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RESUMO

Toxoplasmose cerebral (TC) é a causa mais comum de lesbes encefélicas em
pacientes vivendo com HIV/aids, e que mesmo apds a era da terapia antirretroviral
(TARV) ainda é responsavel por elevadas taxas de morbidade e mortalidade em
todo o mundo. O presente estudo consiste em analisar as caracteristicas clinicas,
laboratoriais, epidemiolédgicas e de tratamento dos pacientes com TC e aplicar os
sistemas baseados em reacdo de cadeia de polimerase (PCR) para identificacédo
das cepas de Toxoplasma gondii. Foram coletados 2ul do fluido cérebro-espinhal
(FSC) de 117 pacientes admitidos no hospital de referéncia em neurologia de
Pernambuco onde foram analisados suas caracteristicas clinicas, exames de
imagens e estudo do FSC. No primeiro artigo foi realizada uma analise de série de
casos de 56 pacientes cujas caracteristicas de apresentacdo clinica, de estudo
encefalico por imagem e de resultados de analise liqudrica foram avaliadas. TC
levou ao diagnostico de HIV em 48.2% dos pacientes, entretanto, no momento do
diagnéstico de TC, apenas 16.6% referiram estar em uso de TARV e 8.9% estavam
recebendo profilaxia primaria para toxoplasmose. Cefaléia, déficit de forca, febre,
episodios convulsivos e confusdo mental foram os sinais e sintomas mais frequentes
durante o estudo. Cinquenta e trés pacientes demonstraram altera¢cdes compativeis
com toxoplasmose em tomografia computadorizada ou ressonancia magnética.
Trinta e quatro amostras de liquor foram positivas para T. gondii nas reacdes de
Elisa IgM e IgG, enquanto 55.4% foram positivas na reacdo de hemaglutinacéo.
Cinquenta pacientes foram submetidos ao tratamento de primeira linha para
toxoplasmose e destes, 4.0% tiveram a sulfadiazina substituida por clindamicina.
Concluindo que apesar da atual disponibilidade de terapia antirretroviral e mesmo da
profilaxia contra infeccbes oportunistas, a TC ainda € uma afeccdo neurologica
bastante relevante em individuos vivendo com HIV/aids. Seu diagndstico precoce é
essencial, mesmo que na maioria das vezes seja presuntivo. Igualmente importante
para um bom progndéstico é o inicio precoce do tratamento empirico e da terapia
antirretroviral. JA4 para o segundo artigo foi utilizado sistemas de PCR para
diagnosticar e genotipar T. gondii em pacientes com TC, onde dos 117 pacientes, 48
foram positivos na MN-PCR e destes, 31 pacientes foram sugestivos para TC e
submetidos a exames de imagens, os quais 80,6% mostraram alguma leséo
neuroldgica. Os exames de imagens revelaram que 67,7% dos individuos possuiam
multiplas lesbes e em relacdo a genotipagem destes pacientes, a cepas | foi
encontrada em 12%, cepas ll, lll e polimérficas em 4%, amostras apresentando 0s
dois alelos 8%, mistas em 16% e n&o identificado em 48%. O sequenciamento foi
realizado e confirmou a circulacdo de duas cepas no mesmo individuo. Em relacédo
aos individuos sem TC, mas com genotipos mistos, polimorficos e com o tipo | foram
encontrados em 33,3%, 0s quais podem vir a causar a TC por se tratarem de
pacientes soropositivos. Concluimos que a cepa mais comum da América do Norte e
Europa ja encontra em circulagcdo na nossa populacdo e que mesmo utilizando
apenas quatro marcadores conseguimos encontrar uma alta diversidade génica no
grupo estudado apesar da limitacdo da RFLP-PCR.

Palavras-chave: Toxoplasmose cerebral. Genotipagem. Multiplex-PCR. Nested-
PCR.RFLP-PCR.



ABSTRACT

Cerebral toxoplasmosis (CT) is the most common cause of brain lesions in patients
living with HIV / AIDS, and that even after the age of antiretroviral therapy (ART) it is
still responsible for high morbidity and mortality rates worldwide. The present study
consists of analyzing the clinical, laboratory, epidemiological and treatment
characteristics of patients with CT and applying the polymerase chain reaction (PCR)
based systems for Toxoplasma gondii strain identification. A total of 117 patients
were admitted to the referral hospital in Pernambuco, where they analyzed their
clinical characteristics, imaging tests and FSC study. In the first article, a case series
analysis was performed of 56 patients whose characteristics of clinical presentation,
brain imaging and results of CSF analysis were evaluated. TC led to the diagnosis of
HIV in 48.2% of patients, however, at the time of CT diagnosis, only 16.6% reported
being on ART and 8.9% were receiving primary prophylaxis for toxoplasmosis.
Headache, force deficit, fever, convulsive episodes and mental confusion were the
most frequent signs and symptoms during the study. Fifty-three patients
demonstrated changes compatible with toxoplasmosis on computed tomography or
magnetic resonance imaging. Thirty-four CSF samples were positive for T. gondii in
Elisa IgM and IgG reactions, while 55.4% were positive in the hemagglutination
reaction. Fifty patients underwent first-line treatment for toxoplasmosis, and 4.0%
had sulfadiazine replaced by clindamycin. Concluding that despite the current
availability of antiretroviral therapy and even prophylaxis against opportunistic
infections, CT is still a very relevant neurological condition in individuals living with
HIV / AIDS. Early diagnosis is essential, even if most of the time it is presumptive.
Equally important for a good prognosis is the early onset of empirical treatment and
antiretroviral therapy. For the second article, PCR systems were used to diagnose
and genotype T. gondii in patients with CT. Of the 117 patients, 48 were positive in
MN-PCR and 31 patients were suggestive for CT and submitted to imaging, with
80.6% showing some neurological damage. The imaging studies revealed that 67.7%
of the individuals had multiple lesions and in relation to the genotyping of these
patients, | strains were found in 12%, strains I, Ill and polymorphic in 4%, samples
presenting the two 8% alleles, mixed in 16% and unidentified in 48%. Sequencing
was performed and confirmed the circulation of two strains in the same individual. For
individuals without CT, but with mixed genotypes, polymorphic and type | were found
in 33.3%, which can cause CT because they are seropositive patients. We concluded
that the most common strain in North America and Europe is already circulating in
our population and that even using only four markers, we found a high genetic
diversity in the studied group despite RFLP-PCR limitation.

Key Words: Cerebral toxoplasmosis. Genotyping. Multiplex-PCR. Nested-PCR.
RFLP-PCR.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasmose € uma doenca causada pelo protozoario intracelular
apicomplexo, Toxoplama gondii, o qual & amplamente distribuido no mundo todo
provocando varias morbidades e mortalidades (LUFT; CHUA, 2000; DUBEY, 2008).

A parasitose pode se apresentar de diversas formas no organismo humano,
porém estudos soroldgicos indicam que mais de 80% das infec¢des primarias por T.
gondii sdo assintométicas, resultando em infeccdo cronica com laténcia dos
parasitas dentro de cistos teciduais que pode ocorrer durante toda a vida do
hospedeiro (HILL; DUBEY, 2002; HILL et al, 2005; DUBEY, 2008; DUBEY et al,
2012). A infeccdo basicamente consiste na rapida divisdo dos taquizoitos,
encontrados em grandes quantidades na fase aguda. Em seguida, com o
desenvolvimento de imunidade, formam-se cistos teciduais principalmente
encontrados nos musculos e cérebros, contendo centenas de bradizoitos, esta fase
ja é caracterizada a fase crénica da doenca e estima-se que até 30% da populacao
mundial estejam nesta fase (TENTER; HECKEROTH; WEISS; 2000).

Nos pacientes com o sistema imunolégico debilitado, principalmente com
aids, pode ocorrer a reativacdo da infeccdo latente quando o numero de linfocitos
TCD4" apresentar menos de 100 células CD4*/mm?® de sangue, causando a
Toxoplasmose Cerebral (TC), uma das mais comuns infeccbes neurolégicas
oportunistas tornando a doenca extremamente grave, neste grupo de risco
(PEREIRA-CHIOCCOLA et al, 2009).

No Brasil, a TC é uma das infeccbes neurologicas mais comuns em pessoas
vivendo com aids e é tipicamente observada nas fases de morbidade posteriores do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV- Human Immunodeficiency Virus) causando
infeccédo e mortalidade significativas (VIDAL, et al., 2005).

A encefalite € o acometimento cerebral mais frequente da toxoplasmose em
individuos com aids, causando necroses cerebrais, preferencialmente nos ganglios
da base em ambos os hemisférios cerebrais. Devido a esses sintomas é
considerada uma doenca definidora de aids tanto nos paises em desenvolvimento
quanto nos paises desenvolvidos (PEREIRA-CHIOCCOLA; VIDAL; SU, 2009).

Estima-se que cerca de 30% a 50% dos pacientes com HIV positivos e infectados
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pelo T. gondii desenvolverdo em algum momento da sua evolucdo a
neurotoxoplasmose (SCHOEDER et al., 2006).

No Brasil, a neurotoxoplasmose representa a doenca cerebral com lesdes
focais mais comum em pacientes com aids e a terceira doenca definidora de aids
mais frequente encontrada nestes pacientes (BAHIA-OLIVEIRA, et al., 2003; VIDAL,
OLIVEIRA; HERNANDEZ, 2003).

Os sinais e sintomas clinicos da neurotoxoplasmose nos pacientes com
imunodeprimidos podem ser agudos e subagudos e o diagnéstico para definir
toxoplasmose requer a identificacdo do parasita em bidpsias de tecidos e
eventualmente exame do liquor cefaloraquidiano (LCR) (PALM; TUMAN;
PIETZCKER, 2008).

Os sintomas da TC podem ser confundidos por outras infeccbes oportunistas
gue comumente infectam os individuos com aids. Portanto o diagndstico ndo pode
ser baseado somente em observacfes clinicas. Classicamente o diagndéstico da
toxoplasmose é baseado na pesquisa de anticorpos por métodos soroldgicos. Os
testes mais utilizados para deteccdo de anticorpos sao Imunofluorescéncia indireta
(IF1) e ELISA (MONTOYA; LIESENFIELD, 2008).

No entanto, para a identificacdo de TC os métodos de diagndsticos para
deteccado dos anticorpos IgG e IgM sao pouco utilizados, embora a presenca de alto
titulos de IgG seja comum nestes pacientes, porém, a auséncia de anticorpos néo
exclui o diagnéstico (PALM; TUMAN;PIETZCKER, 2008; VIDAL et al, 2011).

O diagnéstico de neurotoxoplasmose, como preconizado pelo Ministério da
Saude, é realizado principalmente por tomografias computadorizadas e ressonancia
magnética 0s quais muitas vezes ndo consegue distinguir entre outras doencas
cerebrais. As imagens demonstram multiplas lesdes granulomatosas, mas nao
diferencia toxoplasmose de outras lesbes como abcessos e linfomas (KASTRUP;
WANKE; MASCHKE, 2008; VERMA; BERGER, 2012). Estes pacientes podem
realizar também exames de biopsia cerebral, mas é muito limitado por ser um
meétodo invasivo. Pensando neste aspecto, técnicas de biologia molecular como a
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) em amostras como fluido cérebro-espinhal
(FCS) representa uma excelente alternativa para o diagndstico etiolégico da TC ou

para tomar decisdes em casos em que a doenga cursa um quadro desfavoravel
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apesar do tratamento especifico (BASTIEN, PROCOP, REISCHL, 2008; FERREIRA
et al, 2008; MONTOYA,; LIESENFELD, 2008).

Estudos realizados com objetivo de comparar sensibilidade de sequiéncias
iniciadoras mostraram que as sequéncias alvo B22 e B23 do gene B1 apresentaram
maior sensibilidade e especificidade (CHABBERT et al., 2004). Entretanto, alguns
estudos tém sido desenvolvidos com objetivo de usar um conjunto de primers para
diferentes marcadores de DNA em um numero pequeno de amostras (BASTIEN,
2002; VIDAL et al, 2004).

Métodos de genotipagem através da técnica de PCR-RFLP distinguiram trés
linhagens clonais de T. gondii com correspondentes diferencas fenotipicas (PENA et
al.; FERREIRA et al; SU et al. 2006; DUBEY et al. 2007) conhecidas como tipos |, Il
e lll (DARDE et al., 2004; SU et al. 2006). Em estudos utilizando camundongos
como hospedeiros demonstraram que as infeccbes com as diferentes linhagens
clonais tiveram resultados diferentes. As cepas do tipo | sdo altamente virulentas e
mais frequentemente encontradas em pacientes com aids e toxoplasmose ocular
(KHAN et al.; VALLOCHI et al. 2005), enquanto que o tipo Il e lll sdo encontradas
com frequéncia na América do Norte e Europa sao significantemente menos
virulentas e causa mais comum em infeccdo congénita (NOWAKOWSKA et al.
2006). Cepas mistas e gendtipos atipicos sdo encontrados na América do Sul
(FERREIRA et al. 2006, 2008; DUBEY et al. 2007).

Devido a complexidade diagnostica de toxoplasmose cerebral se faz
necessario o desenvolvimento de testes de diagndstico mais preciso, mais sensivel,
especifico e rapido, principalmente em pacientes imunocomprometidos, além de
saber quais as cepas circulantes em Pernambuco. Assim, este estudo teve como
objetivo aplicar os sistemas baseados em PCR para diagnostico da
Neurotoxoplasmose e investigar as caracteristicas clinicas e genéticas das cepas de

T. gondii isolados de pacientes com toxoplasmose cerebral e aids.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA TOXOPLASMOSE:

A toxoplasmose € causada por um protozoario unicelular, intracelular,
apicomplexo e cosmopolita, o Toxoplasma gondii (DUBEY, 2010). Protozoario
amplamente distribuido podendo ser encontrado de 15 a 68% da populacdo adulta
da América do Norte e até mais de 90% em alguns paises, como por exemplo, 0
Brasil (SROKA, et al, 2010). A doenca em geral é benigna e pode passar
despercebido em individuos imunocompetentes. Quando presentes, 0s sintomas sao
inespecificos como a linfadenopatia, e apenas 10-20% de casos de infeccéo pelo T.
gondii sdo sintomaticos, porém, complicacbes raras podem acontecer e trazer
graves consequéncias em mulheres gravidas podendo levar a 6bito fetos infectados
(mais de trés mil casos por ano s6 nos EUA) e individuos imunocomprometidos
principalmente os que possuem aids, ja que pelo menos 30% dos aidéticos que sao
soropositivos pra T. gondii desenvolverdo encefalite toxoplasmica (MONTOYA;
LIESENFELD, 2008; REY, 2011; SAADATNIA; GOLKAR; 2012). Em criancas, a
soroprevaléncia é relativamente baixa, aumentando de acordo com a idade, devido a
exposicao a mais fatores de riscos, durante o transcorrer da vida (TENTER et al.,
2000).

2.2 O TOXOPLASMA GONDII

O T. gondii € um protozoario intracelular obrigatério pertencente ao filo
Apicomplexa por possuir uma organela especifica encontrada neste filo, o
apicoplasto, e de subfamilia Toxoplasmatinae (LEVINE, 1988), constituido por
complexo apical composto por organelas secretoras especializadas tais como
roptrias e micronemas, e de elementos do citoesqueleto, com os anéis polares e
condide, tais organelas sao especificas para a adesdo, invasdo e ajuda na
replicacdo do parasita dentro do vacuolo parasitéforo como os granulos densos,
além de uma importante organela que também é caracteristica deste filo o

apicoplasto, localizada préximo ao nucleo de origem endossimbidtica de algas
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verdes e tém a funcdo de biossintese de aminoacidos e acidos graxos (NEVES, et
al; 2011; REY, et al; 2011; ATTIAS; VOMMARO; DE SOUZA; 2014)

Os membros dessa subfamilia possuem o ciclo heteroxénico (dois
hospedeiros) e oocisto com dois esporocistos com quatro esporozoitos cada. O
género Toxoplasma foi descrito por Nicolle e Manceaux em 1908 em um roedor do
norte da Africa de denominagdo gondii no mesmo ano que Splendore identificou o
protozoario em coelhos em laboratérios no Brasil. Em 1909, Nicolle e Manceaux
descreveram o protozoario e o classificaram criando o género Toxoplasma e a
espécie T. gondii.

Sao encontrados oitos espécies do género Toxoplasma (DUBEY, 2010). Esta
espécie infecta inUmeros animais de sangue quente entre eles aves (mais de 30
espécies) e mamiferos (mais de 300 espécies conhecidas) e neles invadem as
células e se multiplicam. Essa alta capacidade de infeccdo esta relacionada aos
antigenos de superficies e as suas organelas citoplasmaticas, como 0s micronemas,
roptrias e granulos densos, que os ajudam a aderir, invadir e reproduzir-se dentro de
vacuolos parasitéforos no interior das células.

Trés linhagens diferentes do parasita foram descritas, divididos em tipo I, Il e
lIl; Onde a linhagem do tipo | é a menos encontrada e mais patogénica, a do tipo Il &
a mais difundida no hemisfério norte e relacionada a doencas oculares e reativacéo
dos cistos em inumocomprometidos e a do tipo Il ocorre mais em animais; linhagens
mistas I-1l também pode ser encontradas (REY; 2011, FEKKAR et al, 2011).

2.3 HISTORICO DA TOXOPLASMOSE

A identificacdo do T. gondii aconteceu em 1908 ao mesmo tempo tanto na
Tunisia quanto no Brasil, mas apenas em 1937 foi identificado por Sabin e Olitsky
gue o Toxoplasma era um parasita intracelular obrigatorio. Nesta época foi verificado
gue a doenca poderia ser transmitida pela alimentacdo de tecidos com o parasita
ap0s o experimento de alimentar camundongos com animais mortos recém-
infectados. A doenca cursava desconhecida no homem, até que 1939 foi identificado
o primeiro caso de transmissdo congénita. Mas o ciclo evolutivo, distribuicdes

geograficas e vias de transmissado ainda ndo tinham sido estudados até os meados
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de 1950, quando o estudo sobre o agente etioldgico foi intensificado devido a
inquéritos epidemiolégicos sorolégicos que mostravam que esta doenca era
amplamente distribuida entre os homens e diversos animais. Estes inquéritos so
foram realizados devido ao desenvolvimento do teste do corante ou reagéo de Sabin
e Feldman em 1948.

Apés o conhecimento sobre os estagios de infeccdo como taquizoitos e
bradizoitos por Weinman e Chandler (1954), a hipGtese de transmissdo por
carnivorismo foi ratificada e a partir dos anos 60 mais estudos sobre a doencga foram
intensificados, como por Jacob e colaboradores (1960), apés descobrirem que
existia uma forma de resisténcia deste parasito que era os bradizoitos que formavam
0s cistos teciduais confirmando posteriormente que era uma das formas de
transmissdo. Mas, tais resultados geraram conflitos quando comparados também ao
alto numero de herbivoros e vegetarianos infectados onde posteriormente (em 1965)
a forma de oocisto foi identificada e a duvida solucionada. Nos anos 70, o ciclo de
vida foi identificado e revisado por Dubey (2009) e Ferguson (2009), assim como as

vias de transmisséao, a qual foi revisada em 2010 por Jones e Dubey.

2.4 FORMAS EVOLUTIVAS

T. gondii possui dois hospedeiros e por isto seu ciclo é definido como
heteroxénico e que pode ser amplamente encontrado no seu hospedeiro
intermediario, divididos em mamiferos tais como, homem, bois, roedores, cavalos,
porcos, caes e aves, onde neles realizam seus ciclos assexuados e hospedeiros
definitivos que sao os felideos em geral, onde neles realizam o ciclo tanto
assexuado como sexuado (AFONSO et al, 2010).

As formas evolutivas e infectantes do T. gondii s&o: (l) taquizoitos,
encontrados em diversas células, fluidos e tecidos organicos, (ll) cistos teciduais
contendo os bradizoitos presentes em carnes e visceras contaminadas e (lll)
esporozoitos encontrados dentro de oocistos eliminados pelas fezes dos
hospedeiros definitivos (DUBEY, 2002).

No epitélio intestinal do hospedeiro definitivo o parasita desenvolve cinco tipos

de estagios multiplicativos e sexuais antes de ser eliminado como oocistos nas fezes
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e dois estagios encontrados nos tecido sdo importantes para a patogénese da
infeccdo: taquizoitos e bradizoitas (MOURA; AMENDOEIRA;BARBOSA, 2009).

Frenkel (1973) descreveu o termo ‘taquizoita’ (em grego, taqui= rapido) por
ser a forma evolutiva do parasita que se multiplica rapidamente dentro de diversos
tipos de células nos hospedeiros intermediarios e nas células epiteliais néo
intestinais dos hospedeiros definitivos (BARBOSA; MUNO; MOURA, 2014). Eles
possuem formato eliptico (6um de comprimento x 2um de largura) e sao
obrigatoriamente intracelulares das células nucleadas. Por penetracao ativa,
invadem as células pela sua regido apical com a ajuda de algumas organelas
citoplasmaticas e se alojam no interior do vacuolo parasitéforo, onde ocorrera sua
multiplicagdo por endodiogenia (figura 1), forma especializada em multiplicagéo
assexuada, onde dentro de uma célula-mée se formara duas células-filhas. Apés a
multiplicacdo, os taquizoitos deixam o vacuolo parasitéforo, rompem a membrana
plasmatica das células e alcancam o meio extracelular, disseminando-se pela
circulagdo hematogénica ou linfatica para varios tecidos. Esta forma é responsavel
pela fase aguda da infeccdo (figura 2A) (DUBEY, 2002; BARBOSA et al, 2005;
JONES; DUBEY, 2010).

Figura 1: Taquizoito dentro do vacuolo parasitoforo.

Legenda: Forma evolutiva de T. gondii analisada por microscopia eletrdnica de transmissdo, onde
mostra a presenca de um vacuolo parasitéforo contendo dois taquizoitos em processo de divisdo
por endodiogenia.

N: Nucleo; Condides das células-filhas. Barra de 0,5um.
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Bradizoitos sédo originados dos taquizoitos por mecanismos ainda n&o
esclarecidos apos um numero desconhecido de divisdes no interior das células. Esta
forma evolutiva possui uma multiplicacdo mais lenta (bradi= lento, em grego) e
medem cerca de 7um de comprimento x 1,5um de largura, possuem antigenos de
superficie e plasmaticos diferentes dos taquizoitos e tém a maior quantidade de
micronemas sendo mais resistentes a pepsina e tripsina (WEISS; KIM, 2000;
BARBOSA; MUNO; MOURA, 2014). Alteracbes morfoldégicas da membrana e do
vacuolo parasitoforo vdo dar origem aos cistos teciduais que variam de tamanho
devido a quantidade de parasitas, onde 0os mais jovens Sdo menores e podem ser
encontrados apenas dois parasitas e os mais velhos sdo maiores e podem ser
encontradas centenas de bradizoitos. Tais cistos podem se desenvolver em diversos
tecidos, mas tém preferéncias em tecidos musculares (cistos mais alongados),
nervoso (cistos mais esféericos) e retina (WEISS; KIM, 2010; JONES; DUBEY, 2010)
(Figura 2B).

Figura 2: Micrografias das formas evolutivas de T. gondii.

Legenda: A. Taquizoitos; B. Bradizoitos dentro da parede cistica. C. Oocisto imaturo. Em D oocisto
maduro com dois esporocistos e quatro esporozoitos.
Fonte: A, B: elportaldelasalud.com; C e D: Dubey et al, 1988.
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Estes cistos teciduais podem permanecer latentes por toda a vida do
hospedeiro sem causar respostas inflamatéria ou imunoldgica, evitando que o
sistema imune do hospedeiro os destrua (HILL; DUBEY, 2002). Vivendo dentro das
células do hospedeiro, sem destrui-las, eles fogem do sistema imunolégico servindo
como um mecanismo de escape, desenvolvendo a fase cronica da infeccdo que
podem durar anos. Porém, estes cistos podem romper e o0s bradizoitos se
diferenciarem para taquizoitos invadindo novas células hospedeiras formando um
novo cisto tecidual (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).

Alguns estudos afirmam existir um tropismo para formacao de cistos cerebrais
em pequenos roedores independentemente da cepa de T. gondii, enquanto que em
grandes mamiferos, como bois, ovelhas e cabras, o0s cistos sdo predominantemente
musculares (DUBEY; JONES, 2008).

Oocisto é uma das formas infectantes do parasita e sdo produzidos nos
epitélios intestinais dos felideos e eliminados ainda imaturos no meio ambiente junto
com suas fezes, onde irdo amadurecer (figura 2C, 2D) (TENTER; HECKROTH,;
WEISS, 2000). Este amadurecimento pode durar de um a cinco dias e decorre por
influéncia de oxigenacao, temperatura e umidade adequada (HILL; DUBEY, 2002;
DUBEY, 2004). Esta forma evolutiva é ovoide e possui dupla membrana que ajuda a
passar pela acidez do estbmago quando ingeridos e a viver no meio ambiente em
condi¢bes inadequadas sem morrer. Quando esporulados séo elipticos com dois
esporocistos cada um com quatro esporozoitos. Os esporozoitos medem cerca de 6-
8 um de comprimento x 2um de largura e representam uma forma intermediaria
entre taquizoitos e bradizoitos (figura 2D). Eles sdo formados apds a reproducao
sexuada por esquizogonia, gamegonia e esporogonia as quais sao realizadas
apenas nos hospedeiros definitivos (HILL; DUBEY, 2002; FERGUSON, 2009;
JONES; DUBEY, 2010).

Nos felideos, os esquizontes localizam-se dentro dos enterOcitos entre a
superficie interna e o nucleo e séo divididos em A, B, C, D e E (figura 3). A partir da
ingestao dos cistos e apds 12 a 18 horas nas células entéricas mais superficiais e
lamina prépria intestinal sdo encontrados os esquizontes do tipo A (FERGUSON,
2004; SPEER; DUBEY, 2005). O esquizonte B ocorre de 12 a 54 horas ap0s a

infeccdo e se multiplica por endodiogenia, enquanto que os demais se multiplicam
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por endopoligenia (multiplicacdo assexuada em que varias células-filhas se formam
no interior da célula-méae). Esquizonte C € alongado e se desenvolve entre 24 a 32
horas no interior do vacuolo parasitoforo de enterécitos e multiplica-se por
endopoligenia. Esquizonte do tipo D desenvolve-se entre 32 a 15 dias apos a
ingestéo dos cistos teciduais e sédo abundantes nas células epiteliais das vilosidades
intestinais e apds 40h dividem-se e geram organismos de varios aspectos
morfologicos e de 3 a 15 dias apos a infeccéo ja se observam os esquizontes E que
surgem a partir do esquizonte D que escaparam das células vizinhas ( FERGUSON,
2004; SPEER; DUBEY, 2005).

Os tipos A conduz a formacdo do tipo B e C, onde estes amadurecem
rapidamente e desaparece quando surge o tipo D os gametdcitos s6 aparecem com
o surgimento do D e E, sugerindo que apenas estes tipos sejam as formas
precursoras dos gametas (SPEER; DUBEY, 2005).

Macrogametas e microgametas (figura 3) sdo as formas sexuais encontrados
na parede intestinal dos felideos, onde este ultimo sai das células intestinais e caem
na luz intestinal e sdo atraidos por quimiotaxia até os macrogametas onde
acontecera a fecundacdo dando origem ao ovo ou zigoto que se diferenciard em
oocisto imaturo rompendo o0s enterocitos e apds a liberagdo nas fezes ocorrerd a
esporulagdo formando oito esporozoitos dentro de cada oocistos (FERGUSON,
2004; SPEER; DUBEY, 2005).

Figura 3: Ciclo entérico de T. gondii no epitélio intestinal do felideo.

Giclo entérico de Toxoplasma gondii no epitélio intestinal
Estagios enteroepiteliais.
(Esquizontes)

Legenda: A figura mostra as formas evolutivas dos esquizontes, gametdcitos e oocistos.
Fonte: Moura, Amendoeira e Barbosa, 2009.
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2.5 CICLO DE VIDA DO T. GONDII

Em um hospedeiro intermediario susceptivel ocorre o ciclo assexuado do
parasita onde a infeccdo pode acontecer por transmissdo ambiental, seja ela fecal-
oral ou por contaminacdo de carnes mal passadas e cozidas e leites nao
pasteurizados, e acontece quando oocistos e cistos teciduais contendo bradizoitos
passam através do estdmago e nele comeca o desencistamento da parede do
oocisto e do cisto e com a atuacdo de enzimas proteoliticas que destroem a dupla
membrana liberando o0s esporozoitos e bradizoitos na parede intestinal, os quais
invadem ativamente as células epiteliais intestinais, dando origem a uma infeccéo
generalizada. ApOs a penetracdo na célula hospedeira, dentro do vacuolo
parasitoforo, 0s esporozoitos, bradizoitos ou taquizoitos se convertem para
taquizoitos iniciando sua rapida reproducdo por endodiogenia e assim, esta forma
atravessa as células epiteliais intestinais alcancam diversos tipos celulares em
diversos tecidos por meio da circulacdo sanguinea e linfatica. Esta fase da doenca é
considerada a fase aguda ou proliferativa e pode acarretar até a morte do
hospedeiro principalmente naqueles individuos com o sistema imune ainda néo
completamente formado ou debilitado. O sistema imune tende a eliminar os
parasitas extracelularemente de uma forma eficiente nos pacientes com a imunidade
inalterada, porém alguns parasitos podem evoluir para a formacdo de cistos
teciduais driblando o sistema imune do hospedeiro diminuindo a sintomatologia e
entrando na fase crénica que podera durar varios anos (TENTER; HECKEROTH,;
WEISS, 2000; FERGUSON, 2009; NEVES, et al, 2011).

A fase sexuada s6 acontece no epitélio intestinal de felideos jovens néo
imunes e sao designados de hospedeiros definitivos por que neles os parasitos
desenvolvem duas partes dos ciclos, uma assexuada realizada por merogonia
(esquizogonia) e uma sexuada realizada por gamogonia (REY, 2011).

Neles, o ciclo acontece apO0s a ingestdo de formas infectantes e apos
passarem pelo estdbmago (menos 0s taquizoitos que penetram na mucosa oral),
chegam ao epitélio intestinal e sofrem merogonia dando origem a merozoitos. Os
conjuntos destes merozoitos dentro das células intestinais nos vacuolos

parasitéforos sdo chamados de merontes ou esquizontes, que apés romperem irdo
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liberar os merozoitos que penetrardo em novas células epiteliais e se transformaréo
nas formas sexuais gamontes ou gametocitos, sendo o gameta masculino o0s
microgametas 0s quais sdo menores e moveis (possuindo dois flagelos) e os
femininos, os macrogrametas maiores e iméveis. Apés o encontro do microgameta
com o0 macrogameta ocorrerd a fecundacao e a formacdo do ovo ou zigoto, a qual
evoluira para oocisto que sera liberado nas fezes ainda imaturo. Este no meio
externo sera amadurecido por um processo chamado de esporogonia que finalizara

com dois esporocistos com quatro esporozoito cada (figura 5). (NEVES, et al, 2011)

Figura 4: Ciclo de vida e transmissao do T. gondii.
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Fonte: ABN News

2.6 TRANSMISSAO DA TOXOPLASMOSE

T. gondii € disseminado por diversas formas entre aves e mamiferos,

incluindo os seres humanos, o qual € o hospedeiro intermediario ocorrendo nele a
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reproducdo assexuada do parasita e atuando como um potencial reservatério desta
doenca.

As vias de transmissdo do parasita no hospedeiro intermediario sao
estabelecidas por dois principais caminhos: pela via vertical por transmissao
transplacentaria dos taquizoitos, a infeccdo congénita e pela via horizontal
(MONTOYA; LIESENFIELD, 2008), a infeccdo oral, que pode acontecer por
diferentes estagios infecciosos quer pela ingestdo de cistos teciduais por
carnivorismo, pela ingestao da carne crua ou mal passada, quer pela ingestao oral
de oocistos presentes em alimentos, no solo e na agua, o que justifica a sua alta
incidéncia entre os vegetarianos e herbivoros e ainda (mas raramente) por
taquizoitos eliminados em leites de cabras e vacas nao pasteurizados, mas se eles
nao penetrarem na mucosa oral rapidamente morrerdo ao chegar no estémago
devido ao suco gastrico pois € a Unica forma evolutiva que ndo possui uma parede
protetora de resisténcia (BOYER et al, 2011, NEVES et al, 2011). Além dessas vias
de transmissdo a disseminacdo pode acontecer por veiculos mecanicos como
insetos, vermes e pequenos roedores (JONES; DUBEY, 2010). Assim, a prevaléncia
da infeccdo ndo € restrita a presenca dos hospedeiros definitivos (felideos)
(TENTER; HECKROTH; WEISS, 2000).

Cada uma das formas evolutivas do T. gondii possuem diferencas em relacao
a infectividade, no qual o cisto tecidual € a forma mais efetiva de infec¢do para os
felideos, onde este ira liberar oocistos nas fezes que contaminara os hospedeiros
intermediarios. Porém, eles podem se contaminar também por taquizoitos e oocistos
gue apos a ingestao produzem oocistos em menos de 30% dos animais infectados
(DUBEY, 2009). Além de frutas e vegetais crus provenientes de solos contaminados
possam também causar infecgao.

A transmissao por carnivorismo é o mais comum e bastante eficiente nos
carnivoros e onivoros e acontece pela ingestao dos cistos teciduais em carnes cruas
e malcozidas e assadas (FERGUSON, 2009) que sao predominantes durante a
infeccéo crénica em todos os hospedeiros, mas podem comecar a ser produzidos na
fase aguda (DUBEY; JONES, 2008). Tais cistos sdo mais frequentemente
encontrados no sistema nervoso central, musculatura esquelética, cardiaca e retina,

porém, pode ser encontrados também nas visceras e pulmdo. Da mesma forma que
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0S oocistos, a parede cistica sera digeridas por enzimas proteoliticas estomacais
liberando os bradizoitos que penetram ativamente na mucosa intestinal e
transforma-se em taquizoitos alcancando as circulacbes e disseminando-se onde
novamente pode acontecer o seu encistamento (DUBEY; JONES, 2008; DUBEY et
al, 2011).

Na transmisséo transplacentaria ou congénita da toxoplasmose acontece pela
infeccdo primaria materna para o feto (MONTOYA; LIESENFELD, 2008)
diferentemente do que acontece em ratos ou hamsters e outros mamiferos
pequenos onde a infeccdo congénita pode ocorrer por dez ou mais geragdes e
podem ndo desenvolver anticorpos contra T. gondii, provavelmente por causa da
tolerancia imune. A infeccdo pode ocorrer pela ingestdo de oocistos ou cistos
teciduais, com a liberacdo de esporozoitos ou bradizoitos respectivamente, e,
intracelularmente, ocorrera a transformacao em taquizoitos onde serdo liberados ao
ambiente extracelular e alcancara a circulacdo materna atravessando assim a
barreira  fetoplacentaria e proliferando ativamente nos tecidos fetais
imunologicamente imaturos (KRAVETZ; FEDERMAN, 2005).

Outras formas de transmissdo de baixo risco epidemiolégico sao
apresentadas e estdo relacionadas a falta de cuidados com a manipulacdo do
material infectado como em acidentes em laboratorios, que ocorre pela manipulacéo
e ingestdo de oocistos esporulados em amostras de fezes de felinos ou contato
direto com os taquizéitos ou bradizoitos isolados de animais infectados por cultivos
celulares (HERWALDT, 2001).

O leite materno, de vaca e de cabra pode conter e eliminar taquizoitos
durante a infeccédo aguda, onde aconteceria a infeccéo pela mucosa bucal ao ingerir
os leites contaminados. Ja que ndo possuem uma parede cistica protetora, tal forma
seria eliminada pelas secre¢fes gastricas do estdbmago, sendo assim, os leites de
vacas e cabras devem ser pasteurizados para eliminacdo desta forma de T. gondii
(JONES, DUBEY, 2014).

A transmissao por transfusdo de sangue ocorre por transfusdo de taquizoitos
dentro dos leucdcitos e transplante de 6rgdos também pode ocorrer quando 0s
cistos presentes nos tecidos transplantados sao provavelmente fonte de infeccao,

gue pode ocorrer por duas maneiras: primeiro, de implante do 6rgao ou de medula
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O0ssea de um doador infectado em um receptor ndo imune imunocomprometido;
segundo, de um doador nado infectado em um receptor imunocomprometido com
infeccédo latente que é ativada pelo proprio procedimento, nesses casos podem estar
envolvidos taquizoitos e bradizoitos, apesar da maior propabilidade ser dos
bradizoitos. A terapia citotdxica e imunossupressora administrada ao receptor
aumenta as chances de infeccao ativa em ambas as circunstancias (HILL; DUBEY,
2002; MONTOYA; LIESENFELD, 2004; BARBOSA; MUNO; MOURA, 2014,).

Apesar de T. gondii ja ter sido encontrado no sémen de machos de cabras e
de ovelhas e do homem, ndo ha risco de infeccao por relagdo sexual como também
ja foi encontrado na saliva, mas nao existe evidéncia de sua disseminac¢ao pelo beijo
(JONES; DUBEY, 2014).

A ingestdo de ovos mal cozidos ndo é considerada um fator de risco
importante para toxoplasmose (DUBEY, 2009). No entanto, os ovos devem ser
completamente cozidos antes do consumo humano em razéo de risco de infeccao
por outros patégenos.

A ingestdo de agua foi bastante associada a infec¢éo por este protozoario no
Brasil (BAHIA-OLIVEIRA et al, 2003; HEUKELBACH et al, 2007), j& que eles séo
resistentes a inativacao por cloro, uma filtracdo especial € necessaria para tratar a
agua potavel que pode estar contaminada com oocistos (JONES; DUBEY, 2014)

Os habitos culturais e de higiene apresentam um papel importante na
transmissao, onde, por exemplo, na Franca, a prevaléncia sorolégica de T. gondii é
relativamente alta. Isto deve principalmente aos habitos alimentares e cozimento dos
alimentos. O habito de comer carne crua e mal passada esta relacionado a alguns
costumes e padrdes de vida mais encontrados no mundo ocidental. A maioria dos
asiaticos cozinha bem a carne que consome. Essa diferenca nos habitos de
cozimento pode ser responsavel pelas menores taxas de prevaléncia de T.gondii em
algumas regifes como na Asia e Africa do que na Europa e América (JONES:;
DUBEY, 2014).

Além disso, os humanos podem adquirir toxoplasmose por meio de cées
domésticos que brincaram com fezes infectadas de gatos. Gatos jovens sao
capazes de eliminar oocistos durante um més e estes podem sobreviver em

condicdes favoraveis por 12 a 18 meses e o periodo pré-patente dos felideos
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depende da forma evolutiva ingerida, onde ocorre até trés dias por cistos, dezenove
dias por taquizoitos e vinte dias por oocistos (figura 6). (NEVES; 2011)

Figura 5: Formas de transmissdo da toxoplasmose.

Fonte: CDC.

Para eliminar os espécimes de T. gondii nas carnes de animais infectados
alguns cuidados sao utilizados na manipulacdo desse alimento, como tratamento
com sais (rotulados como carne “aprimorada”) que matam os cistos teciduais de T.
gondii, frangos vendidos em varejos sao congelados, o que também mata o parasita
(JONAS; DUBEY, 2014). Os cistos teciduais ndo sao resistentes ao cozimento
convencional a mais de 60°C ou ao armazenamento abaixo de -12°C, além da salga,
a defumacéo e a preparagao de conservas se feitas de modo adequado podem
matar os cistos teciduais, porém tais procedimentos ndo séo padronizados (DUBEY
et al, 1990). O aquecimento ao forno de micro-ondas ndo pode garantir a morte do
parasita na carne devido aos pontos quentes e frios, 0 armazenamento da carne em
temperaturas mais altas ndo matam os cistos teciduais, pois eles sobrevivem ao
armazenamento a temperatura de 4 a 6°C por até 2 meses (LUNDEN; UGGLA,
1992).
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2.7 EPIDEMIOLOGIA DA TOXOPLASMOSE

A infecc@o por T. gondii em homens e animais é bastante disseminada ao
redor do mundo e tem sido relatado com taxas de até 75% (PAPAS; ROUSSOS;
FALAGAS, 2009), mas modifica em diferentes areas geograficas de um pais,
podendo variar de 4% na Coréia a um maximo de 92% no Brasil (dependendo da
regido) o que deduz que um terco da populacdo mundial esteja infectado por T.
gondii sob a forma da doenca crbénica assintomatica por varios anos (SROKA, et al,
2010). As causas para esta variacao ainda nao sao conhecidas, mas acredita-se que
o fator ambiental esteja relacionado ao aumento da infeccdo em determinados
paises.

Condicbes ambientais que estdo relacionadas a esporulagdo e a
sobrevivéncia dos oocistos no ambiente podem determinar o grau de disseminacao
natural da infeccdo por T. gondii. Estudos relacionados a localizacdo geografica
indica existir uma prevaléncia mais alta em regides de clima tropical e subtropical,
com umidade e temperaturas altas favorecendo a sobrevivéncia dos oocistos no
meio ambiente, j& que precisam de calor e umidade para se tornar infectantes
(BARRAGAN; SIBLEY, 2003; BOJAR; SZYMANSKA,; 2010; JONES; DUBEY, 2014).

Na Europa, América Central e América do Sul a soroprevaléncia por este
parasita € maior podendo atingir em torno de 50 a 80% dos adultos. Nos Estados
Unidos e na Inglaterra de 16 a 40% da populacao estéao infectados (HILL; DUBEY,
2002; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). Porém, segundo Jones et al (2007) foi
constatada uma diminuicdo na prevaléncia e taxa de infeccdo nos EUA e na Europa
gue podem ser devido a uma manutencdo mais higiénica de chiqueiros, aumento da
proporcao de carne congelada e educacao em saude.

Um estudo realizado por Dubey e colaboradores em 2005 nos Estados
Unidos ndo se detectou infeccdo por T. gondii na carne bovina, e as carnes de
cavalos ndo sdo frequentementes ingeridas por humanos, as aves sao geralmente
bem cozidas antes do consumo. O cordeiro é provavelmente uma fonte de infeccao
em muitos paises, porém o consumo deste animal nos Estados Unidos e em outros
paises é relativamente pequeno. Algum tempo depois Bobic e colaboradores (2007)
fazendo um estudo de caso-controle realizado também nos Estados Unidos
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descobriu que a carne mal cozida € um importante fator de risco para infeccado por
este parasita e na Europa a ingestdo de carne cozida inapropriadamente, seja de
cordeiro, boi ou de caca, foi identificada como principal fator de risco.

Em alguns paises africanos pode-se encontrar uma variacdo de 35 a 84%
(TENTER et al, 2000), porém neles a situacdo é mais grave, ja que
aproximadamente 25 milhdes de africanos estdo expostos ao HIV/aids (UNAIDS,
2005).

Quando estudamos a taxa de prevaléncia do Brasil e seus fatores de risco
vemos uma variavel taxa de infeccéo por T. gondii, mas relativamente alta que pode
estar relacionada ao solo, agua, alimentacdo e regido. Alguns estudos de
prevaléncia da toxoplasmose clinica, e tem sido determinada entre 50% e 80%
(CANTOS et al., 2000; HOFFMANN, 2006; DUBEY et al, 2012). No Rio de Janeiro
se observou uma soroprevaléncia de 79%; 71% em Manaus, e variou de 52% a 65%
entre indigenas brasileiros (BOIA et al, 2008); em S&o Paulo essa taxa é de 68%
(KAWARABAYASHI et al., 2007) e em Recife varia de 64 a 79% (COELHO et al.,
2003). Porém, um estudo de soroprevaléncia realizado por Cabral e colaboradores
(2008) em Brasilia, foi verificado uma baixa prevaléncia de T. gondii, devido a esta
cidade possuir uma estrutura socioecondmica diferente do resto do pais. Outra
cidade onde o alto fator socioeconémico esta relacionado a baixa prevaléncia deste
parasita € em Campos dos Goytacazes no Rio de Janeiro (BAHIA-OLIVEIRA et al,
2003).

A proporcéo de infeccdo dos homens por este parasita causada pela ingestao
de carne crua ou malpassada contendo cistos teciduais e a porcentagem de casos
decorrentes da presenca de oocistos has maos ou em vegetais nao lavados nao sao
ainda conhecidas, mas € provavel que em lugares onde haja uma maior quantidade
de gatos, como em Costa Rica e Brasil, a infecgdo maior seja por oocistos, quando
comparado com Paris onde a populacdo de gatos é controlada, mas se come muita
carne crua e malpassada a infeccdo ocorra por cistos teciduais (JONES; DUBEY,
2014).

Sabendo que os gatos sdo animais domésticos que auxiliam ao combate de
roedores e que o T. gondii pode lesionar o tecido neural de ratos e camundongos

infectados, causando prejuizo na memdria e anormalidades comportamentais, um
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estudo realizado por Lamberton, Donnelly e Webster em 2008 sugere uma hipotese
de que T. gondii pode manipular o comportamento do seu hospedeiro para sua
prépria vantagem. Esse comportamento pode ajudar a garantir que os roedores
infectados por este protozoario sejam comidos pelos gatos devido a infeccéo
tornarem os roedores menos neofdbicos, levando a uma menor aversao ao odor dos
gatos, e devido a isto, o ciclo de vida do parasita seria preservado.

S0 poucos os relatos sobre a prevaléncia em criancas pequenas. Em 2005
um estudo realizado por Jones e colaboradores com criangas da Guatemala de 3-10
anos foram encontrados anticorpos circulantes de T. gondii em 37,8% dos casos, a
soroprevaléncia aumentou de 25% aos trés anos para 45% aos cinco anos de idade.

Em relacdo a etnia a prevaléncia também varia, mas € relacionada aos
hébitos sanitarios e de alimentacdo e ndo as diferencas genéticas. A maioria das
pesquisas demonstrou uma prevaléncia rural maior do que a urbana, mas algumas
nao mostraram diferencas e outras tiveram maior prevaléncia em individuos urbanos
do que nos rurais, além de descobrir que trabalhadores de matadouros e pessoas
que tiveram muito contato com solo e animais, existem também uma maior
prevaléncia em garis. Foi visto também que a prevaléncia aumenta com a idade e
nao tem uma diferenca significativa entre os géneros (MONTOYA; LIESENFIELD;
2008).

2.8 PATOGENIA

Nos homens, apos a ingestao de cistos ou oocistos de toxoplasma, a infec¢ao
geralmente é benigna e autolimitada, mas dependem do tamanho do parasita,
viruléncia do parasita, suas caracteristicas génicas e sistema imunologico do
hospedeiro. As reagbes imunes serdo desenvolvidas nas primeiras semanas de
infec¢@o provocando uma resposta imunoldgica associada a produgédo de anticorpos
especificos do T. gondii (AMATO NETO et al, 2008).

ApoOs disserminar-se pela via hematogénica, os bradizoitos e taquizoitos
podem acomete qualquer 6rgdo, podendo iniciar uma necrose e inflamacao tecidual
e em seguida organizar-se em cistos, que € a forma de resisténcia do T. gondii,

contendo inOmeros parasitas no seu interior por varios anos. Nos
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imunocomprometidos podem ocorrer lesées e sequelas importantes apés infecgédo
inicial, apesar de que o mais comum é que a reincidiva ocorra apos a infeccao
latente (CYPE, 2014).

Sabendo que as trés linhagens distintas de T. gondii parecem influenciar no
prognostico da doenca, estudos indicam que o gendtipo tipo | estd envolvido nos
casos de infeccdo com coriorretinite e que pode evoluir para uma forma mais
agressiva e que é encontrado em alta prevaléncia nos paises da América do Sul,
inclusive no Brasil (MERCIER et al, 2005; KHAN et al, 2006; DEMAR et al, 2007,
GILBERT et al, 2008; MERCIER et al, 2010). O gendtipo Il predomina nos casos de
encefalite dos pacientes imunocomprometidos da América do Norte e Europa
(CARRUTHERS; SUZUKI, 2007).

As cepas com gendtipos atipicos sao responsaveis por infecgdes graves ou
letais nos individuos imunocompetentes, o que pode ocasionar uma pneumonia,
miocardite ou meningoencefalite.

Estudos experimentais em diversos animais verificaram que na fase aguda e
generalizada os parasitas invadem diversas células, como leucdcitos e macrofagos e
tecidos, como cérebro (toxoplasmose cerebral) e pulmdes (toxoplasmose pulmonar).
O envolvimento do SNC e o pulmé&o podem ocorrer isoladamente ou em associagao
com a toxoplasmose disseminada que afeta multiplos 6rgéos, tais como os ganglios
linfaticos, baco, figado, rim, coracdo, glandulas suprarrenais, medula éssea, trato
digestivo e testiculos. Nesta fase, pode-se encontrar de dezenas a centenas de
parasitas intracelularmente. Como taquizoitos, a multiplicagdo € rapida nesta fase
inicial da doenca e em alguns animais essa acao destrutiva logo pode levar & morte,
se, por exemplo, o hospedeiro for infectado pela linhagem mais virulenta. Quando a
infeccdo ocorre devido a linhagens pouco ou ndo virulenta, a quantidade de
parasitas encontrados dentro das células possui menos de 20 parasitas, a
parasitemia comeca entdo a diminuir, mas a partir do quarto dia jA pode ser
encontradas células parasitadas no cérebro e aos quatro meses 0s cistos ja
possuem seu alcance maximo podendo medir de 40 a 50um e pode possuir até
3000 parasitas. Na fase crénica podem ser visualizados pequenos cistos ao redor
dos cistos maiores e em torno deles ndo se observa nenhuma reacdo do tecido
(REY; et al, 2011).
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Em relacdo aos aspectos clinicos, a toxoplasmose pode ser dividida nos
imunocompetentes em infeccdo congénita (adquirida ou reincidiva), nos
imunodeficientes e infec¢des oculares (SAADATNIA; GOLKAR; 2012). Em 80 % dos
casos a infeccdo primaria nos imunocompetentes é assintomética nos paises da
América do Norte e Europa (MONTOYA; LIESENFIELD; 2008), nos casos
sintomaticos os pacientes podem apresentar febre, linfadenopatia cervical, mialgia,
astenia e outros sinais clinicos inespecificos (BOYER et al; 2005) e por isto o
diagnoéstico diferencial deve ser considerado em todos o0s casos e suas
interpretagfes devem ser analisadas juntamente com suas caracteristicas clinicas
(REMINGTON et al; 2006). A linfadenopatia pode ser transmitida por varias semanas
e ser confundida com a mononucleose infecciosa (BOYER et al; 2005).

A coriorretinite toxopladsmica pode manifestar-se como infec¢do primaria,
embora pensasse que a toxoplasmose ocular era devido a uma infecgcdo congénita.
Delair e colaboradores (2008) realizaram um estudo retrospectivo e atribuiu que 100
dos 425 casos de toxoplasmose oculares estudados (23,5%) foram conferidos a
toxoplasmose adquirida.

Embora a maioria das infec¢des congénitas seja primarias adquiridas durante
a gestacdo, a transmissdo parasitaria também pode ocorrer em gravidas
imunocompetentes e previamente imunizada que sao reinfectadas com o T. gondii
durante a gestacédo (KODJIKIAN et al, 2004; ELBEZ-RUBINSTEIN et al, 2009).

A taxa de transmissdo congénita e gravidade de doenca no feto sé&o
inversamente relacionadas. O risco de transmissdo aumenta durante a gestacao (a
partir de 1% a 90%), mas a gravidade da doenca no feto diminui (MONTOYA,
ROSSO, 2005; SROKA et al, 2010 ). Durante o inicio da gestacdo, a placenta
(6rgdo que serve para proteger o feto durante a gestacao) € mais eficaz em relagéo
as barreiras placentarias levando a passagem de parasitas em menos de 10% dos
casos durante o primeiro trimestre, mas torna-se mais permeavel no decorrer da
gestacao permitindo a passagem em torno de 30% dos casos no segundo trimestre
e de 60 a 70% dos casos no terceiro trimestre e ainda mais perto durante o parto
(DUNN et al, 1999; MONTOYA,; LIESENFELD, 2008).

Quando a infeccdo acontece no primeiro trimestre pode ocorrer

anormalidades graves e levar ao aborto. As multiplicacbes do parasita leva a focos
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de necrose e processos inflamatérios graves, levando a maiores gravidades no
tecido cerebral. As principais sequelas incluem retardo mental, convulsdes,
microcefalia, hidrocefalia, surdez, deficiéncia psicomotora (REMINGTON et al,
2001). Lesdes oculares também sdo encontradas e as mais graves com
microftalmia, catarata, estrabismo e necrose na retina sdo também observados
(ROBERTS et al, 2001; DELAIR et al, 2011). No segundo trimestre a infeccao fetal
pode variar podendo ocorrer hepatoesplenomegalia ou calcificacdes cerebrais.
Manifestacfes clinicas apds o nascimento pode ocorrer como a epilepsia, anemia,
petéquias, erupcdes cutaneas, distUrbios hepaticos, pneumonite ou retinocoroidite
(REMINGTON et al, 2001, ANDRADE et al, 2010).

Em um estudo realizado por Villena e colaboradores (2010) utilizando 272
casos realizado na Franca em 2007, foi verificado que onze casos resultaram em
términos da gravidez por lesbes cerebrais ou morte fetal e 87% dos nascidos vivos
foram assintomaticos, 13% apresentaram calcificacdes intracranianas ou hidrocefalia
el/ou retinocoriéide de gravidade variavel. Em qualquer caso, a patogenicidade pode
diferenciar de acordo com o genétipo da cepa, ja que as lesdes retinianas sdo mais
frequentes em lactentes brasileiros infectados durante a gestacdo (VASCONCELOS-
SANTOS et al, 2009). Um estudo de coorte prospectivo comparando as criancas
brasileiras e européias contaminadas por toxoplasmose congénita mostrou que as
criancas brasileiras apresentavam cinco vezes mais risco para se desevolverem e
suas lesdes eram maiores, multiplas, recorrentes e propensas a prejudicar a visao
(GILBERT et al, 2008).

A reativagdo da infeccdo pode levar a infeccdo congénita em gravidas com
HIV onde ja foram relatados varios casos (LINDSEY; DUBEY, 2011), outros foram
descritos em mulheres gravidas previamente imunizadas, mas viajaram para locais
gue circulavam gendtipos atipicos e desenvolveram toxoplasmose congénita
(ELBEZ-RUBINSTEIN et al, 2009).

Contrastando com a toxoplasmose nos imunocompetentes a toxoplasmose é
sempre fatal em imunocomprometido independentemente da cepa, ainda que a
resposta imune do hospedeiro seja de importancia primordial. As infec¢bes pelo HIV
e as terapias imunossupressoras sdo 0s principais fatores que podem levar a

7

imunodepresséo. A infeccdo acontece quando o cisto € reativado e rompido
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liberando os parasitas, mas o risco difere dependendo das categorias dos pacientes.
Em pacientes transplantados, a toxoplasmose grave ou disseminada pode resultar
da ativacao da infec¢ao linfatica no receptor ou infec¢cdo no 6rgao contendo cisto de
um doador soropositivo dado a um receptor soronegativo (ROGERS et al, 2008;
MARTINA et al, 2011).

A patogenia da toxoplasmose nos imunodeprimidos tem uma relacdo ainda
desconhecida sobre a conversdo dos bradizoitos em taquizoitos, sabe-se que a
integridade do sistema imune tem um papel importante em manter o estado de
laténcia clinica da toxoplasmose. Na infeccao aguda, a resposta imune nao € capaz
de eliminar todos os parasitas do organismo e muito deles sdo conservados em
cistos teciduais latentes durante toda a vida do hospedeiro (AMATO NETO et al,
2008).

Foi a partir da década de 80, com o advento da aids, que as formas de
reativacdo do parasita nos individuos imunocomprometidos tiveram maior
importancia epidemioldgica. A soroprevaléncia da toxoplasmose nestes pacientes
varia de acordo com o pais de origem e 0 grupo socioecondmico a que pertencem,
assim como, fatores geograficos, clima, habitos culturais, alimentares e sociais,
porém tem uma maior importancia epidemioldgica em regides de alta prevaléncia
para o T. gondii como o Brasil (REMINGTON et al., 2001; AMATO NETO et al, 2008;
PEREIRA-CHIOCCOLA; VIDAL; SU, 2009).

Em PVHA esta intimamente relacionada aos linfocitos TCD4", com aumento
de risco quando sua contagem cai para menos de 100 células/mm® A encefalite
toxoplasmica é a manifestacdo mais frequente nestes individuos e pode levar a
varios sintomas como dores de cabeca, letargia, ataxia, hemiparesia, perda de
mémoria, deméncia e crises epilépticas focais. Outros o6érgdos podem estar
envolvidos seja por que ocorreu 0 encistamento do parasita na infecgéo inicial nos
orgaos de preferéncia do parasita ou por que sdo secundariamente infectados apos
a liberacéo do parasita de um local de reativacédo da infec¢ao inicial. Apos o cérebro,
0S 0Orgdos mais envolvidos nestes processos sao: pulmdes, olhos e coracgéao,
resultando em miocardite, além de figado, pancreas, medula éssea, bexiga, ganglios
linfaticos, rins, baco e pele (ROBERT-GANGOUX; DARDE, 2012). Toxoplasmose

pulmonar e disseminada € principalmente vista em pacientes transplantados que
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desenvolve rapidamente e de disseminacdo macica dos parasitas (PATRAT-DELON
et al, 2010).

Em PVHA a toxoplasmose atua como uma importante infec¢cdo oportunista e
pode causar reativacdo de uma infeccdo latente resultando em uma encefalite
toxoplasmica a qual é potencialmente fatal se néo tratada adequadamente
(SAADATNIA; GOLKAR, 2012).

A encefalite por T. gondii é considerada uma doenca definidora de aids,
sendo a mais frequente doenca neurologica oportunista encontrada tanto nos paises
em desenvolvimentos como nos desenvolvidos. Com a introducdo da terapia
antirretroviral (TARV) observou um importante progresso no tratamento da infeccéo
pelo HIV e recuperacdo imunologica dos pacientes e com isso a incidéncia de TC
diminuiu. No entanto, em alguns paises em desenvolvimento, as terapias com
antibiéticos ou TARV ndo sdo amplamente disponiveis e com isso o0 impacto da
terapia na reducdo das doencas definidoras tende a ser menor, portanto, a
toxoplasmose continua sendo um grande problema em PVHA e devido a isto, a
prevaléncia de desordens cerebrais ainda conta com uma consideravel propor¢céo de
mortalidade e morbidade, especialmente em paises em desenvolvimento (ANTINORI
et al., 2004; VIDAL et al., 2005; PEREIRA-CHIOCCOLA; VIDAL; SU, 2009).

Em paises com altas taxas de incidéncia pelo T. gondii estdo se utilizando a
triagem sorolégica em pacientes infectados pelo HIV com a finalidade de se evitar
uma encefalite toxoplasmica (MOHRAZ, et al, 2011).

Um terco dos pacientes com IgG anti-T.gondii desenvolve a doenca de
reativacdo, porém, mesmo raro, a auséncia dessa IgG ndo exclui a encefalite
toxoplasmica. A diminuicdo da doenca acontece quando 0s pacientes séo
submetidos ao uso da sulfametoxazol-trimetoprim ou dapsona e pirimetamina
(WALKER e ZUNT, 2005; KAPLAN et al, 2009; OLIVEIRA et al, 2016).

Analisando macroscopicamente a encefalite toxoplasmica nota-se varios
pontos necroéticos hemorragicos e ndo hemorragicos de até 4cm de diametro, estas
lesGes podem atravessar um sulco e envolver o cortex adjacente. Quando a doenca
ja esta avancada e com aumento da pressado intracraniana podem-se encontrar
alteracdes tipicas de herniacdo. Ao analisar a microscopia, os focos necréticos

encontram-se com mondcitos, linfocitos e plasmécitos e na periferia encontram-se os
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taquizoitos, medindo de 1 a 2um e que ap6s mdltiplas replicacdes e preencher toda
a célula, eles comecardo a ter contornos irregulares e sdo denominados de
pseudocistos, jA que os cistos verdadeiros sdo mais arredondados. Em um estagio
mais avancado os focos necroticos tornam-se calcificados o que explica os achados
radiolégicos caracteristicos de calcificacdo e quando atinge o aqueduto cerebral,
ocorre a hidrocefalia (BURNIER JR; FERNANDES, 2014).

A patogenia da TC nos individuos imunocomprometidos acontece quando 0s
cistos latentes sofrem reativacdo, com resultado ocorre uma conversdo de
bradizoitos em taquizoitos ativos e que devido a sua alta capacidade de replicacéo e
preferéncia do SNC acometem principalmente o encéfalo e a retina. Esta preferéncia
do T. gondii ao SNC ainda ndo € bem compreendida, mas acredita que é devido ao
ambiente imunoprivilegiado e que apresenta um estrito controle anti-inflamatoério
(WALKER e ZUNT, 2005; PEREIRA-CHIOCCOLA, VIDAL e SU, 2009).

As manifestagfes clinicas da TC em PVHA podem variar conforme o tipo e a
intensidade da imunossupressao. Acontece diferencas dessas manifestacées nos
pacientes imonocomprometidos, onde nos pacientes com aids existe uma
diminuico nos linfécitos TCD4" e nos transplantados existe uma imunossupressao
mais ampla (WALKER e ZUNT, 2005).

A encefalite nos PVHA caracteriza-se com lesdes focais Unicas ou mais
frequente, mdultiplas e a infeccdo geralmente pode apresentar de subaguda para
aguda em cerca de 10% dos casos e as manifestacdes variam conforme o nimero e
a localizacdo das lesdes. Raramente podem ocorrer lesbes na medula espinhal,
paraparesias, deéficits sensoriais e bexiga neurogénica. Em alguns pacientes
observam-se também alteragcdes comportamentais sugestivas de quadro psiquiatrico
como ansiedade exagerada, agitacdo e perda rapida das competéncias cognitivas
com aspecto demencial (AMATO NETO et al, 2008; PEREIRA-CHIOCCOLA, VIDAL
e SU, 2009; KAPLAN et al, 2009; CYPEL, 2014; OLIVEIRA et al, 2016).

2.9 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA TOXOPLASMOSE

As diversas formas de apresentacdo clinica da toxoplasmose faz com que o

diagnéstico laboratorial necessite de constante atualizacéo (FLORI et al, 2009). Com
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isto, inimeros recursos laboratoriais tém sido desenvolvidos para uma melhor
analise clinica sempre tentando alcancar uma oOtima sensibilidade, especificidade.
Assim, o diagndstico pode ser detectado por via indireta que se da pela deteccao de
anticorpos e citocinas direta, e por via direta que inclui a deteccdo do proprio
organismo (KASPER et al, 2009). Além de juntar a estes resultados as informacdes
clinicas e epidemiologicas e de outros dados laboratoriais para se chegar a uma
conclusao definitiva do microorganismo estudado (GARWEG, 2005).

O diagndstico laboratorial inclui um conjunto de avaliacdes soroldgicas
indicativas de toxoplasmose aguda adquirida, da doenca crbnica latente ou mesmo
de infec¢Bes congénitas. A infeccdo produz nos individuos respostas de imunidade
humoral e celular, os anticorpos presentes podem ser evidenciados com técnicas
laboratoriais especificas para a determinacdo do diagnostico, servindo também para
apurar o tempo de aquisicdo da doenca (CYPEL, 2014).

Quando realizado diagndstico indireto, 0 mais empregado é a pesquisa de
anticorpos, e existem varias técnicas que podemos utilizar e que permite até
caracterizar o isétipo e a subclasse do anticorpo detectado (KASPER et al, 2009).

Sabin-Feldman ou teste do corante (dye-test) foi primeiro teste descrito em
1948 e detecta praticamente todas as classes de anticorpos contra T. gondii (SABIN;
FELDMAN, 1948). Foi o primeiro teste desenvolvido para o diagndstico laboratorial
da infeccdo T. gondii e ainda é considerado o padrdo-ouro para sorologia de
Toxoplasma. E altamente sensivel, especifico e quantitativo, no entanto, sé pode ser
realizados em centros de referéncia devido a exigéncia de taquizoitos vivos e
diluidos, que sdo amplificados nos peritbnios dos ratos ou em cultura de células.
Esta ultima proporciona a oportunidade para que o ensaio seja mais amplamente
disponivel (CHATTERNON et al, 2002). O teste utiliza os Toxoplasmas que ao
contato com o anticorpo do soro irdo neutralizar tais parasitas e o azul de metileno
nao penetrard no parasita, este terd uma cor azulada se néo tiver anticorpos no
soro. Esta técnica necessita da manutencdo dos parasitas vivos em cultura e possui
subjetividade de leitura os que a torna dispendiosa ndo sendo realizada de rotina
(GARWESG, 2005; KASPER et al, 2009).

A imunofluorescéncia indireta (IFI) € mais um teste econémico e mais seguro

para realizar do que o Sabin e que mede os mesmos anticorpos que este. Neste
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teste, os anticorpos especificos de T. gondii presentes nas amostras de soro diluidas
em série se ligam aos taquizoitos intactos, fixados a uma lamina de vidro. O
complexo é entdo detectado usando uma enzima imunohistoquimica fluorescente
IgG anti-humana ou IgM. O IFI requer a utilizacdo de um microscopio de
fluorescéncia. Os resultados do teste sdo faceis de avaliar visualmente, mas a
interpretacdo é subjetiva e demorada (RORMAN et al, 2006). IFI provou ser muito
especifica tendo a vantagem de utilizar o parasita preservado fixado em lamina, mas
com uma sensibilidade mais baixa em comparacdo com o0 Sabin (ILSON;
JONES;McAULEY, 2003). Apesar de ser uma técnica utilizada rotineiramente pode
apresentar resultados falso-positivos na detec¢do de anticorpos da classe IgM pela
interferéncia de fatores reumatdides, eventualmente presentes no soro (FERREIRA
e AVILA, 2001).

A deteccéo destes anticorpos podem ser realizadas por quimioluminescéncia,
imunofluorescéncia e ensaios imunoenzimaticos (EIA ou ELISA) (KASPER et al,
2009). O ELISA apresenta elevada sensibilidade e especificidade, bem como
rapidez, simplicidade técnica, versatilidade e objetividade de leitura. Detecta
guantidades extremamente pequenas de anticorpos, podendo ter elevada preciséo,
se 0s reagentes e 0s parametros do ensaio forem bem padronizados (FERREIRA e
AVILA, 2001).

O imunoensaio enzimatico (EIA) é o teste de diagndéstico de toxoplasmose
mais comum em laboratorio. ELISA e o imunoensaio enzima-fluorescente (ELFA),
que detecta a presenca de anticorpos IgG, IgA, IgE, IgM e anticorpos especificos
para o parasita no soro humano, sdo o segundo EIAs mais comuns. Estes testes
estdo disponiveis em Kits comerciais e plataformas automatizadas. Mais
recentemente, EIAs foram disponibilizados para analisadores automaticos que usam
uma variedade de métodos de deteccao, incluindo quimiluminescéncia. A tecnologia
guimiluminescente foi usado para determina-la quantitativamente a especificidade
anticorpos T. gondii anti-lgG e IgM. O imunoensaio automatizado baseado em
guimioluminescéncia e antigeno ligado a microparticulas magnéticas € outra
abordagem EIA (SICKINGER et al, 2008). Neste ultimo caso, o antigeno que é
adsorvido sobre as superficies das microparticulas com alta densidade, permite que
0s anticorpos especificos unam com ambos os locais de ligacdo (CURDT et al,



42

2009). EIAs sao uteis como testes de triagem por serem rapido e de baixo custo, e
foram melhorados ao longo dos anos para evitar resultados falso-positivos devido a
deteccdo nado especifica de fatores que interferem, como fator reumatéide e
anticorpos antinucleares. O grande defeito destes ensaios € por serem pouco
padronizados devido a variacdes na qualidade do antigeno e consequentes podem
trazer resultados variaveis. A substituicdo de antigenos taquizoitas com antigenos
recombinantes pode melhorar a reprodutibilidade do teste e reduzir reacdes
cruzadas, melhorando, assim, a especificidade do teste. Além disso, a utilizacdo de
antigenos recombinantes reduz o custo de trabalho necessario para a producéo de
testes de diagndsticos. Recentemente, um numero de EIAs recombinantes foi
disponibilizado comercialmente com eficiéncia promissora (PFREPPER et al, 2005).

O teste de aglutinacdo direta ndo precisa de nenhum equipamento ou
conjugados especial e detectam os anticorpos IgG anti-Toxoplasma que reagem
com os antigenos de membrana. Possui uma alta sensibilidade e especificidade (96
e 98%, respectivamente) e possui boa correlagdo com o Sabin, sendo util como
teste de triagem (SAADATNIA; GOLKAR 2012).

O teste de aglutinacdo diferencial ou teste HS/AC, compara titulos obtidos
com taquizoitos fixados em formalina (antigeno HS) com aqueles taquizoitos fixados
com acetona ou metanol (antigeno AC). A preparacdo de antigeno contém
antigenos AC especificos que séo preferencialmente reconhecidos por anticorpos
IgG formados contra taquizoitos de Toxoplasma no inicio da infeccdo. Os soros de
pacientes com infec¢ao aguda tendem a aglutinar ambos o HS e AC. No entanto, em
casos que infeccdo foi adquirida no passado sdo observados tanto titulos mais
elevados no teste de aglutinacdo HS e titulos mais baixos ou negativos na
aglutinacédo de AC (MONTOYA et al, 2007).

O teste de aglutinacdo em latex (LAT) é facil de executar e sensivel, mas
existem problemas com a sua especificidade. O ensaio envolve o revestimento de
particulas de latex inativo com o antigeno do Toxoplasma. As particulas aglutinam-
se na presenca de anticorpos Toxoplasma presentes no soro de pacientes
infectados ou animais. A resposta de anticorpo na infeccdo aguda pode nao ser
detectada por varias semanas com estes testes, refletindo uma predominéncia de

antigenos citoplasmatica presentes nos ensaios (SAADATNIA; GOLKAR 2012).
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O ensaio de aglutinagdo imunossorvente (ISAGA) é altamente especifico para
a deteccdo de anticorpos anti-T. gondii IgM, IgA, ou IgE. O ISAGA faz uso da
totalidade taquizoito e é considerado um dos mais sensiveis testes sorolégicos para
Toxoplasmose comercialmente disponivel. No entanto, requer um alto grau de
especializacdo e ndo € automatizado. O ISAGA também € aplicado para a detecgéo
de anticorpos especificos IgE e IgA( PINON et al, 2001).

Outro exame imunologico € o Western blot onde antigenos do parasita sao
separados em gel sob acdo de uma carga elétrica, depois, estes antigenos
separados sao transferidos a uma membrana de nitrocelulose novamente com acao
de carga elétrica formando colunas proteicas de nitrocelulose e com isto o soro do
paciente € aplicado nas colunas e se existir anticorpos ligardo aos antigenos
formando o complexo antigeno-anticorpo e que é revelado apds a adicdo de um
substrato da peroxidase que se precipita na celulose mostrando um borrdo se o
resultado for positivo. Esta técnica possui alta sensibilidade e especificidade
(GRANATO; PAULINI JUNIOR, 2014), mas o custo e a mao de obra pode ser
algumas das limitacdes deste teste.

Estes testes ao serem comparadas entre si e com o0 padrdo-ouro para
deteccdo de IgM revelam sensibilidade entre 96 a 100% e especificidade de 75 a
95%, com uma média de 92,4% (KASPER et al, 2009; GRANATO; PAULINI
JUNIOR, 2014). IgM positiva e IgG negativa e que ndo ocorra uma Soroconversao
de 1gG pode indicar um falso-positivo, porém quando a IgG € positiva junto com a
IgM existe uma necessidade de testes adicionais para ter o resultado
verdadeiramente positivo. A deteccdo de IgA é semelhante ao IgM, onde podem
permanecer detectavel por até quatro meses (FLORI et al 2009; GRANATO;
PAULINI JUNIOR, 2014).

Ao realizar o diagnostico direto visa detectar o préprio T. gondii ou
componentes de sua estrutura (proteinas ou acido nucléico) no plasma ou nos
liguidos biologicos. Varias técnicas encontram-se descritas na literatura entre elas o
isolamento do Toxoplasma, porém ndo é uma técnica utilizada na pratica clinica, a
qual requer rapidez para um melhor progndéstico do paciente ja que esta técnica
envolve a inoculagdo do material biolégico em culturas de células de rim de macaco

verde africano (in vitro) ou a inoculagdo em camundongos usados para infectar
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culturas de células (in vitro) € o método de referéncia devido a sua alta sensibilidade
e especificidade, sendo a sua desvantagem a demora do resultado obtido e que
requer instalacéao laboratorial adequada e técnicos capacitados, acarretando um alto
custo para testes individuais, e por ser um procedimento que envolva multiplicacéo e
identificacdo do agente requer tempo o0 que inviabiliza o uso clinico (GARWEG,
2005; GRANATO; PAULINI JUNIOR, 2014).

Em geral, o diagnéstico de toxoplasmose claramente deixa espaco para
melhoria dos métodos biolégicos, como as técnicas moleculares as quais oferecem
grande esperanca em vista de a sua elevada sensibilidade e especificidade.
(BASTIEN, 2002). Assim, outro recurso direto que pode ser empregado e utilizado
na pratica clinica sdo as técnicas de biologia molecular com variantes de
amplificacdo do DNA do Toxoplasma, como a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) (ABDUL-GHANI; 2011).

O sistema de PCR envolve varios ciclos de trés etapas: desnaturacao,
anelamento e extensdo. A dupla fita do DNA alvo é desnaturada através do aumento
da temperatura para 92/95°C, onde ira quebrar as pontes de hidrogénio que mantém
as fitas unidas. Esta etapa exp0fe a fita molde de DNA a qual se anelara a outra fita
de DNA gue contenha sequéncia complementar a ela (iniciador). Esta técnica nao
exige que o DNA esteja puro, podendo ser detectado em misturas de DNAs ou com
outras substancias. No entanto, uma sensibilidade mais alta € adquirida se o DNA
estiver purificado. No anelamento, a temperatura é rapidamente reduzida para
35/60°C, dependendo essencialmente do tamanho e sequéncia dos iniciadores
utilizados, permitindo a hibridizacdo DNA-DNA de cada iniciador com as sequéncias
complementares que rodeiam a regido alvo. Na extensdo a temperatura é
novamente elevada, mas agora em 72°C para que a enzima DNA polimerase realize
a extensado no sentido 5—3’ a uma velocidade de cerca de 24 nucleotideos por
segundo (SCHEINERT et al., 2005; MELO, 2006). Ap6s 20 ciclos mais de um milh&o
de vezes a quantidade inicial de DNA foi amplificada e ao término o fragmento é
visualizado em gel de agarose ou poliacrilamida apos coloracdo (SWITAJ et al,
2005).

Outro sistema baseado em PCR é a multiplex onde sao amplificados dois ou

mais segmentos diferentes do DNA em uma Unica reacgdo, utilizando-se para isso
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mais de um conjunto de pares de primers. Assim, permitindo amplificar mais de um
segmento do genoma do parasito, garantindo 100% de especificidade diminuindo os
falsos-positivos. Por permitir a amplificacdo simultdnea de multiplos alvos, a PCR
multiplex vem sendo bastante utilizada no diagndstico da toxoplasmose e outros
microorganismos, assim, os sistemas de PCR convencional e multiplex sdo Uteis
para identificar T. gondii em diversas amostras bioldgicas (DABIL et al, 2001).

Outro método que pode se introduzido no diagnostico da toxoplasmose é a
PCR quantitativa (QPCR) que pode ser util pra obter dados adicionais que serve de
auxilio para a escolha do tratamento especifico, visto que a carga parasitaria pode
ser quantificada e relacionada com os sintomas, além de ser Util para a avaliacdo do
tratamento e na reativacdo da toxoplasmose (COSTA et al, 2000) pode ser utilizada
para varias aplicagbes por estimar a quantidade relativa de produtos de PCR e
assim, descreve a presenca do agente etioldgico. Pode ser utilizado para quantificar
tanto RNA como DNA, aonde o primeiro vem sendo amplamente pesquisado. A
variabilidade da quantidade de alvos iniciais e a presenca de varios inibidores
podem, entretanto, afetar adversamente a cinética e eficiéncia da PCR.

A gPCR em tempo real (QPCR) (HEID et al., 1996), usando uma 5 -nuclease
fluorégenica ou ensaio “TagMan” (HOLLAND et al., 1991) vem sendo desenvolvidas
para medir precisamente as quantidades iniciais de seqUéncias alvo. Nela séo
combinados os tempos de amplificacdo e deteccdo numa mesma fase e pode ser
utiizada para detectar a concentracdo de parasitas nos fluidos corporais
(REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004) tem a vantagem Unica de comecar em
um sistema de tubo fechado, o qual pode significativamente reduzir contaminagao
ambiental. Usando esta técnica, pode-se facilmente monitorar e quantificar
precisamente o acimulo de produtos de PCR durante a fase log da amplificacéo. E
importante por ser rapida, sensivel e quantifica os T. gondii em amostras clinicas,
porém ainda é considerada de alto custo e ndo podendo ser utilizado rotineiramente
e ainda maiores estudos sobre estas técnicas em pacientes com toxoplasmose
cerebral devem ser realizados (KOMPALIC-CRISTO et al, 2004).

Com o intuito de cada vez mais aumentar a sensibilidade de deteccéo do
DNA alvo, as técnicas de PCRs sofreram algumas adaptac¢des, como por exemplo, a
Nested-PCR convencional, onde utiliza-se dupla amplificagdo na mesma reacao e
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tém sido utilizadas para deteccéo de diversos patégenos. Neste sistema de PCR o
ensaio se realiza em duas etapas consecutivas (duas PCRs simples). Na primeira
etapa, uma sequéncia maior de DNA alvo é amplificada com um par de primers
externos. Uma aliquota, do produto € entdo submetida a segunda etapa, para
amplificacdo de uma sequéncia interna do DNA alvo, usando-se um par de primers
interno. Assim, ao final desta Ultima etapa tem-se a sequéncia-alvo amplificada
(MELO et al, 2006). A Nested-PCR é considerada a técnica de PCR que garante
uma maior especificidade, sensibilidade e confiabilidade, pois se um locus for
amplificado erroneamente na primeira reacdo pouco provavel que ele serd
amplificado novamente na segunda reacdo. E devido a sua alta sensibilidade ela se
torna imprescindivel para a deteccdo de alvos com amostras que apresente
escassez de DNA (por exemplo, em amostras clinicas, de solo, de agua e alimentos)
(DUPIN et al. 2002, MELO et al, 2006).

Porém mesmo existindo diversos sistemas de PCR a sua sensibilidade vao
depender do numero de coépias do gene amplificado, sequéncias repetidas no
genoma de T. gondii que pode servir como alvo na PCR. A sensibilidade e
especificidade dos métodos baseados em PCR dependem também de técnica
adequada para o isolamento do material genético a partir das amostras, das
caracteristicas da sequéncia do DNA escolhido para a amplificacdo, e dos
parametros da propria reacao de amplificacéo.

O diagnéstico dos pacientes imunodeprimidos constitui uma categoria
diferente. O diagndstico é apoiado principalmente pela clinica, ensaios e tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética, que muitas vezes nao conseguem
distinguir entre outras doencas cerebrais em pacientes com aids (BASTIEN, 2002).

Os sintomas da TC podem ser confundidos por outras infeccfes oportunistas
gque comumente infectam estes pacientes. Portanto o diagnostico ndo pode ser
baseado somente em observagdes clinicas (MONTOYA e LIESENFIELD, 2004). O
diagnostico diferencial de TC incluem linfomas primarios do SNC, encefalite por
citomegalovirus, abcessos e outras doencas granulomatosas como a tuberculose,
sifilis, infeccdo por Cryptococcus, histoplasmose, cisticercose e doenca de Chagas
(MONTOYA; LIESENFELD, 2008; VERMA; BERGER, 2012).
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Com a introducdo da TARV houve uma reducéo nas infecgdes oportunistas e
consequentemente diminuiram os casos de infeccdes no sistema nervoso em
pacientes com aids. No entanto quando acometido, o diagndstico laboratorial nesses
individuos, onde a morbidade e mortalidade sdo importantes, deve ser realizado por
métodos sensiveis, pouco invasivos e rapidos, com isso a PCR torna-se importante,
pois detecta a presenca de T. gondii (COLOMBO, 2005). Testes imunoldgicos
podem ser utilizados para precisdo do diagnostico, porém, bidpsia dos géanglios e
exame histopatolégico demonstra a presenca do parasita isolado e até em
replicacdo, porém ndo sdo realizados procedimentos invasivos nestes individuos
com TC para nao piorar o prognastico.

Clinicamente a TC apresenta-se com multiplos sinais e sintomas e uma delas
€ a meningoencefalite, assim observam-se sinais de irritacdo meningea, confusao
mental, convulsGes focais ou generalizadas e coma. Assim, o exame do LCR é
fundamental e pode verificar pleocitose de predominio linfomononuclear, com
discreta a moderada elevacdo da proteinorraquia, glicose normal ou
hipoglicorraquia, com elevacdo da producao local de anticorpos contra T. gondii
(CYPEL, 2014; OLIVEIRA et al, 2016).

O diagnostico definitivo da encefalite por T. gondii € realizado por
demonstracao direta do taquizoito no tecido cerebral com fragmentos obtidos em
bidpsia e necrédpsia, porém, devido a dificuldade para executar tais exames, na
maioria das vezes na pratica clinica, o diagnoéstico é presuntivo analisando os
achados clinicos, radiologicos, sorologicos e até moleculares. A confirmacéo é feita
mediante a resposta ao tratamento especifico para o parasita apos 14 dias de
tratamento (WALKER; ZUNT, 2005; HOFFMANN, 2006; KAPLAN et al, 2009).

O diagnodstico presuntivo € realizado segundo os critérios estabelecidos pelo
“Centers for Disease Control” (CDC, 1993) baseia-se na presenca de: (l) sinais
neurolégicos focais, alteragdes do nivel ou do conteudo da consciéncia, evidéncia de
imagem tomografica de lesdo expansiva, com ou sem realce da substancia de
contraste, (Il) presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii e (llI) resposta ao tratamento
especifico anti-T. gondii. Na pratica de clinica médica o tratamento é usualmente
iniciado quando é determinado o diagndstico presuntivo baseado em achados
clinicos e radiologicos (OLIVEIRA et al, 2016).
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Entre os testes bioldgicos, a sorologia é frequentemente ambigua e nao util —
devido ao alto valor preditivo dos niveis de IgG anti- T. gondii (BASTIEN, 2002). Em
infeccdo aguda a avaliacdo soroldgica se da pela pesquisa do anticorpo IgM, pois
caracteriza infeccdo aguda e em individuos sem sorologia prévia pode realizar o
teste de avidez de IgG para estimar o tempo de infecgdo. Se a suspeita for de
reativacdo da doenca pesquisa-se também o IgG, porém em até 5% dos pacientes
com TC estes anticorpos podem ndo ser detectaveis mas esta sorologia negativa
ndo pode excluir o diagndstico ou retardar a administracdo terapéutica (PEREIRA-
CHIOCCOLA; VIDAL; SU, 2009; KAPLAN et al, 2009). Outros testes imunoldgicos
podem detectar os valores séricos de antigenos de T. gondii no LCR e sugerindo a
reativacdo da doenca, porém com sensibilidade e especificidade variavel e pouco
utilizado na pratica clinica (AVELINO-SILVA; KALLAS, 2014).

O sistema mais utilizado devido a sua elevada sensibilidade e especificidade
€ 0 da sequéncia dos primers B22 e B23 que amplificam uma regido do gene B1,
porém no LCR a sensibilidade pode variar de 11,5 a 100%. Ja na PCR sanguinea a
PCR possui uma sensibilidade maior (de 16 a 86%), mas deve existir uma suspeita
clinica (COLOMBO et al, 2005; PEREIRA-CHIOCCOLA,; VIDAL;SU et al, 2009).

Os exames radiolégicos mostram alteracdes significativas, na maioria das
vezes sugerindo TC. Sao realizados os seguintes exames de imagens: tomografia
computadorizada sem contraste e/ou com contraste e ressonancia magnética
(RNM). Ambas podem ser utilizadas na investigacdo de quadros sugestivos de TC,
mas a RNM possui uma maior sensibilidade para identificacdo de lesbes pequenas.
As lesdes tipicas de TC sdo heterogéneas, com margens bem delimitadas,
hipoatenuantes, associadas a edema perilesional e hiperintensas sugerindo TC. Na
tomografia sédo observadas lesdes multiplas cerebrais nos limites corticomedulares e
nos ganglios da base. O contraste determina o realce anelar nesses locais
determinando uma resposta inflamatéria e necrose. Lesfes atipicas e sem realce
por contraste pode ser observada em 20% dos casos. A ressonancia magnética é
realizada quando a tomografia gera didvidas de diagnostico por ser um exame
radiologico de maior custo, porém ela fornece informac¢des mais precisa, permitindo
visualizar lesbes que podem passar despercebidas pela tomografia, tornando

evidentes as imagens anelares das lesdes neurolégicas da toxoplasmose
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(MONTOYA, 2002; PEREIRA-CHIOCCOLA; VIDAL; SU, 2009; KAPLAN et al, 2009;
CYPEL, 2014, OLIVEIRA et al, 2016) (Figura 7, 8 e 9).

Figura 6: Tomografia computadorizada (Al e A2) e ressonancia magnética (B) em
pacientes com aids e encefalite por T. gondii.

Legenda: Al- Fase pré-contraste da tomografia computadorizada. A2- Fase pés-
contraste da tomografia computadorizada. Em ambas, nota-se a lesédo frontal
hipoatenuada (seta), com realce anelar apos a injecdo de contraste intravenoso
(setas), além de edema hipoatenuante perlesional e efeito de massa, com desvio da
linha média. Na ressonancia magnética nota-se edema e presenca de outras lesdes,
inclusive acometendo o hemisfério contralateral (setas).

Fonte: Avelino-Silva e Kallas. 2014.

Figura 7: Tomografia de TCI: lesdes anelares apds o uso de contraste.

Legenda: A- Mdltiplas lesGes de realce anelar distribuidas em cortex e juncéo
cortex-substancia branca de ambos os hemisférios cerebrais e em nucleos da
base a direita com de edema circunjacente. B- pequena contrastacdo nodular
excéntrica a lesao (seta).

Fonte: Cypel, 2014
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Figura 8: Tomografia de TC em pacientes com aids com multiplas lesées com
realce anelar e sinal de ‘alvo excéntrico’.

Fonte: Cypel, 2014

Ja que nem os sinais e sintomas e nem as caracteristicas radiolégicas sao
especificos da encefalite por T. gondii, deve-se ser levados em consideracdo a
realizacdo de um diagnéstico diferencial, considerando a condi¢cdo imune e a
situacdo epidemiologica do hospedeiro. Existe uma contestacdo de diagndstico
diferencial, onde nos paises desenvolvidos o linfoma do SNC € o principal
diagnéstico diferencial encontrado desta patogenia e nos paises em
desenvolvimento devem admitir como diagnéstico diferencial as formas de
neurotuberculose, doenca de chagas, criptococose e aspergilose (PEREIRA-
CHIOCCOLA; VIDAL; SU, 2009). Porém, em pacientes com aids e TC, os linfocitos
T CD4" ficam abaixo de 100/mm* enquanto que no linfoma e neurotuberculose os
linfécitos TCD4" sdo encontrados abaixo de 50/mm?® (KAPLAN et al, 2009). Outros
diagnosticos que devem ser levados em consideragdo como abscessos bacterianos,
tumores primarios e metastaticos e doencas vasculares (PEREIRA-CHIOCCOLA;
VIDAL; SU, 2009).

Na maioria das vezes o quadro clinico-neuroldgico dos pacientes com TC
apresenta uma dificuldade no diagnostico diferencial ja que as manifestacdes
neurolégicas sado compativeis com outros achados clinicos neurolégicos, como

cefaleia e vOmitos e mesmo os exames de imagens podem muitas vezes confundir
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com neoplasias intracranianas ja que as lesbes também apresentam aspecto de
massa, com isto, é fundamental técnicas adicionais nos exames de imagens que

distingam alterac@es do tipo inflamatorio ou neoplasico (CYPEL, 2014).

2.10 GENOMA DO T. GONDII

Para caracterizacdo genotipica do T. gondii € necessario o estudo do seu
genoma, a qual é nuclear e organelar altamente conservado comparado com outros
protozoarios apicomplexos. O DNA do seu nucleo possui 65 Mb, o mitocondrial 6kb
e 0 do apicoplasto 35 kb (SIBLEY; AJIOKA, 2008). Ele possui 14 cromossomos
definidos por algarismo romanos e que variam em seu tamanho, sendo muito mais
rico em introns. Porém os genes para os antigenos de superficie, micronemas,
roptrias e granulos densos (suas organelas citoplasmaticas) possuem menos introns
do que os genes constitutivos. Experimentos realizados in vivo, in vitro e ex vivo
confirmaram a presenca de um fenoétipo varidvel de T. gondii relacionados ao
parasita e hospedeiro (FERREIRA; VITOR, 2014).

Para o estudo génico dos microorganismos varias metodologias ja foram
utilizadas como a variagdo antigénica por Western blot ,0s polimorfismo genéticos
por proteinas de choque térmico (HSPs), amplificacdo aleatoria do DNA polimorfico
— reacao em cadeia de polimerase (Rapd-PCR) e andlise de microssatélites. Porém,
hoje a principal técnica utilizada para identificacdo genotipica em cepas de T. gondii
€ o polimorfismo por tamanho de fragmentos de restricdo — reacdo em cadeia de
polimerase (RFLP-PCR), a qual detecta variagbes minimas em um gene onde uma
Unica substituicdo de bases pode criar ou extinguir um sitio capaz de ser digerido
por enzimas de restricdo, revelando perfis de DNA com pesos moleculares
diferentes (AJZEMBERG, et al, 2010; FERREIRA; NETO, 2014). Varios estudos
utilizando diversos marcadores ja foram utilizados para caracterizagao de T. gondii
por RFLP-PCR (HOWE et al.,1997; FAZAELI et al., 2000; FUENTES et al., 2001;
KHAN et al., 2005b; PENA et al. 2006; FERREIRA et al.2006; SU et al., 2006;
DUBEY et al., 2007).

Alta sensibilidade serd alcancada se as sequéncia-alvos escolhidas forem
repetitiva e especifica da espécie (KOMPALIC-CRISTO et al, 2005). Na literatura hi
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dezenas de sequéncias-alvos do gene de T. gondii ja descritas como o B1,
AF146527 (fragmento de 529 pb), P30 ( BURG et al, 1989; HOMAN et al, 2000;
JONES et al, 2000; MONTOYA, 2002; REMINGTON et al, 2006; OKAY et al, 2009;
MENOTTI et al, 2010) entre outros. Estes alvos sao utilizados principalmente em
ensaios de PCR em tempo real. Porém, varias outras sequéncias de copia Unica tém
sido utilizados como alvos de PCR em laboratérios de pesquisa incluindo os genes
SAGs (SAG1,SAG2, SAG3, SAG4) e GRAs (GRA4, GRA®G), e outros (KHAN et al,
2005a; FERRERIA, et al, 2006, 2008, 2011, BASTOS SILVA, et al, 2016).

O primeiro marcador génico a ser testado e o mais utilizado € o B1(localizado
no cromossomo IX), dos quais existem 35 cOpias no genoma em um tamanho de
2,2kb, com uma sensibilidade altissima por conseguir detectar apenas um Unico
parasito junto a 100 mil células humanas, mostrando assim também ser muito
especifico, além de possuir esta regido conservada em todas as cepas testadas. A
funcdo deste gene ainda ndo é conhecida, mas a sua elevada especificidade e
sensibilidade ja estdo bem estabelecidas (BOOTHROYD et al, 1987; BURG et al,
1988; 1989, GRIGG; BOOTHOYD, 2001; BUCHBINDER et al., 2003; CHABBERT et
al., 2004; KHAN et al., 2005a COLOMBO et al, 2005; FERREIRA et al, 2008; OKAY
et al, 2009; FERREIRA et al, 2011; MENOTTI et al., 2010; BASTOS DA SILVA et al,
2016). Estudos avaliando a sensibilidade e especificidade do gene B1 no liquido
amniético foram de 100%, contrastando com a inoculacdo de sangue fetal em
camundongos e culturas, assim, a PCR revolucionou o diagndstico pré-natal de
toxoplasmose congénita ja que limita o uso de métodos invasivos no feto
(MONTOYA; LIESINFELD, 2004).

Porém outros estudos relataram melhor desempenho da PCR usando gene
AF146527 (fragmento de 529 pb), o qual é repetido de 200 a 300 vezes (HOMAN et
al, 2000; MONTOYA, 2002; MENOTTI et al, 2010; STERKERS, et al; 2010). Uma
comparacao dos métodos usando o B1 e sequéncias de 529 pb em PCR em tempo
real revelou uma melhoria de dez vezes na sensibilidade quando a sequéncia de
529 pb foi utilizado. Sob condicbes especificas, o limite de deteccdo para DNA
gendmico de T. gondii foi de 200 fg para o gene B1, em comparacdo com 20 fg para

a sequéncia de 529 pb. O mesmo estudo também investigou a especificidade obtida
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através da deteccdo da sequéncia de 529 pb em amostras clinicas (KOMPALIC-
CRISTO et al, 2005).

Outro alvo muito utilizado em PCR é o gene P30 que é um antigeno de
superficie do parasita, mas que € representado por copia Unica e por iSSO menos
sensivel, mas mesmo assim diferentes pares de primers foram propostos para esse
gene (BUCHBINDER; BLATZ; RODLOFF, 2002; BUCHBINDER et al., 2003).

Outros genes também utilizados como marcadores sdo os SAGs (SAG1,
SAG2, SAG3) que sdo proteinas ligantes que facilitam a adesao do parasita a célula
hospedeira. SAG1 (localizado no cromossomo VIII), que codifica a proteina P30
(principal antigeno de superficie do protozodario e encontrado nos taquizoitos) e se
encontra representado como uma cépia Unica (Khan et al., 2005a) e participam
ativamente da invasdo celular, porém as cepas com deficiéncia nessa proteina
apresentam outros mecanismos de adesao independente da SAG-1. Gene SAG2
(localizado no cromossomo VIII), que codifica a proteina p22 expressada tanto por
taquizoitos quanto por bradizoitos (HOWE et al.,1997; LEKUTIS et al., 2000; KHAN
et al.,2005a) e gene SAG3 (localizado no cromossomo Xll) que codifica proteinas
expressas somente em taquizoitos, sendo a principal a p43 (GRIGG et al., 2001b;
KHAN et al., 2005a).

MIC sdo proteinas envolvidas na motilidade por deslizamento e que ja
existem vérias proteinas de micronemas descritos na literatura; ROPs s&o proteinas
com atividades enzimaticas encontradas nas roptrias. Elas sado liberadas durante a
invasao e ajuda na formacé&o do vacuolo parasitoforo e os GRAs (GRA4, GRAG6) sao
proteinas dos granulos densos encontradas nos vacuolos parasitéforos e assim,
ajuda na formacdo de uma rede intravacuolar que permite a interacdo do parasita
com a célula hospedeira entre outros (FERREIRA; VITOR, 2014), como 0 gene
GRAG6 (localizado no cromossomo X) que codifica uma proteina onde estudos
sugerem que possa estar envolvida no recrutamento de nutrientes, permitindo a
multiplicagéo do parasita e sua sobrevivéncia dentro da célula (KHAN et al., 2005a;
KHAN et al.,2005b). E ainda outros estudos ja foram realizados utilizando o gene
BTUB localizado no cromossomo IX (KHAN et al., 2005a; KHAN et al.,2005b).

Para se avaliar a sensibilidade e especificidade da PCR é necessario além da
sequéncia-alvo no DNA do parasita como ja descrito, o desenho dos pares de
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primers para amplificacdo. Porém, a sensibilidade sé serd alcancada se existir
parasitemia, assim, nos casos de TC e pulmonar, a PCR s0 sera util se apenas
houver disseminacdo ou passagem do parasito para o sangue e liquor, assim como
ocorre na fase aguda da infecgcdo (KOMPALIC-CRISTO et al, 2005).

Entdo, variacées na sensibilidade da PCR convencional podem ocorrer em
funcdo também da baixa parasitemia principalmente no LCR, onde a sensibilidade
varia de 11.5 a 100%, mas a especificidade normalmente ¢é alta (96-100%)(PRIYA et
al., 2002). No sangue a sensibilidade pode variar de 25 a 77% (JOSEPH et al.,
2002). A terapia especifica anti-Toxoplasma também pode interferir na sensibilidade
do método, portanto as amostras devem ser colhidas preferencialmente até a
primeira semana de tratamento (VIDAL et al., 2004). Outros fatores que podem
afetar a sensibilidade sdo as condicbes de transporte e armazenamentos das
amostras e formas de extragdo de DNA (VIDAL et al.,, 2004; MONTOYA e
LIESENFELD, 2004).

Embora na literatura existam diversos protocolos que diferem tanto na
concentracdo de reagentes, quanto de ciclagens e até do processo de revelacdo do
produto amplificado, os resultados obtidos devem ser comparados com muito
cuidado.

A variedade de metodologias utilizadas nos protocolos de PCRs existentes é
explicada, em parte, pelo fato de que grandes empresas tém demonstrado interesse
em produzir kits de teste para serem disponiveis comercialmente, devido ao fato de
que grande parte dos laboratorios trabalhar com os protocolos ‘in house'
(KOMPALIC-CRISTO et al, 2005).

Um estudo realizado em 2009 com 25 laboratorios da Franga que realizavam
PCR para identificagcdo de T. gondii verificaram 35 protocolos diferentes quanto a
uma ou mais caracteristicas e que nove desses laboratérios usavam dois a trés
protocolos distintos. Com isto podemos rematar que € preciso mais metodologias
aplicadas sejam validadas para ser empregados em materiais bioldgicos distintos
para validacéo do teste.

A auséncia de um método padrdo aceito significa que a sensibilidade e
especificidade de testes moleculares ndo podem ser comparadas, em geral com os
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métodos convencionais (como, testes soroldgicos e culturas de células e animais).

Apenas comparacdes entre os protocolos particulares séo possivel.

2.11 ESTUDOS DAS CEPAS

A caracterizagdo genotipica de T. gondii tem sido feito por métodos
moleculares, como RFLP-PCR, em diversas amostras como em humanos, aves,
cées, porcos e gatos (VALLOCHI et al., 2005; GALLEGO et al., 2006; BELFORT-
NETO et al., 2007). Andlises isoenzimaticas e genéticas mostraram que as cepas de
T.gondii estdo agrupadas em trés linhagens clonais designadas tipo I, Il e 1l (HOWE
etal., 1997; TIBAYRENC e AYALA, 2002).

Estas diferentes linhagens de T. gondii apresentam também diferentes graus
de viruléncia (HOWE e SIBLEY, 1995), onde entre murinos a viruléncia da cepa ja
estd bem estudada e sdo divididos em cepas virulentas, ndo virulentas e de
viruléncia intermediaria dependendo da sua morbidade e mortalidade nos
camundongos infectados pelos taquizoitos Foi verificado que as cepas RH e suas
semelhantes possuem uma dose letal de 100% (DLigy) mesmo com um unico
parasita viavel e possuem uma taxa de crescimento superior em relacdo as outras e
uma capacidade de ultrapassar barreiras também maiores, causando uma maior
disseminac&o no hospedeiro, enquanto que a ME49 possui DL1g > 10° taquizoitos e
encontrados mais nas infec¢cdes cronicas, por isso chamada de néo virulentas. As
cepas de viruléncia intermediarias possuem fendtipos variados e DLig > 10
taquizoitos (AJIOKA et al., 2001; FERREIRA; VITOR, 2014).

Quando estudadas em relacédo a resposta inflamatoria em camundongos, foi
visto que as cepas avirulentas sdo mais dominadas pela imunidade do hospedeiro e
as virulentas induzem um controle imune inadequado ou tém a capacidade
destrutiva dos tecidos induzidas pelas proteinas inflamatérias (MORDUE et al;
2001). Saeij e colaboradores (2006) mapearam geneticamente a proteina ROP18 e
verificaram maior expressao dessa proteina em cepas virulentas e apoés transferir
este alelo de uma cepa virulenta para uma nao virulenta percebeu-se o aumento

significantemente da taxa de mortalidade nos camundongos.
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Cepas recombinantes podem ser encontradas se um felideo se contaminar ao
mesmo tempo por duas cepas e issO aconteceria se ele se alimentasse de uma
presa que albergasse uma infeccdo mista ou se ingerisse duas presas (em intervalo
de tempo pequeno) cada uma com uma cepa diferente e o cruzamento entre elas
ocorressem. Ja que foi visto que infec¢des de genotipos mistos foram identificadas
tanto na natureza quanto in vitro e que também existam cepas hibridas em
populacdes naturais, propde-se que a recombinacdo conduziria a diversidade de
cepas deste parasita (FERREIRA;VITOR, 2014). As cepas recombinantes e
gendtipos atipicos ou polimorficos ja foram observados principalmente na América
do Sul (GRIGG et al., 2001b; KHAN et al.; SU et al.; FERREIRA et al., 2006; DUBEY
et al., 2007, Khan et al, 2011).

A utilizacdo de multiplos marcadores na RFLP-PCR consegue distinguir as
trés linhagens clonais na maioria dos isolados de T. gondii de origem humana e
animal de diferentes partes do mundo (HOWE; SIBLEY, 1995; AJZENBERG et al.,
2002; SU et al., 2006). Um estudo realizado por Howe e Sibley (1995) analisou 106
amostras de Toxoplasma obtidas de varias espécies de animais e humanas com o
objetivo de identificar a estrutura populacional deste parasito avaliou a correlagcéo do
gendtipo do T. gondii com a toxoplasmose nos humanos e animais. Eles utilizaram
seis marcadores génicos (SAG-1, SAG-2, ROP1, 850, L328 e 62) e verificaram que
ele possuia uma estrutura altamente clonal constituida por trés linhagens
caracterizada como tipo | a virulenta e tipo Il e Ill como avirulenta e houve uma
predominéancia de tipo Il associadas a toxoplasmose humana e tipo Il em animais.

J& em 1997 eles desenvolveram um sistema de tipagem de RFLP-PCR do
marcador genémico SAG-2 que permitia a identificacdo dos trés gendtipos, apos
este estudo novas pesquisas foram desenvolvidas principalmente na América do
Norte e Europa, mas também na Asia e Africa realizados em cepas isoladas de
animais domésticos (ovelhas e porcos) e humanos para identificacdo genotipica de
T. gondii e sua associa¢gdo com a toxoplasmose humana e mostraram que a maioria
das cepas nestas regides € do tipo Il (AJZEMBERG et al., 2002; LINDSTRON et al;
PEYRON et al; ZAKIMI et al., 2006). Porém, esta correspondéncia entre a viruléncia
e o0 padrdo molecular da amostra ndo necessariamente deve ser observada em
todos os hospedeiros (GRIGG e SUZUKI, 2003).
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Estudos recentes mostraram que a distribuicdo das cepas na América do Sul
€ notadamente diferente, sendo mais virulentas atipicas ou tipo | ou Il (FERREIRA
et al.,, 2008, 2011; BASTOS SILVA et al, 2016). A comparacdo de genotipos de
cepas de T.gondii associados com infeccdo humana mostrou uma freqténcia de
cepas tipo | em pacientes com toxoplasmose/aids e toxoplasmose ocular
(VALLOCHI et al., 2005; KHAN et al 2006; GALLEGO et al., 2006). Inversamente,
outros estudos, analisando amostras na América do Norte e Europa mostraram que
as cepas do tipo Il foram mais prevalentes na toxoplasmose/aids e em infeccdes
congénitas (AJZENBERG et al. 2002; BOOTHOROYD e GRIGG, 2002;
NOWAKOWSKA et al., 2006). A maioria dos estudos de andlise genotipica realizada
no Brasil em cepas isoladas de animais apresenta predominancia de cepas do tipo |
e Il (DUBEY et al., 2002; DUBEY et al., 2003; DA SILVA et al.; SANTOS et al.,
2005; PENA et al., 2006).

A utilizacdo de apenas um ou dois locos para genotipar T. gondii pode
apresentar algumas limitacbes, uma vez que impossibilita a identificacdo de
gendtipos recombinantes (atipicos), com isto, faz-se necessario a utilizacdo de
multiplos locos para identificacdo genotipica de T. gondii. No Brasil, Ferreira e
colaboradores em 2006 caracterizaram as cepas do Toxoplasma por RFLP-PCR
utilizando oito marcadores génicos (SAG-1, SAG-2, SAG-3, B1, cB21-4, cS10-A6,
GRAG6 e L363) observaram gque todas eram recombinantes, o que ainda nao foi
registrado em outro local do mundo. Tais fatos foram confirmados posteriormente
por Ferreira e colaboradores em 2008 e 2011 em S&o Paulo e por Erechim no Rio
Grande do Sul.

Pena e colaboradores em 2007 analisaram a variabilidade genética de 125
isolados de T. gondii de galinhas, cées e gatos (do Para, Rio Grande do Sul, Parana
e Sao Paulo) utilizando dez marcadores por RFLP-PCR (SAG1, SAG2, SAGS,
BTUB, GRAG6, c22-8, c29-2, L358, PK1 e Apico), eles identificaram 48 gendtipos,
além de gendtipos clonais e uma diversidade genética maior aqui do que quando
comparados com paises da América do Norte e Europa. O gendtipos clonais foram
designados como Brl, Brll, Brlll e BrlV e correlacionando-os com a mortalidade em
camundongos foi visto que os isolados Brl sdo altamente virulentos, Brlll ndo sao

virulentos, Brll e BrlV sao de viruléncia intermediaria (PENA et al, 2008).
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Em 2009, Dubey e Su evidenciaram a presenca de cepas clonais na América
do Norte e Europa e a variabilidade genética intraespecifica no Brasil e
determinaram ainda que aqui no Brasil existe uma auséncia de cepas tipo Il e que
tipos | séo raros e que a maioria dos isolados daqui ndo é clonal e que possui uma
recombinacao e transmissao por 00cistos.

Ao estudar as andlises filogenéticas moleculares e fenotipicas do T. gondii,
Khan e colaboradores (2007) concluiram que a populacao do parasita na América do
Norte e do Sul divergia de um ancestral comum, o cromossomo 1la, com isto foi
tornando a populacao encontrada na América do Sul cada vez mais clonal.

O sequenciamento do genoma tem possibilitado a avaliacdo dos fatores
genéticos associados a viruléncia e analise populacional e tais sequéncias
gendbmicas ME49, GT1l, VEG e RH do Toxoplasma e outras de sequéncias
transcritas de varias cepas podem ser encontradas no Toxoplasma Genome
Resource Database — ToxoDB (<http://ToxoDB.org>) para futuras pesquisas
(FERREIRA; VITOR, 2014).

Com base nesses dados, o conhecimento da estrutura populacional de T.

gondii é importante para a clinica médica uma vez que possa correlacionar a
severidade da doenca com o0 genétipo do parasita definindo o prognostico do
paciente levando as condutas terapéuticas mais adequadas. Até a presente data,
alguns estudos analisaram a identificacdo genética de TC, porém com um numero
de amostras reduzido, portanto pouco se conhece sobre a prevaléncia dos
diferentes tipos de cepa na infeccdo humana no Brasil, principalmente em

Pernambuco.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Aplicar os sistemas baseados em PCR para identificacdo de cepas em

pacientes com toxoplasmose cerebral e aids.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Descrever as caracteristicas clinicas, laboratoriais, imunoldgicas e
terapéuticas dos PVHA/TC.

e Comparar o desempenho dos testes soroldgicos, moleculares e o padrao
ouro do estudo (exames de imagens) em PVHA/TC.

¢ |dentificar as diferentes cepas do T. gondii diagnosticadas através da técnica
de PCR-RFLP em TC/ PVHA com as lesfes cerebrais;

e Sequenciar as cepas polimérficas/mistas encontradas em PVHA/TC.
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4 CEREBRAL TOXOPLASMOSIS IN PATIENTS WITH ACQUIRED IMMUNE
DEFICIENCY SYNDROME IN THE NEUROLOGICAL EMERGENCY
DEPARTMENT OF A TERTIARY HOSPITAL

O capitulo | consiste do artigo publicado no periédico Clinica Neurology
and Neurosurgery.

B it ————

CLINICAL
M EUROLOGY

Fator de impacto: 1.198

Received date: 8-7-2015 Revised date: 9-8-2016 Accepted date: 14-8-2016



61
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ABSTRACT:

Introduction: Cerebral toxoplasmosis is the most common cause of space occupying
brain lesion in patients with HIV/AIDS in Brazil. In the post-HAART era, it is
responsible for high rates of morbidity and mortality worldwide. Materials and
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Methods: This study consists of a case series of 56 patients diagnosed with cerebral
toxoplasmosis whose clinical features, brain imaging and cerebrospinal fluid aspects
were analyzed. Results: Cerebral toxoplasmosis led to the diagnosis of infection by
the human immunodeficiency virus (HIV) in 27 (48.2%) of the patients, while 29
(51.2%) others already knew to be HIV seropositive. However, at the time of
diagnosis of cerebral toxoplasmosis, only 9 (16.6%) reported being under
antiretroviral therapy and 5 (8.9%) were receiving primary prophylaxis for
toxoplasmosis. Headache, strength deficit and fever were the most frequent signs
and symptoms throughout the study. Fifty-three patients showed changes consistent
with toxoplasmosis in CT or MRI. Thirty-four (60.7%) CSF samples were positive in
the indirect haemagglutination test and for the reaction of Toxoplasma gondii I1gG
ELISA, while 31 (55.4%) were positive in the direct haemagglutination test. Fifty
(89.3%) patients underwent first-line treatment for toxoplasmosis. Conclusion:
Cerebral toxoplasmosis is still a very relevant neurological disease in individuals with
AIDS admitted to neurology emergency departments. Early

diagnosis and initiation of empiric treatment and antiretroviral therapy are important
for good prognosis.

KEY WORDS: Cerebral toxoplasmosis, HIV, Acquired Immunodeficiency Syndrome

4.1. INTRODUCTION:

Cerebral toxoplasmosis is one of the most common causes of central nervous
system (CNS) infection and a frequent cause of space occupying brain lesion in
patients with acquired immune deficiency syndrome (AIDS) in Brazil; it
is typically the result of reactivation of chronic Toxoplasma gondii infection due to
changes in cellular immunity.(1, 2) Cerebral toxoplasmosis is currently the third most
prevalent AIDS-defining illness in Brazil, after tuberculosis and Pneumocystis jirovecii
pneumonia.(2) An estimated 30% to 50% of HIV seropositive individuals infected with
T. gondii develop cerebral toxoplasmosis,
which also has a high mortality.(3,4).
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Introduction of highly active antiretroviral therapy (HAART) resulted in
significant worldwide reduction in morbidity and mortality of individuals living with
human immunodeficiency virus (HIV)/AIDS.(5) The incidence of opportunistic CNS
infections has also declined compared to levels in the pre-HAART era.(6). However,
cerebral toxoplasmosis persists in some geographic regions, such as Brazil, with
delayed diagnosis of protozoan infections and difficulty in accessing specialized
treatments. (7).

The definitive diagnosis of cerebral toxoplasmosis requires histological or
cytological examination of affected tissues or fluids (i.e., brain biopsy). Therefore,
most physicians treat it presumptively based on a focal neurological clinical
syndrome history compatible with intracranial lesions, reduced level of
consciousness accompanied by brain images showing mass effect (ring
enhancement on magnetic resonance imaging [MRI] or computed tomography [CT]
with or without injection of contrast media), and serological findings.(8)

In this study, we report a series of patients with AIDS and cerebral
toxoplasmosis treated in a neurology emergency room. Most of the cases of cerebral
toxoplasmosis occurred in individuals who knew they were seropositive for HIV.

4.2. MATERIALS AND METHODS:

This study was conducted in the neurology emergency department at the
Hospital da Restauracdo Governador Paulo Guerra, the largest tertiary healthcare
center in the state of Pernambuco, with more than 704 beds, and a reference
hospital for emergency cases.

A prospective cross-sectional study was conducted between December 2013
and January 2015. The sample included individuals positive for HIV who
were admitted to the neurological emergency department with cerebral
toxoplasmosis.

The data used for analysis were medical records from the inpatient unit of the
emergency department, which included biological, demographic, clinical,
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radiological, and laboratory data. Neuroimaging (CT and MRI) results were examined
for brain lesions, topography, perilesional edema, and midline deviation.

Cerebrospinal fluid (CSF) was examined to determine white blood cell count;
levels of proteins, chloride, and glucose; and immune response to T. gondii (enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) measuring immunoglobulin G and M [lgG, IgM]
levels, and hemagglutination tests); Treponema spp (Venereal Disease Research
Lab [VDRL]) and HIV (ELISA) were also measured, along with testing for
Cryptococcus neoformans (India ink and Crypto-la test).

Variables were presented as relative values; continuous variables were

expressed as minimum, maximum, and arithmetic mean values.

4.3. ETHICS:

The institutional review boards of the Ethics Committees of the Hospital da
Restauracdo Governador Paulo Guerra and the Fundacdo Oswaldo Cruz approved

this study. All patients gave informed written consent.

4.4. RESULTS:

A total of 56 patients were enrolled during the 14-months study
period,including 29 (51.8%) men. Their mean age was 39.1 years (23—-61 years), and
the majority, 46 (82.1%), lived in the Recife metropolitan region. Twenty-seven
(48.2%) patients were diagnosed with AIDS at the time of admission to the
emergency room, while 20 (35.7%) reported having known their HIV infection status
for more than 2 years, and 9 (16.1%) for a period shorter than that.

Among the major signs and symptoms reported in the emergency room, most
had headache (58.9%) and strength deficit (57.1%) in addition to fever (33.9%), one
or more seizures (37.5%), and were confused (26.8%). Decreased level of
consciousness occurred in 15 (26.8%) individuals, with Glasgow coma scale scores
ranging from 10 to 14 points. Among patients with strength deficit, the upper limbs
were the most commonly affected site, predominantly left limbs (Table 1).
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CSF analysis revealed average white blood cell counts of 16.1 cells/mm3 (0—
159 cells/mm3), total protein levels of 122.0 mg/dL (33 0-1,436.0 mg/dL), chloride
levels of 693.9 mg/dL (631.0-750.0 mg/dL), and glucose levels of 56.8 mg/dL (29.0—
84.0 mg/dL). Positive toxoplasmosis immunological reactions were bserved in 60.7%
(indirect haemagglutination test and ELISA 1gG) and 55.4% (direct hemagglutination
test) of patients. Twenty-eight (50%) patients had their
CSF examined for the presence of immunological markers of HIV (CD4 cell and total
lymphocyte counts), in addition to the serological confirmation, which applied to the
56 patients in the study, and all of these turned out positive. Markers for syphilis
(VDRL) and C. neoformans (Crypto-LA® Test) were also searched and revealed
positive in 2 (3.6%) and 1 (1.8%) cases, respectively. (Table 2).

Fifty-three (94.6%) patients underwent CT scans without contrast; of these, 22
(41.5%) and 31 (58.5%) had single and multiple lesions, respectively. Twenty-one
(39.3%) patients underwent MRI, with single and multiple lesions visible in 5 (23.8%)
and 16 (76.2%) of the cases, respectively. Perilesional edema and midline deviation
were identified in 22 (39.3%) and 6 (10.7%) patients, respectively.

A combination of sulfadiazine and pyrimethamine was administered to 50
(89.3%) of patients in this study. Two (4%) patients switched to clindamycin due to
the development of hypersensitivity. The corticosteroid dexamethasone or
hydrocortisone was administered to 16 (28.6%) and 5 (8.9%) of patients, espectively,
and 14 (17.9%) patients received anticonvulsants. Among cases in this study, only 9
(16.1%) reported receiving antiretroviral therapy at the time of emergency room

admission.

4.5. DISCUSSION:

In the years that followed the introduction of HAART, a considerable decrease
in the incidence of opportunistic infections and CNS disorders was observed
worldwide. (9-11) It was not different for cerebral toxoplasmosis. The proportion of
deaths associated with the disease reduced from 3.5% of all HIV related death in
1992 to 1.9% in 1998, a reduction greater than in HIV-related deaths overall. (12)
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Despite this improvement in therapy, cerebral toxoplasmosis is still considered
a major threat to the health of HIV-infected patients, especially in developing
countries, the case of Brazil, where this study took place. In these places, the
disease is responsible for a substantial proportion of mortality and morbidity (2, 13)

The sample population had a mean age of 39.1 years with more than half
of the individuals being males, similar to the distribution of AIDS cases in Brazil; in
this country, there are 1.7 cases in men for every woman. Because the study hospital
is a reference institution for treatment of neurological emergencies in the state of
Pernambuco, it is likely that most individuals with AIDS and cerebral toxoplasmosis in
this region are seen at this hospital.(14)

Cerebral toxoplasmosis is typically observed in the later stages of HIV
infection as a result of the reactivation of latent infection by the T. gondii.(1) The fact
that in our study a considerable percentage of patients had their HIV infection
diagnosed following presentation with cerebral toxoplasmosis could mean that their
diagnosis was probably delayed, resulting in further progression of HIV infection, with
higher viral load and fall in CD4 cell count. A possible explanation to this finding
would be the existence of a deficiency in the local health care systems when it comes
to testing populations and promoting the early diagnosis of the HIV. A better
availability of resources might have influenced positively the presentation of cerebral
toxoplasmosis.

All patients were diagnosed with cerebral toxoplasmosis, and they underwent
therapeutic treatment based on presumptive criteria. Administration of treatment is
based on presumptive diagnosis partly due to the difficulty in performing invasive
procedures such as stereotactic biopsy that could delay the start of anti-toxoplasma
treatment, thus worsening patient prognosis.(15,16).

Almost half of the patients had cerebral toxoplasmosis as the first
manifestation of AIDS, as they had no knowledge of their HIV infection status at
the time of admission to the emergency room. Of those who knew their positive
infection status (29 individuals), only 9 (30%) were on HAART at that time. This
reflects poor treatment adherence, which delays immune restoration and may

prevent reduction of HIV viral load to non-detectable levels.(17).
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A recent large cohort study showed that failure in the antiretroviral therapy and
immunosuppression markers (occurrence of a first AIDS-defining event or decrease
in CD4 cell count to < 100 x 106 cells/L) were strong predictors of cerebral
toxoplasmosis.(18) This could apply to the 9 cases in this study in which patients
were reportedly receiving HAART at the time and still developed the CNS disease.
On the other hand, another study (19) reported that for each 50-cell decrease in
CD4-cell count, there is a 30% increase in the risk of cerebral toxoplasmosis
occurrence, independent of antiretroviral exposure.

The presence of a space occupying brain lesion in an HIV-infected person is
usually indicated by at least one of the following: headache, seizures, reduced level
of consciousness, altered cognitive function, or focal neurologic signs and
symptoms.(20)

Headache, fever, and motor deficits were the most frequently encountered
clinical manifestations, similar to other studies.(7,8,21) Twenty-four patients had
seizures that might have been related to disease progression or more severe
cases.(2,15)

Cranial MRI is the most sensitive diagnostic study for the demonstration of an
intracranial mass lesion. Nevertheless, the routine use of a contrast with MRI in
patients with AIDS is not without controversy, since the limited availability of the MRI
scanners as well as other considerations may get in the way of its performance. CT
of the head with contrast is then a very sensitive technique for detecting these
lesions. However, it has well recognized limitations.(20).

The most common MRI or CT findings were multiple lesions (66.0%),
perilesional edema (39.3%), and midline deviation (10.7%). These findings are
frequent in cerebral toxoplasmosis, where neuroimaging usually shows multiple
ring-enhancing nodular lesions, edema, and mass effects. In a large study, only 27%
and 14% of lesions were single as detected on CT and MRI, respectively. Most
lesions occur in the basal ganglia and frontal and parietal lobes.(22-24) A
frequent association with perilesional edema is also reported in other studies, and
there is consensus on the subject.(15,25,25).

Differential diagnosis of focal neurological disease in patients with AIDS
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includes mostly primary CNS Ilymphoma and progressive multifocal
leucoencephalopathy (PML). Lymphoma cannot be distinguished on the basis of
imaging studies. PML lesions, on the other hand, typically involve white matter rather
than gray matter, are non-contrast enhancing, and produce no mass effect differing
from the lesion causes by T. gondii. Other causes of focal disease in these patients
are mycobacterial infection, fungal infection (e.g. cryptococcosis), Chagas disease,
and pyogenic brain abscess, specially in IV drug abusers.(15)

A combination treatment of pyrimethamine and sulfadiazine, considered a first-
line regimen, was used in the vast majority of cases. Two patients switched to
clindamycin due to hypersensitivity. Corticosteroid therapy was used in 21 patients,
typically for mass effect associated with focal lesions caused by T. gondii.
Anticonvulsants were administered to 14 patients and was also associated with
cases of mass effect.(1,2,15,27-29)

The presence of T. gondii-specific antibodies in the CSF of more than 50% of
individuals in this study is consistent with previous study findings. This observation is
likely due to antibodies passing from the blood to the CSF during
the breakdown of the blood-brain barrier.(1,30,31) In cases where these antibodies
are not found, diagnosis of cerebral toxoplasmosis should still be considered by
empiric means, as most clinicians do before all else, by initiating anti-T. gondii
therapy and observing the patient’s radiological and clinical response.(15)

Despite the current availability of antiretroviral therapy and prophylaxis against
opportunistic infections, cerebral toxoplasmosis is still a very relevant neurological
disease in individuals with HIV/AIDS. Early diagnosis to exclude other conditions with
similar presentation is essential even if treatment is typically presumptive. Early
initiation of empiric treatment and antiretroviral therapy is equally important for good

prognosis.
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4.8 TABLES:

Table 1 - Signs and Symptoms in 56 Individuals with Cerebral Toxoplasmosis

and AIDS

Signs and symptoms n (%)
Headache 39 (55.7)
Deficit force 38 (54.3)
Fever 25 (35.7)
Seizures 24 (34.3)
Altered level of consciousness 21 (30.0)
Dysphonia 16 (22.8)
Nausea 15 (21.4)
Vomiting 12 (17.1)

Visual Turbidity 4 (6.0)




Table 2 - Cytological, Biochemical and Immunological Characteristics of the

Cerebro-Spinal Fluid of 56 Patients with Cerebral Toxoplasmosis and AIDS

Cytology
Parameter Average Value Variation
White bl(c::c;clilsc)ell count 161 0— 159
Biochemistry
Parameter Average Value Variation
Total Protein (mg/dL) 122.0 33 -1436
Chlorides (mg/dL) 693.9 631 — 750
Glucose (mg/dL) 56.8 29 -84
Immunology
Pathogen Reaction Number of Reagent
Samples (%)
Indirect haemagglutination 34 (60.7)
Toxoplasma gondii Elisa 19G 34 (60.7)
Direct Hemagglutination 31 (55.4)
HIV Elisa 28 (50)
Siphilis VDRL 2 (3.6)
Cryptococcus Crypto-La Test 1(1.8)

neoformans
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5 APLICACAO DOS SISTEMAS BASEADOS EM PCR PARA IDENTIFICACAO DE
CEPAS EM PACIENTES COM TOXOPLASMOSE CEREBRAL.

O capitulo Il consiste do artigo que serd submetido a revista Memoérias do

Instituto Oswaldo Cruz.
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5.1 INTRODUCAO

Toxoplasmose é uma zoonose causada por um protozodrio unicelular, o
Toxoplasma gondii que acomete cerca de um terco da populagcdo mundial (1)
manifestando-se como infeccdo sem sintomas em individuos imunocompetentes,
mas podendo acarretar complicagdes graves e morte em imunocomprometidos,
como em transplantados e pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA)(1,2,3,4,5 e 6).

Em 1993, baseado nas diretrizes do CDC, o diagnostico de TC passou a ser
definido a partir da obtencdo de imagens de tomografia computadorizada e
ressonancia magnética os quais em algumas ocasides nao € capaz de distinguir
lesdes de TC com outras lesdes expansivas do sistema nervoso central (SNC) (9).
Atualmente na pratica clinica exames de imagem do SNC sdo empregados para se
fazer o diagnostico presuntivo de TC, no entanto, métodos de diagndstico mais
sensiveis, rapidos e especificos precisam ser empregados (7).

A utilizacdo da Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR) para identificacdo do

DNA de T. gondii em amostras bioldgicas ja estd bem descrito na literatura (6,10)


mailto:gabrielabritonovaes@gmail.com,
mailto:leandrowanderley@gmail.com
mailto:almerice@cpqam.fiocruz.br
mailto:psergiora@gmail.com
mailto:fabio@cpqam.fiocruz.br

77

mostrando resultados cada vez mais satisfatorios para a identificacdo da doenca.
Estudos utilizando marcadores multi-locus para identificacdo genotipica como na
Multiplex-PCR mostram uma alta variabilidade da espécie. Outra variante da PCR
utilizada na identificacdo, a Nested-PCR (nPCR) seguida da utilizacdo de enzimas
de restricdo também pode ser utilizada como ferramenta de genotipagem (3, 11, 12).
No entanto, em pacientes imunocomprometidos estes sistemas tém sido ainda
poucos estudados.

O presente estudo teve como objetivo aplicar os sistemas de Multiplex-
Nested-PCR (MN-PCR) para diagndstico de TC a fim de aumentar a sensibilidade da
PCR para o diagnéstico molecular, ao mesmo tempo em que detecta de maneira
especifica, sequéncias exclusivas do genoma do parasito sem a necessidade de seu
isolamento em cultura, representando maior rapidez para a geracao de resultados,
menor gasto com mao-de-obra técnica e maior aceitacdo pelo paciente. Além de
possibilitar & identificacdo através da RFLP-PCR cepas circulantes em pacientes

com TC, podendo relacionar a gravidade das lesdes cerebrais com os isolados.

5.2 MATERIAIS E METODOS

Local/ Pacientes

Foi realizado um estudo transversal durante os meses de abril de 2012 a
margo de 2015, o qual teve como critérios de inclusdo PVHA maiores de 18 anos,
com diagnostico de TC segundo critérios do CDC (1993).

Foram coletados 2mL do fluido cérebro-espinhal (FSC) de 117 pacientes
admitidos em um Hospital de Referéncia no Recife. O estudo foi aprovado pelo
Comité de FEtica do Centro de Ciéncias da Saude, numero do CAAE:
04896013.3.000.5208 e realizado no Laboratério de Doencas Transmissiveis do
Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes-FIOCRUZ (CPgAM-FIOCRUZ)/
Departamento de Parasitologia, com a colaboracdo do Servico de Diagnostico

Neurolégico de Pernambuco — SDN.

Extracao de DNA de Toxoplasma gondii
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O DNA da cepa de T. gondii foi extraido do FSC utilizando o kit de extracédo e
purificacdo DNA para tecido GenomicPrep (GE Healthcare), de acordo com as

instrugdes do fabricante.

PCR convencional

A PCR convencional foi utilizada para diagndstico prévio dos pacientes.
Foram utilizado 10 pmols dos primers B22
(5’ AACGGGCGAGTAGCACCTGAGGAGA3) e B23
(5TGGGTCTACGTCGATGGCATGACAACZ’) que amplificam 115pb da regido do
gene B1 de T.gondii (19) como descrito por Colombo e colaboradores (2005). As
amplificagcbes foram realizadas com o Kit GoTaq® Green Master Mix, 2X
(PROMEGA) em um volume final de 25 pL, adicionado 10 ul do DNA.

Multiplex-Nested-PCR (MN-PCR)

Para a otimizacdo da multiplex como PCR externa da Nested-PCR foi
primeiramente otimizado cada par de primer separadamente. Os primers utilizados
nesta etapa e sua sensibilidade estéo resumidos na tabela 1. Cada primer entrou na
reacdo a uma concentracdo de 25pmols em um volume final de 25 L, utilizando 5
ML dos amplicons da externa. A ciclagem foi realizada como descrita por Ferreira e

colaboradores (2008). Os casos positivos seguiram para a realizacdo da RFLP-PCR.

Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricio — RFLP-PCR

Foram utilizados 10 uL dos produtos amplificados pela MN-PCR para digestéao
por enzimas de restricbes com sitios de cortes especificos para identificacdo dos
trés genodtipos de Toxoplasma. As enzimas de restricbes utilizadas para cada
marcador e suas especificacbes também estdo descritas na tabela 1. Os padrbes
das cepas obtidos por RFLP-PCR foram comparados aos padrdes descritos por
Khan et al (2005).
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Sequenciamento

Produtos da MN-PCR que tiveram seus resultados duvidosos foram
purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA)
e seu DNA quantificado pelo Nanodrop e levados para sequenciamento.

As reacdes de sequenciamento de DNA foram realizadas no Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do CPgAM-FIOCRUZ, com o Kit comercial ABI
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied
Biosystems®), de acordo com as recomendacdes do fabricante, e processados no
equipamento ABI 3500xL Genetic Analyser (Applied Biosystems).

Para a reacao, foram utilizados os seguintes componentes : 1 uL de primer
19/2 (3,2 pmol/yL), 0,5 pL de Bigdye® Terminator v3.1, 1 pL de Tampé&o de
sequenciamento 5x (Tris-HCI, pH 9.0 200 mM, MgCI2 5 mM), 1 yL do produto de
PCR purificado (20 ng/pL) e agua MilliQ 10 pl g.s.p. O programa de amplificacédo
seguiu a seguinte ciclagem: 1 ciclo a 94 oC por 2 min, seguidos de 40 ciclos de 94
°C por 15 s, 50 °C por 10 s e 60 °C por 4 min. Para cada amostra foram realizadas 2
reacdoes, sendo uma para o primer forward e outra para o0 reverso. ApOs
amplificacdo, foi realizada a purificacdo/precipitacdo de DNA: ao volume total da
reagao de sequenciamento (10 pL) foi adicionado 2,5uL de EDTA (125mM, pH 8,0) e
25uL de etanol 100%. ApGs mistura em vortex, a reagéo foi centrifugada a 3700 rpm
por 45 minutos. O precipitado da reacdo foi lavado com 70 uL de etanol 70%,
seguido de centrifugacdo a 3700 rpm por 10 minutos. AplOs descartar o
sobrenadante, o precipitado foi solubilizado em 10 pL de Formamida Hi-Di (Applied

Biosystems) e aplicado no sequenciador automatico.

Eletroforese em gel de agarose

Todos os produtos provenientes de PCR e RFLP foram separados por

eletroforese em gel de agarose a 2% e visualizados em transluminador UV.
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Tabela 1: Otimizacdo de iniciadores e enzimas de restricbes utilizadas na MN-PCR e RFLP-PCR para

amplificacao e diaestao de T. aondii.

Locus Iniciadores Externos Iniciadores Internos Pares Enzima de Autor
(localizacdo (sequéncia 5°-3’) (Sequéncia 3'-5’) de Restricio (Referéncia)
cromossdmica Sensibilidade Alcangada Sensibilidade Alcancada Bases (Temperatura
) e Tempo)
5’SAG2 (Vi) SAG2.F4 (GCTACCTCGAACAGGAACAC) SAG2.F(GAAATGTTTCAGGTTGCTGC) 242pb Mbol Howe et al
SAG2.R4 (GCATCAACAGTCTTCGTTGC) SAGE.R2(GCAAGAGCGAACTTGAACAC) 37°C- 1h30° (1997)
1pg 1fg
3'SAG2 (Vi) SAG2.F3 (TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC) SAG.F2. (ATTCTCATGCCTCCGCTTC) 222pb Hhal Howe et al
SAG2.R3 (TCAAAGCGTGCATTATCGC) SAG2.R. [AACGTTTCACGAAGGCACAC) 37°C—1h30 (1997)
10fg 0,1fg
SAG3 (X11) SAG3.P43S1(CAACTCTCACAATTCCACCC) SAG3.P43AS2({CACAAGGAGACCGAGAAGGA) 225pb Nil Grigg et al
SAG3.P43AS1(GCGCGTTGTTAGACAAGACA) SAG3.P4352 (TCTTGTCGGGTGTTCACTCA) 37°C-1h30° (2001)
0,1fg 0,1fg
GRAG (XI) GRAB-F1x (ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT) GRAB.F1(TTTCCGAGCAGGTGACCT) 351pb Trusl Fazaeli et al
GRAB.R1 (GCACCTTCGCTTGTGGTT) GRAB.R1x (TCGCCGAAGAGTTGACATAG) 65°C—1h30" (2000)
1pg 1fg Khan et al
(2005)

5.5. RESULTADOS

A sensibilidade da PCR convencional foi de 1lpg e a dos sistemas para

realizacdo da MN-PCR estd descrito na tabela 1. E os resultados frente aos

pacientes do estudo estdo descritos na tabela 2.

PCR Convencional MN-PCR
Positivo 93(79,49%) 48(41,03%)
Negativo 24(20,51%) 69(58,97%)
Total 117 (100%) 117(100%)

Tabela 2: Numero de pacientes positivos na PCR convencional e na MN-PCR.

Dos 48 pacientes positivos na MN-PCR 31 pacientes foram sugestivos para

TC e todos eles foram submetidos a exames de imagens (padrdo-ouro do nosso

estudo), os quais 80,6% (25/31) mostraram alguma lesdo neurologica e apenas

19,4% (6/31) ndo apresentaram nenhuma imagem sugestiva de TC, mas entraram

no estudo com o intuito de comparar as cepas circulantes nos pacientes com TC

(tabela 3).
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Utilizando a PCR convencional como triagem nos 31 individuos estudados, a
positividade foi vista em 71% (22/31) e a0 comparamos com 0S pacientes reagentes
no diagnéstico imunoldgico foram 68,18% (15/22).

Os exames de imagens revelaram que 84% (21/25) dos individuos possuiam
multiplas lesbes, 16% (4/25) lesdo Unica e ndo foi verificado nenhum tipo de
alteracéo cerebral em 24% (6/25) dos pacientes.

Em relacdo a genotipagem, a figura 1 mostra as definicbes das cepas quando
digeridas pelas enzimas de restricdes especificas. A tabela 3 mostra um resumo das
cepas circulantes em cada um dos 31 pacientes em diferentes marcadores e 0

genatipo encontrado em cada individuo.

Figura 1: Gel de agarose de RFLP-
PCR de amostras que deram
positivos na MN-PCR utilizando as
enzimas especificas para cada
marcador: Mbol, Hhal, Tru9l e Ncil
e comparadas com os padroes
. GB ee Gn G descritos por Khan et al, (2005).
CP: Controle Positivo; M: Marcador
|2°°pb | 200pb de 200pb.

1/l 1/l 1/ 1/ 1/m

Tru9l

O gendtipo encontrado em maior propor¢ao circulando nos 31 pacientes foi 0
tipo | com 16,1%(5/31), o gendtipo Il com 3,2%(1/31) assim como o gendtipo I, a
qual é incomum na América do Sul. Em 9,7% (3/31) e 6,4%(2/31) das amostras
apresentaram alelos do tipo | e lll determinado apenas pelo marcador 3’'SAG2 e os
alelos | e Il determinados somente pelo marcador 5’SAG2, respectivamente. Cepas
polimérficas (atipicos) foram encontradas em 9,7%(3/31) dos pacientes, tendo o0s
alelos I, Il e lll determinadas por mais de um marcador molecular (5’SAG2, 3’'SAG2,

SAG3 e GRAG6). Em relacdo as cepas mistas, foi encontrado no nosso estudo
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através da RFLP-PCR que em 19,4% (6/31) pacientes possuiram pelo menos duas
cepas circulantes. Em 41,9%(13/31) ndo conseguimos obter um perfil na RFLP-PCR
provavelmente devido a poucos amplicons na MN-PCR (tabela 3).

Porém, ao caracterizar apenas 0s gendtipos dos pacientes com TC (25),
obtivemos o seguinte resultado: cepas | em 12% (3/25), cepas I, lll e polimorficas
em 4% (1/25), amostras apresentando os dois alelos 8% (2/25), mistas em 16%
(4/25) e néao identificado em 48% (12/25).

O sequenciamento foi realizado no paciente (TC162, tabela 3) que apresentou
cepas mistas identificadas pelos marcadores 5SAG2 e GRAG6 identificando como
cepa lll e | respectivamente.

Quando comparamos a gravidade da doenca (relacionadas aos exames de
imagens) com a cepa circulante nos individuos com TC observamos que naqueles
pacientes que apresentaram lesdes multiplas (21 pacientes), 14,3% (3/21) possuiam
a cepa circulante mais grave, a tipo |, a cepa incomum tipo Il foi observado em 4,8%
(1/21) e a mesma proporc¢éao foi encontrada para o tipo Il e polimorficos; também em
4,8% (1/21) apresentaram os alelos | e Il e 9,5% (2/21) apresentaram o alelo | e Il
Cepas mistas foram encontradas em 14,3%(3/21) das amostras. Individuos com
multiplas lesbes, mas sem perfil definido pela RFLP-PCR foi encontrado em
47,6%(10/21) das amostras.

Apenas quatro Individuos foram encontrados com lesdes Unicas e destes,
dois deram resultados inconclusivos na RFLP-PCR, um apresentou os alelos l e Il e
um possuiu cepas mistas (tipo | e 111).

Em relacdo aos individuos sem TC, mas com genétipos mistos, polimorficos e
com o tipo | foram encontrados em 33,3% (2/6), os quais podem vir a causar a TC

por se tratarem de pacientes soropositivos.
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Tabela 3: Tabela simplificada dos 31 pacientes com TC e sem TC baseados nos seus exames imunologicos, PCR
convencional, MN-PCR, RFLP-PCR e, Genétipo encontrado e exames de imagens. TC: Toxoplasmose Cerebral; NTC:
Toxoplasmose Cerebral Negativo; -: Ndo Realizado/N&o digerido; Nd: N&o definido/Inconclusivo; ML: Mdltiplas les@es; LU:
Les&oUnica; E: Edema; SLA: Sem Les&o Aguda.

AMOSTRA IMUNOLOGICOS PCR MN-PCR 5'SAG2 3'SAG2 SAG3 GRA6 GENOTIPO LESOES
CEREBRAIS
TC009 Reagente Positivo Positivo I/11 I/ ML+E
TCO010 Reagente Positivo Positivo 1711 I/ ML
TCO011 Reagente Positivo Positivo Nd ML
TCO012 N&o Reagente Positivo Positivo Nd ML
TCO014 Ndo Regente Positivo Positivo 11 I/11 I I ML+E
TCO017 Reagente Positivo Positivo Nd ML
TCO018 Reagente Positivo Positivo I1/Polimérfico 1} 1} ML
TCO019 N&o Reagente Positivo Positivo Nd LU
TCO021 N&o Reagente Positivo Positivo Nd ML
TC024 Reagente Positivo Positivo Palimarfico (I/11) 1l/Polimérfico 11/Polimérfico 1 Mista/Polimérfico ML
TCO030 Reagente Negativo Positivo Nd ML
TCO034 Reagente Negativo Positivo Nd ML+E
TC068 Positivo Positivo 1] 1] ML+E
TCO075 Negativo Positivo Nd ML
TCO076 Reagente Negativo Positivo Nd ML+E
TC089 Reagente Negativo Positivo 1711 I I ML
TC091 Reagente Negativo Positivo I I ML
TC092 Fraco Reagente Negativo Positivo (] [Hd] Lv
TC096 Reagente Positivo Positivo m /1 I I Mista ML+E
TC 145 Reagente Positivo Positivo 11 11 ML+E
TC150 Fraco Reagente Positivo Positivo m I/l I I Mista LU+E
TC 159 Fraco Reagente Positivo Positivo Nd LU+E
TC162 Reagente Positivo Positivo mn 1711 I Mista ML+E
TC163 Reagente Positivo Positivo Nd ML
TC 164 Reagente Positivo Positivo Nd ML
NTC 031 N&o Reagente Negativo Positivo li/Polimorfico lli/Palimérfico 1 Mista/Paolimorfico E
NTC 033 Negativo Positivo 1] 1I/Polimérfico 1] 1 Mista/Polimérfico E
NTC107 Reagente Positivo Positivo 1711 1 1 Nao
NTC122 Reagente Positivo Positivo Nd Nio
NTC132 Reagente Positivo Positivo 171 1 1 Nio
NTC 144 Reagente Positivo Positivo 171 ] SLA

5.5 DISCUSSAO:

Toxoplasmose é assintomatica na maioria dos individuos, mas nos PVHA

pode reativar o cisto latente causando a TC, uma doencga oportunista neuroldgica

grave. A encefalite por T. gondii é considerada uma doenca definidora de Aids, e de

grande importancia devido ao alto o indice morbidade e mortalidade causado por

esta doenca nestes pacientes (1, 4 e 16).

Métodos de diagndsticos moleculares que amplifica regides do genoma do

parasito tém sido amplamente utilizados nos udltimos anos como mais uma

ferramenta promissora de diagnostico para os imunocomprometidos devido a sua
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elevada sensibilidade, especificidade e rapidez, reduzindo a necessidade de
diagnéstico invasivo em individuos com TC.

Em 2013, Alfonso e colaboradores avaliaram a sensibilidade de trés sistemas
de PCR que amplificam trés regides diferentes do gene B1. Utilizando um total de
147 pacientes (sendo 59 com TC e aids e 88 controle) eles verificaram que os
primers B22-B23, obteve a melhor performance. Os autores compararam também o
alcance maximo dos trés conjuntos de primers e verificaram que B22/B23 pode
detectar até 0,1pg de DNA genbmico de T. gondii. Resultado semelhante foi
encontrado em nosso trabalho com 93 pacientes (1pg).

O marcador SAG2 foi utilizado no nosso trabalho com a combinacdo de dois
polimorfismos 0 5" e 0 3’, pois permite distinguir as trés linhagens com uma unica
combinagdo de alelos. O gene SAG3 e GRA6 foram utilizados por conseguir
distinguir os trés tipos de cepas (22).

As sensibilidades dos primers que amplificam estes marcadores da MN-PCR
foi de 0,1fg do DNA genbmico, resultados semelhantes foram encontrados em
outros estudos (12, 20, 21,22). Ao comparar com a literatura, observamos que a
combinagao dos polimorfismos 5’ e 3’ do gene SAG2 mostrou ser o marcador mais
sensivel pois, quando utilizados em conjunto, conseguiu distinguir mais de 70% do
genatipo além, de ter identificado um maior niumero de gendtipos polimorficos, dados
que corrobora com Ferreira et al em 2008 (12) no qual em seu estudo os dois
marcadores distinguiram mais de 80% das amostras. O gene SAG3 apesar de
conseguir detectar o DNA génomico purificado do parasito em quantidades minimas
(0,1fg), foi o que apresentou a menor sensibilidade para caracterizagdo genotipica
distinguindo apenas 20% das amostras, diferindo dos outros estudos onde ele
mostrou ser mais sensivel (12,20). O marcador GRA6 obteve uma sensibilidade de
guase 40% e foi o Unico marcador que nao identificou polimorfismo, discordando de
Ferreira et al. em 2008 (12) e Dardé et al em 2004 (31), onde este marcador foi 0
menos sensivel para detectar gendtipos de T. gondii e demonstrou caracterizar
também cepas polimorficas.

Segundo a tabela 3, dos vinte e cinco pacientes com TC do estudo, foi
observado que 28% (7/25) foram negativos na PCR convencional, porém, ao realizar
a MN-PCR todos eles foram positivos. Com isto podemos assegurar gue o emprego



85

de varios marcadores ao mesmo tempo, pode aumentar ainda mais a sensibilidade e
eficiéncia no diagnostico da toxoplasmose e identificacdo de cepas mistas e
polimorficas, pois aumenta a sensibilidade de deteccdo do teste e fornece a
caracteristica genotipica mesmo em pequenas amostras biologicas corroborando
com estudos anteriores (11, 12, 13, 14, 20, 23, 24 e 25). Esta pequena quantidade
de sugestivos de TC no estudo € semelhante a encontrada em outros estudos que
também trabalharam com uma amostragem reduzida (23,24, 41, 42).

No entanto, observamos que dos 117 pacientes (tabela 2) que realizaram o
diagndstico da biologia molecular, 69 individuos (58,97%) foram negativos na MN-
PCR e destes, 47,82% (33/69) tinham lesBes cerebrais sugestivas de TC, mas
provavelmente ndo tinham o alvo dos marcadores utilizados no nosso trabalho.
Estes resultados demonstraram que mesmo utilizando quatros marcadores néo
foram suficientes para amplificacdo do DNA do Toxoplasma nestes pacientes
guando comparados aos resultados obtidos pela PCR convencional realizada pelo
B22/B23 do gene B1.

A baixa sensibilidade destes marcadores pode estar relacionada a trés
fatores: a quantidade de cépias encontradas no genoma, onde no gene B1 utilizada
na PCR convencional o genoma possui 35 cépias e nos marcadores da MN-PCR
(SAG2, SAG3 e GRAGB) € encontrado apenas uma cépia por genoma (13, 23, 26 e
27); Ou a pouca quantidade de DNA do parasita nas amostras clinicas (12, 28, 29 e
31); E inibidores de PCR que pode resultar em uma MN-PCR negativo (21, 28, 31 e
46). Porém, é importante frisar que aqueles que tiveram imagens sugestivas de TC
(25) todos foram positivos na MN-PCR apresentando a positividade em pelo menos
um marcador.

Alguns trabalhos utilizaram varios marcadores gendmicos e conseguiram
detectar recombinacdes entre as trés cepas provavelmente devido a grande
contaminacgéo e circulacdo do T. gondii no Brasil (13,14,23,24,25), mas apesar de
utilizar apenas quatro marcadores no nosso trabalho, foi possivel verificar a alta
diversidade das linhagens no grupo estudado, onde 16% dos nossos pacientes
tinham mais de uma cepa circulante.

Essa recombinacdo genética € amplamente encontrada na América do Sul e

no Brasil, como comprovados nos estudos de genotipagens de cepas isoladas de
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animais domeésticos, 0s quais mostraram o predominio das cepas tipo I, lll e
polimorficas (12, 13, 14, 24, 25, 29, 30, 31, 33, 35) e que possivelmente é devido a
alta transmissédo oral que prevalece no nosso pais que também encontramos estas
cepas predominando nos nossos pacientes. Podemos ressaltar que os altos indices
de recombinagBes genéticas encontradas nas amostras clinicas brasileiras séo
devidos principalmente aos marcadores utilizados, os quais foram desenhados para
genotipar cepas clonais de isolados da América do Norte e Europa (28, 31, 36, 43,
44).

No nosso estudo, as cepas mistas e polimérficas encontradas nos pacientes
com TC corroboram com outras pesquisas brasileiras que mostram a alta
diversidade genética de T. gondii na nossa populacdo (30) e provavelmente esta
devidamente relacionada a mudancas nos genes deste parasita nos hospedeiros
intermediarios (humano e animais domésticos).

Sendo assim, para uma melhor analise destes dados, foi realizado o
sequenciamento em um paciente (TC162, tabela 3) com caracteristica de RFLP-
PCR definida com cepa mista. O sequenciamento demonstrou a circulacdo de duas
cepas no mesmo individuo.

Uma sugestdo para a cepa considerada incomum (tipo Il) encontrada no
nosso estudo, ja que ela € amplamente encontrada nos paises da América do Norte
e Europa (28, 31, 32, 36, 37, 38, 39, 40), é que pode estar relacionada ao ancestral
comum que as cepas polimérficas possuem (34) ou mesmo ao aumento da
circulacdo desta populacdo no nosso pais.

Ao avaliarmos a gravidade da doenca (multiplas lesBes cerebrais e cepa
circulante) o que ainda néo tinha sido realizada no Brasil, foi verificado que a cepa
tipo I, a qual é descrita na literatura como a mais severa e encontrada principalmente
nos pacientes imunocomprometidos, foi encontrada nos individuos com TC em
14,3% (3/21) junto com o gendtipo misto, tais dados corroboram com o Khan et al
(2005b) que também utilizando um numero pequeno de amostras verificaram a
predominéncia desta cepa nestes pacientes. Tais dados reforca o alerta aos
pacientes que ndo possuem TC encontrados no nosso trabalho, mas que possuem a

cepa mais virulenta, podendo evoluir para TC se sua imunidade for comprometida.
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Em relacdo aos resultados inconclusivos da RFLP-PCR (41,9%,13/31), esses
dados nos mostram a limitacdo desta técnica ao ser realizada através de amostras

provenientes do FSC, o qual possui pouca quantidade de DNA.

5.6 CONCLUSAO

Podemos concluir que a cepa mais comum da América do Norte e Europa ja
encontra em circulagcdo na nossa populagdo e que mesmo utilizando apenas quatro
marcadores conseguimos encontrar uma alta diversidade génica no grupo estudado
apesar da Ilimitacdo da RFLP-PCR, porém outros marcadores seriam
complementares para detectar o genoétipo dos pacientes principalmente o0s
polimorficos.

Concluimos também que para uma melhor caracterizacdo genotipica €
preciso desenhar marcadores especificos para a populacéo brasileira, ja que todos

estes marcadores foram desenhados para a populacdo norte-americana e europeia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Podemos afirmar neste trabalho, que TC é doenca definidora de aids, pois
quase metade do grupo pesquisado s6 descobriram ser soropositivos apO0s 0s
sintomas clinicos desta doenca e daqueles que ja sabiam poucos utilizavam a
terapia antiretroviral, apesar da atual disponibilidade do tratamento, sabendo que
igualmente importante para um bom progndstico dos pacientes com TC é o inicio
precoce do tratamento baseado em seu diagndstico presuntivo e o uso da terapia
antiretroviral.

E em relacdo a genotipagem do T. gondii, apesar da limitacdo da RFLP-PCR
foi possivel identificar uma alta diversidade génica apesar da utlizacdo de apenas
guarto marcadores, a qual pbéde-se através do sequenciamento, comprovar a
circulacdo de duas cepas no mesmo individuo, caracterizado como cepa mista e
encontrada em grande propor¢do no estudo, além dos genétipos polimorficos e da
circulacao da cepa considerada incomum no Brasil.

Naqueles individuos que possuiam uma maior gravidade nas lesdes foi visto
que o gendtipo mais prevalente foi o tipo I, a qual é considerado o mais virulento
encontrado nestes pacientes da América do Sul. E uma maior atencédo deve ser
dada aos pacientes que nao possuem lesdes cerebrais mas S80 soropositivos e
possuem o genaotipo mais virulento.

Para maiores estudos sobre a identificacdo das cepas de T gondii é
imprescindivel o desenho de marcadores especificos para as cepas que circulam na
nossa populacdo a fim de descobrir maiores informades sobre as cepas

polimorficas.
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PERSPECTIVAS

Com o intuito de complementacdo do segundo artigo temos como perspectiva
realizar o sequenciamento das amostras que foram consideradas inconclusivas na
RFLP-PCR devido a limitagdo da técnica em detectar DNA em amostras de FSC
para alcancarmos completamente o objetivo principal que € a caracterizagédo

genotipica de todos os pacientes estudados.
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APENDICE A- CAPITULO Ill: OTIMIZACAO DE UM NESTED-PCR EM UNICO
TUBO PARA O DIAGNOSTICO DE NEUROTOXOPLASMOSE.

A otimizacdo da PCR de unico tubo para o diagnostico da neurotoxoplasmose
ja foi realizada, porém mais experimentos serdo importantes para complementar
este artigo para posterior publicacdo. Esta parte do trabalho foi apresentada
oralmente no XXIII Congresso Brasileiro de Parasitologia em Setembro de 2013.

RESUMO: A neurotoxoplasmose (NT) € a infeccdo do sistema nervoso mais
freqiente em pacientes com aids e sua descoberta precoce permite um melhor
prognostico ao paciente. PCR tem sido utilizado com resultados promissores pois
limita o uso de métodos invasivos e de baixa sensibilidade e quando associada as
técnicas de imagem diminui o uso de biopsias. A Nested-PCR convencional € um
método muito sensivel e especifico para o diagndstico da toxoplasmose porém uma
das suas limitacbes sdo os problemas de contaminacdo quanto a passagem do
produto da primeira para a segunda fase. Afim de se obter um método de PCR que
seja tdo eficiente mas sem o risco de contaminacao foi proposto um método para
otimizar a Nested-PCR em Uunico tubo (STNPCR). Para STNPCR, os iniciadores
internos foram imobilizadas na interface interna da tampa do microtubo por meio de
adsorcdo e os iniciadores externos foram adicionados juntamente com 0S outros
reagentes da reacao. Este procedimento elimina a abertura do microtubo, que pode
levar a resultados falso-positivos por meio de contaminagao cruzada. Foi realizada
uma curva de diluicdo de fator 10 variando de 1 ng até 10 pg de DNA de
Toxoplasma gondii juntamente com o controle negativo. O limite de detecgdo do
DNA do toxoplasma no sistema de STNPCR foi até 10 pg. Este estudo apresenta
uma nova ferramenta para diagnéstico da toxoplasmose mais eficiente e com menos
risco de contaminacdo o que favorece o prognostico dos pacientes. Estudos mais
abrangentes devem ser realizados com amostras de pacientes para a validagcao
desta técnica.

Palavras- Chaves: Neurotoxoplasmose. Diagnostico. STNPCR.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasmose cerebral € uma das mais comuns infec¢cdes neurologicas
oportunistas em pacientes com AIDS causando significante morbidade e
mortalidade®. A reativacdo da infeccdo latente ocorre quando os pacientes
apresentam menos de 200 células CD4+/uL de sangue, tornando a doenga grave,
podendo afetar o cérebro e o sistema nervoso central causando encefalite'?. Estima-
se que cerca de 30% a 50% dos pacientes com HIV positivos e infectados pelo T.
gondii desenvolverdo neurotoxoplasmose “.

Em relacdo ao diagndstico, a PCR tem sido utilizado com resultados
promissores, pois limita o uso de métodos invasivos e de baixa sensibilidade e
quando associada as técnicas de imagem diminui o uso de bidpsias. Porém,
variacdes na sensibilidade da PCR podem ocorrer em funcéo da baixa parasitemia®.
No LCR a sensibilidade varia de (11.5 a 100%), mas a especificidade normalmente é
alta (96-100%)°. No sangue a sensibilidade varia de 25 a 77%’.

A Nested-PCR convencional € um método muito sensivel e especifico para o
diagnéstico da toxoplasmose porém uma das suas limitacdes sdo os problemas de
contaminagdo quanto a passagem do produto da primeira para a segunda fase. A
fim de se obter um método de PCR que seja tdo eficiente mas sem o risco de
contaminacgdo foi proposto um método para otimizar a Nested-PCR em Unico tubo
(STNPCR). Este trabalho teve como objetivo desenvolver sistemas baseados em

Nested-PCR unico tubo (NST-PCR) para o diagnéstico de neurotoxoplasmose.

2 MATERIAIS E METODOS

Amostras

Foi utilizada a cepa RH (tipo I) para a otimizacdo deste sistema de NST-PCR.

Extracdo de DNA de Toxoplasma gondii

O DNA da cepa de T. gondii foi extraido do fluido cérebro-espinhal (FSC)
utilizando o kit de isolamento de DNA para tecido GenomicPrep (GE Healthcare), de
acordo com as instrugdes do fabricante.
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Nested PCR em unico tubo (“Single Tube Nested PCR - STNPCR”)

Os marcadores utilizados para esta otimizagcdo, assim como seus primers,
estdo relacionados na tabela 1. Os iniciadores internos foram imobilizados na
superficie interna da tampa dos microtubos de reacdo, através da evaporacdo (em
estufa a 37°C) em um volume de 10 pl, em azul de bromofenol 1 pg/mL, descrito por
Abath e colaboradores (2002). Foi utilizado 25 pmoles de primers internos e
externos em um volume final de 25pl. Este tipo de experimento foi realizado com 1ng

e 10 pg de DNA de Toxoplasma gondii.

Tabela 1: Iniciadores externos e internos utilizados para NST-PCR.

Locus Iniciadores Externos Iniciadores Internos Pares Autor
(localizacdo (sequéncia 5'-3") (Sequéncia 3'-5°) de (Referéncia)
cromossdmica Bases
5'SAG2 (VIII) SAG2.F4 (GCTACCTCGAACAGGAACAC) SAG2.F(GAAATGTTTCAGGTTGCTGC) 242pb  Howeetal
SAG2 R4 (GCATCAACAGTCTTCGTTGC) SAGE.R2(GCAAGAGCGAACTTGAACAC) (1997)
3'SAG2 (VIII) SAG2.F3 (TCTGTTCTCCGAAGTGACTLCC) SAG.F2. (ATTCTCATGCCTCCGCTTC) 222pb  Howeetal
SAG2.R3 (TCAAAGCGTGCATTATCGC) SAG2.R. (AACGTTTCACGAAGGCACAC) (1997)
SAG3 (X11) SAG3.P4351 (CAACTCTCACAATTCCACCC) SAG3.P43AS2(CACAAGGAGACCGAGAAGGA) 225pb  Griggetal
SAG3.P43AS1{GCGCGTTGTTAGACAAGACA)  SAG3.P4352 (TCTTGTCGGGTGTTCACTCA) (2001)
GRAG (XI) GRAB-F1x (ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT) GRAG.F1{TTTCCGAGCAGGTGACCT) 351pb  Fazaelietal
GRA6.R1 (GCACCTTCGCTTGTGGTT) GRAG.R1x (TCGCCGAAGAGTTGACATAG) (2000)
Khan etal
(2005)

3 RESULTADOS

A sensibilidade de todos os primers foi alcangada até 10pg como podemos

ver na figura 1.
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Figura 1: Curva de DNA de

Toxoplasma gondii em STNPCR. |
-"' ‘

-
- ~

M 1ng 10pg CN 1ng 10pgCN

-
- =

M: Marcador de 100pb. Gel
superior: 1° ao 3° poco: primers
F4.R4/F.R2. 4° a0 6° pogo: primers
F3.R3/F2.R. Gel inferior:1° ao 3°

poco: primers
P43S1.P43AS1/P43AS2.P43S2; 42
ao 62 pogo: primers:
F1IX.R1/F1.R1X. CN: Controle
Negativo.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Validacio do Sistema Baseado em PCR Nested-Multiplex e RFLP-FCR para o
Diagndstico e Genotipagem do Toxoplasma gondii em Amostras Bioldgicas nos
Pacientes com Neurotoxoplasmose e Aids no Estado de Pernambuco.

Pesquisador: Gabriela Brito de Oliveira
Area Tematica:

Versédo: 2

CAAE: 04896013.3.0000.5208
Instituicdo Proponente:

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
Fundacéo Oswaldo Cruz (Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es)

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 234 891
Data da Relatoria: 28/03/2013

Apresentagédo do Projeto:

O diagnéstico da toxoplasmose é ainda hoje baseado na sorologia, e as técnicas moleculares se encontram
em etapas recentes de avaliacio. E muito cedo para determinar uma técnica padrio-ouro diferente da
sorologia, uma vez gue os diferentes sistemas descritos na literatura se mostram efetivos, mas nem sempre

reprodutiveis, ou com baixa especificidade.

O diagnostico molecular tem se mostrade uma importante ferramenta no diagndstico direto da
toxoplasmose, pois permite a deteccédo do parasito em um intervalo de tempo relativamente curto e pode
apresentar elevadas sensibilidade e especificidade. As técnicas moleculares utilizadas para a deteccéo do
DMA do parasita baseiam-se, principalmente, na PCR e na hibridizac&o por dot blot do DNA extraido da
amostra do paciente, com uma sonda especifica de T. gondii.

A PCR é um método amplamente utilizado para detectar T. gondii em diferentes fluidos corporais, tais como
sangue, liquido amniétice, LCR, humor aquoso, fluido de lavado bronco-alveolar e urina.

O presente protocolo trata de pesquisa a ser desenvolvida como tese de doutorade do Programa de Pds-
Graduac@o em Biologia Aplicada a Salde do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (PPGLIKA) -
UFPE e tem como objetivo validar um novo teste de diagndstico para neurotoxoplasmose em pacientes com

HIV/AIDS internados nes principais Hespitais de

Enderego: Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédic do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50 740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (51)2126-8588 Fax: (81)2126-5558 E-mail: cepccs@ufpe.br
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Pernambuco e caracterizar qual o tipo de cepa o paciente estd infectado para um tratamento mais rapido e
eficaz.

A coleta do sangue, urina elou liquor cefalorraquidiane (LCR) dos pacientes com neurotoxeplasmose e AIDS

serd realizada em quatro hospitais de referéncia para doengas neurolégicas na cidade do Recife, a saber:

Hospital da Restauracéo (HR), Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC), Hospital Correia Picanco
(HCP) e Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC). A validacio da Nested-PCR e
PCR-Multiplex, assim como a genotipagem molecular por PCR-RFLP serdo realizadas no Laboratério de
Doencas Transmissiveis do Centro de Pesquisa Aggeu Magalh&es - FIOCRUZ/PE. Os procedimentos para

diagndstico Molecular e genotipagem encontram-se detalhados no protocolo

Objetivo da Pesquisa:

A pesquisa tem por objetivo primario validar os sistemas baseados em FCR Nested-Multiplex para o
diagnaostico de neurctoxoplasmose em amostras bicldgicas e determinar atraves da técnica de PCR-RFLP o
gendtipo das cepas de T. gondii isolados de pacientes com neurotoxoplasmose e AIDS acompanhados nos
servicos de referéncia da cidade do Recife no periode de Marco de 2013 a Dezembro de 2015.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos para os sujeitos da pesquisa estao relacionado ao exame de sangue que pode causar um
desconforto provocado pela puncio venosa (picada da agulha) e, algumas vezes, hematoma. Também é
esperado que apos a coleta do liquido cefalorraquidiano (LCR) possa haver um pequeno sangramento e dor

no local da puncao.

Como beneficio, os resultados deste exame (PCR) serdo enfregue ao paciente e ao médico assistente que
na dependéncia dos resultados positivos serd feito um acompanhado pelo médico e /ou tratado para

Neurotoxoplasmose na Unidade hospitalar de origem.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa encontra-se bem estruturada

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos de apresentacdo obrigatéria (carta de anuéncia do O hospital da Restauracdo (HR), Hospital
Universitario Oswaldo Cruz, Hospital Correia Picanco e Hospital das Clinicas; termo de confidencialidade;
TCLE; FR devidamente preenchida, curriculo do pesquisador e demais membros da equipe e termo de
confidencialidade) foram anexados a Plataforma Brasil.

Recomendagdes:

N&o se aplicar.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Informa a pesquisadora que a pesquisa ainda néo foi iniciada e que a mesma sd terd seu inicio apds a
aprovacio do projeto de pesguisa no comité de é&tica e gue o erro no cronograma ocorreu guando o projeto
foi anexado na Plataforma Brasil.

Quanto ao exame de ressondncia magnética o mesmo ja é padrao utilizar nos hospitais onde sera realizado

o estudo.

Em relacdo aos custos referentes a aquisicio dos kits e placas de sequenciamento o Centro de Pesqguisa
Aggeu Magalhdes ; FIOCRUZ, dispte de todo aparato tecnoldgico, bem como todos os reagentes
necessarios para o desenvolvimente do projeto, com a excecdo do kits e placas de sequenciamento, ne
valor de R3 2.000.00 reais para 1000 reactes, ja foi solicitado atraves do Tesouro, pelo Dr. Fabio Melo cuja
declaracdo encontra-se anexada & Plataforma Brasil.

Situagédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em guestio e o pesquisador estd autorizado para iniciar a
coleta de dados.

Projeto foi avaliado e sua ﬁ\PRO\MCﬁO definitiva sera dada, apods a entrega do relatdrio final, através da
PLATAFORMA BRASIL ou por meio de oficio impresso emitido pelo Comité de Etica em Pesquisa/UFPE.

RECIFE, 02 de Abril de 2013

Assinador por:
GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
(Coordenador)
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ANEXO B — APRESENTACAO DO ARTIGO EM CONGRESSO

XXl CONGRESS0O BRASILEIRO DE PARASITOLOGIA
I Encontro de Parasitologia do Mercosul
22 a 26 de Outubro de 2013, Floriandpolis, SC, Brasil

Florianopolis, 17 de Setembro de 2013,

Prezada Congressista,

E com enorme prazer que informamos que seu trabalho intitulado “OTIMIZACAQ DI
UM NESTED-PCR EM UNICO TUBO PARA O DIAGNOSTICO DE
NEUROTOXOPLASMOSE" (2136) foi selecionado para apresentagao oral no XXl
Congresso Brasileiro de Parasitologia — Il Encontro de Parasitologia do Mercosul,

A Comissao Cientifica do congresso selecionou para apresentagéo oral 10 trabalhos
de cada 4&area (Protozoologia, Helmintologia, Vetores/Ecotoparasitoses e
Enteroparasitoses) com base na qualidade cientifica.

As apresentagbes orais de todas as areas sero realizadas no dia 26/10/2013 das
14:00 as 16:00 horas. Cada apresentagdo devera ter a duragao maxima 10
minutos, e as salas disporao de equipamento audiovisual (computador, projetor
multimidia) e sonoro. A apresentacdo devera ser realizada em Power Point e o
arquivo correspondente devera ser entregue cobrigatoriamente no midia desk 24
horas antes do inicio das apresentagdes.

Ressaltamos que o trabalho devera ser também apresentado na forma de pdster.

Em cada sala de apresentagao, dois membros da Comissao Organizadora efou da
Comissao Cientifica do congresso selecionarao os trés melhores trabalhos de
apresentag@o oral, os quais receberfo premiagéo a ser entregue na cerimdnia de
encerramento do congresso.

Certos de sua atencao, estaremos no aguardo de sua confirmacéo através do e-mail
secretaria@geeventos.com.br.
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Cerebral toxoplasmosis in patients with acquired immune deficiency @L ,
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1.3 Introduoction
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ceniral nervous system (CMS) infiection and a frequent cause of
space occupying brain lesion in patients with acquired immune
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reactivation of chranic Toxopiosma gondil infection due to changes
inceliular ammunity [1.2] Cerebral toxoplasmosis is currently the
third - most prevalent AINS- derining diness i Brazil, arer mbercu
I0ciis A0 FIETATOCVATS |Tove PReumon [2]. Anestimated 0% i
S0 af HIV- seropositive individials infected with T gonall develog
cerebral toxoplismosis, wisdh Also fas a hegh moriakiy [2.4]




