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RESUMO

Uma das zoonoses de maior prevaléncia no mundo, a toxoplasmose apresenta espectro
clinico varidvel, sendo suas formas mais graves associadas a casos de transmissdo
congénita e a infeccdo em individuos imunocomprometidos. Estima-se que a maioria
dos casos de toxoplasmose adquirida pos-natal em individuos imunocompetentes seja
sub-clinica, ou oligossintomética. Quadros apresentando o envolvimento de multiplos
Orgdos sdo considerados manifestacbes pouco usuais da infeccdo. Retinocoroidite,
classicamente associada a forma congénita da protozoonose, € hoje reconhecida como
complicacao da toxoplasmose aguda adquirida. Diversos aspectos das manifestacGes da
toxoplasmose aguda adquirida sdo ainda pouco esclarecidos, como as suas
manifestacOes mais freqlentes, a intensidade e duracdo dos sintomas assim como a sua
associacdo com o surgimento de retinocoroidite. IFN-y ¢ uma citocina fundamental na
protecdo contra patdgenos intracelulares, restringindo a multiplicacdo do parasito
durante a fase aguda e acelerando a evolucgdo para a fase cronica. Variagdes alélicas em
regides regulatorias dos genes que codificam esta citocina vém sendo associadas a
susceptibilidade ou resisténcia a diversas doencas infecciosas e podem ter influéncia na
gravidade e no surgimento das complicacbes da toxoplasmose. O presente trabalho teve
como objetivo investigar o acometimento sistémico na toxoplasmose aguda adquirida, o
surgimento de lesdes oculares e a ocorréncia de polimorfismo no gene que codifica para IFN-y
na posicdo +874 nesta populagdo e assim, identificar potenciais marcadores prognosticos para o
desenvolvimento de formas graves e das complicagdes oculares desta zoonose. Trinta e sete
pacientes com toxoplasmose aguda adquirida foram acompanhados prospectivamente e
submetidos ao mesmo protocolo de investigagdo clinico-laboratorial e oftalmologico por um
minimo de dois anos. Paralelamente, foi realizado o estudo de polimorfismo no gene que
codifica para IFN-y na posicdo +874 em 30 individuos desta coorte, maiores de 18 anos e em 90
controles pareados por sexo e faixa etaria. Os achados clinicos mais frequentes foram
linfonodomegalia, (94,6%), astenia (86,5%), cefaléia (70,3%), febre (67,6%) e perda de
peso (62,2%). Hepatomegalia e/ou esplenomegalia ocorreu em 21,6% dos casos.
Transaminases estavam aumentadas em 29,7% e desidrogenase lactica em 45,9% dos
pacientes. Quatro pacientes (10,8%) apresentaram retinocoroidite. Uma escala de
morbidade baseada na freqliéncia das alteracdes observadas no primeiro atendimento
mostrou associacdo com evolugdo mais prolongada da doenga, mas ndo com o

surgimento de retinocoroidite. Apesar de nédo ter sido estatisticamente significante,



observamos maior frequéncia do alelo A (associado a baixo produtores de IFN-y) entre
0s pacientes que desenvolveram lesdo ocular e doenca prolongada, e maior frequéncia
do alelo T (associado a alto produtores de IFN-y) entre os pacientes com formas mais
graves da doenca. Os resultados indicam que uma escala de morbidade construida a
partir de dados obtidos na primeira avaliacdo pode tornar-se uma ferramenta Gtil quanto
a tomada de decisdo de indicacdo de tratamento e sugerem haver associacdo entre
polimorfismo genético para IFN-y com as manifestagdes clinicas na toxoplasmose aguda

adquirida.

Palavras-chave: 1.Toxoplasmose 2.Retinochoroidite 3.Morbidade 4.Toxoplasma gondii

5.Interferon gama 6.Polimorfismo genético
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ABSTRACT

One of the most prevalent zoonosis in the world, toxoplasmosis presents variable
clinical spectrum, and its most severe clinical forms are associated with cases of
congenital transmission and infection in immunocompromised individuals. It is
estimated that most cases of postnatal acquired toxoplasmosis in immunocompetent
persons is subclinical or oligosymptomatic. Conditions showing the involvement of
multiple organs are considered unusual manifestations of this infection.
Retinochoroiditis, classically associated with the congenital form of the zoonosis, is
now recognized as a complication of acute acquired toxoplasmosis. Several aspects of
the manifestations of acute acquired toxoplasmosis are poorly understood, as their most
frequent manifestations, severity and duration of symptoms, as well as its association
with the appearance of retinochoroiditis. IFN-y is a key cytokine in protection against
intracellular pathogens, restricting the multiplication of the parasite during the acute
phase and accelerating the evolution to the chronic stage. Allelic variants in regulatory
regions of genes coding for this cytokine have been associated with susceptibility or
resistance to various infectious diseases and may affect the severity and the
development of complications of toxoplasmosis. This study aimed to investigate the
systemic involvement in acute acquired toxoplasmosis, the onset of ocular lesions, and
the occurrence of polymorphism in the gene encoding IFN-y in position +874 in this
population, and thus identify potential prognostic markers for the development of
serious ocular complications of this zoonosis. Thirty-seven patients with acute acquired
toxoplasmosis were followed prospectively and underwent the same protocol of clinical,
ophthalmological, and laboratory investigation for at least two years. In parallel, we
performed a study of polymorphism in the gene coding for IFN-y at the position +874
in 30 individuals in this cohort, with 18 years or more and in 90 controls matched by
sex and age. The most frequent clinical findings were lymphadenopathy (94.6%),
asthenia (86.5%), headache (70.3%), fever (67.6%), and weight loss (62.2%).
Hepatomegaly and/or splenomegaly occurred in 21.6% of the cases. Aminotransferases
were increased in 29.7% and LDH in 45.9% of the patients. Four patients (10.8%) had
retinochoroiditis. A scale of morbidity based on the frequency of abnormalities
observed in the first visit was associated with more prolonged evolution of the disease,

but not with the emergence of retinochoroiditis. Although not statistically significant,
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we found a higher frequency of A-allele (associated with low INF-y producers) among
patients who developed ocular injury and prolonged illness, and higher frequency of T-
allele among patients with more severe disease forms. The results indicate that a scale
of morbidity constructed from data obtained in the first assessment may become a
useful tool for decision making regarding the indications for treatment and suggests an
association between genetic polymorphisms for IFN-y with clinical manifestations in

acute acquired toxoplasmosis.

Key words: 1.Toxoplasmosis 2.Retinochoroiditis 3.Morbidity 4.Toxoplasma gondii
5.Interferon gama 6.Genetic polymorphism



FIGURA1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

LISTA DE ILUSTRACOES

Toxoplasma gondii

Ciclo epidemioldgico do Toxoplasma gondii

Les&o de retinocoroidite hiperpigementada cicatrizada com

lesdo satélite em atividade.

Mecanismos da resposta imune mediada por células

envolvida na infeccéo pelo Toxoplasma gondii

viii

Pagina 6

Pagina 8

Pagina 11

Pégina 13



TABELA1

TABELA 2

LISTA DE TABELAS

Distribuicdo de gendtipos e alelos para IFN-y +874 T/A
entre casos de toxoplasmose aguda adquirida e controles
assintomaticos.

Distribution of genotypes and alleles for IFN-y+874 T/A
between cases of acute acquired toxoplasmosis and
asymptomatic controls.

Freqliéncia de genotipos e alelos para IFN-y +874 T/A em
pacientes com toxoplasmose aguda adquirida. Relacéo
com doenca prolongada,escala de morbidade e
desenvolvimento de retinocoroidite.

Frequency of genotypes and alleles for IFN-y+874 T/A in
patients with acute acquired toxoplasmosis. Relation to
prolonged illness, morbidity scale, and development of
retinochoroiditis

Pagina 26

Pégina 27



SUMARIO

1. INTRODUCAO

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Historico

2.2. O parasito

2.3. Epidemiologia

2.4. Manifestacoes clinicas

2.5. Imunopatogenia

2.6. Diagnostico

2.7. Tratamento

2.8. Prevencao

3. JUSTIFICATIVA

4. OBJETIVOS

5. ARTIGO NUMERO 1

6. ARTIGO NUMERO 2

7. ARTIGO NUMERO 3

8. CONSIDERACOES FINAIS
9. CONCLUSOES

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Péagina 1
Péagina 2
Péagina 2
Péagina 3
Pagina 6
Pagina 8
Pagina 11
Pagina 14
Pagina 16
Pagina 17
Pagina 18
Pégina 19
Pagina 20
Pégina 21
Pégina 22
Pagina 34
Pagina 40

Pagina 42



1. INTRODUCAO

Zoonose de distribuicdo cosmopolita e alta prevaléncia, a toxoplasmose € causada pelo
protozoario Toxoplasma gondii, coccideo intracelular, heteroxeno facultativo, capaz de
infectar diversas espécies de mamiferos e aves (Montoya e Liesenfeld, 2004; Tenter, 2009).

Embora a infeccdo em humanos seja, em geral, assintomatica ou oligossintimatica, €
causa de alta morbidade e mortalidade em individuos imunodeprimidos e fetos (Montoya e
Liesenfeld, 2004; Sukthana, 2006) . Nas Ultimas décadas observamos um importante avanco
no conhecimento da toxoplasmose. No entanto, diversos aspectos da historia natural da
doenca e dos mecanismos imunopatologicos envolvidos na infec¢do por T. gondii carecem de
elucidacéo.

Tem sido consenso que a Toxoplasmose Aguda Adquirida (TAA) ndo requer tratamento
no individuo imunocompetente, a menos que 0s sintomas sejam graves e persistentes (Krick e
Remington, 1978; Lynfield e Guerina, 1997; Montoya e Liesenfeld, 2004). A maioria dos
casos € sub-clinica, ocorrendo sintomas em 10 a 20% dos casos (Remington, 1974; Montoya
e Rosso, 2005). Sindrome Mononucleose-Simile, com doenca febril linfadenopatica,
acompanhada de astenia e cefaléia é a manifestacdo mais descrita (Remington, 1974; Mccabe,
Brooks et al., 1987). A extensdo do acometimento sistémico, o tempo de evolucdo da doenca
e o0 envolvimento de mdaltiplos 6rgdos em individuos imunocompetentes sdo descritos
pontualmente e, em geral, associados a infeccdo por cepas mais virulentas de T. gondii
(Bossi, Paris et al., 2002). No entanto, a literatura é pobre em estudos que contemplem o0s
aspectos clinicos da TAA, em especial quanto a avaliagdo sistematica de casos submetidos ao

mesmo protocolo de investigacao clinico-laboratorial.

Considerada inicialmente manifestacdo exclusiva de infeccdo congénita, a
retinocoroidite € hoje reconhecidamente associada também a infeccdo aguda pds-natal
(Melamed, 1988; Silveira, Belfort et al., 1988; Glasner, Silveira et al., 1992; Burnett, Shortt
et al., 1998; Gilbert e Stanford, 2000). Em algumas regiGes, as lesGes oculares podem estar
presentes em até 17,7% dos individuos infectados por T. gondii (Glasner, Silveira et al.,
1992). O acometimento ocular, em geral, ocorre apds o0s sintomas sistémicos podendo ser a
unica manifestacdo da infeccdo (Perkins, 1973; Hausmann e Richard, 1991; Holland, 2003).
A relacdo entre as manifestagdes sistémicas da TAA e o surgimento de lesGes oftalmoldgicas,
bem como, os fatores determinantes do desenvolvimento de retinocoroidite ainda ndo estéo

esclarecidos.



A patogénese da toxoplasmose envolve um mecanismo complexo, relacionado a
determinantes do parasito e do hospedeiro, tais como a viruléncia da cepa, 0 tamanho do
indculo, o status imunolégico do hospedeiro assim como fatores genéticos tanto do partasito
quanto do hospedeiro (Bossi, Paris et al., 2002; Maubon, Ajzenberg et al., 2008; Morisset,
Peyron et al., 2008). O parasito invade ativamente as células do hospedeiro, multiplicando-se
livremente dentro de um vacuolo parasitoforo que ndo contém as proteinas promotoras da
fusdo lisossomal. Este habitat intracelular € um eficiente mecanismo de escape de T. gondii
(Sibley, Weidner et al., 1985).

Atualmente sabe-se que a producdo de citocinas é fundamental para o estimulo da
resposta das células T o que leva a fase cronica da infeccdo com formacéo de cistos teciduais
contendo bradizoitos, formas de laténcia metabdlica (Lieberman e Hunter, 2002; Bhopale,
2003; Gaddi e Yap, 2007). A imunidade mediada por células, com resultante producédo de IL-
12 e IFN-y, é fundamental para o controle da infeccdo por T. gondii (Filisetti e Candolfi,
2004). Polimorfismos genéticos (variagdes alélicas de um mesmo locus) podem resultar em
expressOes fenotipicas diversas. Polimorfismos em genes que codificam citocinas tém sido
correlacionados com a susceptibilidade ou resisténcia a diversas doencas, uma vez que
resultam em maior ou menor producao destas proteinas. Em estudo anterior observou-se que
individuos com gendtipo AA na posi¢do +874 no gene que codifica o IFN-y, apresentavam
uma associacdo com a susceptibilidade ao desenvolvimento da toxoplasmose ocular e que a
presenca dos genotipos AA e AT aumentava em 2,09 vezes a chance de desenvolver esta
forma da doenca em comparacdo com os individuos com homozigoze do alelo T (TT)
(Albuquerque, 2007).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Histérico

Descrito de modo independente, por dois pesquisadores franceses (Charles Nicolle e
Louis Herbert Manceaux) na Tunisia em roedores silvestres (Ctenodactylus gondii) (Nicolle e
Manceaux, 1908; 2009) e no Brasil por Alfonso Splendore em coelhos (Splendore, 1908;
2009), T. gondii foi inicialmente considerado um parasito do Género Leishmania (Cox, 2002;
Splendore, 2009), agente da leishmaniose, entdo endémica no Norte da Africa e objeto das

pesquisas iniciais de Nicolle e Manceaux.



Os primeiros casos de toxoplasmose humana foram descritos em 1923 por Janku,em
Praga apud (Weiss e Dubey, 2009) e em 1927 por Magarino Torres no Rio de Janeiro
(Torres, 1927), ambos em criancas com hidrocefalia e comprometimento visual. A associagéo
definitiva de toxoplasmose como causa importante de infeccdo congénita foi reconhecida
somente 14 anos depois (Wolf e Cowen, 1937). O parasito isolado foi entdo classificado
como Toxoplama hominis, somando-se a lista interminavel de espécies de “novos
toxoplasmas” de acordo com o hospedeiro, tais como: canis, talpae, paddae, atticoriae,
columbae, ramphocoeli, poroariae, sicalilis, tanagreae, trachyopizae, avis, musculis,
galinarum e neofrontis (Garrido, 1978). Em 1937 nos Estados Unidos Wolf e Cowen
isolaram um parasito que classificaram como Encephalitozoon, a partir de tecido cerebral e
retina de uma crianga de um més que apresentava lesdes oculares e encefalite granulomatosa
(Wolff A, 1937). Coube a Albert Sabin que dedicou anos de sua vida também ao estudo desta
zoonose, concluir em 1939 que todos estes protozoarios descritos pertenciam a uma so
espécie: Toxoplasma gondii, o agente causal das lesbes descritas por Janku, Torres e Wolff
(Sabin, 1939).

A elucidacdo do complexo ciclo evolutivo do T. gondii, o papel do gato como
hospedeiro definitivo, assim como a sua identificacdo como um coccideo s6 foram descritos
nos anos 60 e 70 (Dubey, 1968; Frenkel, Dubey et al., 1970; Dubey, 2009). Apesar da
elevada prevaléncia de toxoplasmose, as apresentacdes graves eram descritas apenas na forma
congénita da doenca até 1968, quando casos fatais foram relatados em pacientes com
neoplasias hematoldgicas (Vietzke, Gelderman et al., 1968).

Em 2009 festejou-se no Brasil o centenario da descoberta do T. gondii (Bahia-Oliveira,
Darde et al., 2009) com a presenca de mais de 450 delegados de 25 paises, tais como Jack
Frenkel, Marie-Laure Dardé, David Ferguson, Jitender Dubey, Eskild Petersen, Rodolphe
Thiébaut, Wanderley de Souza, Gary Holland, Jacobo Mellamed, Astrid Tenter e Francois
Peyron, alguns deles citados neste trabalho, e que continuam escrevendo a histdria desta
zoonose (Bichara, Lago et al., 2010).

2.2. O parasito

T. gondii, o agente causal da toxoplasmose, € um protozoario heteroxénico facultativo e
intracelular obrigatorio que existe na natureza em trés formas: oocistos (contendo e liberando
esporozoitos), cistos teciduais (contendo bradizoitos) e taquizoitos (trofozoitos responsaveis
pela parasitemia e pela fase aguda da infeccdo) sendo classificado taxonomicamente como

pertencente ao subfilo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidea, ordem



Eucoccidiida, subordem Eimenina, familia Sarcocystidae (Levine, Corliss et al., 1980). O
homem, outros mamiferos e aves, constituem os seus hospedeiros intermediarios, nos quais se
passa a fase assexuada de seu ciclo evolutivo (Dubey e Frenkel, 1972; Dubey, 1998a). Apés
um periodo inicial de parasitemia, quando ocorre a multiplicacdo rapida e circulacdo dos
trofozoitos (por este motivo denominado taquizoitos), hd a formacdo de cistos teciduais,
contendo formas parasitarias de multiplicacdo mais lenta (bradizoitos), principalmente em
tecido muscular e nervoso, onde podem persistir ao longo da vida do hospedeiro (Remington
e Cavanaugh, 1965; Krick e Remington, 1978; Montoya e Liesenfeld, 2004).

Os felideos se infectam ao ingerir carne de pegquenos animais contendo cistos teciduais,
ou, menos frequentemente, pela ingestdo de oocistos, taquizoitos ou via transplacentéria
(Tenter, Heckeroth et al., 2000; EImore, Jones et al., 2010). A soroprevaléncia mundial de T.
gondii em gatos é estimada em 30-40% (Elmore, Jones et al., 2010). Nestes animais pode
ocorrer tanto a multiplicacdo assexuada quanto a sexuada do protozoario com a consequente
gametogonia e formacdo de oocistos, que sdo eliminados no solo juntamente com as fezes.
Um gato pode eliminar até 10 milhdes de oocistos por dia em um periodo que varia de 7 a 20
dias. Estes oocistos sdo eliminados ainda imaturos, mas em condic¢des apropriadas esporulam
em até cinco dias tornando-se infectantes (Dubey, 1998a; Dubey, Lindsay et al., 1998). Os
oocistos maduros contém quatro esporozoitos e, em condi¢cGes ambientais favoraveis, podem
permanecer viaveis no solo por até 18 meses (Frenkel, Ruiz et al., 1975; Dubey, 1998b), o
que torna o solo um importante reservatorio ambiental do T. gondii. Insetos sdo eventuais
vetores mecanicos do parasito, no entanto, uma das mais importantes fontes de infeccéo é a
veiculacdo hidrica, uma vez que o cisto de T. gondi € resistente inclusive a cloragdo (Aramini,
Stephen et al., 1999; Hall, Pandit et al., 1999; Who, 2004; De Moura, Bahia-Oliveira et al.,
2006).

Os taquizoitos sdo a forma de multiplicacdo rapida do parasito, presentes na fase aguda
da infeccdo, tendo sido isolados de diversos érgdos e liquidos corporais, inclusive saliva,
lavado bronquico, sangue e leite (Amendoeira e Coutinho, 1982; Tenter, Heckeroth et al.,
2000; Leal, Cavazzana et al., 2007). Sao capazes de invadir qualquer célula nucleada,
sobrevivendo e multiplicando-se dentro dos vacuolos parasitoforos, levando a lise celular,
penetrando células contiguas ou sendo transportados para outras areas do corpo pelo sangue e
linfa (Frenkel, 1988; Dubey, Lindsay et al., 1998). Os taquizoitos s&0 muito sensiveis as
condi¢cdes ambientais, e ndo resistem ao congelamento, a dessecagdo e a acdo das enzimas

digestivas (Dubey, 1998a). Por constituirem a forma encontrada na fase de parasitemia, sdo



responsaveis pela transmissao vertical e pelos raros casos de transmissao por transfuséo e
acidentes com material biologico (Siegel, Lunde et al., 1971; Herwaldt, 2001).

A fase cronica da infeccdo estd relacionada a diferenciacdo e organizacdo dos
trofozoitos em bradizoitos, estruturas morfologicamente idénticas aos taquizoitos, com
multiplicacdo lenta, organizados em cistos tissulares. Os cistos localizam-se,
predominantemente, em tecidos neuromusculares como cérebro, retina, musculos esqueléticos
e coracdo. No entanto, podem ser encontrados em outros 6rgdos como rins, medula dssea,
figado e pulmdes (Remington e Cavanaugh, 1965; Tenter, Heckeroth et al., 2000; Barsoum,
2004). A expressdo clinica dos bradizoitos pode ocorrer em casos de imunossupressao severa.
Face & auséncia de uma resposta imune celular adequada, os protozoarios séo liberados dos
cistos, transformando-se novamente em taquizoitos, causando doenca disseminada (Ferreira e
Borges, 2002). Toxoplasma gondii é o principal agente oportunista em pacientes com AIDS
(Wong e Remington, 1993), também associado a infeccdo em pacientes submetidos a
quimioterapia e em transplantados (Cohen, 1970; Ruskin e Remington, 1976).

Anélise genética de isolados de T. gondii oriundos da Europa e América do Norte
demonstra trés principais linhagens clonais: tipo I, Il e Il com diferencas biologicas,
epidemioldgicas e patogénicas (Howe e Sibley, 1995). A linhagem do tipo | mostra maior
viruléncia em infecgdes nos camundongos, enquanto as do tipo Il e Ill sdo relativamente
menos virulentas (Sibley, Mordue et al., 2002). As linhagens do tipo Il e, em especial, a tipo
Il sdo associadas a infeccdo em animais domesticos e selvagens (Howe e Sibley, 1995;
Sibley, Khan et al., 2009). Em infec¢cBes humanas na Europa e América do Norte observa-se
maior prevaléncia da linhagem do tipo Il (Peyron, Lobry et al., 2006; Morisset, Peyron et al.,
2008), enquanto cepas oriundas da América do Sul tém apresentado maior diversidade
genética (Carme, Bissuel et al., 2002; Ajzenberg, Banuls et al., 2004). Até o0 momento nao
estd esclarecida a relacdo da estrutura genética do parasito com a expressao clinica da sua

infeccdo em humanos.
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2.3. Epidemiologia

Toxoplasmose € uma zoonose de distribuicdo universal, com importancia médica e
veterinaria. Estima-se que um terco da populacdo humana tenha sido exposto ao parasito
(Tenter, Heckeroth et al., 2000). As duas principais formas de infeccdo em humanos sao
ingestdo oral e transmissdo transplacentaria. A transmissdo oral do T. gondii ocorre
secundaria a ingestdo de cistos ou oocistos sendo que os habitos higiénicos e alimentares de
determinada populacdo, bem como fatores s6cio-econémicos sdo preponderantes na variacao
regional da prevaléncia da zoonose (Jacobs, 1963; Desmonts, Couvreur et al., 1965;
Roghmann, Faulkner et al., 1999). Uma vez que 0s cistos teciduais sdo mortos ap0s quatro
minutos a 60° C (Dubey, Kotula et al., 1990), a ingestdo de carne crua ou mal passada exerce
um papel de relevancia na transmissdo de toxoplasmose (Tenter, Heckeroth et al., 2000;
Tenter, 2009), eventualmente de forma epidémica (Coutinho, Morgado et al., 1982; Sacks,
Delgado et al., 1983; Bonametti, Passos Jdo et al., 1996; Choi, Nam et al., 1997). Os oocistos
sdo veiculados pela terra, vegetais e principalmente pela &gua (Who, 2004; De Moura, Bahia-
Oliveira et al., 2006; Heukelbach, Meyer-Cirkel et al., 2007; Jones e Dubey, 2010). Em
estudo de base populacional realizado no Nordeste do Estado do Rio de Janeiro, a prevaléncia
da infeccdo por T. gondii foi de 84%, 62% e 23% respectivamente entre individuos com
condigBes socio-econdmicas baixas, médias e alta, associada em especial ao habito de ingerir
agua ndo tratada (Bahia-Oliveira, Jones et al., 2003). Epidemias associadas a ingestdo de
agua sao amplamente descritas na literatura (Benenson, Takafuji et al., 1982; Bowie, King et
al., 1997; Isaac-Renton, Bowie et al., 1998; Bahia-Oliveira, Jones et al., 2003; Dubey, 2004),



sendo que a maior delas ocorreu entre novembro de 2001 e janeiro de 2002 em Santa Isabel
do lvai, pequena cidade no Sul do Parana, com 294 casos comprovados associados a um
reservatorio municipal de agua (De Moura, Bahia-Oliveira et al., 2006). A transmissao
materno-fetal da toxoplasmose se da via transplacentaria quando a mae adquire a infecgédo
durante a gestacdo (Dunn, Wallon et al., 1999; Remington Js, 2006). Transmissdo inter-
humana direta ou pelo aleitamento materno ndo é descrita. No entanto, ha relatos da
transmissdo de T. gondii por transplante de 6rgédos (Fisher, Levy et al., 1987; Slavin, Meyers
et al., 1994), transfusdo de sangue e hemoderivados (Siegel, Lunde et al., 1971) e acidente
com material bioldgico (Field, Moyle et al., 1972).

A prevaléncia de soropositividade para T. gondii varia consideravelmente de acordo
com a regido geografica e com a idade, sendo maior nas faixas etarias mais avancadas (Sousa,
Saenz et al., 1988; Jones, Kruszon-Moran et al., 2001). Variacdes na prevaléncia da
toxoplasmose ocorrem devido a diferencas ambientais, demograficas, socio-econdmicas e
culturais (Petersen, Vesco et al., 2009). Em algumas popula¢bes como de El Salvador e
Franca, a prevaléncia chega a 75% da populagdo adulta (Remington, Efron et al., 1970;
Montoya e Liesenfeld, 2004) e 50% em mulheres em idade fértil (Ndumbe, Andela et al.,
1992; Sinibaldi e De Ramirez, 1992). Nos Estados Unidos, prevaléncia é estimada em 22,5%
(Jones, Kruszon-Moran et al., 2001) e em 12,3% na China (Xiao, Yin et al., 2010). No
Brasil, estudos pontuais desenvolvidos em populagdes rurais e urbana apontam prevaléncia de
25% no Nordeste (Cerqueira, Kawarabayashi et al., 1998), 66% no Parana (Garcia, Navarro
et al., 1999), 74,5% e 75,1% respectivamente em gestantes no Rio Grande do Sul (Spalding,
Amendoeira et al., 2003) e no Estado do Rio de Janeiro (Ribeiro, Mutis et al., 2008), 84% em
populacédo adulta em Campos dos Goytacazes no Rio de Janeiro (Bahia-Oliveira, Jones et al.,
2003) e até 95,7% em populacdes indigenas (Boia, Carvalho-Costa et al., 2008). No entanto,
ainda ndo existe estudo multicéntrico sobre a prevaléncia da toxoplasmose que aborde, sob a

mesma metodologia, as diferentes regides brasileiras.
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Figura 2 — Ciclo epidemioldgico do Toxoplasma gondii

2.4. Manifestagdes clinicas

Contrastando com a elevada prevaléncia da infeccdo, a maioria dos casos de
toxoplasmose adquirida em individuos imunocompetentes é sub-clinica, ocorrendo sintomas
em 10 a 20% dos casos (Remington, 1974; Montoya e Rosso, 2005). Sindrome
Mononucleose-Simile é a manifestacdo mais descrita das formas sintomaticas (Bowie, King
et al., 1997; Durlach, Kaufer et al., 2003; Montoya e Liesenfeld, 2004) com
hepatoespenomegalia, sudorese noturna, e exantema maculopapular em menos de 10% dos
pacientes (Remington, 1974; Mccabe, Brooks et al., 1987). A linfonodomegalia é cervical ou
generalizada, pouco dolorosa, e em geral ndo é acompanhada de edema periganglionar,
podendo persistir por até um ano (Mccabe, Brooks et al., 1987) Linfadenopatia hilar,
mediastinal ou abdominal ndo séo descritas. Febre e principalmente astenia sdo as principais
queixas dos pacientes. A febre é baixa, sem calafrios desaparecendo em uma a duas semanas,
no entanto a astenia pode permanecer tempo superior a seis meses (Durlach, Kaufer et al.,
2003). Outros sintomas freqiientes sdo cefaléia, mialgia e artralgia. Mais raramente s&o

descritos polimiosite (Greenlee, Johnson et al., 1975), miocardite (Prado, Pacheco et al.,



1978; Montoya, Jordan et al., 1997), meningite (Smati, Taille et al., 2010) e pneumonite
(Leal, Cavazzana et al., 2007) em pacientes sem co-morbidades. No entanto, toxoplasmose
aguda com envolvimento de multiplos érgdos ocorre com menor freqliéncia em individuos
imunocompetentes (Greenlee, Johnson et al., 1975; Prado, Pacheco et al., 1978; Montoya,
Jordan et al., 1997), sendo poucos os relatos de casos graves e até mesmo fatais da doenca,
associados a infecgdo por cepas mais virulentas de T. gondii (Bossi, Paris et al., 2002; Demar,
Ajzenberg et al.,, 2007; Leal, Cavazzana et al., 2007). Retinocoroidite, considerada
anteriormente como manifestacdo da forma congénita da zoonose, é hoje reconhecida como
manifestacdo também da Toxoplasmose aguda poés-natal.(Couvreur e Thulliez, 1996;
Montoya e Remington, 1996; Burnett, Shortt et al., 1998).

A transmissao transplacentaria de T. gondii ocorre durante o periodo da infec¢cdo aguda
materna (Kimball, Kean et al., 1971; Desmonts e Couvreur, 1974b; Stray-Pedersen, 1980). O
risco de ocorrer toxoplasmose congénita com lesdo fetal grave varia de 15 a 68% dependendo
da idade gestacional, sendo a transmissdo maior nas fases mais avangadas da gestacéo
(Thulliez, Daffos et al., 1992; Jones, Lopez et al., 2001). A doenca congénita é caracterizada
por um amplo espectro de manifestacbes clinicas com comprometimento neuroldgico,
oftalmoldgico e sistémico. Embora a maioria dos recém-natos com a infeccdo ndo apresente
manifestacdes clinicas ao nascer, 85% ir4 desenvolver comprometimento visual nos dois
primeiros anos de vida e 55% apresentara alteracdes neuroldgicas (Wilson, Remington et al.,
1980; Koppe, Loewer-Sieger et al., 1986; Guerina, Hsu et al., 1994). A triade classica da
toxoplasmose congénita consiste na associacao de retinocoriodite, hidrocefalia e calcificaces
cerebrais e € considerada a forma mais grave da doenga (Hall, 1992).

Em individuos imunocomprometidos, toxoplasmose resulta em sua maioria de
reativacdo de infeccdo cronica podendo também ser adquirida ou resultar de um transplante
de 6rgdo de doador infectado para um receptor ndo imune (Derouin e Pelloux, 2008).
Apresenta quadro de extrema gravidade, com mortalidade em torno de 100% quando néo
tratada (Lewden, Sobesky et al., 2004; Bonnet, Lewden et al., 2005). Pode acometer
individuos transplantados, com neoplasias malignas hematoldgicas, em uso de medicacdo
imunossupressora e em pacientes com AIDS ndo submetidos a terapia anti-retroviral
(Sacktor, 2002; Silva e Araujo, 2005). Manifesta-se por pneumonite, miocardite (Kotton,
2007; Derouin e Pelloux, 2008) e, principalmente, encefalite (Moskowitz, Kory et al., 1983;
Luft e Remington, 1992). As manifestacdes clinicas desta ultima incluem desorientagéo,
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déficit motor, convulsdes, sinais de localizacdo neurologica e alteracbes do sensorio,
acompanhadas de febre e prostracao.

A toxoplasmose ocular é secundaria & infeccdo congénita ou adquirida, sendo
clinicamente impossivel distingui-las, especialmente no adulto. No entanto, ha evidéncias que
a maioria dos casos de retinocoroidite por T. gondii seja secundaria a infeccdo pos-natal
(Couvreur e Thulliez, 1996; Montoya e Remington, 1996; Burnett, Shortt et al., 1998).
Toxoplasmose é a principal causa de uveite posterior e constitui uma das principais causas de
dano visual no Sul do Brasil (Melamed, 2009), onde 9,5% dos individuos soroconversores
desenvolveu lesBes oculares apds sete anos de acompanhamento (Silveira, Belfort et al.,
2001). Alguns autores sugerem que dois tercos dos casos de toxoplasmose ocular sejam
secundérios & TAA (Gilbert e Stanford, 2000).

A lesdo ocular pode apresentar-se como evento Gnico com inflamacéo discreta ou causar
episadios repetidos de retinocoroidite, levando a grave comprometimento da acuidade visual
e ocasional perda da visdo (Hovakimyan e Cunningham, 2002; Holland, 2003). Na forma
congénita afeta, preferencialmente, o polo posterior. O aspecto tipico da retinocoroidite em
atividade é o de lesdo branco-acinzentada, acompanhada de reacao inflamatdria subjacente
que devido a turvacdo do corpo vitreo assume o aspecto de um “farol na neblina”. As lesdes
podem ser solitarias, no entanto classicamente apresentam-se como retinite focal satélite a
lesdo hiperpigmentada cicatrizada, correspondendo ao quadro recorrente, aspecto
caracteristico da retinocoroidite por T. gondii (Holland, 2003). O acometimento ocular
ocorre apos o episddio priméario da infeccdo, podendo até ser a sua Unica manifestacdo
(Perkins, 1973; Melamed, 2009). O intervalo entre a primo-infecgéo e o surgimento de lesdes
oftalmoldgicas bem como os fatores determinantes do desenvolvimento de retinocoroidite

ainda ndo estdo esclarecidos.
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Figura 3 — Lesdo de retinocoroidite hiperpigementada cicatrizada com lesdo satélite em

atividade.

2.5. Imunopatogenia

O curso clinico da toxoplasmose é determinado por fatores do parasito e do hospedeiro.
A capacidade do T. gondii de invadir e se replicar em todas as celulas nucleadas do seu
hospedeiro, e eventualmente provocando sua lise, € critica para a patogénese da toxoplasmose
sendo que esta replicacdo induz uma rapida resposta imune mediada por células (Howe e
Sibley, 1995; Sibley e Howe, 1996). De modo geral, a resposta do hospedeiro
imunocompetente impede uma re-infeccdo pelo parasito que assume as formas de laténcia
metabolica (bradizoitos) agrupadas em cistos tissulares (Remington e Cavanaugh, 1965;
Aliberti, 2005).

A resposta celular mediada por macréfagos, linfocitos T e células natural killers (NK)
em conjunto com a secre¢do de citocinas, tais como IL-12 e IFN-y, sdo os principais
elementos envolvidos na reacdo imune do hospedeiro a infeccdo pelo T. gondii (Frenkel,
1967; Remington, Krahenbuhl et al., 1972; Tait e Hunter, 2009). Ap6s o reconhecimento da
infeccdo, as células apresentadoras de antigenos (APC) ativadas produzem IL-12 que: (i)
induz a producdo de IFN-y a partir das células NK; (ii) ativa e diferencia as células CD4", que
passam a produzir IL-2, um potente mitdgeno para as células T (Abbas, Lichtman et al.,
2008a; b). A IL-2 produzida pelas células T CD4" parasito-especificas estimula as células T
CD8", também denominadas citotdxicas, a produzirem mais IFN-y, citocina que ¢ essencial na

ativacdo de macrofagos e na montagem de uma resposta imune do tipo Thl, comumente
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observada nas infeccdes por microrganismos intracelulares (Gazzinelli, Xu et al., 1992;
Denkers, Yap et al., 1997).

Portanto, as células T tém um papel crucial nesse segundo momento (Gazzinelli, Xu et
al., 1992; Denkers, Yap et al., 1997). Deste modo, a producdo, de IFN-y, especialmente a
dependente de IL-12, € central para o controle da infeccdo, restringindo a multiplicacdo do
parasito durante a fase aguda e acelerando a evolugéo para a fase cronica (Suzuki, Orellana et
al., 1988; Gazzinelli, Hieny et al., 1993), sendo que as células T efetoras exercem sua funcéo
tanto por atividade citotoxica quanto pela secrecdo de citocinas, em especial IFN-y (Rytel e
Jones, 1966; Remington e Merigan, 1968) (FIGURA 1). O IFN-y produzido pelas células T
CD4" e T CD8" é, portanto o principal mediador da protecdo contra o T. gondii. A deplecio
de IFN-y na fase aguda (Scharton-Kersten, Wynn et al., 1996) ou na fase cronica da infeccdo
(Gazzinelli, Eltoum et al., 1993) resulta em replicacdo parasitaria incontrolavel e morte do
hospedeiro. Apenas 0s parasitos viaveis sao capazes de desencadear esses eventos (Subauste,
2002). Além de estimular a fagocitose do T. gondii, 0 IFN-y auxilia no controle das células
fagociticas: (i) promovendo resposta oxidativa celular por meio do estimulo da produgéo de
intermediarios reativos do oxigénio e do éxido nitrico (Adams, Hibbs et al., 1990); (ii)
impedindo o bloqueio induzido pelo parasito na formacdo de leucotrienos (Locksley,
Fankhauser et al., 1985); (iii) estimulando a degradacdo do triptofano (Pfefferkorn, 1984;
Schroder, Hertzog et al., 2004) e (iv) impedindo a captagédo de ferro (Dimier e Bout, 1998),
eventos necessarios para o metabolismo parasitario.

Uma vez que a infeccdo por T. gondii resulta em uma resposta Thl forte e persistente,
outras citocinas alem de IFN-y e IL-12 estdo envolvidas. Embora ndo seja capaz de ativar os
macrofagos contra T. gondii, 0 TNF-a apresenta sinergismo com o IFN-y, quando comparada
a acdo do IFN-y isolado (Sibley, Adams et al., 1991). Em relacéo as citocinas regulatorias, ha
evidéncias de que a IL-10 inibe a ativagdo de macrofagos mediada pelo IFN-y, em especial,
pela supressdo da producdo de intermediarios reativos de nitrogénio (Beaman, Wong et al.,
1992; Suzuki, Sher et al., 2000), e que a IL-4 também possui um papel na resisténcia a
infeccdo por T. gondii (Villard, Candolfi et al., 1995; Filisetti e Candolfi, 2004).

A imunidade inata é importante no controle inicial da infecgdo induzindo a
diferenciacdo de macrofagos e de células B em APC, desencadeando a resposta imune
mediada por células. Contudo, esta resposta ndo é suficiente para controlar a replicacéo
parasitaria durante a fase cronica da infeccdo (Harris, Haynes et al., 2000). Alem disso, as
células B possuem um importante papel na producéo dos anticorpos especificos, ferramenta

fundamental para o diagndstico soroldgico (Montoya, 2002).
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Polimorfismos em genes que codificam citocinas interferem na expressdo dessas
moléculas e tém sido estudados com a finalidade de correlaciond-los com a variacdo
individual quanto a susceptibilidade ou resisténcia a diversas doencas (Barrett, Collins et al.,
2003; Pyo, Hur et al., 2003; Warle, Farhan et al., 2003; Henao, Montes et al., 2006; Martinez-
Pomar, Raga et al., 2006). Em uma comunidade rural do Estado do Rio de Janeiro,
correlacionou-se o polimorfismo na posicdo +874 do gene que codifica para IFN-y com a
susceptibilidade a toxoplasmose ocular. Observou-se que o0s genotipos AT e AA
apresentavam uma associacdo com a susceptibilidade ao desenvolvimento da toxoplasmose
ocular e que a presenca de homozigose do alelo A aumentava em 2,09 vezes a chance de
desenvolver esta forma da doenca (Albuquerque, Aleixo et al., 2009). Ndo ha ainda estudos
abordando a relacdo entre a expressao de citocinas, a intensidade dos sintomas na TAA e a

ocorréncia de retinocoroidite.
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Figura 4 — Mecanismos da resposta imune mediada por células envolvida na
infeccdo pelo Toxoplasma gondii: As células apresentadoras de antigeno (APC)
ativadas pelo T. gondii produzem IL-12 que, além de ser um mitdgeno de células T,
induz as células natural killers (NK), T CD4+ e T CD8+ a produzirem IFN-y, que

promove mecanismos efetores antiparasitarios.



14

2.6. Diagnostico

O diagnostico de toxoplasmose pode ser estabelecido por testes soroldgicos (Sabin e
Feldman, 1948; Montoya e Remington, 1995; Wilson, Remington et al., 1997), pela
demonstracdo histolégica do parasito ou de seus antigenos (Dorfman e Remington, 1973;
Conley, Jenkins et al., 1981; Cerezo, Alvarez et al., 1985), pelo isolamento do parasito
(Amendoeira e Coutinho, 1982) e pela amplificacdo de seqiiéncias especificas de acido
nucleico, Polymerase Chain Reaction (PCR) (Bastien, 2002; Remington, Thulliez et al.,
2004).

O uso de testes sorol6gicos com a deteccdo de imunoglobulinas especificas anti T.
gondii das classes IgG, IgM (Sabin e A., 1948; Montoya, 2002) e eventualmente IgA
(Stepick-Biek, Thulliez et al., 1990) e IgE (Wong, Hajdu et al., 1993) tem sido o principal
meio de diagnostico utilizado na pratica clinica. Esses métodos tém sido utilizados
largamente, inicialmente por meio do teste do corante (dye-test) descrito por Sabin e Feldman
em 1948 (Sabin e A., 1948), e mais recentemente através de técnicas de imunofluorescéncia,
ensaio imunoenzimatico e aglutinacdo (Naot e Remington, 1981; Montoya e Remington,
1995; Wilson, Remington et al., 1997).

No individuo imunocompetente, soroconversdo de IgG, elevacdo significativa nos
titulos de IgG em testes pareados e surgimento de IgM sdo considerados indicadores de
infeccdo aguda (Montoya e Remington, 1995). Resultados falso-positivos de IgM devido a
presenca de fator reumatdide e anticorpos antinucleares observados em alguns métodos de
dosagem de IgM ndo tém sido mais observados com a utilizacdo de técnicas mais sensiveis
como duplo-sanduiche ou captura de IgM (Naot, Barnett et al., 1981), no entanto algumas
técnicas ainda apresentam frequéncia de até 60% de resultados falso-positivos (Liesenfeld,
Press et al., 1997; Wilson, Remington et al., 1997). Em alguns casos, IgM anti-T. gondii
persistir por até 12 anos apos a infec¢do aguda (Bobic, Sibalic et al., 1991; Liesenfeld, Press
et al., 1997) sem que haja correlacdo clinica. O maior papel da IgM € o seu valor preditivo
negativo, ou seja, um resultado negativo afasta a possibilidade de infeccdo recentemente
adquirida.

Testes para a deteccdo de anticorpos da classe IgA tém se mostrado mais sensiveis que
IgM no diagndstico de infecgdo congénita (Stepick-Biek, Thulliez et al., 1990; Decoster,
Slizewicz et al., 1991). No entanto, ndo sdo disponiveis comercialmente. Em relagdo a

infeccdo congénita, a presenca de IgG no sangue fetal ou do recém-nato tem pouco valor



15

diagnostico, pois pode corresponder a anticorpos maternos transferidos passivamente que
desaparecem em seis a doze meses (Montoya e Liesenfeld, 2004). Testes para a detecgédo de
IgE tém pouco papel no diagnostico da zoonose e devem ser realizados apenas em
combinagdo com outros métodos sorologicos (Wong, Hajdu et al., 1993).

A técnica que determina a qualidade dos anticorpos especificos por meio da detecgédo
da afinidade funcional de IgG, conhecida como Teste de Avidez de IgG é uma ferramenta
introduzida em 1989, utilizada na distin¢do entre infec¢do passada e recentemente adquirida
(Hedman, Lappalainen et al., 1989). Baseia-se no fato da afinidade dos anticorpos elevar-se
progressivamente com o tempo devido ao aumento da complementaridade do sitio de ligacéo
antigeno-anticorpo por um processo de selecdo de células B mediado por antigeno. Esta
ligacdo é estabelecida por pontes de hidrogénio e interacBes Van der Waals tornando o
complexo antigeno-anticorpo resistente a acdo de agentes desnaturantes como a uréia. O teste
de avidez é um marcador temporal, capaz de detectar infec¢des ocorridas com tempo superior
a trés ou cinco meses (Lappalainen, Koskela et al., 1993; Montoya, Liesenfeld et al., 2002).
Sua principal utilidade reside no diagnostico em mulheres que apresentam 1gG e IgM
positivos durante os primeiros meses de gestacdo, minimizando a necessidade de exames
invasivos, como o estudo do liquido amnio6tico, bem como o uso desnecessario de medicacao
(Liesenfeld, Montoya et al., 2001; Remington, Thulliez et al., 2004). No entanto, baixa
avidez ndo significa necessariamente infeccdo recente, podendo haver persisténcia destes
resultados por até um ano por retardo na maturacdo da IgG (Lappalainen, Koskela et al.,
1993; Liesenfeld, Press et al., 1997). Do mesmo modo, avidez intermediaria pode ser
observada em até 40% dos pacientes com IgM negativa (Remington, Thulliez et al., 2004).
Sendo assim, o teste de avidez ¢ mais Util como recurso para afastar a possibilidade de
infeccdo recente do que no diagnostico de infeccdo atual (Sensini, Pascoli et al., 1996;
Lappalainen e Hedman, 2004).

Em funcdo da necessidade de diagndstico rapido e especifico, tém sido destinados
esforcos no sentido de desenvolver uma padronizacdo dos testes de PCR para o diagndstico
de toxoplasmose. No entanto, ainda ndo h& uma padronizagdo de fragmento especifico de
genoma a ser amplificado para o diagndstico molecular (Pelloux, Guy et al., 1998; Bastien,
2002), sendo os genes Bl (Burg, Grover et al., 1989; Gross, Roggenkamp et al., 1992;
Kompalic-Cristo, Nogueira et al., 2004), P30 (Burg, Perelman et al., 1988; Dupouy-Camet,
De Souza et al., 1993) e 18SrDNA (Cazenave, Forestier et al., 1992; Ellis, Luton et al., 1995)
0s mais estudados. Diversos ensaios objetivando predominantemente trés genes, a partir de

diferentes liquidos organicos como sangue (Ho-Yen, Joss et al., 1992; Guy e Joynson, 1995),
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liquido amnidtico (Hohlfeld, Daffos et al., 1994; Jenum, Holberg-Petersen et al., 1998),
liquido cefalorraquidiano (Parmley, Goebel et al., 1992; Vidal, Colombo et al., 2004) e
humor aquoso (Bou, Figueroa et al., 1999; Jones, Okhravi et al., 2000) tém sido realizados.
Até o momento, nenhum deles mostrou-se adequado o suficiente e validado por um nimero

significativo de espécimes, para ser usado como método de diagndstico da toxoplasmose.

2.7. Tratamento

Por ser uma infec¢do auto-limitada na maioria dos casos, o tratamento da toxoplasmose
no individuo imunocompetente tem sido objeto de controvérsias (Mcleod, Kieffer et al.,
2009). A auséncia de ensaios clinicos randomizados controlados por placebo na toxoplasmose
linfadenopética (Alavi e Alavi, 2010), na toxoplasmose ocular (Stanford, See et al., 2003;
Stanford e Gilbert, 2009) e inclusive na toxoplasmose gestacional (Gilbert, 2009; Mcleod,
Kieffer et al., 2009; Peyron, 2009) contribuem para a inexisténcia de padronizacdo do
tratamento.

Tem sido consenso que a toxoplasmose linfadenopética aguda ndo requer tratamento, a
menos que 0s sintomas sejam graves e persistentes (Krick e Remington, 1978; Lynfield e
Guerina, 1997; Montoya e Liesenfeld, 2004). Quando necessario, o tratamento consiste na
associacao de sulfadiazina, pirimetamina e &cido folinico e deve ser administrado por duas a
quatro semanas (Krick e Remington, 1978; Montoya e Liesenfeld, 2004). As mesmas drogas
sdo indicadas no tratamento de toxoplasmose ocular, acompanhadas por corticosterdides, por
quatro a seis semanas, dependendo da evolucao clinica (Holland e Lewis, 2002). No entanto,
o tratamento da toxoplasmose ocular tem sido objeto de controvérsias. Em individuos
imunocompetentes, lesGes maculares, lesées proximas do disco optico e lesdes acompanhadas
de reacdo vitrea intensa devem sempre ser tratadas, no entanto tem sido questionado o
beneficio do tratamento das lesdes periféricas e que ndo implicam em dano visual (Stanford,
See et al., 2003; Stanford e Gilbert, 2009).

Atualmente, a grande maioria dos casos de toxoplasmose em imunodeficientes envolve
pacientes com AIDS e CD4 < 200 céls/mm?, sendo de extrema gravidade e levando ao 6bito
caso ndo tratada. A associagdo de sulfadiazina, pirimetamina e acido folinico por trés a seis
semanas € o esquema de escolha (Kaplan, Benson et al., 2009). Como cerca de 40% dos
pacientes com AIDS e neurotoxoplasmose desenvolvem eventos adversos que implicam em
suspensdo do tratamento, clindamicina e pirimetamina é uma alternativa eficaz (Porter e

Sande, 1992; Kaplan, Benson et al., 2009). Profilaxia secundaria com doses menores das



17

mesmas drogas deve ser mantida por até seis meses em pacientes com carga viral para o HIV
indetectavel e CD4 acima de 200 céls/mm?®(Kaplan, Benson et al., 2009).

Em caso de  hipersensibilidade aos  sulfamidicos, clindamicina ou
sulfametoxazol/trimetoprim sdo esquemas alternativos, tanto para a toxoplasmose
linfadenopética quanto para a forma ocular (Holland e Lewis, 2002; Montoya e Liesenfeld,
2004). Atovaquona, claritromicina e dapsona sdo outras opc¢des terapéuticas, porém a
literatura ainda carece de estudos consistentes (Dalston, Tavares et al., 1995; Pearson,
Piracha et al., 1999; Montoya e Liesenfeld, 2004).

Em gestantes, espiramicina é a droga de escolha especialmente se o tratamento for
instituido no primeiro trimestre. Em caso de infecgdo fetal documentada, indica-se a
associacao de sulfadiazina, pirimetamina e &cido folinico ap6s 12 ou 18 semanas de gestacdo
(Montoya e Liesenfeld, 2004). No entanto, o tratamento da toxoplasmose em gestantes ainda
ndo € padronizado e publicacBes recentes tém ressaltado que ainda ndo existem evidéncias

claras quanto aos seus beneficios (Gilbert, 2009; Mcleod, Kieffer et al., 2009; Peyron, 2009).

2.8. Prevencéo

Tendo como base o ciclo evolutivo do T. gondii, pode-se inferir que a infeccdo oral
ocorre pela ingestdo de carne e seus derivados contendo cistos, assim como, pela ingestdo de
oocistos esporulados eliminados no ambiente pelos felideos. No entanto, a importancia
relativa das diversas formas de infeccdo apresenta marcadas variacdes geogréaficas e culturais,
fatores a serem ponderados nas orientacdes profilaticas em determinado grupo populacional
(Desmonts, Couvreur et al., 1965; Roghmann, Faulkner et al., 1999; Boia, Carvalho-Costa et
al., 2008). A infeccdo por T. gondii adquirida pela ingestdo de cistos teciduais é comum em
regibes onde o consumo de carne mal passada é um habito alimentar freqiiente, como no Sul
do Brasil (Silveira, Belfort et al., 2001) e em determinadas regides da Europa (Cook, Gilbert
et al., 2000). Recomenda-se evitar o consumo de carne crua, ou mal passada (inclusive a
carne curada ou defumada), em especial de carneiro e de porco (Kapperud, Jenum et al.,
1996; Petersen, Vesco et al., 2009). Orienta-se o aquecimento dos alimentos acima de 66° ou
congelamento abaixo de -20° (Dubey, Kotula et al., 1990; Tenter, 2009), assim como a
lavagem cuidadosamente as maos ap6s manipular carne crua (Petersen, Vesco et al., 2009).

Quanto a prevencdo da infeccdo pela ingestdo de oocistos, diversos estudos vém
demonstrando que a veiculagdo hidrica exerce papel relevante na transmissdo da zoonose
(Benenson, Takafuji et al., 1982; Bahia-Oliveira, Jones et al., 2003; Dubey, 2004). Dessa

forma, a 4gua a ser ingerida deve ser filtrada, mineral ou fervida, lembrando-se que os
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oocistos sdo resistentes a cloracdo (Dubey, 2004; Wainwright, Miller et al., 2007). A préatica
de jardinagem deve ser feita com luvas, e as mdos devem ser lavadas apds a manipulacdo de
vegetais e 0s vegetais crus devem ser descascados ou bem lavados (Dubey, 1996; Hill e
Dubey, 2002). Ao limpar areas contaminadas com fezes de gato, especialmente caixas de
areia ou caixas higiénicas de gatos e terra, recomenda-se o0 uso de luvas. A caixa higiénica
deve ser limpa diariamente evitando-se assim a esporulacdo dos oocistos (Elsheikha, 2008;
Elmore, Jones et al., 2010). Deve-se evitar alimentar os gatos domésticos com carne crua,
dando preferéncia a racdo industrializada ou a alimentos cozidos (Dubey, 1996; Hill e Dubey,
2002)

Os taquizoitos ndo sobrevivem fora do hospedeiro por serem sensiveis as condi¢es
ambientais (Tenter, Heckeroth et al., 2000). A prevencdo da infec¢do por taquizoitos é
dirigida principalmente a gestante ndo imune (Cook, Gilbert et al., 2000; Elsheikha, 2008;
Mcleod, Kieffer et al., 2009), aos individuos imunossuprimidos (Kaplan, Benson et al., 2009)
e aos candidatos a transplantes heter6logos (Soave, 2001; Derouin e Pelloux, 2008).

Ainda ndo existe uma vacina eficaz contra a toxoplasmose humana. Até o momento,
apenas uma vacina atenuada para ovinos é disponibilizada comercialmente (Buxton e Innes,
1995).

3. JUSTIFICATIVA

Embora muitos aspectos do ciclo evolutivo do T. gondii sejam bem conhecidos,
detalhes do curso da infecgdo ainda necessitam ser melhor esclarecidos, como questdes
relativas a imunidade do hospedeiro e a ocorréncia de determinantes para o desenvolvimento
das lesbes oculares. Excecdo feita a regides geogréaficas delimitadas (Lovelace, Moraes et al.,
1978; Glasner, Silveira et al., 1992; Cerqueira, Kawarabayashi et al., 1998; Bahia-Oliveira,
Jones et al., 2003), poucos séo os trabalhos abordando a analise de aspectos clinicos da TAA,
como as caracteristicas e a duracdo dos sintomas e a existéncia de alteracBes sistémicas e
laboratoriais. Os estudos existentes na literatura envolvendo acompanhamento prospectivo
dos pacientes com toxoplasmose restringem-se a questdo da transmissdo materno-fetal
(Desmonts e Couvreur, 1974a; Gratzl, Hayde et al., 1998; Deorari, Broor et al., 2000) e a
infeccdo em individuos imunocomprometidos Toxoplasmose pds-natal (Luft, Naot et al.,
1983; Luft, Hafner et al., 1993; Lamoril, Molina et al., 1996).
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O desenvolvimento de lesdes oculares secundarias a TAA é descrito em até 17,7% dos
casos (Jones, Muccioli et al., 2006). Sao lesbes potencialmente recidivantes, podendo causar
comprometimento da acuidade visual Polimorfismos em genes que codificam citocinas estéo
relacionados a susceptibilidade a diversas doengas (Barrett, Collins et al., 2003; Pyo, Hur et
al., 2003) Em relacdo a retinocoroidite por toxoplasmose ha evidéncias de que o IFN-y esteja
envolvido na resisténcia ao parasito. A identificacdo de determinantes do desenvolvimento
desta complicacdo pode vir a contribuir com a tomada de decisdo quanto a intervengdes
terapéuticas e profilaticas precoces.

4. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Descrever os aspectos clinico-laboratoriais, a avaliacdo oftalmologica e o estudo do
polimorfismo genético para IFN-y (+874) em pacientes com TAA acompanhados no

ambulatorio de Toxoplasmose do IPEC-Fiocruz entre 2006 e 2009.

Obijetivos especificos:

1. Descrever as manifestacdes clinicas e alteracdes laboratoriais da TAA na coorte.

2. Avaliar o surgimento de retinocoroidite secundaria a TAA na coorte, em periodo
minimo de dois anos ap0s a infec¢do aguda.

3. Descrever a ocorréncia na coorte de polimorfismo no gene que codifica o IFN-y,
posicao +874.

4. Analisar a associacdo na coorte entre polimorfismo no gene que codifica o IFN-y,
posicdo +874 e o surgimento de retinocoroidite.

5. Analisar a associagdo na coorte entre polimorfismo no gene que codifica o IFN-y,

posicdo +874 e a intensidade das manifestagdes clinicas de TAA.
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5. ARTIGO NUMERO 1

Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 704(2): 393-396, March 2009

Acute acquired toxoplasmosis: clinical-laboratorial aspects and
ophthalmologic evaluation in a cohort of immunocompetent patients

ES Neves'/”, LN Bicudo', AL Curi', E Carregal', WF Bueno', RG Ferreira', MR Amendoeira?®,
E Benchimol', O Fernandes®

"Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas *Laboratdrio de Toxoplasmose *Laboratorio de Epidemiologia Molecular de Doencas
Infecciosas, Instituto Oswaldo Cruz- Fiocruz, Av. Brasil 4365, 21045-900 Rio de Janeiro, R], Brasil

Este primeiro artigo descreve uma serie de casos de toxoplasmose aguda
adquirida, avaliados segundo o mesmo protocolo inicial de investigacdo clinico-
laboratorial. Sdo descritos os principais resultados desta avaliacdo e 0s casos que
evoluiram com retinocoroidite em até dois anos de acompanhamento prospectivo. E
proposta uma escala de morbidade baseada neste protocolo e estudada uma possivel
associacdo entre esta escala com o desenvolvimento de formas mais arrastadas da

doenca e com o desenvolvimento da complicacdo oftalmolégica.

e Este artigo atende aos objetivos especificos niUmeros 1 e 2.
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6. ARTIGO NUMERO 2

Case Series and Case Reports

Disseminated toxoplasmosis: an atypical
presentation in an immunocompetent
patient

Elizabeth de Souza Neves*
Andrea Kropt' Wendy

Fernandes Bueno* Isabel Cristina
Fabregas Bonna* André Luis
Land Curi* Maria

Regina Amendoeira® Octavio
Fernandes Filhot

- TROPICAL DOCTOR 2010; 00. 1-2
DOI: 10.1258/1d.2010.100228

O artigo descreve um caso grave de toxoplasmose aguda adquirida complicada com
meningite, pneumonia e hepatite em um paciente de 41 anos previamente saudavel,
residente em Maricd, Rio de Janeiro. O paciente apresentou boa resposta ao tratamento e

ndo desenvolveu lesdes oculares até dois anos apos o episddio agudo.

e Este artigo ilustra o anterior e esta associado aos objetivos 1 e 2.
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7. ARTIGO NUMERO 3

Polimorfismo genético para IFN-y (+874) em pacientes com toxoplasmose aguda.

Elizabeth de Souza Neves®, André Luis Land Curi, Maira Cavancanti de Albuquerque,
Cassius Schnell Palhano-Silva, Laura Berriel da Silva, Wendy Fernandes Bueno, Maria

Regina Reis Amendoeira, Maria da Gloria Bonecini- Almeida, Octavio Fernandes Filho

Artigo enviado para Memorias do Instituto Oswaldo Cruz:
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Dr. (a)Elizabeth de Souza Neves:

Manuscript: "Genetic polymorphism for INF—i’(+8?4] in patients with acute
toxoplasmosis™

Thank you for your above-mentioned manuscript which you kindly subnmitted
for publication in the Memorias do Instituto Oswaldo Cruz.

The manuscript will be sent to the Editorial Board for rewview. We will
contact you again as soon as we receive the reviewerd’'s comments.

With the online journal management system that we are using, you will be
able to track its progress through the editorial process by logging in to
the journal web site:

Manuscript URL:
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Thank you for considering this journal as a venue for your work.
Sincerely Yours,

Ricardo Lourenco de Oliveira
Editor

| Memorias do Instituto Oswaldo Cruz
http: //memorias.ioc.fiocruz.br

O artigo descreve a ocorréncia de polimorfismo no gene que codifica 0 IFN-y,
posicio +874 em coorte de pacientes com toxoplasmose aguda adquirida. E analisada a
associagédo entre este polimorfismo com o tempo e a gravidade da doenga assim como

com surgimento de retinocoroidite.

e Este artigo atende aos objetivos numeros 3, 4 e 5.
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Abstract

The reasons for clinical diversity of toxoplasmosis are still unclear. A single nucleotide
polymorphism (SNP) in the gene encoding IFN-y influences its production and may be
associated with the severity of clinical manifestations. The aim of this study was to
evaluate the association between IFN-y+874T/A SNP with duration of disease,
morbidity and development of retinochoroiditis in acute toxoplasmosis. The study
included thirty patients and ninety healthy controls. Although not statistically
significant, we found a higher frequency of A-allele among patients with ocular injury
and prolonged illness and of T-allele among patients with more severe disease forms.
The results suggest an association between IFN-y+874T/A SNP and clinical

manifestations of toxoplasmosis.
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Acute acquired toxoplasmosis (AAT) provides a wide range of clinical
manifestations in immunocompetent individuals. Frequently it is underdiagnosed
because of its benign and self-limited aspect (Montoya e Liesenfeld, 2004). More
serious cases are occasionally reported (Leal, Cavazzana et al., 2007; Neves, Kropf et
al., 2010) and may be associated with more virulent strains of Toxoplasma gondii (T.
gondii) or immunodeficiency conditions (Montoya e Liesenfeld, 2004). The ocular
lesion of toxoplasmosis is characterized by necrotizing retinitis or retinochoroiditis
(RC); is the most common cause of posterior uveitis. It is secondary to congenital or
acquired disease (Montoya e Liesenfeld, 2004) and comes concomitantly or after the
acute episode of infection (Holland, 2003), with reports of ocular lesions compatible
with RC in 0.6 to 17.7% of patients infected with T. gondii (Glasner, Silveira et al.,
1992; Amorim Garcia, Orefice et al., 2004; Aleixo, Benchimol et al., 2009). However,
the pathogenesis of this disease is still uncertain, just as there are unclear factors for the
emergence of more severe forms (Neves, Bicudo et al., 2009).

The factors that determine the clinical course and mechanisms of infection by T.
gondii involve the genetic diversity of the parasite, the individual variation of the host
and the anatomical characteristics of the various sites of infection (Filisetti e Candolfi,
2004). The immune response of the immunocompetent hosts that displays forms of
metabolic latency (bradyzoites) grouped into tissue cysts prevent re-infection by the
parasite. Macrophages, T lymphocytes and natural killer cells, in conjunction with
cytokines, are the major elements involved in this response. The effector T cells exert
their function both by cytotoxicity and by secretion of cytokines, especially IFN-y. The
cell-mediated immunity with resultant production of IL-12 and IFN-y is essential to
control infection by T. gondii, by restricting the multiplication of the parasite during the
acute phase and accelerating the progression to the chronic phase (Suzuki, Orellana et
al., 1988; Filisetti e Candolfi, 2004). Variations in genes that encode cytokines interfere
with the expression of these molecules and may have an important role in gene
regulation in inflammatory response and resistance or susceptibility to infections
(Maclean, Chisi et al., 2004).

IFN-y is a cytokine that is highly conserved, with few allelic variations in its
gene. A single nucleotide polymorphism (SNP) located in the first intron of the human
gene for IFN-y at the extremity 5’ adjacent to CA repeated region (polymorphism IFN
+874 T/A) influences the secretion of this cytokine (Pravica, Perrey et al., 2000).

Individuals carrying the A allele are low producers of IFN-y (Lopez-Maderuelo,
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Arnalich et al., 2003). Susceptibility to other intracellular pathogens has also been
associated with the variability in the production of IFN-y related to this SNP (Salih,
Ibrahim et al., 2007; Pacheco, Cardoso et al., 2008). A previous study has shown a
correlation of polymorphism IFN +874T/A with ocular toxoplasmosis. The AA
genotype showed an increased frequency in individuals with ocular findings suggesting
an association with susceptibility to the development of RC (Albuquerque, Aleixo et al.,
2009). This study aims to evaluate the association between the presence of
polymorphism in the gene coding for IFN-y, (IFN-y +874T/A SNP) among individuals
with AAT and the clinical course of the disease (time to progress, morbidity and RC
development).

The study involved 30 patients over 18 years with no history of co-morbidities,
belonging to the cohort of patients with AAT seen in the Outpatient Toxoplasmosis Unit
at Research Institute Evandro Chagas/Fiocruz, Rio de Janeiro, between 2006 and 2007.
The diagnostic criteria, the clinical-laboratory research protocol and the morbidity scale
(classs I, 11 and 111) are described in a previous publication (Neves, Bicudo et al., 2009).
Patients were submitted to periodic ophthalmoscopy (fundoscopy) examination by for
up to three years after the episode of acute toxoplasmosis. The control group consisted
of 90 healthy subjects matched by sex and age (the proportion of three controls for each
case), with positive 1gG for toxoplasmosis and no history of uveitis or
lymphadenopathy. All control subjects were submitted to indirect ophthalmoscopy to
exclude the presence of retinal scars suggestive of RC. The fundoscopy was performed
by the same examiner (ALLC) in all cases and controls.

DNA was extracted from peripheral blood samples using commercial method
(QIAgen). Amplification reactions of the gene segment coding for IFN-y related to the
respective SNP were performed by using the ARMS-PCR method and the products
subjected to electrophoresis on agarose gel and visualization under UV light according
to the methodology described in a previous publications (Albuquerque, Aleixo et al.,
2009).

The collected data were analyzed by the statistical software SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences, Chicago, version 13.0). Variables referring to the IFN-
v polymorphism (position +874), time to clinical progression and the presence of

retinochoroiditis were examined using binary logistic regression, Chi-square test and
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Fisher exact test methods. For the scale of morbidity, we used multinomial regression
logistics and Spearman correlation. We adopted a statistical significance level of 5%.
The study was approved by the Ethics in Research Committee from the Institute
of Clinical Research Evandro Chagas (Instituto de Pesquisa Clinica - IPEC). All
participants were informed verbally and in written and signed the consent form.
Analysis of the alleles and genotypes distribution showed that both the group of
symptomatic cases and controls are in accordance with Hardy-Weinberg balance. There
was no association observed between IFN-y+874 T/A polymorphism and the presence

of symptoms (Table I).

Table |
Distribution of Genotypes and Alleles for IFN-y +874 T/A between cases of Acute Acquired
Toxoplasmosis and Asymptomatic Controls.

Genotypes ,::'Izg‘gczg/(s))es E:g(t)r?ol/?‘)) x2 p value OR (95% CI)
Alleles

A 38 (63.3) 109 (60.6)

T 22 (36.7) 71 (39.4)

A and T alleles compared 0.146 | 0.702 |1.125 (0.615-2.059)
Genotype

AA 14 (46.7) 34 (37.8)

AT 10 (33.3) 41 (45.5)

TT 6 (20.0) 15 (16.7)
Genotypes compared 1.378 | 0.502

AAXAT/TT 0.741 | 0.389 | 1.441 (0.626 —3.319)

TTxXAA/AT 0.173 | 0.677 | 1.250 (0.436 —3.581)

Of the 30 patients with AAT, 16 were males and 14 females with a mean age of
37.4 years (SD + 11.8 years). Twenty-four patients (80%) presented prolonged clinical
disease (longer than 15 days). The analysis of this variable in response to genotype
(AA, AT and TT) showed no statistically significant results, however the AA
homozygotes individuals had the probability of developing prolonged illness two times

larger than T allele carriers (Table II).
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Table Il
Frequency of Genotypes and Alleles for IFN-y +874 T/A in Patients with Acute Acquired
Toxoplasmosis. Relation to prolonged illness, morbidity scale and development of
retinochoroiditis

Genotypes B p value | Exp (B) (95% CI)
Prolonged disease (> 15 days)
AA” - - -
AT -0.405 0.712 | 0.667 (0.077 —5.749)
TT -1.099 |0.341 |0.333 (0.035 - 3.205)
AA + AT - - -
TT -0.916 0.371 | 0.400 (0.054 —2.980)
AT+TT - - -
AA 0.693 0.469 | 2.000 (0.306 —13.062)

Morbidity scale” °

Class Il
AA” - - -
AT 0.693 | 0.505 |2.000 (0.260 —15.381)
TT 0.693 | 0.600 |2.000 (0.150 —26.734)
AT+TT - - -
AA -0.693 | 0.455 |0.500 (0.081 —3.082)
AA + AT " - - -
TT 0.405 | 0.747 |1.500 (0.127 —17.667)
Class I
AA” - - -
AT 0.000 1.000 | 1.000 (0.091 —11.028)
TT 0.693 | 0.624 |2.000 (0.125—31.975)
AT+TT - - -
AA -0.288 | 0.782 | 0.750 (0.098 —5.768)
AA +AT "

TT 0.693 0.609 | 2.000 (0.141 —28.416)
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Retinochoroiditis’

AA” - - -

AT -0.405 | 0.755 | 0.667 (0.052 — 8.549)
TT 0.182 | 0.891 |1.200 (0.088 —16.439)
AA + AT - - -

TT -0.336 | 0.789 | 0.714 (0.061 —8.397)
AT+TT - - -

AA -0.154 | 0.886 | 0.857 (0.104 —7.043)

* Basal parameter. a: Binary logistic regression analysis. b: Analysis of multinomial
logistic regression. c: Grade | as reference category.

Regarding the scale of morbidity, classified into classes I, Il and IllI,
respectively, 7, 15 and 8 individuals. Although not statistically significant, individuals
homozygous for the T allele (TT) had twice the risk of progression to class Ill on the
scale of morbidity (Table II).

Retinochoroiditis occurred in four of 30 patients with AAT (13.33%): two
patients with genotype AA, one with genotype AT and one with genotype TT.
According to the logistic linear regression model, when the TT genotype was compared
to the others (AA + AT), it would tend to produce protection to the development of
retinochoroiditis by about 30% (Table I1).

The influence of genetic background for the production of immunoregulatory
cytokines in the clinical course and severity of diseases manifestations has been the
object of study in recent years (Barrett, Collins et al., 2003; Henao, Montes et al.,
2006). With regard to toxoplasmosis, resistance to the development of RC was observed
in association with specific genotypes of IL10 (-1082) (Cordeiro, Moreira, Andrade et
al., 2008) and IFN-y (+874) (Albuquerque, Aleixo et al., 2009), but not with the
genotypes of IL1B (+3954) (Cordeiro, Moreira, Costa et al., 2008a) and TNF-a (-308)
(Cordeiro, Moreira, Costa et al., 2008b). Genotypes of IL1A (-889) were associated
with lesions of T. gondii relapsing retinitis (Cordeiro, Moreira, Costa et al., 2008a). As
it is essentially an intracellular pathogen, IFN-y is a key cytokine in the
immunopathogenesis of infection the by T. gondii (Lieberman e Hunter, 2002). High
levels of IFN-y were observed in individuals with positive serology for T. gondii
compared with negative controls (Fatoohi, Cozon et al., 2006). ~ The papers in the
literature that studied the relation of genetic factors on cytokines production in T. gondii
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infection addressed only the chronic phase of infection(Cordeiro, Moreira, Andrade et
al., 2008; Cordeiro, Moreira, Costa et al., 2008b; a; Albuquerque, Aleixo et al., 2009),
or are in vitro studies (Tan, Mui et al., 2010). This is the first study in patients with
AAT. Although this is a pioneering work on the prospective monitoring of patients with
AAT, we performed a cohort study with a convenience sample and limited number of
patients, with the potential risk of introducing bias compromising occasional inferences
by non-inclusion of asymptomatic cases.  Although we have not found statistically
significant differences in relation to genotypes and alleles of IFN +874 T/A and
association with the studied variables, the results observed suggest an association
tendency between the production of IFN-y, mediated by the type of SNP with the
clinical manifestations. The lack of statistical significance may be due to the small
number of patients with AAT.

Regarding the scale of morbidity, the presence of the A allele might confer
protection against the development of clinical symptoms, especially in severe cases
(Class 111) and TT genotype would be associated with an increased risk for clinical
progression to higher morbidity versus the other genotypes. Since IFN-y is associated
with activation of macrophages, the destruction of intracellular parasites and the
sequestration of lymphocytes to lymph nodes (Schroder, Hertzog et al., 2004),
individuals with a high production of this cytokine may have a more exaggerated
inflammatory response with fever and enlarged lymph nodes, but unrelated to the
duration of the condition. Even if the individual genetic variants do not have a role on
the clinical progress of the acute phase, the results with respect to RC, are consistent
with previous studies that have demonstrated the role of host genetic factors in the
genesis of ocular injury (Cordeiro, Moreira, Andrade et al., 2008; Cordeiro, Moreira,
Costa et al., 2008a; Albuquerque, Aleixo et al., 2009). Although we have not found
statistically significant differences in relation to genotypes and alleles of IFN +874 T/A,
we observed the presence of A allele in most cases that developed RC, which
corroborates earlier studies and suggests that individuals with this allele in its
homozygous form have a tendency to develop ocular lesions (Albuquerque, Aleixo et
al., 2009).

Research involving a larger number of patients may clarify whether there is
influence of host genetic factors on the duration and morbidity of AAT. Regarding
ocular injury, future studies developed in patients with recurrent RC will also clarify
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whether the role of this cytokine is associated with events that involve the chronic phase

of infection, especially in the genesis of these recurrences.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de ser uma das zoonoses de maior prevaléncia no mundo, sdo poucas
as descricdes na literatura de séries de casos de pacientes com TAA e até o presente,
este € o primeiro relato de acompanhamento prospectivo de pacientes com o
monitoramento do surgimento retinocoroidite. Este fendmeno pode ser parcialmente
explicado por seu espectro clinico variavel, sendo suas formas clinicas mais graves
descritas em casos de transmissdo congénita e a infeccdo em individuos
imunocomprometidos. N&o raro, o diagnéstico da TAA é tardio e associado ao elenco
de doengas auto-limitadas que compreendem a sindrome mononucleose-simile. A
extensdo do acometimento sistémico com investigagdo da funcdo hepética, do

comprometimento hematoldgico, esplénico e pulmonar tem sido pontualmente descrita.

Toxoplasmose aguda adquirida, embora apresente evolugdo benigna na
maioria dos casos, pode evoluir com formas graves e potencialmente fatais em
individuos imunocompetentes (Demar, Ajzenberg et al., 2007; Leal, Cavazzana et al.,
2007). O caso descrito no artigo 2 ilustra esta afirmacéo e sugere que toxoplasmose seja
incluida no diagnostico diferencial das doengas febris agudas. A presenca de cefaléia
intensa na TAA pode ser indicadora de acometimento neuroldgico mesmo em
individuos previamente saudaveis (Bossi, Caumes et al., 1998; Smati, Taille et al.,
2010).

Uma vez que as drogas disponiveis para o tratamento da toxoplasmose tém
potenciais efeitos adversos, considera-se ndo haver indicacdo da terapia antiparasitaria
na maioria dos casos de TAA. No entanto, a inexisténcia de parametros objetivos para a
introdugdo do seu tratamento incorre no risco de casos que evoluirdo de modo mais
arrastado, com maior morbidade ou que complicarédo com lesdes oculares que poderiam
ser evitadas. A existéncia uma escala de morbidade construida a partir de dados que
podem ser obtidos na primeira avaliagdo do paciente pode tornar-se uma ferramenta (til

nestas situacoes.

A escala de morbidade proposta no artigo 1 deve ainda ser validada em

estudos multicéntricos envolvendo amostragem significativa de pacientes, levando em
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consideracdo tambem a variacdo genética tanto do hospedeiro quanto do parasito, sendo

esta € uma das vertentes que surgem a partir deste trabalho.

A escala de morbidade podera também respaldar futuros ensaios clinicos
envolvendo a questdo do tratamento da toxoplasmose uma vez que a literatura é pobre
neste sentido. Recentemente foi publicado um ensaio clinico desenvolvido no Ird
abordando o uso de co-trimoxazol no tratamento de pacientes com TAA (Alavi e Alavi,
2010). Trata-se de um estudo pioneiro e bastante oportuno, no entanto sujeito a algumas
observacdes, que constituiram objeto de uma quarta publicacdo sob a forma de carta ao

editor, a seguir:
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Clinical trial for toxoplasmic lymphadenitis

Acute acquired toxoplasmosis (AAT) has traditionally been
considered an oligosymptomatic and self-limited infection in
previously healthy patients. Immunocompetent individuals with
AAT are usually not treated unless presenting severe or persistent
symptoms.’ However, severe acute disseminated AAT in immu-
nocompetent patients has been reported in association with new
virulent strains of Toxoplasma gondii.** Despite the fact that the
treatment of toxoplasmosis is well established when associated
with immunodeficiency,® there are controversies concerning
treatment in AAT and ocular disease.

We read with great interest a recently released ahead-of-print
paper on a double-blind randomized clinical trial of co-trimox-
azole for the treatment of toxoplasmic lymphadenitis.” This
pioneering work raises the question of the therapeutic manage-
mentof AAT patients and sheds new light on the subject. Our group
has been concerned with the indications for the treatment of AAT
and recently proposed a morbidity scale associated with long-
lasting disease.®

With regard to the paper by Alavi and Alavi,” as patients were
randomized to the analysis groups and as toxoplasmosis presents a
broad range of clinical manifestations, bias could have been
introduced if more severe cases were eventually included in the
placebo group . This would be avoided by means of a stratification
severity scale of infection, randomized in both groups. Criticism
could be raised regarding the study endpoints, based only on
clinical signs (absence of palpable lymph nodes) and serologicdata
(IgM levels <6 IU), instead of clinical morbidity parameters.®

We agree with the authors that there is a need for large-scale
multicenter studies. There is a lack of studies analyzing treatment
indications as well as therapeutic regimens. Co-trimoxazole has an
easy-to-use dosage compared to the more complex and adverse-
effect-prone sulfadiazine/pyrimethamine/folinic acid regimen.

We look forward to future clinical trials in toxoplasmosis, not
only in AAT, but also in ocular and prenatal infection, for which we
currently have more questions than answers.
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Desta forma, outro desdobramento que surge a partir deste trabalho é a
elaboracdo de um ensaio clinico tendo como desfecho a duragdo e a gravidade das
manifestacdes clinicas baseado na escala de morbidade.

Retinocoroidite por toxoplasmose tem sido objeto de estudos, ja descritos na
introducdo. A maioria destes estudos se resume a analise de prevaléncias da leséo e ndo
sdo associados a doenca aguda. No Rio Grande do Sul, area considerada de elevada
prevaléncia de toxoplasmose, dois de 21 (9,5%) individuos que soroconverteram para
IgG anti-toxoplasmose em intervalo de sete anos, apresentaram lesbes oculares
compativeis com RC por toxoplasmose (Silveira, Belfort et al., 2001), sem, no entanto,
descricdo da existéncia de doenca sisttmica. Em nossa casuistica, encontramos
incidéncia semelhante (10,8%) de RC nos pacientes com TAA acompanhados
prospectivamente. A analise da incidéncia de RC na TAA é de dificil execucdo por
tratar-se de um evento raro, entrave para um desenho de coorte e pela existéncia de
formas oligossintomaticas e subdiagnosticadas, dificultando um estudo de caso-
controle. Apesar de seu ineditismo, este trabalho deve ser reproduzido em populacdes

maiores, associado também a tipagem das diferentes cepas de T. gondii.

N&o encontramos associacdo entre a duragdo e intensidade dos sintomas e o
surgimento das lesGes oculares. Desta forma, o estudo das manifestacGes clinico-
laboratoriais do episodio agudo ndo contribuiu para o esclarecimento da existéncia de
indicadores do surgimento da RC nesta populagdo, o que aponta para novos caminhos
de investigagéo.

A imunidade mediada por células e a producéo de citocinas imunoreguladoras,
sdo essenciais para o controle da infecgédo pelo T. gondii (Suzuki, Orellana et al., 1988;
Filisetti e Candolfi, 2004). Sabe-se que variacGes nos genes que codificam citocinas
interferem com a expressdo dessas moléculas podendo ter papel de destaque na
regulagéo da resposta inflamatoria. Polimorfismo em um Unico gene humano para IFN-y
(polimorfismo de IFN +874T/A) influencia a secrecédo desta citocina (Pravica, Perrey et
al., 2000) sendo os individuos carreadores do alelo A baixo produtores de IFN-y
(Lopez-Maderuelo, Arnalich et al., 2003). Embora na coorte estudada apenas quatro

pacientes tenham desenvolvido RC, trés destes (75%) eram carreadores do alelo A e,



38

portanto, baixo produtores desta citocina, consonante com estudo anterior
(Albuquerque, Aleixo et al., 2009).

Um novo estudo de caso-controle envolvendo amostra significativa de
individuos e tendo como critério de inclusdo pacientes apresentando lesdes de RC por
toxoplasmose em atividade (retinite focal com lesdo satélite cicatrizada) ja foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do IPEC e deve elucidar esta questdo. Da mesma
forma, a dosagem de IFN-y ndo foi realizada na coorte estudada, o0 que esta previsto no
novo projeto, assim como a andlise de outras citocinas pro inflamatdrias, uma vez que
resisténcia ao desenvolvimento de RC foi também observada em associacdo com
gendtipos especificos de IL10 e IL1A  (Cordeiro, Moreira, Andrade et al., 2008;
Cordeiro, Moreira, Costa et al., 2008a).

Encontramos um aparente antagonismo entre os resultados quando o quadro
clinico foi analisado a luz do polimorfismo genenético para IFN-y, uma vez que néo foi
observada associacdo entre o genotipo AA, baixo produtor da citocina, e quadros de
maior gravidade. O gendtipo TT foi associado a um maior risco para evolucdo clinica de
maior morbidade em relacdo aos demais genotipos, chegando a representar o dobro de
risco nos casos classificados como escala de morbidade grau I11. A resposta inflamatéria
mais exacerbada secundaria a ativacdo dos macrofagos, a destruicdo dos parasitos
intracelulares e ao sequestro de linfocitos para os linfonodos induzidos pelo IFN-y pode
parcialmente explicar este fendBmeno. Por outro lado, ndo foi observada relacdo entre o
polimorfismo genético para IFN-y e a presenca ou auséncia de sintomas. No entanto, os
individuos homozigotos AA apresentaram probabilidade de desenvolvimento de doenca
prolongada duas vezes maior que os portadores do alelo T, sugerindo que o tempo de
evolucdo esteja associado a baixa producdo de IFN-y enquanto a intensidade das

manifestacdes clinicas seja associada a sua producao normal ou elevada.

IFN-y é uma citocina com diversas agdes no sistema imune. O seu estudo
associado a toxoplasmose humana tem sido restrito a doenca ocular (Albuquerque,
Aleixo et al., 2009) e a infeccdo congénita, quando foi associado a maior transmissao
materno-fetal (Pfaff, Abou-Bacar et al., 2007). No entanto, o conhecimento do seu
papel no controle parasitario, na intensidade do processo inflamatdrio e na patogénese

de infecgdes intracelulares ainda € incipiente. Estudos recentes sugerem envolvimento
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do gendtipo AA de IFN-y na susceptibilidade & doenca de Chagas (Torres, Calzada et
al., 2010), mas ndo no desenvolvimento de formas mucosas da leishmaniose (Salih,
Ibrahim et al., 2007).

Apesar de tratar-se o primeiro trabalho na literatura envolvendo o
acompanhamento de coorte de pacientes com TAA, 0 projeto envolveu uma amostra
reduzida de pacientes ndo sendo incluidos pacientes assintomaéticos, o que pode
comprometer eventuais inferéncias. Embora ndo tenha sido encontrada diferenca
estatisticamente significativa em relacdo aos gendtipos e alelos de IFN +874 T/A e
associacdo com as variaveis estudadas, os resultados sugerem tendéncia a associagdo

entre aproducédo de IFN-y , mediada pelo tipo de SNP com as manifesta¢des clinicas.

Os resultados indicam a necessidade de estudos semelhantes com maior nimero
de pacientes, envolvendo a dosagem dos niveis séricos e polimorfismos de genes que

codificam para outras citocinas.
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9. CONCLUSOES

1. Linfonodomegalia, astenia, cefaléia, febre e emagrecimento foram os dados clinicos
mais freglientemente encontrados em pacientes com toxoplamose aguda adquirida
(TAA).

2. Aumento dos niveis séricos de enzimas hepaticas (TGO e TGP) e da dehidrogenase

lactica (LDH) foram alteracdes bioquimicas encontradas em pacientes com TAA.

3. Entre as alterac6es hematoldgicas linfocitose e leucopenia foram as mais encontradas

em pacientes com TAA.

4. Hepatomegalia e esplenomegalia com duracdo méxima de trés semanas foram

observadas em exame de ultrassonografia abdominal em pacientes com TAA.

5. Formas graves de TAA podem ocorrer, independentes do status imune do paciente.

6. Retinocoroidite (RC) foi encontrada em 10,8% dos casos de TAA em até trés anos

apos o episadio agudo.

7. Foi proposta uma escala de morbidade baseada em dados clinico-laboratoriais obtidos

na primeira avaliacdo do paciente.

8. A escala de morbidade foi associada ao tempo de evolugdo da doenga, mas ndo com a

evolugéo para RC.

9. Foi observada a presenca do alelo A (associado a baixa producéo da citocina) no gene

que codifica para IFN-y em 75% dos pacientes que evoluiram para RC.

10. Né&o foi observada associacdo entre polimorfismo genético para IFN-y e a presenca

ou auséncia de sintomas.
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11. Pacientes com homozigoze para o alelo A (IFN-y +874T/A SNP), baixos produtores
de IFN-y, apresentaram probabilidade de desenvolvimento de doenca prolongada duas

vezes maior que os portadores do alelo T.

12. Pacientes com homozigoze para o alelo T (TT) apresentaram o dobro de risco de

evolucdo para formas mais graves de TAA.
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