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Resumo

Este estudo investigou as caracteristicas genotipicas de isolados de
87 pacientes com toxoplasmose cerebral e AIDS tratados no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas - S&o Paulo. O diagnodstico laboratorial da
toxoplasmose cerebral foi baseado na sorologia e PCR positivas realizadas
em amostras de sangue e/ou liquido cefalorraquidiano. As genotipagens
foram realizadas utilizando-se quatro marcadores (5- SAG2, 3- SAG2,
SAG3 e GRA6). Cada um dos marcadores distingue as trés linhagens
clonais de Toxoplasma gondii designadas como tipos I, Il e lll, tratando-se os
produtos de PCR amplificados com enzimas de restricdo (PCR-RFLP).
Foram obtidos os seguintes resultados: 40 pacientes (46%) foram infectados
com cepas do tipo I; 4 (4%) com as do tipo Ill; 13 (15%), com cepas
polimorficas (gendtipos incomuns); 6 pacientes com cepas do tipo | ou Il; e
15 (17%) dos pacientes foram infectados com cepas incapazes de serem
genotipadas pelos marcadores utilizados. A PCR-RFLP também identificou 9
(11%) isolados clinicos como sendo do tipo Il, genétipo ainda ndo descrito
na Ameérica do Sul. Contudo, 0 sequénciamento dos produtos gerados na
“nested”-PCR de uma amostra classificada como tipo Il (marcador SAG3) e
de isolados polimorficos (marcadores 5-SAG2, SAG3 e GRA6) mostrou
diferencas nucleotidicas quando comparadas com as cepas clonais dos tipos
[, Il e lll. Estes dados confirmam estudos prévios realizados na América do
Sul demonstrando que cepas de T.gondii prevalentes no Brasil séo

altamente polimorficas.

VI



Abstract

This study investigated the genetic characteristics of the T. gondii
strains isolated from 87 patients with cerebral toxoplasmosis and AIDS,
treated in Instituto de Infectologia Emilio Ribas - Sao Paulo State. The
laboratorial diagnosis of cerebral toxoplasmosis was based on positive
serological exams and PCR of blood and/or cerebrospinal fluid. Four markers
(5’- SAG2, 3'- SAG2, SAG3 and GRAG6) were chosen to analyze the samples.
Each having clear resolution to distinguish the three clonal lineages after
PCR amplified targets were treated with restriction enzyme digestion (PCR-
RFLP). The genotyping provided the following results: 40 patients (46%)
were infected with strains classified as type I; 4 (4%), as type Ill; 13 (15%)
were infected with polymorphic strains (unusual genotype); 6 patients with
type | or 1l alleles; and 15 (17%) patients had strains not classified for any
marker. PCR-RFLP, also classified 9 (11%) clinical isolates as type I, which
is uncommon in South America. However, the sequencing of the nested-PCR
products (of SAG3 marker) of type Il and polymorphic isolates (of 5-SAGZ2,
SAG3 and GRA6 markers) showed a nucleotide polymorphism compared
with the archetypal clonal genotypes (types I, Il and Ill) and these isolates
were considered as polymorphic strains. The markers used here were
inappropriate to distinguish the most isolates considered as polymorphic
strains. These data confirm other studies showing the high rate of genetic

polymorphism in T. gondii strains isolated in Brazil.
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1.INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia da toxoplasmose

A toxoplasmose é uma zoonose com ampla distribuicdo mundial.
E causada pelo protozoario Toxoplasma gondii que € um parasita
intracelular obrigatorio pertencente ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa,
subclasse Cocccidia, ordem Eucoccidia, podendo infectar diversas espécies
de vertebrados (Montoya e Liensefield, 2004).

A infeccéo afeta ao redor de dois bilhGes de pessoas no mundo
(Tenter et al., 2000; Montoya e Liesenfeld, 2004). A maioria dos individuos
infectados sdo assintomaticos, podendo resultar em infeccdo cronica com
dorméncia dos parasitas dentro de cistos teciduais por toda a vida (Dubey,
1996; Tenter et al., 2000; Hill e Dubey, 2002). A reativacdo da infeccéo
latente pode ocorrer em pacientes imunocomprometidos causando doenca
grave especialmente encefalite. A infeccéo por T. gondii é a maior causa de
morbidade e mortalidade em criangas infectadas congenitamente e
pacientes imunocomprometidos incluindo pacientes com AIDS (Dubey, 1996;
Luft e Remington, 1992; Hill e Dubey, 2002).

Esta doenga por ser altamente disseminada apresenta taxas de
prevaléncia que variam em diversas regides do mundo (Dubey e Beattie,
1988). As diferencas ocorrem em funcdo de fatores geograficos, clima,
habitos culturais, alimentares e sociais (Remington et al., 2001).

A infeccdo por T. gondii possui uma prevaléncia mais alta em
regides de clima tropical e subtropical, com umidade e temperaturas altas
favorecendo a sobrevivéncia dos oocistos no meio ambiente, ja que
precisam de calor e umidade para se tornarem infectantes (esporulados).
Em regides de clima seco os niveis sdo mais baixos (Barragan e Sibley,
2003). Em criangas, a soroprevaléncia € relativamente baixa, aumentando
de acordo com a idade, com a exposi¢cdo a mais fatores de risco durante o

transcorrer da vida (Camargo, 1996; Tenter et al., 2000).
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A forma crénica assintomatica existe em 80% a 90% de pessoas
infectadas, representando um ter¢co da populagdo mundial. Somente 10% a
20% de casos de infeccdo por T.gondii em adultos e criancas sé&o
sintomaticos (Dubey, 1996; Hill e Dubey, 2002).

A soroprevaléncia mundial varia de 15 a 85% na populagéo
humana (James et al., 1996). Na Europa, América Central e América do Sul
a prevaléncia sorolégica da infeccdo por T.gondii € elevada, atingindo em
torno de 50 a 80% da populacéo adulta. Nos Estados Unidos e na Inglaterra
estima-se que 16 a 40% da populacdo estejam infectados (Dubey, e
Beattie,1988; Hill e Dubey, 2002; Bahia-Oliveira et al., 2003). A Africa
apresenta também elevada soroplevaléncia, variando de 35% a 84% em
diferentes paises africanos (Tenter et al., 2000). Essa situacédo € mais grave,
pois aproximadamente 25 milhdes de africanos estdo expostos ao HIV/AIDS
(UNAIDS, 2005).

A soroprevaléncia no Brasil € de 50 a 80% (Cantos et al., 2000)
dependendo da regido. Em Recife essa taxa varia de 64 a 79% (Coelho et
al., 2003); no Rio de Janeiro atinge 79%; em Manaus 71%; entre indigenas
brasileiros 52 a 65% (Amendoeira et al., 1999); na grande Sao Paulo 58,9%
da populagdo (Guimarédes et al., 1993; Amendoeira et al., 1999). Em um
estudo mais recente, atingiu 57,10% das mulheres atendidas na rede de
salude publica de Séao Paulo no periodo de 2001 a 2005 (Kawarabayashi et
al., 2007).

Surtos epidémicos de toxoplasmose tém sido relatados com certa
frequéncia em varias regiées do mundo, sempre relacionados a presenca de
gatos, ingestdo de carne mal cozida ou a combinacdo de ambos os fatores
(Coutinho et al., 1982). Surtos associados ao consumo de agua em alguns
municipios também tém sido relatados (Bowie et al., 1997). No Brasil areas
de alta endemicidade tém sido descritas uma delas a regiao de Erechim no
Rio Grande do Sul, onde o manuseio de carne crua para confeccédo de
linglica e similares tem sido responsavel pela elevada prevaléncia da
doenga, incluindo casos de retinocoroidites (Glasner et al., 1992). A

presenca de gatos e roedores em cerca de 90% das propriedades de criacédo
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de suinos nessa regido parece ter importancia nos elevados indices da
doenca (Araujo et al., 2000). Outra area de maior endemicidade encontra-se
no norte do estado do Rio de Janeiro, onde a agua oferecida a populacéo,
provavelmente poluida por fezes de gatos, vem sido incriminada como fonte
de infec¢cao (Bahia-Oliveira, 2003).

Os gatos sdo importantes na epidemiologia da toxoplasmose,
uma vez que, um unico cisto tecidual viavel pode infectar felideos, podendo
este excretar milhdes de oocistos, que permanecem viaveis no meio
ambiente por longos periodos e séo fonte de disseminacao da infeccdo para
herbivoros e outros animais que os ingerem e desenvolvem cistos em seus
tecidos (Dubey, 1996; Hill et al., 2005).

No Brasil, diversos inquéritos sorolégicos tém demonstrado a
infeccdo dos gatos por T.gondii, com resultados variaveis, entre o0s
diferentes autores. Na regido metropolitana de S&o Paulo atinge cerca de
40% (Meireles et al., 2004). A alta prevaléncia de infeccdo por T. gondii na
América do Sul e Central € provavelmente devida a altos niveis de
contaminagcdo do meio ambiente com oocistos (Dubey e Beattie, 1988;
Glasner et al., 1992).

1.2. Agente etiolégico, morfologia e ciclo bioldgic 0

O agente etiolégico foi descoberto por Splendore em 1908 no
Brasil, e no mesmo ano por Nicolle e Manceaux em roedores africanos na
Tunisia. Foi confundido com os parasitas do género Leishmania e no ano
seguinte, com o estudo do isolado e a observacao de diferencas estruturais,
foi proposto o novo género Toxoplasma (toxon = arco e plasma = corpo), e a
espécie Toxoplasma gondii.

T.gondii possui uma estrutura subcelular caracteristica do filo
Apicomplexa denominada complexo apical, importante na motilidade e
invasdo na célula hospedeira. E composto pelo anel polar (em nimero de
dois), condide, microtibulos subpeliculares e organelas secretorias

denominadas roptrias, micronemas e granulos densos. Devido a falta de
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organelas locomotoras usa uma Unica forma de locomocdo chamada “gliding
motility” para promover a sua migragao através da barreira biologica e a sua
entrada na célula hospedeira (Rey, 2001; Soldati e Meissner, 2004).

As formas evolutivas do parasita sdo: oocistos contendo
esporozoitos, taquizoitos e cistos contendo bradizoitos (Dubey et al., 1998).

Os oocistos sdo as formas infectantes provenientes do ciclo
sexuado do hospedeiro definitivo, medem cerca de 10x12 pm e sao
liberados pelas fezes de gatos durante a infeccdo aguda por cerca de 7 a 10
dias (Figura 1 A). A esporulacdo ocorre no meio ambiente até 21 dias,
formando no seu interior dois esporocistos cada um com quatro esporozoitos
(Dubey et al., 1998; Hill e Dubey, 2002; Montoya e Liensefield, 2004).

Os taquizoitos possuem a forma oval ou crescente, medem cerca
de 2 x 4 um de largura e 4 x 8 um de comprimento sendo o0 estagio de
replicacdo rapida do parasita (Figura 1 B). Entram em todas as células
nucleadas por penetracdo ativa formando o vacuolo parasitoforo. Apos
replicacbes sucessivas as células do hospedeiro sdo rompidas e os
parasitas sdo disseminados na corrente sanglinea infectando muitos
tecidos: olhos, musculos, coracdo, placenta e o sistema nervoso central
(SNC). Com o aparecimento da resposta imune o0s taquizoitos sao
transformados em bradizoitos formando posteriormente os cistos (Dubey,
1991; Dubey et al., 1998; Montoya e Liesenfeld, 2004; Hill, 2005).

Os cistos sdo estagios infectantes tanto para hospedeiros
definitivos, como para intermediarios (Figura 1 C). Sao resistentes as
condicbes ambientais podendo durar por toda a vida do hospedeiro
infectado. Variam no tamanho de 5 a 100um, contém centenas ou milhares
de bradizoitos que sdo morfologicamente idénticos aos taquizoitos, porém
com multiplicacdo mais lenta. Sdo mais delgados e menos susceptiveis a
acdo de enzimas proteoliticas. O nudcleo dos bradizoitos situa-se na
extremidade posterior, enquanto que dos taquizoitos na posicdo central
(Dubey et al., 1998; Montoya e Liesenfeld, 2004; Hill et al., 2005).

O ciclo de vida alterna entre um hospedeiro intermediario

(mamiferos ou aves) onde ocorrem o0s estagios assexuados, € um
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hospedeiro definitivo (felideos) que alberga os estagios sexuados. A
infeccdo no hospedeiro intermediario se da pela ingestdo de carne crua ou
mal cozida contendo cistos, agua ou alimentos contaminados por oocistos
secretados nas fezes de gatos infectados (Dubey, 1996; Hill e Dubey, 2002;
Montoya e Liesenfield, 2004). Quando ocorre a ingestdo dos oocistos, 0s
esporozoitos sao liberados invadindo as células epiteliais transformando-se
em taquizoitos de replicacdo rapida que se disseminam pela corrente
sanguinea invadindo células nucleadas caracterizando a fase aguda da
infeccdo. Com aproximadamente 60-90 dias, a infec¢do torna-se cronica. Os
taquizoitos, entdo, se diferenciam em bradizoitos, que se dividem mais
lentamente e formam cistos em diversas células, principalmente no cérebro,
coracao e musculos permanecendo la por meses, anos e décadas (Dubey e
Frenkel, 1972). Pacientes cronicamente infectados e que apresentam
Imunossupressao, a infecgéo latente pode ser reativada, produzindo ruptura
dos cistos e proliferacdo dos taquizoitos (Dubey, 1996; Dubey et al., 1998;
Suzuki, 2002).

No hospedeiro definitivo, apds a ingestdo de cistos teciduais, a
sua parede é dissolvida por enzimas proteoliticas no estbmago e intestino
delgado, ocorrendo a liberacdo de bradizoitos que penetram no epitélio
intestinal iniciando o desenvolvimento de multiplas geracbes de ciclos
sexuais e assexuais de T.gondii (Dubey e Frenkel, 1972). O parasita se
multiplica assexuadamente nas células do epitélio intestinal dando origem
aos esquizontes (esquizogonia). Dos esquizontes sao liberados merozoitos
gue apos varias geracdes se diferenciam em macrogametas e microgametas
dando origem ao zigoto, que posteriormente dara origem ao oocisto
(gametogonia) completando o ciclo sexuado (Hill et al., 2005). Os oocistos
sdo liberados imaturos para o meio ambiente por um curto periodo (1-2
semanas) na vida do gato (Dubey et al., 1988). Estes esporulam no meio
ambiente entre 1 e 21 dias, formando no seu interior dois esporocistos cada
um com quatro esporozoitas podendo sobreviver por meses ou até anos em
ambiente favoravel (Hill e Dubey, 2002; Montoya e Liensefield, 2004). A

Figura 2 mostra resumidamente este ciclo.
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Figura 1: Oocisto esporulado em contraste diferencial de interferéncia (DIC),
aumento 100X (A); taquizoitos corados por Giemsa, aumento 1000X (B);
e Cisto com bradizoitos corado por hematoxilina-eosina, aumento 1000X
(©).
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Figura 2: Ciclo de Toxoplasma gondii (Hill e Dubey, 2002).
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1.3. Transmissao

A transmissdo do parasita na espécie humana ocorre
basicamente pela ingestdo de agua e alimentos como frutas e verduras mal
lavadas, contaminados com oocistos ou pela ingestao de cistos presentes na
carne crua ou mal cozida (Hill e Dubey, 2002). Pode ocorrer também por via
transplacentaria durante a primoinfeccdo aguda materna, pela amamentacéo
durante a fase aguda da infeccéo, transplante de 6rgdos principalmente
coracgdao, rins, figado e medula 6ssea, além de transfusdo sanguinea e seus
derivados (Amato Neto et al.,1995).

1.5. Formas da doenca

1.5.1. Toxoplasmose em pacientes imunocompetentes

No Brasil, a primoinfeccdo, na maioria das vezes ocorre na
primeira década de vida, sendo assintoméatica nos individuos
imunocompetentes em 80 a 90% dos casos. A evolugcdo clinica da
toxoplasmose adquirida nestes pacientes é habitualmente benigna e em
geral autolimitada, com duracdo de poucas semanas a dois meses, estando
a cura clinica relacionada a uma resposta imune apropriada (Remington,
2004). A linfadenopatia € a manifestacdo mais comum em 10 a 20% destes
individuos podendo ser acompanhada de febre, astenia e mialgia. ApGs a
cura clinica ou o término de uma fase aguda subclinica (toxoplasmose
infeccdo) inicia-se a fase latente (crbnica) assintomatica, associada a
importante imunidade protetora contra novas infec¢cdes ou reativacbes da
doenca (Montoya e Liesenfield, 2004).

Em alguns casos raros pode ocorrer acometimento neurolégico
secundario causando encefalite ou meningoengefalite, com sintomas
inespecificos (Khan et al., 1997), miocardites, pneumonites, polimiosites e
hepatites (Montoya e Liesenfield, 2004). Alguns destes individuos podem

desenvolver a doenca ocular (Roberts e McLeod, 1999).
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1.5.2 Toxoplasmose congénita

A toxoplasmose congénita ocorre quando a mulher se infecta pela
primeira vez durante a gestacdo e o transmite para o feto (Hohlfeld et al.,
1994). A doenca varia amplamente de casos severos a subclinicos, podendo
causar morte fetal ou neonatal. A frequéncia e a severidade da doenca
dependem da idade gestacional (Remington et al., 2001). Infec¢cdo materna
no primeiro ou segundo trimestre de gestacdo pode causar toxoplasmose
congénita severa resultando em morte do feto no Utero ou aborto
espontaneo. Cerca de 1% de recém-nascidos que adquiriram toxoplasmose
congénita morrem e 2% apresentam problemas neuroldgicos graves. Em
contraste, infeccdo materna tardia (terceiro trimestre) usualmente resulta em
recém-nascidos aparentemente normais. A frequiéncia absoluta de infec¢gdes
subclinicas em recém-nascidos com toxoplasmose congénita € de 85%
(Hohlfeld et al.,, 1994; Gilbert, 2004). As infeccbes que passam
despercebidas ou se néo tratadas causam desenvolvimento de coriorretinite
ou atraso no crescimento na segunda ou terceira década de vida da crianca
(Remington et al., 2001). Véarios estudos mostram que 50 a 80% de
mulheres brasileiras em idade gestacional exibem anticorpos IgG anti -
T.gondii e 20 a 50% estdo expostas a infec¢cdo (Camargo , 1996; Nobrega
e Karnikowski, 2005).

No Brasil a ocorréncia de toxoplasmose congénita varia de 0,2 e
2% (Silveira et al., 1988; Neto et al., 2000). Na regido metropolitana de Séo
Paulo, estima-se que nascam de 230 a 300 criancas infectadas por
toxoplasmose por ano (Guimarées et al., 1993).

O diagnéstico precoce assim como o tratamento antiparasitario da
mae sao capazes de reduzir a taxa de transmissdo para o feto e, por
consequéncia, o numero de sequelas (Hohlfeld et al., 1989). A espiramicina
apresenta eficacia de 60% na reducédo da incidéncia de transmisséao vertical
(Minkoff et al., 1997). As manifesta¢fes clinicas da toxoplasmose congénita
sdo variadas e incluem estrabismo, cegueira, retardo mental e/ou

psicomotor, epilepsia, anemia, ictericia, exantema, petéquias, encefalite,
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pneumonite, incluindo a “Tétrade ou Sindrome de Sabin”: coriorretinite em
90% dos casos; calcificacbes cerebrais em 69%, perturbacées neurologicas
com retardamento psicomotor em 60% e alteracbes do volume craniano,
com micro ou macrocefalia, em 50% (Kawazoe, 1995). Estes sinais
descritos em recém nascidos com toxoplasmose congénita podem ser
similares aos apresentados por outras doencas congénitas como
citomegalovirus, herpes, rubéola e sifilis (Montoya e Liesenfeld, 2004).

O diagnostico pré-natal da toxoplasmose congénita se baseia em
exames de ultra-sonografia, amniocentese e analise de amostras de sangue
fetal (Hohlfeld et al., 1994). A reagcdo da polimerase em cadeia (PCR)
usando liquido amnidtico também tem sido usada para o diagnostico da
toxoplasmose congénita (Grover et al., 1990; Hohlfeld et al., 1994; Jenun et
al., 1998).

O diagndstico laboratorial da toxoplasmose congénita é feito pela
deteccdo de IgM e IgG por testes como imunofluerencéncia indireta (IFl),
“Enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA), aglutinacdo (ISAGA) ou
outros testes similares. Niveis de anticorpos IgG podem ser detectados 1 a 2
semanas depois da infeccdo e permanecem elevados indefinidamente,
enquanto que o0s anticorpos IgM aumentam em dias e usualmente
permanecem elevados por 2 a 3 meses. A deteccdo de anticorpos IgG na
mulher antes da gestacédo indica infeccdo anterior e portanto elimina o risco
de transferéncia congénita de taquizoitos (Kravetz e Federman, 2005). O
teste de avidez para anticorpos IgG foi introduzido para discriminar entre
infeccdo recente e infeccao tardia sendo muito Util para o diagndstico de
gestantes. Normalmente, € utilizado como teste confirmatério, quando usado
em associagdo com outros testes sorologicos (Hedman et al.,1989;
Liesenfield et al., 2001).
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1.5.3. Toxoplasmose cerebral e AIDS

Toxoplasmose cerebral € uma das mais comuns infeccdes
neuroldgicas oportunistas em pacientes com AIDS causando significante
morbidade e mortalidade (Holliman, 1988; Luft e Chua, 2000). A reativagao
da infeccao latente ocorre quando os pacientes apresentam menos de 200
células CD4+/uL de sangue (Porter e Sande et al., 1992; Renold et al., 1992;
Luft et al.,, 1993). A doenca torna-se grave, afetando o cérebro e sistema
nervoso central causando encefalite (Luft e Remington, 1992; Luft e Chua,
2000; Montoya e Liesenfeld, 2004). Uma ampla variedade de sintomas
pode aparecer incluindo dor de cabeca, disturbios de nervos cranianos,
hemiparesia, afasia, anomalias sensoriais e deterioracdo mental (Franzen et
al.,1997; Ferreira, 2000). A encefalite por T.gondii causa necroses cerebrais
com predilecdo das lesdes nos ganglios da base em ambos os hemisférios
cerebrais (Luft e Remington, 1992). Estudos anteriores a era das terapias
anti-retrovirais altamente eficientes (HAART) relatam que a toxoplasmose
cerebral acometia 25 a 50% dos pacientes (Beamon et al.,, 1992; Luft e
Remington, 1992; Oksenhendler et al.,, 1994). Apesar da introducdo da
HAART causar declinio da incidéncia da toxoplasmose cerebral, hoje a
prevaléncia de desordens cerebrais ainda conta com uma consideravel
proporcdo de mortalidade e morbidade, especialmente em paises em
desenvolvimento (Sacktor, 2002). A toxoplasmose cerebral € a segunda
infeccdo oportunista mais comum relacionada a AIDS seguida apenas da
pneumocistose, causada por fungos da espécie Pneumocystis carinii, e a
primeira causa mais comum de doenca no sistema nervoso central nestes
pacientes (Holliman, 1988, Luft e Remington, 1992).

Os sintomas da toxoplasmose cerebral podem ser confundidos por
outras infeccbes oportunistas que comumente infectam estes pacientes.
Portanto o diagnostico ndo pode ser baseado somente em observactes
clinicas (Montoya e Liesenfield, 2004). O diagndstico definitivo requer a
demonstracao direta de taquizoitos no tecido cerebral (bidépsia ou necropsia).

O diagnostico presuntivo (provavel ou sugestivo) estabelecido pelo “Centers
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for Disease Control” (CDC, 1993; Potergies et al., 2004) baseia-se na
presenca de i) sinais neuroldgicos focais, alteragdes do nivel ou do contetdo
da consciéncia, evidéncia de imagem tomografica de lesdo expansiva, com
ou sem realce da substancia de contraste ii) presenca de anticorpos IgG
anti-T. gondii e iii) 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
radiolégicos (Luft e Remington, 1992; Eggers et al., 1995; Cohen, 1999;
Bahia-Oliveira, 2003).

A introducdo da PCR e das técnicas de imagem tornaram o
diagnéstico menos invasivo, pois se exclui a necessidade de realizar
bidpsias (Antinori et al., 2000; Ammassari et al., 2000; Vidal et al., 2004).
Apesar da sensibilidade da PCR em amostras de LCR chegar a 100%
(Schoondermark et al., 1993; Dupon et al., 1995; Cinque et al.,, 1996;
Julander et al.,, 2001; Vidal et al., 2004), a coleta das amostras € muito
invasiva, principalmente em criancas e contra-indicada em pacientes com
lesdes cerebrais expansivas (Eggers et al., 1995; Antinori et al.,, 1997,
Cingolani et al., 1998; Cohen, 1999).

Vérios estudos destacam a utilizacdo da PCR em amostras de
sangue para o diagnéstico da toxoplasmose cerebral e disseminada (Dupoy-
Camet et al., 1993; Alonso et al., 2002; Priya et al., 2002; Colombo et al.,
2005). Variacbes na sensibilidade podem ocorrer em funcdo da baixa
parasitemia (Dannemann et al., 1991; Peloux et al.,, 1997). A terapia
especifica anti-Toxoplasma também pode interferir na sensibilidade do
meétodo, portanto as amostras devem ser colhidas dentro da primeira
semana de tratamento (Dupoy-Camet et al., 1993; Novati et al., 1994,
Cingolani et al., 1996; Vidal et al., 2004).
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1.5.4. Toxoplasmose ocular

A forma ocular de toxoplasmose € uma das mais importantes
causas mundiais de uveites posteriores (retinocoroidite) (Tenter et al., 2000).
Pode ser de origem congénita com manifestagdes clinicas precoces ou
tardias, ou ainda ser adquirida ap0s o nascimento como resultado da
infeccdo aguda ou reativagdo. Em pacientes imunocompetentes é
responsavel por 30 a 50% dos casos (Garweg et al., 2000; Villard et al.,
2003). Nos Estados Unidos e Europa a maioria dos casos € resultante de
infeccdo congénita. No Brasil, os estados do Rio grande do Sul, Parana e
Rio de Janeiro apresentaram uma alta incidéncia de toxoplasmose ocular,
sendo que a cidade de Erechin, no Rio Grande do Sul apresentou um indice
de 17,7% em uma populacdo de mais de mil pessoas (Glasner et al., 1992;
Garcia et al., 1999; Petersen et al., 2001).

A manifestacdo ocular mais comum é a retinocoroidite
granulomatosa necrotizante que pode vir acompanhada de outras alteracdes
oculares. A lesdo € de coloragdo branco-amarelada, com margens mal
definidas, eventualmente associadas a areas de cicatrizes de lesdes aguda
anteriores de aspecto hiperpigmentado e que geralmente evolui para
cicatrizacdo, passando por periodo de regressao, que varia de semanas a
meses (Glasner et al., 1992; Montoya e Remington,1996). Os sintomas
incluem diminuicdo da viséo, inflamagédo, necrose retiniana e fotofobia
(Amato Neto et al.,, 1995). O diagnostico € presuntivo, baseando-se na
analise conjunta do quadro clinico observado, testes soroldgicos, PCR e
exclusdo de outras doencas como sifilis, citomegalovirus, toxocariase e
outras (Montoya et al., 1999). Devido a gravidade e irreversibilidade das
lesGes causadas por T. gondii, o diagnostico precoce é de fundamental
importancia para que seja possivel aplicar a intervencdo adequada,
principalmente nos casos em que 0 quadro clinico e os resultados

soroldgicos ndo sdo conclusivos (Nussenblat e Belfortt, 1994).

28



1.6. Diagnéstico laboratorial

1.6.1. Sorolégico

Classicamente o diagnéstico da toxoplasmose é baseado na
pesquisa de anticorpos por métodos soroldégicos. O primeiro teste disponivel
para detectar anticorpos especificos foi a reacdo de Sabin-Feldman (Dye
test). Apesar de ser um teste de alta especificidade e sensibilidade, seu uso
tornou-se restrito em decorréncia do risco de contaminacdo com antigenos
vivos de T. gondii utilizados (Reiter-Owona et al.,1999).

Atualmente, pesquisa de diferentes classes de imunoglobulinas,
IgM, IgG, IgA e IgE anti-T. gondii constitui a principal contribuicdo para o
diagnostico da doencga. A presenca desses anticorpos durante a infeccao
permite a analise de perfis soroldgicos caracteristicos quer seja na infeccéo
recente (fase aguda) ou infeccéo tardia ou latente (crénica) (Contreras et al.,
2000). Os testes mais utilizados sdo IFI e ELISA (Hill e Dubey, 2002;
Montoya e Liesenfield, 2004).

A IFl é rotineiramente utilizada e considerada “padrdo ouro”.
Apresenta boa sensibilidade e especificidade tendo a vantagem de utilizar o
parasita preservado fixado em lamina. Este teste pode apresentar resultados
falso-positivos na deteccdo de anticorpos da classe IgM pela interferéncia de
fatores reumatdides, eventualmente presentes no soro (Camargo et al.,1972;
Ferreira e Avila, 2001).

Outro teste utilizado na rotina laboratorial € a ELISA, que
apresenta elevada sensibilidade e especificidade, bem como rapidez,
simplicidade técnica, versatilidade e objetividade de leitura. Detecta
quantidades extremamente pequenas de anticorpos, podendo ter elevada
precisdo, se 0S reagentes e o0s parametros do ensaio forem bem
padronizados (Ferreira e Avila, 2001).

O diagndstico da toxoplasmose aguda €é baseado na
demonstracdo de um aumento significante no nivel de anticorpos IgG e /ou a
presenca de anticorpos IgM. Entretanto a elevada prevaléncia de anticorpos

IgG entre individuos normais na maioria da populacdo e a persisténcia de
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anticorpos IgM por longos periodos em algumas pessoas tem complicado a
interpretacdo dos testes sorologicos quando ha suspeita de toxoplasmose
aguda (Brooks et al.,1987; Remington e Klein,1995).

Os testes que detectam anticorpos IgM e IgG anti-T. gondii séo
mais especificos para definir o diagnéstico em individuos imunocompetentes
por serem sensiveis, especificos e de facil execucdo. J& em pacientes
imunocomprometidos, fetos, recém-nascidos, receptores de 0rgao
transplantados e principalmente em pacientes com AIDS, o diagnostico da
toxoplasmose torna-se complicado, pois anticorpos especificos dificilmente
sédo detectados. Portanto a pesquisa de anticorpos IgG anti-T. gondii ndo é
utilizada para identificar pacientes com reativacdo ou com risco de
desenvolver toxoplasmose cerebral (Joss et al.,1993; Franzen et al.,1997;
Joseph et al., 2002). Porém, para alguns autores titulos altos de anticorpos
anti-T. gondii presentes em pacientes com AIDS podem ser preditores da
toxoplasmose cerebral (Hellerbrand et al., 1996; Vidal e Penalva de Oliveira,
2002).

Em gestantes, quando anticorpos IgG e IgM anti-T. gondii estdo
presentes simultaneamente, os meétodos soroldgicos tradicionais néo
diferenciam entre a toxoplasmose aguda e a cronica (Cozon et al., 1998).
Portanto, a determinacdo de anticorpos IgG de baixa avidez representa um
importante marcador, pois avalia a avidez ou afinidade funcional de ligacéo
entre esses anticorpos ao antigeno, separando os de baixa afinidade
produzidos na fase inicial da infec¢cao e os de alta afinidade produzidos na
fase cronica , portanto o teste vem sendo utilizado para distincdo entre
infeccéo recente e tardia (Hedman et al., 1989; Leser et al., 2000; Bertozzi et
al., 1999; Lappalainen e Hedman, 2004).

Os anticorpos IgA sao frequentemente detectados na fase inicial
da toxoplasmose (Decoster et al., 1988; Takahashi e Rossi, 1994). Em
adultos estes anticorpos permanecem na circulacdo por um periodo de um
ano ou mais. A desvantagem € que aproximadamente 5% dos adultos néo

produzem IgA ou, alguns individuos podem permanecer com IgA por anos.
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Portanto é pouco utilizado no diagnéstico de infeccdo recente (Montoya e
Liesenfield, 2004).

A presenca dos anticorpos IgM e IgA anti-T.gondii em soros de
recém nascidos determina infeccdo congénita. Quando dosagens de IgM
sao negativas, a deteccdo de anticorpos IgA pode ser utilizada (Lappalainem
e Hedman, 2004). Anticorpos IgE podem ser encontrados em amostras de
soro de neonatos infectados congenitamente, mas a sensibilidade de

deteccado € mais baixa que IgM e IgA (Villena et al., 1999).

1.6.2. Molecular

A PCR é um método amplamente utilizado para detectar T.gondii
em diferentes fluidos corporais, tais como sangue (Burg et al., 1989;
Dupouy-Camet et al.,1993; Filice et al.,1993; Joss et al.,1993; Khalifa et
al.,1994; Dupon et al., 1995; Pelloux et al.,1997; Bou et al.,1999), liquido
amnidtico (Hohlfeld et al., 1994; Jenun et al., 1998), LCR (Parmley et al.,
1992; Novati et al.,1994; Dupon et al., 1995; Cingolani et al., 1996; Antinori
et al., 1997), humor aquoso (Bou et al.,1999; Jones et al., 2000), fluido de
lavado bronco -alveolar (Roth et al., 1992) e urina (Fuentes et al., 1996). Por
apresentar boa sensibilidade e especificidade € amplamente utilizada para
esclarecer o diagndstico pré-natal, em imunodeficientes, e em pacientes com
problemas oculares (Dupouy-Camet et al., 1993; Filice et al., 1993; Dupon et
al., 1995). A PCR revolucionou o diagnéstico da toxoplasmose congénita,
cerebral, disseminada e ocular, pois limitou 0 uso de meétodos invasivos
(Dupouy-Camet et al., 1993; Filice et al.,1993; Joseph et al., 2002; Montoya
e Liesenfield, 2004). Vérios estudos evidenciam a utilidade da PCR em
amostras sanguineas ou LCR como auxiliar no diagnostico da toxoplasmose
cerebral em pacientes com AIDS. A PCR associada as técnicas de imagem
diminuiu o uso de bidpsias estereotaxicas (Cingolani et al., 1996; Antinori et
al., 1997; Antinori et al.,, 2000; Ammassari et al., 2000; Priya et al., 2002;
Vidal et al, 2004; Colombo et al., 2005).

O primeiro marcador génico a ser testado e mais amplamente

utilizado foi o gene B1. Encontra-se repetido em 35 cOpias no genoma do
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parasita com um tamanho de 2,2Kb (Van de Ven et al., 1991; Lamoril et
al.,1996). Burg et al. (1989) demonstraram alta sensibilidade da PCR na
deteccdo de apenas um parasito presente no lisado celular usando uma
regido do gene Bl como alvo de amplificacdo. Um outro gene também
utilizado como marcador € o SAG1 ou P30, que se encontra representado
como uma copia Unica codificando para o principal antigeno de superficie do
protozoario (Dupouy-Camet et al., 1993). Os protocolos que empregaram a
PCR convencional (qualitativa) para a deteccdo de genes em copia Unica,
como o gene P30 mostrou-se menos sensiveis (Buchbinder et al., 2003).
Estudos realizados com objetivo de comparar sensibilidade de sequéncias
iniciadoras mostraram que as sequéncias alvo B22 e B23 do gene Bl
apresentaram maior sensibilidade e especificidade (Brindley et al., 1993;
Chabbert et al., 2004).

Variagbes na sensibilidade da PCR no LCR (11.5 a 100%) tém
ocorrido, mas a especificidade ¢é normalmente alta (96-100%)
(Schoondermark-van de Ven et al., 1993; Novati et al., 1994; Dupon et al.,
1995; Cingolani et al., 1996; Cinque et al., 1996; Gianotti et al., 1997; Priya
et al., 2002; Vidal et al., 2004). No sangue a sensibilidade varia de 25 a 77%
(Dupouy-Camet et al., 1993; Dupon et al., 1995; Franzen et al.,1997; Joseph
et al., 2002). Um estudo realizado em 64 pacientes com toxoplasmose
cerebral e 128 pacientes com outras doencas oportunistas mostrou uma
sensibilidade de 80% e especificidade de 98% (Colombo et al., 2005). As
variagbes na sensibilidade podem ser devido a varios fatores como:
condicbes de transporte e armazenamento da amostra, tratamento anti-
toxoplasmose, métodos de extracdo de DNA, de kits e equipamentos para a
reacao e baixa parasitemia (Dupouy-Camet et al., 1993; Pelloux et al., 1997;
Montoya e Liesenfeld, 2004).
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1.4. Caracteristicas génicas de Toxoplasma gondii

O genoma de T.gondii consiste de um genoma nuclear estavel
possuindo aproximadamente 87Mb, um DNA circular extracromossomal
dentro de uma organela denominada apicoplasto de 35Kb e um genoma
mitocondrial de 6Kb (Ajioka et al., 2001). O genoma nuclear € hapléide para
a maioria dos estagios do ciclo de vida do parasita, exceto no intestino do
gato antes da meiose, onde ocorre a fase dipléide (Pfefferkorn e Pfefferkorn,
1980). O cruzamento entre a cepa ME-49 (Tipo IlI) e cepa CEP (Tipo III)
definiu um mapa gendmico constituido de 11 cromossomos (Sibley et al.,
1992). Posteriormente, Khan et al. (2005a) definiram um novo mapa com a
segregacao de 250 marcadores genéticos em 14 cromossomos designados
por algarismos romanos (la, Ib, II, lll, 1V, V, VI, Vlla, Vlib, VIII, IX, X, XI e XII)
com tamanhos que variam de 1,8Mb a > 10 MB, fazendo recombinacées de
cepas dos tipos Il e 1l e dos tipos | e lll (Figura 3).

Véarios marcadores foram utilizados para caracterizacdo de
isolados do parasita utilizando a PCR — RFLP (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). Os mais utilizados sé&o
sequéncias que amplificam regides especificas do: (i) gene SAG1, localizado
no cromossomo VIII que codifica a P30 (Tabela 1). Esta proteina representa
até 5% do total de proteinas expressas por taquizoitos e ndo é expressa em
bradizoitos ou esporozoitos (Howe e Sibley, 1995; Bulow e Boothroyd, 1991;
Khan et al., 2005a); (i) gene SAG2, localizado no cromossomo VIII, que
codifica a proteina p22 que é expressa tanto por taquizoitos quanto por
bradizoitos (Tabela 1) (Howe et al.,1997; Lekutis et al., 2000; Khan et al.,
2005a); (iii) gene SAG3 localizado no cromossomo Xll, que codifica
proteinas expressas somente em taquizoitos, sendo a principal a p43
(Tabela 1) (Gross et al., 1996; Grigg et al., 2001b; Khan et al., 2005a); (iv)
gene GRAG, localizado no cromossomo X, que codifica uma proteina onde
estudos sugerem que possa estar envolvida no recrutamento de nutrientes,
permitindo a multiplicacdo do parasita e sua sobrevivéncia dentro da célula
(Tabela 1) (Cesbron-Delauw et al., 1996; Khan et al., 2005a; Khan et al.,
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2005b); (v) gene BTUB localizado no cromossomo IX (Khan et al., 2005a;

Khan et al., 2005b); e (vi) gene B1 localizado no cromossomo IX (Grigg e
Boothoyd, 2001; Khan et al., 2005a).

Tabela 1: Localizagdo dos genes nos cromossomos e as principais proteinas

codificadas.

Localizacdo no

Gene . Principais proteinas Referéncias
Cromossomo
) Howe e Sibley, 1995
SAG1 VIl P30 (antigeno de superficie)
Bulow e Boothroyd, 1991
] Howe et al.,1997
SAG2 VIII P22 (antigeno de superficie) .
Lekutis et al., 2000
Gross et al., 1996
SAG3 Xl P43 (antigeno de superficie) Grigg et al., 2001b
GRAG (antigeno de granulos  Cesbron-Delauw et al., 1996
GRA6 X

densos)

Khan et al., 2005b

'Khan et al., 2005a
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Figura 3: Mapa gendmico de T. gondii. Adaptado de Khan et al., 2005a
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1.4.1. Tipos de cepas

A caracterizacdo genotipica de diferentes isolados de T. gondii em
amostras de humanos, aves, cédes, porcos e gatos tém sido feitos por
métodos moleculares (Howe et al., 1997; Fuentes et al., 2001; Dubey et al.,
2003; Dubey et al. 2004; Da Silva et al., 2005; Santos et al., 2005; Vallochi et
al., 2005; Gallego et al., 2006; Pena et al., 2006; Belfort-Neto et al., 2007).

Analises isoenzimaticas e genéticas mostraram que as cepas de
T.gondii estdo agrupadas em trés linhagens clonais designadas tipo I, 1l e 1lI
(Howe e Sibley, 1995; Howe et al., 1997; Tibayrenc e Ayala, 2002). Estudos
de polimorfismo genético revelam que a configuracdo genotipica de T.gondii
¢ formada pela combinacdo de basicamente duas classes de alelos
designadas “A” e “E”, em que o alelo foi definido como a classe alélica
compartilhada por pelo menos dois dos trés tipos de gendtipo (I, Il e Ill). Para
cada locus, essas duas classes alélicas estavam distribuidas aleatoriamente
entre os parasitas das trés linhagens. Para alguns loci, as linhagens | e li
compartiihavam a mesma classe alélica, enquanto a linhagem Ill era
diferente (Grigg et al., 2001a). Com esses dados, 0s autores sugeriram que
essas trés linhagens surgiram de uma origem comum e, desde entdo
passado por limitada troca genética (Grigg et al.,, 2001a; Su et al., 2003).
Andlises por RFLP e sequenciamento de genes individuais estimam que
exista somente 1% de divergéncias nas sequéncias de DNA entre as
linhagens (Howe e Sibley, 1995).

Existem varias explicacdes para a existéncia da estrutura clonal
do T.gondii: i) transmissdo do parasita entre hospedeiros intermediarios de
habitos carnivoros e saprofagicos, sem passar pelo hospedeiro definitivo e
sofrer meiose e recombinagao génica (Su et al., 2003); ii) macrogametas do
parasita que permanecem no intestino do gato sem serem fertilizados
poderem formar oocistos por partenogénese (Ferguson, 2002); e ii)) a
raridade de infeccdo simultdnea no gato com diferentes cepas, a
recombinacado ocorreria se felideos fossem infectados simultaneamente com

diferentes amostras de T. gondii, um evento raro de ocorrer na natureza,
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uma vez que teriam que se alimentar de uma presa que albergasse uma
infeccdo mista ou se ingerissem duas presas, cada uma com uma amostra
diferente, porém este evento teria que ocorrer em um intervalo de tempo
bem curto. Outro fato que poderia contribuir para essa estrutura populacional
clonal, o fato do T.gondii ser hapldide, portanto um felideo infectado com
apenas um tipo de amostra, produz oocistos contendo progénies
geneticamente idénticas a amostra infectante original (Ajzenberg et al.,
2004).

A maioria das cepas de T. gondii foi definida baseando-se na
viruléncia em camundongos infectados (Dubey e Frenkel, 1976; Literak et
al., 1998). Alguns destes estudos mostraram que as diferentes linhagens
clonais de T. gondii apresentam diferentes graus de viruléncia (Howe e
Sibley, 1995). Cepas do tipo | sdo altamente virulentas, com elevado nivel de
parasitemia e ndao produzem cistos teciduais, ja cepas dos tipos Il e Ill sdo
avirulentas e produzem cistos teciduais (Sibley e Boothroyd,1992; Ajioka et
al., 2001). Porém, esta correspondéncia entre a viruléncia e o padréao
molecular da amostra ndo necessariamente deve ser observada em todos 0s
hospedeiros (Grigg e Suzuki, 2003). A cepa RH e aquelas cepas que sao
geneticamente similares a ela exibem uma dose letal de 100% (LD100) de
um unico parasita viavel. Em contraste, cepas avirulentas exibem uma dose
letal (LD50) maior ou igual a 1000 parasitas e facilmente estabelece
infec¢des cronicas em camundongos (Howe et al., 1996). Segundo Literak et
al. (1998), as cepas com viruléncia intermediaria podem ser cepas em
transicdo entre os fenotipos virulentos e nao virulentos. Alguns estudos
sugerem que o aumento da viruléncia da cepa tipo | poderia estar
correlacionada a estimulacdo da resposta imune Thl, o que levaria ao
aparecimento da patologia (Mordue et al.,, 2001; Sibley et al., 2002). A
identificacdo de uma possivel correlacédo entre a severidade da doenca pode
ser um dado para determinacdo de condutas de terapia (Fuentes et al.,
2001).

Os meétodos de genotipagem, que incluem PCR-RFLP com

marcadores multiplos e por microsatélites distinguem as trés linhagens
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clonais na maioria dos isolados de T. gondii de origem humana e animal de
diferentes partes do mundo (Howe e Sibley, 1995; Howe et al., 1997; Dardé
et al., 1992; Ajzenberg et al., 2002; Su et al., 2006).

Estudos sobre a caracterizacdo genotipica realizados em cepas
isoladas de animais domésticos (ovelhas e porcos) e humanos em regides
dos Estados Unidos, Europa, Asia e Africa mostram que a maioria das cepas
sao do tipo Il (Howe e Sibley, 1995; Dardé, 1996; Owen e Trees, 1999;
Ajzemberg et al., 2002; Lindstron et al.,2006; Peyron et al; 2006; Zakimi et
al., 2006).

Embora consagrado o reconhecimento das cepas I, Il e Ill pela
comunidade cientifica mundial, existem outras divergentes das trés
linhagens arquétipos (Howe e Sibley, 1995; Howe et al., 1997; Boothroyd e
Grigg, 2002). Cepas recombinantes e gendtipos atipicos ou polimérficos ja
foram observados principalmente na América do Sul (Grigg et al., 2001b;
Khan et al., 2006; Su et al., 2006; Ferreira et al., 2006; Dubey et al., 2007).

Grigg et al. (2001b) identificaram os genotipos de 12 amostras de
T. gondii de humor vitreo de pacientes com toxoplasmose ocular, onde
foram encontrados cinco novos genodtipos recombinantes, utilizando os
marcadores SAG1, SAG2, SAG3, SAG4 e B1.

Amostras brasileiras de humanos com toxoplasmose ocular e de
animais foram analisadas por multilocus nested-PCR com quatro
marcadores independentes SAG2, SAG3, BTUB e GRA6, sendo
encontrados gendétipos atipicos (Khan et al., 2006).

Dubey et al. (2007) utilizando 11 marcadores moleculares,
observaram grande diversidade genética da populagdo de T.gondii em
isolados de galinhas caipiras do Para e Rio Grande do Sul. Notaram que as
populacdes eram distintas entre os estados sendo encontrado a maioria dos
genatipos polimorficos.

Um trabalho mais recente feito com 46 isolados de T.gondii
provenientes de gatos do estado de S&o Paulo, utilizando também um

grande numero de marcadores, descreveram uma elevada diversidade

38



genética, com 20 gendtipos diferentes dos gendtipos clonais (tipos I, 1l e IlI)
(Pena et al., 2008).

Estudos recentes mostraram que a distribuicdo das cepas na
Ameérica do Sul sdo notadamente diferentes, sendo mais virulentas, atipicas
ou tipo | ou lll (Dardé, 2004; Khan et al., 2006; Lehmann et al., 2006). A
comparacao de gendtipos de cepas de T.gondii associados com infec¢cao
humana mostrou uma freqiéncia 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 infec¢cdes congénitas
(Howe e Sibley, 1995; Howe et al., 1997; Ajzenberg et al., 2002; Boothoroyd
e Grigg, 2002; Nowakowska et al., 2006).

No Brasil, na maioria dos estudos a andlise genotipica foi
realizada em cepas isoladas de animais e apresentam predominancia de
cepas do tipo | e Il (Dubey et al., 2002; Dubey et al., 2003; Da Silva et al.,
2005; Santos et al., 2005; Pena et al., 2006). Até a presente data, alguns
estudos analisaram uma amostragem reduzida de pacientes, portanto pouco
se conhece sobre a prevaléncia dos diferentes tipos de cepa na infeccao
humana (Vallochi et al., 2005; Ferreira et al., 2006; Khan et al., 2006).
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Genotipar cepas de T.gondii isoladas em um grupo de pacientes com

toxoplasmose cerebral e AIDS.

2.2 Objetivos especificos

1- Validar para o presente estudo a metodologia de caracterizagcéo
genotipica de T. gondii incluindo a escolha dos marcadores genéticos;

2- Determinar os tipos de cepas diretamente nos isolados clinicos;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Populagéo de estudo

Foram analisados DNA extraidos de amostras de sangue e LCR
de 87 pacientes maiores de 18 anos admitidos e tratados no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (IIER) com diagndstico soroldgico positivo para a
infeccdo por HIV, valores de células CD4+ < 200/uL e com toxoplasmose
cerebral.

A toxoplasmose cerebral foi diagnosticada de acordo com as
“definicbes de diagnostico clinico-radiolégico de toxoplasmose cerebral em
pacientes com AIDS” (CDC, 1993; Potergies et al., 2004). As definicdes
encontradas neste grupo de pacientes foram: i) sinais neurologicos focais,
alteracdes do nivel ou do conteudo da consciéncia, evidéncia de imagem
tomogréfica de lesdo expansiva, com ou sem realce da substancia de
contraste ii) reacdes soroldgicas e PCR positivos usando os iniciadores B22
e B23 do gene Bl de T. gondii (Colombo et al., 2005) e iii)) resposta ao
tratamento especifico anti-T. gondii. Foram coletados 10 ml de sangue em 2
tubos contendo EDTA de cada paciente ou, alternativamente, 2 ml de LCR
para o diagnéstico molecular. A definicdo da coleta de sangue ou LCR para
cada paciente foi definida pelo clinico, mas em ambos os casos foram
coletados antes ou até o terceiro dia de terapia especifica para

toxoplasmose.

3.2. Considerac0es éticas

Todos o0s pacientes que participaram da pesquisa aceitaram
espontaneamente sua inclusdo, pessoalmente ou através de familiares ou

responsaveis. Todos assinaram o termo de consentimento que foi aprovado

para este estudo nos Comités de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz
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(CEPIAL) (Anexo 1) e Conselho Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz
(Anexo 2).

3.3. Animais experimentais e T.gondii:

3.3.1. Manutencéo e obtencéo de cepas de T. gondii

As cepas RH, ME-49 e VEG foram gentilmente cedidas pelo
laboratério de protozoologia do Instituto de Medicina Tropical da
Universidade de S&o Paulo. Camundongos machos da linhagem Swiss com
idade entre 25 e 30 dias foram provenientes do Biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo.

A cepa RH (ndo cistogénica) foi mantida em camundongos,
semanalmente, por inéculos intraperitoniais com 1x 10° taquizoitos/animal.
ApoOs quatro dias de infeccao foram feitas lavagens intraperitoniais com 5 mi
de solucdo salina (NaCl 0,85% estéril) para a retirada dos taquizoitos.
Posteriormente os parasitas foram quantificados em camara de Neubauer e
acertados na concentragdo desejada. Os parasitas foram utilizados para a
manutencdo da cepa através de passagem para um novo grupo de animais
e para a extracdo de DNA para o uso no diagnostico molecular e
genotipagem como controle positivo.

As cepas cistogénicas ME-49 e VEG foram mantidas por
passagens seriadas, com intervalos de 30 a 45 dias em camundongos. Os
in6culos foram orais contendo 10 cistos/animal em uma suspenséo contendo
0 macerado de células cerebrais e PBS 0,01M pH 7.2 (ou NaCl 0,15M). Os
cistos foram quantificados por microscopia Optica (400X) entre lamina e
laminula (10 pl da suspenséo cerebral) e utilizados para extragdo de DNA

para 0 uso como controle positivo na genotipagem.

42



3.4. Extracdo de DNA

3.4.1. Amostras de sangue

As amostras coletadas foram transferidas para um tubo de 15 ml,
centrifugadas por 10 minutos a 2800 g para retirada de plasma.
Posteriormente, nos tubos contendo o sedimento foram adicionados de 3
vezes o0 volume inicial, de tampao ACK (150 mM cloreto de amdnio; 1 mM
bicarbonato de potassio; 0,1 mM EDTA pH 7.3). Apds incubacdo em
temperatura ambiente sob agitacdo por 10 minutos para lisar as hemacias,
as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2800 g e os
sobrenadantes desprezados. Os sedimentos foram transferidos para tubos
de 1,5 ml e, para que ocorresse a lise das células nucleadas adicionou-se
200 pl de um tampéo de lise contendo 100 pg/ml Proteinase K; 50 mM Tris-
HCI pH 8.0; 25 mM EDTA,; 2% SDS. Os tubos foram agitados em vortex e
incubados por 30 minutos a 56C.

Para a extracdo de DNA utilizou-se o método fenol-cloroférmio-
isoprapanol (Sambrook et al., 1989; Colombo et al., 2005). Aos tubos
contendo as células lisadas foram adicionados 200 pl de fenol equilibrado e
centrifugados por 10 minutos a 10.000 g. Os sobrenadantes foram retirados
e transferidos para novos tubos e adicionados 200 pl de uma mistura de
cloroférmio/isopropanol (24:1), agitados e centrifugados por 10 minutos a
10.000 g. Os sobrenadantes foram novamente transferidos para novos tubos
e adicionados de 3 vezes o volume de isopropanol e agitados suavemente
para a precipitacdo do DNA. A seguir, os tubos foram centrifugados por 10
minutos a 10.000 g e os sobrenadantes descartados. Os sedimentos
contendo DNA foram lavados com 200 ul de &lcool etilico 70% por

centrifugacédo a 10.000 g por 10 minutos. Os tubos foram deixados a 4T
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para a evaporacao do alcool. Apés a secagem, as amostras de DNA foram

re-hidratadas com 50 yl de agua Milli-Q contendo 20 ug/ml de RNase.

3.4.2. Amostras de LCR

A metodologia utilizada foi descrita previamente por Vidal et al.
(2004). As amostras de LCR foram transferidas para tubos de 1,5 ml e
centrifugadas por 5 minutos a 10.000 g. Os sedimentos contendo células
foram lavadas com 500 pl PBS estéril por centrifugacdo por 5 minutos a
10.000 g. Ap6s o descarte dos sobrenadantes, foram adicionados aos
sedimentos, 50 ul de agua Milli-Q contendo 20 ug/ml de RNase e incubados
a 100°C por 5 a 10 minutos.

3.4.3. Cepas de T. gondii

O DNA dos taquizoitos e cistos provenientes de camundongos
foram extraidos pelo método fenol-cloroférmio-isoprapanol (Sambrook et al.,
1989; Colombo et al., 2005) como descrito no item 3.4.1.. O grau de pureza
das extracOes e a quantidade de DNA das amostras foram determinados por
absorbancias em espectrofotometro (HACH DR/4000 U) no comprimento de
onda 260 e 280 nm (luz ultravioleta). O grau de pureza das extracdes foi
determinado pela razdo entre as leituras D.O. 260/D.O. 280 que deveria
apresentar valores entre 1,8 e 2,0. Amostras que apresentaram razao abaixo
de 1,8 (presenca de proteinas ou contaminantes) foram novamente
processadas. As leituras realizadas a 260 nm determinaram as
concentracfes de DNA. Segundo Sambrook et al. (1989) absorbancia igual a

1 equivale a concentracao de 50 pg/ml de DNA de fita dupla.

3.5. Reagao em cadeia de polimerase

As amplificacbes foram realizadas com um kit comercial

(Amersham-Pharmacia-Biotech). Cada tubo contendo 1,5 unidades de Taq
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DNA polimerase; 10 mM Tris-HCI pH 9.0; 50 mM de KCI; 1,5 mM MgCl,; 200
mM de cada um dos desoxinucleosideos trifosfatados. Em cada reagéo
foram adicionados 5 pl de DNA proveniente de amostra de sangue ou 10 pl
de DNA proveniente de amostra de LCR em um volume final de 25 l
completado com &gua ultra pura. As amplificagbes foram realizadas
utiizando um termociclador (LongGene). Para cada reacdo foram
adicionados um controle positivo, a partir de DNA extraido de taquizoitos e
dois controles negativos. Em um adicionou-se DNA proveniente de um
individuo sem toxoplasmose e em outro, agua ultrapura que substituiu o
DNA.

3.5.1. PCR-triagem

Foram  utilizados 50 pmoles dos iniciadores B22
(5’AACGGGCGAGTAGCACCTGAGGAGA3) e B23 (5’
TGGGTCTACGTCGATGGCATGACAACS’), que amplificam uma sequéncia
de 115 pb de uma regiao repetitiva do gene B1 de T. gondii (Burg et al.,
1988; 1989). As amplificacbes consistram de um ciclo inicial de
desnaturacdo de 5 minutos a 95C, uma segunda etapa com 35 ciclos de
desnaturacdo a 95T por 1 minuto, anelamento a 62C por 1 minuto e
extensdo a 72T por 1 minuto. ApdOs essa etapa o pro cesso foi finalizado por

um ciclo final de extenséo por 5 minutos a 72° C.

3.5.2. PCR-RFLP para Genotipagem

3.5.2.1. Validacéo

Os gendtipos dos isolados de T. gondii foram determinados
utilizando-se PCR-RFLP (Howe et al.,1997; Fazaeli et al., 2000; Fuentes et
al., 2001; Khan et al., 2005b; Pena et al., 2005; Ferreira et al., 2006; Su et

al., 2006; Dubey et al., 2007). Foram utilizados quatro marcadores: (i) 5'-
SAG2 e (ii) 3'-SAG2 (Howe et al.,1997); (iii) SAG3 (Grigg et al., 2001b): e
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(ilii) GRA6 (Khan et al., 2005b). As regides génicas alvo e suas localizacdes

no genoma serao descritas em resultados.

3.5.2.2. Primeiro PCR (Multiplex)

Cada reacdao foi realizada adicionando-se ao kit de PCR 5 pl de
cada amostra de DNA de sangue ou 10 ul de DNA de LCR ou 2 pl de DNA
de cepas de T.gondii; 25 pmoles de cada um dos iniciadores em um volume
final de 25 pl completado com &gua ultra pura. Foram utilizados na mesma
reacao 8 iniciadores externos dos quatro marcadores (3'- SAG2, 5 -'SAG2,
SAG3 e GRA®G) descritos na tabela 2. As amplificacbes consistiram de um
ciclo inicial de desnaturacéo de 5 minutos a 95C, uma segunda etapa com
35 ciclos de desnaturacéo a 95T por 45 segundos, a nelamento a 55T por
45 segundos e extensédo a 72T por 45 segundos, finalizando por um ciclo
de extensdo por 5 minutos a 72° C. Os produtos amplificados das amostras

humanas ndo foram visualizados.

3.5.2.3. Segundo PCR

Para cada marcador realizou-se uma reacao. As amplificacdes e
concentracfes de todos os componentes foram as mesmas descritas no
item anterior (1° PCR), exceto as quantidades de DNA. Os produtos
amplificados do 1° PCR (5 pl) foram diluidos 1:10 em agua ultra pura ou
1:100 (cepas). Foram utilizados os iniciadores internos como descritos na
tabela 2.

3.5.2.4. RFLP
O polimorfismo de cada locus foi analisado por RFLP. Os
fragmentos amplificados do Nested-PCR foram digeridos com as enzimas de

restricio apropriadas para os diferentes marcadores por 3 horas na

temperatura adequada para cada enzima e de acordo com as instru¢des do
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fabricante (Tabela 2). Para cada reacao cepas RH (tipo 1), ME-49 (tipo II) e
VEG (Tipo Ill) foram utilizadas como controles positivos, e agua ultrapura

como controle negativo.

3.6. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados utilizados para o diagnostico molecular
e para genotipagem, bem como os produtos digeridos com as enzimas de
restricdo foram diluidos em tampdo de amostra (30% glicerol, 0,25%
xilenocianol FF, 0,25% azul de bromofenol) na propor¢éo de 1:6 e separados
por eletroforese em um sistema eletroforético horizontal em gel de agarose a
2% em TBE pH 8,0 (0,045M de Tris-Borato; 0,001M EDTA) com 0,5 pl/ml
brometo de etidio, juntamente com o marcador de peso molecular com
fragmentos multiplos de 100 pb em uma velocidade de 6V/cm. As amostras
foram visualizadas e fotografadas em um transluminador GeneGenius
(Programa GeneSnap, Syngene, versdo 6.08.04) de ultravioleta a uma
longitude de onda de 302 nm (Sambrook et al., 1989).

3.7. Sequenciamento do DNA

Foram escolhidas 3 amostras clinicas para que os produtos do
segundo PCR dos marcadores 5-SAG2, SAG3 e GRA6 fossem
sequenciados, pois cepas do tipo Il sdo incomuns na América do Sul. Para
efeito de comparacdo e alinhamento foram também sequenciados os
mesmos produtos provenientes das cepas padréo (tipos I, 1l e 1l). A tabela 3
mostra em detalhes as amostras escolhidas.

Previamente todos os produtos de PCR foram purificados com um
kit comercial “Wizard SV gel e PCR Clean-up System kit” (PROMEGA). A
cada produto de PCR foi adicionado o mesmo volume do tampéo
“Membrana Binding Solution” e transferido para uma minicoluna de afinidade
“SV” acoplada a um microtubo. Apés a incubacdo por 1 min a temperatura
ambiente, a minicoluna foi centrifugada a 16000 g por 5 min e descartado o

a7



sobrenadante. A seguir, a minicoluna foi lavada por duas vezes com 700yl
de uma solucao de lavagem “membrane wash solution” por centrifugacéo a 5
min a 16000g. O DNA foi eluido transferindo-se a minicoluna para um
microtubo limpo e aplicado 50 pl de agua ultrapura diretamente no centro da
coluna, incubando por 1 min a temperatura ambiente e centrifugando-se por
5 min a 16000 g. A qualidade do produto foi analisado por eletroforese em
gel 2% de agarose. As bandas foram quantificadas por comparacdo por
padrdao de massa molecular (Invitrogen). As intensidades das bandas obtidas
de DNA purificado foram comparadas visualmente com os padrdes e a
concentracdo de DNA (em nanogramas) das amostras eram determinadas
de acordo com a tabela fornecida pelo fabricante.

Os produtos purificados foram sequienciados utilizando-se os dois
iniciadores internos para cada marcador (5-SAG2, SAG3 e GRAG6) para
obtencdo das sequUéncias sense e antisense. Os sequenciamentos foram
realizados no "Laboratério de Genotipagem HIV do Instituto Adolfo Lutz”
usando o kit “ABI Prism Big DyeTerminator Cycle Sequencing Reaction” e a
eletroforese feita no ABI Prism 3100 DNA Sequencer. Os cromatogramas
foram editados manualmente utilizando o software Sequencher (Gene
Codes, USA). As sequéncias foram alinhadas e analisadas no programa
BioEDIT Sequence Aligment Editor. Todas as sequéncias foram comparadas
com outras depositadas no Genbank e os alinhamentos feitos no NCBI/
nucleotide-nucleotide BLAST  (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST). As

sequéncias foram depositadas no Genbank e os nimeros de acesso citados

em resultados e Figura 10.
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Tabela 2: Iniciadores utilizados no primeiro PCR (Multiplex) e segundo PCR (Nested) e enzimas de restri¢cao.

Locus Iniciadores externos Iniciadores internos ( RFLP)® Referéncia
5—-3 5-3

(Localizagéo no

Cromossomg

5'-SAG2 (VIlI) GCTACCTCGAACAGGAACAC GAAATGTTTCAGGTTGCTGC Sau3 Al/37°C Howe et al., 1997
GCATCAACAGTCTTCGTTGC GCAAGAGCGAACTTGAACAC

3'-SAG2 (VIII) TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC ATTCTCATGCCTCCGCTTC Hhal/37°C Howe et al., 1997
TCAAAGCGTGCATTATCGC AACGTTTCACGAAGGCACAC

SAG3 (XII) CAACTCTCACCATTCCACCC CACAAGGAGACCGAGAAGGA Ncil/37°C Grigg et al., 2001b
GCGCGTTGTTAGACAAGACA TCTTGTCGGGTGTTCACTCA

GRAG (X) ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT TTTCCGAGCAGGTGACCT Msel/37°C Khan et al. , 2005b
GCACCTTCGCTTGTGGTT TCGCCGAAGAGTTGACATAG

a- enzima de restricao utilizada na temperatura de incubacao apropriada.
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Tabela 3: Descricao das amostras usadas para o sequienciamento do DNA.

Cepas ou 5-SAG2?  3-SAG2° SAG3 GRA6
amostras
RH e NI 1 1
Me-49 /11 [ I 1]
VEG ne I §i il
CSd IMme e neg® 1] 1l
CSe 1/ neg® Il neg®
csf Nl e e I/l I neg®

2 Gendtipos | e 1l séo os mesmos; ° Genétipos | e 11l sdo os mesmos; ¢ Produtos do Nested-PCR de cada marcador foram usados para
o seqiienciamento do DNA (sublinhados); ¢ bandas de DNA presentes em ambos os alelos ; ® neg: produto ndo amplificado
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4. Resultados

4.1. PCR

As 87 amostras clinicas foram positivas na PCR, os marcadores B22
(5’AACGGGCGAGTAGCACCTGAGGAGA3) e B23 (5’
TGGGTCTACGTCGATGGCATGACAACS3’) amplificaram uma sequéncia de
115 pares de bases de uma regidao repetitiva do gene B1 de T. gondii.
(Figura 4).

10C <+«— 115pk

Figura 4 : Produto da PCR da amostra analisada em gel de agarose 2%. (1) Massa
molecular de 100 pb; (2) Amostra clinica.

4.2. Validacéo das reacfes de genotipagem

Antes de genotipar as amostras clinicas foi necessério validar cada
passo da reacdo de PCR-RFLP e escolher os marcadores. As reacdes foram
padronizadas utilizando-se cepas padrdoes (RH, ME-49 e VEG). A escolha
dos marcadores foi baseada nos trabalhos de Howe et al., 1997 e Khan et
al., 2005b. Cada marcador sera descrito em detalhes nos itens abaixo. A
Figura 5 mostra no mapa genético de T. gondii a localizacdo dos marcadores

escolhidos.
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Figura 5: Cromossomos de T.gondii e a localizacdo dos marcadores (Khan et al.,
2005a). * Gene SAG2 contendo 5-SAG2 e 3-SAG2; ° Gene SAG3 e
°Gene GRAG.
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Os primeiros marcadores escolhidos foram 5-SAG2 e 3'-SAG2,
Ambos projetados a partir do gene SAG2, localizado no cromossomo VIl
(Howe et al., 1997; Khan et al., 2005a). O marcador 5’-SAG2 tem como alvo
uma sequéncia localizada na regido 5’ e o 3'-SAG2, uma sequéncia préximo
a regido 3’ do gene (Figura 6A). Para facilitar o entendimento, as figuras 6B
e 6C mostram o esquema do 1° PCR e a localizagdo dos iniciadores
externos. Todos os iniciadores destes marcadores e dos outros descritos a
seguir foram adicionados numa unica reacdo (1° PCR-Multiplex). Este
produto foi utilizado para amplificar as regides internas de cada marcador.
No 2° PCR (ou nested-PCR) os iniciadores internos (F e R2) do marcador da
regido 5 amplificaram um segundo produto de 242 pb (Figura 6D); e da
regido 3’, um produto de 222 pb (Figuras 6E) Os fragmentos de 242 e 222
pb foram tratados com as enzimas de restricio Sau3Al e Hhal
respectivamente. Os fragmentos no marcador 5-SAG2 digeridos foram
capazes de distinguir o genotipo Il dos gendtipos | e 1l (Figura 6F). Os
fragmentos digeridos do marcador 3'-SAG2 distinguiram o genotipo Il dos
gendtipos | e Il (Figura 6G).

A seguir, optamos pelo marcador SAG3, projetado a partir do gene
SAG3, localizado no cromossomo Xl (Grigg et al., 2001b; Khan et al.,
2005a) (Figura 7A). A figura 7B mostra o esquema do 1° PCR e a
localizacdo dos iniciadores externos. No 2° PCR, os iniciadores internos
amplificaram um segundo produto de 225 pb (Figura 7C), que tratado com a
enzima de restricdo Ncil distinguiu os gendtipos I, Il e 11l (Figura 7D).

O préoximo marcador escolhido foi GRAG, projetado a partir do gene
GRAG, localizado no cromossomo X (Khan et al., 2005a, Khan et al., 2005b)
(Figura 8A). A figura 8B mostra o esquema do 1° PCR e a localizagéo dos
iniciadores externos. No 2° PCR foram utilizados iniciadores internos que
amplificaram um segundo produto de 351 pb (Figura 8C), que digerido com a

enzima de restricdo Msel distinguiu os genotipos |, Il e Il (Figura 8D).
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Figura 6 : Localizagdo do gene SAG2 no cromossomo VIII (A). Localizagdo dos
iniciadores F4 e R, na regido 5 (B), e F3 e R3, na regido 3’ (C).
Todos os iniciadores destes marcadores e dos outros descritos a
seguir foram adicionados numa Unica reacdo (1° PCR - Multiplex).
Amostras do 1° produto foram re-amplificadas (2° PCR ou “Nested”)
com os iniciadores internos F e R2 para o marcador 5- SAG2 que
amplificaram um produto de 242 pb (D), tratados com Sau3Al
geraram um perfil que distingue o gendtipo do tipo Il (F). Os
iniciadores internos F2 e R (marcador 3'- SAG2) amplificaram um
produto de 222 pb (E), tratados com Hhal geraram um perfil que
distingue o tipo Il (G). As amostras foram analisadas em gel de
agarose 2%. (1) Massa molecular de 100 pb; (2) cepa RH - Tipo I; (3)
cepa ME- 49 - Tipo Il; (4) cepa VEG - Tipo Ill.
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Figura 7: Localizagdo do gene SAG3 no cromossomo XlI (A). Localizacéo dos
iniciadores externos F e R (1°PCR - Multiplex) (B). Amostras do 1°
produto foram re-amplificadas (2° PCR ou “Nested”) com os
iniciadores internos F1 e R1 que amplificaram produtos de 225 pb
(C), tratados com Ncil geraram um perfil que distingue os genétipos
I, I e lll (D). As amostras foram analisadas em gel de agarose 2%.
(1) Massa molecular de 100 pb; (2) cepa RH - Tipo I; (3) cepa ME- 49
- Tipo 1I; (4) cepa VEG - Tipo lll.
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Figura 8: Localizacdo do gene GRA6 no cromossomo X (A). Localizagéo
dos iniciadores F e R (1° PCR - Multiplex) (B). Amo stras do 1°
produto foram re-amplificadas (2° PCR ou “Nested”) com os
iniciadores internos F1 e R1 que amplificaram produtos de 351 pb
(C), tratados com Msel geraram um perfil que distingue os
gendtipos |1, 1l e 1l (D). As amostras foram analisadas em gel de
agarose 2%. (1) Massa molecular de 100 pb; (2) cepa RH - Tipo I;
(3) cepa ME -49 - Tipo Il; (4) cepa VEG - Tipo |l
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4.3 Caracterizacdo genotipica das amostras clinicas

Todas as 87 amostras de DNA utilizadas neste trabalho analisadas
por PCR-RFLP foram extraidas de amostras clinicas de pacientes com
toxoplasmose cerebral e AIDS. Os critérios de diagnéstico foram baseados
nos dados descritos no item 3.1 de Materiais e Métodos. A tomografia
computadorizada e/ou ressonancia magnética e o diagnostico laboratorial
(ELISA, IFI e PCR) confirmaram os dados clinicos.

Todos os iniciadores externos, assim como foi feita com as cepas
padrdo, foram adicionados em uma unica reacdo (1° PCR-Multiplex). Na
Nested-PCR, cada reacao foi realizada separadamente com os iniciadores
internos. Com o marcador 5’-SAG2 resultou em uma amplificacdo de 242 pb,
o marcador 3'-SAG2 em uma amplificagéo de 222 pb, o marcador SAG3 em
uma amplificacéo de 225 pb, e o marcador GRA6 em uma amplificacdo de
351 pb. Os fragmentos amplificados da Nested-PCR no marcador 5’-SAG2
digerido com a enzima de restricdo Sau3Al distinguiu o gendtipo Il dos
genatipos | e Il, no marcador 3'-SAG2 utilizando a enzima Hhal distinguiu o
genatipo Il dos gendtipos | e Ill, no marcador SAG3 utilizando a enzima Ncil
distinguiu os gendtipos |1, Il e lll,e no marcador GRA6 utilizando a enzima
Msel | distinguiu o gendtipos I, Il e lll. A Tabela 4 apresenta de forma
sintética os resultados obtidos. Dos 87 pacientes, 40 (46%) albergaram
cepas com caracteristicas genotipicas do tipo I, 9 (11%) do tipo Il e 4 (4%)
do tipo Ill. 13 (15%) amostras apresentaram genotipos polimérficos (atipicos)
tendo alelos dos tipos I, Il e Il determinadas por mais de um marcador
molecular (por diferentes loci 5°-SAG2, 3-SAG2, SAG3 e GRA6). Amostras
de 6 (7%) pacientes apresentaram alelos do tipo | ou Il determinados
somente pelo marcador 5-SAG2. Finalmente, amostras de 15 (17%)
pacientes com toxoplasmose cerebral ndo foram classificadas por nenhum
destes marcadores. Nenhum produto foi detectado de controles negativos
para todos os marcadores, verificando a auséncia de contaminagao.

A porcentagem dos genotipos encontrados entre os isolados dos

pacientes esta ilustrada na Figura 9.
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Os resultados do PCR-RFLP geraram alguns resultados conflitantes
() 9 isolados clinicos classificados como tipo Il sdo incomuns na América do
Sul, e (i) um elevado polimorfismo entre alelos de 13 isolados clinicos. Para
ilustrar a figura 10 mostra produtos de restricdo dos marcadores 5-SAG2 e
3-SAG2 de trés isolados polimorficos (CSa, CSb e CSc), tendo a
combinacgao dos trés alelos I/11/111.

Para confirmar estes resultados, foi realizado o sequénciamento de
algumas amostras. Foram selecionadas duas amostras consideradas
polimérficas (CSd e CSf) e uma considerada tipo Il (CSe). A amostra CSd foi
classificada como tipo Il por SAG3 e GRAG, I/Il ou lll por 5’-SAG2 e negativo
por 3'-SAG2. CSe foi classificada como tipo Il por SAG3, I/ll por 5-SAG2, e
negativo para SAG3 e GRA6. A amostra CSf como tipo Il por SAGS3, /11 ou Il
por 5’-SAG2, I/lll por 3'-SAG2 e negativo para o GRAG.

As amostras sequenciadas foram os produtos da Nested-PCR
gerados pelos marcadores 5-SAG2, SAG3 e GRA6. A fim de comparacéo
das amostras clinicas com os arquétipos, os fragmentos da Nested-PCR das
cepas RH, ME-49 e VEG também foram seqlenciadas. Todas as
sequéncias foram comparadas com outras ja descritas. Os alinhamentos
foram feitos no “NCBI/ nucleotide-nucleotide BLAST”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

A seqUéncia da amostra CSd (numero de acesso Genbank
EU053932) do marcador GRAG (classificada como tipo Il por este marcador)
foi comparada com os genotipos arquétipos (I, Il e Ill - nimero de acesso
GenBank EUO053933, EU053934, EU053935 respectivamente), sendo
encontradas diferencas nucleotidicas (Figura 11A). Da mesma forma a figura
11B mostra as sequéncias das amostras Csd e CSe (numero de acesso
Genbank EU053939 e EU053940 respectivamente) do marcador SAG3
(ambas classificadas como tipo Il para este marcador) também comparadas
com os trés gendtipos arquétipos (I, Il e lll - nimero de acesso GenBank
EU053938, EU053937, EU053936 respectivamente). Finalmente a Figura
11C mostrou a sequéncia da amostra CSf (nimero de acesso Genbank

EU053941) do marcador 5-SAG2 (classificada como tipo I/l e Ill para este
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marcador) com algumas diferengas nucleotidicas quando comparadas com
0s gendtipos |, Il e 1l (nimero de acesso GenBank EU053942, EU053943,
EU053944 respectivamente).
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Tabela 4: Genétipos de T. gondii de pacientes com AIDS e Toxoplasmose cerebral  Gendtipos | e Il sdo os mesmos; ® Genétipos | e IlI
s&80 0s mesmos; ° Ambos: bandas de DNA presentes em ambos alelos (I/Il ou Ill para 5’-SAG2 ou I/lll ou Il para 3'-SAG2):; ® neg:

produto ndo amplificado

Locus (Localizagdo dos cromossomos)

Tipos de alelos

5-SAG2 * (VIII) 3-SAG2 ® (VIIl) SAG3 (XIl) GRA6 (X) NGmero de
Gendtipo Il 1 ambos® neg® 1l 1l ambos® neg® Lo neg® I neg pacientes
| 40 - - - 3 - - 7 31 - 9 26 14 40
I 9 - - - - 2 - 7 . 7 2 ) 7 9
M R 3 - - 1 - 3 : 2 4
Polimérfico 1 1 8 3 7 - 2 4 1 8 4 1 11 13
I/ 6 - - - - - - 6 - - 6 - 6 6
Nao - - - 15 - - - 15 - - 15 - 15 15
determinadas
Total 56 5 8 18 43 2 2 40 32 15 39 27 55 87
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Figura 9: Distribuicdo dos genotipos determinados pela PCR-RFLP do locus
SAG2, SAG3 e GRAG, das amostras T.gondii de isolados de pacientes
com AIDS e toxoplasmose cerebral.

Figura 10: RFLP - produto amplificado de amostras clinicas polimorficas. 5'-
SAG2 (A) e 3'-SAG2 (B) os produtos amplificados foram digeridos
com a enzima de restricao Sau3Al e Hhal respectivamente. Gel de
agarose a 2% corado com brometo de etidio: 1- Massa molecular
(100pb); 2- Cepa RH (tipo 1); 3- Cepa ME-49 (tipo 1l); 4- Cepa VEG
(tipo 1); 5, 6 e 7 - Amostras clinicas CSa, CSb e CSc. As setas
mostram as combinacdes de alelos. Os orificios receberam 5 ul do
produto digerido.
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Figura 11 : Andlise do polimorfismo de nucleotideos nas seqiiéncias dos genes: (A) GRA6 - Amostras de T. gondii: RH (1); ME-49 (ll); VEG (lll) (nUmero de acesso
Genbank EU053933, EU053934, EU053935 respectivamente) e amostra clinica CSd (nimero de acesso Genbank EU053932). (B) SAG3 - Amostras de T. gondii: RH
(I); ME-49 (Il); VEG (lll) (nimero de acesso Genbank EU053938, EU053937, EU053936 respectivamente) e amostra clinica CSd e CSe (nimero de acesso Genbank
EU053939, EU053940 respectivamente). (C) 5'-SAG2 - Amostras de T. gondii: RH (I); ME49 (Il); VEG (lll) (nGmero de acesso Genbank EU053942, EU053943,
EU053944 respectivamente) e amostra clinica CSf (nUmero de acesso Genbank EU053941). Pontos (.) indicam nucleotideos idénticos e tragos (-), delegdes
comparadas com a sequéncia da cepa RH (primeira linha). As letras tragadas indicam o mesmo nucleotideo em ambas as amostras.
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5. Discussao

A toxoplasmose é uma doenca assintomatica em grande parte
da populacdo mundial, mas quando é associada a AIDS via de regra ocorre
a doenca neuroldgica devido ao caréater oportunista do parasita. No Brasil,
apesar dos avangos no tratamento da AIDS, a prevaléncia toxoplasmose
cerebral em pacientes com esta doenca ainda € alta e com consideravel
morbidade e mortalidade (Marins et al., 2003; Vidal et al. 2003; Antinori et
al., 2004). Portanto estudos que avaliem diferentes parametros da infeccao
podem contribuir para o melhor entendimento desta infeccdo oportunista,
bem como, a sua prevencdo. Assim, este trabalho foi desenvolvido para
genotipar cepas de T.gondii isoladas diretamente de amostras de DNA de
sangue ou LCR de pacientes como objetivo de analisar a prevaléncia de
cepas em pacientes brasileiros.

Os trabalhos pioneiros de genotipagem de cepas de T.gondii
empregavam a PCR-RFLP com um unico marcador. Somente as cepas
clonais (tipos I, Il e Ill) eram genotipadas, principalmente porque eram
isoladas na Europa e América do Norte (Howe e Sibley, 1995; Howe e
Sibley, 1997; Fuentes et al., 2001; Ajzenberg et al., 2004; Dardé, 2004). Mais
recentemente, com o0 emprego de outros marcadores foram descritas
recombinacdes entre os 3 arquétipos (Khan et al., 2005b; Ferreira et al.,
2006; Su et al., 2006; Belfort-Neto et al., 2007; Dubey et al., 2007). Estes
trabalhos relatam a presenca de cepas nao clonais e com uma elevada taxa
recombinacdo. A partir da evolucdo da PCR-RFLP, outros estudos
mostraram que as cepas na América do Sul sdo notadamente diferentes
daquelas isoladas em hospedeiros da Europa ou Estados Unidos, na qual
pode ser notada a predominancia de cepas do tipo Il (Howe e Sibley, 1995;
Dardé,1996; Owen e Trees,1999; Dubey et al., 2003; Dubey et al., 2004).
Tais estudos foram na sua maioria, realizados em cepas isoladas de animais
domésticos, e mostraram que as cepas de nosso continente sao mais
virulentas e predominantemente do tipo | e Ill. (Dubey et al., 2003; Darde,
2004; Santos et al., 2005; Da Silva et al., 2005; Khan et al., 2006; Lehmann
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et al., 2006; Pena et al., 2006). Contudo, mais recentemente, ainda, com o
desenvolvimento de outros marcadores foram descritas diferentes
recombinacdes entre os 3 arquétipos . (Ferreira et al., 2006; Su et al., 2006;
Belfort-Neto et al., 2007; Dubey et al., 2007). Estes trabalhos relatam a
presenca de cepas nédo clonais e com uma elevada taxa de recombinacéo,
em razdo do alto indice de transmissdo da infeccdo que vigora em nosso
meio. Portanto, para obter sucesso ha genotipagem de cepas,
principalmente, do Brasil, sugere-se 0 uso de diferentes marcadores. Alguns
trabalhos utilizaram até 11 marcadores genéticos (Khan et al., 2005b;
Ferreira et al., 2006; Su et al., 2006; Dubey et al.,, 2007). Recentemente,
Pena et al. (2008), usando diferentes marcadores, analisaram 46 isolados de
T.gondii provenientes de gatos do Estado de Sao Paulo e descreveram uma
elevada diversidade genética, com 20 gendtipos que divergem dos trés
genatipos clonais.

Este trabalho foi pioneiro no uso de um grande numero de amostras
clinicas, ao contrario de trabalhos anteriores cuja amostragem proveniente
de pacientes foi reduzida (Khan et al., 2005b; Vallochi et al., Ferreira et al.,
2006; 2005; Khan et al., 2006). Apesar do uso de somente quatro
marcadores, foi possivel diagnosticar uma alta diversidade génica nestes
isolados. Os dois marcadores que amplificam regides do gene SAG2
utilizando a combinacdo de polimorfismos dos lados 5 e 3’ genotiparam
mais que 80% das amostras clinicas. O marcador que amplifica uma regiéo
do gene SAG3 distinguiu 55% das amostras, e o marcador dirigido para o
gene GRAG6, determinou somente 36% da amostras mostrando ser o
marcador menos sensivel. Contudo, 17% da amostras (de 15 pacientes)
com PCR positiva ndo tiveram produtos amplificados em nenhum dos quatro
marcadores. Estes resultados demonstram que mesmo usando quatro
marcadores obteve-se baixa sensibilidade na genotipagem, quando
comparados com os resultados obtidos na PCR, que foi realizada com o
marcador B22-B23 do gene Bl. A baixa sensibilidade destes marcadores
pode ser atribuida aos seguintes fatores: A PCR foi realizada por um

marcador, que amplifica um fragmento do gene Bl e se apresenta em 35
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copias por genoma (Van de Ven et al.,, 1991; Lamoril et al.,1996). Em
contrapartida, as genotipagens foram realizadas por marcadores que
amplificam fragmentos dos genes SAG2, GRA6 e SAG3 que se apresentam
em copia unica por genoma (Khan et al., 2005b; Su et al., 2006). Outra
possibilidade é o uso direto das amostras clinicas, onde na maioria das
vezes, existe baixa quantidade de DNA do parasita. Estes resultados estao
de acordo com outros autores que também realizaram as genotipagens
diretamente de amostras clinicas (Fuentes et al., 2001; Gallego et al., 2006).

Além das 15 amostras (17%) nao genotipadas, 46% foram
classificadas como cepas do tipo I; 4%, cepas do tipo Ill; 11% foram
classificadas como cepas do tipo II; e 15% mostraram genotipos incomuns.
A predominancia de cepas do tipo | infectando pacientes imunodeprimidos
corrobora com estudos anteriores. Vallochi et al. (2005) verificaram uma
predominancia de cepas do tipo |, apesar do uso de somente do marcador
SAG2 e reduzido numero amostras clinicas brasileiras com retinocoroidite.
Resultados similares foram descritos também, por Khan et al. (2005b)
utilizando pequeno numero amostras de pacientes imunocomprometidos
americanos.

Como isolados do tipo Il foram pouco relatados na América do Sul, o
passo seguinte foi investigar as amostras destes resultados. Duas hipoteses
foram levantadas, uma seria a possibilidade de encontrar cepas do tipo Il por
um ou mais marcadores uma vez que foi analisado um consideravel nimero
de amostras. A segunda hipo6tese seria relacionada a baixa reprodutibilidade
dos resultados pela PCR-RFLP. Algumas amostras, quando repetidas
mostraram resultados divergentes. Como o genoma apresenta diferentes
recombinacgdes, eventualmente seria possivel detectar uma sequéncia do
tipo Il. 1sso ndo exclui a possibilidade do mesmo ocorrer também com as
cepas do tipo | e Ill. Atribuimos a esta baixa reprodutibilidade ao alto indice
de recombinacdes destes isolados clinicos. Para avaliar esta hipdtese, a
amostra CSe, classificada como tipo Il, foi escolhida aleatoriamente para o
sequénciamento. O resultado revelou um elevado polimorfismo quando foi

comparado com as sequéncias das cepas RH, ME-49 e VEG (tipos I, Il e 1lI).
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Estes dados sugerem que os 9 isolados classificados como tipo Il poderiam
classificados como cepas polimorficas, uma vez que em nenhuma das 9
amostras foi genotipada como tipo Il nos 4 marcadores.

Resultados similares podem ser atribuidos aos 13 isolados que
mostraram genotipos incomuns e tiveram alelos dos tipos I, Il e Il em
diferentes ou mesmo locus. O seqlenciamento de cepas deste tipo
(amostras CSd e CSf) apresentaram similar polimorfismo do isolado CSe
sendo classificada como polimorfica. Cepas polimorficas ja foram relatadas
anteriormente infectando porcos e galinhas brasileiros (Ferreira et al., 2006;
Belfort-Neto, 2007; Dubey et al., 2007).

Estes dados sugerem que uma consideravel parte da populacéo
brasileira deve estar infectada com cepas polimérficas. Esta diversidade
genética ndo foi ainda encontrada nas amostras isoladas na Europa e nos
Estados Unidos (Khan et al., 2007). Conclui-se, entdo, que os marcadores
utilizados neste estudo foram impréprios para genotipar consideravel parcela
das amostras estudadas, desde que todos foram desenhados para
discriminar cepas norte americanas ou europeias.

De acordo com estudos preconizados por Ajzenberg et al. (2004),
Khan et al. (2005a) e Dubey et al. (2007), mudancas nos genes de T.gondii
podem ocorrer. Seria necessario que um hospedeiro definitivo ingerisse mais
de uma presa, aproximadamente ao mesmo tempo, e estas estivessem
infectadas por dois ou mais tipos de cepas. Supbe-se que além deste
mecanismo, possam ocorrer mutacbes do parasita no hospedeiro
intermediario (humanos ou animais domésticos). Assim, dispensa-se a
recombinacdo do parasita na fase sexual pela exclusdo do ciclo no
hospedeiro definitivo. As mudancas genéticas ocorridas pode relacionar-se a
manutencdo do parasita em hospedeiros intermediarios como pode ser visto
nas cepas brasileiras. As mutacdes nas cepas poderiam induzir diferentes
comportamentos no hospedeiro. Esta hipotese pode ser reforcada pela
elevada prevaléncia de toxoplasmose na populagdo brasileira. Dos
individuos infectados, 10 a 20% desenvolvem a toxoplasmose ativa com

elevada taxa de gravidade, morbidade e mortalidade. Adicionalmente,
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daqueles que adquirem AIDS, consideravel parte desenvolve a
toxoplasmose cerebral severa, pois 0s parasitas sao facilmente detectados
no sangue periférico e LCR (Vidal et al. 2004; Colombo et al., 2005)

Apesar de nao ter sido feita a avaliacdo da severidade da doenca na
admissdo dos 87 pacientes incluidos neste estudo e nem apds as duas
semanas de tratamento, todos apresentaram caracteristicas clinicas e
radioldgicas tipicas de toxoplasmose cerebral e com sucesso no tratamento

especifico durante duas semanas.
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6.Conclusodes

a) Predominancia da cepa tipo | (46%) infectando os pacientes.

b) Consideravel porcentagem das amostras (15%) apresentou um elevado
polimorfismo. Estes dados corroboram com a maioria dos trabalhos feitos
na Ameérica do Sul, mostrando uma diversidade genética distinta

daquelas encontrada na Europa e América do Norte.

C) Apesar do uso de quatro marcadores obteve-se uma baixa sensibilidade,
guando compararmos com os resultados obtidos na PCR realizada com o
marcador B22 - B23 do gene B1.

d) Os marcadores utilizados neste trabalho, que foram desenhados para
genotipar cepas europé€ias e norte americanas apresentaram baixa

sensibilidade quando ensaiados em amostras brasileiras.
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8. Anexos

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

Lutz

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENAGAO DE CONTROLE DE DOENGAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CEPIAL

Séo Paulo, 17 de janeiro de 2006 .

Ilmo(a) Sr(a).: VERA LUCIA PEREIRA CHIOCCOLA

Coordenador(a) do Projeto de Pesquisa: GENOTIPAGEM DE ISOLADOS DE
Toxoplasma gondii DE PACIENTES COM AIDS E TOXOPLASMOSE
CEREBRAL E A CORRELACAO COM A DOENCA.

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz (CEPIAL), em
reunido ordindria do més JANEIRO, apresentou o PARECER, enquadrando o referido
projeto na categoria APROVADO, de acordo com a Resolugdo 196/96 sobre Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos / CNS / MS , Brasilia, 1996.

Atenciosamente

;/ Dra.Julia ia Marting de Souza Felippe
‘Coordenadoradlo Comité de Etica em Pesquisa
Instituto Adolfo Lutz
CEPIAL
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Anexo?2 - Parecer do Conselho Técnico e Cientifico d o Instituto Adolfo
Lutz.

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENGCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
CTC/IAL

Canselho Técnic

APROVACAO DE PROJETOS DE PESQUISA

IAL/CCD/CEPIAL/CTC
PROJETO CCD- BM-N° 47/05

Coordenadora: Vera Lucia P Chioccola

Projeto:Genotipagem de isolados de Toxoplasma gondii de pacientes com
Aids e toxoplasmose cerebral e a correlagdo com a doenga.
Senhora Coordenadora:

Comunicamos que o projeto supra citado foi cadastrado no Conselho Técnico
Cientifico do Instituto Adolfo Lutz, apds aprovagdo na CCD/BM e CEPIAL.

Inicio: 2005 Término: 2007
Recebido[o CTC/IAL e cadastrado em 03/03/2006
@/L’:¢KL I~

Myrna Sabino
Presidente do CTC/IAL

Via 1: Coordenador
Via 2: CCD/BM
Via 3: CTC
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Anexo 3 - Ferreira IM, Vidal JE, Costa-Silva TA, Meira CS, Hiramoto RM,
Penalva de Oliveira AC, Pereira-Chioccola VL. Toxoplasma gondii
Genotyping of strains from Brazilian AIDS patients with cerebral
toxoplasmosis by multilocus PCR-RFLP markers. Exp Parasitol. 2008; 118:
221-227
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