Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo
33 (3): 213-218, maio-junho, 1991

AVIDEZ DE ANTICORPOS IgG ESPECIFICOS COMO MARCADORES DE INFECGAO

PRIMARIA RECENTE PELO TOXOPLASMA GONDII
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RESUMO

A caracterizagfo de infecgdo primadria recente pelo Toxoplasma gondii se apoia prin-
cipalmente na presenga, no soro, de anticorpos especificos IgM. Para fins diagnésticos de
toxoplasmose aguda, ou de contdgio recente, a possibilidade de outros marcadores é
altamente desejdvel. Um marcador de infecgdo recente atualmente referido € a baixa
afinidade ou avidez de anticorpos especificos IgG.

Para avaliagdo do novo marcador, titularam-se os soros contra poliantigenos do T.
gondii pelo teste imunoenzimdatico (ELISA), antes e apds tratamento dos complexos
antigeno-anticorpo formados, com solugdo de ureia 6 M como agente dissociante. O
deslocamento de anticorpos de baixa avidez foi indicado por uma queda de tftulos, calcu-
lada em porcentagem em relag@o aos titulos iniciais. Foram estudados 69 soros, 23 de
cada um dos 3 perfis sorolégicos sucessivos, observados na infec¢éo, e que a caracterizam
respectivamente como recente, em fase de transigo e cronica. Os perfis foram determina-
dos segundo os resultados de uma bateria de testes, incluindo os de imunofluorescéncia
IgG e IgM, de captura de anticorpos IgM e de hemaglutinagdo. Para os soros de infec¢io
cronica a queda observada foi de 3% * 3%, de 34% * 12% para toxoplasmose recente e
de 12% + 9% para a fase de transi¢do. Conclue-se que a determinacfio da avidez de
anticorpos IgG pode ser utilizada como marcador de infec¢do primdria recente pelo T.

gondii.
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INTRODUCAO

A infecgdo toxopldsmica estd presente em ele-
vada porcentagem de individuos da populagdo, em
geral sob forma crénica ou pregressa. Ela ¢ evi-
denciada por anticorpos séricos, especificos para
componentes antigénicos do toxoplasma, geral-
mente em titulos baixos. Os casos de toxoplasmose
aguda podem ser identificados por meio de
marcadores sorolégicos que, na verdade, sdo indi-
cadores de uma infec¢do recente. O mais caracte-
ristico desses marcadores € a presenca de anticor-
pos IgM anti-toxoplasma. Outros tem sido referi-
dos, como anticorpos IgG de titulos altos ou em
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rdpida elevacio, ou diferencial significativo entre
titulos altos do teste de imunofluorescéncia para
anticorpos IgG e titulos baixos do teste de
hemaglutinag¢do. De acordo com tais marcadores, €
possivel distinguir trés perfis soroldgicos sucessi-
vos no curso da infecg@o toxopldsmica, correspon-
dentes respectivamente as fases aguda, de transi-
¢do e cronica'?. Um novo marcador sorolégico tem
sido reconhecido, capaz de distinguir entre infec-
¢Oes recentes e infecgdes antigas, que diz respeito
a avidez dos anticorpos IgG especificos. Nas infec-
¢des recentes uma alta porcentagem desses anticor-
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pos mostra baixa avidez, isto &, baixa afinidade
para os antigenos correspondentes. Durante sema-
nas ou meses, esses anticorpos vao apresentando
avidez crescente, de modo que nas infec¢des de
mais longa duragdo encontra-se um predominio
marcante de anticorpos de grande afinidade®.

Para avaliacdo da avidez, uma técnica simples
foi descrita 7%, baseada na maior ou menor facilida-
de com que esses anticorpos sdo dissociados de
complexos com os antigenos especificos. Essa
dissociagdo resulta da acdo de agentes
desnaturantes de proteinas ou desestabilizantes de
liga¢Ges de pontes de hidrogénio, tais como solu-
¢Oes de dietilamina, cloridrato de guanidina, uréia
e outros. Para esse fim, em testes
imunoenzimaticos (ELISA) com antigenos fixados
em placas pldsticas, determinou-se a reatividade de
anticorpos IgG antes e apds lavagem dos comple-
xos imunes formados, com solu¢do de um desses
agentes. Nas infecgdes recentes observa-se acentu-
ada queda da reatividade das reagdes submetidas
ao agente dissociante, enquanto que nas infec¢des
antigas hd, no méximo, discreta diminuigio.

Nesta publicagio sdo apresentados os resultados re-
ferentes a determinacfio da avidez em soros de infec-
¢Oes toxoplasmicas com diferentes perfis sorolégicos.

MATERIAL E METODOS

Teste Imunoenzimatico ELISA para Anti-
corpos IgG Anti-Toxoplasma- O teste foi realiza-
do em placas com cavidades de fundo plano
(“medium binding” NUNC, Dinamarca), sensibili-
zadas com extrato antigénico de toxoplasmas. Es-
tes parasitas foram obtidos por lavagem, com solu-
¢do salina tamponada com fosfatos, da cavidade
peritonial de camundongos apés 2 dias de inocula-
dos. A suspensdo foi purificada por filtragio em
algoddo de nylon e os parasitas lisados por
ultrasom por 5 ou 6 periodos de 1 minuto, a 4°C
(Sonifier cell disruptor, Heat Systems - Ultrasonic,
N.Y, USA). Apés centrifugacdo, utilizou-se o
sobrenadante como antigeno. As placas foram sen-
sibilizadas por incubagéo a 4° C por 18 a 24 horas,
com 100wl de solugio antigénica por cavidade, na
concentragio protéica de 4 ug/ml em PBS pH 7,2
(NaCl 0,15M, fosfatos 0,01M). Depois de lavadas,
as placas foram bloqueadas por incubagdo a 37°C
por 1 hora com 100ul por cavidade de PBS conten-
do 2% de extrato de soja (PBSS) e lavadas nova-
mente com PBSS. Para o teste, incubaram-se as
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placas por 1 hora com 100ul, sucessivamente, de
dilui¢des de soros e de conjugado anti-IgG huma-
na-peroxidase (Biolab Diagnéstica S/A), em
PBSS. Ambas as incubagdes foram seguidas de la-
vagens das placas em PBSS ou como adiante refe-
rido, por 3 periodos de 5 minutos cada. Procedeu-
se a reagdo de coloragdo por 15 minutos, no escuro
e a temperatura ambiente, com 100yl de solugdo
cromégena de perdxido de hidrogénio e
ortofenilenodiamina, ifterrompida pela adi¢do de
25ul de solugao 2M de H,SO,. A leitura foi feita
em 490nm, em espectrofotdmetro para placas.

Testes de Avidez de Anticorpos IgG Anti-To-
xoplasma - As diluicGes dos soros foram ensaia-
das em duplicatas. As lavagens das placas, apés a
fase de incubag@o com o soro, foram feitas, para uma
das séries de diluicoes, com PBSS, nos trés periodos
sucessivos de 5 minutos cada. Para a outra série, a
primeira lavagem foi feita com solucfio 6M de uréia
em PBSS, seguindo-se as duas lavagens em PBSS.

A diferenga entre os titulos observados na 2*
série (T.U), com relagdo aos da 12 série (T), foi
expressa em porcentagem de queda (Q%):

Q% =100 - TU X 100
T

Para simplificar, os cdlculos puderam ser fei-
tos a partir das absorbéncias correspondentes, to-
mando-se os valores em densidades dpticas respec-
tivas, em lugar de titulos.

Outros testes - Os testes de imunofluorescén-
cia anti IgG (IF-IgG) ¢ anti IgM (IF-IgM), foram
realizados com antigenos de toxoplasma
(Imunotoxo, Biolab Diagnéstica S/A) e conjugados
fluorescentes especificos respectivamente para ca-
deias g e i (Fluolines G e M, Biolab Diagnéstica S/
A). Os resultados do teste IF - IgG foram expres-
sos em titulos (T) ou convertidos em unidades in-
ternacionais (U.I) com referéncia ao Soro Padrio
para Toxoplasmose, da Organizagdo Mundial de
Saidde*, obtendo-se, como fator de conversdo o va-
for de 0,15 (U.I = T x 0,15). Para evitar interferén-
cias nos resultados, procedeu-se aos testes IF -
IgM ap6s a remocido das IgG das amostras por pre-
cipitagdo com anticorpos anti - IgG (reagente RF
Absorbent, Behring). Para o teste imunoenzimatico
de captura de IgM utilizaram-se placas plésticas
sensibilizadas com um anticorpo monoclonal anti-
IgM produzido no Laboratério. Intercaladas por la-
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vagens, as placas foram incubadas sucessivamente
com dilui¢cdes dos soros, de antigeno de toxoplas-
ma ¢ do conjugado anti-toxoplasma, constituido
pela fragdo F (ab’), de 1gG obtida em coelho, mar-
cada pela peroxidase. O teste de hemaglutinacdo
foi realizado com o reagente Hematoxo (Biolab
Diagnéstica S/A), antes e apGs tratamento do soro
por 2 - mercaptoetanol 3.

Soros - Os 69 soros ensaiados, 23 de cada um
dos perfis soroldgicos, haviam sido separados de
sangue de pungdo venosa e conservados a -20° C
por periodos varidveis, depois de submetidos aos
testes soroldgicos (de imunofluorescéncia IgG e
IgM, de captura de IgM e de hemaglutinacdo) para
determinag¢do do perfil soroldgico para a
toxoplasmose. De acordo com os resultados desses
testes os soros puderam ser classificados como de
fases aguda (perfil I), de transicdo (perfil II) e cro-
nica (perfil ITI),"%. Como marcadores de perfil I, de
toxoplasmose recente, foram tomados um diferen-
cial de pelo menos 4 vezes entre altos titulos do
teste IF - IgG e baixos titulos do teste HA, e a
presenca de anticorpos IgM. Esta foi indicada por
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Fig. 1 - Avidez de anticorpos especificos IgG, correspondente a
porcentagens de queda de titulos, em soros de toxoplasmose
recente (Perfil I), de fase de transi¢cdo (Perfil II) e de
toxoplasmose cronica (Perfil ITI).

Assinalados os valores médios e respectivos desvios padrio.

titulos maiores do que 1:64 do teste IF - IgM, de
um diferencial de pelo menos 4 vezes entre titulos
do teste de hemaglutinag@o antes e apds o trata-
mento do soro por 2 mercaptoetanol, e pela positi-
vidade do teste de captura de IgM. O perfil 111, de
toxoplasmose cronica, foi caracterizado pela
negatividade de todos os testes para anticorpos
IgM e por baixos tifiilos do teste de IF - IgG (<
1:4096) e do teste de HA (< 1:1024). O perfil II, de
fase de transi¢do, foi marcado por titulos igual-
mente elevados nos testes de IF - IgG e HA, e por
titulos inferiores a 1:64 no teste IF - IgM, auséncia
de diferencial entre tftulos de HA antes e apds tra-
tamento do soro por 2ME. Eventualmente o teste
de captura de IgM era positivo, nesses casos em ge-
ral observando-se valores de absorbancia pouco ele-
vados com relag@o ao limiar de reatividade da teste.

RESULTADOS

Determinacao da Reatividade dos Soros -
Para uma série de soros, dos diferentes perfis, fo-
ram construidas curvas dose-resposta no teste
imunoenzimadtico, relacionando-se dilui¢des do
soro e respectivas absorbincias. Foram obtidas
curvas sigmoidais, mas que apresentavam segmen-
tos retilineos extensos, com inclinagdes angulares
bastante constantes, exceto para soros de
reatividade muito baixa. Em vista do paralelismo
desses segmentos, tomou-se como titulo dos soros
a diluig¢do correspondente a uma densidade Sptica
de 0,5, como anteriormente descrito® e foi possivel
calcular o titulo (T) a partir da densidade 6ptica (a)
de uma inica dilui¢do (A) do soro, segundo a for-
mula log T = log A + (a-0,5) K, sendo K a inclina-
¢do angular constante das curvas.

Para os testes, os soros foram ensaiados em
diluigdes de 1:200, 1:2000 e 1:20000, escolhendo-
se para cdlculo de tftulos a diluigio com absorbancia
mais préxima de 0,5, ou fazendo-se a média dos ti-
tulos calculados para duas diluigdes com absorbancias
respectivamente acima e abaixo desse valor, mas
dentro da faixa de 0,3 a 1,2, correspondente aos seg-
mentos retilineos da maioria das curvas.

Para calculo da avidez das IgG, geralmente ndo
foi necessdrio o célculo de titulos para a comparagio
dos niveis de reatividade, sendo suficientes os valo-
res de absorbancias, como adiante referido.

O quadro 1 apresenta alguns exemplos de re-
sultados do teste de avidez.
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, . QUADRO 1
ABSORBANCIAS OBSERVADAS E AVIDEZ DA IgG DE ALGUNS SOROS DE PACIENTES COM
TOXOPLASMOSE NAS DIFERENTES FASES
Soro Perfil Diluigdes
1:200 1:2000 1:20000 Q% ***

11491 I - 1,30 0,85 0,43 0,19 0,10 0,03 38% 35%
14552 I 0,47 021 . 0,09 0,03 - - 35% 55%
11634 I 2,60 1,94 1,40 0,65 0,35 0,12 78% 54%
24334 I >2 2,0 0,77 0,68 0,15 0,14 13% 12%
24490 I >2 >2 >2 1,67 0,73 0,56 24% 23%
24519 11T 0,50 0,50 0,04 0,04 - - 0% 0%
21143 111 1,40 1,30 0,31 0,29 - - 3% 1%

S* = sol. salina, U** = sol. de ureia, Q%*** = porcentagem de queda de titulos, T**** = calculo a partir

de titulos, A ***** = cdlculo a partir de absorbancias.

RESULTADOS DE TESTES DE AVIDEZ%[X;RRzé ANTITOXOPLASMA REALIZADOS EM
DIAS DIFERENTES
Soro 12 Teste 2° Teste © 3°Teste
24490 23% 20% 21%
24287 9% 13% 18%
24334 13% 16% 19%
24451 23% 13% 25%
24359 3% 10% 4%
24569 6% - 0%
24467 0% 2% 4%
24519 0% 0% 6%
Para os soros de perfil 1 a média de porcenta- DISCUSSAO

gens de queda de reatividade e desvio padrdo foi
de 34,1 * 12,1%. Para os soros de perfil II foi de
12,1%* 9,4% e para os de perfil Il 3,0% * 3,4%,
(Figura 1). Observou-se boa reprodutibilidade dos
resultados entre testes realizados em dias diferen-
tes, como se pode observar no quadro 2.
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A avaliagdo soroldgica do tempo de vigéncia
da infecgdo toxopldsmica assume importincia
como apoio ao diagndstico de infecgdes recentes.
E nesta fase que ocorrem nfo s as eventuais ma-
nifestagdes clinicas da forma aguda, como tam-
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bém h4 possibilidade de transmissdo congénita da
infecgao®

O principal marcador sorolégico de infec¢do
recente é a presenca no soro, de anticorpos especi-
ficos IgM. Pela técnica de imunofluorescéncia in-
direta esses anticorpos podem ser detectados desde
muito precocemente na infecgdo até algumas se-
manas ou poucos meses depois. Porém esse teste
sofre interferéncias, como a de fatores reumatéides
e da competi¢io de anticorpos IgG, para cuja neu-
tralizagdo se faz necessdria a remogdo das IgG da
amostra a ser testada.

O teste imunoenzimitico de captura de IgM
ndo sofre essas interferéncias, mas porque nitida-
mente mais sensivel, passa a detectar anticorpos
IgM por periodos mais longos, o que até certo pon-
to pode prejudicar seu significado de marcador de
infec¢do recente. O teste de hemaglutinagio, com
hemdécias sensibilizadas com antigenos
citoplasmadticos e de paredes do toxoplasma, tam-
bém pode detectar anticorpos IgM, indicados pela
queda de titulos que € observada ap6s tratamento
do soro pelo 2-mercaptoetanol®. Este teste ndo so-
fre interferéncia de fatores reumatdides, mas para
maior sensibilidade pode exigir a remogfo prévia
de anticorpos IgG do soro®. O teste de
hemaglutinacdo também representa um segundo
marcador de infec¢do recente, pois que nas primei-
ras semanas da infec¢do observa-se acentuada
disparidade entre altos titulos do teste IF-IgG e
baixos titulos do teste HA. Essa disparidade ndo
ocorre nas fases crbnica e de transi¢do da
toxoplasmose?®. A escolha da solugéo de uréia 6 M
como agente dissociante de complexos imunes de
baixa afinidade, como proposto por HEDMAN et
al.”, mostrou-se satisfatéria, resultando em quedas
de reatividade inferiores a 10% na toxoplasmose
cronica ou pregressa, sendo sensivelmente mais
elevada nas formas recentes.

A reprodutibilidade intertestes da medida de
avidez das IgG especificas como aqui referida,
mostrou-se adequada, pois que as variagdes obser-
vadas dentro de um mesmo grupo de soros foram
menores do que as diferengas entre grupos de dife-
rentes perfis.

Assim, a determinag@o da avidez ou afinidade
de anticorpos IgG antitoxoplasma pode ser utiliza-
da como mais um marcador de infecgdo recente.
Teste simples, pode complementar a defini¢do de

um perfil sorolégico, especialmente quando insufi-
cientemente delineado pelos demais marcadores
sorolégicos.

SUMMARY

Avidity of specific IgG antibody as a marker of
recent and old toxoplasma infections.

For serologically characterizing a recent
primary toxoplasma infection, the low avidity of
IgG specific antibodies was studied. Avidity was
evaluated as the decrease of IgG antibody titers in
ELISA after treating plates with 6 M urea, as a
dissociating solution of low avidity antigen-
antibody complexes. Sixty nine serum samples
were studied, presenting characteristic patterns of
recent, transitional or chronic toxoplasmosis.
Serological patterns were determined according to
results of IgG and IgM immunofluorescence, IgM-
capture, and hemagglutination tests. Twenty three
serum samples from each of the referred patterns
ILI and III were titrated. For chronic
toxoplasmosis infections, which presented a
serological pattern III, observed decrease of titers
was 3% + 3%. For pattern I recent toxoplasmosis
sera it was 34% * 12%, and for transition pattern
11, 12% + 9%.

Thus, a low avidity of IgG specific antibodies
can be applicable for the diagnosis of a recent
toxoplasmosis infection.
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