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RESUMO




A neurotoxoplasmose ¢ considerada uma grave complicagdo em pacientes com
comprometimento do sistema imune e em criangas congenitamente infectadas pelo
Toxoplasma gondii. O presente estudo abordou trés aspectos da neurotoxoplasmose, o
diagnostico molecular, a resposta imune ¢ a relagao desta infec¢do com transtornos mentais.
Com relagdo ao diagnostico molecular, a eficiéncia das técnicas de nested-PCR (nPCR) e
PCR convencional (PCRc) em detectar DNA do T. gondii foi avaliada em nove amostras de
liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com neurotoxoplasmose, cinco amostras de
LCR de pacientes com outras desordens neurologicas (dois com neurocriptococose, dois
com neurosifilis € um com neurocisticercose) e amostras artificiais contendo diferentes
concentragdes do parasito. A nPCR foi positiva em todos os nove pacientes com
neurotoxoplasmose, enquanto a PCRc foi positiva em somente cinco casos. As duas
técnicas de PCR foram negativas em LCR de pacientes com outras desordens neuroldgicas.
Nas amostras artificiais, a concentragdo de taquizoitos detectada por nPCR foi dez vezes
menor do que aquela detectada por PCRc. Para avaliar a resposta imune, anticorpos das
subclasses da IgG anti-T. gondii foram pesquisados em 19 amostras de LCR de pacientes
com neurotoxoplasmose, utilizando ELISA padronizada com uma preparac¢ao antigénica de
cistos do parasito. Os anticorpos 1gG;, 1gG,, IgGs e IgGy4 foram detectados em 84,2%,
73,7%, 36,8% e 36,8% dos pacientes, respectivamente. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre as sensibilidades e as médias das absorbancias das reacdes ELISA para
IgG; e IgG,, porém, as sensibilidades e as médias das absorbancias das reagdes para essas
duas subclasses foram significativamente maiores do que as encontradas nas reacoes
ELISA para IgGs e IgGs. A associacdo entre toxoplasmose e transtornos mentais foi
investigada comparando as prevaléncias e/ou as concentra¢des dos anticorpos IgG, IgM e
IgA anti-T. gondii, detectados por reagcdes imunoenzimaticas, em amostras de soro de 41
pacientes com esquizofrenia, 38 pacientes com transtornos do humor e 95 voluntérios
sadios. Os anticorpos IgG foram detectados em 43,9% dos pacientes com esquizofrenia,
52,6% dos pacientes com transtornos do humor e 28,4% dos voluntarios sadios. A
prevaléncia da IgG e as concentragdes desse anticorpo nos pacientes com transtornos do
humor foram significativamente maiores do que as encontradas em voluntarios sadios
(p=0,0204 e p=0,0059, respectivamente). Por outro lado, ndo foram encontradas diferengas

significativas nesses dois parametros entre pacientes com esquizofrenia e voluntarios sadios

Resumo
viii



ou entre os pacientes com esquizofrenia e transtornos do humor. Os anticorpos IgA foram
detectados em um paciente (2,6%) com transtorno do humor ¢ em um (1,1%) voluntario
sadio, enquanto os anticorpos IgM foram detectados em dois pacientes (5,2%) com
transtornos do humor. O presente estudo indica que a nPCR pode ser uma ferramenta
potencialmente util para a confirmacao diagndstica da infec¢cdo do sistema nervoso central
pelo T. gondii e sugere que esse parasito poderia ser um dos possiveis fatores causais dos
transtornos do humor. Estudos adicionais sdo necessarios para compreender melhor a

fisiopatologia da neurotoxoplasmose € sua associagdo com outras doengas.
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ABSTRACT




Neurotoxoplasmosis is considered a serious complication in patients with an impaired
immune system and in children congenitally infected by Toxoplasma gondii. The present
study addressed three aspects of neurotoxoplasmosis, namely, the molecular diagnosis, the
immune response and the relationship of this infection to mental disorders. With regard to
molecular diagnosis, the ability of nested-PCR (nPCR) and conventional PCR (cPCR) to
detect T. gondii DNA was assessed in nine cerebrospinal fluid (CSF) samples from patients
with neurotoxoplasmosis, five CSF samples from patients with other neurological disorders
(two with neurocryptococcosis, two with neurosyphilis and one with neurocysticercosis)
and artificial samples containing different concentrations of the parasite. The nPCR was
positive in all nine patients with neurotoxoplasmosis whereas the cPCR was positive in
only five cases. Both PCR procedures were negative in CSF from patients with other
neurologic disorders. In the artificial samples, the tachyzoite concentrations detected by
nPCR were ten times lower than those detected by cPCR. To assess the immune response,
19 CSF samples from patients with neurotoxoplasmosis were screened for IgG subclass
antibodies to T. gondii using an ELISA standardized with an antigenic preparation from
parasite cysts. I1gGi, IgG,, 1gG; and IgGy antibody subclasses were detected in 84.2%,
73.7%, 36.8% and 36.8% of the patients, respectively. There were no significant
differences in the ELISA sensitivities and mean absorbances for 1gG; and IgG,, whereas
the sensitivities and mean absorbances for these two IgG subclasses were significantly
higher than for IgG; and IgGs. The association between toxoplasmosis and mental disorders
was investigated by comparing the prevalences and/or the concentrations of anti-7'. gondii
IgG, IgM and IgA antibodies screened by immunoenzymatic reactions in serum samples
from 41 patients with schizophrenia, 38 patients with mood disorders and 95 healthy
volunteers. IgG antibodies were detected in 43.9% of patients with schizophrenia, 52.6% of
patients with mood disorders and 28.4% of healthy individuals. The prevalence of IgG and
the concentration of this antibody in patients with mood disorders were significantly greater
than in healthy volunteers (p=0.0204 and p=0.0059, respectively). In contrast, there were
no significant differences in these two parameters between patients with schizophrenia and
healthy volunteers, or between patients with schizophrenia and patients with mood
disorders. IgA antibodies were detected in one patient (2.6%) with mood disorders and in

one (1.1%) healthy volunteer, whereas IgM antibodies were detected in two patients (5.2%)
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with mood disorders. The present study indicates that nPCR may be a potentially useful
tool for the diagnosis of 7. gondii infection of the central nervous system and suggests that
this parasite could be a possible cause of mood disorders. Further studies are necessary to
improve our understanding of the physiopathology of neurotoxoplasmosis and its

association with other diseases.
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1- INTRODUCAO




O Toxoplasma gondii foi descoberto em 1908, na Tunisia, pelos pesquisadores
Nicolle ¢ Manceaux (1) que encontraram o parasito em células do bago e do figado do
roedor Ctenodactylus gondi. Independentemente, no mesmo ano, Splendore (2) descreveu o
mesmo parasito em coelhos de laboratorio em Sao Paulo. Durante muitos anos, o
organismo foi reconhecido como agente etiolégico de doenga em animais. Em 1923, Janku
apud Remington et al. (3) encontrou cistos do parasito na retina de uma crianga de 11
meses de idade com hidrocefalia e microftalmia. A importancia do 7. gondii como agente
patogénico em humanos s6 foi elucidada em 1937, quando Sabin e Olitsky (4) confirmaram
a associacdo do parasito com encefalite granulomatosa infantil, em um caso previamente
descrito por Wolf e Cowen (5). Ao analisar casos de encefalite em criancas recém-nascidas,
esses mesmos pesquisadores identificaram o 7. gondii como causa da doenca transmitida
congenitamente (6). Em 1940, Pinkerton ¢ Weinman (7) identificaram em um adolescente
que faleceu com toxoplasmose disseminada o primeiro caso da infec¢do adquirida por via
nao congeénita.

Em 1948, Sabin e Feldman (8) desenvolveram o primeiro teste sorologico (teste
do corante) para o diagnéstico da infeccdo pelo 7. gondii, o que permitiu numerosas
investigacdes epidemiologicas e clinicas, que mostraram que a infeccdo causada pelo
parasito apresentava alta prevaléncia, sendo assintomatica na grande maioria das pessoas.

Em 1960, Jacobs et al. (9) verificaram que as formas cisticas do parasito eram
resistentes a acdo de enzimas digestivas e que a infeccdo podia ser transmitida para
hospedeiros carnivoros pela ingestdo dos cistos. Embora as vias congénita e alimentar
fossem importantes na transmissdo do 7. gondii, ndo era conhecido o mecanismo de
infeccdo em individuos estritamente vegetarianos e animais herbivoros. Em 1965,
Hutchison (10) esclareceu este fato apds a descoberta de que as fezes de gatos infectados
pelo T. gondii podiam conter uma forma resistente do parasito, capaz de contaminar o solo

e consequentemente os vegetais, causando infec¢ao quando ingerida por seus hospedeiros.

O T. gondii apresenta trés estagios de desenvolvimento: taquizoito, bradizoito e
oocisto. O taquizoito (2 a 4 um de largura; 4 a § um de comprimento) € a forma intracelular
obrigatdria que se prolifera na fase aguda da infec¢do dentro do vactolo parasitoforo de
células hospedeiras (11). Essa forma parasitidria é pouco resistente a acdo de enzimas

digestivas, ao congelamento e a dessecacdo (12). Os bradizoitos sdao morfologicamente
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semelhantes aos taquizoitos, porém, multiplicam-se lentamente no interior de cistos
teciduais e expressam moléculas estagio-especificas (13). Os cistos podem conter de
dezenas a milhares de bradizoitos e embora possam se desenvolver em 6rgaos viscerais
como figado, pulmao e rins, sao mais frequentemente encontrados no cérebro, retina € nos
musculos cardiaco e esquelético de seus hospedeiros (14,15). Os cistos sao mais resistentes
a acdo de enzimas digestivas do que os taquizoitos e podem manter-se infectantes sob
refrigeracdo (1 °C a 4 °C) em carcagas ou carne picada, por até trés semanas, bem como
sobreviver ao congelamento (-1 °C a -8 °C) por mais de uma semana. Contudo,
temperaturas de -12 °C ou menos, podem inativar os cistos. O aquecimento a 50 °C por 10
minutos ou a 60 °C por 4 minutos ndo ¢ suficiente para eliminar os cistos, porém o
aquecimento a temperaturas de 67 °C ou mais tem sido reconhecido como uma maneira
segura de inativar os cistos presentes na carne (16,17). O oocisto, produto da fase sexuada
do T. gondii que ocorre em membros da familia Felidae, ¢ eliminado na forma ndo
esporulada (ndo infectante) no ambiente, juntamente com as fezes desses animais. Durante
a infec¢do aguda, milhares de oocistos podem ser eliminados. O periodo de esporulacio
pode variar de 3 a 21 dias, dependendo do grau de aeragdo, temperatura e umidade do
ambiente. Apos a esporulacdo, os oocistos, medindo cerca de 11 a 14 um de didmetro e
abrigando oito esporozoitos em seu interior, tornam-se infectantes (18). O oocisto
esporulado pode resistir a acdo de enzimas digestivas e tolerar variagdes ambientais
diversas, podendo manter-se infectante por 18 meses no solo em temperaturas entre -20 °C
a 35 °C (19), e até 410 dias em agua em temperaturas entre -6 °C a 39 °C (20). O
congelamento pode ndo ser suficiente para matar o oocisto, que pode sobreviver por 28 dias
a temperatura constante de -21°C (21). Esta forma do parasito resiste também a agentes
quimicos, como acido sulfurico a 2% e dicromato de potéassio a 2,5% por varios anos a
4 °C, além de solugdes detergentes e desinfetantes, como hipoclorito de sodio a 5,25% (22).
Porém, o oocisto ¢ sensivel a radiagdo gama, atualmente muito utilizada para sua inativagao

em frutas e vegetais (23,24).

O ciclo de vida do 7. gondii é heteroxeno facultativo. Seus hospedeiros
intermediarios incluem aves e mamiferos e seus hospedeiros definitivos sdo membros da
familia Felidae, cujo representante mais importante na transmissdo da doenga para a

espécie humana € o gato (Fellis catus) (14).
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Os hospedeiros intermediarios e definitivos podem ser infectados pela ingestao
de cistos ou oocistos. Nos hospedeiros intermediarios, incluindo os felideos, o parasito
realiza seu ciclo sexuado, em que os taquizoitos apos infectarem as células hospedeiras, se
multiplicam por repetidos processos de endodiogenia, que acarretam na ruptura celular com
liberacao de parasitos que se disseminam pela corrente sanguinea e infectam inumeras
células de diferentes tipos. A multiplicagdo do parasito, com consequente destruigdao
celular, ocorre até o desenvolvimento da imunidade humoral e celular, resultando na
formagdo de cistos, onde os bradizoitos se multiplicam lentamente por endodiogenia
(12,25). Os cistos podem persistir por toda a vida do hospedeiro, entretanto acredita-se que
estes se rompam periodicamente, com a transformacdo de bradizoitos em taquizoitos que
infectam novas células e formam novos cistos (3,13,25).

Quando o hospedeiro definitivo ¢ infectado pela ingestdo de cistos ou oocistos,
os bradizoitos ou esporozoitos liberados no tubo gastrointestinal se transformam em
taquizoitos que infectam as células da mucosa géstrica e se multiplicam inicialmente pelo
processo assexuado anteriormente mencionado. No interior de células do epitélio intestinal
desses hospedeiros, ocorre a gametogonia com diferenciacdo de taquizoitos em gametas
femininos e masculinos, que se fundem formando oocistos. Apos o rompimento das células
enteroepiteliais os oocistos alcangam a luz intestinal e sdo eliminados no ambiente junto
com as fezes dos animais infectados. No ambiente, o esporonte contido no oocisto divide-se
em dois corpos arredondados chamados esporoblastos, que tornam-se alongados formando

0s esporocistos, 0s quais abrigam quatro esporozoitos cada (14).

A infeccdo congénita foi a primeira forma de transmissao do 7. gondii
reconhecida (6). Esta acontece principalmente no curso de uma infec¢ao aguda primaria na
gestante e como passo fundamental para ocorréncia da transmissdao vertical, os parasitos
precisam multiplicar-se no interior de células placentarias e atingir a circulagao fetal (3,26).
Alguns poucos casos de transmissdo congénita, resultantes de reinfec¢ao ou reativagdo da
infeccdo latente durante a gestacdo, sao também descritos na literatura (3,27,28).

A infeccdo toxoplasmica € geralmente adquirida por meio da ingestao de cistos,
presentes em carne crua ou mal cozida de animais infectados pelo 7. gondii, ou de oocistos
presentes no solo, agua e vegetais contaminados (12,14,25). A ingestao de dgua ndo filtrada

tem sido responsavel por varios surtos de toxoplasmose, inclusive no Brasil (29,30,31).
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O contato com solo contaminado por oocistos de 7. gondii sem a protecao de luvas,
principalmente em préaticas de jardinagem e limpeza de recipientes onde os gatos eliminam
suas fezes, também sao fatores de risco importantes para a infec¢ao toxoplasmica (32).

Viarios trabalhos relataram o isolamento do 7. gondii em leite de animais
experimentalmente infectados, como camundongos (33), caes, gatos, cabras (34), cobaias,
coelhos, carneiros (35) e também em colostro de vacas e porcos naturalmente infectados
(36,37). Embora o T. gondii tenha sido isolado de leite humano (38), a transmissao por
amamentacao nao tem sido demonstrada na espécie humana (3). Leite ndo pasteurizado,
especialmente de cabra, ja foi implicado como veiculo de transmissao do 7. gondii (39,40),
sendo a pasteurizagdo comprovadamente importante para a destruicdo de todas as formas
do parasito (23).

Em pacientes transplantados a infec¢do primaria pode ser adquirida quando um
receptor soronegativo para o 7. gondii recebe 6rgaos solidos ou medula 6ssea de um doador
soropositivo para o parasito (25,41,42). A transmissao da infec¢ao toxoplasmica via doagao
de sangue ou leucocitos ¢ raramente descrita (43,44), e alguns casos de infecgodes
decorrentes de acidentes laboratoriais, em profissionais que manipulam agulhas, laminas e

animais infectados, tém sido registrados na literatura (45-47).

Em pessoas imunocompetentes, na maioria dos casos, a infec¢ao pelo 7. gondii
¢ assintomdtica. Em torno de 10% dos pacientes, ocorrem sintomas inespecificos como
febre, mal-estar, mialgia, dor de garganta e dor de cabega que podem estar associados ou
nao a linfoadenopatia (48-50). Miocardite, polimiosite, hepatite, pneumonia e encefalite sao
manifestagdes dificilmente observadas em pessoas imunocompetentes (3,49). Em raros
casos, as infeccdes com cepas virulentas podem causar doenga grave e fatal mesmo em
individuos imunocompetentes (29,51).

A toxoplasmose ocular pode ocorrer como uma manifestacao tardia da infec¢ao
congénita ou no curso da infeccdo aguda adquirida (49,52,53). A replicacdo desses
parasitos na retina pode induzir necrose e inflamacao, causando sintomas como dor,
fotofobia e perda de visdo. Em um nimero significativo de pacientes, a toxoplasmose
ocular ocorre em diversos episodios recorrentes (50).

A toxoplasmose congénita pode ser assintomadtica ao nascimento ou causar uma

variedade de manifestagdes clinicas na crianca, como hidrocefalia, microcefalia,
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calcificagdes cerebrais, corioretinite, cegueira, epilepsia, retardo motor, retardo mental e
anemia (50,54,55). Sequelas de atraso neuroldgico, incluindo baixo QI, desenvolvimento
psicomotor retardado e surdez neurosensorial, também tém sido demonstradas em criangas
que foram expostas ao 7. gondii no utero, mesmo entre aquelas com infecgdo subclinica
durante o periodo neonatal (56,57).

Em pacientes imunocomprometidos, com ou sem a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), a toxoplasmose quase sempre ocorre como resultado
da reativacdo de uma infecgdo latente, sendo o sistema nervoso central (SNC) o sitio mais
afetado. A neurotoxoplasmose ¢ considerada uma das complica¢des mais graves, podendo
levar a dbito se ndo tratada rapidamente apos o aparecimento dos sintomas (58, 59, 60).
Geralmente, suas manifestagdes clinicas sdo dor de cabeca bilateral intensa e persistente,
alteracdes do estado mental com alucina¢des, déficit motor, distirbios do nervo cranial,
anormalidades sensoriais, desordens de movimento e, mais frequentemente, hemiparesia e
disturbios de fala (49,61,62). Além do comprometimento do SNC, esses pacientes também
podem apresentar corioretinite, pneumonite, miocardite, bem como doenca disseminada

(3,49).

A resposta imune contra o 7. gondii ¢ mediada por mecanismos da imunidade
inata, celular e humoral. A primeira linha de defesa contra o parasito ¢ realizada por
mecanismos da imunidade inata. Apos a ingestdo de cistos ou oocistos, os bradizoitos ou
esporozoitos sdo liberados no intestino delgado e invadem ativamente os enterdcitos. As
células infectadas secretam moléculas citotoxicas como Oxido nitrico e também
quimiocinas que atraem as c€lulas fagociticas, como macrofagos e células dendriticas (63).
Essas células, além de apresentarem os antigenos do 7. gondii aos linfocitos T, secretam
IL-12, interleucina capaz de estimular a produ¢do de interferon-y (INF-y) pelas células
natural killer (NK), linfocitos T CD4+ e T CD8+. O INF-y ¢é capaz de estimular a atividade
fagocitica dos macréfagos resultando na morte dos parasitos fagocitados. A IL-12 ¢
também capaz de ativar as células NK e os linfocitos T CD8+, aumentando sua atividade
citolitica sobre as células do hospedeiro infectadas pelo parasito (64). Os anticorpos
especificos também contribuem para a protecdo na infec¢do pelo 7. gondii. A espécie
humana possui cinco classes de imunoglobulinas, IgM, IgA, IgG, IgD e IgE. As classes IgA

e IgG sdo constituidas, respectivamente, por duas (IgA; e IgA;) e quatro subclasses (IgGj,
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IgG,, IgG; e IgGy). Em pessoas adultas sadias, a IgG; ¢ a imunoglobulina com maior
concentragdo sérica (5-12 g/l), seguida pela IgG, (2-6 g/l), IgA; (0,5-2 g/l), IgM
(0,5-1,5 g/1), IgG; (0,5-1,0 g/1), IgGq4 (0,2-1,0 g/1), IgA, (0-0,2 g/1), IgD (0-0,4 g/1) e IgE (0-
0,002 g/1) (65). A meia-vida das imunoglobulinas IgM, IgA, IgA,, 1gG, 1gG,, 1gG3, IgGy,
IgD e IgE ¢, respectivamente, aproximadamente de 5, 6, 6, 23, 23, 16, 23, 3 e 2 dias (66).

A resposta imune humoral contra o 7. gondii se desenvolve durante a
parasitemia na infec¢do aguda e ¢ direcionada principalmente contra os taquizoitos. A
producao de anticorpos IgM ¢ observada em até dez dias apos a infecgdo, com rapida
elevagdo, alcancando niveis maximos por volta da quarta semana (67). Esses anticorpos sao
capazes de ativar o sistema complemento que promove a destrui¢do do parasito. Os
anticorpos da classe IgG, principal classe de imunoglobulina envolvida na resposta imune
humoral contra o T. gondii (68), geralmente aparecem depois dos anticorpos IgM, entre a
segunda e quarta semana apoés a infecgdo, e permanecem detectaveis durante muitos anos,
possivelmente por toda a vida do hospedeiro (67,69). Esses anticorpos apresentam também
funcdes efetoras importantes, como a facilitacdo da fagocitose pela opsonizacdo dos
parasitos, a ativacao do sistema complemento e a citotoxidade mediada por células
dependente de anticorpo. As subclasses da IgG apresentam diferentes atividades efetoras e
podem estar associadas com processos patoldgicos distintos (70). Embora haja poucos
relatos sobre a pesquisa das diferentes subclasses de anticorpos IgG na infec¢do pelo 7.
gondii, as investigacdes realizadas em humanos mostram dados concordantes quanto ao
predominio da resposta de IgG; anti-T. gondii independentemente da populacdo estudada
(imunocompetentes, imunocomprometidos e gestantes) e da fase da infeccdo (aguda ou
latente) (71-74). Tais pesquisas, no entanto, divergem em relagdo a presenca das demais
subclasses. Derouin et al. (71) e Huskinson et al. (72) demonstraram o grande predominio
de anticorpos IgG;, com baixas concentracdes de IgG, e IgG; e ocasional detecg¢ao de I1gGa.
Contudo, Ee et al. (73) mostraram a IgG; como subclasse dominante, com baixa mas
significante presenca de IgG; e IgGy, enquanto que a IgG; ndo foi detectada. Em amostras
de gestantes, Cafiedo-Solares et al. (74) detectaram maior ocorréncia de IgG;, seguido por
IgG4 e IgGy,, e auséncia de IgGs, Os anticorpos IgA, produzidos também durante a infec¢ao
aguda, sdo capazes de promover a citotoxidade celular mediada por anticorpos, por meio de

ativacdo de neutrdfilos que apresentam receptores para este anticorpo (70). Os anticorpos
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IgA sdo encontrados principalmente nas secre¢cdes mucosas e embora suas func¢des efetoras
sejam pouco estudadas na resposta imune contra o 7. gondii em humanos, os estudos in
vitro mostram uma reduc¢do de 50-75% na infeccdo de enterdcitos por taquizoitos na
presenca de IgA secretoria (50,75), indicando que esses anticorpos atuam como uma
importante barreira da infec¢do pelo parasito. Os anticorpos IgE t€m sido detectados na
infeccdo pelo 7. gondii, porém, seu papel na imunidade contra esse protozoario ainda nao ¢
claro (76,77). Nao ha, até o presente momento, relato da pesquisa de anticorpos IgD na

infec¢ao toxoplasmica.

O diagnéstico laboratorial da infec¢do pelo 7. gondii pode ser feito por testes
sorologicos, pesquisa de DNA por meio de técnicas de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), demonstragdo histolégica do parasito e/ou seus antigenos ou isolamento do parasito
de amostras bioldgicas suspeitas pela inoculagdo em animais de laboratério ou em cultura
de células (3). Em virtude de maior simplicidade técnica, tradicionalmente o diagnostico da
toxoplasmose tem se baseado na pesquisa de anticorpos especificos anti- 7. gondii (78).

Em 1948, Sabin e Feldman (8) desenvolveram o primeiro teste soroldgico para
o diagnodstico da toxoplasmose (teste do corante), que se baseia na detec¢do de anticorpos
especificos utilizando-se parasitos vivos como preparacao antigénica. Embora ndo permita
distinguir a classe de anticorpo, essa rea¢dao ainda hoje ¢ utilizada como padrao-ouro em
laboratdrios de referéncia, em funcdo da sua alta sensibilidade e especificidade (25,79). Em
1964, Camargo desenvolveu o teste de imunofluorescéncia indireta (IFI), com resultados
comparaveis ao teste do corante, que permite efetuar a identificagdo das diferentes classes
de anticorpos, empregando-se suspensdes de parasitos integros fixados em laminas de
microscopia (80). A partir da década de 70, foram desenvolvidos testes imunoenzimaticos,
utilizando-se preparagdes antigénicas do Toxoplasma fixadas em superficies plasticas
inertes, com sensibilidade e especificidade superiores as das reacdes de IFI (81,82).

O diagnéstico da infecgdo toxoplasmica adquirida ¢ ainda baseado na deteccao
de anticorpos especificos, utilizando-se os seguintes critérios soroldgicos: soroconversao,
deteccdo de anticorpos IgM, detec¢do de aumento de titulos de anticorpos especificos
(usualmente IgG) e determinacdo da avidez dos anticorpos IgG. A soroconversdo (o critério
mais confidvel) e a detec¢do do aumento da concentracdo de anticorpos especificos

dificilmente sao observadas (83,84). A detecg¢ao de anticorpos IgM tem sido muito utilizada
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para o diagnostico da infec¢do recente, uma vez que esses anticorpos sdo produzidos no
inicio da infec¢do e na maioria dos pacientes tornam-se indetectaveis dentro de poucos
meses (69). Entretanto, alguns fatores podem dificultar a interpretacao dos resultados da
pesquisa positiva de IgM, como a persisténcia desses anticorpos em algumas pessoas
durante meses ou mesmo anos ap6s o inicio da infeccdo (85,86), a ocorréncia de reagdes
falso-positivas (87,88) e a possibilidade de deteccdo da IgM em pacientes com reativacao
da infecgdo ou reinfeccdo (89). Em pacientes com IgM e IgG positiva, a determinacao da
avidez dos anticorpos IgG pode ser importante para distinguir entre infeccdo recente e de
longa duragdo, especialmente em gestantes, quando o teste € realizado no primeiro trimestre
de gestagdo (90). A detecgdo dos anticorpos IgA anti-T. gondii tem sido considerada por
alguns autores como marcador de infec¢do recente (91,92). No entanto, alguns trabalhos
mostram que esses anticorpos podem nao ser detectados em alguns adultos com infeccao
aguda, ou quando s3o detectados podem persistir por um periodo de tempo muito variavel,
muitas vezes igual ou superior ao dos anticorpos da classe IgM, razdo pela qual apresenta
pouco valor no diagndstico de infeccdo aguda em adultos (84,85,93). Em recém-nascidos, a
detec¢dao de IgM e IgA, geralmente, indica a ocorréncia de infeccdo congénita, visto que
essas classes de anticorpos ndo sdo capazes de atravessar a placenta; entretanto a sua
auséncia ndo descarta a possibilidade de transmissao do 7. gondii para o feto. O diagnostico
de certeza ¢ obtido pela comprovagdo da manutengdo ou elevacdo dos titulos de anticorpos
IgG na crianga ap6s o nascimento (3). Os anticorpos IgE sdo encontrados com menor
frequéncia dos que os anticorpos IgM e IgA, apresentando valor diagnostico mais limitado
(49,94,95).

O diagnostico definitivo da neurotoxoplasmose requer a demonstracdo do
parasito em amostras cerebrais obtidas por bidpsia, mas este método, além de ndo
apresentar boa sensibilidade, estd associado com significante morbidade e mortalidade
(96,97). Na pratica clinica, o diagnostico presuntivo da neurotoxoplasmose em pacientes
com contagem de células T CD4+ <200 células/ul se baseia em resultados positivos nos
testes sorologicos para o 7. gondii, em sinais e sintomas clinicos sugestivos de disfun¢ao do
SNC e na presenga de lesdes sugestivas no cérebro, detectadas por tomografia

computadorizada (TC) ou ressonancia magnética (RM) (98-100).
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Diversos trabalhos tém relatado a utilizagcdo da técnica de PCR na confirmacgao
diagnodstica da neurotoxoplasmose, pela deteccdo de DNA do 7. gondii em amostras
biologicas, como sangue ¢ LCR. Entretanto, diferentes variacdes da técnica tém sido
empregadas, como a amplifica¢ao de diferentes regides do DNA do parasito e a extragdo do
material nucléico com varios reagentes e procedimentos comerciais € ndo comerciais (101).
Desta maneira, embora a PCR seja uma importante ferramenta para confirmacao
diagnostica da neurotoxoplasmose, o fato de ndo haver um consenso ou padronizagao dos
diferentes procedimentos e alvos existentes, t€m gerado resultados discordantes entre os

laboratorios.

O T. gondii é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e alcangar o
cérebro por meio de células dendriticas e/ou macrofagos infectados (102). Os taquizoitos
podem infectar diferentes tipos de células nervosas, como neurdnios, astrocitos e células da
micréglia no cérebro e células de Purkinje no cerebelo. A proliferacdo intracerebral do
parasito ocorre facilmente em neurdnios e astrocitos, enquanto as células da microglia
ativadas impedem a sua replicacdo de forma eficiente, limitando a sua proliferagao no SNC.
Essas células também induzem a producao de diversas citocinas que promovem ou
suprimem a resposta inflamatoéria (102-104).

Os efeitos da infecgdo pelo 7. gondii nas células do cérebro podem ser quase
imediatos. Analises de expressdo génica utilizando microarrays de DNA em fibroblastos
humanos infectados pelo 7. gondii evidenciam que durante as duas primeiras horas de
infec¢ao, menos de 1% de todos os genes mostram aumento significativo na quantidade de
material transcrito. Dos 63 genes conhecidos nesse grupo, 27 (43%) sdo responsaveis pela
codificacdo de proteinas associadas com a resposta imune. Esses genes sdo também
regulados por fatores soluveis dos parasitos extracelulares, indicando que a resposta
precoce contra o 7. gondii ndo requer invasdo celular (105). Taquizoitos intracelulares
podem também manipular os diversos sinais € mecanismos de transducao envolvidos com
apoptose (106,107), fungdes efetoras antimicrobianas (108) e influenciar na maturacao das
células imunes (109). Aproximadamente 10 dias apds a infecgdo, os taquizoitos se
convertem em bradizoitos. Essas formas resistentes sdo capazes de escapar do sistema

imune do hospedeiro, assim como da maioria dos agentes terapéuticos (103,105,110). Os
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estudos de microscopia eletronica de cérebro de camundongos cronicamente infectados
mostraram que a maioria dos cistos do parasito estd localizada em neurénios (103,111).
Durante a infec¢ao latente, os bradizoitos se dividem lentamente dentro dos
cistos, podendo manter-se em estado de laténcia durante toda a vida do hospedeiro. No
entanto, estados de imunossupressdo podem acarretar a reativagdo desses cistos, com a
conversao de bradizoitos em taquizoitos, que pode resultar em neurotoxoplasmose, um
grave problema para pacientes imunocomprometidos (112,113). Os danos causados por esta
doenga compreendem focos de necrose cerebral, particularmente no talamo (114) e nédulos
microgliais (115). A presenca de abscessos ¢ manifestagdo caracteristica em pacientes com

imunossupressao grave, especialmente naqueles com SIDA (49,115).

Outro aspecto que tem chamado atengdo sobre o efeito da infeccdo pelo T.
gondii no cérebro diz respeito a alteracdes comportamentais. Alguns pesquisadores tém
mostrado que o 7. gondii ¢ um bom exemplo de parasito manipulador, com a sua
transmissao facilitada pela sua habilidade de modificar o comportamento do hospedeiro. Os
estudos realizados em roedores demonstraram que os animais nao infectados apresentam
aversdo inata a odores felinos, enquanto que em animais infectados a percep¢do cognitiva
do risco predatorio pelos gatos ¢ sutilmente e especificamente alterada, transformando a
aversao em atragao suicida (116,117). Estudos recentes evidenciam que o 7. gondii altera as
atividades neurais em areas limbicas do cérebro associadas com a atra¢do sexual, quando os
roedores sdo expostos a odor de urina de gato, o que faz com que a resposta de medo seja
inibida (118). As pesquisas realizadas em humanos sugerem que a infec¢do latente pelo 7.
gondii pode alterar também o comportamento do hospedeiro, influenciando as habilidades
psicomotoras e a personalidade (119-121). Consistente com a possivel reducdo na atividade
psicomotora, os individuos com toxoplasmose latente tém 2,65 vezes mais risco de se
envolver em acidentes de carro do que a populacdo geral (122-124). Os estudos
epidemioldgicos, comportamentais € neuroquimicos tém sugerido também a existéncia de
uma associagdo entre esquizofrenia e infec¢ao pelo 7. gondii (125).

Alguns pesquisadores consideram a esquizofrenia como sendo um disturbio
neurodesenvolvimental, em que o dano neuroldégico primdrio ocorre durante o
desenvolvimento fetal (126,127), e embora a etiologia desse transtorno psiquiatrico seja

ainda desconhecida, acredita-se que fatores genéticos e ambientais estejam envolvidos
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(57,128-130). Entre os fatores ambientais suspeitos de envolvimento no aparecimento da
esquizofrenia, estd a exposicdo aos agentes patogé€nicos, principalmente a exposicao
precoce ainda no utero. Brown et al. (57) sugeriram que a exposi¢cdo materna ao 7. gondii
aumenta o risco de esquizofrenia em seus descendentes.

Virios trabalhos tém mostrado que pacientes com esquizofrenia apresentam
prevaléncia e/ou concentragdes séricas de IgG anti-T. gondii significativamente maiores do
que o grupo controle (122,131). Torrey e Yolken (132) verificaram que os individuos com
esquizofrenia apresentaram maior exposicao a gatos na infancia em comparagdo ao grupo
controle. Os pacientes com SIDA com neurotoxoplasmose geralmente desenvolvem
sintomas psiquiatricos como delirios e alucinagdes, que podem ser confundidos com
esquizofrenia (122). Outra evidéncia que associa a esquizofrenia a toxoplasmose ¢ o fato de
drogas antipsicoticas conhecidas por serem efetivas na esquizofrenia também apresentam
acdo inibitéria contra o 7. gondii (130,133). Entre as hipoteses que associam o 7. gondii
como possiveis agentes etiologicos envolvidos no aparecimento da esquizofrenia, estdo a
acdo direta do parasito sobre o SNC e a agdo do sistema imune frente a infecgao,
caracterizada pela produgdo de citocinas pré-inflamatorias ou indugao de 6xido nitrico, que
no cérebro pode levar a uma disfunc¢do neural e comportamental, além do fato de estudos
experimentais mostrarem que determinadas citocinas ou mesmo o 7. gondii podem causar
alteracdes no nivel de certos neurotransmissores envolvidos nesse transtorno mental (134).

Outros transtornos mentais conhecidos como transtornos do humor sao
classificados de acordo com a natureza e a gravidade dos sintomas durante cada episodio e
pelo curso da doenca (135,136). Existe uma distincdo fundamental entre transtorno
depressivo recorrente (caracterizado por episoddios de depressdo) e transtorno afetivo
bipolar (caracterizado por episddios maniacos, hipomaniacos ou mistos, alternados ou nado
com episddios depressivos) (136). A etiologia dos transtornos do humor estd também
associada com uma série de fatores biologicos, genéticos e psicossociais (135).
Diferentemente da esquizofrenia, existem muito poucos estudos com dados sugestivos da
associacdo entre toxoplasmose e transtornos do humor (137,138).

Apesar de inumeros trabalhos publicados desde a década de 50 que associam a
infeccdo pelo 7. gondii aos transtornos mentais, especialmente esquizofrenia, ainda ndo

existem estudos sobre essa associagao na populagdo brasileira.
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L.

Avaliar as técnicas de nPCR e PCRc para a pesquisa de DNA do 7. gondii em amostras

de LCR de pacientes com neurotoxoplasmose.

Pesquisar anticorpos IgGy, IgG,, 1gGs e 1gGy anti-T. gondii em amostras de LCR de
pacientes com neurotoxoplasmose, por meio de ELISA padronizada com uma

preparacdo antigénica de cistos do parasito.

Avaliar a prevaléncia e a concentragdo de anticorpos anti-7'. gondii em amostras de soro

de pacientes com esquizofrenia e transtornos do humor.

Objetivos
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3.1- Pacientes e amostras

Para a pesquisa de DNA do T. gondii foram testadas amostras de LCR de nove
pacientes com neurotoxoplasmose (sete homens e duas mulheres, idades entre 20 e 48 anos)
e cinco pacientes com outras desordens neurologicas (dois com neurocriptococose, dois
com neurosifilis € um com neurocisticercose) soronegativos para o 7. gondii. Dos nove
pacientes com neurotoxoplasmose, oito eram soropositivos para o HIV e apresentavam
pesquisa de IgG anti-T. gondii positiva no soro. O diagnostico de neurotoxoplasmose nestes
pacientes foi baseado na presenca de sintomas neuroldgicos e/ou clinicos, lesdes sugestivas
da doenca evidenciadas por exames de TC e/ou RM, aliados a melhora clinica apds
tratamento. O paciente soronegativo para HIV tinha diagndstico de toxoplasmose aguda
(IgM e IgG anti-T. gondii positivas no soro, com baixa avidez da IgG) com envolvimento
do SNC e melhora dos sintomas apos tratamento antiparasitario. Os dados clinicos dos
pacientes foram obtidos pela pesquisa de seus registros clinicos.

As técnicas de nPCR e PCRc foram também testadas em amostras artificiais
contendo diferentes concentragdes de taquizoitos. A concentracdo de parasitos foi
determinada por contagem em cdmara de Neubauer e os padrdes foram preparados
efetuando-se dilui¢des com solucdo salina tamponada com fosfatos 0,15 M, pH= 7,2 (SST)

Para a pesquisa das subclasses da IgG, foram analisadas amostras de LCR de 19
pacientes [15 homens e quatro mulheres, idades entre 19 e 58 anos (média 35,2 anos)] com
diagnostico de neurotoxoplasmose (16 com SIDA, um receptor de transplante renal, um
com linfoma de Burkitt € um com toxoplasmose aguda com envolvimento cerebral). As
amostras de LCR de todos os pacientes eram positivas para anticorpo IgG anti-7. gondii por
ELISA, utilizando uma preparagdo antigénica de cistos do parasito. Nove pacientes
apresentavam PCR positiva para o 7. gondii. Vinte e cinco amostras de LCR de pacientes
com outras desordens neurologicas [esclerose multipla (n=11), neurocisticercose (n=5),
neurosifilis (n=3), neurocriptococose (n=3) e meningite (n=3)] foram utilizadas como
controle.

Para a pesquisa de anticorpos anti-7. gondii em pacientes com transtornos
mentais foram analisadas amostras de soro de 41 pacientes com esquizofrenia (28 homens e
13 mulheres, idades entre 15 e 69 anos, média-32,7 anos), 38 amostras de soro de pacientes

com transtornos do humor (15 homens e 23 mulheres, idades entre 15 e 76 anos, média
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44,8 anos) [incluindo transtorno bipolar (n=24) e transtorno depressivo (n=14)] e 95
amostras de soro de voluntarios sadios (estudantes universitarios e profissionais atuantes de
diferentes niveis de escolaridade da cidade de Campinas, SP, Brasil, sendo 47 homens e 48
mulheres, idades entre 15 e 77 anos, média 38,2 anos). Os pacientes com transtornos
mentais eram acompanhados regularmente no ambulatério de Psiquiatria do Hospital de
Clinicas da UNICAMP e preenchiam os critérios diagnodsticos definidos pelo DSM-IV.
Todos os participantes da pesquisa receberam um questionario em que responderam sim ou
ndo as seguintes perguntas: convivio com gatos, habito de comer carne crua ou mal cozida
e contato com o solo.

Todos os pacientes incluidos no presente trabalho foram atendidos no Hospital
de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, Sdo Paulo,
Brasil. Foram somente utilizadas amostras de LCR com volume suficiente para avaliagao
das técnicas nPCR e PCRc e para a detec¢do da IgG e suas subclasses, apds a realizacao
dos exames laboratoriais solicitados. A participagdo dos pacientes e dos individuos do
grupo controle foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Médicas da UNICAMP.
3.2- Extracao de DNA

As amostras de LCR dos pacientes e as amostras artificiais foram centrifugadas
a 18.000 x g por 30 min, a 4 °C, sendo o precipitado ressuspendido em 50 pl de agua
deionizada estéril e submetido a aquecimento a 94 °C, por 15 min, sob agitagdo continua
em agitador térmico Thermomixer® (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), para efetuar a lise
total das células. Apos esse procedimento, as amostras foram analisadas pelas técnicas de
PCR. Para a preparagdo das amostras artificiais e controles positivos foram utilizados
taquizoitos da cepa RH, gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Heitor Franco de Andrade
Junior (Laboratério de Protozoologia, Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo,
Universidade de Sao Paulo). A concentragdo de DNA extraido foi determinada a 260 nm

em espectrofotometro NanoDrop® 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, EUA).
3.3- Técnicas de PCR

A nPCR foi realizada utilizando dois pares de iniciadores para o gene B1 do 7.

gondii (139). Os iniciadores externos 5’-GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3’ (posicao
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694-714) e 5’-TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3’ (posicdo 887-868) foram empregados
para amplificacdo de um fragmento de 194-pb e os iniciadores internos 5’-TGCA-
TAGGTTGCAGTCACTG-3" (posicao757-776) e 5’-GGCGACCAATCTGCGAATAC-
ACC-3’ (posicdo 853-831), para amplificagdo de um fragmento de 97-pb. A primeira
amplificacdo foi realizada em 50 pl de solucdo de reacdo [10 mM de Tris-HCI, 1,5 uM de
MgCl,, 100 uM de dNTP, 0,5 U de Tag DNA polimerase (Fermentas Inc., Vilnius,
Lituania)], contendo 0,1 uM de cada iniciador externo (Prodimol, Belo Horizonte, Brasil) e
10 ul do DNA. As condigdes da reagdo foram: 5 min a 93 °C seguidos por 35 ciclos de 1
min a 93 °C, 1 min a 55 °C ¢ 2 min a 72 °C e uma extensdo final de 7 min a 72 °C. A
segunda amplificacdo foi realizada com volume final de 25 pl da solugdo de reagdo, usando
iniciadores internos e 0,5 pnl do produto da primeira amplificagdo como alvo. As condigdes
da reagdo foram: 5 min a 94 °C seguidos por 35 ciclos de 1 mina 94 °C,45sa 58 °C e 1:30
min a 72 °C e uma extensio final de 7 min a 72 °C. Ambas as rea¢des foram realizadas em
termociclador PTC-200 (MJ Research, Watertown, EUA).

A PCRc foi realizada utilizando um par de iniciadores para outra sequéncia do
gene Bl do T. gondii, conhecidos como B22: 5’-AACGGGCGAGTAGCAC-
CTGAGGAGA-3" (posicao 1793-1817) e B23: 5’- TGGGTCTACGTCGATGGCA-
TGACAAC-3’ (posi¢ao 1907-1881) que amplifica um fragmento de 115-pb (140). A
amplificacdo foi realizada em um volume final de 50 pl da solugao de reacdo contendo 0,4
UM de cada iniciador (Prodimol, Belo Horizonte, Brasil), 10 mM de Tris-HCI, 1,5 uM de
MgCl,, 100 uM de ANTP, 1 U de Tag DNA polimerase (Fermentas Inc., Vilnius, Lituania)
e 5 ul de DNA. As condig¢des da reagdo foram: 5 min a 95 °C seguidos por 45 ciclos de 30 s
a94 °C, 30 sa58°, 1 mina 72 °C e uma extensdo final de 7 min a 72 °C em
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

Em cada reacdo foram incluidos dois controles negativos (dgua estéril e amostra
de LCR negativa para o 7. gondii) e um controle positivo para o DNA do T. gondii. O
produto final de cada reacdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 2%
contendo 0,01% de brometo etidio. Os fragmentos foram visualizados em transiluminador

UV (Kodak, Rochester, EUA).
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3.4- Obtencao da preparacio antigénica de 7. gondii para reacoes de ELISA

Os cistos do 7. gondii foram isolados de cérebros de camundongos previamente
inoculados com cistos da cepa P do parasito, por centrifugacdo em solucao de Dextran a
20% (141). Apos lavagem com SST, a suspensdo contendo cistos foi sonicada (Branson
Sonifier, Ultrasonics, Danbury, EUA), em banho de gelo, utilizando poténcia 2, pulso de
20%, por 3 min. Os inibidores de protease, fluoreto de metil-fenil-sulfonil e leupeptina,
foram adicionados ao material sonicado de modo a se obter concentragoes finais de 0,0025
mM e 5 mM, respectivamente. Apds agitagao por 2 horas em banho de gelo e centrifugacao
a 10.000x g por 30 min, a 4 °C, o sobrenadante foi separado, aliquotado ¢ estocado a -20 °C
at¢ o momento do uso. A concentragdo de proteina da preparacdo antigénica foi
determinada pela técnica de Bradford (142), utilizando kit comercial (Ensaio de Proteinas

de Bradford, BioAgency, Sao Paulo, Brasil).
3.5- ELISA para deteccao de anticorpos das subclasses da IgG

As placas de ELISA de 96 cavidades de fundo em U (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Austria) foram sensibilizadas com a preparagio antigénica diluida a 1 pug de
proteina/ml em tampao carbonato/bicarbonato 0,1 M pH=9,5, por incubagao durante 1 hora
a temperatura ambiente (TA) e 16 horas a 4 °C. Apds trés lavagens das cavidades das
placas com SST contendo 0,1% de Tween 20 (SST-T), 100 ul de SST-T contendo 0,1% de
albumina sérica bovina (SST-T-ASB) foram adicionados as cavidades e as placas foram
incubadas por 30 min a TA. Apds lavagem das placas como ja descrito, 100 pl de cada
amostra de LCR diluida a 1:5 com SST-T foram adicionados em duplicata as cavidades e as
placas foram incubadas por 1 hora a TA. Apos lavagens com SST-T como ja descrito,
100 pl dos anticorpos monoclonais anti-IgG,, anti-IgG,, anti-IgGs; ou anti-IgG4 (Sigma, St.
Louis, EUA), diluidos a 1:750 com SST-T, foram adicionados as cavidades e as placas
incubadas por 1 hora a TA. Apds lavagem com SST-T como ja descrito, 100 pl do
conjugado (anticorpos IgG de cabra anti-IgG de camundongo marcados com peroxidase
(Sigma, St. Louis, EUA), diluido a 1:1000 com SST-T, foram adicionados as cavidades e as
placas incubadas por 1 hora a TA. Apoés a incubagdo, as cavidades foram lavadas como ja
descrito e nestas foram adicionados 100 pl do sistema substrato constituido de 0,42 mM de

3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina ¢ 1,42 mM de H,O, diluidos em tampao acetato de
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sodio/acido acético glacial 0,1 M, pH 5,5. Ap6s incubagdo, por 5 min, a TA, no escuro, as
reacdes foram interrompidas pela adi¢do de 50 ul de H,SO4 2N. Em todas as placas de
reacdo foram incluidos controles positivo € negativo. As absorbancias das reagdes foram
lidas a 450 nm em leitora de ELISA Multiskan MS (Labsystems, Helsinki, Finlandia) e as

médias das absorbancias das reagdes foram determinadas.

3.6- Pesquisa de anticorpos anti-7. gondii em amostras de soro de pacientes com

transtornos mentais e voluntarios sadios

A pesquisa de anticorpos IgM e IgG anti-T. gondii nas amostras de soro foi
realizada por meio do sistema automatizado VIDAS® (BioMeriéux, Marcy-1"Etoile,
Franga), seguindo as especificagdes do fabricante. Nesta metodologia, os resultados da
pesquisa de IgM sdo expressos em forma de indice, considerando-se positivos os valores >
0,65. Os resultados da pesquisa de IgG sao expressos em unidades internacionais (UI)/ml,
sendo os valores >8 Ul/ml considerados positivos. Nas amostras IgM positiva, foi realizado
o teste de avidez da IgG, utilizando-se o sistema automatizado VIDAS® (em que indice de
avidez >0,3 ¢ indicacao forte de infec¢ao adquirida ha mais de quatro meses). A pesquisa
de anticorpos IgA foi realizada por meio de kits comerciais ETI-TOXOK-A Reverse PLUS
(DiaSorin, Sallugia, Italia), de acordo com as especificacdes do fabricante. Neste teste,
padrdes séricos com concentragdes de anticorpos variando de 0 a 160 unidades arbitréarias
(UA)/ml sdo incluidos em cada ensaio. Os valores de IgA anti-T. gondii >20 UA/ml foram

considerados positivos.
3.7- Analise dos dados

Na pesquisa das subclasses da IgG, os valores de corte para as reagdes de
ELISA foram determinados pela curva ROC (Receiver Operator Characteristic) (143). A
comparagdo entre as sensibilidades e as médias aritméticas das absorbancias encontradas
nos ELISAs para cada subclasse de anticorpos foi feita, respectivamente, pelos testes de
Cochran (144,145) e ANOVA com transformacao por postos (146), sendo valores de
p<0,05 considerados significativos.

Nos pacientes com esquizofrenia, transtornos do humor e voluntarios sadios, a
comparagdo da prevaléncia dos anticorpos IgG, IgM e IgA e a relacdo nesses trés grupos
com as trés questdes formuladas (convivio com gato, ingestdo de carne crua ou mal passada

e contato com o solo) foram avaliadas pelo teste Qui-quadrado (145). A razdo de chances
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[Odds Ratio (OR)] com intervalo de confianca de 95% foi usada para estimar a intensidade
de associacdo entre as trés questdes formuladas nos trés grupos estudados (145). Para a
comparagdo das médias aritméticas das concentracdes de IgG e IgA encontradas em cada
grupo foi utilizado o teste ANOVA com transformacdo por postos, seguido pelo teste de
Tukey para localizagdo das diferencas (146).

As analises estatisticas foram feitas pelo programa SAS (Sistema de Analise

Estatistica) para Windows versao 9.2 (SAS Inc., Cary, EUA).

Material e Métodos
36



4- RESULTADOS
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4.1- Pesquisa de DNA do 7. gondii por nPCR e PCRc

Os resultados da pesquisa de DNA do 7. gondii por nPCR e PCRc nas amostras
de LCR de pacientes com neurotoxoplasmose sao apresentados na Tabela 1. Como pode ser
observado, a nPCR foi positiva nas amostras de todos os nove pacientes (100%), enquanto

a PCRc foi positiva somente em amostras de cinco pacientes (55,5%).

Tabela 1. Dados clinicos, resultados laboratoriais e de neuroimagem dos pacientes
com neurotoxoplasmose.

Presenca de

Paciente I(Si:de/ lesOes cerebrais Tg;agli t(:i(;les)L%llt: S N"élle)e:f};::as nPCR PCRc
por TC ou RM
1 41/M Sim AT 50 Positivo Positivo
2 34/F Sim AT 78 Positivo Positivo
3 25/M Sim AT 249 Positivo  Negativo
4 20/M Sim AT 169 Positivo Positivo
5 42/M Sim 3 ND Positivo  Negativo
6 39/M Sim 18 ND Positivo  Negativo
7 28/F Sim 1 28 Positivo Positivo
8 48/M Sim 2 10 Positivo Positivo
9% 47/M ND AT ND Positivo  Negativo

*paciente HIV negativo; ND = nio determinado; AT = auséncia de terapia; nPCR = nested-
PCR; PCRc = PCR convencional.

A nPCR e a PCRc foram negativas nas cinco amostras de LCR de pacientes
com outras desordens neuroldgicas (dois com neurocriptococose, dois com neurosifilis e
um neurocisticercose).

Os resultados da nPCR e PCRc em amostras artificiais contendo diferentes
concentragdes de taquizoitos mostraram que a nPCR foi capaz de detectar concentracdes de

parasitos dez vezes menores do que a PCRc.
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4.2- Pesquisa de anticorpos anti-7. gondii das subclasses da IgG em amostras de LCR

de pacientes com neurotoxoplasmose

As absorbancias obtidas nas reacdes de ELISA para a pesquisa de anticorpos
anti-7. gondii das subclasses da IgG nas amostras de LCR de 19 pacientes com
neurotoxoplasmose e de 25 pacientes com outras desordens neuroldgicas sao apresentados

na Figura 1.
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Figura 1. Resultado da pesquisa de anticorpos anti-7. gondii em amostras de LCR de
pacientes com neurotoxoplasmose (NT) e com outras desordens neurologicas (ODN).
Absss0nm = Absorbancia obtida a 450nm. (—) = média aritmética. Cut-off: 1gG, = 0,045;
IgG,=0,088; IgG;=0,092; IgG,= 0,044.

Os resultados das sensibilidades das reagdes ELISA para a deteccdo das quatro
subclasses da IgG, bem como as médias aritméticas das suas concentragdes, sao

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Pesquisa das subclasses da IgG anti-7. gondii por ELISA em
amostras de LCR de pacientes com neurotoxoplasmose.

Subclasses de IgG Sensibilidade (%) X AbS4s50nm (min. — max.)
IgG, 16/19 (84,2) 0,163 (0-0,80)
IgG, 14/19 (73,7) 0,264 (0,04-0,90)
IgG; 7/19 (36,8) 0,074 (0-0,24)
IgGy4 7/19 (36,8) 0,041 (0-0,09)

X = média aritmética; Abs = absorbancia; min = minima; max = maxima.

A pesquisa de anticorpos IgGi, 1gG,, IgGs e IgGy anti-T. gondii foi positiva,
respectivamente, em 16 (84,2%), 14 (73,7%), 7 (36,8%) e 7 (36,8%) pacientes. Nao foram
encontradas diferencas significativas entre as sensibilidades e as médias aritméticas das
absorbancias das reagdes ELISA IgG; e ELISA IgG,, enquanto que as sensibilidades e as
médias aritméticas das absorbancias dessas duas reagdes foram significativamente maiores
do que as encontradas nas reagdes ELISA IgG; e ELISA IgGy4 (p = 0,0042 ¢ p < 0,0001,
respectivamente). As reacdes ELISA IgGs e ELISA IgGs apresentaram a mesma
sensibilidade, entretanto a média aritmética da absorbancia da rea¢do ELISA IgGs; foi

significativamente maior do que a da reagdo ELISA IgGy (p <0,0001).

4.3- Pesquisa de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-7. gondii em amostras de soro de

pacientes com transtornos mentais e de voluntarios sadios

As Tabelas 3 e 4 apresentam, respectivamente, os resultados da prevaléncia dos
anticorpos IgG, IgM e IgA anti-T. gondii e as médias aritméticas das concentragdes de IgG
e IgA nas amostras de soro de pacientes com esquizofrenia, pacientes com transtornos do
humor e voluntérios sadios. A pesquisa de IgG foi positiva em 18/41 (43,9%) dos pacientes
com esquizofrenia, 20/38 (52,6%) dos pacientes com transtornos do humor e em 27/95
(28,4%) dos voluntarios sadios. A frequéncia de positividade da IgG e a média aritmética
das concentragdes desse anticorpo nos pacientes com transtornos do humor foram
significativamente maiores do que as encontradas em voluntarios sadios (p=0,0204 e
p=0,0059, respectivamente), contudo ndo foram observadas diferencgas significativas com
relacdo a esses dois parametros entre pacientes com esquizofrenia e voluntarios sadios, bem
como entre os pacientes com esquizofrenia e transtornos do humor. A pesquisa de IgA foi

positiva em um paciente com transtorno de humor (2,6%) que também apresentou IgM
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positiva e em um voluntario sadio (1,05%) com IgM negativa. A pesquisa de IgM foi
positiva em dois (5,2%) pacientes com transtornos do humor (ambos com transtorno
depressivo). Nas amostras desses dois individuos, a avidez da IgG foi > 0,3, indicando

infec¢ao adquirida ha mais de quatro meses.

Tabela 3. Resultado da pesquisa de anticorpos IgG, IgM e IgA em pacientes com
esquizofrenia, transtornos do humor e voluntarios sadios.

Pacientes com esquizofrenia  Pacientes com transtornos Voluntarios
Anticorpos (n=41) do humor (n=38) sadios (n=95)
N° (%) N° (%) N° (%)
IgG 18 (43,9) 20 (52,6)" 27 (28,4)
IgM 0 2(5,2) 0
IgA 0 1(2,6) 1 (1,05)

Ul/ml = unidades internacionais por ml; UA/ml = unidades arbitrarias por ml. Valores
significativos para a pesquisa de anticorpos: IgG >8 Ul/ml; IgM >0,65; IgA >20 UA/ml.
M, —

p = 0,0204.

Tabela 4. Média da concentracio dos anticorpos IgG e IgA em pacientes com
esquizofrenia, transtornos do humor e voluntarios sadios.

Pacientes com esquizofrenia  Pacientes com transtornos Voluntarios
Anticorpos (n=41) do humor (n=38) sadios (n=95)
Média (dp) Média (dp) Média (dp)
IgG 69,0 Ul/ml (119,7) 115,5 Ul/ml (228)* 35,3 Ul/ml (86,3)
IgA 2,6 UA/ml (3,7) 4,1 UA/ml (9.0) 1,5 UA/ml (2.8)

Valores significativos para a pesquisa de anticorpos: IgG >8 Ul/ml e IgA >20 UA/ml;
dp = desvio padrio; ®p = 0,0059.

A frequéncia do convivio com gatos encontrada nos pacientes com transtornos
do humor foi significativamente maior do que aquela em voluntarios sadios (p=0,0483),
contudo o convivio com gato ndo representou um fator de risco para essa doenca
(OR=2,1633: 1C95%=0,9981-4,6888). Nao houve diferengas significativas com relagdo ao
consumo de carne crua ou mal cozida e o contato com o solo nos pacientes com

esquizofrenia, pacientes com transtorno do humor e voluntarios sadios (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 5. Associacao entre os fatores de risco para a toxoplasmose e transtornos do
humor

Pacientes com

transtornos \s];)(lililcr)lste}f’i/o)s Valor de p* OR (IC95%)
do humor (%) °
A 24 (63,16) 42 (44,21) 0,0483 2,1633 (0,9981-4,6888)
B 14 (36,84) 38 (40) 0,7360 0,8750 (0,4025 1,9021)
C 19 (50) 40 (42,11) 0,4077 1,3750 (0,6462-2,9259)

A = convivio com gato; B = habito de ingerir carne crua ou mal cozida; C = contato com solo;
OR = odds ratio (razio de chances); IC = intervalo de confianca; p* = teste Qui-quadrado.

Tabela 6. Associacao entre os fatores de risco para a toxoplasmose e esquizofrenia

Pacientes com Voluntarios Valor de p* OR (IC95%)
esquizofrenia (%) sadios (%)
A 19 (46,34) 42 (44,21) 0,8186 1,0898 (0,5224-2,2736)
B 10 (24,39) 38 (40) 0,0808 0,4839 (0,2126-1,1014)
C 12 (29,27) 40 (42,11) 0,1575 0,5690 (0,2591-1,2492)

A = convivio com gato; B = habito de ingerir carne crua ou mal cozida; C = contato com solo;
OR = odds ratio (razio de chances); IC = intervalo de confianca; p* = teste Qui-quadrado.
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Em pacientes infectados pelo HIV, os baixos niveis de células CD4+ (<200
células/ul) possibilitam a reativacdo da toxoplasmose latente, com proliferacdo do parasito,
podendo resultar em neurotoxoplasmose, com risco de morte se a infeccdo nao for
diagnosticada e tratada rapidamente (49,62,99). A conduta para pacientes HIV+ com
manifestagdo de sintomas neurologicos e lesdes cerebrais nao € facil, em virtude da gama
de etiologias potenciais (147,148). O tratamento empirico da neurotoxoplasmose baseado
no diagndstico presuntivo tem algumas desvantagens, como exposi¢ao do paciente ao efeito
colateral desnecessario (114,148,149), existindo o risco de falha no diagnoéstico pelo atraso
na busca por diagnoéstico e/ou tratamentos adequados (148,150). Por estas razdes, muitas
pesquisas t€m sido realizadas com o objetivo de desenvolver e avaliar métodos diagndsticos
rapidos e confiaveis para a confirmacao desta infecgao.

Nos tultimos anos, a técnica de PCR tem permitido a deteccdo do DNA do 7.
gondii em diferentes tipos de amostras bioldgicas. Entretanto, a diversidade de
procedimentos e a falta de estudos comparativos t€m dificultado a interpretagdo dos
resultados obtidos.

A eficiéncia da técnica de PCR para o diagndstico da neurotoxoplasmose pode
estar relacionada com varios fatores, como a condigdo imunoldgica do paciente no
momento da coleta da amostra, o uso da terapia antiparasitaria, a escolha do gene alvo e dos
primers, além dos diferentes procedimentos de extragdo de DNA e métodos de
amplificagdo. Os procedimentos de extragdo de DNA apresentam crucial importancia para
o desempenho da técnica de PCR e diferentes metodologias in house e comerciais tém sido
avaliadas na andlise de diferentes tipos de amostras biologicas. Alguns autores recomendam
preferencialmente o uso de kits de reagentes de extragdo comerciais, cuja analise ¢
executada em menor tempo de manipulagdo, diminuindo as chances de contaminacao
(151). Porém, a utilizagdo de metodologias simples como aquecimento ou lise seguida de
centrifugacdo sao sugeridos para analise de amostras que apresentam baixa quantidade de
células, como o LCR e liquido amnidtico (152,153). No presente estudo, utilizando o
método de extracdo de DNA por aquecimento, foi demonstrado que a nPCR apresentou
melhores resultados do que a PCRc, tanto nas amostras de pacientes com
neurotoxoplasmose como nas amostras artificiais contendo diferentes concentragdes de

parasitos. Embora os estudos anteriores indiquem que o uso da terapia antiparasitaria cause
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diminui¢do da sensibilidade diagnostica da PCR, especialmente se a amostra for coletada
apds a primeira semana de tratamento (154,155), no presente estudo a nPCR foi positiva
nas amostras de quatro pacientes na vigéncia de terapia antiparasitaria (com amostras de
LCR coletadas 1, 2, 3 e 18 dias apos o inicio do tratamento), enquanto a PCRc foi positiva
em somente dois desses pacientes (com amostras de LCR coletadas 1 e 2 dias ap6s o inicio
do tratamento). Em 1996, Cingolane et al. (154), usando nPCR com os mesmos iniciadores
utilizados no presente estudo, relataram a deteccdo de DNA do 7. gondii em uma amostra
de LCR de um paciente em tratamento hé 43 dias.

A toxoplasmose com envolvimento do SNC ndo ¢ um evento usual em
pacientes HIV negativos. Neste estudo, a nPCR foi positiva no LCR de um paciente HIV
negativo, com infec¢do toxoplasmica aguda apresentando sintomatologia compativel com
neurotoxoplasmose, confirmada pela melhora clinica apds tratamento antiparasitario.

Os resultados obtidos até o presente momento indicam que a nPCR utilizada no
presente estudo pode ser uma ferramenta potencialmente util para a confirmacao

diagndstica da neurotoxoplasmose.

Existem poucos estudos sobre a deteccdo das diferentes subclasses de
anticorpos IgG em pacientes com toxoplasmose. Em todos os trabalhos consultados, a
pesquisa de anticorpos foi realizada em amostras de soro utilizando preparacdes antigénicas
de taquizoitos. Derouin et al. (71) empregaram ELISA padronizada com preparagdo
antigénica de taquizoitos e analisaram amostras sequenciais de soros de pacientes
imunocompetentes € com comprometimento do sistema imune (receptores de transplantes
de rim ou medula dssea e pacientes infectados com o HIV), as quais foram coletadas antes
e apos a reativagdo da infecg¢do toxoplasmica. Esses autores evidenciaram a positividade de
anticorpos IgG;, IgG, e IgGs nas amostras de todos os pacientes analisados, com
concentragdes elevadas de anticorpos IgG; e baixas concentracdes de anticorpos IgG, e
IgGs, enquanto os anticorpos IgGs ndo foram usualmente detectados. Ee et al. (73)
utilizaram ELISA padronizada com preparacdo antigénica de taquizoitos para testar soros
de pacientes positivos para anticorpos IgG anti-T. gondii e observaram que a IgG, foi a
subclasse dominante na resposta imune para o 7. gondii. Os anticorpos 1gGs e IgG4 foram
detectados em concentragdes baixas, porém significantes, mas a producdo de anticorpos

IgG, nao foi evidenciada. Huskinson et al. (72) testaram os soros de pacientes obtidos nas

Discussio

45



fases aguda e cronica da infecgdo por meio de imunoblot padronizado com duas
preparacdes antigénicas de taquizoitos (reduzidas e ndo reduzidas) e verificaram que a
resposta humoral para o 7. gondii foi predominantemente de anticorpos IgG;, que
reconheceram um grande nimero de antigenos de ambas as preparagdes (0s antigenos com
PM entre 22.000 a 35.000 foram mais intensamente reconhecidos). Em contraste, poucos
antigenos das duas preparagdes antigénicas foram reconhecidos pelos anticorpos IgG, e
IgGs, e os anticorpos IgG4 raramente reagiram com os antigenos em ambas as preparagoes.
Os anticorpos IgG; reagiram com antigenos de variados pesos moleculares, das preparacoes
ndo reduzidas, cujas bandas foram mais intensamente coradas. Os anticorpos IgGs
reconheceram principalmente antigenos com PM <35.000. Houve correlagdo dos resultados
obtidos nas reacdes imunoblot e ELISA, padronizada com um extrato bruto salino de
taquizoitos, o que indica a predominancia de anticorpos IgG; na resposta para o T. gondii.
Cafiedo-Solares et al. (74) pesquisaram a presenca de anticorpos das subclasses da IgG nos
soros de maes expostas ao 7. gondii e de seus respectivos recém-nascidos, por meio de
ELISA empregando preparacdo antigénica de taquizoitos. Esses investigadores mostraram
que os anticorpos IgG; foram os mais frequentemente detectados, tanto nos soros das maes
como das criangas (cerca de 50% dos casos).

No presente estudo, os anticorpos 1gG;, 1gG,, IgGs, 1gGy anti-T. gondii foram
detectados, respectivamente, em 84,2%, 73,7%, 36,8% e 36,8% das amostras de LCR dos
pacientes com neurotoxoplasmose, por meio de ELISA padronizada com preparacdo
antigénica de cistos do parasito. Cabe salientar que a deteccao de anticorpos no LCR pode
refletir a sintese local de anticorpos especificos pelas células imunocompetentes que
adentraram no SNC e/ou a difusdo de proteinas do sangue apos disfungdo da barreira
hematoencefalica (156).

Embora os estudos sobre a producdo de anticorpos para os diferentes estagios
do T. gondii na espécie humana mostrem que a resposta imunoldgica ¢ significativamente
maior para os antigenos de taquizoitos do que de cistos (157,158), considerando que o
rompimento dos cistos no cérebro, com a consequente liberacdo de antigenos, possa ser um
evento capaz de desencadear a reativagdo da doenca no SNC, no presente estudo foi
empregada uma preparagdo antigénica de cistos do parasito. Dos 17 pacientes com SIDA

incluidos no estudo, 12 faziam uso regular de terapia antirretroviral e sete estavam em
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seguimento terapéutico para toxoplasmose no momento da coleta do LCR. Dois pacientes
em uso irregular de terapia antirretroviral recebiam também tratamento para toxoplasmose.
Entre os trés pacientes soronegativos para o HIV, apenas o receptor de transplante renal
fazia uso de terapia para toxoplasmose. Machala et al. (159) verificaram que o tratamento
antirretroviral e/ou os regimes terapéuticos para toxoplasmose nao resultaram em mudangas
significativas da concentragdo de anticorpos IgG anti-T.gondii.

Varios trabalhos t€ém demonstrado que a infecg¢do pelo 7. gondii gera uma
resposta parasito-especifica polarizada do tipo Thl, caracterizada por acentuada produgao
de INF-y e de fator de necrose tumoral a (TNF-a) pelas células mononucleares do sangue
periférico, apds estimulagdo com antigenos do parasito e a producdo de altos niveis de
anticorpos especificos 1gG; (160-162). Os resultados do presente estudo confirmaram a
predominancia de anticorpos IgG; na resposta imunoldgica para o 7. gondii. A 1gG
corresponde aproximadamente a 67% da concentracdo da IgG sérica e varios estudos
mostram que esta subclasse de anticorpos é a primeira a ser produzida apds o estimulo
antigénico (66,70). Os anticorpos IgG; sdo muito efetivos na prote¢do contra agentes
infecciosos, com alta capacidade de ativar o sistema complemento e grande afinidade pelos
receptores FcyRI, II e III que favorecem a fagocitose (70).

Diferentemente dos dados existentes na literatura, os anticorpos IgG, foram
encontrados com alta frequéncia e em concentracdo similar aos anticorpos IgG; nas
amostras de LCR dos pacientes analisadas neste estudo. A IgG; ¢ a segunda subclasse mais
abundante no soro, correspondendo aproximadamente a 22% da concentragao da IgG (70).
Essa subclasse da IgG desempenha um papel importante na resposta imune, particularmente
em infeccdes com bactérias encapsuladas (163). A IgG, tem baixa capacidade de ativar o
sistema complemento. A fagocitose, por meio da ligagdo da porcdo Fc da IgG, ao seu
receptor (FcyR Ila) existente na membrana celular das células polimorfonucleares, ¢ o
principal papel bioldgico dessa subclasse de imunoglobulina (164).

A resposta das subclasses de IgG pode variar consideravelmente de acordo com
o estimulo imunogénico. A IgG; e a IgGs sdo produzidas principalmente em resposta a
antigenos protéicos (165), ao passo que a IgG; ¢ produzida primariamente contra antigenos
polissacarideos (163,166). A IgG4 tem sido observada em processos alérgicos € no curso de

algumas infecgdes helminticas (167,168).

Discussio

47



Diferencas com relagdo aos resultados encontrados na literatura podem estar
relacionadas a varios fatores, salientando-se a heterogeneidade dos pacientes analisados no
estudo, o estado imune dos pacientes na época de coleta das amostras de sangue e/ou LCR,
as propriedades intrinsecas das técnicas, a preparacdo antigénica e o procedimento de
calculo do cut-off das reagdes. Diferentemente dos taquizoitos, os bradizoitos possuem
grandes reservas de polissacarideos, armazenadas nos numerosos granulos de amilopectina
presentes em seu citoplasma (12,169). A presenca desses polissacarideos na preparagao
antigénica utilizada na reacdo ELISA pode ter sido responsavel pela alta frequéncia de 1gG;
detectada.

A determinacdo do perfil da resposta de anticorpos para o 7. gondii em
pacientes com neurotoxoplasmose poderia contribuir para melhor entendimento da
fisiopatogénica dessa doenca. A alta frequéncia de deteccdo de anticorpos IgG, em LCR de
pacientes com neurotoxoplasmose encontrada neste trabalho merece ser investigada em

estudos adicionais.

A idéia de que os agentes patogénicos poderiam estar envolvidos com o
aparecimento de doengas psiquiatricas surgiu em 1896, quando a revista Scientific
American publicou um editorial apud Torrey e Yolken (170) intitulado Is Insanity due to a
microbe? no qual sugere-se que alguns tipos de insanidade poderiam ser causados por
agentes infecciosos.

Ha muitos anos, varios autores t€ém investigado a associagdo entre determinados
agentes patogénicos € a ocorréncia de esquizofrenia, e entre os agentes patogénicos
suspeitos de envolvimento com esta doenca inclui-se o 7. gondii. Desde 1953,
pesquisadores de diversos paises tém realizado estudos que indicam uma relagdo entre a
esquizofrenia e a infeccdo pelo 7. gondii (170). O T. gondii tem sido considerado como um
dos possiveis fatores causais da esquizofrenia por vdarias razdes: (a) muitos estudos tém
relatado que individuos com esquizofrenia tém prevaléncia e/ou concentragdes de
anticorpos IgG anti-T. gondii significativamente maiores do que os individuos controles
(130,131,171,172); (b) a exposicdo ao T. gondii durante a gestacdo ou logo apods o
nascimento tem sido associada a um maior risco de desenvolvimento de esquizofrenia
(57,173); (c) alguns estudos tém mostrado que individuos com esquizofrenia tiveram maior

exposicao a gatos na infancia do que os controles (128,130,132); (d) alguns individuos com
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neurotoxoplasmose desenvolvem sintomas psicéticos similares aqueles com esquizofrenia
(130,174); (e) similaridade em termos epidemiologicos entre esquizofrenia e toxoplasmose,
como os aspectos familiares e genéticos, a idade do inicio das duas doengas, a idade de
manifestagdo das doencas em homens e mulheres, o status sécio-economico das familias e
o nimero de habitantes do lar, o nimero de natimortos e a associagdo geografica entre a
prevaléncia para toxoplasmose e esquizofrenia (130); (f) a inibicdo do 7. gondii por
algumas drogas antipsicoticas efetivas em esquizofrenia (130-133); (g) os niveis elevados
de dopamina em individuos com esquizofrenia € em animais experimentalmente infectados
pelo T. gondii (130,175).

Existem muito poucos trabalhos na literatura sobre a associacdo do 7. gondii
com os transtornos do humor. Em 2004, Kar e Misra (137) sugeriram uma provavel
associacdo entre a toxoplasmose e a depressdo ao relatar um caso em que o paciente
soropositivo para toxoplasmose apresentou resposta aos antidepressivos apenas apos a
introducdo de terapia antiparasitaria. Em 2009, Arling et al. (138) evidenciaram que os
titulos de anticorpos IgG anti-T.gondii foram significativamente maiores em pacientes com
transtornos do humor com histérico de tentativa de suicidio, quando comparados aos titulos
de pacientes que apresentavam apenas transtornos do humor, embora a soroprevaléncia nao
tenha sido diferente entre os dois grupos.

No presente estudo a taxa de soropositividade da IgG e a média aritmética das
concentragdes desse anticorpo nos pacientes com transtornos do humor foram
significativamente maiores do que as encontradas em voluntarios sadios, contudo nao
houve diferencas significativas com relacao a esses dois parametros entre os pacientes com
esquizofrenia e voluntarios sadios, bem como entre os pacientes com esquizofrenia e
transtornos do humor. Os anticorpos IgM tém sido detectados em um nimero reduzido de
pacientes com esquizofrenia (122,176-179). No presente estudo, a pesquisa de IgM foi
positiva em somente dois pacientes com transtornos de humor. Os dois pacientes
apresentaram avidez da IgG >0,3, indicando infec¢do adquirida ha mais de quatro meses.
Existem poucos trabalhos sobre a deteccdo de anticorpos IgA anti- 7. gondii em doengas
psiquiatricas. Yolken et al. (180), embora tenham avaliado a detec¢do de IgA em um
numero pequeno niamero de individuos, mostraram que pacientes com esquizofrenia tinham

niveis significativamente maiores desse anticorpo do que o grupo controle. No presente
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trabalho, a IgA foi detectada somente em um paciente com transtorno do humor e em um
voluntério sadio.

Entre os fatores de risco conhecidos para a toxoplasmose, o convivio com gato
tem sido associado com a esquizofrenia (128,132,180). Torrey e Yolken (132) verificaram
que em individuos com doengas mentais sérias, 51% haviam convivido com gatos na
infancia contra 38% dos controles. Torrey et al. (128) avaliaram os fatores de risco
ambientais para o desenvolvimento de esquizofrenia, transtorno esquizoafetivo e transtorno
bipolar, por meio de pesquisa telefonica, e verificaram que a posse de gatos entre o
nascimento até idade de 13 anos foi significativamente maior nos pacientes do que nos
controles. Yuksel et al. (180) mostraram que a prevaléncia de contato com gato entre os
individuos com esquizofrenia (59%) foi significativamente maior do que as encontradas em
pacientes com diferentes transtornos psiquiatricos (6%) e controles sadios (9%). Os
resultados do presente estudo indicaram associacdo somente entre o convivio com gato e
transtornos do humor, entretanto essa associagdo ndo representou um fator de risco para
essa doenca.

Diferencas com relagdo aos resultados encontrados na literatura podem estar
relacionadas a varios fatores, como o tamanho amostral, a heterogeneidade dos pacientes e
os individuos controles participantes do estudo, as propriedades intrinsecas das técnicas
empregadas para a pesquisa de anticorpos e a prevaléncia da infec¢do toxopldsmica na
populagdo. Estima-se que aproximadamente 1/3 da populacdo mundial tenha sido exposta
ao T. gondii, com grande variacao de valores de soroprevaléncia entre diferentes paises,
entre diferentes regides dentro de um pais e mesmo entre diferentes grupos étnicos vivendo
em uma mesma area (25).

O T. gondii estd associado com o mau desenvolvimento do SNC, podendo
causar anomalias congénitas, bem como outras sequelas no SNC, que podem ser
precocemente ou tardiamente observadas em criangas e adultos que foram expostos ao 7.
gondii ainda no utero (3,56,181). Este parasito pode infectar varios tipos de células
nervosas e causar alteracdo de suas funcgdes. Os resultados do presente estudo e aqueles
encontrados da literatura evidenciam a predominancia dos anticorpos IgG anti- 7. gondii
nos pacientes com transtornos mentais estudados. Alguns autores especulam que esses

anticorpos poderiam reagir cruzadamente com os epitopos antigénicos do tecido neural,
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resultando em sintomas psiquiatricos (182). Os efeitos da infec¢do pelo 7. gondii no
cérebro, seja pela agdo direta do parasito sobre o SNC e/ou a acdo do sistema imune frente
a infec¢ao podem resultar em sérias consequéncias para o hospedeiro.

A presente investigacdo sugere associacao entre a infec¢ao pelo 7. gondii e
transtornos do humor e reforca a necessidade de estudos adicionais para compreender

melhor a associagdo entre a toxoplasmose e os transtornos mentais.

Discussio

51



6- CONCLUSOES

52



1. Os resultados da pesquisa de DNA do 7. gondii em amostras de LCR de pacientes com
neurotoxoplasmose mostraram que a nPCR apresentou melhor desempenho do que a PCRec,
podendo ser uma ferramenta potencialmente util para a confirmagdo diagnostica da

neurotoxoplasmose.

2. Os resultados da pesquisa das subclasses da IgG anti-7. gondii em amostras de LCR de
pacientes com neurotoxoplasmose indicaram predominancia dos anticorpos IgG; e IgG,. A
alta frequéncia de detec¢do de anticorpos IgG, encontrada neste trabalho merece ser

investigada em adicionais estudos.

3. A pesquisa de anticorpos anti-7. gondii em pacientes com transtornos mentais mostrou
que a prevaléncia e a concentracdo dos anticorpos IgG nos soros de pacientes com
transtornos do humor foram significativamente maiores do que aquelas encontradas em
voluntarios sadios. Estes dados reforcam a necessidade de estudos adicionais para

compreender melhor a associagdo entre a toxoplasmose e os transtornos mentais.
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