda citocina efetora que parece estar envolvida diretamente na
regulacdo do crescimento de taquizoitos em diferentes sistemas (Gazzinelli
et al., 1995). Estudos in vitro (Sibley et a., 1992; Langermans et al., 1992) e
in vivo (Chang et al., 1990; Gazzinelli et a., 1993) sugerem que IFN-y e TNF-
a se complementam na ativacdo de macréfagos e na regulacdo do
crescimento do parasita em modelo animal. Adicionalmente, a neutralizacéo
de TNF-a endogeno durante a toxoplasmose crbénica resulta numa
exacerbacéo letal da doenca. Rezende-Oliveira et al. (2012) mostraram um
perfil imunologico caracterizado por uma resposta predominantemente pro-
inflamatoria com altos niveis de TNF-a em mulheres ndo gestantes. Tais
achados demonstram o papel crucial desta citocina no controle do parasita
durante a infec¢ao cronica.

Neste contexto, acreditamos que o0s altos niveis de TNF-a
encontrados nos pacientes com TC/Aids refletem a alta resposta inflamatoria
que ocorre nestes pacientes. Em adicao, especula-se que o crescimento do
parasita nos ultimos estagios de infec¢do por HIV que precedem a Aids é
acompanhada por uma grande sintese desta citocina (Gazzinelli et al., 1995;
Sarciron e Guerardi, 2000). Ao avaliar os efeitos da infeccdo pelo HIV na
sintese de citocinas por células PBMC de pacientes assintomaticos e com

Aids, alguns autores sugerem que a producéao de TNF-a e IL-6 n&o € inibida
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durante os diferentes estagios de infeccao pelo HIV. Além disso, embora tais
citocinas possam ser produzidas por diferentes populacdes celulares, os
experimentos sugerem que a maior fonte destas citocinas em resposta ao
antigeno bruto de T. gondii € o mondcito, uma vez que a remocao de
monécitos de PBMC de pacientes com Aids aboliu completamente sua
producdo em resposta a antigenos do parasita (Gazzinelli et al., 1995).

A liberacdo de TNF-a também pode ser essencial no controle da
encefalite toxoplasmica em camundongos. Korner et al. (2010) mostraram
que a neutralizacdo de TNF-a ou IFN-y resulta numa rapida mortalidade em
camundongos infectados por T. gondii e bloqueia a fungcdo efetora de
macrofagos contra taquizoitos.

Interessantemente, mesmo a sintese de TNF-a n&o sendo afetada
durante a infeccéo por HIV, sua acdo sem a participacdo de outras citocinas
nao é suficiente para ativar macréfagos a matar ou controlar o crescimento
de taquizoitos. Uma vez que mondcitos de pacientes com TC/Aids produzem
altos niveis de TNF-a em resposta a antigenos do parasita, especula-se que
a deficiéncia na sintese de IFN-y € o defeito primario no sistema imune de
individuos infectados por HIV, o qual seria responsavel pela liberacédo e
crescimento do parasita resultando em patologia (Gazzinelli et al., 1995;
Korner et al., 2010). Estes achados vao de encontro com 0s obtidos neste
estudo, onde também verificamos um perfil de deficiéncia na producéo de
IFN-y e altos niveis de TNF-a mediante estimulo com dois antigenos
diferentes do parasita.

Em contrapartida, ao avaliarmos os niveis de IL-10, nossos resultados
mostraram uma pequena producdo nos pacientes com TC/Aids, niveis
estatisticamente menores naqueles com toxoplasmose cerebral prévia
tratada (Grupo 1) e um pouco mais elevados em individuos soropositivos
para T. gondii, utilizando ambos os antigenos como estimulo. No entanto,
uma grande producdo de IL-10 nos individuos soronegativos para T. gondii
foram observadas.

Sabe-se que IL-10 é produzida por uma grande variedade de células,
tais como linfécitos T CD4" (Th2) e T CD8, linfécitos B, células dendriticas e
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macréfagos (Tait e Hunter, 2009). Em adicado, esta ultima populacéo celular,
parece ser o principal alvo da agéo supressora da IL-10 (Moore et al., 1993).
Uma vez que, IL-10 inibe a sintese de uma grande variedade de citocinas
pro-inflamatérias produzidas pelos macréfagos, esta citocina se constitui
num importante modulador das funcdes efetoras destas células contra
diferentes patdégenos, inclusive T. gondii (Gazzinelli et al.,, 1992; Tait e
Hunter, 2009). O principal método pelo qual IL-10 inibe a sintese de IFN-y
por células Natural Killer (NK) e linfocitos Thl é através da inibicdo da
sintese de IL-12 pelos macrofagos (D’Andrea et al., 1993; Hsieh et al., 1993;
Suzuki, 1999; Langermans et a., 2001).

Por outro lado, IL-10 pode exercer um papel regulatério e pode ser
necessario para prevenir efeitos imunopatolégicos de uma resposta imune
nao controlada (Sarciron e Gherardi, 2000). A inducédo de IL-10 pode ser
uma importante estratégia pela qual os parasitas evadem da destruicédo pela
resposta imune mediada por células dependente de IFN-y (Gazzinelli et al.,
1992). Estudos com camundongos deficientes de IL-10 mostraram uma
mortalidade aumentada durante a fase aguda da infec¢cdo, confirmando o
importante papel da inducéo simultanea de citocinas regulatorias (Gazzinelli
et al., 1996).

Além disso, especula-se que esta citocina seja associada com a
protecdo ou aumento da suscetibilidade a infeccdo, dependendo se o
camundongo possui linfocitos. Neyer et al. (1997) mostrou que em
camundongos com deficiéncia de linfocitos, IL-10 enddgeno é associado ao
aumento da suscetibilidade a T. gondii. Tal fato nos leva a crer que a
producdo mais elevada de IL-10 observada nos individuos soropositivos e
soronegativos para T. gondii sugere um efeito imunoregulatorio, uma vez
que tais individuos ndo apresentam deficiéncia de linfocitos e niveis normais
de IFN-y, que como ja foi mencionado, é a citocina-chave para a protecao
contra a infeccdo. Ja no contexto da co-infeccdo TC/Aids, este balanco é
diferente, pois estes pacientes apresentam uma deficiéncia no namero de
células T CD4", o que de certa forma favorece uma suscetibilidade a

infeccao.
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Deckert-Schluter et al. (1997) estudaram o efeito inibitério de IL-10
sobre a producéo de IL-2, IFN-y e TNF-a e verificaram que um aumento na
secrecdo de IL-4 e IL-10 foi associada com a diminuicdo de TNF-a e menos
significativamente com IFN-y. Desta maneira, sugere-se que quando ha
aumento nos niveis de IL-4 e IL-10, ha uma diminui¢cdo nos niveis de TNF-a
e IFN-y (este em pequenas proporgdes). Observamos tal fato ao analisarmos
nossos resultados com relacdo aos individuos soronegativos para T. gondii e
HIV. No entanto, em pacientes com TC/Aids, esta dicotomia é diferente, uma
vez que detectamos altos niveis de TNF-a em comparagcdo a baixos niveis
de IL-10. Corroborando com este achado, Kumar et al. (1998) mostrou uma
producdo reduzida de IL-10 por células T CD4+ de individuos HIV positivos,
sugerindo que tais células possam apresentar um defeito na producéo de IL-
10.

Em continuidade, com o objetivo de avaliar o perfil de citocinas
produzidas ou inibidas de acordo com a evolugdo do tratamento dos
pacientes com TC/Aids, obtivemos trés amostras deste grupo durante 15
dias de tratamento e comparamos estes achados com o grupo de pacientes
com toxoplasmose cerebral prévia tratada a mais de 12 meses. Os
resultados gerados mostram que, com a evolucao do tratamento, ha um
pequeno aumento na producao de IFN-y, observado em 53% dos pacientes,
porém nao estatisticamente significante (p>0.05). De qualquer modo, este
aumento mesmo que discreto, nos leva a crer que, conforme o tratamento
avanca, ha uma melhora no quadro clinico e imunoldgico do paciente, visto
gue esta citocina desempenha um papel fundamental no controle da
infeccdo como j& anteriormente mencionado. Em concordancia, observamos
que pacientes com toxoplasmose cerebral tratada, apresentaram aumento
estatisticamente significante dos niveis desta citocina quando comparadas a
primeira coleta do grupo anterior (p<0.05).

Em contrapartida, observamos uma reducdo estatisticamente
significante (p<0.05) dos niveis de TNF-a em 73% dos pacientes, bem como
niveis baixos desta citocina em pacientes com toxoplasmose cerebral prévia

tratada. Tal achado sugere que com a efetividade do tratamento e controle
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da infeccdo, reduz-se a alta resposta inflamatoria desencadeada por esta
citocina.

Ja em relacdo a producdo de IL-10, observamos uma discreta
diminuicdo em 67% dos pacientes e naqueles com toxoplasmose cerebral
tratada, porém sem diferencas estatisticamente significantes. Como
mencionamos, IL-10 tem a capacidade de inibir a sintese de uma grande
variedade de citocinas pro-inflamatorias, tais como IFN-y. Neste contexto,
com a evolugdo do tratamento, observamos que parte dos pacientes
apresentou um aumento na producdo de IFN-y e consequentemente uma
menor producdo de IL-10, o que pode sugerir seu papel regulatério e
consequente diminuicdo da suscetibilidade a infeccéo.

Dentre os resultados encontrados, importante ressaltar aqueles
obtidos mediante estimulo com o proliferador mitético fitohemaglutinina
(PHA), utilizado como controle positivo nos ensaios. A fitohemaglutinina é
uma lectina de Phaseolus vulgaris, dotada das propriedades de ativar e
induzir a proliferacdo de linfécitos humanos in vitro (Machado Junior et al.,
2006). Nossos resultados mostram que mesmo com este estimulo, pacientes
com TC/Aids apresentaram pequena producdo de IFN-y e IL-10 em
comparacao com 0s outros grupos. Este resultado reforca a hipotese de que,
nestes pacientes ha um possivel defeito na capacidade de células
mononucleares produzirem tais citocinas que, conforme ja demonstrado,
pode ser devido a infec¢do por HIV (Kumar et al., 1998).

Por fim, os niveis de IL-12 (p70) e IL-4 também foram avaliados. No
entanto, ndo detectamos niveis destas citocinas em nenhum dos grupos
estudados. IL-12 é secretada por células dendriticas e macrofagos e
estimula a producdo de IFN-y por células NK e linfocitos T, aumenta a
citotoxicidade por células NK e linfocitos T citotoxicos, aléem de promover a
diferenciacdo de células Thl (Abbas et al.,, 2011a). Prévios estudos tém
mostrado que IFN-y potencializa a sintese de IL-12 por macréfagos em
individuos crénicos por diferentes estimulos (Gazzinelli et al., 1995, Abbas et
al., 2011a). Uma vez que tais individuos apresentam altos niveis de IFN-y,

esperdvamos encontrar niveis desta citocina neste grupo de individuos.
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Durante a infeccéo pelo HIV, o aumento da suscetibilidade a T. gondii,
além de ser devido principalmente a diminuicdo nos niveis de linfécitos T
CD4", pode refletir uma diminuicdo na sintese de IL-12 (Gazzinelli et al.,
1995; Maggi et al.,, 1994). Em adicdo, a sintese de IL-12 € diminuida em
células mononucleares de individuos infectados pelo HIV, em comparacao
aos altos niveis de IL-12 (p40) encontrados em individuos HIV negativos
(Gazzinelli et al., 1995).

Com relacao a IL-4, esta € uma das principais citocinas produzida por
células Th2 e funciona tanto como uma citocina indutora como efetora
dessas células. IL-4 e IL-13 suprimem a ativagdo classica dos macrofagos
mediada por IFN-y e inibe, assim, a defesa contra microrganismos
intracelulares. Em nossos resultados, verificamos que pacientes com
TC/Aids produziam niveis de IgG4 utilizando o antigeno ESA. Como alguns
autores relatam que a producdo desta subclasse de imunoglobulina é
desencadeada pela agcéo da IL-4 (Correa et al., 2007; Nirula et al., 2011)
verificamos se seria possivel detectar tal citocina. No entanto, como foi dito,
nao detectamos seus niveis em nenhum dos grupos estudados.

Neste estudo, apesar de grande parte dos pacientes com TC/Aids
compartilharem o mesmo perfil de resposta, destacamos que n&do obtivemos
uma homogeneidade nos resultados. Acreditamos que diversos fatores
devem ser considerados neste contexto, 0os quais podem influenciar no tipo
de resposta gerada. A heterogeneidade imune de cada individuo, bem como
a diversidade genética do parasita, tratamento, a rota de infeccdo e até
mesmo a genética do hospedeiro sdo alguns deles. Sabe-se que, em
humanos, genes do complexo principal de histocompatibilidade-MHC
(sistema HLA), particularmente HLA-DQ, séo relatados como associados ao
controle genético no desenvolvimento da doenca. HLA-DQ3 parece ser um
marcador genético de suscetibilidade para o desenvolvimento de
toxoplasmose cerebral em pacientes com Aids, ao passo que, HLA-DQL1 se
constitui num marcador de resisténcia (Suzuki et al., 1996; Carruthers e

Suzuki, 2007). Uma vez que tais genes fazem parte do MHC, estes
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poderiam influenciar na regulacdo da resposta imune gerada pelos
pacientes.

Outro aspecto importante € compartimentalizacdo da resposta imune.
Ja se tém demonstrado diferencas em relacdo a producdo de citocinas de
acordo com o tipo de amostra, tais como soro, amostras de 6rgaos linféides
bem como PBMC. Como exemplo, na leishmaniose visceral em humanos,
Goto e Prianti (2009) discutem que durante a doenca ativa sao detectados
altos niveis de IFN-y e de TNF-a no soro, e elevada expressdo de mRNA de
IFN-y em amostras de 6rgaos linfoides, sugerindo um estado intensamente
ativado do sistema imunolégico. Este processo de intensa ativacao
provavelmente ocorreria no baco e figado, sendo confirmados com amostras
de 6rgdos. Entretanto, utilizando PBMC, observa-se que estas respondem
pobremente aos antigenos de Leishmania. As autoras sugerem que a
explicacdo para esta resposta deficiente seria porque os linfocitos
comprometidos com antigeno de Leishmania sdo sequestrados nos 6rgaos
linféides e que neste contexto, para se entender o processo de infeccédo e
doenca, seria importante a analise de tais 6rgaos. Além disso, a comparacao
dos resultados obtidos em modelo animal nem sempre se traduz da mesma
forma para o modelo humano (Goto e Prianti, 2009), pois h& diversos fatores
relacionados ao parasita bem como aqueles nao especificos do hospedeiro
gue devem ser considerados.

Diante de todos estes aspectos, em pacientes TC/Aids, avaliar a
importancia da imunossupressao induzida pela infec¢ao por HIV e predizer o
exato papel de cada citocina em tal modelo complexo variando de um
paciente HIV a outro sdo questionamentos importantes.

Todos estes dados gerados neste estudo, sugerem que a utilizagao
da ESA de T. gondii se constitui num importante marcador sorolégico no
diagnoéstico da toxoplasmose cerebral em pacientes com Aids, seja pela
deteccdo de anticorpos IgG total ou de suas subclasses, tanto em amostras
de soro quanto de LCR. No entanto, para avaliacdo da resposta imune
celular, o emprego do antigeno ALT foi mais satisfatério, desencadeando

uma producdo maior de todas as citocinas avaliadas.
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Em suma, em pacientes com TC/Aids tanto ALT quanto ESA
desencadearam um perfil de resposta celular caracterizado por baixos niveis
de IFN-y e IL-10 e altos niveis de TNF-a. Niveis estes que, na maioria dos
pacientes mudam de acordo com o tratamento. Em adicdo, o perfil de
resposta imune humoral nestes pacientes € caracterizado por auséncia de
anticorpos IgA e IgE e niveis aumentados de IgG. Neste contexto,
destacamos a utilidade da ESA em diferenciar amostras de soro (Meira et
al., 2008) e LCR de pacientes com TC/Aids dos assintométicos, além de
prover um perfil distinto de subclasses de IgG, com producéo de IgG4 nestes
pacientes e de IgG2 nos individuos soropositivos para toxoplasmose e

assintomaticos.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel padronizar com sucesso a producdo de antigenos
provenientes de taquizoitos cultivados em culturas de células VERO
sem SFB;

ESA foi capaz de detectar titulos mais elevados de anticorpos 1gG
anti-T. gondii no LCR de pacientesTC/Aids, se constituindo num
importante marcador sorolégico no diagnostico da toxoplasmose

cerebral;

Niveis de IgG4 anti-ESA em amostras de soro e LCR de pacientes

TC/Aids podem ser possiveis marcadores da infeccéo;

Anticorpos IgA e IgE ndo se correlacionam com a reativagcdo da

toxoplasmose;

ALT e ESA desencadearam um perfil de resposta celular
caracterizado por baixos niveis de IFN-y e IL-10 e altos niveis de

TNF-a, os quais mudam de acordo com o tratamento.
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8. ANEXOS

Anexo 1 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de

Infectologia Emilio Ribas.

COORDENADORIA DOS SERVICOS DE SAUDE
INSTITUTO DE INFECTOLOGIA "EMILIO RIBAS™
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Ay. Dr. Amaldo, 165 - Cerqueira César - SHo Paulo - SP
GEP: (1246-900 - TEL: 3896-1408
E-mail: comitedeetica-iier@ig.com.br

PARECER

PROTOCOLO DE PESQUISA N.° 14/11 |

PARECER No 133/2011 Data: 06/6/201 i_%

Thulo da Pesquisa: 'Antigenos excretados-secretados (ESAs) de
toxoplasmose gondii: Andlise da resposta imune de
hospedeiros”

Investigador Principal: Dr. José Ernesto Vidal Bermudez

CONSIDERACOES: O Comité de Etica em Pesquisa toma ciéncia da nova

Folha de Rosto em resposta ao Parecer CEP n.° 122/2011 e Aprova o
estudo e seu TCLE.

{(X) APROVADO

( ) APROVADO COM RECOMENDACOES

( ) REPROVADO

() COM PENDENCTAS- OBS: a auséncia de resposta em 60 dias,
acarretard em arquivamento do processo por falta de interesse do
| pesquisador.

TEMATICA ESPECTAL O SIM O NAO

CONEP O SIM O NAO
SVS (SECRETARIA DE VIGILANCIA SANITARTA)D SIM [0 NAO

A
5
Dra. Anna Chrigting Nunes D Ambrosio
Comité de\Etita em Pesquisas - TTER
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Anexo 2 - Parecer da Comissédo Cientifica do Instituto de Infectologia

Emilio Ribas.

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE SERVIGOS DE SAUDE
INSTITUTO DE INFECTOLOGIA EMILIO RIBAS

DIVISAO CIENTIFICA

PROTOCOLO DE PESQUISA N° 14/2011

TITULO: “ANTIGENOS EXCRETADOS-SECRETADOS (ESAs) DE TOXOPLASMOSE GONDII:
ANALISE DA RESPOSTA IMUNE DE HOSPEDEIRO INFECTADOS”

PESQUISADOR RESPONSAVEL NO IIER: JOSE ERNESTO VIDAL BERMUDEZ
PESQUISADOR PRINCIPAL: CRISTINA DA SILVA MEIRA

ORIENTADORA: VERA LUCIA PEREIRA CHIOCCOLA

COMISSAO CIENTIFICA

Parecer C.C. n°® 65/11

A Comissdo Cientifica, em reunido realizada em 23 de maio de 2011,
APROVA o protocolo de pesquisa supra mencionado, apds resposta satisfatdria
aos quesitos do relator.

Sdo Paulo, 25 de maio de 2011.

Prof. Dr. NiItoh José Fernandes Cavalcante

Vice - Presidente da Comiss&o Cientifica

Av. Dr, Arnaldo, 165 ~ Cerqueira César — Sao Paulo —SP — Brasil CEP: 01246-900
Tel. (011)3896-1353 ~ Fone/Fax (011)3896-1281

e-mail: ddc@emilioribas.sp.gov.br pesquisa.iier@hotmail.com
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Anexo 3 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Sao José do Rio Preto.

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.” 8899 de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n.° 74.179 de 14/06/74)

Parecer n.° 497/2008

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n® 7065/2008 sob a responsabilidade de Luiz
Carlos de Mattos, com o titulo “Antigenos excrefados—secrefcdo§ (ESAs) de
Toxoplasma Gondtii: andlise da resposta imune de hospedeiros infectados"
estd de acordo com a resolugdo CNS 196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolugdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deveré receber relatérios semestrais sobre o andamento do Esfudo,-bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevéncia,
‘além do envio dos relatos de eventos adversos, com certeza para
conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério

completo ao final do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 15 de dezembro de 2008,

o
Prof.® Maria Angélica B. T. Lemos

Coordenadora do CEP/FAMERP em exercicio

P

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - S3o José do Rio Preto - SP - Brasil -
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br
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Anexo 4 - Parecer do Conselho Técnico Cientifico do Instituto Adolfo

Lutz.
SECRETARIA: DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
CTC/IAL
Projeto n° 0012D-BM10736/2008
Antigenos excretados-secretados (ESAs) de Toxoplasma gondii: analise da resposta
imune em hospedeiros infectados
@ 2
Coordenagéo: Vera Lucia Pereira Chioccola
Senhora Coordenadora,
Comunicamos que o projeto supra citado foi cadastrado no Conselho Técnico Cientifico do
Instituto Adolfo Lutz, apés aprovagéo quanto o mérito cientifico pela CCD-BM e quanto a avaliagéo
dos aspectos éticos pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Séo José do
“« Rio Preto.

7
= 7

»Zéj;;%qu
ADRIAN GNO

Presidente do CTC/IAL

S&o Paulo, 17 de Novembro de 2008
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Anexo 5 - Prémio de Honra ao Mérito na Area de Pesquisas Laboratoriais
em Saude Publica do VIII Encontro do Programa de POs-
graduacdo em Ciéncias da Coordenadoria de Controle de
Doencas — CCD, da Secretaria de Estado da Saude — Séo
Paulo/SP, em 2012

HONRA AQ MERITO

Cristina da Silva Meira recebeu honra ao mérito pela apresentagdo do resumo
intitulado: “Perfil da resposta imune humoral em pacientes com Toxoplasmose
cerebral e Aids” no VIII Encontro do Programa de Pds-graduagdo em Ciéncias,

realizado nos dias 27 e 28 de setembro de 2012.

Séo Paulo, 28 de Setembro de 2012

Ay

Maria de Fdtima Costa Pires

Coordenadora da CPG-CCD

NEXS PAOLS

\DORIA DE
CONTROLE OE DOENGAS Secretaria da Sadde

T
COORDENAT
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Anexo 6 - Carta de Informacgbes ao Paciente e Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

Nome do estudo: Antigenos excretados-secretados (ESAs) de  Toxoplasma
gondii: Andlise da resposta imune de hospedeiros infectad 0S.

Vocé (ou seu familiar) foi admitido neste hospital devido a uma doenca
infecciosa conhecida como toxoplasmose cerebral. A toxoplasmose € causada por
um parasita chamado Toxoplasma gondii que acomete principalmente o cérebro e
manifesta-se com alterac6es do sistema nervoso como dor de cabeca, convulsdes,
fraqueza, sonoléncia, confusdo, dentre outras.

A suspeita diagnostica da toxoplasmose utiliza dados clinicos e das imagens
do cérebro (tomografia computadorizada ou ressonancia nuclear magnética), a qual
demonstra geralmente varias lesdes no cérebro. Ao redor de duas semanas depois
de iniciado o tratamento para essa doenca a maioria dos pacientes apresentam
melhora nas suas queixas e também nas imagens do cérebro.

Estamos realizando uma pesquisa com o objetivo de estudar a resposta do
organismo diante a presenca do parasita em pacientes com toxoplasmose cerebral,
através da avaliagcdo de algumas proteinas produzidas por T. gondii. Exames de
laboratério realizados com estas proteinas poderiam contribuir na identificacdo
oportuna da doenga e conhecé-la melhor.

Para que esta pesquisa seja realizada é necessaria a coleta de trés
amostras de sangue de cada paciente internado no hospital e com diagnostico de
toxoplasmose cerebral e HIV (+)/AIDS. As amostras de sangue permitirdo
estabelecer a utilidade das provas que estamos avaliando. Serdo necessarios que
15 pacientes com toxoplasmose cerebral e HIV (+)/AIDS participem deste estudo
para chegarmos as conclusées.

Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum
beneficio dos parametros que estamos avaliando.

O objetivo deste termo € convida-lo (vocé ou seu parente) a participar da
pesquisa. Caso vocé aceite participar, sera colhida 3 amostras de sangue de 15 ml
por paciente, sendo uma amostra antes do tratamento, a segunda 7 dias pos
tratamento e a terceira no final do tratamento especifico para T. gondii, que servira
apenas e tdo somente para o0 processamento dos exames que estamos estudando.
Como qualquer exame de sangue, as coletas causam discreta dor durante a coleta,
porém as complicacdes (por exemplo, hematomas ou infec¢des) sao raras.

O seu tratamento prosseguird normalmente a cargo dos médicos que lhe
acompanham, e ndo serd modificado de maneira alguma caso vocé participe ou
nao da pesquisa.

Todas as informacdes coletadas serdo mantidas confidencialmente. Os
dados serdo armazenados em um computador sem identificacdo, e seu nome nao
aparecera em nenhuma publicacdo. Vocé podera ter acesso aos resultados dos
seus exames colhidos durante o estudo, bem como terd acesso, se assim desejar,
as publicacdes pertinentes. Este estudo foi revisado e aprovado por um Comité de
Etica em Pesquisa e esta de acordo com a Resolugdo 196 e suas complementares
gue regulamenta a pesquisa médica em humanos.

A sua participacdo neste estudo é voluntaria. Este estudo nao implica
qgualgquer dnus para o paciente, assim como nao trara nenhuma despesa financeira
por sua participacao.
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Caso vocé decida néo participar, os cuidados médicos que vocé recebe néo
serdo afetados de qualquer forma. Caso aceite, vocé podera retirar-se do estudo
em qualquer momento, sem afetar os cuidados médicos.

Por favor, sinta-se a vontade para discutir qualquer aspecto referente a este
protocolo com o médico pesquisador responsavel por este estudo Dr. José Ernesto
Vidal Bermudez (telefone 9588-8756, email: josevibe@gmail.com. Adicionalmente,
vocé podera contatar o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Infectologia
Emilio Ribas através do telefone 3896-1406.

Desta forma, Eu, abaixo assinado, afirmo que li na integra e entendi
completamente a Carta de Informagbes. Concordo que as informacdes a respeito
de minha condi¢cdo médica e os resultados obtidos através de meu sangue podem
ser usadas neste estudo. Entendo que mediante qualquer duvida relacionado a este
estudo poderei discutir com o Dr. José Ernesto Vidal BermlUdez. Minha participacéo
€ voluntaria e livre de qualquer tipo de pressdo ou coagcdo. Da mesma maneira,
poderei me desligar do estudo em qualquer fase de evolucdo, sem qualquer
penalidade ou 6nus ao meu atendimento pela Instituicdo.

Eu entendo que as informacdes serdo confidencias e que meu nome nao
serd mencionado em qualquer publicacdo deste estudo.

Nome:
Assinatura;
Data: [/ [

Nome do investigador :

Assinatura;
Data: [/ [

Se 0 paciente ndo puder assinar:

Nome do representante:

Grau de parentesco:

Assinatura;
Data: [ [
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Anexo 7 — Meira CS, Vidal JE, Costa-Silva TA, Frazzatti-Gallina N. Pereira-
Chioccola VL. Immunodiagnosis in cerebrospinal fluid of cerebral
toxoplasmosis and HIV-infected patients using Toxoplasma
gondii excreted/secreted antigens. Diag Micribiol Infect Dis 2011;
71: 279-285.
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Anexo 8 — Costa-Silva TA, Meira CS, Frazzatti-Gallina N, Pereira-Chioccola
VL. Toxoplasma gondii antigens: recovery analysis of tachyzoites

cultivated in Vero cell maintained in sérum free médium. Exp
Parasitol 2012; 130: 463-469.
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Anexo 9 — Meira CS, Vidal JE, Costa-Silva TA, Motoie G, Gava R, Hiramoto
RM, Pereira-Chioccola VL. Cerebral toxoplasmosis in HIV-
infected patients: Profile of humoral imune response and
potential diagnostic use of 1gG4 levels in sérum and/or

cerebrospinal fluid. Em submissdo no peridodico J Immun
Methods.
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