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RESUMO

Silva I1J. Avidez de IgG na toxoplasmose: padronizacado do pH como caotrépico para
gquantificacdo direta de anticorpos de baixa avidez (dissertacdo). S&o Paulo:
Instituto de Medicina Tropical de S&do Paulo da Universidade de S&o Paulo; 2011.

A toxoplasmose é uma protozoose altamente prevalente que atinge pelo menos um
bilhdo de individuos no mundo. A infeccdo causada pelo Toxoplasma gondii €
benigna e assintomatica, mas pode causar perdas visuais ou morte em fetos e
pacientes imunossuprimidos. Isto pode ser controlado com diagndéstico e instituicdo
de tratamento, mas depende da determinacdo de infeccdo ativa ou recente. O
diagnostico parasitolégico € complexo, demorado e sO executado em poucos
centros, sendo a sorologia especifica essencial no diagnostico da doenca. A avidez
de anticorpos IgG tem sido utilizada para determinac¢éo da infec¢do recente, porém
0s testes convencionais de avidez s6 permitem uma estimativa indireta destes
anticorpos a partir dos anticorpos totais e os de alta avidez. A quantificacdo destes
anticorpos de baixa avidez seria interessante devido aos altos titulos na fase aguda
da infec¢@o ou como marcadores da atividade da doenca. Padronizamos um ensaio
imunoenzimético (ELISA), utilizando o pH como agente caotropico, para permitir a
determinagcdo e quantificacdo dos anticorpos de baixa avidez. Na padronizacdo
utilizamos amostras de soro de coelhos experimentalmente infectados ou amostras
do banco de material bioldgico do Laboratério de Protozoologia do IMTSP. Nossos
resultados mostraram que pH 3,5 apresentou poder caotrépico semelhante a uréia
6M (r>= 0,9909), e que nos soros experimentais, os anticorpos de alta avidez foram
resistentes aos dois caotropicos associados. Os anticorpos recuperados na eluicéo
com pH 3.5 ou Uréia eram semelhantes quanto a especificidade antigénica por
imunomarcacdo ou Western Blot. A neutralizagcdo do anticorpo eluido por pH
permitiu seu reensaio por ELISA apds 1 hora de renaturacdo, com a quantificacdo
direta dos anticorpos de baixa avidez.. A reprodutibilidade intra e inter teste foi
superior a 95%, embora com resultados piores para o pH 3,5. Uma vez padronizada
a reacdo, foram analisadas 150 amostras de soros humanos com sorologia e
avidez conhecidas, composta por grande maioria de soros de alta avidez. As
medidas de avidez por porcentagem mostraram um resultado errético, atribuido ao
uso de grande maioria de anticorpos de alta avidez, embora a medida dos
anticorpos recuperados mantivesse correlacdo com estimativa a partir da medida
indireta (r’= 0.48). Esta abordagem permite a determinacao direta dos anticorpos de
baixa avidez, que sdo o0s anticorpos inicialmente produzidos em um desafio
antigénico. Nosso ensaio € semelhante ao imunolégico, ja que a apresentacdo de
antigenos por exossomos &cidos de células dendriticas foliculares no centro
germinativo parece ser o sistema de sele¢éo de clones produtores de anticorpos de
alta avidez. As perspectivas futuras de uso da medida dos anticorpos de baixa
avidez na toxoplasmose sdo imensas, desde a relacdo com a gravidade da doenca,
pela sua quantidade, ou da presenca de infeccdo recente, principalmente em
infeccdo congénita ou e em imunossuprimidos, ou a reatividade da doencga cronica,
como na toxoplasmose ocular.

Descritores: Toxoplasma gondii. Toxoplasmose. Afinidade de Anticorpos.
ELISA.Técnicas imunoenziméaticas. Caotrdpico.



ABSTRACT

Silva 1J. 1gG avidity in toxoplasmosis: standardization of pH as chaotrope for low
avidity antibodies direct quantification (dissertation). S&o Paulo: Instituto de
Medicina Tropical de S&o Paulo da Universidade de S&o Paulo; 2011.

Toxoplasmosis is a highly prevalent protozoosis, affecting at least one billion people
worldwide. The infection caused by Toxoplasma gondii is asymptomatic and benign
but it can cause visual losses in addition to death in fetuses and
immunocompromised patients. The agent can be controlled by early diagnosis and
treatment, but this therapy depends on the determination of active or recent
infection. The parasitological diagnosis is complex, time consuming and only
performed in few centers, so specific serology is essential for diagnosis. The 1gG
avidity tests has been used to determine recent infection, but avidity conventional
tests only provide an indirect estimate of low avidity antibodies from the total and
high avidity antibodies. The quantification of low avidity antibodies would be
interesting due to high titers in the acute phase of infection or as markers of disease
activity. Using reversible chaotrope such as pH, we standardized an enzyme
immunoassay (ELISA) to allow the determination and quantification of low avidity
antibodies. For standardization we used serum samples from experimentally
infected rabbits or samples of biological material bank of the Laboratory of
Protozoology, IMTSP. Our results showed that pH 3.5 is a chaotrope similar to 6M
urea (r* = 0.9909) in avidity ELISA, and high avidity antibodies had similar
resistance to two associated chaotrope in experimental sera. The antibodies
recovered on elution with pH 3.5 or urea had similar antigen specificity by
immunostaining or Western blot. The neutralizing antibody eluted by pH allowed
retest by ELISA after 1 hour of refolding, with direct quantification of antibodies of
low avidity. The reproducibility inter and intra test were above 95%, but with worse
results for pH 3.5. After standardization, we analyzed 150 samples of human sera
with known serology and avidity, composed by a large majority of high avidity
samples. Avidity as percent of high avidity antibodies showed erratic results in
chaotrope comparison, attributed to the majority of high avidity samples, although
the direct measure of low avidity IgG kept correlation with the indirect estimate (r* =
0.48). This approach allows the direct determination of low avidity antibodies that
are early produced in an antigen challenge. Our test is similar to the biology of
antibody selection, since antigen presentation by acid exosomes of follicular
dendritic cells in germinal center seems to be the system of selection of clones that
produce high avidity antibodies. The prospective use of the quantification of low
avidity antibodies in toxoplasmosis are attractive, either by the quantitative
relationship with the severity of the disease; or the increased presence in recent
infections, especially in congenital infection and in immunosuppressed patients, or
their relative increase in reactivated chronic disease, such as ocular toxoplasmosis.

Descriptors: Toxoplasma gondii. Toxoplasmosis. Antibody affinity. ELISA.
Immunoenzyme techniques. Chaotrope.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A toxoplasmose é uma protozoose de grande importdncia médica e
veterinaria, causada pelo Toxoplasma gondii. A doenca é endémica em grande
parte do globo terrestre, estimando-se que mais de dois bilhdes de pessoas
estejam infectadas pelo agente (Tenter et al., 2000; Silveira, 2001), sendo que a
taxa de infeccdo esta relacionada a fatores sécio - econdmicos, faixa etéria, areas
geograficas e hébitos culturais da populacdo (Tenter et al., 2000; Kijlstra e Jongert,

2008).

Em individuos imunocompetentes, a doenca € assintomatica em 90% dos
casos, apresentando curso benigno, sendo que cerca de 2-3% dos individuos
sintomaticos podem apresentar a forma ocular da doenca, resultando em
corioretinite e até perda da visdo (Roberts e McLeod,1999). Por outro lado, a
doenca assume grave importancia em individuos imunodeprimidos, como pacientes
com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS), transplantados ou
individuos submetidos a quimioterapia. A doenca também é grave em fetos de

maes que adquirem a primo-infec¢cdo durante a gestacdo (Remington et al., 2001).

A infecc@o pode ocorrer por via oral, através da ingestdo de 4gua e alimentos
crus contaminados com oocistos, eliminados nas fezes de felinos, ou, pela ingestédo
de carne crua ou mal cozida, contendo cistos do agente. Outra forma importante de
transmissdo é a transplacentaria que ocorre quando a mée adquire a primoinfec¢ao
durante a gestacao. E por fim, a doenca pode ser adquirida, através de transplantes
de Orgdos, transfusédo sanguinea e acidentes laboratoriais (Dubey,1994; Remington

e McLeod, 2001).

No Brasil, a prevaléncia da infec¢do pelo T.gondii varia de acordo com a

regido: Recife (64% a 79%), Rio de Janeiro (79%), Manaus (71%), Sao Paulo
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(68%), e nas populagdes indigenas varia de 52% a 65% (Amendoeira et al., 2003;

Coelho et al., 2003).
1.1 Aspectos Bioldgicos e Ciclo de vidado  Toxoplasma gondii

O Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatério, cosmopolita, capaz
de infectar qualquer espécie animal de sangue quente (Frenkel, 1970; Dubey e
Beattie, 1988; Hill et al., 2005). O agente pertence ao Reino Protista, Subreino
Protozoa, Filo Apicomplexa, Classe Sporozoa, Subclasse Coccidia, Ordem
Eucocciciida, Subordem Eimeriina, Familia Sarcocystidae, Género Toxoplasma,
Espécie (Gnica) gondii ( Tenter e Johnson, 1997; Dubey, 1998a)

O parasita foi descrito primeiramente em 1908, por Nicolle e Manceaux, a partir
de tecidos de um roedor africano, Ctenodactylus gondii e por Splendore no Brasil
no mesmo ano, descrevendo o parasita em coelhos. Em 1909, Nicolle e Manceaux
introduziram o género Toxoplasma, referindo-se & forma em lua crescente do
taquizoito (Hill et al., 2005; Dubey, 2008).

Em 1923, foi descrito o primeiro caso humano em uma crianca de 11 meses
com hidrocefalia na Tchecoslovaquia (Janku, 1923), porém a forma congénita foi
descrita somente em 1937 por Wolf e Cowen. No Brasil, esta forma de transmisséo
foi descrita a partir de cortes histolégicos com a presenca do parasita em um recém
nascido falecido com 29 dias de vida no Rio de Janeiro (Torres, 1927), sendo que
somente na década de 40 foi relatada a toxoplasmose aguda em adultos.

Em 1939, Sabin revelou que o Toxoplasma isolado de seres humanos e
aqueles, previamente obtidos em animais, pertenciam a mesma espécie. Em 1948,
a frequéncia da infec¢do foi conhecida com a introducao do teste do corante azul de
metileno por Sabin e Feldman, o que permitiu estudos soroepidemioldgicos em
seres humanos, bem como em varias espécies animais, mostrando a ampla
distribuicdo e prevaléncia do agente em diferentes areas do mundo (Pinkerton e

Weinman, 1940; Pinkerton e Henderson, 1941; Tenter et al., 2000).



17

Em 1957 foi introduzida a hemaglutinacdo por Jacobs e Lunde e a partir de
1962 a imunofluorescéncia indireta por Kelen e colaboradores. Hutchison em 1965
observou a forma infectante e resistente do T.gondii nas fezes de felinos (Dubey,

2008)

O nome do género Toxoplasma deriva da palavra grega Toxon que significa
arco e se refere a forma dos taquizoitos que medem de 4 a 8 ym de comprimento
por 2 a 4 um de largura (Dubey, 1998a). O nome da espécie deriva do roedor

Ctenodactylus gondii, no qual o Toxoplasma foi isolado pela primeira vez.

Em seu ciclo vital, o T. gondii apresenta trés formas infectantes, a saber:
taquizoitos, bradizoitos e oocistos (Dubey, 1998a). Os taquizoitos (tachos: rapido)
correspondem a forma assexuada de rapida proliferagdo do parasita. Esta forma do
T.gondii apresenta diversas estruturas comuns as demais células animais, como
mitocondrias, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e organelas
caracteristicas do filo, como os anéis polares, conoide, roptrias e micronemas (Hill
et al., 2005). Os taquizoitos sdo encontrados durante a fase aguda da infeccéo,
sendo também denominados de forma proliferativa. Possuem uma extremidade
anterior afilada, onde esta situado o complexo apical, formado por organelas
especificas, responsaveis pela penetracdo e formag¢do do vacuolo parasitéforo no
citoplasma da célula parasitada. No vacuolo parasitoforo, o0s taquizoitos se
multiplicam por endodiogenia, disseminando-se, por meio dos sistemas linfaticos e
sanglineos, para varios tecidos, incluindo o sistema nervoso central, olhos,
musculatura esquelética e cardiaca (Dobrowolski e Sibley, 1996). Podem ser
facilmente mantidos em laboratério, através de culturas celulares e passagens
sucessivas em animais experimentais, porém S&ao pouco resistentes, sendo
facilmente destruidos pelas condi¢cdes ambientais adversas como suco gastrico,

desidratacao ou variagBes osmoticas. Apos a invasdo da célula hospedeira, e na
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vigéncia da resposta imune do hospedeiro, desenvolvem-se mais lentamente

formando os bradizoitos (Dubey, 1998a; Hill et al., 2005).

Os bradizoitos sado encontrados freqlientemente em células estaveis como
cérebro, retina, musculo esquelético e cardiaco e sdo morfologicamente
semelhantes aos taquizoitos, mas possuem uma replicacéo lenta. E a principal
forma de transmissdo da zoonose através da ingestdo de carnes cruas ou mal
cozidas. Estas estruturas localizam-se no interior dos cistos teciduais que podem
variar de tamanho de 10 a 100 um, dependendo de sua persisténcia, isto €, 0s mais
jovens serdo menores, contendo dois bradizoitos no seu interior, enquanto 0s mais
velhos poderdo ter milhares de bradizoitos. Os cistos representam a forma de
laténcia do T. gondii nos tecidos, sendo encontrados durante a fase crénica da
infeccdo (Dubey e Frenkel, 1972; Frenkel e Dubey, 1973; Dubey e Beattie, 1988;
Hill et al., 2005). Seu tamanho também pode variar de acordo com sua localizacao,
assim aqueles presentes no cérebro sdo menores do que os do musculo
esquelético (Hill et al., 2005). Os cistos intactos provavelmente ndo causam
nenhum dano e podem persistir por longos periodos, ou por toda a vida do
hospedeiro, sem causar a este nenhuma resposta inflamatéria significante, mas

podendo se romper com a queda da imunidade (Dubey 1994; Dubey, 1998b).

Os oocistos representam a forma de resisténcia ambiental do parasita, sendo
caracterizados por uma parede dupla bastante resistente as condicbes do meio
ambiente. Sdo produzidos nas células intestinais de felideos ndo imunes e
eliminados ainda imaturos junto com as fezes destes animais (Dubey e Frenkel,
1972; Frenkel e Dubey, 1973; Dubey e Beattie, 1988; Hill et al., 2005). Apés a
ingestdo dos oocistos, ha liberagcdo dos esporozoitos, que invadem as células
intestinais e se transformam em taquizoitos, dando origem a fase aguda da
infeccdo. Em seguida, serdo formados os cistos teciduais, que podem ocorrer tanto

nos tecidos de felideos, hospedeiros definitivos do T.gondii, como em aves,
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mamiferos e no homem, hospedeiros intermedidrios do agente (Dubey, 1994,

Dubey,1998a),(Figura 1).

Acidentes = Cisto tecidual
laboratoriais :

Gestacao
Transplante Transfusao
de drgaos sanguinea
Figura 1 - Ciclo de vida do T.gondii com as varias fontes de infeccdo humana e animal.

Fonte: Meireles (2005).

1.2 Aspectos epidemioldgicos e clinicos da toxoplas mose

Estima-se que mais de um terco da populagdo mundial tenha sido infectada
pelo Toxoplasma gondii, sendo as prevaléncias descritas de 15% a 85% nha
populacdo humana, com variacdes decorrentes do nivel sécio econébmico, idade,
area geogréfica, fatores climaticos e habitos culturais da populacdo (Tenter et al.,
2000; Kijlstra e Jongert, 2008).

As taxas de infeccdo humana s&o varidveis, sendo nos paises latino-
americanos (51-72%), no Oeste Africano (54-77%), na Franca (85%) e Sudeste

Asiatico, China e Coréia (4-39%). As taxas de infeccdo sdo menores em zonas de
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clima frio, como os paises escandinavos (11-28%) e estados montanhosos do oeste
central dos Estados Unidos. Por outro lado, as regifes altas do Atlantico leste e
estados centrais dos EUA apresentam altas taxas de infeccdo devido ao clima
guente (Tenter et al., 2000; Gagne, 2001).

O hébito cultural dos povos afeta diretamente a prevaléncia da infeccao pelo
T. gondii. Estudos relatam que nos EUA a maior parte das infeccfes nos seres
humanos é provavelmente resultado da ingestao de cistos contidos em carne mal
cozida. Na Franga, o hébito da ingestdo de produtos carneos crus ou mal cozidos,
também interfere na prevaléncia da infeccdo em humanos, sendo que 84% das
gestantes francesas apresentam sorologia positiva para toxoplasmose (Hill et al.,
2005; Kijlstra e Jongert, 2008).

A faixa etaria também parece influenciar diretamente na prevaléncia da
infeccdo, que aumenta com o decorrer da idade, devido a exposi¢do a fatores de
riscos durante a vida. Entretanto, estudos demonstram que elevados niveis de
contaminacdo ambiental podem aumentar a prevaléncia de infeccao pelo T. gondii
em criancas devido ao contato com oocistos presentes no solo, como descrito nas
Américas Central e do Sul, especialmente em areas brasileiras, onde foi observado
gue 60% das criancas entre seis a oito anos possuiam anticorpos anti-T. gondii
(Tenter et al., 2000; Bahia-Oliveira et al., 2001; Hill et al., 2005).

Em relacdo aos aspectos clinicos, a toxoplasmose é assintomética em 90%
dos casos em individuos imunocompetentes, apresentando-se de forma benigna e
autolimitada. Cerca de 10% apresentam sintomas, porém estes ndo sao
patognomoénicos, sendo a manifestacdo clinica semelhante a um quadro de
mononucleose  infecciosa, com adenopatias, principalmente cervicais,
freqlentemente acompanhadas de febre baixa, desamino e anorexia com resolugéo
espontanea no final de duas a quatro semanas (Remington e McLeod, 2001).
Assim, apesar de acometer com freqiéncia o homem, a infeccdo pelo T.gondii

passa muitas vezes despercebida, ndo sendo necessaria terapéutica especifica.
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Porém, casos raros mostram que individuos, previamente sadios, podem
desenvolver doenca severa e até fatal na dependéncia da viruléncia do agente
(Carme et al., 2002; Demar et al.,, 2007). Além disso, estudos tém avaliado a
possibilidade de a infec¢édo crénica causar diminuicdo do desempenho psicomotor
(Havlicek et al., 2001), disturbios e efeitos no comportamento (Flegr et al., 1996,
2000) e doenca mental (Bachmann et al., 2005; Brown et al., 2005).

Dentre as manifestacdes clinicas em individuos sintomaticos, 2% a 3%
desenvolvem um quadro de retinocoroidite (McLeod et al., 2006; Holland,1999). A
forma ocular é decorrente do tropismo do Toxoplasma gondii pela retina. O
acometimento pode ser bilateral em 60 a 80% dos casos, ocorrendo alteracdes
oculares com graus varidveis de degeneragdo, como edema de retina, lesbes
vasculares da coroide, neurite Optica, microftalmia, nistagmo e estrabismo. Em
paises como os EUA, a retinocoroidite é responsavel por 30-50% de todos os casos
de danos visuais. No Brasil, a maioria dos casos examinados em pessoas com
lesBes oculares, mostrou que a toxoplasmose ocular pode ser considerada uma
sequela da infeccdo aguda adquirida (Diniz et al., 1991; Glasner et al.,1992;
McCannel et al., 1996; Kompalic-Cristo, 2005).

A doenca congénita constitui outra forma clinica importante da toxoplasmose,
que ocorre quando a mae adquire a primo-infeccdo durante a gestacao,
ocasionando transmissdo transplacentaria de taquizoitos para o feto. A
possibilidade de transmissdo fetal € remota quando a toxoplasmose materna é
adquirida antes da concepc¢éo. Cerca de 50% dos recém-nascidos de mées que
adquiriram a infeccdo durante a gravidez sdo infectados, mas somente 10%
apresentam manifestacdes clinicas precoces (Hinrichsen et al., 2005). A infeccéo
intra-uterina pode ser muito grave, ja que, no feto, o parasita se aloja em células do
sistema mononuclear fagocitario, disseminando-se pela corrente sanguinea e
linfatica, com formacdo de pseudocistos em diferentes érgaos, sobretudo no

sistema nervoso central. A infeccdo que se manifesta no periodo neonatal é
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caracterizada pela classica tétrade de Sabin, composta por altera¢gdes do volume
craniano (hidrocefalia ou microcefalia), corioretinite (geralmente bilateral, macular
ou perimacular, simétrica), calcificacbes intracranianas e retardamento mental
(Remington e McLeod, 2001). A maioria dos recém nascidos infectados nao
apresenta sinais clinicos ao nascer, mas podem desenvolver seqielas da infeccédo
congénita no decorrer da vida, com manifestacfes tardias da doenca, geralmente
na adolescéncia, dependendo da viruléncia do agente (Remington e McLeod,
2001). O diagnostico de toxoplasmose congénita é, por vezes, impreciso, pois as
manifestacdes clinicas podem ser confundidas com as causadas por outros
agentes como Citomegalovirus, Herpes simples, Rubéola, HIV, Epstein Barr,
Treponema pallidum, Listeria monocytogenes, Borrelia burgdorferi e Trypanosoma
cruzi. Outras doencas também podem apresentar sinais clinicos semelhantes a
toxoplasmose como a eritroblastose fetal e determinadas doencas degenerativas.
(Remington e McLeod, 2001).

A toxoplasmose afeta de forma grave individuos que apresentam uma queda
no sistema imunoldgico, como os portadores de HIV, levando a reativacdo de cistos
latentes e reagudizacdo da doenca, que ocasionam lesBes cerebrais e destruicdo
dos tecidos neurais (Luft e Remington, 1992; Remington e McLeod, 2001). Outro
grupo de pacientes que pode ser acometido por formas graves da doenca sao os
transplantados, que devido a imunossupressao podem apresentar reativacdo dos
cistos. Em S&o Paulo, estudos demonstram que 21% dos pacientes com HIV
examinados no ano del988 e 46% no ano de 1991, apresentaram encefalite por
Toxoplasma gondii (Passos et al., 2000), sendo que a toxoplasmose é uma das
principais causas de Obitos em aidéticos, sendo 12,2% dos o6bitos atribuidos a
encefalite pelo T.gondii (Ambroise-Thomas e Pelloux, 1993; Santo et al., 2000;

Mozzatto e Procianoy, 2003).
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1.3 Aspectos gerais da imunidade

Grande parte das infec¢des pelo T.gondii sdo subclinicas, sendo dependente
da resposta imune humoral e celular do hospedeiro. Acredita-se que a resposta
imune celular, incluindo linfécitos e linfocinas, desempenha um papel mais

acentuado no controle da doenca do que os fatores humorais (Hill et al., 2005).

Sabe-se que o principal mecanismo para eliminar as formas intracelulares
do T. gondii € a resposta imune do tipo Thl, que leva a producéo de citocinas como
alL-2, IFN-y, TNF-a e IL-12. A IL-12 e IFN-y estimulam a produc¢éo de 6xido nitrico
(NO), que é fundamental para eliminacao do parasita. O IFN-y tem papel crucial na
resisténcia contra a toxoplasmose e pode ser produzido por linfécitos T CD8", T
CD4" e células natural killers (NK), em resposta a presenca de IL-12. Presume—se
que o IFN-y participe da morte celular do parasita através de dois mecanismos:
inducdo da producdo de 6xido nitrico ou deple¢cdo de nutrientes importantes para

sua sobrevivéncia, como o triptofano (Gazzinelli et al.,1991)

A imunidade humoral ativada pelo sistema complemento, resulta na producao
de anticorpos de diversas classes como IgM, IgA, IgE e IgG, sendo detectados até

duas semanas apés infeccdo (Cantos et al., 2000; Kompalic-Cristo et al., 2005).

Os anticorpos IgA e IgE estdo freqiientemente presentes na fase aguda da
infeccdo, mas podem ser detectados por meses ou até mesmo mais de um ano
apos a infecgdo, sendo questionaveis como marcadores de fase aguda da infecgéo

(Mineo et al., 1993; Ashburn et al., 1998; Foulon et al.,1999).

A IgM esta presente a partir do 5° dia de infeccdo, com pico em torno de seis
a oito semanas, quando entdo declina, sendo considerada como marcador de fase
aguda. Entretanto, com o advento de técnicas imunoenzimaticas mais sensiveis
como o ensaio de ELISA, esta classe de anticorpos pode ser detectada no paciente

por até dezoitos meses apdés o inicio da infec¢do, jA que em alguns casos, a IgM
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pode persistir em titulos baixos no hospedeiro, devendo ser considerada como IgM

residual (Ferreira e Camargo, 2002).

Os niveis de IgG séo detectados a partir da primeira ou segunda semanas
pés-infeccdo, podendo permanecer elevados por anos. Interessante notar que a
passagem de IgG especifica pela placenta pode dificultar o diagndéstico no recém-
nascido, ja que a IgG presente no sangue do lactente consiste em imunoglobulina
materna que foi transferida pela via transplacentaria durante a gestacdo como

forma de protecdo (Remington e McLeod, 2001).

Durante muitos anos, a confirmacdo de suspeita clinica de toxoplasmose
aguda foi determinada pela presenca de anticorpos IgM especificos associados aos
anticorpos IgG. Contudo, & medida que as técnicas mais sensiveis para a pesquisa
de anticorpos IgM foram sendo desenvolvidas, problemas como a persisténcia de
anticorpos IgM tornaram-se mais frequentes. Assim, a deteccdo de anticorpos IgM
por longos periodos apds a infeccdo pode levar a uma interpretacdo errbnea dos
resultados por atribuir excessivo valor aos niveis de anticorpos residuais, 0s quais
sdo erroneamente interpretados como indicativo de infeccdo aguda, com sérias

consegliéncias, especialmente em gestantes (Ferreira e Camargo, 2002).

Com o intuito de auxiliar o clinico na elucidagdo do tempo de infeccdo pelo
T.gondii, foram propostas as reacdes de avidez de IgG, que permitem a distincédo
entre infec¢cdes agudas e cronicas (Hedman et al., 1989). O teste de avidez de
anticorpos IgG tem sido um marcador informativo porque a baixa avidez € um
indicador do diagndstico de infeccdo recente, em combinagcdo com um painel de
anticorpos de diferentes classes, sobretudo IgM (Montoya e Liesenfeld, 2004),
sendo este o teste mais indicado e aceito, ja que permite, em uma Unica amostra de
soro, determinar se a infec¢@o é aguda ou n&o (Bobic et al., 2009). Estudo realizado
para avaliar o valor diagnostico da utilizacdo de um painel de testes para detecgéo

da infeccdo aguda pelo T.gondii, mostrou que a pesquisa conjunta de anticorpos
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IgG, IgM, IgA e indice de avidez, permite uma melhor estimativa do tempo de

infeccao (Roberts et al., 2001).

Com a utilizacado frequente do teste de avidez como método complementar no
discernimento dos casos de IgM residual e definicdo de doenca aguda, o perfil
proposto por Camargo et al (1977) foi adaptado para uma nova classificacdo
(Ferreira e Camargo, 2002), que subdivide o perfil sorologico da toxoplasmose
aguda em duas fases, a saber: “recente aguda” e “recente ndo aguda”. O peffil
“recente agudo” é caracterizado pela presenca de anticorpos I1gG e IgM especificos
e baixa avidez de anticorpos IgG, ja no perfil “recente ndo agudo”, observa-se a
presenca de anticorpos IgG e IgM especificos e alta avidez de anticorpos 1gG. No

perfil crénico, os anticorpos IgM sao indetectaveis e os anticorpos IgG apresentam

alta avidez.
1.4 Diagndstico laboratorial da toxoplasmose

Por muito tempo, a técnica de Sabin-Feldman foi utilizada em inquéritos soro-
epidemiolégico, sendo considerada como teste de referéncia para toxoplasmose, no
entanto, a utilizacdo de parasitas vivos e o0 possivel risco de infeccdo do
manipulador levaram o teste do corante a ceder lugar para técnicas mais seguras e

de melhor aplicabilidade (Sabin e Feldman, 1948; Montoya e Liensenfeld, 2004).

Assim, para suprir a dificuldade de manuseio e aplicabilidade deste teste
surgiram outros métodos soroldgicos que podem ser imunoenzimaticos,
aglutinantes ou fluorimétricos. A reacdo de hemaglutinacdo baseia-se na formacgéo
de agregados visiveis como resultado da interacdo entre anticorpos especificos e a
membrana dos eritrécitos sensibilizados com antigenos de T.gondii, sendo
considerado um ensaio sensivel e especifico, facil de ser realizado e com baixo
custo, podendo ser utilizado no diagnéstico de triagem de inquéritos
epidemioldgicos. Outros tipos de reagbes com o mesmo principio vém sendo

realizadas, através do emprego de parasitas tratados com formaldeido, cetona e
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particulas de latex (Camargo, 2001). A técnica de aglutinacdo direta modificada
(MAT) tem sido amplamente utilizada em muitas espécies de animais para
evidenciar aglutininas anti-Toxoplasma gondii, através da interac@o entre anticorpos
presentes no soro e taquizoitos inativados pela formalina, mostrando-se muito
sensivel, especifica e de facil realizacdo, o que permite sua aplicacdo a campo

(Dubey et al.,1985; Bertozzi et al.,1999).

A imunofluorescéncia indireta (IFI) baseia-se na capacidade de ligacdo do
anticorpo a fluorocromos. A técnica utiliza taquizoitos integros e formolizados como
antigeno, sendo que o anticorpo marcado deve ser purificado para aumentar a
eficiéncia da coloracdo e evitar reacfes inespecificas. A IFI é frequentemente
utilizada para a deteccéo de IgM e IgG, porém a sensibilidade do teste € limitada ao
nivel de fluorescéncia detectavel pelo olho humano (Goldsmith, 1998; Ferreira e

Avila, 2001).

Atualmente, os ensaios imunoenzimaticos de fase solida, como o ELISA, séo
0s mais utilizados na rotina laboratorial para deteccéo de anticorpos anti-T.gondii, ja
gue permitem automagdo com custo reduzido. Na reacdo de ELISA, o antigeno é
adsorvido a superficie de placas de poliestireno por meio de ligacbes nédo
covalentes, permitindo a formacdo do imuno-complexo a partir da ligacdo dos
anticorpos, presentes no soro, com os antigenos aderidos a placa. E interessante
notar que o grau de pureza do antigeno ou do anticorpo da fase sélida é muito
importante, pois qualquer material heter6logo competira pelo espaco na placa. Apos
a sensibilizacdo da placa com o antigeno, os sitios reativos da placa devem ser
bloqueados com uma alta concentracdo de proteina (5mg/ml) para evitar reacdes
inespecificas. Em relacdo a amostra, € importante que esta seja ensaiada na faixa
de concentracdo em que a curva dose-resposta do ELISA tenha grande inclinagéo,

ou seja, na regido em que pouca variagdo na concentracdo resulta em grande

aumento da densidade Optica, assim € necessario diluir a amostra. As lavagens



27

entre as incubacdes do teste sdo feitas com tampéo fosfato contendo Tween 20 a
0,05% para promover a dissociacdo das ligacBes mais fracas. ApoOs a incubacao da
amostra para pesquisa de anticorpos, a lavagem pode ser realizada com solugéo
de uréia que promove a dissociacdo de anticorpos de baixa avidez. E preciso
ressaltar que os conjugados devem ser preparados com anticorpos purificados e de
alta afinidade. Para revelacdo da reacdo séo utilizados substratos cromégenos que,
devido & degradacéo enzimatica, dao origem a produtos sollveis coloridos. Para a
peroxidase, o substrato € o peroxido de hidrogénio (H.O,), e 0s cromdgenos ou
doadores de hidrogénio mais utilizados sdo ortofenilenodiamina (OPD), &cido 5-
amino salicilico, ortotoluidina, 2,2’-diazino do acido etilbenzotiazolino sulfénico
(ABTS) e tetrametilbenzidina (TMB). A peroxidase reduz a H,O, levando a oxidag&o
do segundo substrato, que da origem a um produto de reacao solavel e colorido. A
escolha do cromégeno deve levar em consideracdo varios fatores como
sensibilidade, reacdo de fundo, estabilidade do composto, toxicidade e custo. Apos
0 desenvolvimento da coloracdo, a densidade Optica da amostra deve ser

determinada por espectrofotometria (Ferreira e Avila, 2001).

Interessante notar que, varios estudos tem sido desenvolvidos com o intuito
de aprimorar a sensibilidade e especificidade da reacéo de ELISA para pesquisa de
anticorpos IgG anti-T.gondii. Assim, varios trabalhos tém proposto a utilizacdo de
antigenos recombinantes de T.gondii para o diagndéstico sorolégico da
toxoplasmose (Béla et al., 2008; Kotresha e Noordin, 2010; Elyasi et al., 2010). Da
mesma forma, varios autores tém sugerido a utilizacdo de peptideos sintéticos
derivados de antigenos de superficie (SAG1 e SAG2), antigenos dos granulos
densos (GRA1 e GRA7Y) e antigenos das roptrias (ROP1 e ROP2) do T.gondii
(Hughes, 1981; Potasman et al., 1986; Begheto et al., 2006; Kato et al., 2007),
inclusive com a utilizagdo de MAPs (antigenos peptidicos multiplos) como proposto

recentemente por Araujo e Ferreira (2010). Entretanto, a composicédo e combinacao
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exata destes peptideos para a utilizacdo em imunoensaios é ainda uma questédo

que deve ser aprimorada.

Com o advento das técnicas de biologia molecular, a reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) tem sido amplamente utilizada para deteccdo do agente em
diferentes materiais biolégicos como humor aquoso, sangue, lavado bronco
pulmonar, liquido amnidtico e urina, sendo uma reacdo de grande sensibilidade e
especificidade utilizada, sobretudo no diagndstico da infeccdo congénita (Kompalic-

Cristo et al., 2005).
1.5 Avidez de anticorpos IgG

Nos ultimos anos, a determinacdo da avidez de anticorpos IgG tem sido
amplamente utilizada em testes imunoenzimaticos (ELISA) para determinagdo do
periodo de infeccdo pelo T.gondii, discriminando infeccbes agudas e crénicas.
Estes testes baseiam-se na afinidade do anticorpo que é definida pela forca de
ligacdo com o antigeno, sendo que esta interacdo é resultante de forcas atrativas e
repulsivas entre as moléculas envolvidas (Steward e Lew, 1985). Entretanto, para
antigenos complexos, com multiplos determinantes antigénicos, como o T. gondii,
as reacdes antigeno-anticorpo envolvem a ligacdo de diversos epitopos com os
anticorpos policlonais correspondentes. Assim, a forca de ligacdo resultante de
todas essas interacdes € denominada avidez de anticorpos ou afinidade funcional

(Underwood e Rook, 1992; Camargo, 2001; Bartoline e Ribela, 2005).

A producédo de anticorpos policlonais requer uma série de reagfes celulares
sequenciais, que envolvem sinapses entre diversos tipos celulares, desde células
apresentadoras de antigenos até células linféides reguladoras, em locais
especificos do tecido linféide. O processo envolve a apresentacdo de antigenos e a
selecdo de clones responsivos de células T, o crescimento e ativacdo destes clones
cooperando com células B produtoras de anticorpos e células T CD8", e como

terceira etapa, o aprimoramento da resposta pela selecdo de clones de maior
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afinidade e de células de memoria. Este processo resulta na produgdo progressiva
de anticorpos com maior afinidade pelo antigeno e células especificas de memaria

(McHeyzer-Williams e McHeyzer-Williams, 2005).

A mudanca na afinidade dos anticorpos IgG durante a resposta imune
adaptativa (Eisen e Siskind, 1964; Steiner e Eisen, 1967; Lappalainen e Hedman,
2004) depende da maturagéo e evolugcdo temporal da resposta imune, sendo que a
medida desta afinidade permite a distincdo entre uma infeccdo primaria recente e
uma infec¢do passada ou cronica, e tem sido, nos Ultimos anos, uma ferramenta
eficaz no diagnostico temporal de diversas doencgas infecciosas (Sensini, 2006; Flori

et al., 2009).

A avidez de anticorpos pode ser determinada por diversos métodos. As
técnicas classicas, baseadas no calculo da constante de equilibrio (Underwood e
Rook, 1992), embora sejam os métodos quimicamente mais coerentes, ndo séo
aplicaveis em rotina diagnéstica devido a sua complexidade. Outros métodos de
relativa complexidade, como o radioimunoensaio com duplo radiois6topo (Gaze et
al.,, 1973; Underwood e Rook, 1992; Chargelegue et al.,1995) e curva dose
resposta (Lehtonen e Meurman, 1982) também foram utilizados para estudar a

afinidade dos anticorpos em diversas doencgas.

Com o desenvolvimento dos testes imunoenzimaticos, a avidez pdde ser
determinada pelo emprego de agentes caotropicos (Lehtonen e Meurman, 1982;
Firer, 2001). No ELISA, a avidez dos anticorpos IgG pode ser determinada pelo
método da diluicdo, em que o agente caotrépico (Dietilamina ou Guanidina-HCI) é
adicionado ao diluente do soro, impedindo a formacdo do complexo antigeno-
anticorpo (Inouye et al., 1984; Devey et al., 1988; Thomas et al., 1992; Firer, 2001),
ou através do método de eluicdo, em que o0 agente caotropico (Uréia ou Tiocianato)

€ utilizado na lavagem da placa ap6s a incubagéo do soro, levando a dissociagédo
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do complexo antigeno-anticorpo (Pullen et al., 1986; Hedman e Seppala, 1988;

Firer, 2001).

O método de inibi¢cdo da ligacdo de anticorpos de baixa avidez ao antigeno da
fase solida ou da diluicho do soro com guanidina-HCI, foi utlizado para a
determinacgdo de anticorpos de baixa avidez em infeccbes agudas e crdnicas pelos
virus da encefalite japonesa, rotavirus e rubéola (Inouye et al., 1984). Baseado no
mesmo principio, a dietilamina (DEA) foi utilizada como agente caotropico, na
determinagéo da avidez de anticorpos contra a toxina tetanica (Devey et al., 1988).
Posteriormente, esta técnica foi também usada para determinar a avidez de

anticorpos IgG contra o virus da rubéola (Thomas et al., 1992).

O principio da eluicdo dos anticorpos de baixa avidez, com finalidade
diagnéstica, foi utilizada pela primeira vez em 1986 para determinacao da avidez de
anticorpos IgG contra rubéola, sendo utilizado o tiocianato de aménio como agente
caotrépico (Pullen et al., 1986). A uréia, como agente caotropico para eluicdo dos
anticorpos de baixa avidez, foi introduzida em 1988, com melhores resultados do
que diversos outros agentes como o SDS, tiocianato de amonio, pH acido e
guanidina - HCI para distincao entre infeccdo aguda e crénica pelo virus da rubéola

(Hedman e Seppala, 1988).

A técnica de determinacdo da avidez por ELISA, utilizando a uréia como
caotropico, € a mais amplamente utilizada em diagndstico temporal em infecgtes
virais, como as causadas por Citomegalovirus (Blackburn et al., 1991), Sarampo

(Pannuti et al., 2004), Dengue e Doenca de Lyme (Assou, 2007).

Na toxoplasmose, a avidez de anticorpos IgG tem sido, nos ultimos anos, Uutil
no diagnostico da infeccdo aguda por T. gondii, como demonstrado por varios
estudos (Araujo e Ferreira, 2010; Elyasi et al., 2010). A avidez de 1IgG é uma
ferramenta muito importante para o diagndstico temporal da infeccdo primaria

aguda por T. gondii na gestacdo (Mioranza et al., 2008; Macre et al., 2009), ja que o
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uso preconizado da determinacgéo da presenca e titulo de anticorpos IgM (Camargo
et al., 1978) foi prejudicado pelo avanco tecnolégico das técnicas de medida deste
anticorpo, que resultaram em detec¢do positiva por um tempo prolongado, nem
sempre indicativo de infeccdo primaria recente (Remington e McLeod, 2001,
Peterson, 2007). A avidez tem um uso sequencial no diagndstico da infec¢éo fetal
em neonatos apos o0 nascimento, sendo que os anticorpos de alta avidez maternos
sdo substituidos por anticorpos de baixa avidez do neonato, quando este teve

infeccdo congénita mantida, resultando em queda da avidez (Buffolano et al., 2004).

Véarios estudos tém demonstrado a importédncia da avidez de IgG no
diagndstico da toxoplasmose em individuos imunossuprimidos (Sitoe et al., 2010),
inclusive com descrigdo de casos de transmissdo congénita em maes HIV positivas

(Azevedo et al., 2010)

E necessario ressaltar que os testes convencionais de avidez ndo permitem a
quantificacdo direta dos anticorpos de baixa avidez, possibilitando apenas uma
estimativa da porcentagem destes anticorpos a partir dos resultados obtidos com os
anticorpos totais e com os de alta avidez. Neste trabalho, propomos um teste
imunoenzimatico (ELISA) que permita a recuperacdo e quantificacdo direta dos
anticorpos de baixa avidez. Isto seria interessante devido a alta prevaléncia destes
anticorpos na fase aguda da infeccdo, podendo ser utilizados como marcadores da

atividade da doenca.
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OBJETIVOS

2.1 Geral

- Padronizar uma reagdo imunoenzimética (ELISA), utilizando o pH como
caotrépico para quantificacdo direta de anticorpos IgG de baixa avidez anti-
T.gondii.

2.2 Especificos

- Avaliar o poder caotrépico do tampao citrato fosfato em diferentes pHs frente
a solugcdo de uréia 6M em ELISA de IgG anti-T.gondii, utilizando soros de
modelos experimentais de infeccao;

- Determinar a concentracdo 6tima de antigeno na placa e a diluicdo de
trabalho do soro para a reacdo de ELISA avidez de IgG anti-T.gondii,
utilizando o pH como agente caotropico;

- Comparar quantitativamente as reacdes de avidez de IgG utilizando o pH ou
a uréia como agente caotrépico;

- Avaliar por western blotting a especificidade antigénica dos anticorpos
eluidos e renaturados em amostras de modelos experimentais e de soro
humano;

- Avaliar a reprodutibilidade intra e inter teste da reacdo de ELISA avidez,
utilizando o pH como agente caotropico;

- Avaliar o tempo de renaturacéo dos anticorpos de baixa avidez apés eluicao
em pH, visando a quantificacao de IgG por ELISA avidez;

- Avaliar a determinacao percentual de anticorpos de alta avidez por ELISA,
correlacionando os resultados da avidez de anticorpos IgG obtidos pela uréia
6M e pelo pH em amostras de soros experimentais e humanas;

- Avaliar a relacao entre a medida direta da IgG de baixa avidez eluida em pH
e renaturada com a estimativa indireta por diferenca entre a IgG total e a IgG
de alta avidez determinada pela uréia e pelo pH em amostras de soros de

modelos experimentais e humanas.
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3 MATERIAIS E METODOS
Todos os procedimentos foram realizados no laboratério de Protozoologia
do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, USP, apds anuéncia da Comissao

de Etica no Uso de Animais (CEUA — IMTSP) e da Comissdo de Etica para

Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP (CAPPesq).

3.1 Parasitas

Para manutencdo das cepas RH e ME49 de T.gondii foram utilizados
camundongos Swiss ndo isogénicos e C57BI/6j isogénicos fornecidos pelo Biotério
Central da Faculdade de Medicina USP. Esses animais foram mantidos no
Laboratério de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo,
permanecendo em estantes ventiladas, com ar estéril e ventilagdo for¢cada, sendo
alojados em gaiolas de plastico contendo maravalha de pinho autoclavada. A
manipulacdo dos animais foi conduzida de acordo com o “Manual Sobre Cuidados e
Uso de Animais de Laboratério” (ISBN 0-309-05377-3), preconizado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA.
3.1.1 Cepa RH

Suspensodes de taquizoitos da cepa RH de T. gondii foram obtidas por meio de
sucessivas passagens, por via intraperitoneal, com intervalos de 3 a 4 dias, em
camundongos Swiss ndo isogénicos, pesando em torno de 20 g, e com idade
variando entre 30 e 60 dias. Os animais previamente infectados foram submetidos a
eutandsia por narcose em camera de CO, e o peritbnio lavado com 5 ml de solugéo
salina tamponada com fosfato 0,01M pH 7,2 (PBS) estéril contendo Penicilina
Cristalina 2500 Ul/ml e Estreptomicina 10 mg/ml. A suspensdo antigénica foi
purificada por filtracdo em membrana de policarbonato de 5 ym, e os parasitas

guantificados em camara de Neubauer em microscépio de contraste de fase.
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3.1.2 Cepa ME49
A cepa ME 49 cistogénica foi obtida através de sucessivas passagens com

intervalos de 30 a 45 dias, em camundongos C57BL/6j isogénicos. Os animais
cronicamente infectados foram submetidos a eutanasia por narcose em camera de
CO, e os cérebros macerados em PBS. Uma aliquota da suspenséo cerebral foi
examinada para a quantificacdo do numero de cistos em microscopia Optica
convencional e, em seguida, diluida em PBS, sendo que cada animal foi inoculado
por via oral com 10 cistos por sonda oral.
3.2 Infeccdo Experimental em coelhos

Para estudo da maturacdo da avidez de anticorpos IgG anti- T. gondii foram
utilizados seis coelhos recém desmamados (New Zealand) com sorologia prévia
negativa para toxoplasmose pelo ELISA. Os animais foram fornecidos pelo Biotério
Central da Faculdade de Medicina - USP e foram mantidos no Biotério do Instituto
de Medicina Tropical de S&o Paulo, em gaiolas individuais, mantidas em salas
ventiladas e isoladas com acesso restrito as pessoas envolvidas na pesquisa.

Para colheita de sangue e procedimentos invasivos, 0s animais foram
sedados de acordo com o protocolo descrito na tabela 1. A eutanasia foi realizada

com superdosagem dos anestésicos utilizados no procedimento anterior.

Tabela1l- Drogas utilizadas nos procedimentos de sedacdo e eutanasia dos
animais estudados.

Clorpromazina: 0,75 mg/kg (IM)
Midazolan: 0,2 mg/Kg (IM)

Sedacéao Atropina: 0,044mg/KG (IM)
Cloridrato de cetamina: 35mg/Kg (IM)
Xilazina: 5mg/Kg(IM)

Coelhos
(New Zealand)

Clorpromazina: 0,75 mg/kg (IM)

Eutanasia Cloridrato de cetamina: 35mg/Kg (IM)

3.2.1 Preparacéo e quantificacdo de in6culo
Para infeccdo dos seis coelhos foram utilizados cistos de T.gondii obtidos do

cérebro de camundongos C57BL/6j cronicamente infectados com a cepa ME 49
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como descrito no item 3.1.2. Os cérebros dos animais foram retirados e
homogeneizados em solugdo de Hank's (HBSS) com 30% de dextran,
centrifugados a 3000g a 4T por 10 minutos e o sedi mento suspenso em HBSS . A
quantificacdo dos cistos foi realizada por microscopia Optica com contraste de fase
e a suspensao final foi ajustada para um volume contendo 500 cistos/ml, diluidos
em PBS, para inoculac¢édo subcuténea.
3.2.2 Delineamento Experimental
Os animais foram inoculados por via subcutanea com 5 x 107 cistos da cepa

ME 49. A infeccao foi acompanhada por até 24 semanas, com colheitas semanais
de sangue e avaliacdo diaria do estado clinico geral dos animais. Parte dos animais
foi submetida a eutandsia com seis semanas de infec¢do e o restante com 24
semanas.
3.3 Sorologia
3.3.1 Soros humanos

Foram utilizadas 150 amostras de soro de pacientes adultos, provenientes do
banco de material bioldégico do Laboratério de Protozoologia do Instituto de
Medicina Tropical de S&o Paulo, previamente triadas por ELISA e IFI para T.gondii.
3.3.2. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)
3.3.2.1 Preparo do extrato antigénico soluvel

A preparacdo do extrato antigénico para o ELISA foi realizada a partir de uma
concentracéo de 10° parasitas/mL, provenientes de animais infectados com a cepa
RH de T. gondii como descrito no item 3.1.1. Suspensdes purificadas de T.gondii
foram adicionadas de 5 mL de &gua destilada e submetidas a ruptura soénica (Sonic
Dismembrator, Quigley-Rochester Inc.,USA), a 40 ciclos por 5 a 10 periodos de 30
segundos em banho de gelo até a lise completa dos parasitas, sob observagdo em
microscopia. ApoOs essa etapa, foi adicionada solucdo de NaCL 0,3M para manter a
osmolaridade da solucdo. Em seguida, a solu¢éo foi centrifugada a 10.000g por 30

minutos a 4T, em centrifuga refrigerada Eppendorf 5403, e o sobrenadante
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utilizado como antigeno salino soluvel. A dosagem protéica foi realizada pelo
método Bradford (Bradford, 1976), utilizando gama-globulina humana como padrao
e o antigeno foi distribuido em aliquotas de 0,5mL e armazenado a -70C.
3.3.2.2 ELISA para avidez de 1gG por eluicdo com Ur  éia 6M

Placas de poliestireno de 96 pocos, certificadas para alta ligacdo de proteinas
(Costar®), foram sensibilizadas com 100uL/pogo de solugédo de tampé&o carbonato
de soédio 0,1M pH 9,5 contendo antigeno protéico soluvel de T.gondii (10ug/mL).
ApOs sensibilizacdo por 20hs a 4C em camera Umida, as placas foram lavadas
cinco vezes com PBS 0,01M pH7,2, contendo 0,05% de Tween 20 (PBST) e
blogueadas com 0,3% de solucéo de leite desnatado (Molico®) em PBST (PBSTL)
por uma hora em estufa a 37C. Na incubagéo da amos tra, dois conjuntos de duas
duplicatas de amostras de soro 100uL/poco em diluicBes seriadas (1/100, 1/200 e
1/400) foram incubados por 1 hora, sendo a seguir lavadas cinco vezes com
PBSTL. A seguir, um conjunto de duplicatas de cada amostra recebeu 100 uL de
solucéo caotropica de Uréia 6M em PBS 0,02M pH 7,2 enquanto que o segundo
conjunto de duplicatas da mesma amostra foi mantido repleto de PBSTL. Apés 10
minutos de incubacdo a 37° C, a placa foi lavada e, em seguida, foram adicionados
100 plL/pogo de conjugado imunoenzimatico anti-lgG humano marcado com
peroxidase (Sigma®) e as placas foram mantidas por 1 hora a 37<C. Apés lavagem,
a revelagdo da reacdo foi feita pela adicdo de solugéo citrato de sodio 0,05M pH
5,8, contendo OPD 0,4mg/mL e H,0O, 0,03%, por 30 minutos em camara escura,
seguida de estabilizacdo pela adicdo de HCI 4N. A avidez de anticorpos IgG (AV)
foi determinada através da comparagdo dos valores de absorbéncia de uma
diluicdo da amostra, total ou apds eluicdo com o caotrépico (Prince & Wilson, 2001),

sendo os valores expressos em porcentagem de acordo com a férmula:

Medida AV = Absorbancia apoés eluicdo com o caotropico X 100
Absorbancia total da amostra
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3.3.2.3 ELISA para medida direta de anticorpos de b aixa avidez por eluicédo
acida e neutralizacéo

O processamento da placa de ELISA nas fases iniciais e finais foi
semelhante ao descrito no item 3.3.2.2. Na incubacdo da amostra trés conjuntos de
duas duplicatas de amostras foram utilizados. Inicialmente, dois conjuntos foram
incubados com amostras de soro 100uL/pogo em diluicbes seriadas por 1 hora,
engquanto o terceiro conjunto foi mantido repleto de PBSTL, livres para reacoes
posteriores. Apés cinco lavagens, o primeiro e terceiro conjuntos foram repletos de
PBSTL, sendo que o segundo conjunto recebeu 100uL/poco de tampdo citrato
fosfato 0,2M pH 3,5, com incubac&o por 10 minutos a 37<C. A seguir, o contetdo foi
transferido para o terceiro conjunto, sendo imediatamente neutralizado com 12 uL
de Tris-HCI 2M pH 8,5, com controle por indicador colorimétrico. O segundo
conjunto recebeu PBSTL, com incubagéo por 1hora a 37C. Apos lavagens, a placa
foi submetida ao processamento posterior convencional descrito no item 4.3.2.3.
Esta abordagem permitiu a determinacéo direta de anticorpos de baixa avidez, pela
determinacdo da densidade optica de IgG presente nos po¢cos com a amostra
eluida e neutralizada.
3.4 Western blotting

Amostras de soro humano e soro de coelhos, experimentalmente infectados,
foram submetidas a técnica de western blotting para avaliagdo da especificidade
antigénica dos anticorpos de baixa avidez.

Para realizacdo do western blotting, amostras de taquizoitos da cepa RH de
T. gondii purificadas foram submetidas a andlise de mobilidade eletroforética e
constituintes protéicos por meio de SDS-PAGE (Laemmli, 1970), num sistema
descontinuo e desnaturante utilizando o sistema Mini-Protean Il (BIO-RAD®),
utilizando gel de empilhamento a 5% e gel de corrida em gradiente 5-20%. Todas
as amostras, bem como, o padréo de baixo peso molecular (Pharmacia®), foram

desnaturadas apoés a dissolucdo v/v em tampéo de amostra (Tris — HCI 0,0625M,
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SDS 2%, glicerol 10%, B-Mercaptoetanol 5%, uréia 1M, Azul de Bromofenol 0,001),
e aguecimento em banho-maria a 100C por 3 minutos, em uma concentracdo de
300 pg/mL e a corrida eletroforética foi realizada na presenca de tampé&o de corrida
contendo Tris 0,025M, glicina 0,192M e SDS 1% pH 8.3 a 120V (20-30 mA) por
cerca de 1 hora.

Apés eletroforese, as proteinas de T. gondii foram transferidas para
membrana de nitrocelulose (Milipore®), em sistema de transferéncia semi-seco
Trans-Blot RD (BIO-RAD®) para posterior ensaio. O gel foi colocado sobre
membrana de nitrocelulose, envolta por folhas de papel filtro, embebidas em
tampédo de transferéncia de Towbin (Tris 25mM, glicina 192mM, metanol 205, pH
8.1-8.5). A transferéncia foi conduzida a 10V com amperagem constante por 30
minutos. Em seguida, a membrana foi corada com solucdo de Ponceau 0,5% para
verificacdo da eficiéncia da transferéncia.

As membranas foram bloqueadas por imersdo em 20 mL de solucéo de PBS
0,01M pH 7.2 contendo 0,05% de Tween-20 e 5% de leite deshatado (PBSTL)
durante 2 horas sob agitacdo em temperatura ambiente. Apdés o bloqueio, as
membranas foram lavadas trés vezes com PBS 0,01M pH 7.2 contendo 0,05% de
Tween-20, cortadas em tiras de aproximadamente 5mm e colocadas em bandejas
de incubacdo com canaletas de 10,5cm x 5mm (BIO-RAD®), onde foram incubadas
overnight a 4C sob agitagdo com 1mL de cada amostra a saber: a) soros totais
(1/200), b) resistentes ao caotropico e removidos pela dissociacdo do complexo
imune por glicina 0.1M pH 2.5 e c) sensiveis ao pH, neutralizados apés eluicdo pela
adicdo de tampé&o Tris-HCI 2M pH 8.5. Decorrido o tempo de incubacéo, as
membranas foram lavadas cinco vezes em intervalos de dois minutos com PBST e
incubadas em temperatura ambiente por 1 hora, sob agitagdo constante, com 1mL
de conjugado imunoenzimético marcado com peroxidase. As membranas foram

submetidas a mais cinco lavagens, e a reacao foi revelada com solucdo cromégena
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diaminobenzidina 1,0 mg /mL em tampé&o citrato 0,1M pH 6.0 contendo H,0,0,01%
e interrompida por lavagem com H,O milliQ logo apds o aparecimento das bandas.
3.5 Andlise Estatistica

A comparacao entre a quantidade de anticorpos IgG entre os diferentes testes
foi realizada por correlacdo de Pearson e expressa como r’. A comparacdo entre
dados quantitativos dos grupos foi feita pelo teste-t ou ANOVA com pés-teste de
Bonferroni. As correlagBes foram consideradas significantes quando a probabilidade

de igualdade entre elas foi menor que 5% (p<0,005).
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4 RESULTADOS
4.1 Padronizagao inicial de condigbes de determina¢ &0 da avidez de IgG por
pH em coelhos experimentalmente infectados por T.gondii
4.1.1 Evolugéo da avidez de IgG em coelhos experime ntalmente infectados
por T.gondii

Seis coelhos foram experimentalmente infectados como descrito em Métodos
(item 3.2), com coletas semanais de sangue. A determinacdo dos titulos de IgG
anti-T.gondii e da avidez de IgG, utilizando uréia 6M como caotropico, bem como a
evolucdo da maturacao da avidez podem ser vistos na Figura 2. Podemos observar
padrdo de resposta de producdo de anticorpos e de maturacdo da avidez
caracteristicos da infecgdo, com niveis elevados de IgG de baixa avidez nas
primeiras semanas de infeccdo e subsequente substituicdo dos anticorpos de baixa
avidez por anticorpos de alta avidez, a partir da 152 semana da infeccdo original.
Este modelo experimental permite avaliar soros com diferentes niveis de avidez e
atinge perfeitamente os objetivos para uma padronizacdo de ensaios de avidez,

utilizando o pH como agente caotrdpico.
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Figura 2 - Evolucdo da maturacdo da avidez de 1gG anti-T.gondii por ELISA, utilizando

uréia 6M como caotropico. A linha preta tracejada mostra os titulos de
anticorpos e a linha vermelha a avidez de IgG, obtidos nos soros de coelhos
experimentalmente infectados, sendo que as barra de erro representam o erro
padrdo da média de cada medida.



4.1.2 Determinacdo do poder caotropico de diferente s pHs e sua comparacdo
com o poder caotropico da uréia 6M em ELISA de IgG  anti- T.gondii, utilizando
soros de coelhos experimentalmente infectados com d iferentes niveis de
avidez

Para avaliar o poder caotrépico de solucbes de diferentes pHs, foram
realizados ensaios de ELISA avidez, como descrito em Métodos (item 3.3.2). Foram
utilizados solucdes de tampéo citrato - fosfato de sédio 0,2M, a partir de solugcBes
padrbes de forma a obter solu¢cbes com pHs variando de 2,5 a 4,0 em escala de 0.5
pH. Para padronizacdo desta reacdo, ensaiamos soros de coelhos
experimentalmente infectados com T.gondii, utilizando amostras em fases
conhecidas de infeccdo (aguda e cronica), que foram testadas em placas
adsorvidas com extrato protéico soluvel de T.gondii (10pug/mL). Os resultados foram
comparados com aqueles obtidos pelo caotropico usual, uréia 6M. Os resultados
obtidos podem ser vistos na Figura 3, onde também é apresentada a correlacdo de
valores de avidez obtidos por pH e por uréia. Como podemos observar, 0 uso de
solu¢des com pH abaixo de 3,0 como agentes caotropicos mostrou uma disperséo
maior dos valores com excessiva remo¢ao de anticorpos, enquanto que o uso de
solucdo pH 4.0 como caotrépico ndo removeu a maior parte dos anticorpos,
inclusive aqueles de baixa avidez. A avidez obtida com tamp&o citrato fosfato de
sodio em pH 3,5 apresentou a melhor correlacéo (r*=0,9857), quando associada a

avidez medida por uréia 6M, o que justificou seu uso nos ensaios subsequentes.
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Figura 3 - Uso de solugBes de diferentes pHs como caotropico em ELISA avidez,

utilizando 04 soros de coelhos experimentalmente infectados com T.gondii.
Correlacdo dos resultados da avidez de anticorpos IgG obtidos pela uréia 6M
e pelo tampéao citrato fosfato de sddio

4.1.3. Determinacdo da concentracdo Otima de adsorv  ente para a reacdo de
ELISA avidez de IgG anti- T.gondii, utilizando solu¢do pH 3.5 como caotrépico
em soros de coelhos experimentalmente infectados co m diferentes niveis de
avidez

O aprimoramento de uma reacdo de ELISA passa pela influéncia da
concentracdo de adsorvente especifico na fase solida, no caso extrato protéico
soltvel de T.gondii produzido como descrito em Métodos (item 3.3.2.1), uma vez
definido o pH mais semelhante ao caotropico usual. Para tanto, a reacdo ELISA
avidez pH 3.5 foi ensaiada com duas concentracdes de antigeno na fase solida da
placa, a saber 10ug/mL ou 1ug/mL, utilizando um painel de soros com diferentes
niveis de avidez de IgG obtidos de coelhos experimentalmente infectados, que
pode ser visto na figura 4. Pode ser observado pelos resultados e pela dispersao
dos valores, que a reagao foi mais discriminante em placas adsorvidas com 10

pg/mL com maior dispersdo de valores, sem perda de sinal em nenhuma das
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reacOes utilizadas, sendo que em placas adsorvidas com 1 pg/mL, houve uma
menor intensidade da reacao que poderia ocasionar em resultados falso negativos.

Assim, a concentracdo de 10 ug/ml no absorvente da placa foi utilizada nos ensaios

subsequentes.
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Figura 4 - Avaliacdo da concentracdo de extrato protéico antigénico de T.gondii

(1pg/mL e 10ug/mL) para utilizacdo no ELISA avidez. Total: IgG ELISA sem
caotrépico; Uréia: IgG ELISA apos lavagem com uréia 6M; pH: IgG ELISA
apos lavagem com pH 3,5. A quantidade em pg expressa 0 adsorvente na
fase sélida. A barra de erro, a caixa e a linha central expressam
respectivamente a disperséo, os percentis 5 - 95% e a mediana dos valores
analisados. Todos os valores apresentados foram calculados em relacdo ao
cut-off dos controles negativos da reacéo de IgG ELISA sem caotrépico

4.1.4. Determinacado da diluicdo de trabalho do soro para a reacdo de ELISA
avidez de IgG anti- T.gondii, utilizando solucdo pH 3.5 como caotrépico em
soros de coelhos experimentalmente infectados com d iferentes niveis de
avidez

A diluicdo do soro também é fator importante em ELISA IgG e para sua
padronizacdo, ensaiamos diferentes diluicbes de soros de animais
experimentalmente infectados em ELISA IgG e em avidez 1gG por pH, sendo os
resultados apresentados na Figura 5. Notamos que as reacdes foram mais
eficientes em menores diluigbes de soro (1/100 ou 0.01), porém com menor relagéo

entre 0s caotrépicos na determinacéo da avidez. A diluicdo maior (1/400 ou 0.0025)
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causou um desvio inadequado do calculo da avidez, impedindo seu uso, pela
interferéncia dos valores baixos obtidos ap6s as lavagens da placa. Na diluicdo
1/200 do soro ou 0,005 ocorreu uma boa determinagéo da reacdo de ELISA IgG e
uma melhor relacdo entre as medidas de avidez com uréia 6M e pH 3.5 (r’=

0.7385). Assim sendo, esta diluicdo de soro foi utilizada nos ensaios subsequentes.
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Figura5- Avaliacdo da influéncia da diluicdo do soro na reacdo de ELISA avidez com uréia
6M ou pH 3.5 como caotrdpicos. A: ELISA IgG realizada com diferentes diluicbes
de soro e com diferentes caotrépicos. Simbolos abertos: soros de alta avidez;
Simbolos sdlidos: soros de baixa avidez; Linhas soélidas: ELISA total; Linhas
tracejadas: ap0s lavagem com uréia 6M; Linhas pontilhadas: apds lavagem com
pH 3.5. B: Correlagdo entre avidez determinada por uréia ou pH 3.5 na diluicdo
1:100 ou concentracdo de soro 0.01; C: Correlacdo entre avidez determinada por
uréia ou pH 3.5 na diluicdo 1:200 ou concentracdo de soro 0.005; D: Correlacao
entre avidez determinada por uréia ou pH 3.5 na diluicdo 1:400 ou concentragdo
de soro 0.0025. As retas representam a inclinacdo da relacdo e o valor de ré
expresso dentro da figura.
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4.2 Avaliacdo comparativa da determinacdo da avidez por eluicdo com uréia

6M ou pH3.5 em reacéo de avidez padronizada com sor  0S experimentais

4.2.1. Avaliacao Quantitativa

Uma vez determinados os parametros iniciais mais confidveis do ensaio de

ELISA avidez, utilizando o pH como caotrépico, avaliamos a avidez de IgG em

todas as amostras de soros de coelhos, utilizando a medida classica de avidez que

consiste na porcentagem de anticorpos resistentes ao caotrépico e correlacionamos

0s resultados obtidos para ambos os caotropicos, uréia 6M e pH 3,5. Na figura 6,

verificamos que houve uma excelente correlacéo (r’= 0,9909) entre os valores de

avidez obtidos com os dois caotrépicos, embora com inclinagdo e valores iniciais

semelhantes, mas né&o iguais. Como pode ser observado, ocorre uma diferenca

importante entre a inclinacao perfeita, que seria 1.0 e a inclinacdo obtida, 0.8545, o

gue mostra diferenga entre os dois tipos de caotrépicos utilizados.

anti- T.gondii resistentes a
eluicdo com pH 3,5

% Avidez de anticorpos IgG

Figura 6 -

1004 r? = 0.9909
90
80 .
70+
60+
50
40
30 .

20-
Inclinagdo = 0.8545 + 0.02593

104 Y- interseccdo = 8.144 + 1.799
O T T T T T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% Avidez de anticorpos IgG anti- T.gondii
resistentes a eluicdo com uréia 6M

Avaliacdo da avidez de IgG em 12 amostras de soros de coelhos
experimentalmente infectados com T.gondii, correlacionando os valores de
avidez por uréia 6M e pelo tampao citrato fosfato de sédio pH 3,5.
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4.2.2 Avaliacao Qualitativa

Um aspecto importante na avaliacdo de reacdes sorologicas de avidez é seu
carater qualitativo, de maior aplicabilidade préatica que valores quantitativos
individuais. Avaliamos a distribuicdo de frequiéncia de definicdo qualitativa de avidez
pelo critério de valor > 50% de anticorpos resistentes ao caotrépico como definicdo
de alta avidez, como habitualmente empregados em reacdes utilizando o calculo
pela calorimetria do ELISA. Esta distribuicdo pode ser observada na tabela 2, onde
podemos verificar que ha uma grande concordancia de valores, embora a avidez
com pH 3.5 apresente maior freqliéncia de soros de baixa avidez que a avidez com
uréia 6M. Avaliamos os valores de sensibilidade e especificidade da avidez obtida

com o tampao citrato fosfato em pH 3,5, em relagéo a avidez usual realizada com

uréia 6M.

Tabela 2 - Distribuicdo qualitativa da avidez determinado por uréia 6M ou por pH 3.5 nas
amostras utilizadas. Valores de comparacéo sdo apresentados abaixo, com
0s respectivos intervalos de confianca.

Avidez com pH 3,5 Avidez com Uréia 6M
Alta avidez Baixa avidez Total
Alta avid ez 07 0 07
Baixa avidez 01 04 05
Total 08 04 12

Sensibilidade = 87,5% (IC 95%: 46,7 -99,3); Especificidade =100,0% (IC 95%:
39,6 — 100,0); Valor preditivo positivo = 100,0% (IC 95%: 56,1 — 100,0); Valor
preditivo negativo = 80,0% (IC 95%: 29,9 — 98,9).

4.3 Caracterizacdes dos anticorpos frente a diferen  tes caotrdpicos
4.3.1 Caracterizacdo dos anticorpos de alta avidez

Para avaliar a identidade dos anticorpos de alta avidez resistentes tanto a
uréia como ao pH 3,5, ensaiamos uma reagdo de ELISA realizando lavagens com
os dois caotrépicos de forma sequencial. Assim, anticorpos ligados eram
submetidos a lavagem com uréia 6M ou pH 3,5 e depois submetidos a nova

lavagem com caotrépico diferente, para avaliar a identidade do tipo de anticorpo
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removido ou resistente. Se um caotropico removesse anticorpos totalmente
diferentes do outro caotrépico, entdo a fracdo de avidez seria mantida mesmo nos
anticorpos resistentes a outro tipo de caotrépico. Como pode ser observado na
figura 7, ha uma grande identidade dos anticorpos de alta avidez resistentes a
ambos o0s caotrdpicos, embora cada um deles tenha uma pequena variacao quanto
a capacidade de retirada de anticorpos de baixa avidez. Isto apenas demonstra a

semelhanca do efeito caotropico do pH e da uréia, embora com diferencas.

% Avidez de I1gG

& &

Q\x {e\‘b

Q N

Figura 7 - Resisténcia dos anticorpos de alta avidez (>50%) a remocé&o por diferentes
caotropicos. Ensaio apresentado na forma de avidez estimada com lavagens
com uréia, pH ou sequéncia de caotropicos. Os resultados sdo a média dos
resultados de 10 soros de alta avidez e as barras representam o erro padrédo
desta média.
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4.3.2 Especificidade antigénica dos anticorpos elui  dos e renaturados por
diferentes caotropicos em amostras experimentais

A especificidade e a reatividade dos anticorpos de coelhos presentes na
solucéo eluida da reacdo de ELISA avidez por pH 3,5 foram avaliadas frente a
antigenos de T.gonddi separados por SDS-PAGE e transferidos a membranas de
nitrocelulose (western blotting), como descrito em métodos (item 3.4). As fracbes
dos anticorpos podem ser vistas na Figura 8. Pode-se notar bandas antigénicas
reconhecidas pelos anticorpos eluidos pelo pH (baixa avidez) ap6s neutralizacéo,

com padrdes um pouco diferentes do ponto de vista qualitativo entre anticorpos de
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baixa avidez e anticorpos de alta avidez, certificando que na solucdo eluida existe

anticorpos de baixa avidez.

Li
&7 kDa
43kDa
K
K
14kDa
1 2 3 4 L 1 2 3 4 PM

Figura 8 -  Reatividade dos anticorpos de baixa avidez, presentes na solucéo eluida pelo
pH 3,5 em amostras de soro de alta avidez (A) e de baixa avidez (B),
provenientes de coelhos experimentalmente infectados com T.gondii. 1:
Anticorpos totais; 2: Anticorpos resistentes a uréia 6M; 3: Anticorpos
resistentes ao pH 3,5; 4: solucao eluida pelo pH 3,5.
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4.4 Ensaio de amostras humanas na reacao de ELISAa videz por pH
4.4.1 ELISA IgG e ELISA avidez com diferentes caotr  Opicos

Uma vez caracterizada a reacdo de avidez de IgG por pH em amostras
experimentais, ensaiamos 150 amostras humanas da soroteca do laboratério de
Protozoologia nas condi¢cdes definidas acima, com apenas substituicdo do
conjugado especifico. A reacéo foi feita também em paralelo com reacéo de avidez
com uréia 6M e a distribuicdo dos valores obtidos pode ser vista na figura 9. Como
pode ser observada pela distribuicdo dos valores na figura 9A, a lavagem por cada
um dos caotropicos promoveu a retirada de parte dos anticorpos na reagdo de
ELISA, com distribuicdo similar, sendo que a média dos soros era significantemente
menor em cada um deles (p<0.001 ANOVA), quando comparada ao total, mas

semelhante entre si (p>0.05) pelo pds-teste de Bonferroni. Esta diferenca poderia
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ser significante quando comparada a capacidade porcentual em cada soro, portanto,
calculamos a avidez para cada soro individual e determinamos a diferenca entre
essa medida por uréia e por pH, exposta como delta, sendo os dados apresentados
na figura 9B. Notamos que nas amostras de soros humanos, a avidez por pH foi
maior em cerca de 10% em média que a avidez por uréia, mostrando que 0s
diferentes caotrdpicos extraem uma populacdo de anticorpos de alta avidez

semelhante, mas néao igual.
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Figura 9 - Elisa de avidez por pH e uréia em soros humanos. A: Distribuicdo de valores
de ELISA total ou com eluigéo por diferentes caotrépicos em soros humanos.
B: Distribuicdo da média da determinacdo da avidez por diferentes
caotropicos (uréia e pH) ou a diferenca entre a avidez por pH e a avidez por
uréia (Delta). As barras representam a média e o erro padrdo da média de
cada distribuicao.

A comparacdo entre os valores de anticorpos de alta avidez obtidos pelos
dois tipos de caotrépicos pode ser observada na figura 10. Como pode ser
observado existe uma correlacdo boa entre os dois tipos de caotrépicos (r°=0,6987),
quando comparados por seus valores de reacdo, como seria esperado pelos
resultados anteriores. Esta correlacéo na realidade depende da quantidade total de

anticorpos nos ensaios, jA que como demonstramos anteriormente, a fracdo néo

retirada de anticorpos de alta avidez é semelhante entre os dois caotrdpicos.
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Figura 10 - Comparacéo entre os resultados de anticorpos de alta avidez (DO) obtidos
por eluicdo dos anticorpos de baixa avidez com uréia 6 M ou pH 3.5. A reta
de regressao é apresentada e o valor de r* apresentado no inserto da figura.

A partir dos valores obtidos na reacao de ELISA com eluicdo pelos diferentes
caotrépicos, podemos comparar a avidez, por porcentagem, nas amostras
estudadas, cuja relacdo pode ser vista na figura 11. A comparacdo entre os dois
tipos de caotropicos mostra a existéncia de uma relacdo muito menos importante
entre eles, com um impacto associado menor, embora significativo. Este achado
seria esperado pelos resultados anteriores, onde mostramos que apesar de
semelhantes, a determinacdo porcentual da avidez pelos diferentes caotrdpicos

sofre diversos tipos de interferéncias, o que resulta na correla¢do encontrada.
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Figura 11 - Avaliacdo da determinacgédo percentual de anticorpos de alta avidez (avidez
cldssica >50%) por ELISA, correlacionando os resultados da avidez (AV) de
anticorpos 1gG obtidos pela uréia 6M e pelo pH 3,5 em amostras de soro
humano.

4.4.2 Reprodutibilidade intra e inter teste

A reprodutibilidade da reacdo de ELISA avidez com pH 3,5 foi testada
ensaiando-se amostras padrdes de soros de diferentes reatividades e niveis de
avidez em testes multiplos ha mesma placa, para o estudo da reprodutibilidade
intrateste e realizadas nas mesmas amostras em dias diferentes e em placas
diferentes, para o estudo da reprodutibilidade inter teste. Observamos o coeficiente
de variacdo e a relacdo entre testes na Tabela 3, onde podemos observar que
houve uma pequena variacdo <5% para a maioria das medidas e apenas os testes
com pH mostraram uma variagcdo um pouco maior, mas com uma excelente
correlacéo entre as medidas, 0 que garante ao protocolo utilizado a confiabilidade

das amostras analisadas e a real determinacao da avidez do anticorpo.
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Tabela 3- Reprodutibilidade da reacdo de ELISA IgG eluida com uréia 6M ou com
pH 3,5. S&o apresentados o coeficiente de
entre as medidas dos ensaios de ELISA.

variagdo (CV) e a correlacéao

, Reprodutibilidade intrateste Reprodutibilidade interteste
Ensaio CV (%) Correlacéo (r°) CV (%) Correlacéo (r°)
ELISA sem eluicéo 3,36 0,9942 6,57 0.9800
ELISA eluido com Uréia 6M 2,55 0.9900 16,17 0.9864
ELISA eluido com pH 3.5 4,43 0,9853 10,77 0.9790

4.5 Quantificagao e caracterizacdo de anticorpos de baixa avidez

4.5.1 Padronizacdo do tempo de renaturacdo dos anti  corpos eluidos com pH
3.5

A partir da demonstracdo da eficiéncia do pH 3,5 e sua equivaléncia e
reprodutibilidade com a uréia 6M na determinagéo da avidez de anticorpos IgG no
modelo experimental, realizamos uma reacdo de ELISA voltada para a
determinagéo direta dos anticorpos de baixa avidez, pela neutralizagéo do pH na
solucéo de anticorpos eluidos, 0 que permitiria a reacdo direta dos mesmos com 0
suporte solido e determinag&o direta dos anticorpos de baixa avidez, como descrito
em Métodos (3.3.2.3). Inicialmente, para avaliar o efeito da neutralizagdo do pH na
reacdo dos anticorpos eluidos, ensaiamos amostras eluidas em pH &cido e
neutralizadas, com poc¢os recobertos com antigeno de T.gondii como descrito para
a reacdo de ELISA padronizada nas etapas anteriores. As amostras foram
ensaiadas em diferentes tempos de exposi¢cdo ao antigeno apos neutralizagdo a pH
7.5. Foram realizadas incubacfes por lhora (reacdo convencional) ou 12 horas
(reacdo estendida) para demonstrar uma eventual renaturacdo mais lenta dos
anticorpos. Nossos dados mostram que houve uma boa correlagdo entre as
medidas (r>=0,9991), permitindo que as reacdes dos anticorpos eluidos e

neutralizados fossem realizadas com o antigeno de T.gondii no tempo convencional

(1hora) da reacao de ELISA.
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4.5.2 Especificidade antigénica dos anticorpos huma  nos eluidos por pH 3,5
em relacdo aos antigenos de T.gondii por Western Blotting

Para avaliarmos a especificidade dos anticorpos eluidos com pH e
renaturados nos soros humanos, realizamos um ensaio de western blotting sobre
membranas revestidas por antigenos do agente separados por SDS-PAGE, com
fracdes semelhantes as descritas acima, utilizando soros de coelhos. Novamente,
foi possivel identificar as reacdes de anticorpos eluidos e neutralizados, como pode
ser visto na figura 12, sendo que estas bandas apresentaram maior intensidade que
aquelas observadas nos soros experimentais. A partir dos resultados obtidos com
amostras de soro humano de baixa e alta avidez, podemos verificar a presenca de
bandas especificas nas amostras eluidas, comprovando a eluicdo pelo pH e
recuperacado dos anticorpos de baixa avidez. Além disso, verificamos um padrédo de
bandas distinto entre as amostras eluidas provenientes de soros de alta avidez
(figura 12A) e de soros de baixa avidez (figura 12B), com banda de 30kDa mais
proeminente em amostras provenientes de soros de baixa avidez, quando

comparada com o perfil de resposta das amostras de alta avidez de anticorpos.

A B
94 kDa 94 kDa
67 kDa 67 kDa
43 kDa 43 kDa
30 kDa 30 kDa
20 kDa 20 kDa
14 kDa 14 kDa
1 2 3 4 PM 1 2 3 4 PM

Figura 12 - Reatividade dos anticorpos de baixa avidez, presentes na solugéo eluida
pelo pH 3,5 em amostras: de soros humanos de alta avidez (A) e de baixa
avidez (B). 1: Anticorpos totais; 2: Anticorpos resistentes a uréia 6M; 3:
Anticorpos resistentes ao pH 3,5; 4: Solu¢éo eluida pelo pH 3,5.




57

4.5.3 Determinacdo de anticorpos de baixa avidez el uidos por pH 3,5
renaturadas em soros de animais experimentais

Para o ensaio da medida direta dos anticorpos de baixa avidez, ap0s eluicao
por pH 3.5 e renaturacdo, ensaiamos varias amostras de soro de coelhos
experimentalmente infectados utilizando soros com diferentes quantidades de 1gG
de alta avidez, determinadas pelo método classico de eluicdo por uréia 6M e
igualmente ensaiados com reacfes de avidez com pH 3,5. Para comparacdo da
eficiéncia da determinacdo, a mera apresentacdo dos resultados em ELISA por
densidade 6ptica (DO) perde o significado, pelo que optamos por apresentar a
relacdo entre a quantidade de anticorpos de baixa avidez determinada
indiretamente na reacdo de avidez e a reacdo de determinagdo direta, como
descrito em Métodos, o0 que pode ser visto na Figura 13. Como pode ser observado,
utilizando soros com diferentes niveis de avidez, € possivel correlacionar com alto
grau de significancia a medida direta com a estimativa indireta dos anticorpos de
baixa avidez. Esta medida foi mais eficiente quando a relacdo foi feita com a
medida indireta induzida pela eluicdo com uréia 6M (p<0.0001, r’=0.75), vista na
figura 13A. A medida foi bastante eficiente também quando comparada com a
medida indireta induzida pela eluicio com pH 3,5 (p<0,001, r°=0.48), embora
houvesse uma maior dispersdo dos valores, como pode ser observado na figura
13B. Estes dados séo favorecidos pela amplitude de propor¢cbes de anticorpos de
baixa avidez obtida no modelo experimental, mas garantem a validade de ensaio da

medida direta dos anticorpos de baixa avidez em amostras de soros humanos.
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Figura 13- Comparacdo entre a determinacdo direta de anticorpos de baixa avidez,

pela eluicdo com pH 3,5 e renaturacédo, com a determinacéo indireta de sua
guantidade, pela diferenca entre a reacdo ELISA total e a reacdo ELISA
apos eluicdo com o caotrépico. A: Comparacdo com a medida com uréia
6M. B: Comparacdo com a medida com pH 3.5. As retas representam a
estimativa de regressao linear entre os eventos.
4.5.4 Relacado entre a medida direta da IgG de baixa avidez eluida a pH 3,5 e
renaturada com a estimativa indireta por diferenca entre a IgG total e a IgG de
alta avidez determinada em cada caotrépico para amo  stras humanas
Para avaliar a relac&o entre esta determinacdo direta de anticorpos de baixa
avidez e a quantidade estimada destes anticorpos, nos dois sistemas de eluicdo
utilizados para a determinagdo da avidez de anticorpos, realizamos a correlacdo
entre as medidas diretas e estimadas de anticorpos que podem ser vistas na figura
15. Na figura 15A, correlacionamos a medida direta dos anticorpos de baixa avidez
de cada amostra com a estimativa indireta pela diferenca entre os anticorpos totais
e 0s anticorpos de alta avidez retidos na placa ap6s a eluicdo com uréia 6M.
Notamos uma boa correlagéo entre os eventos, com alta significancia (p<0.0001, r?
=0.10), com uma relativa dispersdo entre os valores. Quando comparamos a
correlacdo entre a medida direta e a medida indireta pela eluicdo com pH 3,5,
mostrada na figura 15B, a associagdo entre eventos manteve significAncia
estatistica, mas foi muito mais dispersa (p<0.05, r’= 0.04), com valores

discrepantes, inclusive com aumento de reacdo induzida pelo pH, fato raro na

eluicdo por uréia. Evidentemente, o processo de eluicdo e renaturacdo € bastante
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complexo e precisa de aprimoramento, mas 0s resultados sdo promissores e
permitem concluir pela possibilidade de medida direta dos anticorpos de baixa

avidez.
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Correlacdo entre a medida direta de anticorpos de baixa avidez, apos
eluicdo por pH 3,5 e renaturacdo e a medida estimada pela diferenga entre
a medida total e a obtida apds eluicdo com o caotropico. A reta representa
a reta de regresséo linear estimada.
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5. DISCUSSAO

Como descrito em nossos objetivos, foi possivel padronizar uma infeccao
experimental em coelhos que resultou em grandes quantidades de soros
sequencialmente obtidos a partir do modelo experimental, com excelente
determinacdo de IgG especifica por ELISA, bem como da maturacdo da avidez.
Nesse tipo de estudo, é evidente que h4 uma intensa producdo de anticorpos nos
tempos iniciais de infeccdo e que esta producdo € basicamente de anticorpos de
baixa avidez, que sdo substituidos progressivamente por anticorpos de alta avidez,
como é de se esperar numa resposta imunoldgica tipica de uma infeccdo auto -
controlada como a toxoplasmose (Remington e McLeod, 2001). Assim, a medida
direta dos anticorpos de baixa avidez facilitaria o diagnéstico, ja que a avidez
classica é freqlentemente calculada pela razdo entre anticorpos resistentes a
eluicdo com o agente caotropico e anticorpos totais, estimando-se indiretamente a
porcentagem de anticorpos de baixa avidez (Hedman et al., 1989; Camargo et al.,
1991; Montoya, 2002; Lappalainen e Hedman, 2004).

No ELISA, a avidez de anticorpos IgG pode ser determinada por diferentes
métodos, como o da diluicdo, em que o agente caotrépico é adicionado ao diluente
do soro, impedindo a formagdo do complexo antigeno-anticorpo (Inouye et al.,
1984; Devey et al., 1988; Thomas et al., 1992), ou através do método de eluicdo,
em que o agente caotrépico é utilizado na lavagem da placa apos a incubacdo do
soro, levando a dissociacdo do complexo imune (Pullen et al., 1986; Hedman e
Seppala, 1988).

E dificil estabelecer regras gerais para a selecdo do agente caotropico a ser
empregado na eluicdo do complexo imune, uma vez que as propriedades do
antigeno como ponto isoelétrico, solubilidade e estabilidade em solucdo, devem ser
levadas em consideracdo no processo de dissociacdo. Além disso, é preciso
ressaltar que na selecdo de uma estratégia de eluicdo, é importante considerar o0s

efeitos quimicos de diferentes solucdes, ja que o papel do tampéo de eluicdo é
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dissociar as interagcfes entre receptor e ligante, de modo a alterar a afinidade de
ligacao entre eles (Firer, 2001).

Nosso trabalho procurou empregar o pH como uma condicdo caotrépica
reversivel e apds varias abordagens, utilizando soros experimentais, foi possivel
padronizar uma reacdo de ELISA avidez de IgG anti-T.gondii, através da elui¢do
dos anticorpos em solugdo com pH 3.5, que apresentou correlacdo direta com a
avidez classica determinada pela eluicdo com uréia, permitindo a determinacéo
direta de anticorpos de baixa avidez.

A reprodutibilidade desta reacdo seguiu 0s padrdes convencionais da
reprodutibilidade de reacdes de avidez, que sdo menos eficientes que as reacdes
convencionais de ELISA por envolverem um ou mais passos adicionais de
interferéncia na reacdo antigeno-anticorpo. Os niveis encontrados de
reprodutibilidade nos soros experimentais foram até maiores que os reportados na
literatura. E importante ressaltar que ndo héa possibilidade de comparacido entre
testes semelhantes, a menos que todas as condicbes experimentais sejam
controladas, desde a preparacdo antigénica no suporte solido, o tipo de conjugado
utilizado, a concentracdo e o pH do agente caotrépico e demais condi¢cdes de
reacdo. Este é o maior impedimento para as reacfes de avidez dado a dificuldade
de definicdo de painéis de soros e outras condicbes experimentais entre
laboratorios.

Do ponto de vista dos anticorpos de alta avidez, nossos dados mostraram
claramente que estes anticorpos ndo eram removiveis por nenhum dos processos
caotropicos utilizados, uréia e pH 3.5, embora houvesse uma discrepancia pequena
causada por uma fracdo de anticorpos de baixa avidez resistente a uréia e sensivel
ao pH 3.5 e vice versa. Esta pequena variagdo também explica a diferenca de
inclinacdo da regressao linear observada entre os caotrépicos. Esta discrepancia
pode ser explicada por diferentes mecanismos quimicos resultantes de um

comportamento caotrépico similar, porém ndo idéntico. Obviamente, a alteragcédo de
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ponto isoelétrico que ocorre com mudancas de pH também interfere na reagéo
receptor-ligante do anticorpo, 0 que ndo ocorre com a uréia, cuja acdo é mediada
pela interferéncia em pontes de hidrogénio e na hidrofobicidade da proteina, com
poucas alteracdes de carga elétrica (Bennion e Daggett, 2003).

Na eluicdo por tampdes com valores extremos de pH, abaixo de 2,5 e acima
de 10, ocorre a dissociagdo do complexo imune devido a desestabilizacdo das
ligagBes ibnicas entre as moléculas, ja a eluicdo com a uréia interfere na
dissociacdo de ligacdes de hidrogénio, enfraquecendo sobretudo as interagfes
hidrofébicas (Firer, 2001).

Outra questdo importante a ser considerada na escolha do caotropico, é que o
anticorpo eluido deve manter sua funcionalidade apos a dissociagdo do complexo
imune (Yarmush et al., 1992; Firer, 2001). Assim, no processo de renaturacdo do
anticorpo eluido é importante que a estrutura nativa da proteina seja preservada, o
que pode ser realizado com a remoc¢ao do agente desnaturante por dialise, no caso
da uréia, ou por neutralizacdo para tampdes com variacdes do pH (Firer, 2001).
Interessante notar que a neutralizagdo é um processo mais simples e rapido
quando comparado com a didlise, que necessita de membrana e tampdes
especificos, onerando o processo e consumindo um tempo maior de execugdo. Em
nosso trabalho, a utilizacdo do pH acido para dissociagdo do complexo imune
permitiu a recuperacao rapida dos anticorpos apés neutralizacdo da solugéo eluida,
permitindo a quantificacdo direta de anticorpos IgG anti T.gondii de baixa avidez.
Estudos prévios ja haviam demonstrado que as modificacdes da proteina em pH
baixo ndo prejudicam a funcionalidade do anticorpo (Firer, 2001).

Os anticorpos de baixa avidez retirados pelo pH acido na condicédo
experimental reagiam novamente com 0s mesmos antigenos utilizados no primeiro
ensaio, o que prova a reversibilidade da condicdo anterior, desde que usadas
condicbes especificas de renaturacdo. Assim, para demonstrar a preservacdo da

funcionalidade e a especificidade antigénica dos anticorpos de baixa avidez,



recuperados da solugéo eluida pelo pH 3,5, realizamos reac¢des de western blotting
nos soros de animais experimentalmente infectados, e em amostras de soro
humano. Em nossas reacdes de western blotting, os anticorpos de baixa avidez,
recuperados apoOs neutralizacdo da solucdo eluida, reagiram contra fracfes
antigénicas especificas, demonstrando que a estrutura da proteina foi preservada
apos o processo de renaturacdo. Assim, a metodologia proposta e padronizada em
nosso trabalho, poderia ser uma ferramenta Util para estudos futuros de
caracterizacdo de marcadores imunolégicos da fase aguda da infeccdo que séo
extremamente importantes para o diagnéstico soroldgico da toxoplasmose.

Estudos prévios, utilizando anticorpos monoclonais altamente especificos,
demonstraram que amostras de baixa avidez reagiram contra uma proteina
antigénica especifica de 60kDa, sugerindo que esta proteina poderia ser utilizada
como marcador de fase aguda em ensaios sorologicos. Da mesma forma, Araujo e
Ferreira (2010) em um estudo recente sobre avidez de anticorpos IgG contra
antigenos de secrecdo e excrecdo do T.gondii por immunoblot verificaram
reatividade especifica de anticorpos de baixa avidez para a fragdo protéica de
30KDa correspondente ao antigeno de superficie SAG1, abrindo perspectivas
futuras para caracterizacdo de novos marcadores.

Nas amostras humanas, a variabilidade, ja detectada durante os testes com
modelos experimentais, foi maior e com correlacdo quantitativa moderada, embora
mais significativa quando o nimero de amostras de baixa avidez foi aumentado,
como nos modelos experimentais. Isto mostra que a determinacdo direta de
anticorpos de baixa avidez € correlata com a avidez classica, mas certamente
precisa de aprimoramento do ponto de vista quantitativo, jA que a dispersédo e a
renaturacdo resultaram em uma variabilidade muito grande, embora ainda com
correlacdo. Interessante notar, que os resultados foram sempre mais correlatos
quando o sistema de eluicdo com uréia era usado para comparacdo com a

renaturagdo. Provavelmente, a caotropia desta solucdo € mais uniforme do que a
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caotropia nas condi¢bes de eluicdo por pH. Independente destes problemas, as
possibilidades de medida direta de anticorpos de baixa avidez por pH sdo muito
interessantes e promissoras. A abordagem utilizada de avidez por eluigdo, embora
mais simples tecnicamente é mais agressiva que a avidez por diluicdo (Yarmush et
al., 1992; Ibarra et al., 1999), que poderia ser uma alternativa futura para aprimorar
a parte quantitativa de nossos ensaios.

Além das caracteristicas inerentes ao ensaio imunoenzimatico e ao agente
caotropico empregado, € importante ressaltar a heterogeneidade dos métodos
empregados para o célculo do indice de avidez e definicdo do valor do ponto de
corte, acima do qual a avidez é considerada alta. Bobic et al. (2009) relataram uma
boa correlacdo entre os resultados de diferentes testes comerciais de avidez de
IgG, demonstrando que o indice de avidez ndo estaria relacionado ao sistema de
andlise, mas sim ao periodo de infec¢do. Este fato foi questionado por alguns
autores que encontraram resultados discordantes entre diferentes kits comerciais
de avidez de IgG para toxoplasmose (Lefevre-Pettazzoni et al., 2006). Além disso,
estudos mostram que indices de baixa avidez podem ser observados em alguns
casos de infeccao cronica em gestantes (Lefevre-Pettazzoni et al., 2006), sugerindo
que a maturacdo da avidez IgG n&o seja linear ao longo do tempo desde a
infeccdo, especialmente em mulheres gravidas, nas quais a producdo de
anticorpos pode ser modificada (Lefevre-Pettazzoni et al., 2006).

Nestes pacientes, além da variagdo da resposta individual do hospedeiro, o
efeito do tratamento parece ser crucial na maturacdo da avidez de IgG. Sensini
(2006) relatou um atraso significativo na maturacdo de anticorpos IgG em pacientes
tratados. Lefevre-Pettazzoni et al. (2006) relataram que 6/19 pacientes que
mantiveram um indice de avidez baixo por pelo menos um ano apés infeccdo
tinham recebido tratamento antiparasitario. Meroni et al. (2009) demonstraram que
o tratamento com espiramicina em gestantes prejudica a producdo e a maturacéo

da avidez de anticorpos IgG. Por outro lado, Jenum et al. (1997) ndo observaram
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nenhum impacto do tratamento na maturacdo de IgG. Estes dados ressaltam a
necessidade de investigagcdo da maturacdo da avidez de IgG em gestantes e
pacientes em tratamento com drogas antiparasitarias. Na realidade, esta
discrepancia poderia estar relacionada com a época do tratamento em relacdo a
infeccdo e o estimulo antigénico diferente induzido pelo tratamento.

Contudo, deve-se ter em mente que o principal papel do teste de avidez no
diagnoéstico da infeccdo recente materna e risco de toxoplasmose congénita é
descartar infec¢cdo recente em mulheres gravidas que apresentaram a primeira
sorologia positiva para IgM e IgG anti-T.gondii, o que é eficiente quando sé&o
detectados altas propor¢es de anticorpos de alta avidez, ndo havendo relatos de
pacientes nestas condi¢cdes com infeccdo recente.

Neste contexto, é preciso ressaltar que a maioria dos métodos para
deteccdo da avidez de anticorpos IgG utilizam a eluicdo do complexo imune com
agentes caotropicos como a uréia, considerando apenas as propriedades
fisicoquimicas da reacéo receptor-ligante ou antigeno — anticorpo, sem levar em
conta 0s processos biolégicos de selecdo da resposta imune. Neste trabalho,
procuramos padronizar um sistema imunoenzimatico para deteccdo da avidez de
anticorpos IgG anti-T.gondii, utilizando a dissociacdo do complexo imune de forma
semelhante aos processos fisiol6gicos que poderiam estar ocorrendo no centro
germinativo dos foliculos linféides e que sdo responsaveis pela maturacdo dos
anticorpos 1gG. Assim, a utilizagdo do pH como agente caotropico estaria proximo
ao processo imunologico natural do hospedeiro, que depende da interacdo de
vérias células do sistema imune, por meio de sinapses imunolégicas (McHeyzer-
Williams e McHeyzer-Williams, 2005), com especial importancia aos exossomos
(Denzer et al., 2000; Théry et al., 2002; Chaput e Théry, 2010), que estédo
diretamente envolvidos no mecanismos de ativacdo e sele¢do de linfécitos B de

maior afinidade pelo antigeno (Denzer et al., 2000; Chaput e Théry, 2010).
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A via endocitica das células eucariontes € formada por uma complexa rede
de vesiculas, frequentemente, referidas como corpos multivisiculares (MVB),
capazes de se fundir com a membrana plasmatica, formando os exossomos que
liberam as vesiculas para o exterior (Denzer et al., 2000). E no interior destas
vesiculas que ocorre a separacdo entre muitos ligantes - receptores, através do pH
acido do seu lumen e a partir dos quais muitos receptores se reciclam para a
superficie celular (Luzio et al., 2000).

A populacdo celular com capacidade para producdo de exossomos mais
bem estudada sdo as APCs. Tal profusdo de estudos se deve ao fato dos
exossomos estarem associados a producdo de respostas de contra-ataque a
tumores, o0 que gera um consideravel interesse nessas particulas por
pesquisadores da area oncoldgica. Exossomos carregados com antigenos tumorais
ja foram descritos em estudos de fase | em pacientes portadores de melanoma
metastatico, com resultados parciais indicando regressao clinica das lesdes em
pele e em linfonodos. Outro estudo fase | com exossomos conduzido em pacientes
com neoplasia pulmonar demonstrou estabilizacdo clinica prolongada ap6s o
tratamento com exossomos (Thery et al, 2002). Duijvesz et al. (2011)
demonstraram a importancia dos exossomos como marcadores biologicos para
terapia do cancer de proéstata. Estudos recentes tém mostrado a importancia da
aplicacdo dos exossomos em vacinas contra o cancer.

Varios estudos tém demonstrado também a importancia dos exossomos em
vacinas para toxoplasmose, jA que estas estruturas apresentam caracteristicas
tanto antigénicas como de adjuvantes em vacinas (Beauvillain et al., 2009). Estes
trabalhos mostram que os exossomos produzidos por determinadas linhagens de
células dendriticas esplénicas (SRDCs) cultivadas in vitro com antigenos de
T.gondii foram capazes de induzir resposta imune celular e humoral nos
camundongos imunizados, ressaltando os exossomos como ferramenta importante

em protocolos de vacinagdo contra toxoplasmose. Estudo recente mostrou
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resultados satisfatérios com a utilizacdo de exossomos em vacinas contra
toxoplasmose congénita em camundongos, induzindo resposta imune humoral
protetora nos filhotes, com reducgdo significante de cistos cerebrais (Beauvillain et
al., 2009).

A primeira descricdo de producdo de exossomos por APC foi realizada por
Raposo et al. (1996). Esses autores demonstraram que clones de células B eram
capazes de secretar particulas derivadas de MVB indutoras de proliferacdo in vitro
de clones de células T CD4" humanas, de forma dependente do antigeno
apresentado. Em outro estudo, demonstrou-se que, de forma semelhante,
exossomos derivados de células dendriticas saturados com antigenos especificos
seriam capazes de induzir atividade de células T CD4" (via MHC 1) e T CD8+ (via
MHC 1) in vitro (Chaput e Théry, 2010). Estes resultados mostram que o0s
exossomos funcionam como moléculas de sinalizacdo intercelular e que estédo
implicados na ativacao tanto da resposta imune inata como da adquirida.

Alguns autores tém demonstrado a presenca abundante de exossomos em
células dendriticas foliculares (FDC) de linfonodos. Estas células do sistema imune
estdo envolvidas com a apresentacdo do antigeno aos linfécitos T e B. Células B
reconhecem o0 antigeno presente em imune complexo na superficie das FDCs, ja
gque estas expressam um conjunto de receptores do complemento (Liu et al., 1989).
A ligacdo dos linfécitos B a esses antigenos é altamente competitiva e representa
um passo essencial para a diferenciacdo de linfocitos B em plasmacitos e selegédo
de linfécitos B de memdria (Denzer et al., 2000; Chaput e Théry, 2010). A presenca
de particulas com caracteristicas de exossomos ricas em MHC Il na superficie das
FPCs sugere que essas células poderiam funcionar como alvo fisioldgico dos
exossomos. Neste sentido, as FDCs poderiam estimular as células T antigeno-
especificas responsaveis pela ativagédo da diferenciacdo das células B ao nivel dos
foliculos germinativos (Denzer et al., 2000), influenciando diretamente no processo

de maturacéo da avidez de anticorpos IgG.
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Um aspecto interessante da estimulag¢éo de linfécitos por exossomos é que,
freqlentemente, ha necessidade da presenca de APC para que essa estimulacéo
ocorra. Por exemplo, a proliferacdo induzida por exossomos de células T CD4"
imaturas in vitro sé ocorre com a presenca associada de células dendriticas
maduras. Do mesmo modo, exossomos humanos derivados de células dendriticas
carregados com MHC | foram capazes de ativar os clones T CD8" correspondentes
em cultura, desde que houvesse presenca concomitante de DC (Thery et al., 2002;
Chaput e Théry, 2010). Essa necessidade de interacdo entre APC, exossomos e
células efetoras indica que, sob determinadas circunstancias, a acdo dos
exossomos poderia ocorrer ao nivel de sinapse imunolégica entre APC e linfécitos
T.

Estes achados explicariam de certa forma os resultados que obtivemos em
nossa reacdo de ELISA para recuperacdo e quantificacdo de anticorpos IgG de
baixa avidez, ja que o pH &cido utilizado na reacéo estaria proximo ao do processo
fisiologico que ocorre nos foliculos germinativos na presenca dos exossomos que
estdo envolvidos diretamente com a sinapse imunoldgica responsavel pela
maturacdo e ativacdo de clones de células B a partir da interacdo com APCs e
linfGcitos T.

Como comentarios finais, nossos dados mostram que o pH pode ser usado
como caotropico em reacbes de avidez de IgG anti-T.gondii com eficiéncia
semelhante a da uréia, permitindo uma quantificacdo posterior dos anticorpos de
baixa avidez, e abrindo uma nova perspectiva para a sorologia com esta tecnologia,
fornecendo subsidios mais seguros para a determinacao temporal da doenca aguda

em gestantes ou outros pacientes com toxoplasmose.
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6 CONCLUSOES

6.1 Geral
- Foi possivel padronizar uma reac¢éo imunoenzimatica (ELISA), utilizando o
pH como caotrdpico, com possibilidade de quantificacédo direta de anticorpos
IgG de baixa avidez anti-T.gondii.

6.2 Especificas
- A avidez obtida com o tampdo citrato fosfato de sédio em pH 3,5
apresentou melhor correlagdo com a avidez medida por uréia 6M em soros
experimentais de avidez conhecida, com concentracdo 6tima de 10 ug/ml de
adsorvente na placa e diluicdo 1/200 dos soros;
- Quantitativamente, as reagdes de avidez de IgG anti-T.gondii com pH 3,5
ou uréia 6M foram semelhantes em amostras experimentais, em especial na
preservacdo de anticorpos de alta avidez, com étima correlacdo entre as
medidas percentuais de anticorpos IgG de alta avidez;
- A especificidade antigénica dos anticorpos de baixa avidez demonstrada
por western blotting foi similar com os dois caotrdpicos;
- A reacdo de ELISA avidez de IgG anti-T.gondii apresentou uma boa
reprodutibilidade intra e inter teste para ambos o0s caotrépicos, com uma
maior variagao para 0s ensaios com pH;
- O tempo de incubacdo de 1h permitiu a renaturacdo dos anticorpos de
baixa avidez, eluidos pelo pH 3,5 em reacdes de ELISA avidez de IgG anti-
T.gondii;
- A medida direta dos anticorpos de baixa avidez eluidos em pH foi possivel
apos renaturacdo por 1h, apresentando correlagcdo com a estimativa indireta
por diferenca entre a IgG total e a IgG de alta avidez determinada pela uréia
ou pelo pH, tanto em amostras experimentais como humanas, com maior
dispersdo dos valores para as amostras humanas devido ao numero

reduzido de amostras de baixa avidez.
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