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RESUMO 

 

A toxoplasmose constitui um sério problema de saúde pública, principalmente 

em pacientes imunocomprometidos, como os portadores do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV). Apesar do acesso universal e gratuito à 

terapia antirretroviral (TARV) e a diminuição dos casos, a toxoplasmose 

cerebral ainda é responsável por alta morbidade e mortalidade, além de 

representar um determinante de mau prognóstico nesses pacientes. Os 

miRNAs são moléculas que exercem um importante papel na regulação da 

expressão gênica em células eucariontes. Sendo assim, há muito potencial 

para serem utilizados para o diagnóstico, prognóstico e intervenções 

terapêuticas. Diante disso, este estudo avaliou os níveis de expressão dos 

miRNAs miR-146a, miR-21, miR-155, miR-125b e miR-29c em plasma de 

pacientes com toxoplasmose cerebral e aids (TC/aids). Foram analisadas 79 

amostras de plasma divididas em três grupos: grupo I- 32 amostras de plasma 

de pacientes TC/aids; grupo II- 27 amostras de plasma de indivíduos 

assintomáticos e soropositivos para toxoplasmose (TA) e grupo III- 20 

amostras de indivíduos soronegativos para toxoplasmose (CN). Após a 

extração de RNA total contendo miRNA foi realizada a síntese do DNA 

complementar e em seguida o perfil de expressão de cada miRNA foi 

determinado por PCR quantitativo em tempo real. Os resultados foram 

expressos em quantificação relativa e mostraram que o miR-146a e o miR-21 

foram significativamente mais expressos nos pacientes com toxoplasmose 

cerebral e aids quando comparados com os indivíduos assintomáticos e 

soropositivos para toxoplasmose. Em relação aos miR-155, miR-125b e miR-

29c não houveram diferenças estatisticamente significantes entre os grupos 

estudados. Até o momento, este é o primeiro estudo a investigar a expressão 

de miRNAs em pacientes com toxoplasmose cerebral e aids abrindo 

perspectivas para futuros estudos a cerca do seu emprego no diagnóstico, 

prognóstico e aplicação clínica. 

 

Palavras-chave: toxoplasmose cerebral, aids, expressão gênica, miRNA. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/morbidity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mortality


ABSTRACT 

 

Toxoplasmosis is an important public health problem, especially in 

immunocompromised patients, such as those with human immunodeficiency 

virus (HIV). Despite free universal access to antiretroviral therapy (HAART), 

cerebral toxoplasmosis is still responsible for high morbidity, mortality and a 

determinant of worst prognosis. MicroRNAs are molecules that play an 

important role in gene expression in eukaryotic cells. Therefore, these 

molecules have the potential to be used for diagnosis, prognosis and 

therapeutic. This study evaluated the miRNA expression levels of miR-146a, 

miR-21, miR-155, miR125b and miR-29c in plasma of patients with cerebral 

toxoplasmosis/aids (TC/AIDS). A total of 79 plasma samples were divided into 

three groups. Group I: 32 plasma samples from TC/aids patients. Group II: 27 

plasma samples from individuals with asymptomatic toxoplasmosis, 

seropositives for toxopalsmosis (TA). Group III: 20 plasma samples from 

seronegative individuals for toxoplasmosis (CN). After extraction of total RNA, 

containing miRNA, a complementary DNA synthesis was performed and, then, 

the expression profile of each target miRNA, which was determined by 

quantitative real-time PCR (qPCR). Results expressed as relative 

quantification (RQ) showed that miR-146a and miR-21 were significantly up-

expressed in TC/AIDS patients, when compared with TA individuals. Analyzes 

of miR-155, miR-125b and miR-29c showed that no statistically significant 

differences were shown between TC/AIDS and TA groups. These results 

suggest the host miRNAs modulation by T. gondii. This is the first study to 

investigate miRNA expression in TC/AIDS patients. These data can open 

prespectives for new investigations for diagnosis and clinical application. 

Keywords: cerebral toxoplasmosis, AIDS, gene expression, miRNA. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Histórico 

 

A toxoplasmose é uma das zoonoses mais prevalentes em todo o 

mundo. É uma doença infecciosa, congênita ou adquirida, geralmente de 

forma assintomática e autolimitada, pode afetar tanto o homem como outros 

animais de sangue quente (Montoya e Liesenfeld, 2004). É causada por um 

protozoário intracelular obrigatório, Toxoplasma gondii, o qual apresenta uma 

ampla distribuição geográfica, sendo encontrado em todos os continentes, o 

que o caracteriza como um agente etiológico cosmopolita (Dressen, 1990).  

T. gondii foi descrito em 1908, simultaneamente por Afonso Splendore, 

em coelhos Orictholagus cuniculus, no Brasil, e por Nicolle e Manceaux em 

células mononucleares do baço e do fígado de um roedor Ctenodactylus 

gundii, no Instituto Pasteur da Tunísia, norte da África (Rey, 1991, 2001).  

O parasita foi considerado protozoário, por apresentar semelhanças 

com as leishmanias e ambos os grupos de pesquisadores pensaram 

inicialmente se tratar de um parasita pertencente ao gênero Leishmania. No 

entanto, posteriormente os autores Nicolle e Manceaux (1909) reconheceram 

que se tratava de um novo parasita, introduzindo o gênero Toxoplasma, 

nomeando a espécie Toxoplasma gondii. 

O primeiro caso de toxoplasmose no homem foi descrito em 1923 por 

Janku, na cidade de Praga, em uma criança com sinais clínicos de 

meningoencefalite (Remington et al., 2006). Pinkerton e Weinman (1940) 

registraram o primeiro caso de infecção por via não congênita em um 

adolescente que faleceu com toxoplasmose disseminada.  

Em 1948, Sabin e Feldman desenvolveram o primeiro teste sorológico 

para o diagnóstico da toxoplasmose, conhecido como teste do corante (dye 

test), que permitiu numerosas investigações epidemiológicas e clínicas. 

Porém, somente a partir da década de 70, após o desenvolvimento desse 
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teste sorológico, que se tornou possível demonstrar a ampla distribuição 

geográfica da doença em todo mundo, possibilitando a realização de 

inquéritos epidemiológicos (Neves, 2000). 

Em 1969, 60 anos após a descoberta do parasita, Frenkel, Dubey e 

Miller reconheceram que se tratava de um protozoário coccídio e descreveram 

por completo o ciclo biológico, após a descoberta da fase sexuada de 

multiplicação no intestino delgado do gato tendo como hospedeiros definitivos 

os felídeos, em geral, e, como hospedeiros intermediários, os mamíferos e as 

aves (Dubey et al., 1970).  

A partir de 1981, com o aparecimento da síndrome da 

imunodeficiência adquirida (aids), a toxoplasmose tornou-se amplamente 

conhecida devido a morbidade e mortalidade em indivíduos imunossuprimidos 

cronicamente infectados, em virtude da gravidade da reativação nesses 

pacientes (Israelki e Remington, 1988).  

 

 

1.2. Toxoplasma gondii 

 

T. gondii é um parasita intracelular obrigatório pertencente ao Reino 

Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Apicomplexa, Classe Conoidasida, 

Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidia, Sub-ordem Eimeriina, Família 

Sarcocystidae, Subfamília Toxoplasmatinae, Gênero Toxoplasma e Espécie 

Toxoplasma gondii (Levine et al., 1980; Levine, 1988; Adl et al., 2012).  

O termo Toxoplasma deve-se a forma em lua crescente dos 

taquizoítos (em grego, toxon = arco, plasma = forma), e gondii em referência 

ao roedor de onde se isolou o parasita, Ctenodactylus gundi (Black e 

Boothroyd, 2000). 

T. gondii infecta todas as células nucleadas e diversos tecidos, tendo 

preferência por macrófagos teciduais. São encontrados, também, em 

secreções, células endoteliais, nervosas e musculares (Dubey, 2010a; 

Robert-Gangneux e Dardé, 2012; Dlugonska, 2014). 
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T. gondii apresenta organelas citoplasmáticas, características do filo 

Apicomplexa, que constituem o complexo apical: róptrias, micronemas e 

grânulos densos; e de elementos do citoesqueleto, dentre eles o conoide, 

anéis polares e microtúbulos subpeliculares. Outra organela típica do parasita 

é o apicoplasto, envolto por quatro membranas e localizado na região anterior 

ao núcleo (Dubey, 2008).  

Este protozoário apresenta três formas morfológicas distintas ao 

longo do seu ciclo de vida (Figura 1), tanto para os hospedeiros definitivos 

como para os hospedeiros intermediários: os taquizoítos (formas livres), 

bradizoítos (cistos teciduais) e oocistos contendo esporozoítos (Dubey, 2008; 

Souza et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1. Formas esquemáticas dos estados evolutivos de Toxoplasma gondii: A) Oocistos maduros e 

imaturos; B) Taquizoítos (T) dentro do vacúolo parasitóforo (VP) em um macrófago 
destacando-se o núcleo (Nm) do macrófago; C) Cisto com bradizoítos (Bra) em tecido 
muscular. Fonte: Neves et al., 2004. 
          

 

 

1.2.1. Taquizoítos  

 

O termo taquizoíto proveniente do grego taqui (rápido) descreve as 

formas de multiplicação rápida de toxoplasma nas células (Frenkel, 1973). 

Responsáveis pela fase aguda da infecção estão presentes no sangue, 

excreções e secreções.  

Exibem formato de meia-lua, medem cerca de 2 μm de largura e 6 μm 

de comprimento, apresentam uma extremidade anterior afilada (conoidal) e 

A 
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uma extremidade posterior arredondada. Na extremidade anterior estão 

localizados os anéis polares, o conoide, cinco a oito róptrias e os micronemas. 

Estas estruturas formam o complexo apical, que possui mobilidade e participa 

das ações necessárias à penetração nas células do hospedeiro. O núcleo 

localiza-se na região central do corpo do parasita (Hu et al., 2006; Souza et 

al., 2010, Hill e Dubey, 2016) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Representação esquemática da morfologia geral da forma taquizoíto de Toxoplasma gondii. 
Fonte: Souza et al., 2010. 

 

 

Os taquizoítos invadem diversos tipos de células do hospedeiro por 

penetração ativa e, após a invasão, se multiplicam rapidamente no interior do 

vacúolo parasitóforo formando rosetas (Hill e Dubey, 2002). Multiplicam-se 

assexuadamente por repetidas endodiogenias, em que duas células-filhas se 

formam no interior da célula-mãe, sendo a célula-mãe destruída para dar lugar 

às células filhas (Blader et al., 2015). 



23 
 

Depois de várias replicações, o citoplasma da célula parasitada fica 

repleto, os parasitas rompem a membrana da célula e se disseminam pela 

corrente sanguínea para vários tecidos (Amato e Marchi, 2002). 

 

 

1.2.2. Bradizoítos 

 

Após algumas divisões os parasitas formam os bradizoítos 

encerrados em cistos teciduais que se alojam no interior dos tecidos. Podem 

permanecer viáveis por toda a vida do hospedeiro sem causar resposta 

inflamatória ou algum dano tecidual. O termo bradizoíto (brady = devagar em 

grego) foi definido por Frenkel (1973) e descreve a forma de multiplicação 

lenta dentro do cisto. Sob determinadas condições é possível uma reinfecção, 

causada pelo rompimento desses cistos, onde os bradizoítos se transformam 

em taquizoítos promovendo uma nova infecção (Hill e Dubey, 2016). São as 

formas de resistência do parasita e podem ser frequentemente encontrados 

no cérebro, coração, músculo esquelético e retina. Podem, também, habitar 

pulmão, fígado e rim (Hill et al., 2005). Os bradizoítos se dividem como os 

taquizoítos por endodiogenia (Dubey, 1998), e medem aproximadamente 7 

μm x 1,5 μm. Diferem-se morfologicamente dos taquizoítos em dimensão, 

quantidade de micronemas e grânulos de amilopectina, bem como, a posição 

do núcleo, que se situa próximo da extremidade posterior (Hill et al., 2005).  

Além das diferenças morfológicas, existem também diferenças 

biológicas. A parede cística e a matriz protegem os bradizoítos das condições 

do ambiente e também promovem uma barreira física contra o sistema imune 

do hospedeiro (Weiss e Kim, 2000).  

 

 

1.2.3. Oocistos 

 

Os oocistos são as formas infectantes resultantes do ciclo sexuado 

que ocorre somente no trato gastrointestinal dos felídeos com primo-infecção. 
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São liberados nas fezes por cerca de sete a dez dias ainda não esporulados, 

e em condições adequadas de temperatura e umidade esporulam em até 21 

dias se tornando infectantes. Após a maturação os oocistos podem sobreviver 

de 12 a 18 meses no solo (Rey, 2001).  

Oocistos são formas de resistência ambiental no ciclo de vida dos 

coccídeos. Estes medem de 10 a 12 μm de diâmetro, com parede celular bem 

evidente. Os oocistos esporulados contêm dois esporocistos cada um com 

quatro esporozoítos. Os esporozoítos medem, em média, cerca de 2 μm por 

6 μm. Menos que 50% dos gatos liberam oocistos nas fezes quando ingerem 

taquizoítos ou oocistos. Todavia quase todos os gatos liberam oocistos 

quando ingerem cistos teciduais (Dubey e Frenkel, 1976; Hill e Dubey, 2016). 

 

 

1.3. Ciclo biológico 

 

O ciclo de T. gondii, descrito em 1970, é heteroxênico, pois, ocorre 

em duas fases distintas. Conforme definido por Frenkel et al. (1970), a fase 

sexuada acontece no hospedeiro definitivo, e não apenas no gato, mas sim 

nos felídeos em geral. A fase assexuada ocorre no hospedeiro intermediário 

que pode ser o homem, outros mamíferos e aves.  

Todas as formas evolutivas de T. gondii são infectantes para os 

hospedeiros. A transmissão pode ocorrer pela via horizontal, que ocorre 

quando há ingestão de taquizoítos, oocistos esporulados ou de cistos 

contendo bradizoítos. Pela via vertical ocorre quando há passagem 

transplacentária de taquizoítos da mãe para o feto, principalmente na primo-

infecção, como mostra a figura 3 (Oliveira e Bevilacqua, 2004). 
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Figura 3. Ciclo de transmissão de Toxoplasma gondii. 1- Oocistos não esporulados são 

eliminados nas fezes do gato e levam de 1 a 5 dias para esporular no ambiente 

e se tornarem infecciosos. Hospedeiros intermediários (incluindo aves e 

roedores) se infectam após a ingestão de solo, água ou alimentos contaminados 

com oocistos. 2- Oocistos se transformam em taquizoítos logo após a ingestão, 

migram para o tecido neural e muscular e evoluem para cistos contendo 

bradizoítos. 3- Gatos são infectados após consumir hospedeiros intermediários 

que hospedam cistos teciduais. 4- Os gatos também podem ser infectados com 

a ingestão de oocistos esporulados no ambiente. 5- Os seres humanos podem 

ser infectados por qualquer uma das vias: 6- comer carne crua ou mal cozida de 

animais que abrigam cistos teciduais, 7- consumir alimentos ou água 

contaminada com fezes de gatos ou por amostras ambientais contaminadas 

(como solo contaminado), 8- transfusão sanguínea ou transplante de órgãos e 

por 9- Via transplacentária de mãe para feto. 10- No hospedeiro humano, os 

parasitas formam cistos teciduais podendo permanecer durante toda a vida do 

hospedeiro. O diagnóstico geralmente é realizado por sorologia, embora cistos 

teciduais possam ser observados em amostras de biópsia coradas. 11- O 

diagnóstico de infecções congênitas pode ser alcançado pela detecção do DNA 

de T. gondii no líquido amniótico usando métodos moleculares como a PCR.  

Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/toxoplasmosis/index.html. 

 

Alguns estudos relatam que a maioria das infecções resulta de 

consumo de cistos teciduais em carne malcozida ou crua (Muñoz-Zanzi et al., 

2010; Torgerson e Macpherson, 2011). Entre os produtos de origem animal, 

T. gondii já foi encontrado encistado em tecidos de bovinos, ovinos, suínos e 

caprinos (Berger-Schoch et al., 2011; Bezerra et al., 2012). 
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A água é uma fonte de infecção importante. A contaminação ocorre 

em reservatórios municipais de água por fezes de felídeos infectados e 

eliminando oocistos de T. gondii. Esta situação pode levar a surtos ou 

epidemias, envolvendo uma cidade ou até mesmo uma região (Bahia-Oliveira 

et al., 2003). 

A transmissão de T. gondii pode ocorrer por transfusão de sangue, 

transplante de órgãos e acidentes laboratoriais com material biológico 

contendo taquizoítos ou bradizoítos (Kawazoe, 2002; Montoya e Liesenfeld, 

2004). A transmissão por transfusão sanguínea e transplante de órgãos 

ocorre quando o doador, em fase aguda, é soropositivo para T. gondii e o 

receptor é soronegativo. Nesses casos, a transmissão ocorrerá quando o 

receptor estiver com o sistema imunodeprimido. Pode ocorrer também a 

reativação da infecção em decorrência da imunossupressão (Camargo, 2001).  

A fase sexuada e assexuada ocorre nos enterócitos do epitélio 

intestinal do gato jovem e não imune onde sofrem um processo de 

multiplicação por endodiogenia (assexuadamente) e merogonia (Dubey e 

Frenkel, 1972; Silva et al., 2010; Prado et al., 2011). Com a ruptura da célula 

parasitada, inicia-se à fase sexuada, com a liberação dos merozóitos que 

invadem novas células epiteliais e se transformam em gametócitos e após a 

maturação, diferenciam-se em gametas masculinos (microgametas), e 

femininos (macrogametas). O macrogameta (imóvel) permanece dentro de 

uma célula epitelial, enquanto os microgametas (móveis e flagelados) saem e 

fecundam o macrogameta, formando o ovo ou zigoto, que evolui para oocisto 

(gametogonia), completando o ciclo sexuado (Hill et al., 2005). A célula 

epitelial sofre rompimento em alguns dias, liberando o oocisto ainda imaturo, 

esta forma alcança o meio externo, e após a maturação denominada 

esporogonia apresenta dois esporocistos contendo quatro esporozoítos cada 

(Kawazoe, 2002). 

Os felídeos podem eliminar cerca de 100.000 oocistos em cada 

evacuação, uma vez na vida (Pinto et al., 2009) e, quando reinfectados 

desenvolvem imunidade devido a primo-infeção, podendo esta imunidade 

permanecer até anos em cerca de 55% de gatos (Freyre et al., 1993).  
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Nos hospedeiros intermediários, ocorre a fase assexuada em diversas 

células, em que o parasita passa por dois estágios de desenvolvimento, 

dependendo da fase da infecção aguda ou crônica (Souza et al., 2010).  

Os taquizoítos que chegam ao estômago serão destruídos, mas os 

que penetram na mucosa oral podem evoluir do mesmo modo que os cistos e 

oocistos (Hill e Dubey, 2002; Montoya e Liesenfield, 2004). Os oocistos ou 

cistos teciduais são ingeridos e digeridos, no intestino delgado, se diferenciam 

em taquizoítos e disseminam pela corrente sanguínea, invadindo células 

nucleadas. A fase aguda da infecção configura as manifestações clínicas da 

doença, que nem sempre são presentes devido a maioria dos casos serem 

assintomáticos. Os taquizoítos após proliferações iniciais se diferenciam em 

bradizoítos, na parede do vacúolo parasitóforo, que permanecem no interior 

do cisto caracterizando a fase crônica (Kim e Weiss, 2008; Blader et al., 2015). 

Em casos de comprometimento do sistema imunológico, 

principalmente em pacientes com vírus da imunodeficiência humana (HIV), 

pode ocasionar a reativação da doença na qual os cistos latentes podem 

reativar transformando-se em taquizoítos (Hill e Dubey, 2016).  

 

 

1.4. Formas clínicas 

 

Dependendo da fonte de infecção, do estado imunológico do paciente 

e da linhagem da cepa, a toxoplasmose pode resultar em sintomas mais ou 

menos severos (Dubey et al., 2012).  

A toxoplasmose pode ser dividida em quatro formas clínicas: a 

adquirida, em pacientes imunocompetentes; a doença ocular, consequente da 

coriorretinite adquirida por via congênita ou adquirida no período pós-natal; a 

forma congênita e a doença em indivíduos imunocomprometidos (Montoya e 

Liesenfeld, 2004). 
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1.4.1. Toxoplasmose em imunocompetentes 

 

Em indivíduos imunocompetentes é assintomática em 80 a 90% dos 

casos na fase aguda, apresentando evolução benigna (Montoya e Liesenfeld, 

2004). É considerada uma doença autolimitada em indivíduos saudáveis, 

sendo o tratamento considerado desnecessário, uma vez que muitos 

pacientes não desenvolvem complicações mais severas. 

Nos pacientes sintomáticos, cerca de 10–20%, na fase aguda da 

infecção, podem ser observadas manifestações clínicas brandas e 

inespecíficas como febre, mal-estar, mialgia, dor de garganta e cefaleias 

(Montoya e Remington, 1995; Remington et al., 2006). 

Os sintomas estão relacionados com a virulência da cepa e com o 

sistema imune do hospedeiro, uma vez que o sistema imunológico pode não 

conseguir conter a infecção (Bushrod, 2004; Montoya e Liesenfeld, 2004). 

Certas manifestações clínicas, embora com menor frequência, 

caracterizam um quadro mais grave da infecção adquirida, podendo ser 

afetados órgãos como o coração, os músculos-esqueléticos, o fígado e os 

pulmões (Beaman et al., 1995; Mitsuka-Breganó et al., 2010).  

 

 

1.4.2. Toxoplasmose ocular 

 

A toxoplasmose ocular pode ser de origem congênita ou adquirida, 

sendo que a forma congênita pode ocorrer no período neonatal ou pós-natal 

e na adquirida a lesão pode ser concomitante com a infecção sistêmica ou os 

sintomas são de forma tardia (Montoya e Liesenfeld, 2004). 

T. gondii é responsável pela maioria dos casos de uveítes infecciosas, 

que são inflamações que podem acometer a retina e o nervo óptico. A lesão 

mais frequente de uveíte posterior é a retinocoroidite (Figura 4), que pode 

deixar sequelas graves, incluindo a perda completa da visão (Bonfioli e 

Orefice, 2005). 
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Alguns sintomas incluem diminuição da visão pelo edema, inflamação 

ou necrose da retina, opacidades no campo visual, dor, fotofobia, catarata e 

glaucoma. Em pacientes imunocompetentes a toxoplasmose ocular é 

responsável por cerca de 30 a 50% dos casos (Villard et al., 2003). 

 

 

Figura 4. Retinocoroidite causada pela toxoplasmose. Fonte: Caiaffa et al. 1993. 

 

 

1.4.3. Toxoplasmose gestacional e congênita 

 

A transmissão vertical ocorre quando a gestante não imune adquire a 

primo-infecção durante a gravidez, o parasita na forma de taquizoíto consegue 

atravessar a barreira placentária (Remington e Klein, 1995). Durante a 

progressão da gravidez, a permeabilidade da placenta vai-se alterando e, à 

medida que a gestação avança, torna-se mais permeável à passagem do 

parasita para o feto (Souza, 2002).  

A frequência da transmissão congênita varia de acordo com o período 

gestacional em que a mãe foi infectada. Infecções adquiridas dentro das 

primeiras semanas de gestação apresentam uma taxa menor de transmissão 

vertical (Montoya e Liesenfeld, 2004). 

No primeiro trimestre o feto pode ser acometido com lesões oculares 

e neurológicas graves, sendo que em alguns casos, crianças infectadas 

podem desenvolver sintomas mais tardiamente. O risco de infecção do feto 
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aumenta com o período gestacional, ao passo que a gravidade das sequelas 

diminui à medida que este período aumenta (Kravetz e Federman, 2005). 

Essa patologia pode causar uma variedade de manifestações clínicas 

na criança, como hidrocefalia, microcefalia, calcificações cerebrais, 

corioretinite, cegueira, epilepsia, retardo motor, retardo mental, anemia e 

convulsões. Destas, a doença ocular é a sequela mais comum e a hidrocefalia 

a mais rara (Desmonts e Couvreur, 1974; Remington e Klein, 1995; Kravetz e 

Federman, 2005). 

Se a infecção é adquirida no terceiro trimestre de gestação poderão 

ocorrer infecções subclínicas no feto ou ausência de doença (Desmonts e 

Couvreur, 1974; Remington e Klein, 1995). Sequelas de atraso neurológico, 

desenvolvimento psicomotor retardado e surdez neurosensorial, também têm 

sido demonstrados em crianças que foram infectadas na gestação, mesmo 

entre aquelas com infecção subclínica durante o período neonatal (Dukes et 

al., 1997, Brown et al., 2005). 

Em mulheres que já apresentam soropositividade antes da gravidez 

dificilmente o feto será infectado (Kravetz e Federman, 2005). Entretanto, 

mulheres imunocomprometidas previamente infectadas podem transmitir a 

infecção para seus fetos (Wechsler et al., 1986), mas poucos casos são 

descritos na literatura (Remington et al., 2006). Em crianças nascidas de mães 

soropositivas para o HIV a possibilidade de transmissão é de 5% (Prado et al., 

2011). 

A infecção congênita pode permanecer latente por um longo período, 

podendo ser reativada durante a puberdade, pela influência hormonal, ou 

mesmo na vida adulta (Amato e Marchi, 2002; Remington et al., 2006). 

 

 

1.4.4. Toxoplasmose adquirida ou reativada em indivíduos 

imunocomprometidos. 

 

Os indivíduos imunocomprometidos (transplantados, pacientes com 

doenças linfoproliferativas e pacientes com deficiência na imunidade celular 
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como os portadores do HIV) são seriamente afetados pela doença, podendo 

ter a toxoplasmose adquirida ou reativada (Montoya e Liesenfeld, 2004; 

Dunay et al., 2018).  

A toxoplasmose cerebral ocorre principalmente com a reativação da 

infecção latente, produzindo ruptura dos cistos e proliferação dos taquizoítos, 

devido à imunidade baixa (Yenilmez e Çetinkaya, 2019). Isso ocorre quando 

a imunodepressão celular é intensa, cuja contagem de linfócitos T CD4+ 

comumente é menor que 100 células/mm³, podendo ocorrer à toxoplasmose 

cerebral como primeira manifestação da aids (Hernández-González et al., 

2002; Jones et al., 2014; Yenilmez e Çetinkaya, 2019).  

A encefalite toxoplasmática (TE) é uma das infecções mais comuns 

do sistema nervoso central (SNC), sendo a toxoplasmose cerebral a causa de 

óbito com muita frequência em pacientes com aids (Pereira-Chioccola et al., 

2009; Connolly et al., 2017).  

A TE é caracterizada como um processo subagudo inicialmente, e os 

sintomas evoluem gradualmente ao longo de várias semanas. As 

manifestações clínicas são variáveis e podem incluir cefalalgia, convulsões 

focais, afasia, apraxia, hemiparesia e déficits neurológicos focais progressivos 

(Bowen et al., 2016; Ruiz, 2016). 

Além do comprometimento do SNC, esses pacientes também podem 

apresentar corioretinite, pneumonite, miocardite, bem como doença 

disseminada (Montoya e Liesenfeld, 2004; Remington et al., 2006). As 

manifestações clínicas dependem principalmente da topografia e número de 

lesões (Vidal, 2019).  

O tratamento da TE com terapia antitoxoplasma inclui uma fase de 

indução que atua principalmente contra os taquizoítos para tratar os sintomas 

e sinais agudos, seguida de uma fase de manutenção para evitar a reativação 

da infecção (Albarillo e O’Keefe, 2016). Na ausência de tratamento, a 

progressão de anormalidades neurológicas pode ser fatal (Vidal, 2019).  

  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%87etinkaya%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31587535
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%87etinkaya%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31587535
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1.5. Epidemiologia da toxoplasmose 

 

Avaliações epidemiológicas mostram que a toxoplasmose é uma 

zoonose de distribuição mundial, com incidência variável em todos os 

continentes, nos mais variados climas, com importantes repercussões na 

saúde pública, sobretudo quando envolve o contexto de doença congênita ou 

de patologia em imunocomprometidos (Amendoeira et al., 1999; Ministério da 

Saúde, 2010; Coura, 2013). Afeta cerca de um terço da população mundial, 

acometendo aproximadamente dois bilhões de pessoas no mundo (Montoya 

e Liesenfeld, 2004; Pappas et al., 2009; Pereira-Chioccola et al., 2009; Borges 

et al., 2017). 

De acordo com Frenkel et al. (1995), o índice de infecção em uma 

população humana depende da combinação de padrões de vida e de cultura. 

Os índices de soropositividade variam entre os países e, muitas vezes, dentro 

de um dado país ou entre diferentes comunidades da mesma região (Pappas 

et al., 2009).  

Diversos fatores são responsáveis pela variabilidade da frequência 

dessa infecção como fatores climáticos, socioeconômicos, culturais, região 

geográfica e hábitos alimentares (Tenter et al., 2000; Fialho et al., 2009). Outro 

fator correlacionado a prevalência de toxoplasmose é a idade da população, 

o que indica que a infecção é adquirida ao longo da vida (Remington et al., 

2006). 

A infecção por T. gondii é amplamente prevalente tanto em humanos 

quanto em animais, tendo sido observada elevada taxa de ocorrência clínica 

em seres humanos. É estimado que cerca de 20 a 90% da população mundial 

humana adulta esteja infectada, dependendo da região que se analisa, sendo 

que na maioria dos casos a infecção é assintomática (Hill et al., 2005; 

Torgerson e Macpherson, 2011). 

Na América Central, América do Sul e Europa estima-se que entre 30 

e 90% da população esteja infectada. Enquanto que nos Estados Unidos este 

percentual varia entre 8 e 22% (Hill e Dubey, 2016), a Austrália, Polônia, Reino 

Unido e Bélgica mostram prevalência média (entre 23 e 53%), e o Taiti e 
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França apresentam alta prevalência (> 60%) (Avelino et al., 2003), conforme 

podemos observar na figura 5. 

A soroprevalência em humanos é alta no Brasil, chegando a 90% em 

algumas regiões, e pode estar relacionada à alta contaminação ambiental por 

oocistos (Dubey et al., 2010; Silva et al., 2017).  Em crianças e gestantes a 

soroprevalência no Brasil é uma das mais altas mundialmente (Tenter et al., 

2000; Dubey, 2010b).  Até 50% das crianças de 6 a 8 anos de idade, em 

algumas áreas do Brasil, têm anticorpos contra T. gondii associados à 

ingestão de oocistos (Bahia-Oliveira et al., 2003; Dubey et al., 2012). 

Os felídeos são considerados como os animais mais importantes na 

epidemiologia da toxoplasmose devido à eliminação de oocistos no meio 

ambiente. O potencial de contaminação de produtos com oocistos é alto 

devido aos níveis de contaminação de oocistos nas águas superficiais, 

especialmente quando estas são usadas para fins de irrigação (Hill e Dubey, 

2016).  

 

 

Figura 5. Mapa ilustrando a situação Global da soroprevalência de Toxoplasma gondii. Em vermelho 
escuro a prevalência é igual ou acima de 60%, vermelha é de 40-60%, amarelo de 20-40%, 
azul de 10-20% e verde prevalência menor que 10%. Branco é igual a ausência de dados. 
Fonte: Pappas et al., 2009. 
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1.5.1. Epidemiologia da toxoplasmose cerebral e aids  

 

Antes da pandemia da aids, a toxoplasmose cerebral era uma rara 

complicação que acometia pacientes imunocomprometidos e transplantados 

(Harrison e McArthur, 1995). Estima-se que a toxoplasmose cerebral seja um 

evento definidor de aids em 75% dos casos (Vidal et al., 2005). 

Entre 2000 e 2010 foram identificadas 789 mortes por toxoplasmose 

nos EUA, das quais 271 foram causadas por encefalite toxoplásmica 

(Cummings et al., 2014). A taxa de prevalência nos EUA e no Reino Unido 

variou entre 16 e 40%, na Espanha foi de aproximadamente 60% e na França 

de 75-90% (Colina e Dubey, 2002; Bahia-Oliveira et al., 2003).  

Até 2016 mais de 75 milhões de pessoas estavam infectadas pelo 

HIV, sendo que 36 milhões deles foram à óbito; e ocorreram nestes anos cerca 

de 2 milhões de novas infecções (Mayer et al., 2016; Dabis e Bekker 2017). 

Estima-se que 1,8 milhões de pessoas vivem com HIV na América Latina, 

sendo que no Brasil tem mais de um terço dos casos. Contudo, a prevalência 

do HIV é maior em países como Guatemala, Honduras e Belize (Dourado et 

al., 2006).  

No Brasil, no período de 1980 a 2018 foram identificados 926.742 

casos de aids, com registro anual em média de 40 mil novos casos nos últimos 

cinco anos. O número anual de casos vem diminuindo, em um período de dez 

anos, a taxa de detecção apresentou queda de 9,4%. Em 2007 foram 20,2 

casos/100 mil habitantes e, em 2017, 18,3 casos/100 mil habitantes. Desde o 

início da epidemia até 31 de dezembro de 2017 foram notificados 327.655 

óbitos tendo o HIV/aids como causa básica. A maior proporção desses óbitos 

ocorreu na região Sudeste com 58,9% dos casos (Ministério da Saúde, 2018). 

A introdução da terapia antirretroviral (TARV) reduziu 

significativamente a incidência e a mortalidade associada a infecções 

oportunistas, incluindo a toxoplasmose (Sacktor, 2001; Abgrall et al., 2001; 

Jones et al., 2002).  

A prevalência e as taxas de casos fatais de toxoplasmose cerebral 

também reduziram em pacientes infectados pelo HIV tanto de países 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001706X17306058?via%3Dihub#bib0065
https://www.jstage.jst.go.jp/article/tjem/244/3/244_231/_html/-char/en#article-overview-references-list
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desenvolvidos quanto em desenvolvimento (Antinori et al., 2004, Vidal e 

Oliveira, 2013). A proporção de mortes associadas à doença diminuiu de 3,5% 

de todas as mortes por HIV entre 1992–1998, sendo uma redução maior do 

que em mortes relacionadas ao HIV em geral (Jones et al., 2002). 

No Brasil, as elevadas taxas de incidência de toxoplasmose cerebral 

são resultado da alta infecção por toxoplasmose no país (Coelho et al., 2014). 

A introdução de TARV contribuiu para o declíneo da incidência da 

toxoplasmose cerebral (Vidal e Oliveira, 2013). 

Apesar do acesso universal e gratuito da TARV e diminuição dos 

casos, a toxoplasmose cerebral ainda é responsável por alta morbidade e 

mortalidade, sendo a terceira condição mais frequente associada a aids no 

Brasil (Vidal e Oliveira, 2013; Pellegrino et al., 2019). A probabilidade de a 

toxoplasmose ser reativada é em até 30% dos casos que não recebem 

profilaxia da TARV ou com a descontinuação do tratamento (Grant et al., 1990; 

Abgrall et al., 2001). 

Os casos de toxoplasmose diminuíram nos primeiros anos da TARV 

no Estado de São Paulo, mas aumentaram nos últimos anos, confirmando a 

persistência do diagnóstico tardio do HIV, a não adesão e/ou falha da TARV 

em pacientes infectados pelo HIV (Vidal e Oliveira, 2013). 

Atualmente, a toxoplasmose cerebral ainda representa um 

determinante de mau prognóstico em pacientes com doença avançada e 

imunodeficiência grave. O diagnóstico precoce e o tratamento imediato no 

início da toxoplasmose cerebral reduzem o risco de sequelas neurológicas e 

a mortalidade (Antinori et al., 2004; Vidal et al., 2005; Hernandez et al., 2017, 

Vidal, 2019). 

 

 

1.6. Diagnóstico da toxoplasmose 

 

Os métodos tradicionais de detecção direta do parasita são 

dificilmente realizáveis, pois, demandam certo tempo e apresentam baixa 

sensibilidade (Rey, 2001). O diagnóstico indireto é feito por métodos 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/death
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/morbidity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mortality
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0732889311003038?via%3Dihub#bb0230
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sorológicos, como a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) e o Ensaio 

Imunoenzimático (ELISA) e métodos moleculares, como a Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR), dentre outros (Cristo et al., 2005). 

Os exames sorológicos são os mais comumente utilizados no 

diagnóstico da toxoplasmose. No entanto, algumas desvantagens são 

observadas na RIFI tais como, a subjetividade na interpretação da 

fluorescência e possíveis resultados falso-positivos. Ambos os testes 

sorológicos apresentam boa especificidade e sensibilidade na fase aguda 

(pesquisa de anticorpos IgM) e crônica (pesquisa de anticorpo IgG) (Montoya 

e Lisenfeld, 2004). Contudo, a elevada prevalência de anticorpos IgG e a 

persistência de anticorpos IgM por longos períodos tem complicado a 

interpretação dos testes sorológicos quando há suspeita de toxoplasmose 

aguda (Nascimento et al., 2008). 

O teste ELISA-avidez de IgG é um método altamente sensível para a 

identificação de infecção primária aguda por T. gondii (Jenum et al., 1998). Os 

resultados são baseados na medida da avidez ou afinidade funcional dos 

anticorpos da classe IgG específicos para o T. gondii. Mulheres com 

resultados de testes de alta avidez foram infectadas por pelo menos 3 a 5 

meses. Como os anticorpos de baixa avidez podem persistir por muitos 

meses, sua presença não indica necessariamente infecção adquirida 

recentemente (Montoya et al., 2002). 

Apesar de as técnicas sorológicas alcançarem bons índices de 

sensibilidade e especificidade, recomenda-se a associação destas técnicas 

com a PCR. Os métodos moleculares são importantes ferramentas para 

complementar o diagnóstico da toxoplasmose, principalmente em pacientes 

com toxoplasmose cerebral/aids e gestantes. Os métodos moleculares são 

capazes de amplificar fragmentos específicos de DNA do parasita em todos 

os fluidos corporais em que o parasita possa se instalar, como sangue 

periférico, líquido amniótico, líquido cefalorraquidiano (LCR), humor aquoso, 

fluído de lavado bronco-alveolar, dentre outros. Assim, a PCR constitui uma 

importante ferramenta para o diagnóstico por ser um método rápido, sensível 

e específico, evitando a necessidade de procedimentos mais invasivos, como 
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as biópsias (Jenum et al., 1998; Vidal et al., 2004; Colombo et al., 2005; 

Pereira-Chioccola et al. 2009; Vidal et al., 2011; Camilo et al., 2017).  

 

 

1.6.1 Diagnóstico da toxoplasmose cerebral  

 

O diagnóstico definitivo da toxoplasmose cerebral necessita de 

demonstração direta do parasita em amostras cerebrais (Dupon et al., 1995; 

Joseph et al., 2002). O diagnóstico presuntivo se baseia em resultados 

positivos nos testes sorológicos com a presença de anticorpos IgG anti-T. 

gondii, sinais clínicos e a presença de lesões sugestivas no cérebro, 

detectadas por tomografia computadorizada ou ressonância magnética, como 

mostra a figura 6 (Cohen et al., 1999; Vidal et al., 2004).  

 

 

Figura 6. Imagens de tomografia computadorizada de pacientes com toxoplasmose cerebral com 
contraste/ressonância magnética. As setas mostram as anormalidades. Lesões expansivas 
com realce anelar (A); com realce nodular (B); sem realce após injeção do contraste (C); a 
tomografia computadorizada com realce pelo contraste não mostrou anormalidades (D) lesões 
focais com sinais de alta intensidade (E) nódulo assimétrico aprimorado ao longo da parede da 
lesão (F).  Fonte: Pereira-Chioccola et al., 2009. 

 

 



38 
 

Contudo, o diagnóstico da toxoplasmose cerebral quando baseado 

em imagens, pode ser confundido com outras patologias. Diante disso, deve 

ser acompanhada a evolução tanto do ponto de vista clínico como radiológico 

após a administração da terapia específica (Alonso et al., 2002).  

A introdução das técnicas de imagens e as moleculares tornaram a 

avaliação inicial das lesões focais nos pacientes com aids menos invasiva, 

pois, diminuíram o número de biópsias (Ammassari et al., 2000; Skiest, 2002; 

Vidal et al., 2004). 

Diversos trabalhos têm relatado a utilização da PCR na confirmação 

diagnóstica da toxoplasmose cerebral, pela detecção de DNA de T. gondii em 

amostras biológicas, como sangue e LCR. Entretanto, a PCR em amostras de 

LCR apresenta importante limitação devido à coleta ser invasiva e contra-

indicada em pacientes com lesões cerebrais expansivas (Cohen, 1999; 

Pereira- Chioccola et al., 2009).  

Já a PCR em amostras de sangue, além de a coleta ser menos 

invasiva, tem sido empregada com sensibilidade variando entre 16–86% 

(Bastien, 2002; Priya et al., 2002; Bretagne, 2003; Colombo et al., 2005). 

Contudo, para a realização da técnica devem ser estabelecidos alguns 

critérios rígidos, como a escolha dos marcadores moleculares, o 

processamento das amostras e a forma e o tempo de coleta que devem ser 

antes ou nos primeiros dias após a introdução do tratamento específico 

(Bretagne, 2003; Vidal et al., 2004; Colombo et al., 2005).  

 

 

1.7. A resposta imune do hospedeiro 

 

A resposta imune na toxoplasmose varia consideravelmente 

dependendo da apresentação clínica da doença e depende fortemente do 

status imune do hospedeiro (Suzuki e Remington, 1993; Munoz et al., 2011).  

T. gondii é um parasita intracelular obrigatório que induz uma potente 

resposta imune que é consistente e duradoura buscando o controle da 

proliferação dos taquizoítos. A resposta imune contra T. gondii é mediada por 
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mecanismos da imunidade celular, inata e humoral, sendo o primeiro um fator 

determinante de resistência contra a infecção (Kahi et al., 1998; Blader e Saeij, 

2009; Munoz et al., 2011). 

Após a ingestão de oocistos esporulados ou de cistos contendo 

bradizoítos, os parasitas são liberados no intestino delgado e invadem os 

enterócitos, onde se diferenciam em taquizoítos (Mennechet et al., 2002). As 

células imunes inatas, como as células dendríticas (DCs), macrófagos e 

neutrófilos detectam o parasita, principalmente por meio de receptores Toll-

like (TLRs), e secretam IL-12, para estimular células T CD4+ e CD8+ e células 

natural killer (NK) a produzirem IFN-γ (Wang, Jin-Lei et al., 2019). 

IL-12 e IFN-γ são citocinas importantes para a morte dos parasitas 

durante infecção aguda e também são essenciais para a manutenção 

da infecção crônica (Pittman e Knoll, 2015). No entanto, a produção de IL-12 

precisa ser controlada para prevenir uma patologia pró-inflamatória (Denkers, 

2010). 

IL-10 é uma citocina anti-inflamatória responsável por minimizar os 

danos causados por uma resposta imune inflamatória exacerbada regulando 

a produção de IL-12 e consequentemente diminuindo a quantidade de IFN-γ 

(Pittman e Knoll, 2015; Wang, Jin-Lei et al., 2019). 

O início da resposta imune adaptativa é essencial para desencadear 

a fase crônica. A imunidade adaptativa depende em grande parte das células 

apresentadoras de antígenos (APCs) para ativar as células B nos órgãos 

linfóides secundários.  As células B podem atuar como APCs para estimular 

as células T CD4+ e secretam citocinas como IFN-γ e IL-12 (Harris et al, 

2005).  As células T CD4+ e CD8+ agem sinergicamente para impedir a 

reativação de cistos, o que é considerado necessário para o controle da 

infecção crônica (Hwang e Khan, 2015; Pittman e Knoll, 2015; Wang, Jin-Lei 

et al., 2019). 

A resposta imune humoral contra T. gondii se desenvolve durante a 

parasitemia na infecção aguda e é direcionada principalmente contra os 

taquizoítos. A imunidade humoral exerce efeitos protetores como a 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471492219300170?via%3Dihub#bib0050
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opsonização dos parasitas por fagocitose; inibir a ligação do parasita às 

células hospedeiras e o bloqueio da invasão parasitária (Sayles et al., 2000). 

  

 

1.8. microRNAs (miRNAs)  

 

Nos últimos anos foram descobertas novas moléculas que 

desempenham papéis importantes na regulação gênica. Os miRNAs 

constituem uma família de pequenos RNAs não codificadores de proteínas, 

em média de 22 nucleotídeos, que regulam a expressão de milhares de 

genes vinculando e reprimindo a atividade do RNA mensageiro (mRNAs) alvo 

específico (Bartel, 2004).  

O primeiro miRNA, lin-4, foi descrito por Lee et al. (1993), que 

verificaram que esse gene responsável pela regulação do desenvolvimento 

larval de Caenorhabditis elegans, não codificava nenhuma proteína, e sim um 

par de pequenos RNAs que inibiam a proteína lin-14. Sete anos depois, outro 

grupo identificou um novo miRNA, também em C. elegans, denominado de 

let-7. Esse novo miRNA tinha a mesma característica de se parear à região 

3’UTR, mas de outro gene, o lin-41, e inibir sua tradução durante a passagem 

do estágio larval L4 para adulto (Reinhart et al., 2000). 

A sequência do let-7 mostrou-se ser altamente conservada entre 

diferentes espécies (Reinhart et al., 2000), o que evidenciava a não 

exclusividade dos miRNAs aos nematóides. Outros estudos reconheceram os 

miRNAs como uma classe distinta de reguladores biológicos sendo 

encontrados em insetos, mamíferos e plantas (Lagos-Quintana, 2001; He e 

Hannon, 2004). 

A partir desses achados, surge um novo campo de estudo onde 

muitos miRNAs foram descritos atuando em vários processos biológicos (He 

e Hannon, 2004). Atualmente, o banco de dados de miRNAs registra mais de 

38.589 sequências descritas em organismos vertebrados, invertebrados, 

plantas e vírus (http://www.mirbase.org/). 

 

http://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gene-regulatory-network
http://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gene-regulatory-network
http://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gene-regulatory-network
http://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gene-regulatory-network
https://pt.wikipedia.org/wiki/Caenorhabditis_elegans
http://www.mirbase.org/
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1.8.1. Biogênese de miRNAs  

 

Os genes que contém os miRNAs são evolutivamente conservados e 

podem se originar de íntros ou éxons de gene codificadores de proteínas ou 

em regiões intergênicas (Rodriguez et al., 2004). 

São formados a partir de longos transcritos primários, em geral, pela 

RNA polimerase II, gerando o miRNA primário (pri-miRNA) com algumas 

centenas de nucleotídeos (Lee e Ambros, 2001 e Kim et al., 2009) no núcleo. 

No entanto, em alguns casos, a transcrição de miRNA pode ser realizada por 

RNA polimerase III (Borchert, 2006).  

As estruturas geradas contem regiões em que os nucleotídeos se 

pareiam e as regiões não pareadas formam alças (Amaral et al., 2010). Após 

a transcrição, os pri-miRNAs são processados por uma RNase III chamada 

Drosha, que quebra os locais de pareamento do pri-miRNA, liberando uma 

estrutura similar a um grampo de cabelo denominado miRNA precursora (pré-

miRNA), que possui aproximadamente 70 nucleotídeos (Gregory e 

Shiekhattar, 2005).  

Após este processamento, proteínas relacionadas com o transporte 

nuclear, como a exportina 5-Ran-GTP, exportam os pré-miRNAs para o 

citoplasma (Lee e Ambros, 2001).  Em seguida, a alça (região não pareada) é 

removida pela enzima Dicer, outra endonuclease de RNAse III (Song e Rossi, 

2017), formando somente um duplex de RNA com 22 pares de nucleotídeos 

contendo as seqüências maduras de miRNA que são subsequentemente 

carregadas no complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC – RNA 

Induced Silencing Complex) (Slota e Booth, 2019). 

O RISC é constituído por enzimas e proteínas Argonautas (Ago), a 

principal proteína desse complexo de silenciamento (Valencia-Sanchez et al., 

2006),  que promove o desnovelamento e a quebra das pontes de hidrogênio 

que unem as duas fitas, permanecendo o miRNA maduro associado a Ago e 

a outra fita é degradada (Gregory e Shiekhattar, 2005; Vargas e Stolf-Moreira, 

2013) (Figura 7). 
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Figura 7. Processo de biogênese do miRNA. Os miRNAs são inicialmente transcritos como pri-miRNA(1) 

que são processados em pré-miRNA dentro do núcleo (2). Os pré-miRNA são exportados 

para o citoplasma (3), onde são processados em miRNA maduro (4) e carregados no 

complexo de silenciamento induzido por RNA- RISC (5). Os miRNAs maduros guiam o RISC 

para direcionar os transcritos de mRNA selecionados para silenciamento ou degradadação 

(6 e 7).  

Fonte: Biggar e Storey, 2015. 

 

 

1.8.2. Mecanismo de ação de miRNAs  

 

A escolha do mecanismo de silenciamento gênico mediado por 

miRNAs pode ser determinada pelo grau de complementariedade e homologia 

deles com seus mRNAs-alvos (Gregory e Shiekhattar, 2005).  

Existem dois mecanismos distintos no qual os miRNAs podem ligar-

se ao mRNA alvo regulando a expressão gênica: através da degradação ou 

repressão da tradução do mRNA alvo. O bloqueio traducional do mRNA 

ocorre pelo incompleto pareamento de bases e a degradação por 
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exonucleases acontece quando a complementaridade é completa ou quase 

completa. O mecanismo de clivagem do mRNA pode ser irreversível, 

diferentemente do bloqueio traducional (Wu et al., 2006, Cowland et al., 2007).   

Cada miRNA pode apresentar vários mRNA alvos e alguns mRNA 

necessitam de vários miRNA para a inibição. Supõe-se que 60% dos mRNA 

de humanos sejam regulados por miRNAs (Brennecke et al., 2005; Lewis et 

al., 2005; Friedman et al., 2009). 

Os miRNAs estão sujeitos a regulação em vários níveis, incluindo o 

nível de transcrição e em cada uma das etapas de sua biogênese (Ha e Kim, 

2014). Eles também podem ser liberados das células em pequenas vesículas 

extracelulares, como os exossomos, permitindo que os miRNAs participem da 

comunicação intercelular (Bayraktar et al., 2017). 

Como regulam a expressão gênica, os miRNAs são fundamentais 

para diversas funções celulares de eucariotos como proliferação, 

diferenciação, desenvolvimento e morte celular, interação entre vírus e célula 

hospedeira, metabolismo, conformação cromossômica, oncogênese entre 

outros. Desta forma, a sub ou superexpressão de um miRNA pode acarretar 

grandes disfunções celulares, consequentemente teciduais e sistêmicas 

(Vargas e Stolf-Moreira, 2013). 

 

 

1.8.3.  Potencial aplicação dos miRNAs 

 

Estudos recentes indicaram que os miRNAs circulam na corrente 

sanguínea e que a abundância específica de alguns, no plasma ou no soro, 

podem servir como biomarcadores de câncer e outras doenças (Evan et al., 

2010).  

O biomarcador ideal além das evidências científicas que confirmam 

que seu uso influencia o diagnóstico ou desfecho da doença deve ter boas 

características de desempenho, como sensibilidade, especificidade e poder 

preditivo. Além disso, deve ser seguro, fácil de medir e rentável (Parikh e 

Vasan, 2007). 

http://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/serum-blood
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00005-019-00547-4#CR72
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Como a expressão dos miRNAs apresenta-se significativamente 

alterada, comparativamente com o perfil de expressão normal em patologias, 

eles ganharam destaque pelo seu potencial uso como biomarcadores (Mohr 

e Mott, 2015). A sua utilização como biomarcador é especialmente relevante 

em doenças nas quais os sinais aparecem numa fase mais tardia e/ou 

avançada ou onde o diagnóstico envolve a realização de técnicas invasivas 

para os doentes (Almeida et al., 2011).  

O perfil de expressão é específico de tecido ou, por vezes, específico 

de um tipo de célula, e alguns miRNAs são específicos de fases de 

desenvolvimento (Dwivedi, 2014). Sendo assim, há um potencial para 

identificar esses padrões específicos de doença como parte de uma estratégia 

para diagnóstico, prognóstico e intervenções terapêuticas (Bhatt, 2016). 

Dado o papel central dos miRNAs na regulação de cascatas de 

sinalização durante a saúde e a doença, eles podem servir como base para 

importantes alvos terapêuticos (Pereira et al., 2017). Terapias baseadas em 

miRNA têm sido propostas em muitos transtornos complexos, tendo em vista 

que essas moléculas geralmente atuam suprimindo a reparação do DNA ou 

aumentando a tolerância ao dano do DNA (Majidinia e Yousefi, 2016). 

O pré-requisito para o desenvolvimento de ferramentas diagnósticas 

baseadas em miRNA extracelulares é a capacidade de serem medidos com 

sensibilidade e precisão para se tornarem clinicamente eficazes. Esses 

requisitos podem ser atendidos por métodos quantitativos como a PCR em 

tempo real (qPCR) (Evan et al., 2010). 

 

 

1.8.4. Funções dos miRNAs 

 

Desde que foi descoberto, os miRNAs demonstraram desempenhar 

papéis em diversas doenças, incluindo câncer, doenças inflamatórias, 

diabetes e obesidade (Friedman e Jones, 2009; Arner e Kulyte, 2015; Deiuliis, 

2016). Além de processos vitais, estão implicados em diversas atividades 

celulares, como resposta imune, secreção de insulina, síntese de 

https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/role-playing
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/role-playing
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/malignant-neoplasm


45 
 

neurotransmissores, ritmo circadiano e, replicação viral (Poy et al., 2004; 

Jopling et al., 2005; Gantier et al., 2007; Greco e Rameshwar, 2007; Cheng et 

al., 2007). 

Dentre os miRNAs relacionados à infecção por T. gondii, o miR-155 e 

miR-146a parecem promissores e foram fortemente induzidos pelo parasita 

no cérebro de camundongos infectados (Canella et al., 2014). O miR-155 tem 

sido alvo de muitos estudos em diversos campos de pesquisa. Este miRNA já 

é descrito por atuar em vias de sinalização para diferenciação da resposta 

celular do tipo Th1, tendo sua deficiência implicada na diminuição da resposta 

imune celular e humoral dependente de célula T (Rodriguez et al., 2007; Thai 

et al., 2007; Oertli et al., 2011).  

Rodriguez et al. (2007) e Amado et al. (2015) mostraram o papel do 

miR-155 na regulação negativa da diferenciação da resposta celular do tipo 2 

(Th2). Tanto em humanos como em camundongos, o miR-155 é altamente 

expresso em subpopulações de células Th17 e, em modelo murino (C57BL/6) 

de infecção por T. gondii, é requerido para expressão de citocinas por células 

T reguladoras (Treg) e células Th17 (Escobar et al., 2014).  

Em contrapartida, o miR-146a tem sido implicado na supressão da 

diferenciação das células Th17 (Yang et al., 2012; Zhu et al., 2014; Wang et 

al., 2014). Dada a sua importância, este miRNA altamente expresso em 

células Treg parece ser vital para o controle da resposta imune Th1 mediada 

por IFN-γ (Lu et al., 2010). Além disso, sua expressão tem sido associada com 

o fenótipo de memória de superfície em células T CD8+ex vivo e culturas in 

vitro (Sheppard et al., 2014). 

O miR-21 é abundantemente expresso em células de mamíferos e 

evolutivamente conservado em uma ampla gama de espécies de vertebrados 

(Li et al., 2018). Atua como um regulador negativo do TLR 4 e inibe a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias (Sheedy et al., 2010). Alguns estudos 

mostraram que o nível de expressão de miR-21 foi elevado em vários tecidos 

de câncer, incluindo tecidos retais, gástricos e pulmonares (Lopes-Ramos et 

al., 2014; Park et al., 2016) sendo também significativamente suprarregulado 

em fígados infectados por T. gondii (Cong et al., 2017). Esse miRNA 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mammalian-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/species
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/vertebrate
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desempenha um papel na biologia tumoral e durante todos os outros estágios 

da carcinogênese (Li et al., 2018). 

O miR-125b, pertencente à família miR-125, tem sido relatado como 

implicado no desenvolvimento de doenças inflamatórias, bem como na 

diferenciação de células T (Wei e Pei, 2010). Além disso, sua expressão foi 

relatada em desenvolvimento e função de células imunes, promoção ou 

supressão do câncer em diferentes tipos de células, sensibilidade ou 

resistência a drogas quimioterápicas, e potenciais clínicos em terapias e 

tratamentos contra o câncer (Wang, Jessica et al., 2019). É importante 

ressaltar que o miR-125b também foi encontrado regulado negativamente 

após a infecção com a linhagem RH, indicando que macrófagos infectados 

com diferentes genótipos de T. gondii apresentam diferentes perfis de 

expressão deste miRNA (Li et al., 2019).  

A família miR-29 consiste em miR-29a, b e c, distribuídos em dois 

cromossomos, 1q32 e 7q32 (Jiang et al., 2014). O miR-29c está bem 

estabelecido como um supressor de tumor em muitos tipos de câncer, 

incluindo o pulmão, o pâncreas e a bexiga (Wang et al., 2013; Jiang et al., 

2015; Zhao et al., 2015). Desempenha um papel crucial na condução da 

miogênese, aumentando a massa muscular e inibindo a atrofia e fibrose 

muscular, portanto, este miRNA pode ser útil como uma ferramenta 

terapêutica para regular essas funções em condições patológicas (Falcone et 

al., 2019). O miR-29c foi descrito como um dos reguladores da 

neurogliogênese na retina, uma vez que os seus alvos são genes regulatórios 

conservados na retina, uma parte integrante do SNC, ele pode desempenhar 

um papel similar durante a neurogiogênese, em outras partes do cérebro (Xia 

et al., 2019).  

Muitos miRNAs são comumente alterados durante um espectro de 

muitos tipos diferentes de doenças.  Portanto, padrões de múltiplos miRNAs 

que são especificamente alterados durante o estado de doença devem ser 

identificados, a fim de distinguir patologias específicas com base na 

expressão de miRNA (Slota e Booth, 2019). 

  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/carcinogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/development
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/immunocompetent-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tumor-promotion
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/drug-resistance
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/drug-resistance
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chemotherapy
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/combination-therapy
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0012160619300065?via%3Dihub#bib33
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0012160619300065?via%3Dihub#bib33
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1.9. Análise da Expressão Gênica 

 

O termo expressão gênica pode ser descrito como o conjunto de 

processos pelo qual a informação contida em um gene é decodificada em 

proteínas. Nos microrganismos o controle da expressão gênica serve 

principalmente para permitir que o seu crescimento e divisão sejam 

potencializados e, no caso dos microrganismos patogênicos, para que a 

infecção se estabeleça. Assim, a capacidade de quantificar os níveis de 

transcrição de genes específicos pode ser útil para caracterizar a resposta do 

estado do hospedeiro (Desroche et al., 2005).  

Estudos de expressão gênica são realizados utilizando-se a qPCR, 

onde a quantificação relativa é a abordagem mais adotada, na qual a 

quantificação da expressão gênica é normalizada em relação a um gene 

endógeno. Existem diversos estudos que têm apresentado a importância da 

identificação de genes endógenos adequados para análises de qPCR 

(Vandesompele et al., 2002; Hays, 2009; Silveira et al., 2009; Applied 

Biosystems, 2010; Kheirelseid et al., 2010; Schlosser et al., 2015; Rice et al., 

2015). O propósito é padronizar as diferentes etapas para minimizar eventuais 

variações do procedimento experimental e como não há um gene endógeno 

universal para todos os tipos celulares, a escolha é definida por genes que 

apresentam expressão constante, para que apresentem o mesmo padrão de 

variação dentro do experimento quando comparados com a amostra testada 

(Expósito-Rodrigues et al., 2008).  

Este conceito de quantificação relativa baseada na expressão de um 

gene endógeno necessita de uma estratégia adicional quando analisamos 

amostras consideradas mais difíceis. Embora os miRNAs circulantes sejam 

consistentemente relatados como estáveis no soro, vários fatores podem 

afetar sua quantidade (Arroyo et al., 2011). 

Neste contexto, a utilização de um controle exógeno "spike-in” 

envolve o uso de um ou mais imitadores de miRNA sintéticos que são 

inseridos na extração de RNA, logo após a desnaturação de ribonucleases 

plasmáticas endógenas. Esses imitadores de miRNA são tipicamente de 
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C. elegans e não possuem homologia de sequência para miRNA de 

mamíferos. Os níveis desses controles podem ser usados para normalizar as 

diferenças na extração de RNA, transcrição reversa e na eficiência da qPCR 

(Schlosser et al., 2015). 

 

 

1.10. Justificativa  

 

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuição mundial com 

importantes repercussões na saúde pública. A forma cerebral da 

toxoplasmose é um evento definidor de aids em 75% dos casos. O 

reconhecimento precoce e o tratamento imediato reduzem o risco de 

sequelas neurológicas e a mortalidade. Contudo, o seu diagnóstico 

frequentemente baseado em imagens, pode ser confundido com outras 

patologias. Sendo assim, são necessárias estratégias mais eficazes para um 

diagnóstico diferencial. Os miRNAs são descritos como moléculas que 

exercem um importante papel na regulação da expressão gênica em células 

de eucariontes. Os miRNAs extracelulares são promissores biomarcadores 

em diversos tipos de cânceres e vem sendo largamente estudados no 

contexto de doenças infecciosas e parasitárias. Desta forma pretendemos 

investigar a expressão de miR-155, miR-146a, miR-21, miR-125b e miR-29c 

importantes na regulação da resposta imune em amostras de plasma de 

pacientes com toxoplasmose cerebral/aids, afim de que este estudo possa 

abrir perspectivas para a utilização destes conhecimentos na aplicação no 

diagnóstico e/ou prognóstico desta infecção, além de contribuir para estudos 

de novos alvos terapêuticos.  
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2. OBJETIVOS  

 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Investigar a expressão de cinco miRNAs (miR-155, miR-146a, miR-

21, miR-125b, miR-29c) em plasma de pacientes com toxoplasmose cerebral 

e aids e comparar os resultados com os encontrados em plasma de indivíduos 

com toxoplasmose assintomática 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

1. Padronizar um protocolo de extração de miRNA no plasma humano; 

 

2. Realizar a seleção dos genes de referência para miRNA para normalizar 

as reações de expressão gênica por qPCR. 

 

3. Realizar os testes e as análises dos dados de expressão gênica para os 

miRNAs miR-155, miR-146a, miR-21, miR-125b, miR-29c nas amostras 

selecionadas para o estudo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1. Considerações éticas  

 

Este projeto foi aprovado na Plataforma Brasil/CTNBio) (CEPIAL) sob 

número 1.020.582 (ANEXO 1). 

 

3.2. Delineamento Experimental 
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3.3. Pacientes e amostras clínicas 

 

Neste estudo foram analisadas 79 amostras clínicas divididas em três 

grupos:  

Grupo I: 32 amostras de pacientes com toxoplasmose cerebral/aids (TC/aids), 

admitidos e tratados no Instituto de Infectologia Emílio Ribas.  

Grupo II: 27 amostras de indivíduos assintomáticos e soropositivos para 

toxoplasmose (TA). 

Grupo III: 20 amostras de indivíduos soronegativos para toxoplasmose 

(controle negativo - CN).   

As amostras do grupo II e do grupo III foram provenientes da 

soroteca do Laboratório de Biologia Molecular de Parasitas e Fungos do 

Centro de Parasitalogia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz. 

 

 

3.4. Diagnóstico da toxoplasmose 

 

3.4.1. Sorológico 

 
Em todas as reações foram utilizadas placas de polietileno (96 

orifícios) de fundo chato, sensibilizadas com o antígeno (na concentração de 

1 μg/mL) diluído em tampão bicarbonato de sódio e distribuídos nos orifícios, 

incubando-se por 18 horas a 4°C num volume de 50 μL/ orifício. Após cada 

etapa da reação, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS 0,05%-Tween 

20. Após a incubação, os orifícios foram bloqueados com 100 μL de PBS-leite 

desnatado 5% por 60 minutos em temperatura ambiente. As amostras (1/200) 

foram diluídas em PBS-leite e adicionadas nos orifícios da placa, em 

duplicata, num volume de 50 μL e incubadas por 60 minutos a 37°C.  A seguir, 

as placas foram novamente incubadas com o segundo anticorpo IgG 

conjugado à peroxidase, na diluição de 1/20.000 por igual período. A 

revelação ocorreu com a adição de 100 μL do substrato enzimático contendo 

0,5 mg/mL de orto-fenilenodiamina (OPD) diluído em fosfato de sódio dibásico 

(0,1M), ácido cítrico (0,1M) e H2O2 (0,1%) por 30 minutos em câmara escura, 



52 
 

à 37°C. A adição de 50 μL por poço de ácido sulfúrico (H2SO4) 4 N (diluído 

1:9) interrompeu a reação após a incubação no escuro. Os resultados foram 

avaliados por leitura em espectrofotômetro (Sirio S- DiaLab Services) em 

comprimento de onda de 492 nm.  

 

 

3.4.2. Molecular  

 

As amplificações em qPCR foram realizadas utilizando o marcador 

molecular REP-529, “forward” (5'AGAGACACCGGAATGCGATCT3’); 

“reverse” (5’TTCGTCCAAGCCTCCGACT3’); e a sonda de hibridização 

(5’TCGTGGTGATGGCGGAGAGAATTGA3’) marcada com FAM (6-

carboxyfluorescein) (Camilo et al., 2017). Para confirmar a qualidade das 

amostras de DNA e a ausência de inibidores de PCR, as amostras também 

foram analisadas utilizando um gene constitutivo, 18S de eucariotos 

“Eukaryotic 18S rRNA gene” (GenBank accession code X03205.1) (Applied 

Biosystems). As reações foram realizadas em um volume final de 20 μL. As 

amostras de DNA (3 μL de cerca de 100 ng/μL), DNA de T. gondii - controle 

(5 ng/μL) foram misturadas com 10 μL do 2X TaqMan Universal PCR Master 

Mix e 1,25 μL do ensaio (18 μM do marcador “forward” e “reverse”; e 5 μM da 

sonda de hidrólise). Em cada reação foram incluídos um controle positivo, a 

partir de DNA extraído de taquizoítos mantidos em cultura e um controle 

negativo, onde foi utilizada água ultrapura que substituiu o DNA. As 

amplificações foram realizadas no AriaMx Real Time PCR System (Agilent 

Technologies), com o ciclo termal de 2 minutos, 50°C, e 95°C por 10 min; 

seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. 

 

 

3.5. Extração de RNA total contendo miRNA 

 

A extração de RNA total contendo os miRNAs foi realizada utilizando 

o kit miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen) segundo as recomendações do 
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fabricante. Foram utilizados 250 µL de plasma de cada amostra para a 

extração. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 16,100 g para 

retirada de detritos celulares. Em seguida, adicionou-se 1 mL de QIAzol ao 

sobrenadante de cada amostra. Após agitação em vórtex, as amostras foram 

incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. A seguir, foram 

acrescentados 5 µL da molécula sintética de miRNA (cel-mir-39) na 

concentração de 25 fmol (como controle exógeno), homogeneizou-se e 

acrescentou-se 200 µL de clorofórmio. Os tubos foram agitados em vórtex por 

15 segundos, permanecendo em temperatura ambiente por 3 minutos. As 

amostras foram, então, centrifugadas a 16,000 g durante 15 minutos 

separando-se em três fases: a superior, aquosa e incolor (contendo o miRNA), 

uma interfase branca, e a fase inferior vermelha contendo o material orgânico. 

Então foram transferidos 600 µL da fase superior incolor para um novo tubo 

de 2 mL, evitando a transferência de qualquer material da interfase. Seguiu-

se uma nova etapa onde foram acrescentados 900 µL de etanol 100% e após 

a homogeneização, foram acrescentados 700 µL de cada amostra em colunas 

RNeasy MinElute. Após centrifugação por 15 segundos a 9,300 g, o filtrado 

foi descartado e repetiu-se a etapa anterior com o restante da amostra. A 

seguir, adicionaram-se 700 µL do tampão RWT na coluna RNeasy MinElute e 

centrifugou-se a 9,300 g por 15 segundos, sendo descartado o filtrado. Em 

seguida, foram adicionados 500 µL do tampão RPE à coluna e centrifugou-se 

a 10,000 g por 15 segundos. Após o descarte do filtrado, foram adicionados 

500 µL de etanol 80% e centrifugou-se a 9,300 g por 2 minutos. A coluna foi 

colocada em um novo tubo coletor e realizou-se uma centrifugação a 

velocidade máxima durante 5 minutos para secar a membrana. Em seguida a 

coluna foi colocada em um novo tubo de 1,5 mL, adicionando-se 30 µL de 

água livre de DNAse (DEPC) para a eluição do RNA total contendo os miRNAs 

após centrifugação de 1 minuto a velocidade máxima. O filtrado foi passado 

novamente pela coluna para obter um melhor rendimento do material.  
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3.6.  Análise da concentração das amostras  

 

Após a extração, as amostras foram quantificadas pelo 

espectrofotômetro Nanodrop ND100 (Thermo Fischer Scientific®). A pureza 

das moléculas de RNA foi avaliada utilizando-se a razão de absorbância da 

amostra entre 260 e 280 nm. A proporção de 1.8 foi interpretada como RNA 

livre de impurezas. A seguir, as amostras foram armazenadas -70°C até o 

momento do uso.  

A concentração de miRNA foi realizada utilizando o kit Qubit 

microRNA Assay Kit (Life Technologies) e para o RNA foi utilizado o kit 

QuantiFluor RNA (Promega), seguindo as orientações dos fabricantes. Ambas 

as leituras foram realizadas no fluorímetro Quantus™ (Promega). 

 

 

3.7.  Síntese do DNA complementar (cDNA)   

 

As fitas de cDNA foram sintetizadas a partir de 2 µL de RNA total 

contendo os miRNAs utilizando o Kit TaqMan Advanced miRNA cDNA 

Synthesis kit (Life Technologies) conforme instruções do fabricante. O 

protocolo consiste em quatro etapas mostradas em detalhes na tabela 1.  

 

 

3.8. qPCR  

 

 Após a síntese de cDNA, as amostras foram diluídas 1:10, conforme 

instruções do fabricante e, em seguida foi realizada a qPCR em ensaio 

customizado e produzido pela Applied Biosystems®. O mix de amplificação 

de qPCR continha 5 µL de TaqMan Fast Advanced Master Mix, 0,5 µL do 

ensaio TaqMan Advanced miRNA Assays (ambos Applied Biosystems) para 

os miRNAs descritos na tabela 2, cDNA (2,5 µL) e 2 µL de água livre de 

RNAse. As reações foram realizadas em duplicatas num volume final de    10 

µL. Para cada reação foi adicionado um controle negativo, compondo-se 

http://www.promega.com/products/fluorometers-luminometers-multimode-readers/fluorometers/quantus-fluorometer/
http://www.promega.com/products/fluorometers-luminometers-multimode-readers/fluorometers/quantus-fluorometer/
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somente do mix de amplificação. A análise da expressão dos miRNAs foram 

realizadas no equipamento StepOne™ Real-Time PCR Systems (Applied 

Biosystems) utilizando a seguinte ciclagem: 95 °C por 20 segundos; 40 ciclos 

de 95°C por 1 segundo; 60°C durante 20 segundos (modo Fast).  
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Tabela 1- Etapas do protocolo de síntese de cDNA.  
 

Etapas do protocolo de síntese de cDNA 

      
  Componente Volume Condições da Ciclagem 

 
1) Reação de Adição da cauda poli A 10 X Poly (A) Buffer 0,5 µL Poliadenização  37°C/45 min 

 ATP 0,5 µL Reação de Parada  65°C/10 min 

 Poly A Enzyme 0,3 µL   

 H₂O RNase free 1,7 µL    

      

 
2) Reação de Ligação dos Adaptadores 5X DNA Ligase Buffer    3 µL Ligação 16°C/60 min 

 50% PEG 8000 4,5 µL  Hold 4°C/∞ 

 25X Ligation Adaptor 0,6 µL    

 RNA Ligase 1,5 µL    

 H₂O RNase free 0,4 µL    

      

 
3) Reação de transcrição reversa 5X RT Buffer    6 µL Transcrição reversa 42°C/15 min 

 dNTP mix (25 mM cada) 1,2 µL Reação de Parada 85°C/5 min 

 20X Universal RT primer 1,5 µL   
 10X RT Enzyme Mix    3 µL    

 H₂O RNase free 3,3 µL    

      

 
4) Reação de miR-Amp 2X miR-Amp Master Mix  25 µL Ativação da Enzima 95°C/5 min 

 20X miR-Amp Primer Mix  2,5 µL Desnaturação 95°C/3 seg 

 H₂O RNase free 17,5 µL Anelamento/Extensão 60°C/30 seg 

   Reação de Parada 99°C/10 min 
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Tabela 2- miRNAs investigados neste estudo. 

 

 
 

Nome 
Número de 

acesso 
Ensaio ID Localização no cromossomo Sequência de nucleotídeos 

miR-155 
Alvo hsa-miR-155-5p MIMAT0000646 477927_miR 

Chr.21: 25573980 - 25574044 

[+] on Build GRCh38 
UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU 

miR-146a Alvo hsa-miR-146a-5p MIMAT0000449 478399_miR 
Chr.5: 160485352 - 160485450 

[+] on Build GRCh38 
UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU 

miR-21 
Alvo hsa-miR-21-5p MIMAT0000076 477975_miR 

Chr.17: 59841266 - 59841337 

[+] on Build GRCh38 
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 

miR-125b Alvo hsa-miR-125b-5p MIMAT0000423 477885_miR 
Chr.11: 122099757 - 122099844 

[-] on Build GRCh38 
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA 

miR-29c 
Alvo hsa-miR-29c-3p MIMAT0000681 479229_miR 

Chr.1: 207801852 - 207801939 

[-] on Build GRCh38 
UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA 

miR-26b Endógeno hsa-miR-26b-5p MIMAT0000083 478418_miR 
Chr.2: 218402646 - 218402722 

[+] on Build GRCh38 
UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU 

miR-423 Endógeno hsa-miR-423-3p 

 
MIMAT0001340 

 
478327_miR 

Chr. 17 - 30117079 - 30117172 

[+] on Build GRCh38 

AGCUCGGUCUGAGGCCCCUCAG

U 

miR-484 Endógeno hsa-mir-484 MIMAT0002174 478308_miR 
Chr.16: 15643294 - 15643372 

[+] on Build GRCh38 
 

UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAU 

cel-miR-39 Exógeno cel-miR-39-3p MIMAT0000010 478293_miR 
 

- 
UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG 

1ID – Identificação do ensaio. 2hsa- Homo sapiens.                                                                                                             Fonte: http://www.thermofisher.com 

 

http://www.thermofisher.com/
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3.9. Padronização da expressão dos genes endógenos  

 

Para a determinação do gene endógeno ideal a ser utilizado como 

normalizador nos ensaios de expressão gênica de miRNA foram testadas 10 

amostras de pacientes TC/aids. 

Após a síntese de cDNA, a expressão dos genes endógenos foi 

determinada em duplicata por qPCR em ensaio customizado. Avaliamos a 

expressão de três genes constitutivos: miR-26b, miR-484, miR-423. Estes 

genes candidatos foram selecionados de acordo com a literatura (Applied 

Biosystems, 2010; Rice et al., 2015). As características dos miRNAs estão 

descritas na tabela 2. O mix de amplificação do qPCR continha 5 µL TaqMan® 

Fast Advanced Master Mix e 0,5 µL TaqMan® Advanced MicroRNA Assay 

(ambos Applied Biosystems) para os miRNAs descritos, 2,5 µL de cDNA e 2 

µL de água livre de RNase, totalizando um volume final de 10 µL. Para cada 

reação foi adicionado um controle negativo. A análise da expressão dos 

miRNAs endógenos foram realizadas no equipamento StepOne™ Real-Time 

PCR Systems (Applied Biosystems) utilizando a seguinte ciclagem: 95 °C por 

20 segundos; 40 ciclos de 95°C por 1 segundo; 60°C durante 20 segundos 

(modo Fast). 

 

 

3.10.  Análise dos dados  

 

3.10.1. Avaliação da expressão dos genes endógenos  

 

A estabilidade da expressão gênica foi avaliada pelo software geNorm 

(versão 3.5, http://genorm.cmgg.be) através dos resultados gerados na qPCR. 

Os valores de CT (Cycle threshold) foram transformados em dados de 

quantificação relativa utilizando o “método de delta CT”, onde para cada 

miRNA o valor mais alto de CT foi subtraído de todos os demais valores de CT. 

Em seguida, foi aplicada a fórmula 2-ΔCT e estes dados foram inseridos no 

geNorm, o qual promove a comparação aos pares da expressão dos genes 
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testados. Desta forma, um índice M foi gerado para cada miRNA e este índice 

é utilizado para se determinar o gene que apresenta expressão mais estável. 

O geNorm recomenda índice M abaixo do limite de 1,5, onde quanto menor o 

índice M, mais estável é a expressão do miRNA (Livak e Schimittgen, 2001). 

 

 

3.10.2. Cálculo da quantificação de expressão gênica  

 

A quantificação da expressão gênica foi avaliada pelo método do “CT 

comparativo” (2-∆∆CT), segundo Livak e Schimittgen (2001). Para a realização 

desta fórmula, primeiramente foi feita a correção da variação entre as 

amostras, subtraindo-se o valor obtido de CT de cada amostra em relação ao 

CT do gene endógeno, obtendo-se valor de ∆CT. Após a obtenção desses 

valores, foi realizado o cálculo de ∆∆CT. Para tal, os valores obtidos de ∆CT 

das amostras foram subtraídos do valor de ∆CT da amostra calibradora. A 

utilização de uma amostra calibradora é recomendada para descrever 

quantas vezes o miRNA de estudo está sendo mais ou menos expresso em 

relação a este calibrador. Recomendam-se como calibradores da reação, 

amostras do tempo zero do estudo ou amostras controles (sem nenhum 

tratamento). 

Neste estudo foi utilizado como calibrador para os cálculos de 

expressão, a média do grupo controle negativo, o qual de acordo com o 

método assume o valor de 1.0.  

Após a determinação dos valores de ∆∆CT, aplicou-se a fórmula de 

quantificação relativa dada por: 2-∆∆CT. Os resultados foram descritos em 

média de quantificação relativa (RQ).  

 

RQ= 2-∆∆CT, onde ∆CT= CT alvo – CT endógeno, e  

∆∆CT= ∆CT amostra – ∆CT do calibrador 
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3.10.3. Análises estatísticas  

 

As análises estatísticas forami realizadas no software GraphPad 

Prism 6.0 (GraphPad Software, CA). As diferenças entre os três grupos para 

cada miRNA foram analisadas usando o teste não paramétrico Kruskal-Wallis 

ANOVA. A comparação da expressão entre os grupos TC/aids e TA foi 

determinada pelo teste Mann-Whitney (teste T não paramétrico). As 

diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05 

(*p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005, ****p<0,00005). 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1. Diagnóstico clínico e laboratorial da toxoplasmose 

 

Para as 32 amostras de pacientes TC/aids foi realizado o teste 

sorológico pelo ELISA (IgG) e qPCR no sangue para toxoplasmose. Todos 

apresentaram ELISA positivo e 17 foram positivos na qPCR. Esses pacientes 

tinham diagnóstico sorológico positivo para HIV, valores de células T 

CD4+<200/μL e evidências de imagem tomográfica de lesão expansiva. Para 

as amostras dos grupos TA e CN foi realizado somente o ELISA (Tabela 3). 

 

Tabela 3- Resultados clínicos e laboratoriais das amostras.  
 

a TC/aids (toxoplasmose cerebral e aids); b TA (toxoplasmose assintomática); c CN (controle negativo); 

d O diagnóstico foi definido por dados clínicos, de imagens e laboratoriais; e ND (não determinado). 

 

 

4.2. Controle exógeno  

 

 Como mencionado no item 3.5. de Material e Métodos, a molécula 

sintética cel-miR-39 foi adicionada em cada amostra no momento da extração 

de RNA e detectada na qPCR. Em todas as amostras utilizadas nesse estudo 

  Grupos 
  

 

TC/aids a 

(n = 32)  

 

TA b 

(n = 27) 

 CN c 

 (n = 20) 

 

Diagnóstico 

clínico d  

Toxoplasmose cerebral e 

aids 

Toxoplasmose 

Assintomática 
 ND e 

ELISA  Reagente (32/32) Reagente (27/27)  Não reagente (20/20)  

qPCR  Positivo (17/32) ND   ND  

Gênero 15M - 17F 12M - 15F  2M – 18F 
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houve a expressão do cel-mir-39 indicando uma boa qualidade da extração. 

A tabela 4 mostra as médias de CTs das amostras utilizadas nesse estudo.    

 

Tabela 4- Média de CT do controle exógeno (cel-miR-39).  

 

Grupos Média de CT Intervalo de CT (min- máx) 

    

TC/aidsa 26,05 (21,47 - 29,67) 

TAb 25,95 (21,99 - 33,53) 

CNc 28,25 (21,41 - 37,76) 
 

a TC/aids (toxoplasmose cerebral e aids); b TA (toxoplasmose assintomática) e c CN (controle negativo). 

 

 

4.3.  Quantificação de RNA total e miRNA 

 

As médias de quantificação do grupo TC/aids pelo fluorímetro para o 

RNA total foram 2,24 ng/μL e para o miRNA 0,0551 ng/μL. O grupo TA obteve 

uma média de 1,11 ng/μL de RNA total e 0,0612 ng/μL de miRNA. Já o grupo 

CN a média foi de 1,36 ng/μL de RNA total e 0,0451 ng/μL de miRNA (Tabela 

5). 
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Tabela 5- Quantificação de RNA total e miRNA das amostras de plasma 

utilizadas neste estudo. 

 

Quantificação das amostras (ng/μL)* 

     

 RNA total miRNA 

     

 Média Intervalo (min-max) Média Intervalo (min-max) 

TC/aidsa 2,24 0,11- 12,00 0,0551 0,0252 - 0,0991 

TAb 1,11 0,11 - 3,80 0,0612 0,0270 - 0,1240 

CNc 1,36 0,21- 9,90 0,0451 0,0384 - 0,0601 

     
 

a TC/aids (toxoplasmose cerebral e aids); b TA (toxoplasmose assintomática) e c CN (controle negativo).  

* Realizadas em um Fluorímetro (QubitTM Quantitation Platform). 

 

 

4.4. Determinação dos genes endógenos candidatos 

 

Os experimentos iniciais foram realizados para normalizar os ensaios 

de expressão gênica. Foram testados três miRNAs: miR-26b, miR-423 e miR-

484 em 10 amostras de plasma de pacientes com TC/aids. Os valores de CT 

foram transformados em dados de quantificação relativa utilizando o “método 

de delta CT” conforme mostra a tabela 6. 

Após a avaliação pelo geNorm, os resultados mostraram que os 

genes candidatos miR-423 e miR-484 apresentaram valores de M inferiores a 

1,5, que é considerado o valor de corte para a adequação. Os valores de 

índice M foram: 1,354 para o miR-484, 1,463 para o miR-423 e 1,927 para o 

miR-26b. Desta forma, de acordo com a classificação do geNorm, o miR-484 

foi considerado como gene ideal por apresentar maior estabilidade e menor 

variabilidade entre as amostras. O miR-26b foi altamente variável, não sendo 

um bom candidato a normalizador. Todos os valores de M encontram-se 

ilustrados na figura 8.
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Tabela 6- Valor de 2-ΔCT para os genes endógenos. 

 

Plasma                    miR-26b                       miR-423                      miR-484 

  CT ∆ CT 2-ΔCt CT ∆CT 2-ΔCt CT ∆CT 2-ΔCt 

3025T/RPR 33,77* 0,00 1,00 33,22* 0,00 1,00 29,47 -0,52 0,70 

3034T/SJR 29,02 -4,76 0,04 27,03 -6,19 0,01 24,85 -5,15 0,03 

3052T/RBF 31,65 -2,13 0,23 27,09 -6,14 0,01 24,84 -5,16 0,03 

3056T/WSJ 31,98 -1,81 0,29 32,15 -1,07 0,48 29,99* 0,00 1,00 

3074T/ALS 29,12 -4,66 0,04 26,81 -6,42 0,01 23,53 -6,47 0,01 

3075T/NMJ 25,99 -7,80 0,00 23,61 -9,61 0,00 22,20 -7,80 0,00 

3167T/SEM 26,72 -7,07 0,01 25,05 -8,18 0,00 24,13 -5,86 0,02 

3168T/MSMP 25,14 -8,64 0,00 24,75 -8,48 0,00 23,47 -6,52 0,01 

3319T/RFS 28,67 -5,12 0,03 30,69 -2,53 0,17 28,38 -1,62 0,33 

1477/JAXF 29,26 -4,53 0,04 30,37 -2,86 0,14 26,16 -3,84 0,07 

 
* Valor de CT mais alto 
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Figura 8. Média de estabilidade de expressão (Índice M). O miRNA mais estável é o que apresentou 

valor de M inferior a 1,5 (Vandesompele, 2002). 
 
 
 
 

4.5. Expressão gênica dos miRNAs alvos 

 

No passo seguinte, as análises dos miRNAs foram realizadas nos três 

grupos estudados. Conforme descrito no item 3.10.2. de Material e Métodos, 

o grupo controle negativo utilizado com calibrador assume o valor de 1,0.  

A figura 9 mostra a quantificação relativa dos níveis de miR-146a 

onde, a média de RQ para o grupo TC/aids foi de 2,500 ± 0,3243 (média ± erro 

padrão da média) dos indivíduos assintomáticos, 1,661 ± 0,2131. Já os níveis 

de expressão do miR-21 no grupo de TC/aids foi de 3,829 ± 0,5787 e do grupo 

TA foi de 1,815 ± 0,1514. As diferenças entre os três grupos foram 

estatisticamente significantes em p=0,0011 (miR-146a) e p=0,0001 (miR-21) 

no teste ANOVA (Figura 10).   

 

1,927 

1,463 
1,354 
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Figura 9. Quantificação relativa dos níveis de miR-146a do controle negativo (amarelo), 
indivíduos com toxoplasmose assintomática (verde) e pacientes com 
toxoplasmose cerebral/aids (lilás). Os valores são expressos em RQ obtidos 
pelo método do “CT comparativo” (2-∆∆CT), descrito no item 3.10.2, de Material 
e Métodos. As diferenças entre os grupos foram estatisticamente significantes 
( **p=0,0011). 
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Figura 10. Quantificação relativa dos níveis de miR-21 do controle negativo (amarelo), 

indivíduos com toxoplasmose assintomática (verde) e pacientes com 
toxoplasmose cerebral/aids (lilás). Os valores são expressos em RQ após o 
cálculo determinado pelo método do “CT comparativo” (2-∆∆CT), descrito no item 
3.10.2. de Material e Métodos. As diferenças entre os grupos foram 
estatisticamente significantes ( ****p<0,0001). 
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Para o miR-155,  as médias de RQ do grupo TC/aids e TA foram de 

1,243 ± 0,03406 e 1,651 ± 0,2536, respectivamente. As diferenças entre os 

três grupos foram estatisticamente significantes, com p= 0,0334 no teste 

ANOVA (Figura 11).  
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Figura 11. Quantificação relativa dos níveis de miR-155 do controle negativo (amarelo), indivíduos com 
toxoplasmose assintomática (verde) e pacientes com toxoplasmose cerebral/aids (lilás). Os 
valores são expressos em RQ após o cálculo determinado pelo método do “CT comparativo” 
(2-∆∆CT), descrito no item 3.10.2. de Material e Métodos. As diferenças entre  os grupos 
foram estatisticamente significantes (*p<0,0334). 

 

 

As figuras 12 e 13 mostram a quantificação relativa dos níveis de 

expressão de miR-125b e miR-29c. Para o miR-125b a média de RQ foi de 

2,041 ± 0,2451 para o grupo TC/aids e 2,026 ± 0,2150 para o grupo TA. Em 

relação ao miR-29c, a média de RQ para o grupo TC/aids e o assintomático 

foram de 1,486 ± 0,1164 e  1,315 ± 0,09640, respectivamente. Como o grupo 

controle negativo foi diferente dos grupos, as diferenças entre os três grupos 

foram estatisticamente significantes em p= 0,0181 (miR-29c) e p= 0,0049 

(miR-125b) no teste ANOVA.  
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Figura 12. Quantificação relativa dos níveis de miR-125b do controle negativo (amarelo), indivíduos com 
toxoplasmose assintomática (verde) e pacientes com toxoplasmose cerebral/aids (lilás).  Os 
valores são expressos em RQ após o cálculo determinado pelo método do “CT comparativo” 
(2-∆∆CT), descrito no item 3.10.2. de Material e Métodos. As diferenças entre  os grupos 
foram estatisticamente significantes (**p<0,0049). 
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Figura 13- Quantificação relativa dos níveis de miR-29c do controle negativo (amarelo), indivíduos com 
toxoplasmose assintomática (verde) e pacientes com toxoplasmose cerebral/aids (lilás). Os 
valores são expressos em RQ após o cálculo determinado pelo método do “CT comparativo” 
(2-∆∆CT), descrito no item 3.10.2. de Material e Métodos.  As diferenças entre  os grupos 
foram estatisticamente significantes (*p<0,0181). 
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Em seguida, foi feita a comparação entre os grupos TC/aids e 

assintomáticos para os cinco miRNAs investigados (Figura 14).  
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Figura 14- Comparação da quantificação relativa dos níveis de miRNAs investigados em plasma de 

pacientes com toxoplasmose cerebral/aids e indivíduos assintomáticos e soropositivos para 
toxoplasmose. Os valores são expressos em RQ após o cálculo obtido pelo método do “CT 

comparativo” (2-∆∆CT), descrito no item 3.10.2. de Material e Métodos. As diferenças dos 
níveis de expressão de miR-146a (*p<0,0177) e do miR-21 (*p< 0,0302) foram 
estatisticamente significantes. 

 
 

A análise estatística mostrou que o grupo TC/aids expressou 

significativamente níveis maiores de miR-146a e miR-21 do que o grupo TA, 

com p= 0,0107 (miR-146a) e p= 0,0302 (miR-21) pelo teste Mann-Whitney. 

miR-155, miR-125b e miR-29c não apresentaram diferenças estatisticamente 

significantes entre os dois grupos estudados. 
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5. DISCUSSÃO 
 
 

A primeira parte do presente trabalho consistiu na seleção das 

amostras clínicas através do diagnóstico dos grupos de plasmas estudados. 

Após o diagnóstico clínico, radiológico e sorológico das amostras 

provenientes do Instituto de Infectologia Emílio Ribas, foi realizado o 

diagnóstico sorológico por ELISA utilizando o antígeno bruto de T. gondii a 

partir de taquizoítos sonicados (Costa-Silva et al., 2008; Meira et al., 2008), 

obtendo resultado reagente para todas as amostras desse grupo. Para o 

diagnóstico molecular por qPCR utilizando o iniciador REP 529 (Camilo et al., 

2017), das 32 amostras de plasma somente 17 foram reagentes, sendo que a 

sensibilidade do resultado pode ter sido afetada por diversos fatores.  

Em países de elevada prevalência de toxoplasmose, como o Brasil, a 

maioria da população apresenta anticorpos IgG anti-T. gondii refletindo 

infecção crônica. Neste contexto, foi realizado a sorologia das amostras de 

plasma, obtendo 27 amostras reagentes e 20 amostras não reagentes. Não 

foi realizada qPCR nas amostras reagentes por ser tratar de uma infecção 

crônica, sendo que para isto é necessário que o parasita esteja circulante no 

sangue.  

Após a seleção das amostras, a segunda parte desse estudo foi 

direcionada para investigar a expressão de cinco miRNAs nas amostras de 

plasmas dos grupos estudados. 

Os miRNAs são considerados mecanismos reguladores fundamentais 

da expressão gênica. Tanto os miRNAs celulares quanto os circulantes são 

alterados durante determinada doença e podem refletir patologias cerebrais 

(Backes et al., 2016). Por serem moléculas altamente estáveis em fluidos 

corporais, tais como soro e plasma,  podem ser utilizados como potenciais 

biomarcadores de várias doenças (Chen et al., 2008). 

A qPCR é um dos métodos de quantificação mais sensível e 

reprodutível para análise de expressão gênica, no entanto, muitos fatores 

podem afetar os resultados. Sendo assim, a alternativa ideal seria a utilização 

de um ou alguns controles de referência internos específicos para garantir 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/biological-marker
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uma correta normalização e interpretação de resultados, com base na 

suposição de que o nível de expressão de genes endógenos não muda de 

amostra para amostra (Schlosser et al., 2015; Stassen et al., 2015).   

As padronizações dos níveis de expressão dos miRNAs alvos foram 

realizadas testando-se os níveis de expressão dos miRNAs endógenos (miR-

484, miR-423 e miR-26b) para serem normalizadores das amostras de 

plasma. As análises foram realizadas no programa de computador geNorm, o 

qual calcula a estabilidade de expressão dos genes candidatos gerando um 

índice M para cada miRNA. Um gene é considerado estável quando apresenta 

o menor valor de M, sendo este menor que 1,5 (Vandesompele et al., 2002).  

Os resultados mostraram que o miR-484 foi o gene endógeno ideal 

para as amostras de plasma utilizadas neste estudo, pois teve o menor valor 

de M (1,354). O gene miR-423 teve um índice M= 1,463, que é menor do que 

o recomendado, porém o valor obtido foi maior que o miR-484. O miR-26b, 

para este estudo, não mostrou ser um bom candidato a normalizador por 

apresentar um índice M maior que o recomendado.  

O miR-484, é um gene endógeno usado comumente na pesquisa de 

miRNAs de plasma (Rice et al., 2015). Foi identificado como um supressor na 

tradução de proteínas (Wang et al., 2012; Zearo et al., 2014), está relacionado 

ao diagnóstico e à recorrência de tumores multiplicadores, como câncer de 

pulmão (Li et al., 2017), câncer de próstata (Pashaei et al., 2017) e carcinoma 

de tireoide (Stokowy et al., 2016).  Alguns estudos mostraram que o miR-484 

é altamente expresso em células cancerígenas de cardiomiócito e 

adrenocortical e pode inibir a fissão mitocondrial e a apoptose (Wang et al., 

2012). 

Os genes endógenos geralmente estão envolvidos em alguma função 

celular básica subjacente e são expressos constitutivamente em algum nível 

basal em todas as células em condições normais e anormais. Esses níveis de 

expressão são essenciais para uma comparação com os níveis anormais 

(Gee et al., 2011; Kumar et al., 2013; McDermott et al., 2013; Rice et al., 2015). 

A validação experimental para cada situação é um requisito essencial 

(Dheda et al., 2004), porque alguns genes endógenos que são adequados 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S245201441730016X#bb0225
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/microrna
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para amostras de plasma podem não ser em amostras de tecido (Rice et al., 

2015). Portanto, para uma análise precisa da expressão do gene, é de crucial 

importância à validação de genes endógenos candidatos. Além disso, a 

seleção deve ser confirmada por pelo menos um algoritmo, como geNorm ou 

Normfinder (Bustin et al., 2009).  

A maioria dos resultados obtidos por qPCR utiliza diferentes genes 

endógenos para normalização. O uso destes genes é um recurso válido uma 

vez que são afetados pelas mesmas fontes de variabilidade dos miRNAs alvo, 

durante todas as etapas do procedimento experimental. Um controle 

endógeno ideal para amostras de soro/plasma deve ser expresso em todas 

as amostras, ter níveis basais de expressão e que estes níveis sejam 

mensuráveis (Rice et al., 2015). A maioria das pesquisas baseadas em 

miRNA de plasma requer, o uso de um gene endógeno como um marcador 

ou referência confiável e reproduzível para comparar a expressão de 

outros miRNAs (Rice et al., 2015). No entanto, como o estudo de miRNAs é 

um campo relativamente novo, há poucos relatos a cerca da padronização da 

metodologia, dificultando a comparação de diferentes estudos entre si.  

Devido a alta estabilidade, os miRNAs são menos suscetíveis a 

variações durante o processamento, portanto, sua detecção pode ser mais 

confiável do que a de outros marcadores moleculares, indicando seu uso 

potencial como biomarcadores não invasivos (Blondal et al., 2013; Glinge et 

al., 2017). Os miRNAs circulantes preenchem vários critérios de um 

biomarcador ideal, por serem estáveis em biofluidos como soro, plasma, 

LCR, urina e saliva (Chen et al., 2008; Ghai e Wang et al, 2016; Glinge et al., 

2017; Schraml et al., 2017), sofrem regulação específica de tecido para 

tecido e durante a doença, são altamente sensíveis e específicos (Romaine 

et al., 2015) e têm ampla biodisponibilidade.  

Visando o futuro emprego dos miRNAs como biomarcadores, o objetivo 

desse estudo foi avaliar expressão de cinco miRNAs (miR-146a, miR-21, miR-

155, miR-125b e miR-29c) na toxoplasmose cerebral e aids em comparação 

com os indivíduos com toxoplasmose assintomática. Nossos resultados 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S245201441730016X#bb0045
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/housekeeping-gene
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/microrna
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demonstraram que o miR-146a teve um aumento significativo de expressão 

no grupo TC/aids em comparação com o grupo TA.  

Houve aumento da expressão do miR-146a em pacientes TC/aids, 

mostrando que esse miRNA pode representar um mecanismo regulador 

alternativo para ajustar a resposta inflamatória mediada por IFN-γ, ajudando 

a limitar a inflamação excessiva do SNC após estimulação pelo fator nuclear 

kappa B (NF-κB) (Saba et al., 2014; Slota e Booth, 2019).  

Os miRNAs regulam a ativação e diferenciação das células T, tanto 

as efetoras como as células Treg (Kanno et al., 2012). As células T do sistema 

imune adaptativo desempenham um papel central na luta contra a invasão de 

patógenos. A iniciação e resolução das respostas dessas células devem ser 

rigorosamente reguladas para evitar processos inflamatórios e possíveis 

patologias (Yang et al., 2012). A ativação de células T é desencadeada pelo 

receptor de células T (TCR), que determina a especificidade da célula. O 

acoplamento de TCR induz uma cascata de sinalização levando à ativação de 

fatores de transcrição, entre eles, o fator NF-κB que está envolvido na 

proliferação, sobrevivência e funções efetoras das células T (Schulze-

Luehrmann e Ghosh, 2006). 

Em células T humanas, miR-146a é induzido no acoplamento de TCR 

e é abundante em células de memória (Curtale et al., 2010). O estudo da 

expressão de miR-146a em células T CD4+ e CD8+ revelou que a estimulação 

de TCR ativa o NF-kB, que induz a expressão de miR-146a. O miR-146a, por 

sua vez regula negativamente a atividade do NF-κB, reprimindo os ativadores 

TRAF6 (Fator associado ao receptor do TNF) e IRAK-1 (quinase associada 

ao receptor da IL-1) (Yang et al., 2012). Assim, miR-146a atua como uma rede 

reguladora de feedback negativo que modula a sinalização de TCR para NF-

kB.  A ativação desregulada do NF-κB nas células T foi associada ao 

desenvolvimento de doenças inflamatórias e neoplasias mediadas por células 

T (Karin e Greten, 2005; Jost e Ruland, 2007).  

miR-146a está envolvido na regulação de Treg pela via de 

sinalização STAT1/IFN-γ, restringindo as respostas Th1 patogênicas 

mediadas por IFN-γ (Lu et al., 2010).  A redução na expressão de miR-146a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3428948/#bib34
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3428948/#bib34
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tumor-necrosis-factor-receptor-associated-factor-6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3428948/#bib17
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3428948/#bib16
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/microrna-146a
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/signal-transduction
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4476055/#R17
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de Treg de camundongos resulta em imunopatologia mediada por linfócitos 

T CD4+ auxiliares (Th1) que é dependente de IFN-γ, ocasionando uma quebra 

da tolerância (Saba et al., 2014). 

Os miRNAs estão sujeitos a intensa regulação, principalmente nos 

níveis de transcrição e processamento, onde estes regulam a produção de 

citocinas, mas também as citocinas podem modular os seus níveis (Amado et 

al., 2015). Durante a infecção por T. gondii, a citocina essencial para a 

resistência é a IFN-γ, onde tanto a expressão baixa quanto a expressão 

excessiva podem ser prejudiciais ao hospedeiro (Saba et al., 2014).  

A deficiência na síntese de IFN-γ é um defeito no sistema imune de 

indivíduos infectados por HIV, o qual seria responsável pela liberação e 

crescimento do parasita resultando em patologia (Gazzinelli et al., 1995; 

Körner et al., 2010). Meira et al. (2014) observaram em seu estudo um perfil 

de deficiência na produção de IFN-γ em pacientes com TC/aids. Embora o 

miR-29 também seja descrito como um regulador negativo da expressão do 

IFN-γ (Ma et al., 2011), em nosso estudo não observamos um aumento da 

expressão desse miRNA.  

Apesar da família miR-29 não ser muito estudada, alguns autores 

relatam a sua importância na resposta imune adaptativa através da regulação 

da expressão de IFN-γ (Ma et al., 2011; Steiner et al., 2011). Wang, M e 

colaboradores (2019), mostraram que a regulação positiva da expressão do 

miR-29c, reduziu a expressão do receptor de TNF 1A (TNFRSF1A), TNF-a, 

IL-6 e IL-1b que reduziu a gravidade da depressão pós Acidente Vascular 

Cerebral (AVC). TNFRSF1A codifica um receptor para o fator de necrose 

tumoral (TNF), uma citocina pró-inflamatória implicada em uma ampla gama 

de distúrbios (Loetscher et al., 1990, Zhou et al., 2006). 

A IL-2, também chamada de “fator de crescimento de células T” é uma 

citocina que promove respostas imunes dependentes de células T e foi 

introduzida como importante regulador do repertório de miRNA durante a 

expansão das células T. Inibir a expressão de IL-2 é um mecanismo possível 

para prevenir a ativação das células T (Amado et al., 2015). A superexpressão 

do miR-146a e do miR-125b diminui a produção de IL-2, no entanto, o 
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mecanismo exato por trás dessa inibição ainda não foi esclarecido na 

literatura (Curtale et al., 2010).  

miR-125b também tem sido implicado no desenvolvimento de 

doenças inflamatórias, bem como na diferenciação de células T (Wei e Pei, 

2010).  Foi descrito que a expressão de miR-125b foi regulada positivamente 

após a ativação das células T CD4+ e poderia regular a diferenciação dessas 

células (Rossi et al., 2011).  Assim, este achado sustenta os nossos 

resultados, onde a baixa expressão desse miRNA em nossas amostras pode 

estar relacionada a níveis inferiores de linfócitos T CD4+ em pacientes com 

aids.  

O miR-125b pode ter como alvo o mRNA do fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-α), e a expressão negativa leva à produção elevada de TNF-α e, 

consequentemente, ao aumento da resposta inflamatória. Chaudhuri et al. 

(2011) mostraram que o miR-125b é enriquecido em macrófagos e que a 

expressão elevada do miR-125b promove a ativação da resposta de IFN-γ. 

Neste estudo, o miR-125b foi diminuído em pacientes com TC/aids 

corroborando assim com outras pesquisas onde baixos níveis de IFN-γ e altos 

níveis de TNF-α foram encontrados em pacientes com toxoplasmose cerebral 

(Meira et al., 2014).  

Em camundongos infectados por T. gondii, miR-155 mostrou ser 

necessário para a expressão de citocinas pelas células Th17 e para a 

homeostase das células Treg, mas não para a resposta Th1 contra o 

parasita (Escobar et al., 2014). Ainda, miR-155 mostrou reprimir as citocinas 

produzidas pelas células Th2 e a diferenciação in vitro das 

células T CD4+ deficientes em miR-155 mostrou um aumento nos níveis de 

citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 (Rodriguez et al., 2007).  

A IL-10 inibe a síntese de uma grande variedade de citocinas pró-

inflamatórias, e se constitui em um importante modulador das funções 

efetoras dos macrófagos contra diferentes patógenos, inclusive T. gondii 

(Gazzinelli et al., 1992; Tait e Hunter, 2009). Meira et al. (2014), mostraram 

que pacientes com TC/aids apresentaram pequena produção de IL-10 e este 

resultado reforça a hipótese de que, esta deficiência estaria relacionada a 
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infecção por HIV, bem como o miR-155 também poderia estar envolvido nesta 

regulação.  

Em adição, o miR-155 é regulado positivamente em resposta a 

estímulos pró-inflamatórios e sua inibição pode ser uma estratégia viável para 

reduzir a resposta inflamatória, conduzindo ao estado inflamatório crônico em 

humanos (O'Connell et al., 2012 ; Bruen et al., 2019). Desta forma, nossos 

dados mostraram que o miR-155 poderia estar envolvido na resposta imune 

crônica, uma vez que os pacientes com TC/aids apresentaram baixos níveis 

deste miRNA.  

A IL-4 é uma citocina que inibe a ativação de macrófagos mediada por 

IFN-γ. Em contraste com o miR-155, que diminui a sua expressão, o miR-21 

aumenta. A deficiência de miR-21 impacta indiretamente no equilíbrio de 

células Th1/Th2 (Lu et al., 2011). Este miRNA atua também como um 

regulador negativo do TLR-4 e inibe a expressão de citocinas pró-

inflamatórias, como a IL-6 e IFN-γ (Sheedy et al., 2010).  

Tanto o miR-146a como o miR-21 têm como alvo componentes 

diferentes das vias TLR e NF-κB, trabalhando conjuntamente para suprimir a 

ativação dessas vias (He et al., 2016; Sheedy et al., 2010; Wang et al., 

2015). Isso corrobora com os nossos dados, pois além da expressão positiva 

do miR-146a, observou-se também um aumento significativo da expressão do 

miR-21 em pacientes com toxoplasmose cerebral/aids.  

Em conclusão, estes resultados sugerem que o miR-146a e miR-21 

estariam relacionados na regulação da resposta imune na toxoplasmose 

cerebral/aids. Entretanto, mais estudos com um número maior de amostras 

são necessários para avaliá-los como potenciais biomarcadores.  

Apesar do aumento significativo de estudos referentes a miRNAs, 

existem poucos que avaliaram essa associação com a toxoplasmose. Até o 

momento, este é o primeiro estudo que visou investigar a expressão de 

miRNAs em pacientes com toxoplasmose cerebral/aids.  Há muito potencial 

para identificar esses padrões específicos, avaliando o papel de miRNAs 

como estratégias para diagnóstico, prognóstico e intervenções terapêuticas. 

  

https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs12640-019-00039-5#CR44
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 6. CONCLUSÕES 
 

 
• A extração de miRNA no plasma humano foi padronizada com sucesso.  

 

• Os resultados mostraram que o miR-484 foi o gene endógeno ideal a ser 

utilizado como normalizador nas amostras de plasma em ensaios de 

expressão gênica. 

 

• Os ensaios de expressão gênica testando os miR-155, miR-146a, miR-

21, miR-125b, miR-29c em plasma de pacientes com toxoplasmose 

cerebral/aids e indivíduos com toxoplasmose assintomática foram 

realizados com sucesso, sendo que o miR-146a e miR-21 foram 

significativamente mais expressos nos pacientes com toxoplasmose 

cerebral/aids. 
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