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RESUMO

A retinocoroidite é a manifestacdo mais comum causada pela infeccdo congénita por
Toxoplasma gondii. Devido a gravidade das lesdes oculares que podem até levar a
perda completa da visdo, a deteccdo precoce da toxoplasmose congénita e da lesao
ocular sdo essenciais para o tratamento. Este trabalho possuiu o objetivo de avaliar a
aplicabilidade da pesquisa de anticorpos IgG e das subclasses 1gG1, 1gG2, IgG3 e
IgG4 anti-T. gondii por citometria de fluxo como marcador laboratorial das diferentes
formas de lesbes retinocoroidais na toxoplasmose congénita. Foram analisadas 88
amostras de soro de recém-nascidos com toxoplasmose congénita, sendo 25 sem
lesdo ocular (SL), 10 com lesdo ocular ativa (RA), 26 com lesdo ocular ativa e
cicatricial (RAC) e 27 com lesao ocular cicatricial (RC). Foram também utilizadas 19
amostras de soro de recém-nascidos ndo infectados que apresentaram IgG positivo
apos o nascimento (NI). Essas amostras foram obtidas a partir de soros de recém-
nascidos participantes de um programa de triagem neonatal realizado em Minas
Gerais realizado nos anos de 2006 e 2007. Os resultados demonstraram que 0s
recém-nascidos com toxoplasmose congénita apresentam maior reatividade de
anticorpos IgG total e subclasses IgG1, IgG2 e IgG3 do que individuos néo infectados.
No grupo néo infectado, o Unico anticorpo com mais de 50% de individuos com alta
reatividade de anticorpos foi IgG4. Ao comparar 0s grupos de individuos com
toxoplasmose congénita, foi observado que o grupo RAC, seguido de RC, apresentou
maior reatividade principalmente para os anticorpos IgG1l e IgG3 comparado aos
recém-nascidos dos grupos RA e SL, enquanto que pacientes do grupo RA
apresentaram maior reatividade para lgG4 do que individuos dos outros grupos. IgG1
foi a Unica subclasse capaz de diferenciar os grupos NI, SL dos grupos RAC e RC.
Também foi avaliado o indice de avidez de IgG total, que ndo permitiu estabelecer
nenhum critério de diferenciagcéo das formas de les@o ocular causadas pelo T. gondii.
Portanto, a citometria de fluxo demonstrou que pode ser um método laboratorial
complementar para ser utilizado como indicador das diferentes lesdes oculares

causadas pela toxoplasmose congénita

Palavras-chave: Toxoplasmose congénita. Toxoplasmose ocular. Lesdes oculares.

Retinocoroidite. Citometria de fluxo. Toxoplasma gondii.



ABSTRACT

Retinochoroiditis is the most important disorder caused by Toxoplasma gondii
infection. Because of severity of ocular lesions that can lead to blindness, early
detection of congenital toxoplasmosis and ocular lesion are critical to treatment. The
purpose of this study was evaluate the research applicability of IgG and subclasses
IgG1, 1gG2, 1IgG3 and IgG4 by flow citometry as a laboratorial biomarker for different
forms of ocular lesions in congenital toxoplasmosis. For this purpose, was investigated
the presence of antibodies anti-T. gondii 1IgG and subclasses by flow citometry. 88
serum samples from newborns with congenital toxoplasmosis were analyzed, of these,
were 25 without ocular lesions (SL), 10 with active ocular disease (RA), 26 with active
and cicatricial ocular lesions (RAC) and 27 with cicatricial ocular lesions (RC). Were
also used 19 serum samples from uninfected infants with a positive IgG after birth (NI).
These samples were obtained from Neonatal Screening Program in Minas Gerais,
Brazil performed in the years 2006 and 2007. The results demonstrate that infants with
congenital toxoplasmosis showed greater reactivity of antibodies IgG and subclasses
IgG1, IgG2 and IgG3 than newborns uninfected. In the non-infected group the only
antibody with over 50% of individuals with high antibody reactivity was 1gG4. Among
infants infected, the group of patients with lesions RAC showed greater reactivity to
IgG and subclasses IgG1, 1gG2 and IgG3 than infants groups of RC, RA and SL.
Patients in group RA showed greater reactivity to IgG4 than other groups. IgG1 was
the only subclass capable to differentiate group NI and SL than group RAC and RC.
Was also evaluated IgG avidity that not allowed to establish any criteria for
differentiating forms of eye lesion caused by Toxoplasma. Therefore, the results
demonstrated that flow citometry can be used as an additional biomarker for different

forms of retinochoroiditis.

Keywords: Congenital toxoplasmosis. Ocular toxoplasmosis. Ocular lesions.

Retinochoroiditis. Flow citometry. Toxoplasma gondii
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma doenca de grande distribuicdo mundial causada pelo parasito
intracelular obrigatorio Toxoplasma gondii. Estima-se que a prevaléncia da doenga em
adultos possa atingir até 30% da populacdo mundial dependendo da regido avaliada
e dos métodos empregados no estudo (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Em mais de 80% dos individuos adultos imunocompetentes infectados a
toxoplasmose € assintomatica e autolimitada. Quando ocorrem manifestacées clinicas
geralmente sdo inespecificas como febre, fadiga e linfadenopatia que podem ser
confundidas com outras doencas. Em contraste, em pacientes imunocomprometidos
as manifestacdes clinicas sdo mais severas como pneumonia, encefalite, miocardite
e doenca ocular grave. Quando a infeccéo ocorre durante a vida fetal ou em recém-
nascidos pode causar lesbes graves, especialmente no sistema nervoso central,
deixando sequelas importantes como hidrocefalia e calcificagbes cerebrais. Podem
causar ainda retinocoroidite, induzir nascimento prematuro, e até a morte do embrido
ou do feto. A retinocoroidite € a lesdo mais comum causada pela infeccdo congénita
por T. gondii (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

O T. gondii foi descoberto em 1908 por Nicolle & Manceaux na Africa ao estudarem o
roedor nativo Ctenodactylus gondi e ao mesmo tempo por Alfonso Splendore no Brasil
ao realizar estudos em coelhos (DUBEY et al., 2012). E um protozoario do filo
Apicomplexa, pertencente a classe Conoidasida, ordem Eucoccidiorida, familia
Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatidae e género Toxoplasma, sendo a Unica
espécie conhecida desse género até o momento. E capaz de infectar uma grande

variedade de vertebrados, inclusive o homem.

O ciclo de vida do T. gondii é heteroxeno facultativo, durante o qual apresenta trés
formas: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos. O ciclo do protozoéario se desenvolve
em duas fases: fase sexuada ou coccidiana e fase assexuada. A fase sexuada ocorre
apenas nas células epiteliais do intestino delgado de felinos ndo imunes, 0s
hospedeiros definitivos do parasito. A fase assexuada ocorre nos hospedeiros
intermediarios apds a infeccdo com esporozoitos derivados de oocisto ou apés a
exposicdo a bradizoitos derivados de cistos, geralmente ingeridos com alimentos de

origem animal.
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INTRODUCAO

Os hospedeiros definitivos sdo os membros da familia Felidae, entre os quais o gato
domeéstico € o mais importante para o homem. Os hospedeiros intermediarios sdo

diversas aves e mamiferos, incluindo o homem (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Adaptado do CDC (Centers for Disease
Control and Prevention), 2013.

Os hospedeiros definitivos se infectam ingerindo qualquer uma das trés formas
evolutivas do parasito (FRENKEL, 1970). Os esporozoitos, taquizoitos e bradizoitos
ao penetrarem nos enterécitos desses hospedeiros sofrerdo um processo de
reproducdo assexuada (merogonia) dentro do vacuolo parasitoéforo, originando
merozoitos. Apos o rompimento da célula, os merozoitos séo liberados, penetram em
novos enterocitos e se transformam em formas sexuadas masculinas e femininas. As
formas masculinas saem das células e fecundam as formas femininas, formando o
zigoto. O zigoto originarad os oocistos e quando a célula epitelial se romper, 0 oocisto
sera liberado junto com as fezes do animal. No ambiente, 0s oocistos maturam e
passam a apresentar esporozoitos tornando-se entao infectantes. Os oocistos podem
permanecer infectantes no ambiente por cerca de 12 a 18 meses se estiverem em
condi¢des favoraveis de umidade e temperatura (DUBEY, 2010a). E interessante
observar que essa infeccdo no hospedeiro definitivo faz desenvolver resposta
imunitaria que impede reinfecgdes. Portanto, os membros da familia Felidae so

eliminam oocistos na primeira infecgao.
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INTRODUCAO

A contaminacdo dos hospedeiros intermediarios pode ocorrer apds a ingestdo de
oocistos maduros, cistos teciduais contendo bradizoitos ou, mais raramente, pelo
contato com taquizoitos. As formas taquizoitos ndo resistem ao suco gastrico, porém
as que penetram na mucosa digestiva sdo capazes de dar continuidade ao ciclo.
Essas sdo as formas evolutivas de multiplicacdo rdpida e, em teoria, capazes de
infectar qualquer célula de vertebrados. Apds passarem pelo trato gastrointestinal, em
cujas células se multiplicam por divisdo assexuada dentro de um vacuolo parasitoforo,
originam outros taquizoitos os quais podem penetrar novamente células do intestino
e continuar se multiplicando dando origem a novos taquizoitos ou se disseminar pelos
tecidos. A disseminacdo dos taquizoitos se faz por via sanguinea e linfatica de modo
tal que todos os tecidos do hospedeiro podem ser acometidos. O maior ou menor
acometimento vai depender de varios fatores, dentre eles a quantidade de parasitos,

a susceptibilidade do hospedeiro e a viruléncia da cepa infectante.

Essa fase inicial ou proliferativa caracteriza a fase aguda da toxoplasmose. Com o
aparecimento da resposta imune do hospedeiro, a maioria dos taquizoitos € eliminada
do sangue, linfa e dos tecidos. Os taquizoitos que resistem e escapam da resposta
imunitaria, passam a se multiplicar mais lentamente sendo agora chamados de
bradizoitos. Os bradizoitos formam cistos teciduais que sao capazes de se
desenvolver em varios 6rgdos, sendo mais frequentes nos tecidos neural e muscular,
acometendo encéfalo, olhos e masculos esquelético e cardiaco. A formacgéao de cistos
teciduais, nos quais a multiplicacédo € muito lenta e a disseminacéo € controlada, gera
a fase assintomética da infec¢do que ao que parece persiste por anos ou até por toda
a vida do hospedeiro. Essa persisténcia da infeccdo por longos periodos € atestada
pelas reativacbes que podem ser observadas em estados de imunodepressao, a
exemplo da AIDS (DUBEY, 1998A; 2010A).

Surtos de toxoplasmose aguda em humanos de varias regiées do mundo demonstram
que as fontes de infeccdo variam de acordo com diferencas culturais e habitos
alimentares (TENTER; HECKEROTH; WEISS; 2000). Nesses surtos a ingestao de
carne crua ou mal cozida de animais que contenham cistos em seus tecidos parece a
principal forma de infeccdo. No entanto, a alta prevaléncia da infeccdo em humanos
sugere que outras formas de infecgcdo podem existir. Hoje € sabido que o homem e
outros animais se contaminam por meio da ingestdo de oocistos maduros presentes

no ambiente, eliminados com as fezes de felideos infectados ndao imunes. Estes
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oocistos podem contaminar agua, solo, alimentos, caixas de areia dos gatos
domésticos e lixo, além da possibilidade de serem carreados por insetos (BAHIA-
OLIVEIRA et al, 2003, KRAVETZ & FEDERMAN, 2005).

Outras formas menos comuns de transmissao incluem transfusdo sanguinea ou de
plasma caso haja taquizoitos livres no sangue ou plasma do doador, transplantes de
orgados contendo cistos teciduais com a reativacdo da doenca devido ao uso de
imunossupressores, e acidentes de laboratoério em que os primeiros relatos foram
dados por Remington & Gentry em 1970. Em 1998, um estudo sugeriu que o leite
contendo taquizoitos era um fator associado a infeccdo priméria entre humanos.
Apesar de ndo haver evidéncias que comprovem esta transmissao, o leite ndo pode
ser descartado como possivel fonte de infeccdo. O T. gondii j& foi encontrado em
outros fluidos corporais além do leite como urina, escarro e sémen, mas nao existe
nenhuma evidéncia conclusiva que comprove a transmissao do parasito pelo contato
com estes fluidos (PAUL, 1998, TENTER; HECKEROTH; WEISS; 2000)

1.1 TOXOPLASMOSE CONGENITA

7

A infeccdo pelo T. gondii geralmente € capaz de desencadear uma resposta
imunologica duradoura e protetora. Esta resposta em mulheres, caso a infeccao
ocorra antes da gravidez, previne na maioria dos casos a transmissao do T. gondii por
via transplacentéria para o feto (HILL & DUBEY, 2002). Contudo, a infec¢cdo primaria
em gestantes é o problema mais importante relacionado a toxoplasmose porque é na
fase aguda da infeccdo que a transmissdo para o feto pode ocorrer. No Brasil, a
prevaléncia da toxoplasmose congénita varia de 5 a 23 casos para cada 10.000
nascidos vivos, dependendo da regido avaliada e do método utilizado no estudo
(DUBEY et al, 2012).

Durante a disseminacao do parasito na gestante, o T. gondii coloniza e se multiplica
na placenta, atingindo a circulagéo do feto em cerca de 30% dos casos. O risco de
transmissdo do parasito para o feto no primeiro trimestre de gravidez € menor,
aumentando com o passar do tempo gestacional, devido a reducédo do espaco entre

0 sangue materno e o fetal nas vilosidades coridnicas. No entanto, a doenca congénita
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€ mais grave quando a infec¢do é adquirida nos trés primeiros meses de gestacao
(ROBERT-GANGNEUX, DARDE, 2012).

Na maioria dos casos, o recém-nascido infectado pode ser assintomatico ou
apresentar sintomas subclinicos. Em 1942, Sabin reuniu achados clinicos e prop6s
que trés sinais seriam tipicos da toxoplasmose congénita: hidrocefalia (macro ou
microcefalia), calcificacdo cerebral e retinocoroidite. Atualmente, perturbagbes
neuroldgicas também séo incluidas nesse quadro, conhecido como tétrade de Sabin.
Além destes sinais, também pode ocorrer nos recém-nascidos, perda da audicéo,
linfadenopatia, febre, dificuldade de aprendizado, entre outros sintomas inespecificos.
Dessa forma, o diagnéstico diferencial com outras doencas congénitas € muito
importante. (MONTOYA,; LIESENFELD, 2004, REMINGTON, 2006).

1.2 TOXOPLASMOSE OCULAR

A toxoplasmose ocular € geralmente uma uveite posterior que afeta na maioria dos
casos a retina com acometimento secundario da cordide, portanto, uma
retinocoroidite. No Brasil, estima-se que 80% dos casos de uveite posterior ocorram
devido a infeccao pelo T. gondii (MELAMED et al, 2010). Em alguns pacientes, o T.
gondii pode afetar também o corpo vitreo e a camara anterior dos olhos (RATHINAN;
ASHOK, 2010). Formas atipicas e mais agressivas da toxoplasmose ocular podem
ocorrer como neuroretinite, vasculite retinal oclusiva, retinal e subretinal,

neovascularizacgao e diversas leses do nervo éptico (SMITH; CUNNINGHAM, 2002).

Trato uveal ou Uvea é uma regido ocular extremamente vascularizada composta pela
iris, corpo ciliar e cordide, localizada entre a retina e a esclera. Uveite € um termo
genérico utilizado para denominar inflamagfes que ocorrem tanto no trato uveal
guanto para as que atingem a retina e a esclera (ATMACA; SIMSEK; BATIOGLU;
2004).

As uveites podem ser classificadas de acordo com a posicao anatébmica da lesdo em:
uveites anteriores, intermediarias, posteriores e panuveites. Nas uveites anteriores ha
0 acometimento da iris e dos corpos ciliares. Nas intermediarias ocorre inflamacéao no

corpo vitreo, na retina periférica e na parte posterior dos corpos ciliares. Nas
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posteriores ha o envolvimento da cordide e da retina. Quando h& o acometimento de
dois ou mais seguimentos classifica-se como panuveite (BLOCH-MICHEL &
NUSSENBLATT, 1987).

A retinocoroidite causada pelo T. gondii é reconhecida como a causa mais comum de
uveite posterior em individuos imunocompetentes em todo o mundo (OREFICE &
BAHIA-OLIVEIRA, 2005). No Brasil, varios estudos demonstram a importancia da
retinocoroidite por T. gondii. Em S&o Paulo foi relatado que a principal causa de
dificuldade visual em criangas € a retinocoroidite por T. gondii (HADDAD et al, 2007).
Um grande estudo realizado no estado de Minas Gerais no ano de 2009, no qual foram
avaliados 146.307 recém-nascidos, revelou que das criancas com toxoplasmose
congénita 79,8% apresentaram lesdes retinocoroidais consistentes com as causadas
pelo T. gondii (VASCONCELOS-SANTOS et al, 2009). Outro estudo realizado em MG,
entretanto restrito a regido de Montes Claros, demonstrou que todas as lesdes
oculares de criangas com toxoplasmose congénita avaliadas na ocasidao foram
classificadas como retinocoroidite (SOARES et al, 2011). Em Goiania, a maioria dos
recém-nascidos com toxoplasmose congénita avaliados no ano de 2009

apresentavam lesdes consistentes com retinocoroidite (RODRIGUES et al, 2009).

Acredita-se que o desfecho da infecgéo na toxoplasmose congénita dependa tanto da
carga parasitaria quanto do tipo de cepa de T. gondii com a qual o paciente esta
infectado. Em 2013, Costa e colaboradores avaliaram amostras de sangue periférico
de 150 criancas com toxoplasmose congénita confirmada pela técnica de PCR em
tempo real. Neste estudo, foi possivel correlacionar a parasitemia apresentada com
as formas de lesdo ocular, principalmente para lesdes oculares ativas (COSTA et al,
2013). Segundo Gilbert e colaboradores (2008), criancas brasileiras possuem
probabilidade cinco vezes maior de desenvolver toxoplasmose grave do que criancas
nascidas na Europa. Essa diferenca pode ser devido a presenca de diferentes
populacdes do parasito existentes na América do Sul em relacdo a Europa e América
do Norte (AJZENBERG et al, 2004, LEHMANN et al, 2006). No Brasil, a cepa do tipo
| parece estar mais envolvida com lesdes oculares, enquanto na Franca e nos EUA a
principal responsavel pelos acometimentos é a do tipo || (COMMODARO et al, 2009).
Entretanto, um estudo recente realizado no Brasil revelou que embora uma grande

variedade de gendtipos do T. gondii tenha sido identificada a partir do soro de recém-
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nascidos com toxoplasmose congénita, ndo foi possivel correlacionar estes genoétipos

com as lesdes oculares dos recém-nascidos (CARNEIRO et al 2013).

Além desses fatores, acredita-se que a resposta imunitaria seja muito importante na
patogénese da retinocoroidite, admitindo-se que mecanismos de hipersensibilidade
possam estar envolvidos (GARWEG; CANDOLFI, 2009).

E possivel que as formas taquizoitos do T. gondii possam chegar ao tecido ocular de
duas maneiras: através da circulacdo sanguinea quando livres no plasma ou através
de leucacitos circulantes infectados uma vez que ocorre a migracao de células para o
olho atraidas por quimiocinas liberadas durante a infeccdo. Achados recentes
sugerem que os taquizoitos também podem atravessar o endotélio vascular da retina
de forma n&o assistida, com participacao da ICAM-1 deste endotélio (FURTADO et al,
2012a). Outra teoria supfe que os parasitos podem atingir os olhos provenientes do
cérebro, possivelmente através do nervo éptico. Essa hipotese é suportada por
achados de cistos de parasitos na periferia do nervo éptico e na proximidade de vasos
sanguineos. (FURTADO et al, 2012b).

1.2.1 Classificacdo das lesdes oculares causadas por Toxoplasma gondii

O pouco entendimento sobre a toxoplasmose ocular dificulta a associacdo de dados
laboratoriais com o perfil clinico do paciente (GARWEG et al, 2005). Dessa forma, até
o momento, o diagndstico da retinocoroidite por T. gondii € basicamente clinico
(COMMODARO et al, 2009). Além disso, busca-se o diagndstico da doenca ocular
apenas quando o paciente apresenta alguma dificuldade visual ou, no caso de

criancas assintomaticas, quando a mée foi primoinfectada durante a gestacao.

O diagnéstico clinico baseia-se principalmente em achados de lesdes oculares
consideradas como causadas pelo T. gondii. Quando ocorrem manifestagdes atipicas,
métodos mais invasivos podem ser utilizados para auxiliar no diagnéstico, como a
identificacdo de cistos oculares em biopsias e PCR para deteccdo de DNA do parasito
no fluido ocular (VASCONCELOS-SANTOS, 2012, BUTLER et al, 2013).
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Apbés o diagnéstico complexo da toxoplasmose ocular, a segunda dificuldade
encontrada é a classificacdo das lesdes causadas pelo parasito. Existem diferentes
formas de classificacdo das lesbes oculares baseadas principalmente nas
caracteristicas do dano causado. Em 2005, Oréfice e Bahia-Oliveira propuseram um
sistema de classificagdo para pesquisas epidemiologicas baseado em critérios
morfolégicos que refletem o grau de prejuizo da retina, onde as lesdes foram divididas
em tipo I, Il e lll. Neste sistema de classificacdo, a lesdo do tipo | é a de maior
acometimento da retina, seguida da lesdo de tipo Il e do tipo Ill, com menor
acometimento da retina, sendo que na lesdo do tipo Il ndo é possivel afirmar a sua

etiologia.

As lesdes oftalmoldgicas por toxoplasmose podem ser acompanhadas na sua
evolucdo, pois mostram aspectos morfologicos diferentes (Figura 2). Nas primeiras
seis semanas, ocorrem lesdes com focos amarelo esbranqui¢cados e um recobrimento
opaco do corpo vitreo, comumente acompanhada de grave reacgéo inflamatéria vitrea,
caracterizando a lesdo aguda. Apdés o periodo inicial, ocorre regressao da lesao ativa
e formacéo de uma cicatriz e passa a ser chamada de lesédo cicatricial. Quando ao
exame oftalmoldgico identificam-se lesBes com caracteristicas de lesdo ativa e de
lesdo cicatricial ao mesmo tempo, denomina-se lesédo cicatricial e ativa, sendo
considerada em adultos uma provavel recorréncia da lesdo. Em 60% dos casos ocorre
a reativacdo das lesdes, principalmente nas bordas das cicatrizes retinocoroidais,
porém os fatores que levam a esta recorréncia ainda sao desconhecidos. Acredita-se
que a ruptura espontanea ou apés choque mecanico por trauma dos cistos do parasito
na retina seja um dos fatores importantes para a reativacdo (GOLDENBERG et al,
2013).
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Figura 2. LesOes oculares causadas pela infeccédo por T. gondii. A. Lesé&o aguda B.
Lesdo cicatricial C. Lesdo aguda e cicatricial. Modificado de Oréfice F e Bahia-Oliveira,
2005.

1.2.2 Resposta imune humoral na toxoplasmose ocular

Os anticorpos IgA e IgM sao os primeiros a serem produzidos apés a infeccao por T.
gondii e atingem o plateau em cerca de um més (Figura 3). As imunoglobulinas IgM
sdo 0s principais ativadores do complemento, sdo excelentes aglutinadores,
caracteristica utilizada em técnicas de diagnéstico. Os anticorpos IgM geralmente
atingem o pico de 1 a 2 meses ap0s a infec¢cdo, decaem apds alguns meses e tornam-
se negativos. Todavia, podem permanecer detectaveis por um ano ou mais em alguns
individuos. Por outro lado, em raros casos a IgM pode tornar-se negativa em 3 meses
de infeccdo ou serem dificimente detectaveis (ROBERT-GANGNEUX & DARDE,
2012).

Os anticorpos IgM circulantes em recém-nascidos geralmente sdo considerados de

origem fetal e séo utilizados como diagndstico para infecgdo congénita uma vez que
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este anticorpo ndo € capaz de atravessar a placenta. As anticorpos IgE especificos

também s&o produzidos no inicio da infeccdo, mas rapidamente desaparecem.

Os anticorpos IgG séo produzidos sistemicamente e sdo a principal classe de
anticorpos envolvidos na resposta imune humoral durante a infecgdo pelo T. gondii. A
imunoglobulina 1gG pode ser detectada em tempos de infeccdo diferentes
dependendo da técnica laboratorial utilizada. Independente da técnica, o IgG atinge o
plateau em 2-3 meses de infeccdo, decai numa velocidade variavel e persiste por toda
a vida do paciente em titulos residuais. Os anticorpos IgG de baixa avidez
predominam no inicio da infeccdo enquanto que os anticorpos de alta avidez indicam
infeccdo passada. Contudo, anticorpos IgG de baixa avidez podem persistir
circulantes no individuo portanto, ndo € possivel afirmar que a infeccdo € de fato

recente.

Estudos tem demonstrado que as subclasses de IgG estao presentes em diferentes
propor¢cdes durante a toxoplasmose onde IgGl, 1gG2 e IgG3 parecem ser
predominantes. Durante a infeccéo, os taquizoitos sdo rapidamente lisados atraves
da acdo da via classica do complemento e vem sendo relatado a importancia dos
anticorpos na prevencao da proliferacdo de taquizoitos tanto na infec¢do primaria
quanto na recorrente. (FILISETTI & CANDOLFI, 2004, ROBERT-GANGNEUX &
DARDE, 2012).

I 3
Titulo de
anticorpos i Otitulo de 1gG atinge o plateau dentro de 2-3
O titulo de lgM meses na auséncia de tratamento
atinge o plategu < —
dentro de um més
—
1gG (ELISA)
1gG (teste do corante,
IgM RIFI)
lgA
| T T T T 7T
0 1 2 3 4 5 6 10

Tempo de infeccdo (meses)

Figura 3. Cinética de anticorpos durante a infecgdo por Toxoplasma gondii.
Adaptado de Robert-Gangneux & Dardé, 2012
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Apesar da doenca ocular ser a manifestagéo clinica mais comum da toxoplasmose
(HOLLAND, 2004), poucos estudos tem sido realizados para compreender a resposta
humoral de pacientes portadores de lesdes oculares devido a infec¢ao por T. gondii.

Apos estudos de Witmer (1954), Goldman (1957) e Desmonts (1966) foi possivel
sugerir se ha foco ocular da doenca utilizando um indice capaz de relacionar a
concentracéo total de anticorpos no humor aquoso com a concentracdo total dos
mesmos anticorpos no soro (Coeficiente de Goldman-Witmer-Desmonts). Este
coeficiente € determinado dividindo-se os anticorpos especificos presentes no humor
aquoso ou vitreo pelos anticorpos IgG totais do humor aquoso ou vitreo (valor X).
Posteriormente, divide-se o0s anticorpos especificos do soro pelos anticorpos 1gG
totais do soro (Valor Y). Apds, divide-se os dois valores encontrados (X/Y) e o
resultado encontrado € o coeficiente (C). O indice elevado indica a possivel producéo
intraocular de anticorpos durante a toxoplasmose ocular, constituindo-se em uma
prova indireta da existéncia do parasito dentro do olho (VASCONCELOS-SANTOS,
2012). Este coeficiente até hoje tem se mostrado uma ferramenta auxiliar no

diagnéstico da toxoplasmose ocular (ERRERA et al, 2011).

Com o objetivo de compreender a imunopatogénese da toxoplasmose ocular, Lu e
colaboradores em 2004 utilizaram um modelo experimental de camundongos
knockout para células CD4, CD8 ou células B. Neste estudo, os camundongos
selvagens apresentaram necrose grave, inflamacéo e replicacdo dos parasitos nos
olhos. Em contraste, inflamacéo leve e sem sinais de necrose associada ao aumento
de carga parasitaria foi encontrada em animais knockout para células CD4. Ja
camundongos knockout para CD8 e animais knockout para células B demonstraram
aumento de necrose em resposta a uma infec¢éo ocular primaria e a carga parasitaria
foi aumentada nos olhos desses animais sendo maior ainda para knockout de células
B. N&o houve aumento nos niveis de IFN-y e TNF-a no soro de animais knockout para
CD4 apos infecgdo assim como ndo houve aumento dos niveis de IgG no soro ou
humor aquoso de animais knockout para células B. Estes resultados sugerem que as
células TCD8 e B desempenham um papel importante na limitagéo da proliferagdo de
taquizoitos nos olhos o que indica indiretamente a importancia dos anticorpos na
defesa do organismo durante a doenca (LU F, HUANG S, KASPER H.L, 2004).

Avaliando amostras de individuos humanos com a manifestacdo ocular, Garweg e

colaboradores em 2004, utilizando a técnica de imunoblotting avaliaram amostras de
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humor aquoso de 46 individuos com toxoplasmose ocular e observaram que proteinas
reconhecidas por IgG foram detectadas em 98% dos casos e para IgA em 78% das
amostras avaliadas. Comparando com o grupo sem manifestacfes de inflamacéo
ocular (grupo controle), admitiu-se que em 70% dos casos ha evidéncia de producéo

local de anticorpos IgG nas amostras de toxoplasmose ocular.

Papadia e colaboradores em 2011, utilizando a técnica de ELISA, avaliaram a
presenca de IgG anti-T. gondii no soro de pacientes adultos e criangas com
toxoplasmose ocular ativa, toxoplasmose ocular inativa e como grupo controle
pacientes com uveites causadas por outros agentes. Neste estudo, os autores
demonstraram que 96% dos pacientes com uveite ativa compativel com toxoplasmose
ocular apresentaram titulos de 1gG anti-T. gondii no soro quatro vezes maiores que 0
valor do ponto de corte estabelecido. Além disso, este mesmo estudo revelou que
pacientes com caracteristicas clinicas compativeis com lesdo ocular aguda causada
pelo T. gondii possuem 93% de chance de apresentarem titulos mais elevados de IgG
(cerca de 20 vezes mais altos) do que pacientes com doencga inativa ou com outras

uveites causadas por outros agentes.

Estudos tem demonstrado a correlacdo entre a presenca de anticorpos IgA anti-T.
gondii na lagrima de pacientes com toxoplasmose ocular e a lesdo ativa. Lynch e
colaboradores em 2011 avaliaram amostras de lagrimas de 29 pacientes com uveite
posterior aguda causada por T. gondii por meio da técnica de ELISA. No estudo foi
comparado a presenca de IgA durante a fase aguda da doenca e a fase inativa e foi
demonstrado que ha uma queda significativa da quantidade de anticorpos IgA na fase

inativa da lesao.

Apesar de anticorpos IgA serem produzidos pelas células da placenta, uma explicacéo
para a provavel producéo local de IgA durante a toxoplasmose ocular € o fato de que
durante a fase intestinal do ciclo do parasito linfocitos localizados na lamina prépria
do trato intestinal sdo sensibilizados, porém podem migrar para diferentes areas
inclusive para a retina onde podem produzir IgA ao entrarem em contato com o
parasito. Acredita-se também que a producdo de IgA no local da infec¢cdo pode ser
devido a presenca de TGF-3 que favorece a mudanca de isotipo para IgA. Na infeccao
aguda, IgA pode permanecer por 8 a 9 meses (HEGAB S. M, AL-MUTAWA S.A, 2003).

Na tentativa de complementar a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii, Suresh e

colaboradores (2012) utilizando a técnica de ELISA avaliaram o indice de avidez de
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IgG anti-T. gondii em adultos com retinocoroidite por T. gondii e demonstraram que
pacientes com reativacdo da toxoplasmose ocular apresentam indice de avidez de
IgG mais alto quando comparado a pacientes com infeccdo ocular recentemente

adquirida.

Com relagdo ao perfil de anticorpos de recém-nascidos com toxoplasmose ocular,
ainda séo raros os estudos. Recentemente, de Souza-e-Silva e colaboradores (2013)
utilizaram a técnica de ELISA para avaliar a reatividade de IgG e suas subclasses anti-
antigenos recombinantes no soro de recém-nascidos com toxoplasmose congeénita.
Os resultados demonstraram que a reatividade de IgG total para o antigeno
recombinante rMIC3 foi associada negativamente a lesdo do tipo ativa e cicatricial
(RAC). Recém-nascidos com RAC apresentaram quatro vezes menos chance de ter
anticorpos IgG total anti-rMIC3 do que recém-nascidos infectados sem lesao ocular,
ou seja, quanto mais anticorpos IgG total, menor a chance de apresentar a leséo do
tipo RAC. No mesmo estudo foi demonstrado que os niveis de 1gG2 e IgG4 anti-rMIC3
possuem associacao positiva com a presenca de lesdes retinocoroidais sugerindo que
pode haver uma correlacdo entre a resposta imune humoral traduzida pela producéo

destes dois anticorpos e a retinocoroidite causada pelo T. gondii.

Portanto, devido a escassez de dados relacionados a pesquisa de anticorpos e a
presenca de lesdes oculares em recém-nascidos com toxoplasmose congénita, neste
estudo utilizamos a citometria de fluxo para a pesquisa de IgG e suas subclasses bem
como para a pesquisa de avidez de IgG em soros de recém-nascidos com
toxoplasmose congénita e retinicoroidite na tentativa de estabelecer um indicador

laboratorial das diferentes formas de lesdes oculares causadas pelo T. gondii.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade da pesquisa de anticorpos anti-T. gondii por citometria de fluxo
como indicador laboratorial das diferentes formas de lesdes retinocoroidais na

toxoplasmose congénita.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o perfil de anticorpos IgG total e das subclasses IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4
anti-T. gondii em soros de recém-nascidos ndo infectados e com toxoplasmose
congénita e correlacionar com as formas de lesbes retinocoroidais ativa, ativa e

cicatricial e cicatricial.

- Avaliar o indice de avidez de IgG total anti-T. gondii em soros de recém-nascidos
nao infectados e com toxoplasmose congénita e correlacionar com as formas de

lesdes retinocoroidais ativa, ativa e cicatricial e cicatricial.
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3. METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo utilizou amostras de soros de recém-nascidos obtidas de um estudo do
programa de triagem neonatal o qual foi aprovado no Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais, Parecer n° 0298/06.

3.2 AMOSTRAS

Foram utilizadas amostras de soro de recém-nascidos participantes de um programa
de triagem neonatal realizado em Minas Gerais nos anos de 2006 e 2007. Durante o
programa de triagem, amostras de sangue dos recém-nascidos foram coletadas em
papel de filtro 5 a 7 dias apds o nascimento. O diagnostico da toxoplasmose congénita
foi realizado por ELISA de captura para detec¢cao de IgM anti-T.gondii (TOXO IgM Q-
Preven, Symbiosis Diagndstica Ltda, Leme, Brasil). Nos casos positivos ou
indeterminados, amostras de soro foram coletadas 1 a 2 meses depois do nascimento
e realizado um ensaio confirmatério com a metodologia ELFA-VIDAS para pesquisa
de IgM e IgG.(Biomerieux AS, Lyon, Franca).

Foram confirmadas como verdadeiramente positivas para toxoplasmose congénita as
criancas que apresentaram niveis de IgG elevados apd6s 12 meses de vida pela
técnica de ELFA-VIDAS. Os recém-nascidos que apresentaram IgG negativo ap6s 12

meses de vida foram considerados nao infectados.

No mesmo dia da coleta do soro foi realizado o exame oftalmolégico nos recém-
nascidos participantes. Durante a avaliagéo oftalmoldgica dos recém-nascidos com
toxoplasmose congénita, foram classificados como pacientes sem lesao ocular (SL),
pacientes com retinocoroidite ativa (RA), com retinocoroidite cicatricial (RC) e

retinocoroidite cicatricial e ativa (RAC).
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Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 88 amostras de soro de recém-
nascidos com toxoplasmose congénita, sendo 25 sem lesao ocular (SL), 10 com leséao
ativa (RA), 26 com leséo ativa e cicatricial (RAC) e 27 com leséo cicatricial (RC).
Foram também utilizadas 19 amostras de soro de recém-nascidos néo infectados que

apresentaram IgG positivo apds o nascimento (NI) (Figura 4).
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Figura 4. Organograma de selecdo de amostras de soros de recém-nascidos.
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3.3 OBTENCAO E PREPARO DAS FORMAS TAQUIZOITAS DE Toxoplasma gondii

Os parasitos foram gentilmente cedidos pelo professor José Roberto Mineo da
Universidade Federal de Uberlandia — MG. Taquizoitos da cepa padrédo RH de T.
gondii foram mantidos em camundongos Balb/C de idade entre 6 a 9 semanas. Foram
realizadas passagens seriadas nos animais em intervalos de 48 a 72 horas de um
inéculo contendo aproximadamente 108 taquizoitos/mL. Os taquizoitos foram
coletados por lavagem intraperitoneal com solucao salina estéril tamponada a 0,01M
(PBS, pH=7,2-7,4). Em seguida, a suspensao foi centrifugada a 45 x g, 1 minuto, a
4°C para retirar possiveis restos celulares provenientes do hospedeiro. O
sobrenadante foi coletado e lavado duas vezes a 720 x g, 10 minutos, a 4°C com PBS.
Os parasitos foram tratados com solucéo fixadora Max Fax Fix (MFF) pH=7,2 (10g/L
de paraformaldeido, 10,2g/L de cacodilato de sédio e 6,65¢/L de cloreto de sédio)
diluido 1:1 em PBS e armazenado a 4°C por 24 horas. Ap6s a fixacao, foi realizada
uma nova centrifugacdo a 1.000 x g, 10 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspenso
em PBS e os parasitos contados em camara hemocitométrica. No momento do uso, a
concentracdo dos parasitos foi ajustada para 5,0 x 108 taquizoitos/mL em PBS
enriquecido com 3% de soro fetal bovino (PBS-3% SFB).

3.4 DETECCAO DE IgG E SUBCLASSES DE IgG ANTI-Toxoplasma gondii POR
CITOMETRIA DE FLUXO

Os ensaios de imunofluorescéncia para deteccdo de anticorpos anti-taquizoitos de T.
gondii foram realizados segundo o protocolo descrito por Silva-dos-Santos e
colaboradores (2012).

Em placas de microtitulacéo de 96 pocos de fundo em U foram adicionados 50uL dos
soros dos pacientes, diluidos 1: 32.000 a 2.048.000 para a pesquisa de 1gG e IgG1,
1:250 a 1:16.000 para a pesquisa de IgG2, 1:1000 a 64.000 para IgG3 e 1:500 a
32.000 para IgG4 (Tabela 1). Em seguida foram adicionados 50uL da suspenséao de
parasitos numa concentracéo de 5,0 x 108 taquizoitos/mL.

33



METODOS

ApOs um periodo de incubacdo de 30 minutos a 37°C, os parasitos foram lavados
duas vezes com PBS-3% SFB gelado e a placa foi centrifugada a 1.000 x g por 10

minutos a 4°C.

Posteriormente, para revelar os anticorpos IgG anti-taquizoitos, adicionou-se em cada
poco 50uL de anticorpo secundario anti-lgG marcado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC — Sigma Chemical Corp., St Louis, MO, EUA) na diluicao 1:20.000
seguido de incubacéo a 37°C por 30 minutos ao abrigo da luz. Os parasitos foram
lavados duas vezes com PBS-3% SFB gelado por centrifugacdo a 1000 x g durante
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado vertendo a placa rapidamente

seguido de agitacao.

Para a deteccéo das subclasses de IgG anti-T. gondii, o procedimento foi semelhante
ao realizado para anticorpos IgG, porém, neste caso o conjugado adicionado em cada
poco foi 0 anticorpo anti-subclasse biotinilado na diluigdo 1:20.000 para 1gG1, 1:1.000
para IgG2 e IgG4 e 1:2.000 para IgG3.

A placa foi incubada a 37°C durante 30 minutos. Os parasitos foram lavados duas
vezes com PBS-3% SFB gelado, por centrifugacdo a 1.000 x g por 10 minutos a 4°C.
Adicionou-se 20uL de estreptoavidina-ficoeritrina (SAPE — SouthernBiotech
Associates, Birminghan, AL) na diluicdo pré-estabelecida de 1:400 e incubou-se a
37°C durante 30 minutos ao abrigo da luz. Os parasitos foram novamente lavados
duas vezes com PBS-3% SFB gelado por centrifugacéo a 1.000 x g por 10 minutos a
4°C.

Apos a centrifugacdo foram adicionados 200uL de solucéo fixadora MFF em todos os
pocos, seguido de incubacdo por no minimo 30 minutos e no maximo 24 horas. A
placa foi mantida a 4°C ao abrigo de luz até 0 momento da aquisicdo dos dados no

citbmetro de fluxo.

A especificidade, a marcagéo, o clone, a origem e a diluicdo dos anticorpos IgG e
subclasses IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 utilizados nos ensaios de citometria de fluxo estéo

resumidos na tabela 2.
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Tabela 1. Diluicbes seriadas dos soros para cada anticorpo utilizado nos ensaios de

imunofluorescéncia por citometria de fluxo.

Anticorpo Diluicdes dos Soros

IgG Total 1/32.000 — 1/2.048.000
lgG1 1/32.000 — 1/2.048.000
19G2 1/250 — 1/16.000
19G3 1/1.000 — 1/64.000
9G4 1/500 — 1/32.000

Tabela 2. Especificidade, marcacgao, clone, origem e diluicdo de uso de anticorpos
IgG e subclasses 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 utilizados para detecgcéo no citdmetro de

fluxo.
Anticorpo Especificidade Marcacéo Clone Origem DiIuLingio de
AcP.toAtr;tli-lgG Fragmento Fc FITC - Cabra 1/20.000
AcM. Anti IgG1 Fragmento Fc Biotina* 8c/6-39 Camundongo 1/20.000
AcM. Anti IgG2 Fragmento Fc Biotina* HP-6040 Camundongo 1/1.000
AcM. Anti 1IgG3 Fragmento Fc Biotina* HP-6050 Camundongo 1/1.000
AcM. Anti IgG4 Fragmento Fc Biotina* HP-6025 Camundongo 1/1.000

AcM = Anticopo monoclonal. AcP = Anticorpo policlonal
FITC = Isotiocianato de Fluoresceina

*AcM biotinilados foram posteriormente incubados com estreptoavidina-ficoeritrina (SAPE) para a
deteccéo.
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3.5 ENSAIO DE AVIDEZ DE IgG ANTI-Toxoplasma gondii POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Para detectar a avidez de IgG, os ensaios foram realizados em duplicata. Apos a
incubacéo dos soros com os parasitos, as placas foram lavadas com 100uL de PBS-
3% SFB por centrifugagéo a 1.000 x g, durante 10 minutos, 4°C. Posteriormente foi
realizada uma lavagem diferencial onde uma das placas foi tratada com uma solucéo
de uréia na concentracdo de 6M e a outra placa com PBS-3% SFB. As duas placas
foram incubadas por 5 minutos sobre agitacdo leve e centrifugadas a 1.000 x g, 10
minutos e 4°C. O sobrenadante foi desprezado e foram realizadas outras duas
lavagens com PBS-3% SFB por centrifugacdo a 1.000 x g, 10 minutos 4°C. A
revelacdo dos anticorpos foi realizada da mesma forma descrita no protocolo de

deteccao de anticorpos IgG total anti-taquizoitos de T. gondii.

O célculo do indice de avidez (IA) foi realizado segundo a férmula:

indice de Avidez (I1A) = [PPFPcom uréia) /| PPFP(sem uréia)] X 100

De acordo com o critério estabelecido por Silva-dos-Santos e colaboradores (2012), a
diluicdo escolhida para realizacédo dos calculos de IA para cada amostra foi a Ultima
diluicdo do soro na qual a reatividade nos ensaios sem adi¢do de uréia foi maior ou
igual a 30% de parasitos fluorescentes positivos (PPFP). Valores de IA acima ou iguais

a 60 foram considerados de alta avidez.

3.6 AQUISICAO E ANALISE DOS DADOS

A agquisi¢cédo dos dados foi realizada utilizando o citdmetro de fluxo FACSort (Becton
Dickinson) analisando-se 5.000 parasitos e os resultados foram expressos em PPFP.
A analise dos dados foi realizada no programa Cell-Quest. No grafico de tamanho

(FSC- Forward scatter) por complexidade interna ou granulosidade (SSC- side scatter)
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(Figura 4A) foi selecionada a populacdo mais homogénea de parasitos utilizando o
ajuste de tamanho e granulosidade em escala log com valores EO0O e 350,
respectivamente. A partir desta populacdo foram construidos histogramas
representando a intensidade de fluorescéncia dos parasitos para cada amostra
analisada. Para avaliar a fluorescéncia dois tipos de marcagdes foram utilizadas nos
ensaios: o fluorocromo FITC, que emite uma fluorescéncia verde quando excitado
(FL1- fluorescéncia do tipo 1) e o sistema biotina/SAPE emissor de fluorescéncia de

cor laranja quando excitado (FL2- fluorescéncia do tipo 2).

Em cada experimento foi realizado um controle sem a adicdo de soro, contendo
apenas parasitos e o anticorpo secundario. Este controle foi utilizado para descartar
fluorescéncias inespecificas, sendo que o PPFP néo poderia ultrapassar 2% (Figura
4B). Apos a analise deste controle, foi realizada a analise de uma mistura de amostras
sabidamente negativas e de uma mistura de amostras sabidamente positivas,
utilizadas com controle do teste (Figura 4C). Cada controle era composto pela mistura

de 10 soros de recém-nascidos selecionados aleatoriamente.
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Figura 5. Aquisicdo dos dados no citbmetro de fluxo e andlise no programa Cell-
Quest. A. Selecao da populacdo mais homogénea de taquizoitos fixados. B. Controle
interno: avaliagdo da reatividade inespecifica do conjugado utilizando apenas
parasitos anticorpo secundario. C. Controle negativo representado PPFP de 6% e
como controle positivo com PPFP de 98%.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada no programa GraphPrism versdo 5.0. O teste
aplicado para comparacdo de médias de reatividade foi ANOVA seguido do teste de

Kruskall-Wallis. Considerou-se estatisticamente significante os valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA REATIVIDADE DE IgG ANTI-Toxoplasma gondii EM SOROS DE
RECEM-NASCIDOS COM TOXOPLASMOSE CONGENITA APRESENTANDO
DIFERENTES FORMAS DE RETINOCOROIDITE

Para a analise da reatividade de anticorpos IgG pela da técnica de citometria de fluxo,
inicialmente foi necessario estabelecer a diluicdo do soro a ser utilizada. Para isso,
um grafico foi construido com a média das reatividades dos anticorpos IgG em soros
de recém-nascidos com toxoplasmose congénita com lesdo ocular (CL) e sem lesdo
ocular (SL). A partir deste grafico foi selecionada a diluicdo que melhor discriminou o

grupo CL do grupo SL (Figura 5).

A analise da curva de titulacdo demonstrou que a diluicdo do soro 1:512.000 foi a que
apresentou maior amplitude de segregacao entre os grupos CL e SL e foi portanto,

utilizada para a analise da reatividade individual (Figura 5A).

A figura 5B mostra a reatividade média e individual de IgG anti-T. gondii em soros de
recém-nascidos do grupo SL e de recém-nascidos com toxoplasmose congénita
apresentado diferentes formas de retinocoroidite: retinocoroidite ativa (RA),
retinocoroidite ativa e cicatricial (RAC) e retinocoroidite cicatricial (RC). Como
referéncia, foi também avaliada a reatividade de soros de recém-nascidos nao
infectados mas apresentado IgG anti-T.gondii (NI). Os soros NI foram incluidos de
modo a avaliar a diferenca entre a reatividade de anticorpos dos recém-nascidos nao
infectados que apresentam IgG positivo para T. gondii transmitido pela méae via
placenta e a reatividade de anticorpos IgG dos recém-nascidos com toxoplasmose
congénita. Os resultados mostraram que recém-nascidos com toxoplasmose
congénita do grupo RAC e RC apresentam maior reatividade de 1gG em relagdo a

recém-nascidos do grupo NI.

Analisando apenas recém-nascidos com toxoplasmose congénita foi possivel
observar que apenas os recém-nascidos do grupo RAC apresentam maior reatividade
de anticorpos IgG anti-T. gondii quando comparados ao grupo SL. Este mesmo grupo
também mostrou maior reatividade de anticorpos IgG quando comparado ao grupo
RA.
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Figura 6. Reatividade média de IgG anti-T. gondii em soros de recém-nascidos com
toxoplasmose congénita com lesdo ocular (@) e sem leséo ocular (©). Em cinza esta
destacada a diluicdo que melhor discrimina os grupos com lesao (CL) e sem lesdo
ocular (SL), onde delta representa a diferenca de PPFP entre os grupos na diluicao
selecionada (A). Reatividade média e individual de 1gG anti-T. gondii em soros de
recém-nascidos nao infectados (NI), de recém-nascidos com toxoplasmose congénita
sem lesdo ocular (SL) e de recém-nascidos com toxoplasmose congénita
apresentando diferentes formas de retinocoroidite: retinocoroidite ativa (RA),
retinocoroidite ativa e cicatricial (RAC) e retinocoroidite cicatricial (RC) (B). As letras
a, b, c e representam a diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao NI, SL e RA,
respectivamente.

4.2 AVALIACAO DA REATIVIDADE DE SUBCLASSSES DE IgG ANTI-Toxoplasma
gondii EM SOROS DE RECEM-NASCIDOS COM TOXOPLASMOSE CONGENITA
APRESENTANDO DIFERENTES FORMAS DE RETINOCOROIDITE

Utilizando a mesma estratégia aplicada na pesquisa de anticorpos IgG, inicialmente
foi necessario estabelecer a diluicdo do soro a ser utilizada na pesquisa das diferentes
subclasses de IgG anti-T. gondii. Para isso, um gréfico foi construido com a média das
reatividades dos anticorpos IgG1, IgG2, 1gG3 e IgG4 em soros de recém-nascidos

com toxoplasmose congénita sem lesdo ocular (SL) e soros de recém-nascidos com
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lesdo ocular (CL). A partir deste gréfico foi selecionada a diluicio que melhor
discriminou o grupo CL do grupo SL (Figura 6).

Os resultados mostraram que a diluicdo que melhor discriminou os grupos CL e SL
para a pesquisa de anticorpos IgG1 foi 1:2.048.000, para IgG2 foi 1:4000, para IgG3
foi 1:16.000 e para IgG4 foi 1:500.
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Figura 7. Reatividade média de subclasses de IgG anti-T. gondii em soros de recém-
nascidos com toxoplasmose congénita com lesdo ocular (@) e sem lesédo ocular (O).
Em cinza esta destacada a diluicado que melhor discrimina os grupos com leséo (CL)
e sem lesao ocular (SL), onde delta representa a diferenca de PPFP entre 0os grupos
na diluicdo selecionada.

A Figura 7 mostra a reatividade média e individual das subclasses de IgG anti-T. gondii
em soros de recém-nascidos do grupo SL e de recém-nascidos com toxoplasmose

congénita apresentado diferentes formas de retinocoroidite: RA, RAC e RC e soros de
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recém-nascidos do grupo NI. Os resultados mostraram que recém-nascidos com
toxoplasmose congénita com lesdo ocular independente da forma de retinocoroidite
apresentam maior reatividade de IgG1 em relacdo aos recém-nascidos do grupo NI.
Entre os recém-nascidos com toxoplasmose congénita foi observado que o grupo
RAC e RC apresentam maior reatividade de IgG1 quando comparados ao grupo SL.
Além disso, foi observado que o grupo RAC apresenta maior reatividade de IgG1 que

0 grupo RA.

Com relacdo a pesquisa de 1gG2, os resultados mostraram que recém-nascidos dos

grupos RAC e RC apresentam maior reatividade em relagéo ao grupo NI e SL.

Resultados semelhantes aos de 1gG2 foram observados quando avaliada a
reatividade de IgG3 em soros de recém-nascidos com toxoplasmose congénita em
relacdo ao grupo NI, ou seja, os recém-nascidos dos grupos RAC e RC apresentam
maior reatividade quando comparados ao grupo NI. Entretanto, quando avaliados
apenas os recém-nascidos com toxoplasmose congénita, apenas o grupo RAC

apresentou maior reatividade de IgG3 quando comparado ao grupo SL.

Na analise de 1gG4 foi observado um padrdo diferente de reatividade quando
comparado as outras subclasses, uma vez que o grupo NI apresentou maior
reatividade de IgG4 com rela¢éo ao grupo SL e RAC. Com relag¢do apenas aos recém-
nascidos com toxoplasmose congénita foi observado que os grupos RA e RC
apresentaram maior reatividade de 1gG4 que o grupo SL e o RAC apresentou menor

reatividade de IgG4 comparado ao grupo RA.
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Figura 8. Reatividade média e individual de subclasses de IgG anti-T. gondii em soros
de recém-nascidos ndo infectados (NI), de recém-nascidos com toxoplasmose
congénita sem lesdo ocular (SL) e de recém-nascidos com toxoplasmose congénita
apresentado diferentes formas de
retinocoroidite ativa e cicatricial (RAC) e retinocoroidite cicatricial (RC). As letras a, b,
c e representam a diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao NI, SL e RA,
respectivamente.

retinocoroidite: retinocoroidite ativa (RA),
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4.3 ANALISE CATEGORICA DE RECEM-NASCIDOS COM ALTA E BAIXA
REATIVIDADE DE ANTICORPOS ANTI-Toxoplasma gondii

Durante a analise da reatividade individual para IgG e suas subclasses (Figura 7) foi
observado que alguns pacientes apresentavam reatividades muito distintas da
reatividade média dos demais recém-nascidos do mesmo grupo. Portanto, na tentativa
de avaliar se essa diferenca de reatividade poderia ser utilizada para discriminar 0s
grupos de pacientes de acordo com o tipo de leséo ocular foi realizada uma avaliacéo
da porcentagem de individuos com toxoplasmose congénita que apresentavam
reatividade acima da média para IgG e suas subclasses (individuos com altos niveis
de anticorpos) (Figura 8). Da mesma forma que as demais analises, os dados obtidos
foram comparados aos dos grupos de pacientes com toxoplasmose mas sem leséo

ocular e de recém-nascidos nao infectados porém com IgG positiva para T. gondii.
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Figura 9. Grafico de média de reatividade de anticorpos IgG e subclasses anti-T.
gondii obtida utilizando soros de recém-nascidos com ou sem toxoplasmose
congénita. A média de reatividade foi calculada através da média de PPFP para cada
anticorpo utilizando todas as amostras testadas.

Foram considerados recém-nascidos com alta reatividade de anticorpos aqueles que
apresentaram PPFP acima da média de reatividade para cada anticorpo dentre todos
0s recém-nascidos avaliados. Além disso, foi considerado significativo apenas quando

50% ou mais dos individuos apresentavam alta reatividade (Figura 9).
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Com base nesses parametros foi observado que no grupo NI apenas para IgG4 ha
mais de 50% de recém-nascidos altamente reativos (79%).

Para o grupo SL ndo foram observados recém-nascidos com altos niveis de

reatividade para nenhum dos anticorpos avaliados.

Jé para os grupos com toxoplasmose congénita e lesdo ocular foi observado que 60%
dos recém-nascidos do grupo RA apresentaram alta reatividade para IgG total, IgG1
e 1gG2. Por outro lado, 100% dos recém-nascidos pertencentes a esse grupo

demonstraram-se altamente reativos para IgG4.

No grupo RAC 80% dos recém nascidos apresentaram alta reatividade para IgG total,
88% para IgG1, 81% para IgG2 e 85% para IgG3 demonstrando ser esse grupo o que
apresentava um maior numero de individuos com altos niveis de todos os anticorpos,

com excecao de IgG4.

Avaliando o grupo de recém-nascidos com lesé@o ocular do tipo RC, foi observado que
64% dos recém-nascidos apresentaram alta reatividade para 1gG total, 71% para
IgG1, 64% para 1gG2, 57% para IgG3 e 61% para 1gG4. O grupo RC também
apresentou um grande numero de individuos com altos niveis de anticorpos, embora

em menores porcentagens que o grupo RAC.

NI SL RA RAC RC
Q. 0 0 00 Qo oo Qo000 Qoooddo oo ad
2 252925 22525 222> 222522 22525

Amostras individuais

—

n 19 19 19 19 19
Ato 0 0 0 0 15
% 0 0 0 0 79

25 25 25 25 25

25 26 26 26 26

9 5 9 11 3 20 23 21 22 9 28 28 28 28 28
36 20 36 44 12

————— 80 88 81 85 35 18 20 18 16 17
64 71 64 57 61

Figura 10. Andlise categorica da reatividade de IgG anti-T. gondii e suas subclasses
em recém-nascidos nao infectados (NI), recém-nascidos com toxoplasmose congénita
sem lesdo ocular (SL) e em recém-nascidos com toxoplasmose congénita
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apresentando diferentes formas de retinocoroidite: retinocoroidite ativa (RA),
retinocoroidite ativa e cicatricial (RAC) e retinocoroidite cicatricial (RC). O tamanho da
amostra de cada grupo (n), o total e a porcentagem (%) de individuos alto produtores
de anticorpos (JJlll) estéo representados abaixo dos diagramas. Porcentagem acima
de 50% foi destacada em cada grupo de leséo ocular.

Uma vez realizada a analise categoérica dos recém-nascidos de acordo com a
reatividade para 1gG e as diferentes subclasses, foi avaliada em ordem crescente a
porcentagem de individuos altamente reativos para os anticorpos em cada grupo. Esta
analise foi realizada com o objetivo de determinar se havia algum anticorpo capaz de
discriminar as diferentes formas de retinocoroidite (Figura 10). A analise dos dados
revelou que IgG1 foi a Unica subclasse capaz de diferenciar os grupos NI, SL dos
grupos RAC e RC. Os grupos NI e SL apresentam baixa porcentagem de individuos
com alta reatividade de IgGl anti-T. gondii, enquanto os grupos RAC e RC
apresentam alta porcentagem de individuos com alta reatividade de IgG1. Ja o grupo
RA apresenta uma porcentagem intermediaria de individuos altamente reativos para
IgG1 em relagado aos grupos RAC e RC.

1004

% deindividuos com altos nivels
de anticorpos antl-T gandi
n
L]
1

O Fa i -

oG IgG 2 19G3 lgG4 (NI
lgG4 lgG lgG2 lgG3 ONL
laG 3 laG loG2 lgG4 ® RA
lgG4 loG lgG2 1gG3 # RAC
IgG3 oG4 lgG IgG2 @ RC

Mivels ascendentes de anticorpos —»

Figura 11. Niveis ascendentes de anticorpos IgG anti-T. gondii e suas subclasses em
recém-nascidos nao infectados (NI), recém-nascidos com toxoplasmose congénita
sem lesdo ocular (SL) e em recém-nascidos com toxoplasmose congénita
apresentando diferentes formas de retinocoroidite: retinocoroidite ativa (RA),
retinocoroidite ativa e cicatricial (RAC) e retinocoroidite cicatricial (RC). Os dados
estdo representados como a porcentagem de individuos com altos niveis de
anticorpos anti-T. gondii.
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4.4 AVALIACAO DO INDICE DE AVIDEZ DE IgG ANTI-Toxoplasma gondii EM
SOROS DE RECEM-NASCIDOS COM TOXOPLASMOSE CONGENITA
APRESENTANDO DIFERENTES FORMAS DE RETINOCOROIDITE

Uma vez que ja foi demonstrada a possivel correlacdo entre lesdes oculares devido a
toxoplasmose e a alta avidez de 1gG (SURESH et al, 2012), avaliou-se o indice de
avidez (IA) de IgG anti-T. gondii nos soros dos recém-nascidos com toxoplasmose

congénita de diferentes formas de retinocoroidite.

Para o célculo do indice de avidez, selecionou-se para cada paciente a ultima diluicéo
do soro cujo PPFP foi igual ou maior que 30% definida através do experimento sem
uréia (SILVA-DOS-SANTOS et al, 2012).

A Figura 11 mostra os resultados do indice de avidez de IgG anti-T. gondii obtidos de
soros de recém-nascidos com toxoplasmose congénita com diferentes lesdes
oculares além de pacientes ndo infectados. Foi possivel observar que os recém-
nascidos nao infectados apresentam maior indice de avidez de IgG que 0s recém-
nascidos infectados independente da forma de retinocoroidite, contudo néo foi
possivel estabelecer um critério de diferenciacéo dos individuos infectados avaliando

o indice de avidez de anticorpos IgG anti-T. gondii.
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Figura 12. indice de avidez de anticorpos IgG anti-T. gondii em soros de recém-
nascidos nao infectados (NI), de recém-nascidos com toxoplasmose congénita sem
lesdo ocular (SL) e de recém-nascidos com toxoplasmose congénita apresentando
diferentes formas de retinocoroidite: retinocoroidite ativa (RA), retinocoroidite ativa e
cicatricial (RAC) e retinocoroidite cicatricial (RC). Foi considerado um indice de avidez
alto aquele maior que 60% (SILVA-DOS-SANTOS et al, 2012).
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5. DISCUSSAO

A toxoplasmose é uma doenca que pode permanecer assintomatica por toda a vida
do individuo, entretanto, a retinocoroidite € a manifestacdo clinica mais frequente na
toxoplasmose congénita. Devido a gravidade das lesGes oculares que podem até levar
a perda completa da visao, a detecc¢éo precoce da toxoplasmose congénita e da lesao

ocular s&o essenciais para o tratamento.

A presenca de lesdes oculares ativas, ativas e cicatriciais ou cicatriciais nos recém-
nascidos avaliados neste estudo pode ser consequéncia de varios fatores dentre os
quais a viruléncia do parasito, a suscetibilidade individual do hospedeiro bem como a
resposta imune especifica ao T. gondii podem ser citados. Entretanto, a hipétese de
gue a infeccdo com parasitos de diferentes viruléncias ou gendtipos levaria a
diferentes manifestacées oculares ndo foi confirmada por Carneiro et al (2013) ao

avaliar este mesmo grupo de recém-nascidos.

Outra possibilidade € que o tempo de infeccdo possa ter um impacto no
desenvolvimento dos diferentes tipos de retinocoroidite observada nesses recém-
nascidos. Porém, os recém-nascidos avaliados nesse estudo foram selecionados por
meio de um programa de investigacéo de toxoplasmose congénita em neonatos, logo
nenhuma informacéo sobre a idade gestacional em que a infecgdo ocorreu estava

disponivel.

Com relacéo ao papel da resposta imune no desenvolvimento das lesdes oculares, a
maioria dos estudos tem avaliado pacientes adultos com lesédo ocular sugestiva de
serem causadas pelo T. gondii, sendo raros os estudos de criancas com toxoplasmose

congénita e leséo ocular.

Portanto, em busca de indicadores para as diferentes manifestacdes da retinocoroitide
causada pela toxoplasmose congénita, avaliamos inicialmente o perfil de anticorpos
IgG total anti-T. gondii nos soros de recém-nascidos com toxoplasmose congénita.
Observamos que os recém-nascidos com as formas de lesdo RAC e RC apresentam
mais alta reatividade para anticorpos IgG quando comparados aos grupos SL e RA.
Considerando que a lesdo do tipo RAC pode ser uma lesdo em processo de
cicatrizacdo, podemos supor que o alto nivel de anticorpos especificos estaria

contribuindo para a formacéo de cistos, portanto para a cicatrizacéo da lesao.
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Em 2012, de-Souza-e-Silva analisou as mesmas amostras de soros de recém-
nascidos do nosso estudo porém utilizando a técnica de ELISA com antigenos anti-
rMIC3. Diferente do nosso trabalho, observaram que recém-nascidos com
toxoplasmose congénita porém sem ledes oculares possuem maior probabilidade de
apresentarem IgG total anti-rMIC3 quando comparados a recém-nascidos com lesdes
ativas ou cicatriciais. Esta divergéncia entre os estudos pode ser explicada pela
diferenca de sensibilidade e especificidade entre as técnicas avaliadas. Para 0 nosso
estudo, optamos pela citometria de fluxo pois jA demonstrou ser mais sensivel e
especifica para deteccao de anticorpos anti-T. gondii (SILVA-DOS-SANTOS, 2012)

Uma vez que houve diferenca no perfil dos anticorpos IgG anti-T. gondii entre os
diferentes grupos avaliados passamos a estudar a reatividade das diferentes

subclasses de IgG.

De uma forma geral, os resultados demonstraram que na toxoplasmose congénita ha
producdo de anticorpos IgG1>lgG3>lgG2>lgG4, sendo a doenca portanto
caracterizada pela maior producdo de IgGl e IgG3. Observamos também que
individuos com lesdo ocular apresentam maiores niveis de anticorpos do que

individuos sem lesao ocular.

A analise dos dados revelou que pacientes do grupo RAC e RC foram os que
apresentaram maior nivel de anticorpos principalmente da subclasse IgG1 e IgGS3.
Anticorpos 1gGl e 1gG3 sdo importantes ativadores do sistema complemento,
iniciando uma resposta imune rapida contra o parasito. Uma vez ativado, o sistema
do complemento auxilia na resolugcéo da infec¢éao, neste caso, na formacao dos cistos
e cicatrizacdo das lesdes. Com base nesta andlise é possivel supor que recém-
nascidos que produzem mais anticorpos IgGl e IgG3 sdo capazes de resolver a
infeccdo de forma mais eficiente. Portanto, esta poderia ser uma explicacdo para que
pacientes com lesdes cicatriciais seja RAC ou RC apresentem maior reatividade para
esses anticorpos.

Costa e colaboradores em 2013 analisando as mesmas amostras utilizadas em nosso
estudo, porém utilizando a técnica de PCR em tempo real (QPCR) observaram que a
maioria dos recém-nascidos com lesfes oculares apresentaram resultado positivo
para gPCR enquanto que a maioria das criancas sem leséo retinocoroidal foram
negativas. Ainda neste estudo, a maioria dos recém-nascidos com lesdo ativa

apresentaram gPCR positivo. Segundo o autor, a alta positividade observada para os
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pacientes avaliados sugere que a carga parasitaria pode estar associada a lesfes
ativas. Além disso, pacientes com lesdo do tipo RAC e RC apresentaram menor

positividade para qPCR do que pacientes RA.

Em nosso estudo, menos de 50% dos individuos do grupo SL apresentam-se
altamente reativos para qualquer um dos anticorpos. Considerando os resuldados de
Costa e colaboradores (2013), podemos pensar que a auséncia de lesao ocular no
momento da avaliacdo oftalmoldgica associada a baixa reatividade de anticorpos
encontrada pode estar relacionada a baixa carga parasitaria dos individuos do grupo

SL, retardando o surgimento da leséao ocular.

Seguindo 0 mesmo raciocinio, para o grupo RA a baixa reatividade de anticorpos pode
permitir a manutencdo da alta carga parasitaria de desta forma a resolucéo mais lenta
da lesdo mantendo-se ativa. Ja para RAC e RC, a alta reatividade de anticopos IgG1
e IgG3 com consequente ativacao do sistema complemento pode permitir a reducao
da carga parasitaria e controle da multiplicacdo do parasito no olho e dessa forma, a

cicatrizacdo da leséo.

Além da eliminagéo do parasito através da ativacdo do complemento pelos anticorpos
IgG1 e 1gG3, o T. gondii pode ser combatido ou controlado pela acdo da resposta
imune do tipo Thl (YAMAMOTO et al, 2000). As células Thl produzem
preferencialmente citocinas como IFN-y que ja demonstrou ser uma das principais
moléculas produzidas durante a toxoplasmose ocular desempenhando um papel
essencial no controle da infeccdo pelo T. gondii. (KIKUMURA, 2012). Ainda
demonstrando a importancia do IFN- y, a deficiéncia dessa molécula esté relacionada
a alta carga parasitaria no olho causando extensas lesGes de retina durante a
toxoplasmose ocular (NOROSE, 2005). Uma vez que um dos papeis do IFN-y é induzir
a mudanca de isotipo de anticorpos IgG para IgG1 e IgG3, em nosso estudo podemos
supor que a presenca de maior reatividade desses anticorpos nas lesdes do tipo RAC
e RC pode estar relacionada a ativagédo da resposta Thl que combate o parasito

levando a formacao de cistos e cicatrizagédo da leséo.

Em nosso estudo, foi observado que 100% dos pacientes com leséo ativa apresentam
alta reatividade para anticorpos IgG4 anti-T. gondii. De fato, anticorpos IgG4 estao
relacionados a uma resposta imune do tipo Th2, ou seja, ligados a uma resposta
antiinflamatéria com maior dificuldade de formar cistos de parasitos e de resolugéo da

infeccdo. Segundo de-la-Torre (2014), a resposta Th2 esta relacionada a
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caracteristicas clinicas mais graves de lesdes nos pacientes, dessa forma, pacientes
com maior producéo deste anticorpos podem ter maior dificuldade na resolucao da
infeccdo, podendo este ser o caso dos pacientes com lesdo ativa avaliados em nosso

estudo.

De forma semelhante, de-Souza-e-Silva (2012) observaram que IgG4 anti-MICr3
estdo associados a lesdes retinocoroidais em adultos. Neste estudo, foi observado
gue recém-nascidos com lesdes do tipo RA sdo mais frequentemente positivos para
IgG4 anti-MICr3 do que recém-nascidos sem lesdo ocular sugerindo que 1gG4 nao
possui papel protetor contra a leséo ocular por T.gondii. Entretanto, de-Souza-e-Silva
(2012) também encontrou esta mesma situacdo para as lesdes RAC e RC, diferente

de nosso estudo.

Anticorpos 1gG2 anti-T. gondii também foram avaliados em nosso estudo. Foi
observado que o0s grupos de pacientes com lesdo ocular apresentam maior
reatividade para anticorpos IgG2 anti-T.gondii enquanto que os pacientes SL possuem
baixa reatividade para este anticorpo comparado aos outros grupos. Semelhante a
este achado, de-Souza-e-Silva (2012) encontrou que a presenca de anticorpos IgG2
anti-MICr3 pode estar associada a leses RA e RAC pois estes grupos de recém-
nascidos sdo mais frequentemente positivos para IgG2 do que os individuos do grupo
SL.

Uma vez avaliado o perfil de reatividade de anticorpos IgG e suas subclasses foi
construido um gréafico que demonstra os niveis ascendentes de individuos com alta
reatividade de anticorpos anti-T. gondii. A analise dos dados revelou claramente que
0 anticorpo que apresentou maior capacidade de diferenciacéo entre os grupos foi o
IgG1. Recém-nascidos dos grupos NI e SL apresentam baixa reatividade para IgG1
comparado ao grupo RAC e RC. Entretanto, recém-nascidos do grupo RA apresentam

reatividade entre os grupos NI/SL e RAC/RC.

Ainda na tentativa de encontrar um indicador para diferenciar as diferentes formas de
lesdes oculares, avaliamos a avidez de IgG. Entretanto, em nosso estudo nao foi
possivel diferenciar as formas de ledes oculares utilizando a avidez de IgG. Pacientes
nao infectados possuem em sua maioria indice de avidez de IgG elevado,
provavelmente por herdarem estes anticorpos de alta avidez da mae. Ja os infectados,
independente da forma de retinocoroidite e até mesmo os sem lesdo ocular, na maioria

dos casos apresentam-se com baixa avidez.
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Em resumo nossos dados demonstraram que recém-nascidos com toxoplasmose
ocular em fase de cicatrizagdo apresentam maior nivel de anticorpos, principalmente
da subclasse 1gG1 e IgG3 em relacdo aos recém-nascidos com lesdo ativa. Além
disso, foi possivel sugerir que anticorpos IgG1 anti-T. gondii detectados por citometria
de fluxo podem ser usados como um indicador laboratorial auxiliar para diferenciar

recém-nascidos com lesdo ocular em fase de cicatrizagéo.
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6. CONCLUSAO

Por meio deste estudo, foi possivel concluir que:

- Recém-nascidos com toxoplasmose congénita apresentaram maior reatividade para
anticorpos 1IgG total e subclasses IgG1, 1gG2 e IgG3 anti-T. gondii comparados a

recém-nascidos nao infectados.

- Recém-nascidos com toxoplasmose congénita com lesdo ocular do tipo ativa e
cicatricial (RAC) e cicatricial (RC) apresentaram maior reatividade para os anticorpos
IgG total e subclasses IgG1, 1IgG2 e IgG3 do que recém-nascidos com lesdes oculares

ativas (RA) ou sem lesao ocular (SL).

- A subclasse de anticorpos 1gG4 apresentou um perfil de reatividade diferente dos
demais anticorpos estando mais elevado para pacientes do grupo de lesdes ativas

(RA) seguido do grupo nao infectado (NI).

- No grupo sem leséo (SL) n&do foram observados recém-nascidos com altos niveis de

reatividade para nenhum dos anticorpos avaliados.

- A analise categérica dos dados revelou que IgG1 foi a Unica subclasse capaz de
diferenciar os grupos nao infectado (NI), sem lesdo (SL) dos grupos de leséo ativa e
cicatricial (RAC) e cicatricial (RC). Entretanto, os pacientes do grupo de lesdes ativas
(RA) ndo podem ser diferenciados dos demais grupos através desta andlise.

- Nao foi possivel estabelecer um critério de diferenciacdo dos individuos infectados

avaliando o indice de avidez de anticorpos IgG anti-T. gondii.

- A citometria de fluxo demonstrou ser um método laboratorial complementar para ser
utilizado como indicador das diferentes lesbes na retinocoroidite causada pela

toxoplasmose congénita.
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