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RESUMO 

 

Este estudo avaliou os níveis de expressão de mRNA de 9 citocinas em 

pacientes com toxoplasmose ocular e disseminada. Foram analisadas 77 amostras 

clínicas divididas em 4 Grupos. Foram incluídos no estudo amostras de autopsias 

parafinadas de cérebro e pulmão provenientes de 11 pacientes com a coinfecção 

toxoplasmose disseminada e AIDS (Grupo I). As células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) foram isoladas de 23 pacientes com toxoplasmose ocular (Grupo 

II) e 9 indivíduos com toxoplasmose crônica) (Grupo III). A seguir, as amostras de 

PBMC foram estimuladas in vitro com antígeno de Toxoplasma gondii. Os controles 

negativos (Grupo IV) foram constituídos por 7 amostras de PBMC de indivíduos 

soronegativos para toxoplasmose e 16 amostras de tecido parafinado (cérebro e 

pulmão) de pacientes negativos para toxoplasmose e HIV. A expressão de mRNA 

para IFN-γ, TNF-α, TGF-β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17 e, IL-27 foi determinada 

por qPCR. Os resultados mostraram um aumento significativo dos níveis de 

expressão de mRNA de IL-6 e IL-10 nos pacientes com toxoplasmose ocular. 

Esses pacientes também apresentaram menor expressão de mRNA de IFN-γ do 

que os indivíduos crônicos. Nos pacientes com a coinfecção toxoplasmose 

disseminada e AIDS foram detectados níveis de expressão de mRNA de TGF-β e 

IL-6 no cérebro e pulmão. IL-6 foi significativamente menor do que o TGF-β. Até o 

momento, este é o primeiro estudo a investigar a resposta imune de pacientes com 

toxoplasmose sintomática através do perfil de expressão de mRNA das citocinas 

de interesse. 

 

Palavras-chave: toxoplasmose ocular, toxoplasmose disseminada, expressão 

gênica, citocinas. 

 

 

  



 
 

ABSTRACT  

 

This study evaluated levels of mRNA expression of 9 cytokines from patients 

with ocular and disseminated toxoplasmosis. A total of 77 clinical samples was 

analyzed and they were divided into 4 Groups. The Group I was constituted of 

autopsy samples (cerebral and pulmonary paraffin tissues) from 11 patients with 

disseminated toxoplasmosis and AIDS. The peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) were isolated from 23 patients with ocular toxoplasmosis (Group II) and 9 

individuals with chronic toxoplasmosis (Group III). Next, PBMC samples were 

stimulated with in vitro with a crude Toxoplasma gondii antigen. Negative controls 

(Group IV) consisted of 7 PBMC from patients seronegative for toxoplasmosis and 

16 paraffin tissue samples (brain and lung) from patients negative for toxoplasmosis 

and HIV. mRNA expression for IFN-γ, TNF-α, TGF-β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17 

and IL-27 was determined by qPCR. The results showed a significant increase in 

levels of mRNA expression for IL-6, IL-10 and TGB-β in patients with ocular 

toxoplasmosis. These patients also had lower mRNA expression for IFN-γ than 

those chronic individuals. In patients with disseminated toxoplasmosis and AIDS, 

levels of mRNA expression for TGF-β and IL-6 were detected in the brain and lung. 

IL-6 was significantly lower than TGF-β. To date, this is the first study to investigate 

an immune response of patients with symptomatic toxoplasmosis through the 

mRNA expression profile of the cytokines of interest. 

Keywords: ocular toxoplasmosis, disseminated toxoplasmosis, gene expression, 

cytokines. 

 

 

 

  



 
 

 

ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

AIDS - “acquired immunodeficiency syndrome” - Síndrome da 

imunodeficiência adquirida 

ALT - Antígeno lisado de Toxoplasma gondii 
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 CDC - “Centers for Disease Control”- Centro de Controle de Doenças 

  cDNA - DNA complementar 

CT - “Cycle threshold” - Limiar do ciclo 
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ELISA - “Enzyme-linked Immunosorbent Assay” - Ensaio imunoenzimático 

et al. - e colaboradores 

FFPE - “Formalin-fixed, paraffin-embedded” - Fixados em formalina e 

embebidos em parafina 

 g - Aceleração da gravidade terrestre (9,8m/s2) 

 g - grama(s) 

 HIV - “human immunodeficiency vírus” - Vírus da imunodeficiência humana 

 IFN-y - Interferon gamma 

 IgA - imunoglobulina da classe A 

IgE - imunoglobulina da classe E 

 IgG - Imunoglobulina da classe G 



 
 

 IgM - Imunoglobulina da classe M 

 IL - Interleucina 

 mg - miligrama(s) 
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 mM - milimolar 

  NK - “Natural Killer Cell” - Células exterminadoras naturais 

pb - Pares de base 

PBMC - “Peripheral blood mononuclear cell” - Células mononucleares do 

sangue periférico 

PBS - “Phosphate buffered saline” - Tampão fosfato-salino  

PCR - “Polimerase chain reaction” - Reação em cadeia da polimerase 

  pH - Concentração de hidrogênio iônico 

  PHA - Fito-hemaglutinina 

  qPCR - PCR em tempo real 

RIFI - Reação de imunofluorescência indireta 

RIN - “RNA integrity number” - Número de integridade do RNA 

RM - Ressonância magnética 

SFB - Soro fetal bovino 

SNC - Sistema nervoso central 

Taq - Thermophillus aquaticus 

 TBE - Tris/ Borato/ EDTA 

 TC - Tomografia computadorizada 

TGF-β - “Transforming growth factor-beta” - Fator beta transformador 

decrescimento 

Th1 - Resposta celular do tipo 1 

Th2 - Resposta celular do tipo 2 

TNF-α - “Tumor necrosis factor-alpha” - Fator de necrose tumoral alfa 



 
 

µL - Microlitro 

µm - Micrometros  

µM - Micromolar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 - Estrutura interna de taquizoítos de Toxoplasma gondii............................2 

Figura 2 - Taquizoítos em fibroblastos humanos......................................................3 

Figura 3 - Cisto retirado do cérebro do camundongo por homogeneização em 

solução salina. Observe a parede fina do cisto (seta) envolvendo muitos 

bradiozoítos................................................................................................................4 

Figura 4 - Esquema do processo de diferenciação dos taquizoítos nos vacúolos em 

bradizoítos encontrados em cistos teciduais..............................................................5 

Figura 5 - Oocisto esporulado com uma parede fina (seta grande) e dois 

esporocistos (pontas da seta). Cada esporocisto tem quatro esporozoítos (pequena 

seta)...........................................................................................................................6  

Figura 6 - Ciclo de vida do Toxoplasma gondii.........................................................6 

Figura 7 - Ciclo de transmissão de Toxoplasma gondii.............................................8 

Figura 8 - Situação Global da soroprevalência de Toxoplasma gondii.....................9  

Figura 9 - Tomografia computorizada de um paciente com toxoplasmose cerebral 

(TC) com contraste/ressonância magnética (RM)....................................................13 

Figura 10 - Padronização da concentração de RNA total.......................................48 

Figura 11 - Média de estabilidade de expressão (Índice M) em PBMC por gene 

testado. Quanto menor o valor de M, mais estável é o gene. As setas indicam o 

gene mais estável....................................................................................................50  

Figura 12 - Média de estabilidade de expressão (Índice M) em pulmão por gene 

testado. Quanto menor o valor de M, mais estável é o gene. As setas indicam o 

gene mais estável....................................................................................................50 

Figura 13 - Média de estabilidade de expressão (Índice M) em cérebro por gene 

testado. Quanto menor o valor de M, mais estável é o gene. As setas indicam o 

gene mais estável....................................................................................................51 



 
 

Figura 14 - Expressão dos genes codificadores para citocinas IL-6, IL-10 e TGF – β 

de PBMC..................................................................................................................52 

Figura 15 - Expressão dos genes codificadores para citocinas TNF- α, IL-12, IL-17 

e IL-4 de PBMC........................................................................................................53 

Figura 16 - Expressão dos genes codificadores para citocinas de IFN – у e IL- 27 

de PBMC..................................................................................................................54 

Figura 17 - Expressão dos genes codificadores para citocinas TGF-βe IL-6 IL-10 

em cérebro de pacientes que foram a óbito com a coinfecção Aids/toxoplasmose 

disseminada. ............................................................................................................55 

Figura 18 - Expressão dos genes codificadores para citocinas TGF-βe IL-6 IL-10 

em pulmão de pacientes que foram a óbito com a coinfecção Aids/toxoplasmose 

disseminada.............................................................................................................55 

Figura 19 - Expressão de genes codificadores para as citocinas TGF-β e IL-6 em 

cérebro de pacientes que foram a óbito com a coinfecção Aids/toxoplasmose 

disseminada.............................................................................................................56 

Figura 20 - Expressão de genes codificadores para as citocinas TGF-β e IL-6 em 

pulmão de pacientes que foram a óbito com a coinfecção Aids/toxoplasmose 

disseminada.............................................................................................................56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Genes endógenos humanos utilizados para a análise da expressão 

gênica...................................................................................................................... 39 

Tabela 2. Genes codificadores de citocinas humanas utilizadas para a análise da 

expressão gênica.................................................................................................... 41 

Tabela 3. Resultados clínicos e laboratoriais dos 23 pacientes com toxoplasmose 

ocular....................................................................................................................... 44 

Tabela 4. Resultados clínicos e laboratoriais dos 11 pacientes com toxoplasmose 

disseminada............................................................................................................ 46 

Tabela 5. Padronização da concentração de RNA total para síntese de cDNA..... 47 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

ÍNDICE  

 

1. INTRODUÇÃO..............................................................................................1 

1.1.  Histórico........................................................................................................... 1 

1.2. Toxoplasma gondii........................................................................................... 2 

1.3. Taquizoítos....................................................................................................... 3 

1.4. Bradizoítos........................................................................................................ 4 

1.5. Oocistos............................................................................................................ 5 

1.6. Ciclo de vida..................................................................................................... 6 

1.7. Transmissão..................................................................................................... 7 

1.8. Epidemiologia................................................................................................... 9 

1.9. Toxoplasmose humana................................................................................. 10 

1.9.1.Toxoplasmose em imunocompetentes.................................................11 

1.9.2. Toxoplasmose cerebral.......................................................................12 

1.9.3. Toxoplasmose congênita.....................................................................14 

1.9.4. Toxoplasmose ocular...........................................................................14 

1.9.5. Toxoplasmose disseminada................................................................16 

1.10. Diagnóstico da toxoplasmose.................................................................... 17 

1.10.1. Diagnóstico Clínico............................................................................17 

1.10.2. Diagnóstico Laboratorial....................................................................17 

 1.10.2.1 Diagnóstico Sorológico....................................................................18 

 1.10.2.2. Diagnóstico Molecular................................................................... 20 

1.11. Resposta imune na toxoplasmose............................................................. 21 

1.12. Análise da Expressão Gênica..................................................................... 24 

1.13. Justificativa................................................................................................... 25 



 
 

2. OBJETIVO GERAL....................................................................................... 26 

2.1. Objetivos Específicos.................................................................................... 26 

3. MATERIAL E MÉTODOS................................................................................... 27 

3.1. Delineamento Experimental.......................................................................... 28 

3.2. Considerações Éticas.................................................................................... 28 

3.3. Pacientes e amostras clínicas...................................................................... 28 

3.4. Coleta de amostras clínicas.......................................................................... 29 

3.4.1. Sangue Periférico................................................................................29 

3.4.2. Tecidos Parafinados...........................................................................29 

3.5. Diagnóstico clínico e histopatológico nos tecidos incluídos em 

parafina.................................................................................................................. 30 

3.6. Diagnóstico Sorológico e Molecular............................................................ 30 

 3.6.1.ELISA....................................................................................................30 

3.6.2.Extração de DNA em tecidos incluídos em blocos de 
parafina....................................................................................................................31 

 3.6.3.Extração de DNA de sangue em EDTA................................................32 

 3.5.4.qPCR....................................................................................................33 

3.7. Isolamento das Células Mononucleares do Sangue Periférico 

(PBMC)................................................................................................................... 34 

3.8. Extração de RNA das PBMCs....................................................................... 35 

3.9. Extração de RNA de Tecidos Parafinados................................................... 35 

3.10. Digestão com DNase e Quantificação do RNA.......................................... 36 

3.11. Integridade do RNA...................................................................................... 37 

3.12. Padronização da síntese/quantidade de DNA complementar (cDNA) para 

qPCR....................................................................................................................... 37 



 
 

3.13. Padronização da estabilidade de expressão dos genes endógenos...... 38 

3.14. Análise da expressão dos genes codificadores das citocinas IFN-у, IL-4, 

IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-27 TGF-β, e TNF-α..................................................... 40 

3.15. Análise dos dados........................................................................................ 42 

 3.15.1. Estabilidade de expressão dos genes endógenos e codificadores das 
citocinas...................................................................................................................42 

 3.15.2. Análise Estatística.............................................................................42 

4. RESULTADOS............................................................................................... 43 

4.1. Diagnóstico clínico e laboratorial da toxoplasmose.................................. 44 

 4.1.1. Pacientes com toxoplasmose ocular...................................................43 

 4.1.2. Pacientes com toxoplasmose disseminada e AIDS............................45 

 4.1.3. Grupo Controle....................................................................................47 

 4.1.4. Grupo Negativo....................................................................................47 

4.2. Padronização da extração de RNA de tecidos parafinados....................... 47 

4.3. Quantificação e Integridade de RNA total.................................................... 47 

4.4. Padronização da síntese e quantidade de cDNA utilizada na qPCR......... 48 

4.5. Padronização e análise da expressão dos genes endógenos em 

PBMC...................................................................................................................... 49 

4.6. Padronização e análise da expressão dos genes endógenos em tecidos 

parafinados............................................................................................................ 49 

4.7. Análise da expressão dos genes codificadores de IFN-γ, IL-4, IL-6, IL-10, 

IL-12, IL-17, IL-27, TGF-β e TNF- α em PBMC..................................................... 51 

4.8. Análise da expressão dos genes codificadores de IFN-у, IL-4, IL-6, IL-10, 

IL-12, IL-17, IL-27, TGF-β e TNF- α em tecidos parafinados ............................. 54 

5. DISCUSSÃO................................................................................................... 57 

6. CONCLUSÕES.............................................................................................. 65 



 
 

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS........................................................ 66 

8. ANEXOS.......................................................................................................... 92 

Anexo 1 - Comitê de Ética em Pesquisa............................................................. 94 

Anexo 2 - Meira-Strejevitch CS, Pereira-Chioccola VL, Maia MM, Carnietto de 

Hipólito DD, Wang HL, Motoie G, et al.  Selection of reference genes in five 

types of human tissues for normalization of gene expression studies in 

infectious diseases. Gene Reports. 2017; 7:98-105........................................... 97 

Anexo 3 - Maia MM, Meira-Strejevitch CS, Pereira-Chioccola VL, de Hippólito 

DDC, Silva VO, Brandão de Mattos CC, et al. Evaluation of gene expression 

levels for cytokines in ocular toxoplasmosis. Parasite Immunol. 

2017;39................................................................................................................. 105



 

1 
 

1. INTRODUÇÃO 
 

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuição mundial, causada por 

Toxoplasma gondii, um protozoário intracelular obrigatório que pertence ao filo 

Apicomplexa. T. gondii infecta vários hospedeiros incluindo o homem e é um 

dos parasitos mais bem estudados devido à sua importância médica e 

veterinária. 

 

1.1. Histórico 

 

Foi descrito no Brasil por Afonso Splendore em 1908 parasitando 

coelhos da Faculdade de Medicina de São Paulo e simultaneamente por 

Nicolle e Manceaux no Instituto Pasteur da Tunísia (Rey, 2001). 

O primeiro caso de toxoplasmose humana foi descrito por Janku, em 

1923, em uma criança de 11 anos de idade que apresentava hidrocefalia e 

lesões oculares. Em 1937, Wolf e Cowen relataram casos em que a 

transmissão congênita havia ocorrido. Em seguida os primeiros casos clínicos 

de toxoplasmose foram confirmados no mundo, devido à transmissão da mãe 

para feto via placenta (Coutinho e Vergara, 2005).  

No Brasil importantes contribuições foram feitas, principalmente por 

Torres, em 1927, quando fez as primeiras descrições anatomopatológicas da 

doença e por Delásio, em 1956, com detalhadas informações sobre a forma 

congênita. Sabin e Feldman, em 1948, desenvolveram o teste sorológico do 

corante, permitindo o estudo de aspectos clínicos e epidemiológicos da doença 

(Coutinho e Vergara, 2005). Somente na década de 1970 o ciclo biológico do 

parasito foi elucidado ao demonstrar os estágios infecciosos de T. gondii nas 

fezes de gatos (Dubey et al., 1970). 
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1.2. Toxoplasma gondii 

 

Pertence ao Reino Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Apicomplexa, 

Classe Sporozoa, Sub-Classe Coccidia, Ordem Eucoccidea, Família 

Sarcocistidae, Gênero Toxoplasma e Espécie Toxoplasma gondii (Levine et al., 

1980). 

É um protozoário intracelular obrigatório que se multiplica em células 

nucleadas de animais de sangue quente (Montoya et al, 2004; Dubey, 2008). 

Parasita de preferência macrófagos teciduais, mas são encontrados também 

em secreções, células endoteliais, nervosas e musculares. Possui uma única 

espécie T. gondii, com numerosas cepas e com uma estrutura celular 

característica do filo Apicomplexa. Possui um complexo de organelas 

secretoras bem características os micronemas, as róptrias e os grânulos 

densos e uma organela denominada apicoplasto, característica desse grupo, 

envolto por quatro membranas e localizado na região anterior ao núcleo como 

mostra a Figura 1 (Dubey et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Estrutura interna de taquizoíto de Toxoplasma gondii. 
Fonte: Ajioka et al., 2001 

 

T. gondii apresenta uma morfologia múltipla, dependendo do habitat e do 

estado evolutivo em que se encontra. Exibe três formas evolutivas. Os 

taquizoítos, bradizoítos e oocistos contendo esporozoítos (Dubey et al., 1998).  
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1.3. Taquizoítos 

 

O termo taquizoíto vem do grego onde taqui significa rápido devido a 

rápida multiplicação dos parasitos em diversos tipos celulares. Exibem formato 

de meia lua e medem cerca de 2 µm de largura e 6 µm de comprimento, como 

mostra a Figura 2. 

 

 
Figura 2 - Taquizoítos em fibroblastos humanos. 

Fonte: Hill e Dubey, 2016 
 

Quando corado por Giemsa seu citoplasma apresenta-se azulado e seu 

núcleo vermelho. São intracelulares obrigatórios de células nucleadas e são 

encontrados no interior de vacúolos parasitóforos (Hill et al., 2002).  Entram em 

células hospedeiras por penetração ativa e, após a entrada, se tornam ovóides 

e envoltos pelo vacúolo parasitóforo. Assim, os taquizoítos ficam protegidos 

dos mecanismos de defesa do hospedeiro e multiplicam-se assexuadamente 

por repetidas endodiogenias, onde dois taquizoítos originam-se dentro da 

célula-mãe, que se degenera ao final do processo de divisão celular (Blader et 

al., 2015). Depois de várias replicações, os parasitos rompem a membrana da 

célula hospedeira e se disseminam pela corrente sanguínea para vários 

tecidos. Este processo continua até o desenvolvimento de imunidade do 

hospedeiro ao parasito. A infecção é estabelecida após algumas divisões 

(Dubey et al, 1998). Taquizoítos são responsáveis pela fase aguda da infecção, 

causando intensa inflamação, destruição tecidual e manifestações clínicas 

(Frenkel,1974). Devido à sua eficiente capacidade reprodutiva podem causar 
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infecção generalizada, normalmente fatal se não forem controlados pelo 

sistema imunológico do hospedeiro (Blader et al., 2009). 

Ultra estruturalmente os taquizoítos apresentam diversos grânulos 

densos, micronemas, anéis apicais e polares e cinco a oito róptrias. O núcleo 

localiza-se na região central do corpo do parasito (Dubey et al., 1998). 

 

1.4. Bradizoítos 

 

Após algumas divisões os parasitos formam os cistos teciduais que se 

alojam no interior dos tecidos por longos períodos ou pela vida toda do 

hospedeiro, sem que cause resposta inflamatória ou dano tecidual (Figura 3). 

 

Figura 3 - Cisto retirado do cérebro do camundongo por homogeneização em solução salina. 
Observe a parede fina do cisto (seta) envolvendo muitos bradizoítos. 

Fonte: Hill e Dubey, 2016 

 

Possuem vários bradizoítos em seu interior que são as formas de 

replicação mais lentas, “brad” no grego significa lento. Reproduzem lentamente 

no interior do vacúolo parasitóforo na célula hospedeira por endodiogenia. 

Modificam a membrana do vacúolo para a formação da parede cística dando 

origem ao cisto tecidual, que são encontrados na fase crônica da infecção 

(Tenter et al., 2000).  

Os núcleos dos bradizoítos situam-se na extremidade posterior, 

enquanto que nos taquizoítos estão na posição central (Dubey, 1998; Montoya 

et al.,2004; Hill et al., 2005). Embora cistos teciduais contendo bradizoítos 

possam se desenvolver no pulmão, fígado e rim, são mais prevalentes em 



 

5 
 

tecidos como o cérebro e musculares como coração, músculo esquelético e 

retina (Hill et al., 2005). Cistos teciduais variam de tamanho, os jovens podem 

medir cerca de 5 µm de diâmetro e os mais velhos podem conter centenas de 

organismos alcançando em média cerca de 60 µm (Dubey et al., 1993). O 

tamanho do cisto dependente de sua idade, do tipo da célula hospedeira e da 

cepa de T. gondii. A parede cística e a matriz protegem os bradizoítos do 

sistema imune do hospedeiro promovendo uma barreira física (Weiss, 2000). 

Cistos teciduais podem se romper, e com a transformação de bradizoítos em 

taquizoítos (interconversão), invadem outras células hospedeiras e novamente 

se transformam em bradizoítos formando um novo cisto tecidual, como mostra 

a Figura 4 (Tenter et al., 2000). 

 

 

Figura 4 - Esquema do processo de diferenciação dos taquizoítos nos vacúolos em bradizoítos 
encontrados em cistos teciduais. 

Fonte: Lyons et al., 2002. 

 

1.5. Oocistos 

 

Os oocistos (Figura 5) são as formas infectantes resultantes do ciclo 

sexuado e ocorrem somente no trato gastrointestinal dos felídeos. São 

liberados para o meio ambiente pelas fezes durante a infecção aguda por cerca 

de 7 a 10 dias, podendo esporular em até 6 meses. Os oocistos esporulados 

podem permanecer viáveis no meio ambiente por um período de até 18 meses. 

Cada oocisto forma em seu interior dois esporocistos, cada um com quatro 

esporozoítos (Dubey, 1998; Hill et al., 2002; Montoya et al., 2004). 
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Figura 5 - Oocisto esporulado com uma parede fina (seta grande) e dois esporocistos (pontas 

da seta). Cada esporocisto tem quatro esporozoítos (pequena seta). 
Fonte: Hill e Dubey, 2016 

 

1.6. Ciclo de vida 

 

T. gondii apresenta um complexo ciclo de vida, que foi descrito somente 

em 1970 por Dubey et al., demostrado na Figura 6. O ciclo é heteroxênico 

tendo os felídeos, incluindo o gato doméstico, como hospedeiros definitivos e 

mamíferos e aves como hospedeiros intermediários (Dubey et al., 1970). 

 

 

Figura 6 - Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. 
Fonte: Hill et al.,2002. 

 

Nos hospedeiros intermediários ocorre apenas a reprodução assexuada 

do parasito, enquanto nos hospedeiros definitivos ocorrem as reproduções 

sexuada e assexuada. Os hospedeiros definitivos são considerados a principal 
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fonte de contaminação da doença, uma vez que a formação e liberação de 

oocistos nas fezes acontecem com grande facilidade.  

A fase sexuada ocorre no felídeo não imune que adquire a infecção pela 

ingestão de oocistos, cistos teciduais ou taquizoítos. O ciclo sexual ocorre nas 

células intestinais com formação e fertilização dos gametócitos e formação do 

zigoto. Este origina o oocisto imaturo que posteriormente é liberado após o 

rompimento celular, sendo eliminado nas fezes após uma ou duas semanas de 

infecção. Os oocistos imaturos, não infectantes, sob condições ideais de 

temperatura, umidade e oxigênio, como as que ocorrem em regiões de clima 

tropical, esporulam e podem sobreviver de 12 a 18 meses no solo desde que 

mantidas tais condições, sem a luz solar direta (Rey, 2001). São eliminados 

milhares de oocistos após a ingestão bradizoítos. A transmissão é assegurada 

pela enorme quantidade de oocistos eliminados nas fezes de felídeos para o 

meio ambiente (Hill et al., 2002). 

Os hospedeiros intermediários se infectam pela ingestão de oocistos 

maduros encontrados no solo, verduras, água contaminada ou ingerindo cistos 

com bradizoítos em carnes cruas ou mal cozidas (Hill et al., 2002; Montoya et 

al., 2004). Os parasitos penetram no intestino do hospedeiro, invadem as 

células epiteliais e inicia-se um processo de multiplicação assexuada dentro do 

vacúolo parasitóforo por endodiogenia. Estes se multiplicam rapidamente até a 

ruptura da célula hospedeira liberando os taquizoítos que se disseminam pela 

corrente sanguínea invadindo novas células nucleadas.  Em seguida os 

taquizoítos se diferenciam em bradizoítos (Dubey et al., 1972; Kime Weiss, 

2008).  

 

1.7. Transmissão 

 

A transmissão do parasita ocorre pela ingestão de água e alimentos 

infectados com oocistos, ou pela ingestão de carne crua ou mal cozida 

contendo cistos (Hill e Dubey, 2002; Hill et al., 2005, Kim e Weiss, 2008). A 

transmissão pode ocorrer também por via transplacentária, pela amamentação 
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durante a fase aguda da infecção, por transplante de órgãos e por transfusão 

sanguínea, como mostra a Figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Ciclo de transmissão de Toxoplasma gondii. Descrição do ciclo de vida: 1 - Oocistos 
não esporulados são eliminados nas fezes do gato, demoram em média cinco dias 
para esporular no ambiente tornando-se infeccioso. Os hospedeiros intermediários, 
incluindo aves e roedores, se infectam depois de ingerir solo, água ou alimentos 
contaminados com oocistos. 2 - Os oocistos se transformam em taquizoítos logo 
após a ingestão, vão para o tecido neural e muscular e desenvolvem-se em cistos 
contendo bradizoítos. 3 - Os gatos infectados após consumir hospedeiros 
intermediários que abrigam cistos contendo bradizoítos no tecido. 4 - Os gatos 
também podem se infectar diretamente pela ingestão de oocistos esporulados. 5 - 
Animais criados para consumo humano também podem ser infectados com cistos 
teciduais após a ingestão de oocistos esporulados no ambiente. Os seres humanos 
podem ser infectados por qualquer uma das vias. 6 - Comendo carne crua ou mal 
cozida de animais que abrigam cistos teciduais. 7 - Consumindo alimentos ou água 
contaminada com fezes de gato ou por amostras ambientais contaminadas (como 
terra contaminada). 8 - Transfusão sanguínea ou transplante de órgãos. 9 - 
Congênita passando da mãe ao feto. 10-No hospedeiro humano, os parasitas 
formam cistos teciduais, mais comumente no músculo esquelético, miocárdio, 
cérebro e olhos. Estes cistos podem permanecer durante toda a vida do hospedeiro. 
11 - O diagnóstico da infecção congênita pode ser realizado através da detecção de 
DNA de T. gondii em líquido amniótico utilizando métodos moleculares como a 
PCR. 

Fonte: http://www.cdc.com 

 

 

 

 

 

http://www.cdc.com/
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1.8. Epidemiologia 

 

A toxoplasmose é uma doença cosmopolita e a soro prevalência pode 

variar de região para região. Na forma aguda é assintomática em 80 a 90% dos 

indivíduos imunocompetentes apresentando evolução benigna (Montoya et al., 

2004). A maioria dos estudos envolvendo países da América Latina revelam 

altas taxas de soro positividade. No Brasil, a prevalência sorológica de infecção 

por T. gondii é alta, variando em torno de 50 a 80% na população adulta como 

mostra a Figura 8 (Pappas et al., 2009) e na grande São Paulo a prevalência é 

de aproximadamente 69% (Amendoeira et al., 1999). Os felídeos são 

considerados os animais mais importantes na epidemiologia da toxoplasmose e 

são os responsáveis pela contaminação do meio ambiente através da 

eliminação de oocistos. A alta prevalência de infecção por T. gondii na América 

Central e do Sul é provavelmente devida a altos níveis de contaminação do 

meio ambiente com oocistos (Neto et al., 2000). 

As condições gerais do clima tropical permitem a sobrevivência 

prolongada dos oocistos do parasita no ambiente. Os oocistos esporulados são 

as formas infectantes de transmissão mais importantes pela facilidade de 

contaminação do solo e pela capacidade de resistência a processos de 

congelamento e ambientes não favoráveis, permanecendo viáveis por até 

dezoito meses, facilitando sua disseminação com a capacidade de infectar 

animais de consumo (Dubey, 2004).  

 

Figura 8 - Situação Global da soro-prevalência 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 que10%. Branco é igual à ausência de 
dados.  

Fonte: Pappas et al., 2009. 
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A água é considerada uma importante via de disseminação da 

toxoplasmose. Vários surtos foram relatados tendo essa via de transmissão. No 

norte do estado do Rio de Janeiro, águas de poços, de lagos e de riachos 

foram consumidas pela população e incriminadas como fonte de infecção 

(Bahia-Oliveira et al., 2003). Na cidade de São Carlos, estado de São Paulo, 

113 indivíduos apresentaram sintomas da doença com possível transmissão 

pela água, visto que 200 gatos habitavam o local no qual ocorreu a infecção 

humana (Gattás et al., 2000). Em Santa Isabel do Ivaí, estado do Paraná, em 

um total de 2884 indivíduos foi detectado anticorpos IgG anti-T. gondii e em 

1255, anticorpos IgM e IgG. Este surto foi relacionado à ingestão de água de 

um dos reservatórios da cidade (De Moura et al., 2006). 

Surtos relacionados à ingestão de carne mal cozida também foram 

relatados no país (Coutinho et al., 2005). Na região de Erechim no Rio Grande 

do Sul, o manuseio de carne crua para confecção de linguiça e similares foi 

responsável pela elevada prevalência da doença, incluindo casos de 

retinocoroidite (Glasner et al., 1992). A presença de gatos e roedores em cerca 

de 90% das propriedades de criação de suínos em Erechim foi um fator 

importante para se correlacionar com os elevados índices da toxoplasmose 

nesse local (Araújo et al., 2000). Nos seres humanos, a ingestão de carne mal 

cozida contendo cistos com bradizoítos é considerada a principal via de 

exposição ao T. gondii (Cook et al., 2000; Munoz-Zanzi et al., 2010). 

 

1.9. Toxoplasmose humana 

 

T. gondii no hospedeiro humano comporta-se como agente dotado de 

alta infectividade e de baixa patogenicidade. A fonte de infecção (cistos, 

oocistos ou taquizoítos), assim como o tamanho do inoculo, o estado 

imunológico do hospedeiro e, provavelmente a linhagem da cepa são fatores 

que influenciam na determinação do quadro mais ou menos severo da doença 

(Dubey et al., 2012). Tradicionalmente a toxoplasmose adquirida é considerada 

uma doença autolimitada em indivíduos saudáveis, sendo o tratamento 
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considerado desnecessário, uma vez que muitos pacientes não desenvolvem 

complicações mais severas.  

 Porém, trabalhos mostram que indivíduos com toxoplasmose adquirida 

apresentam o risco de desenvolver tardiamente lesões oculares que 

comprometem de forma irreversível a visão (Silva, 2008). Sendo assim, a 

toxoplasmose, enquanto doença pode ser dividida em quatro formas clínicas: a 

adquirida em pacientes imunocompetentes; a reativada em indivíduos 

imunocomprometidos, a forma congênita e a doença ocular (Amato et al.,1995; 

Remington et al.,1995).  

 

1.9.1. Toxoplasmose em imunocompetentes 

 

 Em imunocompetentes, formas assintomáticas da infecção constituem a 

maioria dos casos e figuram como acometimentos benignos, geralmente de 

cura espontânea (Mele et al., 2002). Contudo, cerca de 10-20% dos indivíduos 

infectados apresentam algum tipo de sintomatologia. A manifestação clínica 

mais típica consiste em linfadenopatia isolada, com linfonodos rígidos, não 

supurados e discretos podendo ocorrer febre. A doença é geralmente 

autolimitada, observando-se em poucas semanas o desaparecimento dos 

sintomas (Montoya et al., 2004). 

 

1.9.2. Toxoplasmose cerebral 

 

Devido ao caráter oportunista do parasita, outro grupo seriamente 

afetado pela doença é o de indivíduos submetidos ao uso de drogas 

imunossupressoras como os transplantados, pacientes com doenças linfo 

proliferativas e com deficiência na imunidade celular como os portadores do 

vírus da imunodeficiência humana (HIV) (Luft et al., 1992; Liesenfeld et al., 

1999; Ferreira, 2000).  
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Em pacientes com a Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) a 

toxoplasmose costuma ser a infecção oportunista mais comum do sistema 

nervoso central (SNC) e as lesões neurológicas são evidenciadas em até 90% 

dos casos de AIDS submetidos à necropsia, sendo a toxoplasmose cerebral a 

causa de óbito com muita frequência (Camara et al, 2003; Pereira-Chioccola et 

al., 2009).  

A reativação da infecção latente se observa em pessoas com deficiência 

imunológica, o que acontece em pacientes soropositivo para HIV, que foram 

parasitados previamente com T. gondii. Isso ocorre quando a imunodepressão 

celular é intensa, cuja contagem de linfócitos T CD4 é inferior a 100/mm3, 

podendo ocorrer à toxoplasmose cerebral como primeira manifestação da AIDS 

(Hernández- González et al, 2002). 

O SNC é o local mais afetado pela infecção, no qual a encefalite é a 

mais importante manifestação da doença, causando severos danos ao paciente 

(Luft, 1992; Ferreira, 2000; Pereira-Chioccola et al., 2009; Dubey et al., 2012). 

A apresentação clínica da encefalite toxoplásmica classicamente apresenta-se 

como um processo subagudo, porém cerca de 10% dos casos pode se 

manifestar agudamente. Manifestações clínicas incluem mudanças no estado 

mental, apreensões, déficits motores focais, distúrbios de nervos cranianos, 

anomalias sensoriais, desordens de movimento e achados neuropsiquiátricos. 

O achado focal mais típico é hemiparesia e alterações de fala (Franzen et al., 

1997; Ferreira, 2000; Montoya et al., 2004). Cerca de 95% da encefalite 

causada por T. gondii deve-se à reativação da infecção latente pela perda 

progressiva da imunidade celular (Luft et al., 1992). A Figura 9 apresenta 

resultados de tomografia e ressonância cerebral, mostrando as formas mais 

comuns da toxoplasmose cerebral (Bertolli et al., 1995; Frenkel et al., 1995; 

Pereira-Chioccola et al., 2009). 

No estado de São Paulo, 25,4% de 71 pacientes soropositivos, 

morreram devido à toxoplasmose, durante os anos de 1998 a 2002 (Nogueira, 

2005). 
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Figura 9 - Tomografia computorizada de um paciente com toxoplasmose cerebral (TC) com 
contraste/ressonância magnética (RM). Lesões expansivas com realce anelar (A); 
com realce nodular (B); sem realce após injeção do contraste (C); múltiplas lesões 
focais nos gânglios basais com alta intensidade de sinais (TC e RM) (D1, D2) e 
lesão cerebral com realce anelar com um nódulo assimétrico ao longo da parede da 
lesão (E).  

Fonte: Pereira-Chioccola et al., 2009. 

 

1.9.3. Toxoplasmose congênita 

 

A infecção congênita se caracteriza pela transmissão do parasita ao feto 

via placenta. Esta forma de infecção ocorre via de regra quando a mulher 

desenvolve infecção primária durante a gestação, que apesar da parasitemia 

temporária, raramente tem sintomas (Hill et al., 2005). Entretanto, quando este 

contato se efetua num período anterior ao acontecimento da concepção, 

anticorpos são formados e dificilmente o feto será infectado (Kravetz e 

Federman, 2005).  

A gravidade da toxoplasmose congênita está relacionada com o período 

de infecção. A infecção adquirida durante o primeiro trimestre é mais severa do 

que aquela adquirida no segundo e terceiro trimestre (Remington et al., 1995). 

Um grande espectro de doenças clínicas pode ocorrer em crianças infectadas 

congenitamente, levando a um conjunto de manifestações, variando entre 

coriorretinite branda, que pode se apresentar muitos anos após o nascimento, 

a quadros mais severos com o aparecimento da tétrade de sabin. A clássica 

tétrade de Sabin, composta por alterações do volume craniano (hidrocefalia ou 

A B C

D1 D2 E

A B C

D1 D2 E
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microcefalia), coriorretinite (geralmente bilateral, macular ou perimacular, 

simétrica), calcificações intracranianas e retardamento mental. A toxoplasmose 

congênita pode permanecer latente por vários anos e mais adiante reativar. 

Destas, a doença ocular é a sequela mais comum e a hidrocefalia a mais rara, 

porém, mais significante (Carruthers, 2002; Kravetz e Federman, 2005; 

Petersen, 2007). 

 

1.9.4. Toxoplasmose ocular 

 

A toxoplasmose ocular pode ser de origem congênita ou adquirida, como 

resultado da infecção aguda ou reativação, e em ambas o acometimento ocular 

pode ser precoce ou tardio (Montoya e Liesenfeld, 2004). A infecção ocular 

acomete primariamente a retina e leva a um quadro de uveíte posterior 

(retinocoroidite) acompanhada frequentemente de uveíte anterior, sendo que 

no Brasil, tais sintomas são responsáveis por 70% dos casos (de Amorim 

Garcia et al., 2004). A toxoplasmose ocular é, também, uma doença comum na 

Região Noroeste do Estado de São Paulo, Brasil. Estudos anteriores mostram 

que cerca de 27% dos pacientes tratados em um ambulatório de oftalmologia 

apresentaram sintomas clínicos de toxoplasmose ocular (Previato et al., 2015). 

 O grave impacto social da toxoplasmose ocular deve-se ao fato de 

levar à perda acentuada da visão. A lesão mais frequente é a retinocoroidite 

focal, granulomatosa, necrosante, de coloração branco-amarelada e de bordas 

mal definidas. Frequentemente encontra-se lesão satélite e outras cicatrizes 

antigas hiperpigmentadas e atróficas, sendo este achado característico da 

toxoplasmose ocular. Os sintomas primordiais incluem diminuição da visão pelo 

edema, inflamação ou necrose retiniana e opacidades (nuvens) no campo 

visual, hiperemia conjuntival e ciliar, dor e fotofobia.  As recidivas frequentes 

decorrem, provavelmente, da ruptura do cisto e liberação dos parasitas (Amato 

et al.,1995; Remington et al.,1995). Em pacientes imunocompetentes é 

responsável por 30 a 50% dos casos (Villard et al., 2003; Copeland et al., 

2006). Algumas complicações da toxoplasmose ocular incluem catarata, 

glaucoma, edema macular cistoideo, desprendimento de retina, atrofia do nervo 
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óptico e neovasculatura coroidal em estádios avançados (Garweg e Candolfi, 

2009). 

Os fatores que controlam a ocorrência, a gravidade e a recorrência da 

doença ocular não são bem compreendidos, embora uma variedade de 

componentes, incluindo a susceptibilidade genética do hospedeiro, o estado do 

sistema imune, a carga parasitária e o genótipo do parasita têm sido sugeridos 

como possivelmente envolvidos na infecção. Os parâmetros imunológicos e 

genéticos podem desempenhar papéis significativos na patogênese da doença 

ou na eliminação do T. gondii dos tecidos infectados. (Holland, 2008; Cordeiro 

et al., 2008). 

 

1.9.5. Toxoplasmose disseminada 

 

Uma das formas mais graves das formas sintomáticas é a toxoplasmose 

disseminada, que é definida quando a infecção acomete mais de dois sistemas 

de órgãos (Medeiros et al., 2001). Como múltiplos sistemas são envolvidos, 

qualquer órgão pode ser acometido e podem ocorrer quadros semelhantes à 

sepse ou choque séptico (Barbosa et al., 2007). Apesar de infrequente, está 

associada a um pior prognóstico (Schmidt, 2013). A disseminação geralmente 

ocorre devido à exposição aguda a T. gondii e pode ocorrer em grupos de 

pacientes com diferentes causas de imunossupressão (Medeiros, 2001; 

Botterel et al., 2002; Weiss et al., 2009). Entretanto, os óbitos causados pela 

toxoplasmose disseminada são atribuídos ao acometimento SNC (Al-Kassab et 

al., 1995). Formas fulminantes são descritas e com diagnóstico muitas vezes 

confirmado apenas na autópsia. Os órgãos mais acometidos incluem o cérebro, 

os pulmões, o coração e o sistema músculo esquelético (Medeiros et al., 2001; 

Schmidt, 2013). 

O cenário clínico pode incluir sintomas gripais, linfadenomegalias, febre, 

artralgia, mialgia, fadiga, hepatoesplenomegalia e rash maculopapular. O 

paciente apresenta inicialmente rash maculopapular e 15 dias depois tosse não 

produtiva, com estertores crepitantes bilaterais e sinais de insuficiência 
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respiratória aguda. Pode haver ainda mialgia e aumento de 

creatinofosfoquinase, aumento do lactato desidrogenase e plaquetopenia 

(Bossi et al., 2000). 

Pacientes infectados com HIV que apresentem quadros sépticos com 

febre de origem indeterminada e com as características apresentadas devem 

ser investigados quanto à possibilidade de quadro de disseminação de T. 

gondii (Albrecht et al., 1995). Poucos dados são disponíveis sobre a magnitude 

da toxoplasmose disseminada em pacientes infectados com HIV, nem dos 

doentes com toxoplasmose cerebral, que também apresentavam 

comprometimento de outros órgãos por T. gondii (Gadea et al., 1995; Bastos 

da Silva et al., 2016). 

Nos pacientes com HIV, a maioria dos casos são diagnosticados apenas 

por autópsias, que se tornam ferramenta essencial para o melhor entendimento 

da evolução natural da doença e da acurácia do diagnóstico clínico 

estabelecendo-se diagnóstico diferencial com outras infecções oportunistas 

(Albrecht et al., 1995; Arnold et al., 1997; Barbosa et al., 2007). O diagnóstico 

depende de um conjunto de sintomas clínicos, radiológicos e laboratoriais. 

Todavia, requer um alto índice de suspeição devido à inespecificidade do 

quadro clínico, laboratorial e a possível confusão com outras doenças 

oportunistas (Mastroianni et al., 1997). 

Estudos de séries de autópsias demonstraram a relevância e gravidade 

da apresentação desta patologia nos pacientes com HIV/Aids. Estudos 

mostram que grande parte dos pacientes com HIV/Aids que foram à óbito por 

toxoplasmose possuíam também comprometimento pulmonar (Liu et al., 1995; 

Gadea et al., 1995). Estes dados sugerem que pacientes inicialmente 

diagnosticados como toxoplasmose cerebral podem ter quadros disseminados 

da doença. Muitos desses casos de acometimento pulmonar não tinham 

sintomas clínicos respiratórios evidentes (Gadea et al., 1995). Após o 

envolvimento do SNC, os órgãos mais frequentemente danificados são os 

pulmões e o miocárdio (Rabaud et al., 1994; Liu et al., 1995). Existem ainda 

casos descritos de doença disseminada com acometimento do fígado, 

estômago, cólon, pâncreas, rins e testículos (Rabaud et al., 1994). 
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1.10. Diagnóstico da toxoplasmose 

 

1.10.1. Clínico 

 

Na toxoplasmose adquirida, a manifestação clínica mais comum na 

criança e/ou adulto imunocompetente é um quadro semelhante à 

mononucleose infecciosa, com adenopatias acompanhadas de febre baixa e o 

quadro é de evolução benigna na maioria dos casos, com resolução 

espontânea (Frenkel, 2002). Os sintomas da toxoplasmose aguda em 

gestantes podem ser transitórios, inespecíficos e subclínicos. A possibilidade 

de transmissão fetal é remota quando a toxoplasmose é adquirida antes da 

concepção. Os distúrbios oculares e neurológicos são exemplos comuns 

observados neste tipo de reativação clínica (Amato et al., 1995). Em 

imunodeprimidos, essas manifestações clínicas são encontradas com 

frequência, provavelmente pela reativação das formas latentes dos cistos 

contendo bradizoítos. Tal processo revela ser T. gondii um agente de caráter 

oportunista.  

 

1.10.2. Laboratorial 

 

O diagnóstico laboratorial da toxoplasmose é baseado na pesquisa de 

anticorpos contra o parasito por testes sorológicos e pela detecção do DNA do 

parasito. 

 

1.10.2.1. Diagnóstico Sorológico  

 

A resposta imune de um hospedeiro à toxoplasmose pode ser natural ou 

adquirida. Quando um hospedeiro se infecta com o parasito, após a 

multiplicação, segue-se a sua disseminação por todo o organismo por vasos 
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sanguíneos e linfáticos. Durante este período inicia-se a formação de 

anticorpos específicos e o desenvolvimento de mecanismos celulares de 

defesa. Portanto os exames sorológicos são os mais utilizados no diagnóstico 

da toxoplasmose. Estes se baseiam principalmente na detecção de anticorpos 

específicos e a presença desses anticorpos durante a infecção permite a 

análise de perfis sorológicos característicos quer seja na infecção recente (fase 

aguda) ou infecção tardia (fase crônica) (Contreras et al., 2000). 

O primeiro teste disponível para detectar anticorpos específicos anti-T. 

gondii foi à reação de Sabin-Feldman ou o clássico teste do corante, 

mundialmente conhecido como “dye test” (Sabin et al., 1948). Cinquenta anos 

depois da sua descrição, ainda era considerado como teste de referência com 

altas taxas de sensibilidade e especificidade. Entretanto, a sua utilização gerou 

graves problemas de biossegurança pelo uso obrigatório de parasitas vivos. 

Recentemente, as técnicas mais utilizadas no diagnóstico sorológico da 

toxoplasmose são a reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e o ensaio 

imunoenzimático (ELISA). Ambos os testes apresentam boa especificidade e 

sensibilidade nas fases aguda (pesquisa de anticorpos IgM) e crônica 

(pesquisa de anticorpos IgG) (Montoya et al., 2004). 

O ELISA trouxe um grande avanço para o diagnóstico da doença. Além 

de elevada sensibilidade e especificidade, tem como vantagem a rapidez, 

simplicidade da técnica, versatilidade e objetividade de leitura. Detecta 

quantidades extremamente pequenas de anticorpos, podendo ter elevada 

precisão, se os reagentes e os parâmetros do ensaio forem bem padronizados 

(Sanchez, 2001; Camargo, 2001). 

O diagnóstico da toxoplasmose aguda é baseado na demonstração de 

um aumento significante no nível de anticorpos IgG e/ou a presença de 

anticorpos IgM. Entretanto a elevada prevalência de anticorpos IgG entre 

indivíduos normais na maioria da população e a persistência de anticorpos IgM 

por longos períodos em algumas pessoas tem complicado a interpretação dos 

testes sorológicos quando há suspeita de toxoplasmose aguda (Remington et 

al.,1995). 
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Hedman et al. (1989) introduziram o teste ELISA-avidez de IgG com 

objetivo de diagnosticar uma infecção recentemente adquirida. Para a 

avaliação da avidez, a técnica se baseia na maior ou menor facilidade com que 

os anticorpos são dissociados de complexos antigênicos específicos. Essa 

dissociação resulta da ação de agentes desnaturantes de proteínas ou 

desestabilizantes de ligações de pontes de hidrogênio, utilizadas para diluir o 

soro teste ou adicionadas após a formação do complexo antígeno-anticorpo. O 

tratamento com ureia é considerado o mais simples e eficiente na medida da 

avidez dos anticorpos IgG. É um método altamente sensível e específico na 

identificação de infecção primária aguda por T. gondii durante a gravidez 

(Jenum et al., 1998).  

A RIFI é considerada de boa especificidade e sensibilidade. Tem sido 

empregada para amplificar o sinal de fluorescência e aumentar a sensibilidade. 

Essa reação tem a vantagem de utilizar parasitos preservados, fixados em 

lâminas de microscopia, tornando-a muito mais prática e segura para a rotina 

laboratorial. Esse teste permite a identificação dos anticorpos segundo as 

classes de imunoglobulinas. Pode apresentar resultados falsos-positivos de 

anticorpos IgM pela interferência de fatores reumatoides, eventualmente 

presentes no soro. Para minimizar esses resultados falsos, são indicados os 

métodos que usam o princípio de captura de IgM (Camargo et al.,2001). 

 

1.10.2.2. Diagnóstico Molecular  

 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é utilizada para detecção de 

alterações genéticas ou infecções por diferentes agentes etiológicos. Estudos 

sobre o genoma de T. gondii, tornou possível à utilização da PCR para a 

detecção do parasito (Bastien, 2002). A PCR revolucionou o diagnóstico pré-

natal da toxoplasmose congênita, uma vez que limita o uso de métodos 

invasivos no feto (Remington et al., 2004). Também tem a capacidade de 

amplificar fragmentos específicos de DNA a partir de fluídos corporais 

diferentes, tais como sangue, líquido amniótico, líquido cefalorraquidiano, 
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humor aquoso, fluído de lavado bronco-alveolar, dentre outros (Vidal et al., 

2004; Colombo et al., 2005). Esse fato é de alto valor diagnóstico, 

especialmente nos imunocomprometidos, seja por imunodepressão ou por 

imunoimaturidade como no feto e no recém-nascido.  

 

1.11. Resposta imune na toxoplasmose 

 

 A resposta imune a um microrganismo pode ser inata ou adquirida. A 

imunidade inata é responsável pela proteção inicial contra as infecções, 

estando preparada para bloquear a entrada de microrganismos e eliminar 

rapidamente aqueles que conseguem entrar nos tecidos do hospedeiro. As 

células que representam a imunidade inata são os macrófagos, células natural 

killer (NK) e os polimorfonucleares. A imunidade adquirida se desenvolve mais 

lentamente e proporciona uma defesa mais especializada e mais eficaz contra 

as infecções, pois requer a expansão e a diferenciação de linfócitos em 

resposta a microrganismos antes que ela possa oferecer uma defesa eficaz, 

isto é, ela se adapta à presença dos invasores microbianos. A imunidade inata 

é filogeneticamente mais antiga, e o sistema imunológico adaptativo mais 

especializado evoluiu posteriormente (Abbas, 2001).  

 T. gondii é um parasito intracelular obrigatório que induz uma resposta 

imune consistente e duradoura buscando o controle da proliferação dos 

taquizoítos. As vias mais comuns de infecção por T. gondii são a ingestão de 

oocistos esporulados ou de cistos contendo bradizoítos. Após a digestão do 

oocisto ou da parede do cisto contendo bradizoítos, os parasitas são liberados 

no lúmen do intestino delgado. Esporozoítos ou bradizoítos invadem os 

enterócitos do intestino delgado, onde se diferenciam em taquizoítos e replicam 

rapidamente. A adesão e invasão na célula hospedeira são eventos cruciais 

para o estabelecimento da infecção. Inicialmente, por meio do polo anterior 

(conoíde) o parasito estabelece contato com a superfície da célula hospedeira 

desencadeando a invaginação da membrana celular, o processo de invasão se 

inicia por meio de adesão sobre a superfície da célula hospedeira e a exocitose 
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de proteínas presentes nos micronemas e nas róptrias (Carruthers et al., 1997; 

Alexander et al., 2005). 

Após a invasão dos enterócitos, quimiocinas são liberadas pelos 

enterócitos infectados, resultando no recrutamento de uma variedade de 

leucócitos em resposta à infecção parasitária (Buzoni-Gatel et al., 2001; 

Mennechet et al., 2002). Uma vez que T. gondii chega à lâmina própria, os 

parasitos encontram tanto as células imunes residentes como as recrutadas 

que auxiliam na produção de citocinas e apresentação de antígenos (Buzoni-

Gatel et al., 2006). 

Os mecanismos de defesa ativados nesta fase precoce da infecção são 

inespecíficos, porém importantes para a organização da resposta específica. 

Algumas citocinas tem um papel importante nessa fase. A interleucina-12 (IL-

12) tem uma variedade de efeitos nas células imunes, incluindo a produção de 

interferon-gama (IFN-у), citotoxicidade mediada por células NK, proliferação e 

diferenciação celular (Kobayashi et al., 1989). Os neutrófilos e os monócitos 

inflamatórios são as primeiras células que vão para o lúmen do intestino 

delgado de camundongos infectados (Gregg et al., 2013; Coombes et al., 

2013). No local da infecção os monócitos inflamatórios podem se diferenciar 

em macrófagos ou em células dendríticas (Muller et al., 1999). Estas células 

ajudam na eliminação do parasita fagocitando, recrutando e estimulando a 

apresentação de antígenos (Reis e Sousa et al., 1997; Bliss et al., 2000). IL-12 

estimula as NK a produzirem IFN-, que por sua vez estimulam a atividade 

microbicida dos macrófagos (Cordeiro et al, 2008). 

 A imunidade celular mediada pelos linfócitos T atua como mecanismos 

de defesa contra microrganismos que sobrevivem dentro de células infectadas, 

onde estão protegidos de anticorpos. Em resposta a estimulação antigênica, os 

linfócitos TCD4 liberam citocinas que estimulam a proliferação e a 

diferenciação de linfócitos T, linfócitos B e macrófagos. Os linfócitos T 

citotóxicos eliminam células infectadas por microrganismos intracelulares. Os 

linfócitos Th são divididos em Th1 e Th2. Linfócitos T CD4 são essenciais em 

ambas às respostas, as quais medeiam tanto à resposta imune celular, quanto 

a humoral respectivamente e diferem de acordo com as citocinas que 
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sintetizam. Células Th1 produzem IL-2, IFN-e TNF-α. As células de perfil Th2 

produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 e são responsáveis pela defesa contra 

infecções por helmintos, artrópodes e por reações alérgicas (Cordeiro et al., 

2008). Na toxoplasmose, a citocina chave para a resistência é a IFN-

envolvendo as atividades das células T CD4 e T citotóxicas, caracterizando 

resposta tipo Th1.  

As células dendríticas controlam a magnitude e a qualidade da resposta 

Th1 com a produção de IL-12 (Scott e Hunter, 2002). A IL-27 também induz a 

produção de IFN-, podendo atuar em sinergia com a IL-12, aumentando essa 

atividade. Tanto parasitas íntegros quanto antígenos solúveis são capazes de 

induzir a produção de IL-12 e, desta forma estimular células efetoras como 

linfócitos T e NK a produzir IFN- (Buzoni-Gatel et al., 2006). 

A secreção de IL-6 representa importante fator de resistência contra a 

infecção precoce (Jebbari et al., 1998). Células Th2 participam da regulação da 

resposta imune pela secreção de IL-4 (Roberts et al., 1996) eIL-10 que 

modulam a síntese tanto de IL-12 quanto de IFN-у. Assim respostas imunes 

excessivas que predispõem a sérias inflamações e as lesões teciduais podem 

ser evitadas (Neyer et al., 1997). Por outro lado, o fator beta transformador de 

crescimento (TGF-β) e IL-10 podem diminuir a atividade de macrófagos e 

células NK levando a exacerbação da infecção (Hunter et al., 1995). 

Dessa forma a ativação do sistema imune acontece por vários 

mecanismos. Além do reconhecimento de antígenos de T. gondii, a lesão 

celular e citólise geram sinais não específicos que alertam as células 

fagocitárias da presença do agressor (Scott et al., 2002). Como parasito 

intracelular obrigatório, a imunidade mediada por células é a principal defesa 

do hospedeiro contra a infecção pelo T. gondii. 
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1.12. Análise da expressão gênica 

 

A expressão gênica é o processo pelo qual a informação contida em um 

gene é traduzida em estruturas presentes em um determinado tipo celular 

(mRNA ou proteínas). Nos microrganismos o controle da expressão gênica 

serve principalmente para permitir que o seu crescimento e divisão sejam 

otimizados 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).  

A PCR em tempo real (qPCR) é considerada ideal para quantificar a 

expressão do gene, e é comumente empregada para validar as técnicas com 

maior rendimento, mas menor sensibilidade em geral, como à análise por 

microarray. qPCR depende da utilização de corantes fluorescentes para 

quantificar a transcrição do gene alvo, com o número do ciclo de amplificação 

em que estes corantes/transcrições são detectados, apresentando uma 

indicação quanto à abundância relativa ou absoluta das moléculas-alvo. A 

sensibilidade da qPCR constitui uma poderosa ferramenta para medição da 

expressão gênica, sobretudo quando as quantidades de amostra são limitadas 

ou a transcrição é expressa em um nível baixo. No entanto, essa sensibilidade 

também significa que uma grande dose de cuidado é necessária com relação 

ao desenho experimental e realização do procedimento (Walker et al., 2009). 

Na literatura científica existem diversos estudos mostrando a importância 

da caracterização e identificação de genes endógenos adequados para 

análises em qPCR (Vandesompele et al., 2002; Maloukh et al., 2009; Nieto et 

al., 2009; Silveira et al., 2009; Kheirelseid et al., 2010; Maroufi et al., 2010). O 

propósito é padronizar as diferentes etapas para minimizar eventuais variações 

do procedimento experimental como: diferenças na quantidade inicial de 

amostra; integridade do RNA; eficiência na síntese do cDNA; e diferenças na 

atividade transcricional nos tecidos e células analisados. Considerando que 

tanto as sequências do gene endógeno como a sequência do gene de 

interesse estarão presentes na amostra testada, ambos apresentarão o mesmo 
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padrão de variação dentro do experimento, exceto em relação ao nível de 

expressão (Expósito-Rodrígues et al., 2008). 

 

1.13. Justificativa  

 

Perante o cenário descrito, observa-se que a maioria dos casos de 

toxoplasmose são assintomáticos, porém alguns indivíduos apresentam a 

forma ocular, podendo levar a cegueira e aqueles com coinfecção 

toxoplasmose/ AIDS, podem apresentar uma forma grave disseminada. Deste 

modo é importante que diferentes parâmetros da toxoplasmose sejam 

estudados para o melhor entendimento da imunopatogenia da doença.  

De acordo com Meira et al. (2014), pacientes que desenvolveram a 

toxoplasmose cerebral ou a forma ocular apresentam altos índices de TNF-α e 

baixos de IFN-у comparados ao grupo controle, sugerindo que baixos níveis de 

IFN-у favorece o desenvolvimento de lesões oculares pela baixa produção 

desta citocina no controle da infecção. Estes dados indicam ainda que altos 

níveis de TNF-α encontrados refletem a alta resposta inflamatória 

desencadeada pelo parasito e que a pequena produção de IL-10 indicaria uma 

suscetibilidade à infecção.  

Dando continuidade ao estudo, foram acompanhados os níveis de 

citocinas ao longo do tratamento em outro grupo de pacientes que 

desenvolveram a toxoplasmose cerebral. Os resultados revelaram um aumento 

gradual na produção de IFN-у e diminuição nos níveis de TNF-α e IL-10 em 

alguns pacientes (Meira et al., 2015).  

Nestes estudos foi analisada a produção das citocinas liberadas por 

células e posteriormente dosadas por ELISA. Os resultados gerados nestes 

estudos nos levaram a investigar se pacientes são capazes ou não de 

expressar genes codificadores de algumas citocinas primordiais para o controle 

da infecção. Assim foram investigadas a forma assintomática e as duas formas 

sintomáticas da doença, a ocular e a forma mais grave e mortal da infecção, a 
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disseminada. Para este estudo foi utilizada outra abordagem metodológica a 

expressão de genes codificadores para citocinas.  
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2. Objetivo Geral 

 

 Avaliar a expressão dos genes codificadores das citocinas relacionadas 

às respostas Th1, Th2 e Th17 em amostras de células mononucleares do 

sangue periférico e tecido parafinado de pacientes com toxoplasmose 

sintomática. 

 

2.1. Objetivos Específicos 

 

1. Padronização da extração de RNA de células mononucleares do sangue 

periférico e de tecidos parafinados de pacientes com diagnóstico clínico 

e laboratorial para toxoplasmose; 

 

2. Avaliar a expressão dos genes endógenos GAPDH, 18S, B2M, MT-ATP, 

UBC, TBP em células mononucleares do sangue periférico e de tecidos 

parafinados de pacientes com toxoplasmose, a fim de se estabelecer o 

gene endógeno adequado a ser utilizado como normalizador nos 

ensaios de expressão gênica pela qPCR; 

 

3. Avaliar a expressão dos genes codificadores de IFN-γ, TNF-α, TGF-β, 

IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17 e, IL-27, relacionadas às respostas Th1, 

Th2 e Th17 em células mononucleares do sangue periférico e de tecidos 

parafinados de pacientes com toxoplasmose. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Delineamento Experimental  
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3.2. Considerações éticas 

 

Este trabalho foi aprovado no comitê de ética humana do Instituto 

Adolfo Lutz, sob o número: 1034567(Anexo 1). 

 

3.3.    Pacientes e amostras clínicas 

 

Foram analisadas 77 amostras clínicas divididas em 4 Grupos. O 

diagnóstico laboratorial da toxoplasmose (descrito abaixo) foi realizado no 

Laboratório de Biologia Molecular de Parasitas e Fungos do Instituto Adolfo 

Lutz. 

O Grupo I foi constituído de 22 amostras de autópsias fixadas em formol 

e incluídas em parafina (11 amostras de pulmão e 11 amostras de cérebro) 

provenientes de 11 pacientes que foram a óbito com a coinfecção 

AIDS/toxoplasmose disseminada, durante o período de janeiro de 2005 a 

dezembro de 2011. Estas amostras foram provenientes de um banco de 

autópsias formolizadas e emblocados em parafina e pertencentes ao arquivo 

do Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz.  

O Grupo II foi constituído de 23 amostras de sangue de pacientes com 

toxoplasmose ocular provenientes do Ambulatório de Retinopatia, Fundação 

Faculdade Regional de Medicina, Hospital de Base de São José do Rio Preto. 

Estes pacientes foram diagnosticados clinicamente e por imagem com 

retinocoroidite toxoplásmica pela visualização das características da retina, 

como o local e o tamanho das lesões exsudativas ou cicatrizes.  

O Grupo III foi constituído de 9 amostras de sangue de indivíduos com 

toxoplasmose crônica (assintomáticos e imunocompetentes). Estas amostras 

foram coletadas de voluntários do Centro de Parasitologia e Micologia do 

Instituto Adolfo Lutz. 
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O Grupo IV, denominado “controle negativo”, foi constituído de 18 

amostras negativas, sendo 8 amostras de tecido cerebral e 8 de tecido 

pulmonar de pacientes que foram a óbito de etiologia não infecciosa, 

provenientes de um banco de autópsias formolizadas e emblocados em 

parafina e pertencentes ao arquivo do Centro de Patologia do Instituto Adolfo 

Lutz. O grupo IV também foi constituído de 7 amostras de sangue negativas 

para toxoplasmose, provenientes de voluntários do Centro de Parasitologia e 

Micologia do Instituto Adolfo Lutz. 

 

3.4. Coleta de amostras clínicas 

 

3.4.1. Sangue Periférico 

 

As amostras de sangue coletadas dos pacientes dos Grupos II, III e IV 

consistiram em 10 mL de sangue periférico coletados com heparina sódica 

para o isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e 

extração de RNA, e 5 mL de sangue periférico coletados com EDTA para a 

extração de DNA e realização da PCR. 

 

3.4.2. Tecidos Parafinados 

 

As amostras de tecidos estavam formalizadas e parafinadas e foram 

provenientes de pacientes que foram a óbito no Instituto de Infectologia Emílio 

Ribas com diagnóstico de toxoplasmose disseminada grave. As autópsias 

foram encaminhadas para o Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz para a 

realização do diagnóstico anatomopatológico e histopatológico, a seguir foram 

encaminhadas para o Laboratório de Biologia Molecular de Parasitas e Fungos 

do Instituto Adolfo Lutz, onde foi realizado o diagnóstico molecular. 



 

30 
 

Foram utilizados fragmentos de autópsias de tecido cerebral e pulmonar 

incluídas em parafina de 11 pacientes com toxoplasmose disseminada. Foram 

retirados de cada bloco, com auxílio de um micrótomo, alíquotas de 5-10 

micrometros para a extração do DNA e RNA.  

 

3.5. Diagnóstico clínico e histopatológico nos tecidos incluídos em 

parafina 

 

O diagnóstico da toxoplasmose disseminada foi determinado por 

médicos do Instituto de Infectologia Emílio Ribas e foi baseado em 

características clínicas, radiológicas e laboratoriais. Todos os pacientes tinham 

o diagnóstico prévio de HIV. O diagnóstico clínico foi definido de acordo com as 

“definições de diagnóstico clínico-radiológico de toxoplasmose em pacientes 

com AIDS” (CDC, 1993; Potergies et al., 2004). As reações de 

imunohistoquímica e histopatológica foram realizadas pelos pesquisadores do 

Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz. A presença de taquizoítos nos 

cortes histológicos foi determinada por microscopia ótica após coloração pela 

hematoxilina-eosina e pelo método imunohistoquímico. 

 

3.6. Diagnóstico Sorológico e Molecular 

 

3.6.1. ELISA 

 

O antígeno utilizado no ELISA foi produzido pela sonicação de 

taquizoítos da cepa RH, que é rotineiramente mantida no Instituto Adolfo Lutz 

por inoculações em camundongos ou por replicações em culturas celulares 

(Meira et al., 2008). As reações foram realizadas em placas de poliestileno (96 

orifícios), onde o antígeno foi diluído em bicarbonato de sódio e distribuído nos 

orifícios. Os plasmas (1/200) foram diluídos em PBS-leite desnatado 5% e 
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incubados a 37ºC por 1 hora. 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 OPD (orto-fenilenodiamina) diluído em 

fosfato de sódio dibásico 0,1M pH 4.5; ácido cítrico 0,1M; H2O2 0,1% por 30 

minutos em câmara escura, a 37°C. A reação foi interrompida adicionando 50 

μL de ácido sulfúrico (H2SO4) 4 N. Os resultados foram avaliados por leitura em 

espectrofotômetro em comprimento de onda de 492 nm. Este ensaio foi 

realizado para a definição dos grupos II, III e IV. 

 

3.6.2. Extração de DNA em tecidos incluídos em blocos de parafina 

 

As extrações de DNA dos tecidos parafinados foram realizadas como 

descrito previamente (Bastos da Silva et al., 2016) e pelo kit comercial DNA 

QIAamp® DNA FFPE Tissue conforme instruções do fabricante. Inicialmente 

retirou-se o excesso de parafina das amostras de tecidos com bisturi estéril. A 

parte onde continha o tecido foi cortada em pedaços de 5 a 10 µm. A seguir, os 

fragmentos foram colocados em tubos de 1,5 a 2 mL com 1 mL de xilol, 

agitados em vórtex por 10 segundos e centrifugados na 11.000 g por 2 

minutos. Os sobrenadantes foram removidos. Os tubos contendo os 

sedimentos foram abertos e incubados a temperatura ambiente por 10 minutos, 

para que os resíduos de xilol evaporassem completamente. Os precipitados 

foram utilizados para extração de DNA com o Kit de extração. Primeiramente, 

os sedimentos foram diluídos em 180 μL de “Buffer ATL” e 20 µL de proteinase 

K, agitados em vórtex por 10 segundos e centrifugados por 1 minuto a 11.000 

g. A seguir, as amostras foram incubadas a 56°C por 60 minutos ou até 

completa lise do tecido. A seguir, as amostras foram incubadas a 90°Cpor mais 

60 minutos. Uma nova centrifugação por 1 minuto, o conteúdo da parte de 

baixo do tubo (fase limpa) foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e 

adicionados 200 μL do Buffer AL, agitado no vortex, incubado por 5 minutos a 

56˚C. Em seguida foram adicionados 200 μL de etanol (96-100%), 

homogeneizado em vortex e centrifugado a 11.000g. Cuidadosamente, o lisado 
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foi transferido para uma coluna QIAamp MinElute, com um tubo de coleta de 2 

mL, e centrifugado a 6.000 g por 1 minuto. A seguir, a coluna foi transferida 

para um novo tubo coletor. As lavagens foram realizadas com 500 µL do Buffer 

AW1 e 500 µL do “Buffer AW2” seguidas das centrifugações de 6.000g por 1 

minuto. Após uma nova centrifugação de 11.000g por 3 minutos, as moléculas 

de DNA foram eluídas com 50 µL do Buffer ATE, incubadas a temperatura 

ambiente por 1 minuto e, centrifugadas a 11.000 g por 1 minuto.  

Após as extrações, as amostras de DNA foram quantificadas pelo 

espectrofotômetro Nanodrop modelo ND100 (Thermo Fischer Scientific®). As 

concentrações de DNA foram determinadas pelas leituras realizadas a 260 nm. 

A pureza das moléculas de DNA foi avaliada utilizando-se a razão de 

absorbância da amostra entre 260 e 280 nm. A proporção de cerca de 1.8 é 

interpretada como DNA livre de impurezas. A seguir, as amostras de DNA 

foram armazenadas -20°C até o momento do uso. 

 

3.6.3. Extração de DNA de sangue em EDTA 

 

 As amostras de sangue foram coletadas em EDTA e centrifugadas a 

2.000 g por 15 minutos para a separação do plasma. O plasma foi retirado e 

congelado a -20ºC para a realização do ELISA. A seguir, em cada papa de 

hemácias foram adicionados cerca de 8 mL de PBS e a mistura centrifugada a 

2.000 g por 15 minutos.  Após o descarte do sobrenadante foram adicionados 

tampão ACK (três vezes o volume da papa de hemácias), incubadas até a lise 

total das hemácias e centrifugadas a 2.000 g por 15 minutos. O sobrenadante 

foi desprezado e o precipitado transferido para um tubo de 1.5 mL. (Colombo et 

al., 2005). A seguir, foram adicionados à amostra, 20 µL de Protease Qiagen 

(Proteinase K) e 200 µL do tampão AL. A mistura foi agitada vigorosamente no 

vórtex e incubada a 56ºC por 10 minutos. Após a incubação foram adicionados 

200 µL de etanol 100% e o conteúdo foi transferido cuidadosamente para a 

coluna QIAmp Mini Spin, sem molhar a borda, e foi centrifugado a 6.000 g por 

um minuto. Depois da centrifugação a coluna foi transferida para um novo tubo 

coletor e o filtrado foi desprezado. Na sequência foram adicionados 500 µL do 
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tampão AW1 e novamente centrifugado a 6.000 g por um minuto. 

Posteriormente a coluna foi transferida para um novo tubo coletor, adicionados 

500 µL do tampão AW2 e centrifugada a 12.000 g por três minutos. Após a 

centrifugação a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e adicionado 50 

µl do tampão AE, incubada por cinco minutos a temperatura ambiente e, em 

seguida, centrifugada a 6.000 g por um minuto.  

Após as extrações, as amostras de DNA foram quantificadas pelo 

espectrofotômetro Nanodrop modelo ND100 (Thermo Fischer Scientific®). As 

concentrações de DNA foram determinadas pelas leituras realizadas a 260 nm. 

A pureza das moléculas de DNA foi avaliada utilizando-se a razão de 

absorbância da amostra entre 260 e 280 nm. A proporção de cerca de 1.8 é 

interpretada como DNA livre de impurezas. A seguir, as amostras de DNA 

foram armazenadas -20°C até o momento do uso. 

 

3.6.4. qPCR 

 

As amplificações em qPCR foram realizadas utilizando 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. O 

primer ou iniciadorutilizado foi o REP-529, que amplifica uma região de T. 

gondii altamente repetitiva (REP-529) (Robert-Gangneux et al., 2010; Belaz et 

al., 2015). O desenho do ensaio incluiu o marcador molecular “forward” 

(5'AGAGACACCGGAATGCGATCT3’); “reverse” 

(5’TTCGTCCAAGCCTCCGACT3’); e a sonda de hibridização 

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

carboxyfluorescein) e BHQ1 (Black Hole Quencher 1) nas terminações 5’ e 3’ 

respectivamente. Para confirmar a qualidade das amostras de DNA, 

juntamente com as reações foram incluídas mais uma reação para amplificar 

uma região 18S de eucariotos “Eukaryotic 18S rRNA gene” (GenBank 

accession code X03205.1) (Applied Biosystems). As reações foram realizadas 

num 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 
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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. As amplificações foram 

realizadas no equipamento7500 Real-time PCR System (Applied Biosystems) 

ou no equipamento AriaMx Real Time PCR System (Agilent Technologies) 

usando o ciclo termal que incluiu: 2 minutos, 50°C, e 95°C por 10 min. A seguir, 

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

O diagnóstico molecular da toxoplasmose foi realizado pelo biologista 

Ricardo Gava (Laboratório de Biologia Molecular de Parasitas e Fungos). O 

diagnóstico sorológico foi realizado para complementar o diagnóstico. 

 

3.7. Isolamento das Células Mononucleares do Sangue Periférico 

(PBMC) 

 

Para o isolamento de PBMC de sangue periférico, todas as etapas foram 

realizadas em fluxo laminar estéril. As amostras de sangue heparinizadas 

foram diluídas volume/volume em PBS (pH 7.4) e homogeneizadas 

delicadamente. A seguir foram adicionadas delicadamente em um tubo de 15 

mL contento 3 mL de Ficoll-1077 (Sigma) e posteriormente centrifugadas a 

2.000 g por 20 minutos. Após a centrifugação quatro fases distintas foram 

formadas: Plasma, PBMC, Ficoll, Eritrócitos e Granulócitos. Com auxílio de 

uma pipeta pasteur estéril as PBMCs foram retiradas e colocadas em tubo de 

15 mL. Após a adição de PBS até completar 10 mL, as amostras foram 

centrifugadas a 2.000 g por 10 minutos e o sobrenadante descartado. As 

PBMCs foram ressuspensas em 1 mL de meio RPMI com 10% de soro fetal 

bovino (SFB). Após a contagem em câmara de Newbauer as PBMCs foram 

cultivadas em placas de culturas estéreis na concentração de 1x 106/poço 

(Meira et al., 2014). As PBMCs então foram estimuladas com 1 μg / mL de 

antígeno lisado de T. gondi (ALT). Como controle positivo, um poço de células 

da placa foi estimulado com 2 μg / mL de fito-hemaglutinina (PHA). Outro poço 

da placa, contendo somente o meio de cultura, foi utilizado como controle 

negativo. As culturas de PBMC foram mantidas a 37 °C numa atmosfera de 5% 
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de CO2 e as células foram retiradas cuidadosamente após 48 h de estimulação. 

Nestas células, 200 μL de RNAlater® Stabilization Solution (AmbionTM) foram 

adicionados para proteger o RNA celular de degradação. As células foram 

armazenadas a -70 ° C até o isolamento de RNA. 

 

3.8. Extração de RNA das PBMCs 

  

A extração de RNA foi realizada utilizando o kit de extração RNeasy Mini 

Kit (Qiagen) segundo as recomendações do fabricante. As PBMCs (1 x 106/mL) 

foram centrifugadas por 5 minutos a 2.000 g para retirar o excesso do meio de 

cultura e o sobrenadante descartado e, em seguida, adicionou-se 350 µL do 

tampão RLT e as células agitadas por 2 minutos no vórtex. A seguir, foram 

acrescentados 350 µL de etanol 70%, homogenizadas e os 700 µL da amostra 

foram transferidos para a coluna RNeasy spin e centrifugados por 15 segundos 

a 8.000 g tendo seu filtrado descartado. Logo, foram adicionados 700 µL do 

tampão RW1 a coluna e centrifugados por 15 segundos a 8.000 g. Seguiu-se 

uma nova etapa onde foram acrescentados 500 µL do tampão RPE na coluna e 

centrifugado novamente por 15 segundos a 8.000 g. Depois, outros 500 µL do 

tampão RPE foram novamente adicionados a coluna RNeasy spin e 

centrifugados por 2 minutos a 8.000 g para lavar a membrana. A coluna foi 

colocada em um novo tubo coletor e centrifugada a velocidade máxima durante 

1 minuto. Em seguida a coluna foi colocada em um novo tubo de 1.5 mL, foi 

adicionado 30 µL de água livre de RNase para a eluição do RNA total após 

centrifugação de 1 minuto a 8.000 g. 

 

3.9. Extração de RNA de Tecidos Parafinados 

 

As extrações de RNA foram realizadas com um kit comercial (RNeasy 

FFPE-Quiagen). Com um micrótomo histológico foram cortados seis 

fragmentos de cada tipo de tecido com espessura de 5 µm e colocados em 
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tubo de 1,5 mL. A seguir, os fragmentos foram tratados com 1 mL de xilol e 

centrifugados a 11.000 g por 2 minutos (por 2 vezes) e os sobrenadantes 

descartados. Em seguida, para a remoção do xilol foi adicionado 1 mL de 

etanol 100% e os tubos centrifugados a 11.000 g por 2 minutos e os 

sobrenadantes descartados. Na sequência, os tubos foram colocados com as 

tampas abertas em um dessecador (Speedvac) por 5 minutos para evaporar 

totalmente os resíduos de etanol nos tecidos. Logo após foram adicionados 

240 µL de tampão PKD e 10 µL de proteinase K aos tubos e incubados a 56 o C 

até a completa lise do tecido e, em seguida, a 80oC por 15 minutos. Depois as 

amostras foram resfriadas rapidamente em banho de gelo por 2 minutos e 

centrifugadas a 11.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para 

um novo tubo e adicionado 250 µL do tampão RBC. Depois foram adicionados 

720 µL de etanol 100% e homogeneizado imediatamente e transferidos 600 µL 

da amostra para a coluna (RNeasy MinElute Spin column), centrifugados a 

11.000 g por um minuto. Após a centrifugação o filtrado foi desprezado e o 

procedimento repetido até terminar toda a solução. Em seguida foram 

adicionados 500 µL de tampão RPE nas colunas e centrifugadas a 8.000 g por 

1 minuto. As moléculas de RNA foram eluídas com 30 µL de água livre de 

RNAse (DEPC) e as colunas centrifugadas a 8.000 g por um minuto. Em 

seguida as amostras foram tratadas com DNase para evitar eventual 

contaminação com DNA. 

 

3.10. Digestão com DNase e Quantificação do RNA 

 

Após as extrações de RNA de FFPE e PBMC foram realizadas as 

digestões com o kit DNase (AmbionTM), adicionando 3 µL do Turbo DNase 

Buffer 10x e 0,5 µL do Turbo DNase aos 30 µL de RNA e incubados a 37°C por 

20 minutos. As reações foram inativadas com 3 µL do Reagente de Inativação 

da DNase, incubados a temperatura ambiente por 2 minutos, sendo 

centrifugados posteriormente a 8.000 g por 1,5 minutos. As moléculas de RNA, 

localizadas no sobrenadante foram transferidas para um novo tubo e 

imediatamente armazenadas a -70ºC até o momento do uso.  
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A concentração de RNA total foi determinada pela análise no fluorímetro 

QuantusTM Fluorometer (Promega) de acordo com as especificações do 

fabricante, utilizando 2 µL de amostra. A partir dessas quantificações foi 

realizada a síntese do DNA complementar. 

 

3.11. Integridade do RNA 

 

As concentrações e a pureza de moléculas de RNA extraídas foram 

quantificadas pelo espectrofotômetro Nanodrop modelo ND100 (Thermo 

Fischer Scientific®). As concentrações foram determinadas pelas leituras 

realizadas a 260 nm e a pureza das moléculas de RNA foi avaliada utilizando-

se a razão de absorbância da amostra entre 260 e 280 nm. A proporção de 

cerca de 1.8 é interpretada como RNA livre de impurezas.  

A partir desses dados foi realizada a avaliação da integridade do RNA 

total utilizando o equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer com o Agilent RNA 

6000 Nano Chip (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) conforme 

instruções do fabricante. O Nano Chip foi escolhido a partir dos resultados das 

análises no Nanodrop, onde as concentrações de RNA foram acima de 5 

ng/µLe abaixo de 500 ng/ µL. A qualidade foi expressa pelo número de 

integridade do RNA (RIN), que varia de 1 a 10, onde1 indica a pior e 10 a 

melhor qualidade (Schroeder, et al., 2006).  

 

3.12. Padronização da síntese de DNA complementar (cDNA) para qPCR 

 

As fitas de cDNA foram sintetizadas a partir de 100 ng de RNA total 

utilizando o Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Life Technologies) 

conforme instruções do fabricante. Foram utilizados 2 µL do Buffer RT 10X, 

0.8µL do Mix de dNTP (100mM), 2 µL de Random Primers RT 10 X, 1 µL da 

transcriptase reversa, 1 µL do inibidor de RNase, 3.2 µL de água nucleasse-
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free e 10 µL do RNA. As condições de ciclagem utilizadas foram: Etapa 1: 25ºC 

por 10 minutos; Etapa 2: 37ºC por 120 minutos; Etapa 3: 85ºC por 5 minutos e 

uma etapa final a 4ºC. 

A concentração ideal de RNA utilizada na síntese de cDNA foi 

previamente padronizada testando-se quatro concentrações (em duplicata) 25; 

50; 100 e 200 ng/μL de RNA total. 

 

3.13. Padronização da estabilidade de expressão dos genes endógenos 

 

O gene endógeno ideal a ser utilizado como normalizador nos ensaios 

de expressão gênica de citocinas foi determinado utilizando-se 10 amostras de 

PBMCs de pacientes com toxoplasmose ocular; 22 amostras de RNA extraídos 

de tecido parafinado, sendo 11 de tecido cerebral e 11 de tecido pulmonar de 

pacientes com a coinfecção toxoplasmose disseminada/AIDS. 

A análise da expressão gênica dos genes endógenos foi realizada no 

equipamento StepOne™ Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems) 

utilizando parâmetros de amplificação recomendados pelo fabricante. As 

reações foram realizadas em duplicata num volume final de 20µL. Para 

avaliação da expressão dos genes endógenos utilizamos os ensaios TaqMan® 

Gene Expression Assays (Applied Biosystems). 

Como não há um gene endógeno universal para todos os tipos celulares, 

foi avaliado a expressão de 6 genes constitutivos: GAPDH (Gliceraldeído-3-

fostato-desidrogenase), 18S (subunidade do RNA ribossomal), B2M (beta-2 

microglobulina), MT-ATP (ATP mitocondrial), UBC (Ubiquitina C), TBP (TATA 

Box Binding Protein).  As características dos genes e marcadores molecular e 

estão descritos na Tabela 1. 
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Tabela 1. Genes endógenos humanos utilizados para a análise da expressão gênica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Meira-Strejevich et al., 2017.
1
 adquiridos da Applied Biosystems. 

2
 não determinado.  

 

 

 

Gene Nome Número de Acesso Função Biológica Ensaio ID
1
 Produto Localização no 

Cromossomo 

18S rRNA 
Subunidade do RNA 

ribossomal [GenBank: X03205.1] Formação do ribossomo Hs99999901_s1 187 Nd 
2
 

GAPDH 
Glyceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase [RefSeq: NM002046.4] Envolvido na glicólise Hs02758991_g1 93 12 

TBP TATA box-binding protein [RefSeq: NM003194.3] Fator de transcrição Hs00427620_m1 91 6 

B2M Beta-2-microglobulina [RefSeq: NM004048.2] Ligação de proteína Hs00984230_m1 81 15 

UBC Ubiquitina C [RefSeq: NM021009.5] 
Envolvido na degradação de 

proteínas Hs00824723_m1 71 12 

MT-ATP6 ATP mitocondrial 
[GenBank: 

NC_012920.ATP6.0] 
Participação na fosforilação 

oxidativa Hs02596862_g1 150 10 
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3.14. Análise da expressão dos genes codificadores para as citocinas 

IFN-, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-27 TGF-β, e TNF- 

 

Para a análise da expressão dos genes codificadores para IFN-γ, IL-4, 

IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-27, TGF-β, e TNF-α de pacientes com toxoplasmose 

sintomática a reação foi padronizada e os marcadores moleculares testados 

quanto à eficiência segundo a fórmula:  

 

E= (10 (-1/slope) -1) x 100 

 

Todos os marcadores utilizados apresentaram eficiência maior ou igual a 

89%. As características dos genes, marcadores moleculares e a eficiência 

estão descritos na Tabela 2. O estudo foi realizado com um total de 77 

amostras clínicas descritas em detalhes no item 3.3. A expressão de cada gene 

foi determinada por qPCR em duplicata. 
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Tabela 2. Genes codificadores para citocinas humanas utilizadas na análise da expressão gênica. 

Gene Nome do gene Número de acesso Função Biológica Ensaio ID
a
 Tamanho (pb) 

Localização no 

cromossomo Eficiência 

IFN-γ Gamma Interferon [RefSeq: NM_000619.2] Codificação de proteína Hs00989291_m1 73 12 94 % 

TGF-β 
Fator de Crescimento e 

Transformação Beta 
[RefSeq: NM_000660.5] Codificação de proteína Hs00998133_m1 57 19 93 % 

TNF-α 
Fator de Necrose 

Tumoral 
[RefSeq: NM_000594.3] Codificação de proteína Hs01113624_g1 143 6 92 % 

IL-4 Interleucina 4 [RefSeq: NM_000589.3] Codificação de proteína Hs00174122_m1 70 5 91 % 

IL-6 Interleucina 6 
[RefSeq: NM_000600.4] 

 

Codificação de proteína Hs00985639_m1 66 7 91 % 

IL-10 Interleucina 10 [RefSeq: NM_000572.2] Codificação de proteína Hs00961622_m1 74 1 95 % 

IL-12 Interleucina 12 [RefSeq: NM_002187.2] Codificação de proteína Hs01011518_m1 72 5 91 % 

IL-17 Interleucina 17 [RefSeq: NM_002190.2] Codificação de proteína Hs00174383_m1 80 6 89 % 

IL-27 Interleucina 27 [RefSeq: NM_145659.3] Codificação de proteína Hs00377366_m1 75 16 98 % 
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3.15. Análise dos dados 

 

3.15.1. Estabilidade de expressão dos genes endógenos e codificadores 

para as citocinas 

 

Para a estabilidade de expressão dos genes endógenos, os resultados 

gerados na qPCR foram analisados no programa geNorm (versão 3.5, 

http://genorm.cmgg.be) promovendo a comparação aos pares da expressão dos 

genes testados. Desta forma, um índice M foi gerado para cada gene, e este 

índice foi utilizado para determinar o gene que apresentou expressão mais 

estável. O programa geNorm recomenda índice M abaixo do limite de 1.5, e 

quanto menor o índice M, mais estável é a expressão do gene. Para confirmar 

os resultados do geNorm, foi realizada uma análise no programa NormFinder 

(Meira-Strejevich et al., 2017). 

Para a análise das citocinas, os valores da expressão do mRNA foram 

mostrados como mediana através do ΔCT segundo a fórmula:  

 

ΔCT = (gene de referência - gene alvo) 

 

Quanto maior o ΔCT, maior é a quantidade de amplificação do alvo (Nai et 

al., 2016). 

 

3.15.2. Análise Estatística 

 

As análises estatísticas foram feitas pelo teste não paramétrico de Mann-

Whitney para comparação entre diferentes grupos no software Graph Pad Prism 

5.0 (San Diego, CA, USA).  
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Diagnóstico clínico e laboratorial da toxoplasmose 

 

4.1.1. Pacientes com toxoplasmose ocular 

 

Os 23 pacientes com toxoplasmose ocular, foram admitidos e tratados no 

Ambulatório de Oftalmologia da Fundação Faculdade Regional de Medicina do 

Hospital de Base, em São Paulo. Foram clinicamente diagnosticados como 

portadoras de cicatrizes de retinocoroidite toxoplásmica, e a avaliação clínica foi 

realizada sob exame fundoscópico utilizando oftalmoscopia binocular indireta, 

lente 20D (Binocular Ophthalmoscope ID 10, Topcon Corporation, EUA). O 

diagnóstico clínico de toxoplasmose ocular foi baseado na visualização da retina 

e na descrição da característica, do local e do tamanho das lesões ou cicatrizes 

exsudativas (Mattos et al., 2011; Ferreira et al., 2014). Para determinar o 

diagnóstico laboratorial minimamente invasivo, conforme definido anteriormente 

(Mattos et al., 2011), amostras de sangue foram coletadas antes ou até o 

terceiro dia da terapia antiparasitária para toxoplasmose. 

O estudo foi retrospectivo e realizado por sessenta meses, de maio de 

2012 a maio de 2016. Foram analisadas amostras de sangue de 27 indivíduos 

com idade entre 15 a 76 anos, sendo 50% do sexo masculino e 50% do sexo 

feminino, como mostra a Tabela 3. 
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Tabela 3. Resultados clínicos e laboratoriais dos 23 pacientes com 

toxoplasmose ocular 

1
 O diagnóstico foi definido por dados clínicos, de imagens e laboratoriais, conforme descrito na 

seção de Materiais e Métodos. 
2
 Cicatrizes ativas e retinocoroidíticas (RtC) nos olhos direito e 

esquerdo, respectivamente. Pos, positivo. 

 

 

 

 

 

  

Pacientes com toxoplasmose 
ocular 

 
n= 23 

Data da coleta das amostras (ano) 2014-2016 

Média de idade 63 (15-76) 

Gênero 12M-11F 

Diagnóstico clínico
1
 

RtC ativa (14%) 
2
 

          RtC ativa e cicatriz (2%) 

Cicatriz RtC (84%) 

PCR positivo no sangue 

(DNA de T. gondii) 39% (9/23) 

Anticorpo IgG Anti-T. gondii 

ELISA 100% (23/23) 
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4.1.2. Pacientes com toxoplasmose disseminada e AIDS 

 

Os 11 pacientes que foram a óbito com coinfecção toxoplasmose 

disseminada severa e AIDS tiveram o diagnóstico confirmado pelos dados 

clínicos, histopatológicos e imunohistoquímicos nos fragmentos de autópsias.  

Os fragmentos tinham numerosos cistos de T. gondii especialmente nas 

amostras de tecido cerebral e pulmonar usadas neste estudo. Da mesma forma, 

as amostras de DNA extraídas das autópsias foram todas positivas (Bastos-Silva 

et al., 2016). Os dados clínicos e laboratoriais dos pacientes estão descritos na 

Tabela 4. 
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Tabela 4. Resultados clínicos e laboratoriais dos 11 pacientes com toxoplasmose disseminada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Bastos da Silva et al., 2016.
1
 O diagnóstico foi definido por dados clínicos, de imagens e laboratoriais, conforme descrito na seção de Materiais e Métodos. Pos, positivo. 

Paciente – Código 

Idade 

(Anos) Sexo 

Diagnóstico 
1 

(Clínico, imagem e 
laboratorial)

 

PCR/ 

T. gondii 

HIV 

(Sorologia) 

Histopatológico 
p/ T. gondii em 

autopsia 
Status do 
paciente 

Paciente 1 A04/05 39 M 
Toxoplasmose disseminada 

e CMV Pos Pos Pos Óbito 

Paciente 2 A13/05 31 F Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Óbito 

Paciente 3 A21/05 24 F 
Toxoplasmose disseminada 

e neurotuberculose Pos Pos Pos Óbito 

Paciente 4 A6/06 40 M Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Óbito 

Paciente 5 A21/07 50 M Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Óbito 

Paciente 6 A11/08 38 F Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Óbito 

Paciente 7 A12/09 30 M 
Toxoplasmose disseminada 

e amebíase generalizada Pos Pos Pos Óbito 

Paciente 8 A39/09 40 M Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Óbito 

Paciente 9 A02/10 43 M Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Óbito 

Paciente 10 A6/11 30 F Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Óbito 

Paciente 11 A21/11 59 M Toxoplasmose disseminada Pos Pos Pos Óbito 
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4.1.3. Grupo Controle 

 

O Grupo Controle foi composto por 9 amostras de indivíduos crônicos 

para toxoplasmose (44% do sexo masculino e 56% do sexo feminino). Foi 

realizado o teste ELISA para confirmar a positividade para toxoplasmose e 

todas as amostras se mostraram positivas (presença de anticorpos IgG anti-T. 

gondii). As amostras foram cedidas por voluntários do Centro de Parasitologia 

e Micologia do Instituto Adolfo Lutz. 

 

4.1.4. Grupo Negativo  

 

Foi composto por 8 amostras de tecido cerebral e 8 amostras de tecido 

pulmonar de pacientes que foram a óbito de etiologia não infecciosa e 7 

amostras de sangue negativas para toxoplasmose. 

 

4.2. Padronização da extração de RNA de tecidos parafinados 

 

Para a padronização da extração de RNA foram testados cinco tempos 

de incubação a 56ºC: 15, 30 minutos, 1, 3 e 18horas, sendo que o tempo de 18 

horas foi o que apresentou melhores resultados após quantificação no 

fluorímetro. Nos outros tempos não se obteve quantificação satisfatória. 

 

4.3. Quantificação e Integridade de RNA total 

 

As quantificações de RNA total, de PBMC e FFPE, determinadas pelo 

fluorímetro QuantusTMFluorometer (Promega) variaram de 15 a 109 ng/µL. A 
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partir dessa quantificação foi realizado o cálculo para a síntese do DNA 

complementar. 

Os RINs das amostras de PBMC foram acima de 7.0, sendo 

considerados de ótima qualidade. Os RINs de FFPE variaram de 1.9 a 5.1. 

Estes valores foram considerados satisfatórios. O RIN a partir de 1.4 para 

amostras FFPE é adotado como limite para se considerar o RNA como de 

qualidade aceitável para a qPCR (Mandabusi et al., 2006).  

 

4.4. Padronização da síntese e concentração de cDNA utilizada na 

qPCR 

 

Todas as concentrações foram suficientes para ocorrer as amplificações 

na qPCR, como mostra a Figura 10 e a Tabela 5. A comparação entre os Cycle 

threshold (CT) mostram que as concentrações de 100 e 200 ng/μL variaram 

apenas 0.3 CT, assim a de menor concentração foi escolhida por utilizar menos 

RNA para a reação. 

 

Figura 10 - Padronização da concentração de RNA total para síntese de cDNA. 

Tabela 5. Padronização da concentração de RNA total para síntese de cDNA. 

 Concentração de cDNA ng/µL 

 25 50 100 200 

CT 32,41 31,25 30,34 30,07 



 

49 
 

4.5. Padronização e análise da expressão dos genes endógenos em 

PBMC 

 

TBP foi o gene endógeno que apresentou menor variação em PBMC. Os 

índices M (Figura 11) e as médias de CT, respectivamente foram: 26.73 e 

0.045nas amostras dos pacientes do Grupo II; 29.45 e 0.219, nas do Grupo III; 

e 30.05 e 0.136. 

Os genes que apresentaram maior variação entre os Grupos (média de 

CT e índice M) foram: MT-ATP (32.13 e 0.110 no Grupo II e de 28.10 e 0.282 

no Grupo III); e UBC (24.19 e 0.266 no Grupo III).  

Os resultados mostraram que gene endógeno ideal a ser utilizado para 

ensaios de expressão gênica em PBMC é o TBP por apresentar maior 

estabilidade e menor variabilidade entre as amostras. Os genes MT-ATP, 

GAPDH e UBC foram altamente variáveis, não sendo bons candidatos a serem 

utilizados como normalizadores em PBMC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Média de estabilidade de expressão (Índice M) em PBMC por gene testado. 
Quanto menor o valor de M, mais estável é o gene. A seta indica o gene mais 
estável. 
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4.6. Padronização e análise da expressão dos genes endógenos em 

tecidos parafinados 

 

Foram analisadas 22 amostras de tecido parafinado, 11 de cérebro e 11 

de pulmão. A figura 12 mostra os índices M dos genes endógenos testados em 

pulmão. Os resultados foram: 34.08 e 0.138 para o gene 18S; 34.40 e 0.115 

para GAPDH; 30.59 e 0.114 para UBC; 33.23 e 0.126 para B2M. 

A figura 13 mostra o índice M dos genes endógenos testados em 

cérebro. Os resultados foram: 34.26 e 0.078 para 18S; 33.75 e 0.057 para 

GAPDH; 30.49 e 0.058 para UBC; 33.34 e 0.073 para B2M. Para o cérebro o 

gene mais estável foi o GAPDH. Para o pulmão o gene mais estável foi o UBC, 

porém optou-se pelo GAPDH por ser o segundo mais estável e foi utilizado 

junto com as amostras de cérebro. Portanto para ambos tecidos, o gene de 

escolha foi o GAPDH. O mais variável foi o 18S. Os marcadores moleculares 

para os genes TBP e MT-ATP não foram positivos em nenhuma das amostras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Média de estabilidade de expressão (Índice M) em pulmão por gene testado. 
Quanto, onde quanto menor o valor de M, mais estável é o gene. A seta indica o 
gene mais estável. 
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Figura 13 - Média de estabilidade de expressão (Índice M) em cérebro por gene testado. 
Quanto, onde quanto menor o valor de M, mais estável é o gene. A seta indica o 
gene mais estável. 

 

4.7. Análise da expressão dos genes codificadores para IFN-γ, IL-4, IL-6, 

IL-10, IL-12, IL-17, IL-27, TGF-β e TNF- α em PBMC de pacientes com 

toxoplasmose ocular 

 

Em resposta ao ALT, os níveis de mRNA para IL-6 foram mais 

expressos em pacientes com toxoplasmose ocular, quando comparados aos 

indivíduos com toxoplasmose crônica e negativos, com resultados 

estatisticamente significantes (p<0.005 e p < 0.0005, respectivamente).  

Para IL-10, os níveis de mRNA foram mais expressos em pacientes com 

toxoplasmose ocular, quando comparados aos indivíduos com toxoplasmose 

crônica e negativos, com resultados estatisticamente significantes (p<0.0005 e 

p < 0.005, respectivamente), como mostra a Figura 14. 
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Figura 14 - Expressão dos genes codificadores para citocinas IL-6, IL-10 de PBMC. 

 

Em resposta ao ALT, os níveis de mRNA para TNF-α, IL-12, IL-17 e IL-4 

também foram mais expressos em pacientes com toxoplasmose ocular em 

comparação com indivíduos com toxoplasmose crônica e negativos embora 

sem significância estatística (p> 0,05), como mostra a Figura 15. 
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Figura 15 - Expressão de mRNA para os genes codificadores para as citocinas TNF- α, IL-12, 

IL-17 e IL-4 de PBMC. 

 

Em contraste, os níveis de mRNA de IL-27 e IFN-γ em PBMC de 

pacientes com toxoplasmose ocular foram estatisticamente mais expressos em 

comparação com os negativos (p<0.05 e p <0.0005, respectivamente. Os 

níveis de mRNA para TGF-β foram mais expressos em pacientes com 

toxoplasmose ocular em comparação aos indivíduos negativos, com resultados 

estatisticamente significantes (p<0.005), como mostra a Figura 16.  
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Figura 16 - Expressão de genes codificadores para as citocinas IL-27, IFN-у e TGF-β de 
PBMC. 

 

 

4.8. Análise da expressão dos genes codificadores de IFN-у, IL-4, IL-6, 

IL-10, IL-12, IL-17, IL-27, TGF-β e TNF-α em tecidos parafinados de 

pacientes com toxoplasmose disseminada 
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toxoplasmose disseminada/AIDS em comparação com os indivíduos negativos 

(p<0.005). Entretanto não houve diferença estatística em relação à expressão 

de mRNA de IL-6, como mostra a Figura 17.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Expressão de mRNA dos genes codificadores para as citocinas TGF-β e IL-6 em 
cérebro de pacientes que foram a óbito com a coinfecção Aids/toxoplasmose 
disseminada. 

 

 

 

 

Em amostras de pulmão, níveis de mRNA para TGF-β e IL-6 foram 

significativamente mais expressos em pacientes com a coinfecção 

toxoplasmose disseminada/AIDS em comparação aos indivíduos negativos 

(p<0.005 e p<0.05, respectivamente) (Figura 18). No entanto, não foi possível 

detectar as outras citocinas. 
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Figura 18 - Expressão de mRNA dos genes codificadores para as citocinas TGF-β e IL-6 em 
pulmão de pacientes que foram a óbito com a coinfecção Aids/toxoplasmose 
disseminada. 

 

Os níveis de mRNA para TGF-β e IL-6 em amostras de cérebro foi 

verificado que os níveis de expressão de mRNA para TGF-β foi 

significativamente maior quando comparado a expressão de IL-6 (p<0.0005), 

como mostra a Figura 19. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 - Expressão de genes codificadores para as citocinas TGF-β e IL-6 em cérebro de 

pacientes que foram a óbito com a coinfecção Aids/toxoplasmose disseminada. 
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Em concordância, nas amostras de pulmão, a expressão de mRNA de 

TGF-β foi significativamente maior quando comparado a expressão de IL-6 

(p<0.005), como mostra a Figura 20. 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Expressão de genes codificadores para as citocinas TGF-β e IL-6 em pulmão de 

pacientes que foram a óbito com a coinfecção Aids/toxoplasmose disseminada. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A normalização correta dos dados quantitativos de expressão gênica é 

um ponto crucial para alcançar resultados confiáveis e biologicamente 

significativos (Huggett et al., 2005) e se torna um método importante para 

corrigir diferenças de amostras para amostras, principalmente o objetivo e a 

analise da expressão genica de citocinas. Assim, a qualidade dos dados 

quantitativos de expressão gênica é boa se o normalizador também for bom 

(Pfaffl, 2001). As alterações no normalizador levam a uma errônea 

interpretação dos dados, pois podem sugerir falsas alterações nos níveis de 

expressão de genes de interesse ou podem ofuscar diferenças reais (Bustin, 

2000). 

Para as amostras de PBMC o gene de referência TBP foi considerado o 

mais estável entre todos os genes analisados. O gene TBP codifica a proteína 

TATA box, que garante a função celular básica sendo importante para o início 

da transcrição pela RNA polimerase II (Choukrallah et al., 2012). O TBP foi 

previamente utilizado como gene de referência em vários estudos (Schmidt et 

al., 2006; Koppelkamm et al., 2010; Braun et al., 2011; Tsaur et al., 2013; Xie et 

al., 2016).  

Em todas as amostras de FFPE (autópsias pulmonares e cerebrais), o 

GAPDH se tornou o gene endógeno mais estável. Mesmo o GAPDH sendo o 

gene endógeno mais utilizado na RT-qPCR, surpreendentes discrepâncias 

podem ser encontradas nos dados publicados. O GAPDH contribui para 

diferentes funções celulares, como a exportação de RNA nuclear, replicação de 

DNA, reparo e organização do citoesqueleto, atividade de fosfotransferase e 

apoptose patológica, resultando em variável expressão de mRNA mesmo em 

subpopulações celulares de mesma origem patológica (Tatton et al., 2000; 

Goidin et al., 2001). Lin e Redies (2012) mencionaram o seu valor muito 

limitado para a normalização da expressão gênica em relação às últimas 
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descobertas. Em contraste, Mori et al. (2008) propuseram que o GAPDH é 

confiável para expressão gênica em tecidos FFPE de câncer de próstata. 

As citocinas podem ser pró-inflamatórias, anti-inflamatórias, sinérgicas, 

antagônicas, pleiotrópicas, redundantes ou interativas, dependendo do 

ambiente imunológico local (Lacomba et al., 2000; Ooi et al., 2006; Ang et al., 

2012). A resistência à toxoplasmose ocular está associada à capacidade de 

produzir IL-12 e IFN-γ contra antígenos parasitários (Vallochi et al., 2002). IFN-

γ é responsável pela regulação da carga parasitária e distribuição de T. gondii 

nos olhos. Émediador essencial da resposta imune no controle de T. gondii no 

cérebro e para manter a latência da infecção crônica (Carruthers e Suzuki, 

2007; Gaddi e Yap, 2007; Goldszmid et al., 2012; Nijhawan et al., 2013). 

Os resultados também mostraram uma produção semelhante de mRNA 

de TNF-α entre os pacientes com toxoplasmose ocular e pacientes com 

toxoplasmose crônica. Esta citocina pró-inflamatória está diretamente envolvida 

na regulação do crescimento de taquizoítos. Além disso, o equilíbrio entre IFN-

γ e TNF-α é o mediador chave no desencadeamento de funções efetoras 

contra T. gondii, durante os estágios agudo e crônico da infecção (Denkers e 

Gazzinelli, 1998). Esses dados estão de acordo com outros estudos quanto à 

suscetibilidade dos pacientes com toxoplasmose ocular, onde a produção de 

TNF-α e a resposta inflamatória contribuíram para lesão da córnea e da retina 

(Crisace e al., 2010). 

Neste estudo, os resultados mostraram que os pacientes com 

toxoplasmose ocular apresentaram níveis maiores de mRNA para IFN-γ 

quando comparados com o grupo de indivíduos negativos. Um dos fatores mais 

importantes para a resistência dos pacientes à toxoplasmose ocular está 

associado à capacidade de produzir IFN-γ contra antígenos parasitários, pois 

essa citocina é responsável pela distribuição de T. gondii nos olhos. Ao mesmo 

tempo, o IFN-γ é um mediador essencial para controlar T. gondii no cérebro e 

para manter a latência da infecção crônica (Vallochi et al., 2002; Carruthers et 

al., 2007; Nijhawan et al., 2013). Na verdade, este trabalho mostrou que os 

pacientes com toxoplasmose ocular apresentaram níveis de IFN-γ menor ou 
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semelhante àquelas do grupo crônicos. Esses resultados confirmam que outros 

estudos mostraram que a produção in situ de IFN-γ aumenta em indivíduos 

infectados e assintomáticos em comparação com aqueles que sofrem de 

toxoplasmose sintomática (Meira et al., 2014; de-la-Torre et al., 2013). Os 

níveis desta citocina encontrados em indivíduos do grupo crônico podem ser 

explicados pela liberação por linfócitos T específicos contra parasitas, que são 

necessários para prevenir a reativação de cisto durante infecção crônica 

(Sarciron e Guerardi, 2000). 

Apesar do papel da IL-12 na estimulação da produção de IFN-γ, níveis 

de IL-12 foram observados em pacientes com toxoplasmose ocular, mas sem 

diferença significativa em relação ao grupo com toxoplasmose crônica (p> 

0,05). Lahmar et al. (2009), encontraram níveis de IL-12 oculares 

significativamente aumentados em indivíduos com toxoplasmose ocular, o que 

pode estar relacionado à produção local de IFN-γ e TNF-α observada na 

maioria dos pacientes estudados.  

Além disso, foram relatados polimorfismos no gene que codifica IFN-γ 

entre os indivíduos soropositivos para T. gondii, incluindo aqueles com lesões 

oculares (Albuquerque et al., 2009) que poderia interferir na resposta imune de 

pacientes infectados. 

Neste estudo, observou-se um aumento significativo de IL-6, TGB-β e IL-

10 em pacientes com toxoplasmose ocular. A IL-6 é considerada um mediador 

pró-inflamatório na toxoplasmose ocular (Hoekzema et al., 1990). A elevada 

concentração intra-ocular de IL-6 poderia aumentar a ação das quimiocinas e 

agravar a resposta inflamatória local destrutiva dentro da retina. A IL-6 poderia 

também antagonizar as propriedades antimicrobianas de IFN-y por ativação 

sustentada de STAT3, um potente inibidor de IL-12 e IFN-y (Whitmarsh et al., 

2011) e, inibir a atividade de TGF-β, uma citocina anti-inflamatória. 

Corroborando com os achados, níveis locais elevados de IL-6 e TGF-β foram 

encontrados na toxoplasmose ocular murina. A IL-6 parece controlar a carga 

parasitária ocular e a atividade inflamatória, enquanto que o TGF-β (como 



 

61 
 

regulador imunológico do sítio ocular privilegiado), em associação com IL-10 

(Shoab et al., 2013), limita a atividade inflamatória (Kong et al., 2003). 

De fato, a IL-10 é uma citocina imunomoduladora produzida por várias 

células (O'Garra et al., 2004), frequentemente concomitante com IFN-γ ou IL-17 

(Damsker et al., 2010), como um mecanismo de feedback negativo, parece ser 

essencial para a indução do estado permissivo observado nos olhos de 

pacientes sul americanos com toxoplasmose ocular (de-la-Torre et al., 2014). 

Estes dados, também, podem ser explicados pelo desvio para a resposta 

imune Th2 incluindo a produção de citocinas anti-inflamatórias, tais como IL-10, 

TGF-β e IL-4 que favorecem a sobrevivência do parasita. Esta estratégia é 

necessária para manter o equilíbrio imune no olho, impedindo a destruição 

imunológica do tecido (Neyer et al., 1997; Gaddi e Yap, 2007). 

Os níveis mais elevados de mRNA de IL-17 foram encontrados em 

pacientes com toxoplasmose ocular em comparação com o grupo com 

toxoplasmose crônica, mas não houve diferença significativa (p> 0,05). Estudos 

recentes demonstraram que IL-6 e IL-17A estavam claramente correlacionadas 

com a resposta patológica primária (Sauer et al., 2013). A IL-17A é a citocina 

de assinatura da resposta Th17, recentemente descrita, e a IL-6 é necessária 

para induzir a produção de IL-17A (Stumhofer et al., 2006; Guiton et al., 2010). 

O papel da IL-17A nas doenças infecciosas é mais ambíguo, entre a 

atividade anti-patogênica e a destruição dos tecidos. Embora a IL-17 seja 

responsável pela destruição tecidual durante a infecção por T. gondii, existe 

uma discrepância considerável nos resultados em termos de seu efeito 

antiparasitário, possivelmente devido a um foco em diferentes órgãos (Kelly et 

al., 2005, Stumhofer et al., 2006 e Guiton et al., 2010). Sauer et al. (2012) 

mostraram que a proteção 'natural' durante a reinfecção de T. gondii também 

implica na diminuição da expressão de IL-17A.Por outro lado, níveis elevados 

de mRNA de IL-27 mRNA foram encontrados em pacientes com toxoplasmose 

ocular em comparação com os indivíduos negativos, apresentando diferença 

significativa. A IL-27inibe diretamente o comprometimento e o desenvolvimento 

das células Th17 durante a encefalite auto-imune e a toxoplasmose cerebral 
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(Stumhofer et al., 2006 e Diveu et al., 2009). Propõe-se que o aumento dos 

níveis de IL-27 poderia estar na origem da mudança de resposta Th17 

patogénica para uma resposta protetora do tipo Th1 (Sauer et al., 2013), mas 

enquanto a IL-27 foi descrita inicialmente como uma citocina do tipo Th1 

induzindo fator em estudos de infecção por T. gondii (Villarino et al., 2006), 

trabalhos mais recentes mostraram efeitos pleiotrópicos na regulação do 

subconjunto Th (Hall et al., 2012; Wojno e Hunter, 2012). 

Limitações quanto à coleta e processamento de amostras ou variação 

individual de cada paciente também foram observadas neste estudo. Em 

alguns pacientes com toxoplasmose ocular não foi possível detectar os níveis 

de mRNA de algumas citocinas, porém o gene endógeno foi detectado em 

todas as amostras. Por outro lado, alguns pacientes apresentaram uma 

produção exacerbada de algumas citocinas, indicando que as variações 

individuais de cada paciente devem ser levadas em conta. No entanto, muito 

cuidado deve ser tomado para afirmar que alguns pacientes não são capazes 

de produzir determinada citocina. 

Como mencionado, a coinfecção toxoplasmose disseminada/AIDS 

envolve principalmente os pulmões (Mendelson et al., 1987, Pomeroy et al., 

1992), mas também pode causar miocardite e hepatites, que, embora menos 

frequentes do que as formas cerebrais, estão associadas a um pior prognóstico 

(Martino et al., 2000). Devido à coinfecção toxoplasmose disseminada/AIDS 

apresentar diferentes formas clínicas, seu diagnóstico é muito difícil (Lucet et 

al., 1993). 

Apesar da dificuldade de isolar RNA de amostras de FFPE, foi possível 

detectar os níveis de mRNA de duas citocinas nestes pacientes. Nas amostras 

de cérebro e pulmão, os níveis de mRNA de IL-6 foram significativamente mais 

baixos do que os níveis de mRNA de TGF-β. Como mencionado, a IL-6 é 

capaz de antagonizar as propriedades antimicrobianas de IL-12 e IFN-y e inibe 

a atividade de TGF-β (Whitmarsh et al., 2011). Corroborando nossos achados, 

encontramos poucos níveis de mRNA de IL-6 capaz de inibir a produção de 

TGF-β. 
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TGF-β desencadeia efeitos anti-inflamatórios diretos e indiretos que 

conduzem à supressão imunitária, o que resulta no curso crônico da 

toxoplasmose e das suas complicações incluindo retino-coroidite e encefalite 

(Zare-Bidaki et al., 2016). TGF-β desempenha um papel essencial na 

progressão da toxoplasmose e suas complicações, desta forma terapias futuras 

podem ser direcionadas para controlar os efeitos adversos da função 

desequilibrada de TGF-β durante a infecção com o objetivo de suprimir a carga 

parasitária. Neste contexto, espera-se que os doentes que morreram com 

toxoplasmose disseminada/AIDS tivessem níveis elevados de expressão de 

mRNA para esta citocina. Além disso, parece que o TGF-β pode ser 

considerado como um fator de risco chave se a sua expressão é elevada após 

o desafio do parasita ou por outras variações epigenéticas e genéticas. Até à 

data, este é o primeiro estudo que investigou a resposta imune de pacientes 

com coinfecção toxoplasmose disseminada/AIDS através do perfil de 

expressão de mRNA de citocinas. 

Ao mesmo tempo, os resultados deste estudo podem ser atribuídos a 

diferença de genótipos de T. gondii presentes em amostras clínicas. No Brasil, 

há circulação de diferentes genótipos de T. gondii, como descrito anteriormente 

(Ferreira et al, 2011; Carneiro et al., 2013). Em um estudo prévio, a 

genotipagem das 15 amostras de necropsia cerebral, utilizadas nesse estudo, 

gerou seis genótipos sugestivos (Bastos da Silva et al., 2016). Isto é muito 

importante já que já foi descrita uma infecção ocular mais grave na América do 

Sul devido a cepas de T. gondii altamente variáveis e caracterizadas por um 

padrão de resposta imune local, completamente diferente e com cargas 

parasitárias muito maiores (Pfaffl et al., 2014; de-la-Torre et al., 2013), 

diferentemente dos pacientes europeus e norte-americanos, onde predominam 

as linhagens de Tipo II (Sibley e Ajioka, 2008). 

Infelizmente, os resultados mostraram que não foi possível detectar 

níveis de mRNA das outras citocinas de pacientes com a coinfecção 

toxoplasmose disseminada/AIDS utilizados neste estudo. Portanto, a precisão 

da análise da expressão gênica usando qPCR pode ser influenciada pela 
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qualidade do RNA (Fleig e Pfaffl, 2006). Ao contrário da experimentação em 

animais, em que a condição de colheita de amostras pode ser controlada, a 

degradação do RNA neste caso é inevitável e imprevisível para os tecidos 

humanos recolhidos na autópsia (Koppelkamm et al., 2011). Em geral, a 

integridade do RNA do material de autópsia é afetada por dois fatores 

principais, a influência da agonia e da interferência postmortem (Tomita et al., 

2004). Influência da acidose cerebral na transcrição gênica e na estabilidade do 

mRNA na morte prolongada tem sido relatada (Tomita et al., 2004; 

Koppelkamm et al., 2010). Nesses casos, uma avaliação cuidadosa dos dados 

qPCR é necessária para a interpretação de alterações específicas em 

expressões de genes alvo. Finalmente, a suscetibilidade individual foi 

previamente relacionada com polimorfismos em vários genes que codificam os 

agentes da resposta imune, tais como IFN-y, IL-10 ou TNF-α (Albuquerque et 

al., 2009; Cordeiro et al., 2008). Estes pacientes geneticamente susceptíveis 

possivelmente são menos capazes de lidar com uma cepa mais virulenta. 

Esse estudo foi retrospectivo, com dados clínico-laboratoriais 

conhecidos. A hipótese era que estes pacientes com a coinfecção 

toxoplasmose disseminada/AIDS talvez não fossem capazes de ter uma 

expressão gênica de citocinas adequada o que poderia ter levado a forma 

grave da doença e, consequentemente, a morte. Além de estudar a 

toxoplasmose disseminada através de autópsias de pacientes, este estudo 

apresentou outras vantagens. Diariamente são retiradas amostras de tecido do 

corpo humano para análise visando o diagnóstico de doenças. Os fragmentos 

desses materiais são fixados em formol, incluídos em parafina e estocados nos 

serviços de patologia. Esses espécimes representam importantes fontes de 

material biológico para a pesquisa de estudos retrospectivos empregando 

diferentes técnicas. Nos últimos anos, as metodologias moleculares tornaram-

se possíveis, principalmente depois dos kits de extração de DNA e RNA a partir 

de tecido parafinado. Trouxeram grande contribuição para obtenção de dados 

epidemiológicos para diversas doenças. Assim, com este tipo de abordagem, 

espécimes biológicos de quarenta anos puderam ser analisados por técnicas 

moleculares (Scorsato et al., 2011). Os blocos de parafina guardam grandes 
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informações e podem ser eficazes na quantidade, qualidade de moléculas de 

RNA. Tais estudos possibilitam a elucidação de diagnósticos retrospectivos 

como o proposto. 

Concluindo, na toxoplasmose ocular, a maioria dos estudos disponíveis 

avaliam citocinas localmente, diretamente de amostras de humor aquoso. O 

diferencial deste estudo foi analisar os níveis de citocinas em nível sistêmico 

utilizando amostras de sangue após estímulo com antígeno específico do 

parasito. Até o momento, este é o primeiro estudo que visou investigar a 

resposta imune de pacientes com toxoplasmose disseminada através do perfil 

de expressão de mRNA para citocinas. O monitoramento da resposta imune 

em diferentes formas clínicas de infecção pode fornecer informações valiosas 

que podem ajudar na compreensão dos mecanismos de controle do sistema 

imunológico sobre os parasitos. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 A extração de RNA de amostras de células mononucleares do sangue 

periférico e de tecidos fixados em formol e conservados em blocos de 

parafina foi padronizada com sucesso e com boa qualidade de 

resultado.  

 

 Os resultados mostraram que o melhor gene endógeno a ser utilizado 

para ensaios de expressão gênica em PBMC é o TBP e em tecidos 

parafinados é o GAPDH. 

 

 Foi possível avaliar a expressão dos genes codificadores das citocinas 

IFN-у, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-27, TGF-β e TNF- α nas amostras 

de células mononucleares do sangue periférico, sugerindo uma relação 

dos níveis de expressão do mRNA das citocinas de interesse com a 

apresentação clínica. Nas amostras de tecidos fixados em formol e 

conservados em blocos de parafina foi possível avaliar a expressão de 

apenas duas citocinas, a IL6 e TGF-β, onde os níveis de mRNA de IL-6 

foram significativamente mais baixos do que os níveis de mRNA de 

TGF-β. 
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