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RESUMO

A infeccao pelo Toxoplasma gondii ocorre em todo o mundo, com prevaléncia de até 90%
na populacao conforme seus habitos culturais e condi¢cdes socioeconémicas. As alteragdes
fisiopatolégicas provocadas por este parasito sdo muito estudadas nos individuos
imunocomprometidos, nos casos de transmissdo congénita, e nos individuos
imunocompetentes a infeccdo é, geralmente, assintomatica e pouco explorada pelos
pesquisadores. Experimentalmente, os estudos seguem o padréo dos estudos humanos, e
ha pouca referéncia sobre as alteracdes bioquimicas (hepaticas e renais) no hospedeiro
infectado pelo T. gondii. Este trabalho objetivou avaliar as alteracées hepéticas e renais
causadas por esse parasito em camundongos na fase aguda, usando a cepa néao
cistogénica (RH), e na fase cronica, com a cepa cistogénica (ME-49), tendo como controles
camundongos sem infec¢cdo, somente submetidos ao estresse de inoculagcdo com salina.
Foram dosadas no soro e no exsudato peritoneal dos camundongos infectados e controles
0s niveis das enzimas Aspartato aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT),
Gamaglutamiltransferase (GGT), Fosfatase alcalina (FAL), desidrogenase latica (DHL) e dos
seguintes compostos: uréia e creatinina, por metodologia automatizada. As enzimas AST e
ALT apresentaram diferenga significativa no soro de camundongos infectados com cepa RH,
demonstraram alteragdes em relacdo aos controles indicando uma destruicdo das células
hepaticas. No exsudato peritoneal ndo foram demonstradas alteragdes em relagdo aos
controles. A uréia e creatinina dosadas nao demonstraram alteragao significativa. A enzima
lactato desidrogenase sérica apresentou alteragbes gradativas em todos os dias de infecgao
do camundongo no soro, ja no exsudato peritoneal essa alteragao foi evidenciada somente
no quinto dia da infecgdo, mostrando que com o aumento de parasitos e a destrui¢cao celular
causada por esse, essa enzima presente em varias células é responsavel por demonstrar
aumentos consideraveis. Todas as amostras de soro analisadas do grupo infectado com a
cepa ME-49 demonstraram alteragées durante todo periodo de acompanhamento. Enquanto
que no exsudato peritoneal ndo mostrou nenhuma alteragéo durante todo periodo analisado.
Houve aumento crescente na uréia em todos os dias de analises, porém, a creatinina nao
apresentou nenhuma alteragdo. A LDH mostrou-se alterada no soro em todos os dias de
analisado. Conclui-se que a infeccdo pelo T. gondii pode provocar alteracées hepaticas e
renais ao longo do curso de infecgdo, tanto em infecgées com cepa cistogénica quanto com
cepa nao cistogénica.

Palavras chave: Aspartato aminotransferases, Alanina aminotransferases,
Gamaglutamiltransferase, Fosfatase alcalina, Lactato desidrogenase, Gama - GT,

Uréia, Creatinina, Toxoplasma gondii.



ABSTRACT

Infection with Toxoplasma gondii occurs throughout the globe, with a prevalence of
up to 90% in the population. The physiological changes caused by this parasite are
well studied in immunocompromised individuals and in cases of congenital
transmission. In immunocompetent individuals the infection is usually asymptomatic
and little explored by researchers. Experimental studies follow the pattern of human
studies, and there fow mention about the biochemical changes (liver and kidney
metabolisms) in the host infected by T. gondii. This study aimed the quantification of
hepatic and kidney alterations caused by acute infections by T. gondii (non
cystogenic strain — RH) and by chronic infections (cystogenic strain — ME-49). The
control group was formed by mice without infection, only submitted to saline stress.
Several enzymes were measured in serum and peritoneal exudate of mice infected
and control such as: aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT), glutamyltransferase (GGT), alkaline phosphatase (ALP), urea, creatinine and
lactate dehydrogenase, using an automated methodology. AST and ALT presented
a significative difference in the serum of mice infected with RH strain when
compared to controls indicating a destruction of liver cells. The peritoneal exudates
did not present significative changes in relation to controls nor did the urea and
creatinine levels. The séric lactate dehydrogenase showed gradual changes in all
days of the infection in mice peritoneal exudates as early as this change was
evident only in the fifth day of infection. All samples of the group infected with ME-49
strain showed changes in serum and peritoneal exudate during all days of analysis.
Only ALT peritoneal exudates showed no change during all days of analysis. An
increase in urea at all doses was observed, however, creatinine showed a change
only within 120 days of infection. The LDH was altered in the serum in all days of
analysis. In conclusion, the T. gondii infection may cause hepatic and kidney injuries

either when caused by non-cystogenic as by cystogenic strains of the parasite.

Keywords: Aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase,
glutamyltransferase, alkaline phosphatase, lactate dehydrogenase, Gamma - GT,
Urea, creatinine, Toxoplasma gondii.



1- INTRODUGAO - REVISAO DA LITERATURA

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo cosmopolita, causada pelo
protozoario Toxoplasma gondii, com altas taxas de infeccdo tanto em humanos
guanto em animais de sangue quente que variam de acordo com habitos culturais e
condi¢coes econbmicas das populagdes. Varios fatores, como o estado imunolégico
do hospedeiro, a viruléncia da cepa, o numero de parasitos infectantes e a rota de
infeccdo, atuam nas manifestacdes de sinais clinicos. Atualmente adotando-se
métodos de caracterizagdo molecular, evidenciou-se a existéncia de uma linhagem
bem definida dentro da espécie T. gondii como cepa tipo I, Il e lll. Em camundongo,
as cepas tipo | sdo altamente virulentas, enquanto as linhagens tipo Il ou Ill s&o
relativamente avirulentas (Howe & Sibley 1995). Cepa tipo | e Il tem sido encontrada
mais freqientemente em humanos, enquanto em animais predomina a cepa tipo lll,
mas sendo também encontrada a linhagem Il (Howe & Sibley 1995, Dubey et al.
2002a). No Brasil, o estudo de 25 isolados de T. gondii, a partir de galinhas
assintomaticas provenientes de areas rurais em torno da cidade de Sao Paulo,
mostrou predominancia de linhagem I, mas também da Ill em menor freqiéncia
(Dubey et al. 2002b). Resultados similares (linhagens | e Ill) foram encontrados em
isolados de gatos no estado do Para levando a crer que estas duas cepas sejam as
mais freqlientes no Brasil (Dubey et al. 2004).

T. gondii € um protozoario Coccidio, parasito intracelular obrigatério, com
ciclo biolégico complexo e que acomete praticamente todas as espécies animais de
sangue quente (Dubey & Beattie 1988). Normalmente T. gondii parasita seus
hospedeiros sem a manifestagéo de sinais clinicos, porém é capaz de desencadear
doenga severa, principalmente na sua forma congénita ou quando infecta
individuos imunodeprimidos (Dubey 1993). A importante via de transmissao para o
ser humano é a ingestdo de cistos viaveis, presentes em carnes de animais
infectados, e que a linha de inspecao nao sao visualizados. Geralmente a ingestao
desses cistos causa doenca assintomatica e nos casos sintomaticos pode
desenvolver lesdes severas oculares em pelo menos 2 a 3 % dos pacientes
sintomaticos (Minho et al. 2004). Quando ocorre na auséncia de resposta imune
efetiva, causa doenca devastadora no sistema nervoso central, como em fetos de
maes com infecgdo aguda e em pacientes imunossuprimidos ou transplantados,

levando a morte ou deixando sequelas (Remington et al. 1995). Por se tratar de



uma doenca assintomatica a maioria das infec¢cdes agudas passa despercebida
pelo paciente e pelo profissional da saude, exceto em grupos de risco como
gestantes ou imunossuprimidos, sendo que, a maioria dos pacientes néo recebe
terapéutica especifica. A transmissao da infeccao esta relacionada com a presenca
do hospedeiro definitivo (felinos) no ambiente domiciliar, preservando o ciclo vital
para esse parasito, envolvendo todos os animais de sangue quente como
hospedeiro intermediario, que, a partir dai, chega ao hospedeiro definitivo, quando
se completa o ciclo. Esses, ap6s digerir a membrana dos cistos ou oocistos sao
infectados e produzem formas ambientais resistentes (oocistos), eliminando-os nas
fezes durante as primeiras semanas da infeccado. Os oocistos podem permanecer
por meses ou anos no ambiente contaminando assim a agua, vegetais e até outros

hospedeiros completando o ciclo (Dubey 2006).

Wolf e Cowen 1939 descreveram a doenca congénita causada pelo
toxoplasma. Ja em 1940, Pinkerton e Weinman relataram a toxoplasmose aguda
em adultos. O grande avanco na epidemiologia da infeccdo, no entanto, s6 foi
possivel apdés a descoberta do teste sorolégico que identifica a presenca de
anticorpos especificos no sangue dos animais infectados, o teste de Sabin e
Feldman (1948) ou teste do corante, que muito contribuiu, através de inquéritos
epidemioldgicos para o reconhecimento do parasito como causa de infeccdo e

doenga em humanos.

Em 1965 Hutchinson foi o primeiro a reconhecer o papel do gato no ciclo
evolutivo do parasito, mostrando que esses animais poderiam elimina-lo pelas fezes.
A verdadeira natureza do parasito permaneceu um mistério até que Frenkel e
colaboradores (1970), estabeleceram que o parasito € um protozoario Coccideo, que
tem por hospedeiro definitivo o gato e existe em dois ciclos distintos: enteroepitelial
em gatos e extra intestinal em tecidos de outros hospedeiros inclusive os felideos.
Hutchinson et al. em 1970 descreveram o oocisto como forma infectante do parasito.

A partir de 1981, com o aparecimento da Sindrome de Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA), a toxoplasmose teve a sua importancia aumentada em virtude da
possibilidade da reagudizacdo, que pode acontecer nos individuos cronicamente

infectados pelo protozoario, e da gravidade da forma reagudizada nesses pacientes,



tornando-se uma importante causa de morbidade e morte (lsraelki & Remington
1988).

A prevaléncia de anticorpos compativeis com infeccbes passadas varia em
diferentes regides geograficas conforme as variagbes climaticas e habitos
alimentares, fatores que somam para a prevaléncia do parasito em nosso meio. O
aumento da soroprevaléncia de T. gondii tem sido observado em varios paises
como a Franca, onde o consumo de carne crua e/ou mal cozida, e a convivéncia
com gatos que sdo numerosos, além do favorecimento do clima subtropical para a
viabilidade do oocisto (Desmonts & Couvreur 1974).

1.1- Epidemiologia

A toxoplasmose em sua forma latente (crbnica) tem ampla distribuicdo
mundial como tem sido demonstrado por varios inquéritos sorolégicos entre
populagdes humanas e de outros animais, sendo encontrada em todos os
continentes, nos mais variados climas (Rey 2002). Sua prevaléncia esta estimada
em 1 a 2 bilhdes de pessoas, porém, a variabilidade da freqiiéncia da infeccao esta
ligada a diversos fatores, tais como: padrdes culturais da populacdo, habitos
alimentares, idade, procedéncia rural ou urbana, entre outros (Amendoeira 2001). As
menores prevaléncias tém sido encontradas em regides muito frias ou muito aridas,
onde a baixa densidade de felinos, aliada a menor sobrevida dos oocistos no solo,
diminuiu os indices de parasitismo de herbivoros, roedores e passaros (Amendoeira
et al. 2001).

Estima-se que 1/3 da populacdo mundial possua anticorpos para T. gondii.
Este valor aumenta com a idade do individuo, devido a oportunidade maior de
adquirir a infeccao (Hill & Dubey 2002). O Brasil apresenta indices que se encontram
entre os mais elevados descritos, onde inquéritos sorolégicos demonstram
prevaléncias entre 37% e 91% (Ministério da saude, 2006). Nos Estados Unidos e
Reino Unido a prevaléncia estimada é de 16 a 40%, enquanto que nas Américas
Central e do Sul e no Continente Europeu, a estimativa é de 50 a 80% (Tender et al.
2000, Jones et al. 2001). Em Taiwan, Lin e et al (2008) demonstraram uma
positividade para toxoplasmose em mulheres gravidas indigenas e imigrantes de
40,6% (99/244) e 18,2% (33/188), respectivamente.



1.2- Ciclo evolutivo de Toxoplasma gondii

O ciclo vital do T. gondii compreende uma fase sexuada, que se da no tecido
enteroepitelial dos felideos e resulta na producao de oocistos, e uma assexual, que
pode ocorrer tanto nos tecidos de felideos como de outros hospedeiros
considerados intermediarios, como aves e mamiferos, inclusive o homem (Figura
1), resultando na producdo de cistos teciduais. (Dubey 1994). O parasito nao
apresenta especificidade por determinado 6rgao ou tecido e multiplica-se por
divisdo binaria simples e endodiogénia sob as formas de taquizoitos e bradizoitos
nos hospedeiros intermediarios. Também apresenta as mesmas formas nos
hospedeiros definitivos, observando-se ainda, a multiplicacdo sexuada onde apés
cinco estagios entéricos (trofozoito e esquizontes) ha diferenciacado de gametas,
fecundacdo e formacdo de um oocisto que serd eliminado nas fezes néao
esporulado. A esporulacdo ocorrera no meio externo dando origem no interior do
oocisto, a dois esporocistos contendo quatro esporozoitos cada um. Tanto os
taquizoitos como os bradizoitos e esporozoitos sao infectantes para os animais

susceptiveis.

Os seres humanos (homem e mulher), outros mamiferos e aves, funcionam
como hospedeiros intermediarios e podem adquirir a toxoplasmose ou se infectar
ingerindo oocistos maduros encontrado no solo, verduras, agua; carne mal cozida
contendo cistos com bradizoitos ou taquizoitos livres encontrados, nos liquidos.
Durante a fase aguda sao encontradas formas proliferativas (taquizoitos) dentro de
macréfagos ou nas circulacdes linfaticas ou sangliineas e na fase crénica, cistos
com bradizoitos sdo encontrados nos tecidos, podendo a mulher gestante transmitir
ao feto formas de taquizoitos através da circulacédo placentaria. Um gato jovem ou
outros felideos podem se infectar ao ingerir um animal albergando cistos teciduais
contendo bradizoitos, oocistos maduros do solo ou macréfagos contendo
taquizoitos, iniciando a fase coccidiana do ciclo que se processa nas células
epiteliais do intestino delgado do felideo. Inicialmente ocorre a liberagdo da forma
infectante bradizoitos, esporozoitos ou taquizoitos que penetra nas células
epiteliais, onde se iniciam a fase assexuada do ciclo, denominada merogonia, com a
formacao inicial de um trofozoito, a divisdo nuclear e a formagao dos merozoitos e a
sua liberacao para a luz intestinal. Os merozoitos liberados penetram em novas

células epiteliais e inicia a fase sexuada do processo denominado gamogonia,



dividia em duas partes: os merozoitos que se transformam em macrogametocito
jovem tém o desenvolvimento do seu citoplasma até a sua maturagcdo em
macrogametas, gameta feminino. A fusdo de um microgameta com um
macrogameta origina o zigoto e apds a liberacdo da membrana cistica transforma-
se em oocisto maduro, esse oocisto sado liberados para a luz intestinal e eliminados
para 0 meio externo junto com as fezes do felideo jovem infectado. No solo esse
oocisto, por um processo de esporogonia origina 0s esporozoitos, dentro do oocisto,
tornando infectante aos hospedeiros susceptiveis e contaminado solo, agua e
alimentos. Os hospedeiros susceptiveis também podem se infectar por meio da
barreira placentaria e transfusao sanguinea (Kawazoe 2005).
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Figura 1: Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. (www.antropozoonosi.it/.../
Toxoplasmosi.htm)



1.3- Formas evolutivas de Toxoplasma gondii

Taquizoito: E a forma encontrada durante a fase aguda da infeccdo, sendo também
denominada forma proliferativa, forma livre ou trofozoito. Essa foi a primeira forma
descrita dando o nome de (toxon-arco) devido a seu aspecto morfolégico. Essa é
uma forma moébvel, de multiplicacdo rapida, por um processo denominado
endodiogenia, ou seja, dentro da célula mae ocorre a formagéao das células filhas.
(Rey 2002, Kawazoe 2005).
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Figura 2: Taquizoitos (www.exopol.com/general/circulares/320.html)




Bradizoito: As formas encontradas em varios tecidos (musculares esqueléticos e
cardiacos, nervoso, retina), geralmente durante a fase crénica da infeccédo, sendo
também denominada cistozoito. Os bradizoitos sdo muito mais resistentes a tripsina
e a pepsina do que os taquizoitos e podem permanecer viaveis nos tecidos por
varios anos. Apesar de serem mais freqlientemente encontrados na fase crénica em
algumas cepas os bradizoitos podem ser encontrados na fase aguda da infeccao
(Rey 2002, Kawazoe 2005).
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Figura 3: Cisto contendo bradizoitos/Lab de Protozoologia/IPTESP/UFG.

Oocistos: Sao as formas de resisténcia que possui uma parede dupla bastante
resistente as condi¢cdes do meio ambiente. Os oocistos sao produzidos nas células
intestinais de felideos ndo imunes e eliminados imaturos junto com as fezes. No
meio ambiente eles sofrem esporulacao contendo dois esporocistos, com quatro
esporozoitos (Rey 2002, Dubey 2004, Kawazoe 2005).

Figura 4: Oocistos

(http://www.icb.ufmg.br/big/prodap/2000/toxo/oocisto.html)



1.4- Mecanismos de transmissao

A infeccdo pelo T. gondii constitui uma das zoonoses mais difundida no
mundo. Em todos os paises grande parte da populagdo humana e animal
apresentam parasitismo pelo T. gondii. Em algumas regides 40 a 60 % dos adultos
aparentemente saudaveis apresentam-se positivos para toxoplasmose, em testes
sorolégicos. Essas variacbes da prevaléncia parecem ser divididas a fatores
geograficos, climaticos, habitos alimentares tipo de trabalho, indicando que os
mecanismos de transmissao devem ocorrer através de véarias formas do parasito.
As formas de transmissédo da toxoplasmose conhecidas sao: transmissao via oral,
através da ingestao de agua ou alimento contaminado com oocistos, pela ingestao
de carne crua ou mal cozida, que contenham cistos viaveis de toxoplasma, e
também por oocistos transmitidos no ar. Dubey et al 1991 e Dubey em 2004
afirmaram que existem evidéncias que demonstram que infec¢des induzidas por
oocistos, em humanos, sdo mais severas do que aquelas provocadas por cistos

teciduais.
Assim os seres humanos adquirem a infec¢do por trés vias principais:

> Ingestdo de oocisto presente em alimento ou agua contaminada,
jardins, caixa de areia, lata de lixo ou veiculado mecanicamente por

moscas e insetos.

> Ingestdo de cistos encontrados em carne crua ou mal cozida,
especialmente do porco e do carneiro. Os cistos resistem por semanas
ao frio, mas o congelamento a -12°C ou aquecimento acima de 67°C

tornam inviaveis.

» Congénita ou transplacentaria: o risco de transmissao uterina aumenta
de 14% no primeiro trimestre da gestacdo, apds a infeccao materna
primaria, até 59% no Ultimo trimestre da gestacdo. E interessante
esclarecer que as mulheres que apresentam sorologia positiva antes
da gravidez tém menos chance de infectar seus fetos, do que aquelas

que apresentam a primo-infestacao durante a gestacéo.



Mais raramente pode ocorrer ingestdo de taquizoitos em leite contaminado
ou salivas, acidentes de laboratério, transmissdo por transplante de &rgaos
infectados. Na Australia durante um coquetel em Queensland, um surto de
toxoplasmose aguda aconteceu apds o consumo de carne de canguru e de cordeiro
cru e que nao haviam sofrido o tratamento térmico adequado (Dias & Freire 2005).

O solo tem sido considerado, em algumas regides, como uma importante

fonte de infecgao por T. gondii, por meio de oocistos (Spalding et al. 2005).

A agua também pode ser uma via de transmissdo para a toxoplasmose,
atuando como um disseminador de oocistos para a populacao que venha a utiliza-la.
A contaminacéao de reservatorios municipais de agua, por fezes de felinos infectados
e eliminando oocistos de T. gondii, pode levar a surtos ou epidemias, envolvendo
uma cidade ou mesmo uma regiao (FUNASA 2002).

Dubey em 2006 documentou um surto de toxoplasmose por meio de oocistos
disseminados no ar, em estdbulo em Atlanta, quando 37 pessoas contrairam a
toxoplasmose aguda.

Em 2003, Bahia — Oliveira et al relataram a importancia da agua como fator
epidemioldgico relevante na cidade do Rio de Janeiro quando foi mostrado a
correlacao entre o consumo de agua nao tratada com o aumento da prevaléncia de

toxoplasmose em bairros mais pobres.

Sobral et al em 2005 ao analisarem agrupamento indigena também
encontraram forte correlagdo com a agua, ao verificar a existéncia de alta
concentracdo de felideos selvagem proximo as margens das fontes de agua
utilizadas por estes indios.

1.5- Patogénese da toxoplasmose

O T. gondii é um importante agente patogénico que pode causar doenca
sisttmica e ocular em individuos imunocompetentes e imunodeficientes. A
toxoplasmose pode ser uma doenca agressiva e frequentemente fulminante em
individuos com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), causando infec¢ao
do sistema nervoso central, infecgdo visceral e dos nddulos linfaticos. Em individuos

imunocompetentes a infecgdo apresenta um quadro assintomatico, que apds a fase



10

aguda ainda permanece a infeccao pela forma cistica do parasito caracterizando a
infeccdo crénica (Weber et al. 2005).

Os taquizoitos penetram ativamente ou sdo fagocitados por células do
hospedeiro, multiplicando-se em vacuolos fagocitico, onde impedem a fusdao dos
lisossomas, conseguindo assim sobreviver e destruir a célula parasitada durante a
fase aguda. Nesta fase, parece haver uma excessiva producdo de mediadores de
inflamacao aguda, sugerindo que a infeccdo, seja causada parcialmente pela a
ativacao do sistema imunolégico do hospedeiro. Em poucos dias desenvolve-se a
resposta imune adaptativa do hospedeiro que em cerca de duas semanas atinge
sua maior eficicia, tornando duradoura dai em diante (Hinrichsen et al. 2005).

Na fase crbnica, em individuos imunocompetentes, os cistos nos tecidos nao
tém maior importancia na patogenia da toxoplasmose, j& que no caso de se
romperem, originam reacdo inflamatéria localizada, e os bradizoitos por ventura
liberados serdo rapidamente destruidos pela resposta imune do hospedeiro. Uma
excecao seria no caso de cisto rompido estar localizado na retina, quando minima
reacao inflamatéria pode ter repercussao sobre a visdo. Outra excegcao seria a
eventual ruptura do cisto em individuo imunocomprometidos, acarretando a
reagudizacao da toxoplasmose. Fatores relacionados a viruléncia do parasito e a
resisténcia do hospedeiro influenciam o curso da infec¢do (Su et al. 2002; Suzuki
2002).

A toxoplasmose adquirida apds o nascimento pode apresentar uma evolucao
variavel, e na espécie humana parece estar ligada a alguns fatores importantes,
como cepa do parasito, resisténcia da pessoa e modo de infeccdo (Amendoeira
2001, Spalding et al. 2003). Entretanto, a transmissao congénita é freqlientemente a
mais grave (Coutinho & Vergara 2005). Alguns experimentos realizados com T.
gondii oriundos de casos humanos e inoculados em animais de laboratérios
comprovam este fato: ha cepas que levam a cobaia a morte (camundongos,
hamster, ratos, coelhos, cobaias) em poucos dias, outras apenas provocam
emagrecimento, anemia, queda de pélo com posterior estabelecimento do animal
(Kawazoe 2005).
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Toxoplasmose congénita ou Pré-natal

Para que se instale uma toxoplasmose congénita é necessario que a mae
esteja na fase aguda da doenca ou tenha havido uma reagudizacdo da mesma
durante a gravidez. As consequéncias da toxoplasmose materna para o feto
dependerdo do grau de exposicdo do feto as formas evolutivas infectantes a
viruléncia da cepa, a capacidade dos anticorpos maternos protegerem o feto e
também do periodo de gestacdo. Assim sendo, as gestantes na fase aguda (ou
reagudizada) da doencga pode abortar o feto, produzir partos precoces ou atermos,
dando origem a criangas sadias ou apresentando anomalias graves e até mesmo
levar a morte. Outros 10% a 23% de fetos infectados durante a gravidez podem
mostrar sinais de toxoplasmose clinica ao nascimento (Camargo 2001; Kawazoe et
al. 2005).

Toxoplasmose pos-natal

Dependendo da viruléncia da cepa, estado de imunidade da pessoa e outras
causas mais, a toxoplasmose pés-natal pode apresentar desde casos benignos ou
assintomaticos (a grande maioria) até casos de morte. Entre esses dois extremos,
ha uma variada gama de situacdes, dependendo da localizacdo do parasito:
podendo ser ganglionar, que é a forma mais freqiente encontrada tanto em
criangas como em adultos; ocular (retinocoroidite) lesao mais freqliente associada a

toxoplasmose; cutanea ou exantematica, raramente encontrada.

Os casos conhecidos foram de evolugao rapida e fatal. A meningoencefalite
€ pouco freqlente em individuos imunocompetentes, porém com o surgimento da
AIDS, a frequiéncia aumentou consideravelmente, em decorréncia da reativagao de
formas cisticas encontradas em individuos com infec¢des latentes. Esse risco para
individuos imunodeficientes com sorologia positiva para toxoplasmose é estimado
em 25% a 26% dependendo da regido geografica onde habitam (Rey 2002;
Kawazoe 2005).

Toxoplasmose em imunocomprometidos

Contrastando com a infec¢édo de individuos imunocomprometidos, a doencga é
extremamente grave. A infecgdo cronica é totalmente assintomética assumem
subitamente carater agudo e passam a dominar em doentes que venha a sofrer
depressdo imunoldgica de etiologia diversa, ou em conseqiéncia de terapia
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imunodepressora. Com a pandemia de HIV, a partir dos anos 80, a situagéo tornou-
se frequente, pois a toxoplasmose vem ocupando um lugar de destaque como
causa de Obito por infeccdes oportunista nesses pacientes. Na maioria dos casos
desenvolve-se um quadro clinico de encefalite aguda, que leva a ébito em poucos
dias, outras vezes a evolucao é prolongada (Rey 2002)

1.6- Enzimas de avaliacao hepatica

Testes bioquimicos que demonstrem o grau de comprometimento hepatico
associado aos dados soroldgicos permitem uma caracterizacdo mais rapida do
quadro clinico, facilitando tanto o diagnostico da enfermidade quanto o prognéstico
dos animais (Hagiwara 2004).

Os aminoacidos provenientes do catabolismo protéico sdo desaminados com
a produgao de aménia. Como esse composto € potencialmente téxico, € convertido
em uréia no figado associado ao CO,. A uréia constitui 45% do nitrogénio nao
protéico no sangue. Apds a sintese hepatica, a uréia € transportada pelo plasma até
os rins, onde é filtrada pelos glomérulos. A uréia é excretada na urina, embora 40 —
70% sejam reabsorvidas por difusdo passiva pelos tubulos. Um quarto da uréia é
metabolizado no intestino para formar aménia e CO. pela acao da flora bacteriana
normal. Essa amoénia é absorvida e levada ao figado onde é reconvertida em uréia.
Os niveis de uréia no plasma sao afetados pela funcéo renal, conteudo protéico da
dieta, catabolismo protéico, estado de hidratacdo do individuo e presenca de
sangramento intestinal. Apesar dessas limitacdes, entretanto, o nivel de uréia ainda
serve como um indice de previsdo da insuficiéncia renal sintomatica e no
estabelecimento de diagnédstico na distincdo entre varias causas de insuficiéncia
renal (Stryer 1992).

Enfermidades renais com diferentes tipos de lesbes (glomerular, tubular,
intersticial ou vascular) causam o aumento dos teores de uréia plasmatica. A
utilidade da uréia como indicador de funcao renal esta limitado pela variabilidade da
sua concentracao plasmatica como consequéncia de fatores ndo renais (Steven &
Scott 2002).

A proteina € um componente estrutural e funcional de ordem prioritaria ao
corpo, por exemplo, enzimas e hormdnios, receptores e transportadores celulares,

musculatura esquelética e articulacdes, composicao da epiderme, entre outros
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componentes e fungbes organicas vitais. Desta forma, os aminodcidos sé&o as
unidades basicas que constituem estas proteinas, de modo que fontes dietéticas
adequadas s&0 essenciais para manter integridade e fungdes celulares,
consequentemente, a saude. O aspecto mais relevante das proteinas correlaciona-
se com sua composicdo em aminodcidos, a qual define sua estrutura e fungao
organica, e em termos nutricionais, a possibilidade de digestdo e metabolismo
(Lehminger 2000; Swenson & Reece 1996).

Durante a sintese e degradagao normais das proteinas celulares (renovagao
das proteinas) alguns dos aminoacidos liberados sofrem degradacao oxidativa, caso

NAo sejam necessarios para a sintese de novas proteinas.

O excedente de aminodacidos € catabolisado, devido ao organismo nao poder
armazenar estes na forma livre, ou tanto no jejum severo quanto no diabetes
melitus, pois respectivamente, os carboidratos estdo inacessiveis para producéo de
energia ou ndo sao utilizadas adequadamente, assim, as proteinas corporais sao
utilizadas para atender as exigéncias energéticas, através da mobilizacdo
metabdlica de aminoacidos glicogénios e/ou cetogénicos (Lehninger et al. 2000;
Swenson & Reece 1996).

Em todas essas circunstancias metabdlicas, os aminoacidos perdem seus
grupos amino e os a-cetodcidos formados, sofrem oxidagdo até CO, e HO. Os
esqueletos carbdnicos dos aminoacidos fornecem unidades de carbono, que sao
convertidas em glicose ou corpos cetbnicos, para suprir as necessidades
energéticas do cérebro, dos musculos e outros tecidos. As vias de degradagao dos
aminoacidos sdo similares na maioria dos organismos. Os esqueletos carbbnicos
dos aminodacidos, em geral, encaminham-se para o ciclo de &cido citrico

denominado metabolismo intermediario (Lehninger et al. 2000).

Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT)

As enzimas AST e ALT catalisam a transferéncia reversivel dos grupos amino
de um aminodacido para o a-cetoglutarato, formando cetoacidos e acidos glutamicos.
As reacdes catalisadas pelas aminotransferase exercem papeis centrais tanto na
sintese como na degradacdo de aminoéacidos. Além disso, como essas reacoes

envolvem a interconversao dos aminoacidos a piruvato ou acidos dicarboxilicos, elas
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atuam como uma ponte entre o metabolismo dos aminoacidos e carboidratos
(Lehninger et al. 2000).

As aminotransferases estdao amplamente distribuidas nos tecidos humanos.
As atividades mais elevadas de AST encontram-se no miocardio, figado, musculo
esquelético, com pequena quantidade nos rins, pancreas, bacgo, cérebro, pulmdes e
eritrocitos (Motta 2003).

A AST, que catalisa a transaminacao de L-aspartato e alfa-cetoglutarato em
oxalacetato e glutamato, € encontrada em quase todos os tecidos, logo, a atividade
sérica de AST nao é especifica para nenhum tecido, mas o musculo e o figado
podem ser considerados as maiores fontes (Camara et al. 2007).

A AST e ALT sao enzimas intracelulares presentes em grandes quantidades
no citoplasma dos hepatocitos. Lesdes ou destruicdo das células hepaticas liberam
essas enzimas para a circulagéo. A ALT é encontrada principalmente no citoplasma
do hepatocito, enquanto 80% da AST estdo presentes na mitocdndria. Essa
diferenca tem auxiliado no diagndstico e prognostico de doencgas hepaticas. Em
dano hepatocelular leve a forma predominante no soro € citoplasmatica (ALT),
enquanto, em lesdes graves ha liberacdo da enzima mitocondrial (AST), elevando a
relacdo AST/ALT.

Varias desordens podem levar a alteragdo da AST, tais como: Hepatites,
Cirroses, Colestases, Pancreatites, podendo mostrar pequenas alteracdes nas
gangrenas, esmagamento muscular, enfermidade hemolitica, distrofia muscular

progressiva, inflamacao dos ductos biliares e infec¢do por parasitas (Lassen 2004a).

Gama - Glutamiltranspeptidase (GGT)

A Gama — glutamiltranspeptidase (GGT) catalisa a transferéncia de um grupo
y-glutamil de um peptideo para outro peptideo ou para um aminoacido produzindo
aminodcidos gama — glutamil cistenilglicina. A GGT esta envolvida no transporte de
aminoacidos e peptideos através das membranas celulares, na sintese protéica e
na regulagéao dos niveis de glutatido tecidual. Essa enzima pode ser encontrada no
figado, vias biliares, rim, intestino, préstata, pancreas, pulmdes, cérebro e coracao
(Emanuelli et al. 2008).
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A GGT é uma enzima que, embora tenha maior concentracdo no tecido renal,
tem sua importancia clinica ligada as doencas do figado e vias biliares (colestase e
lesbes hepaticas inflamatorias e toxicas, principalmente). Esta enzima é encontrada
no interior dos hepatécitos e nas células epiteliais biliares, sendo considerada
marcadora de lesdao hepatobiliar de alta sensibilidade, mas, de pouca
especificidade, uma vez que pode estar alterada por uso de medicacdes, alcool e
varias doencas sistémicas. Alguns estudos sugerem forte relagdo da GGT com
aumento do indice de massa corpérea (IMC), sugerindo que o peso corporal, mais
do que o alcool, pode ser o fator principal da elevagcdo dos niveis séricos das
enzimas hepaticas (Araujo et al. 2005). Em 2000 Rantala et al mostraram que existe
associacdo da GGT com as diversas morbidades da sindrome metabdlica (SM),
condigao esta que € caracterizada por resisténcia a insulina, diabetes Mellitus ou
glicemia de jejum alterada, hipertenséao, dislipidemia, obesidade abdominal, estado
pré-trombdético e pré-inflamatério, fatores estes que predispbem as doencas

cardiovasculares e aterosclerose.

Fosfatase Alcalina

A Fosfatase Alcalina (FAL) pertence a um grupo de enzimas relativamente
inespecificas, que catalisam a hidrélise de varios fosfomonoésteres em pH alcalino.
Essa enzima estd amplamente distribuida nos tecidos humanos, notadamente na
mucosa intestinal, figado (canaliculos biliares), tubulos renais, baco, o0ssos
(osteoblastos), leucdcitos e placenta. A forma predominante no soro em adultos
normais origina-se, principalmente, do figado e esqueleto. Apesar da exata funcéo
metabdlica da enzima ser desconhecida, parece estar associada com o transporte
lipidico no intestino e com processo de calcificacdo éssea (Motta 2003). No figado,
a fosfatase alcalina esta localizada na membrana celular que une a borda sinusoidal
das células parénquimais aos canaliculos biliares (Motta 2003).

Como a Fosfatase alcalina esta localizada nas membranas de revestimentos
dos canaliculos biliares, a enzima esta elevada nas desordens do trato biliar. Pelo
impedimento do fluxo biliar, a FAL sérica atinge 2 — 3 vezes os valores de referéncia
(podendo chegar a 10 — 15 vezes), dependendo do grau de estase biliar. Esses

aumentos sao devidos, fundamentalmente, ao: incremento na sintese da enzima,
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retencdo de acidos biliares no figado, que solubilizam a fosfatase alcalina e a
removem da membrana plasmatica dos hepatdcitos e regurgitacdo da enzima para
a circulacao pelo impedimento da excrecao. O aumento dessa enzima esta com
freqiéncia em lesdes expansivas (carcinoma hepatocelular, metastases,
granuloma), Hepatites virais e cirrose, doenga 0ssea (Osteomalécia e raquitismo,
tumores 6sseos) (Motta 2003).

Creatinina

A creatinina é produzida como resultado da desidratagdo ndo enzimética da
creatina muscular. A creatina, por sua vez, é sintetizada no figado, rim e pancreas e
€ transportada para as células musculares e cérebro, onde é fosforilada a creatina -
fosfato (substancia que atua como reservatério de energia). Tanto a creatina -
fosfato como a creatina, em condicdes fisioldgicas, espontaneamente, perde o acido
fosférico ou agua, respectivamente, para formar seu anidrido, a creatinina. A
creatinina livre ndo é reutilizada no metabolismo corporal e assim funciona somente
como um produto dos residuos de creatina. A creatinina difunde do musculo para o
plasma de onde é removida quase inteiramente e em velocidade relativamente
constante por filtracdo glomerular. A quantidade de creatinina excretada diariamente
€ proporcional a massa muscular e ndao é afetada pela dieta, idade, sexo, ou
exercicio e corresponde a 2% das reservas corporeas de creatina fosfato. Como a
velocidade de excrecdo € relativamente constante e a sua propor¢cdo nao é
influenciada pelo metabolismo protéico ou outros fatores externos, a concentracéo
da creatinina sérica é uma excelente medida para avaliar a funcao renal. Os teores
de creatinina sérica sdo mais sensiveis e especificos do que a medida da
concentragdo de uréia plasmatica no estudo da velocidade e filtragao glomerular
reduzida. (Emanuelli et al. 2008).

Qualquer condicdo que reduz a velocidade de filtragdo glomerular promove
uma menor excregdo urinaria de creatinina, com o conseqiente aumento nas
concentracdes plasmatica da mesma. A concentracao da creatinina sérica aumenta
quando ocorre a formacao ou excrec¢ao reduzida de urina e independente de causa
pré-renal, renal ou pds - renal. Valores aumentados indicam a deterioracdo da
funcao renal, sendo que o nivel sérico geralmente acompanha, paralelamente, a

severidade da enfermidade. Os niveis de creatinina muitas vezes nao ultrapassam
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os limites de referéncia até que 50 — 70% da funcao renal estejam comprometidas.
Portanto, teores dentro da faixa de referéncia ndo implicam necessariamente funcao

renal normal (Emanuelli et al. 2008).

Lactato desidrogenase (DHL)

A Lactato desidrogenase € uma enzima da classe das oxidoredutases que
catalisa a oxidacdo reversivel do lactado a piruvato, em presenca da coenzima
NAD+ que atua como doador ou aceptor de hidrogénio.

A DHL esta presente no citoplasma de todas as células do organismo. Sendo
em maior quantidade no miocardio, figado, musculo esquelético, rim e eritrécitos. Os
niveis teciduais do DHL sado aproximadamente 500 vezes maiores do que 0S
encontrados no soro e lesbes naqueles tecidos provocam elevacdes plasmaticas
significantes dessas enzimas. Devido & presenca de DHL em varios tecidos o
aumento dos teores séricos da mesma é um achado inespecifico. E possivel obter
informacdes de maior significado clinico pela separacdo DHL em cinco fracbes
isoenzimaticas. As isoenzimas de DHL sdo designadas de acordo com sua
mobilidade eletroforética. Cada isoenzima €& um tetramero formado por quatro
subunidades chamadas de H para a cadeia polipeptidica cardiaca e M para a cadeia
polipeptidica muscular esquelética. As cinco isoenzimas encontradas no soro Sao
classificadas de acordo com a combinagao dessas cadeias, como demonstrado na
Tabela | (Motta 2003).

A DHL, que catalisa a reacado reversivel de L-lactato para piruvato, em
condicoes de anaerobiose, esta presente em grandes quantidades na musculatura
esquelética, mas o aumento da atividade sérica dessa enzima nao € especifico para
lesdo muscular (Lassen 2004).
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Tabela 1: Estratificacao e caracterizagdo das enzimas de Desidrogenase latica

Tipo % Localizacao

LD -1 (HHHH) 14 - 26 Miocérdio e eritrocitos

LD - 2 (HHHM) 29 - 39 Miocérdio e eritrocitos

LD -3 (HHMM) |20 -26 Pulm&o, baco, pancreas e linfocitos

LD - 4 (HMMM) 8-16 Figado e Musculo esquelético

LD-5(MMMM) | 6-16 Figado e Musculo esquelético

Fonte: Principios e Interpretagdes de Bioquimica Clinica, 2003.

1.9- Diagnéstico laboratorial

Classicamente, o diagnéstico laboratorial da toxoplasmose tem se baseado
na pesquisa de anticorpos contra o parasito por meio de testes soroldgicos.
Segundo as caracteristicas desses anticorpos, diferentes marcadores sorologicos,
tém sido descritos para distinguir entre infeccao latente, comum na populacdo, e
infeccdo aguda (recente), crénica e/ou a reagudizacdao (Contreras et al. 2000).
Outras respostas se esperam, também, da sorologia da toxoplasmose, como
verificar na gestante seu contagio pelo toxoplasma ou, no paciente
imunocomprometido, a reagudizacdo. Por tais interrogacdes, a sorologia da
toxoplasmose apresenta-se como uma das mais complexas, em continua evolugéo,
exigindo uma variedade de testes e experiéncia do responsavel pela realizacéo e
interpretacdo dos resultados. Entretanto, a evidenciacao do parasito, por isolamento
a partir do material do paciente, ou pela demonstracdo de seus componentes, como
antigenos ou segmentos do DNA, é de alto valor diagndstico, especialmente nos
imunocomprometidos, seja por imunodepressao ou por imuno imaturidade como no
feto e no recém-nascido. Os métodos mais frequentes usados para o diagnostico de
toxoplasmose sao os imunoldgicos. Os exames parasitolégicos e moleculares (PCR)
possuem indicacao especifica, utilizado com maior freqiéncia em pesquisas
(Camargo 2000).



19

Diagnéstico Parasitologico de Toxoplasma gondii

A pesquisa do parasito € de suas moléculas pode ser feita por: inoculagéao
em camundongo, isolamento em cultura de células, pesquisa de antigenos no soro,

Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR).

Inoculagcao em camundongo

Utiliza o sangue do paciente, de preferéncia a camada leucocitaria, ou
sedimento do centrifugado de liquido cefalorraquiano, liquido amniotico, lavado
brénquico-alveolar, suspensdes de triturados de bidpsia ou de placenta, que sao
inoculados por via intraperitoneal em camundongos isogénicos (Remington;
Thulliez & Montoya 2004). A positividade € indicada pela soroconversao do animal
e confirmada pelo achado de taquizoitas no liquido peritoneal ou, mais
frequentemente, de microcistos no cérebro e outros érgaos, evidenciados em cortes
de tecido por imunohistoquimica, o que, entretanto, pode exigir passagens “cegas”
para novos camundongos, inoculados com triturados de 6rgaos do primeiro. Os
prazos longos para a obtencdo de resultados, de 30 ou mais dias, sao
compensados pela alta especificidade do teste (Camargo 2000).

Dentre os animais sensiveis a inoculagcéo, citam-se os hamsters, cobaias,
camundongos e coelhos. Desses, os camundongos sao 0s mais susceptiveis a
infecgcao por inoculagao peritoneal, podendo fornecer milhdes de taquizoitos por mL
de exsudato em até 3 dias. Uma vez isolada, a cepa de T. gondii pode ser mantida
para fins experimentais mediante a reinoculacdo em camundongos (Calvao 2002).
Entretanto a criopreservacao in vitro tem sido um método pratico para se evitar a
perda da cepa e o0 uso abusivo de camundongos, quanto a necessidade constante
de inoculacdes que despendem tempo, material e pessoal técnico treinado. Assim
taquizoitos podem ser mantidos sem perdas da viabilidade e viruléncia, entre —20°C
e — 60°C por oito semanas, a — 70°C por 200 dias e em nitrogénio liquido -196°C
por tempo indeterminado. A sobrevida dos camundongos infectados é curta, entre 4
a 10 dias, dependendo da cepa e da quantidade de material inoculado, ocorrendo
acometimento visceral com lesées necréticas, podendo desenvolver cistos teciduais
na musculatura e encéfalo. Com os materiais obtidos dos camundongos infectados

experimentalmente pode-se preparar esfregacos a serem corados pelo Giemsa e
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com material de bidpsia, fazem-se os cortes histoldégicos e coloracdo pela
hematoxilina-eosina-HE. O diagndstico desta zoonose pode ser realizado pela
pesquisa direta de cistos e taquizoitas em tecidos de camundongos, através de
cortes histoldgicos, seja corado pela HE, seja pela Imunohistoquimica-IH (Rosa et
al. 2001). Em cortes histolégicos corados pela HE pode ser dificil a identificacdo do
T. gondii, pois o parasito nao possui caracteristicas tintoriais préprias que permitam
distingui-lo nitidamente das células adjacentes, podendo ser confundido com
nucleos ou fragmentos nucleares que se coram de forma semelhante. Os cortes
histoldégicos, como as demais de pesquisa direta do parasito, exige grande
experiéncia do observador, andlise de varios cortes e/ou laminas, que dificultam a

sua utilizacao na rotina, apesar da boa sensibilidade (Tsunematsu et al. 1964).

Cultura de Células

Os materiais suspeitos sdo semeados em culturas de células, como
fibroblastos humanos ou outras linhagens celulares. O desenvolvimento dos
toxoplasmas no interior das células pode ser evidenciado com facilidade por
imunofluorescéncia no tecido em prazos curtos, de até uma semana. Porém, essa
técnica € menos sensivel do que a inoculagdo no camundongo (Derourin et al.
1987, Meirelles 2001).

Pesquisa de antigenos

O material antigénico do toxoplasma, bem como complexos imunes
parasitarios, pode ser detectado no soro na fase aguda da toxoplasmose (Van
Knapen et al. 1985). O parasito ou seus antigenos podem ser evidenciados em
cortes de tecidos por imuno-histoquimica, utilizando-se anticorpos especificos e
coloracdo imunofluorescente ou imunoenzimatica. (Sternberger & Hardy 1970).
Essa técnica vem sendo usada no diagnéstico pds-morte de diversos agentes
infecciosos, particularmente do T. gondii (Conley & Jenkins 2001).
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Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Durante os ultimos 15 anos, o diagnéstico de agentes infecciosos inclui 0 uso
de tecnologia que envolve os acidos nucléicos. O diagnostico de organismos
parasitarios € o ultimo campo da biologia clinica que incorporou essas técnicas,
devido aos custos altos dos ensaios de biologia molecular e as baixas prevaléncias
dessas infec¢cdes em paises que estdo na vanguarda da biotecnologia. A presenca
do parasito pode ser demonstrada através de seus componentes antigénicos ou de
segmentos de DNA. Em 1985, foi descrita a estratégia para se amplificar um alvo
gendémico mediante a replicacdo do DNA in vitro (Saiki et al. 1985). O ensaio da
PCR é uma técnica utilizada em testes clinicos para deteccdo de alteracdes
genéticas ou infecgdes por diferentes agentes etioldgicos (Ellis, 1998). Estudos
sobre o genoma do T. gondii tornaram possivel a utilizacdo da PCR para a detec¢ao
do parasito (Bastien 2002). Amostras de sangue testadas para se investigar
parasitemia por ensaios de PCR, amplificando-se segmentos dos genes B1 e P30
de T. gondii, mostraram o potencial da técnica para o diagnéstico ndo-invasivo da
toxoplasmose disseminada (Spalding et al. 2003). Diferentes pares iniciadores de
amplificadores in vitro dirigidos a diferentes alvos tém sido utilizados. O primeiro a
ser testado e mais amplamente usado € o gene B1, que se encontra repetido em 35
cépias no genoma do parasito. Em 1996 Pelloux et al designaram varios iniciadores
que se anelam em diferentes localizacées do gene. O gene B1 possui um tamanho
de 2,2Kb, e demonstrou ter uma natureza repetitiva no genoma, usando o gene B1
demonstrou alta sensibilidade na PCR, com a deteccao de apenas um parasito
presente no lisado celular como alvo de amplificagdo. Os resultados descritos
sugerem que o DNA do parasito pode ser detectado diretamente do creme
leucocitario. Apesar de todos os dados positivos demonstrados pelos autores
citados, em 2004 Kompalic-Cristo, encontrou baixa especificidade desse sistema
(PCR com gene B1), uma vez que foi evidenciada a co-amplificacdo de outras
seqUéncias-alvo nos cromossomos humanos. Nao obstante, ainda continua sendo o
alvo mais usado no diagnostico de parasitemia (Boothroyd et al. 1988) & (Burg et al.
1989).

Wong & Remington (1993) demonstraram que a sensibilidade e a
especificidade da PCR amplificando o gene B1 de parasitos presentes no liquido
amniotico foram de 100%, em contraste com a inoculacédo de sangue fetal ou liquido
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amniotico em camundongos e culturas. A possibilidade de realizar PCR para
detectar T. gondii em sangue humano, como teste diagndstico, tem sido descrita
(Ho-Yen et al. 1992). Assim, a PCR revolucionou o diagnéstico pré-natal da
toxoplasmose congénita, uma vez que limita o uso de métodos invasivos no feto
(Remington et al. 2004). Outro alvo também amplamente usado é o gene p30, que
se encontra representado como copia unica codificando para o principal antigeno de
superficie do protozoario. Diferentes pares de iniciadores foram igualmente
propostos para esse gene (Weiss et al. 1991). Na literatura, protocolos que
empregam PCR convencional (qualitativa) para a detec¢cdo de genes em copia
Unica, como o gene p30, parece menos sensivel (Buchinder et al. 2003). Outras
seqéncias-alvo também tém sido utilizadas como: 1) o gene codificante para o
RNA da subunidade menor ribossbmica, que se encontra repetido em 110 cépias
por genoma; 2) um fragmento de 529 pb presente em 200 a 300 cépias por célula;
3) os genes de cdpia unica codificantes para a e B tubulina; e 4) um aparente
segmento repetitivo de DNA néao-codificante (TGR1E) (Bastien 2002). Em 1994
Khalifa et al demonstram a capacidade da PCR em amplificar fragmentos
especificos de DNA a partir de fluidos corporais diferentes, tais como sangue,
liquido amniético, liquor, humor aquoso, fluido de lavado bronco-alveolar e até urina.
Por outro lado, a PCR s6 sera positiva em casos de parasitemia; assim, em casos
de toxoplasmose cerebral ou pulmonar, a PCR sera de utilidade apenas quando
houver disseminagdo ou passagem do parasito para o sangue, tal como ocorre na

etapa aguda dessa parasitose.

Nos casos de baixa parasitemia pode ser o método de escolha, permitindo a
deteccdo do parasito e apontando uma interpretagdo mais exata da etapa de
infeccdo pelo T. gondii, indispensavel para a prevencdao do nascimento de uma
crianga com toxoplasmose congénita. Nos paises nos qual o aborto terapéutico é
permitido, abortos desnecessarios poderiam ser evitados (James 1996). Em 2002
Bastien relatou que o diagnéstico por PCR para a toxoplasmose esta longe de ser
padronizado e ainda nao se tem um consenso que defina as condicdées do método.
Além de outros fatores, a sensibilidade e a especificidade da PCR dependem nao sé
da sequéncia-alvo no DNA do parasito, mas também dos pares de iniciadores de
amplificacdo desenhados. Infelizmente, pouco tem sido publicado para o
Toxoplasma gondii na literatura nesse sentido. Apesar das raras propostas de PCR
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para o diagnéstico de toxoplasmose, elas ndo sao consensuais, e mais
comparacfes sao necessarias para se conseguir uma melhor padronizagdo. Apesar
de todos esses esforcos, pergunta-se ainda se o diagndstico da toxoplasmose
utilizando técnicas moleculares de amplificacdo de DNA é inequivoco. Em 1990
Grover et al relataram em pacientes IgM-negativos que as PCR apresentavam
positividade, desconfiando-se de falsa positividade ou se considerando parasitemia
na fase cronica da doenca. Varios casos de PCR positivas em pacientes infectados
sao referidos e se desconhece o valor preditivo positivo do teste (Kompalic-Cristo
2004).

Diagnostico Imunolégico

Reacao de Sabin-Feldman: Também conhecida como teste do corante ou dye test,
foi 0 método soroldgico classico de diagnédstico da toxoplasmose. Sendo a primeira
prova de alta sensibilidade desenvolvida, mostrou-se capaz de evidenciar e
quantificar, por diluicdo do soro, anticorpos "antiparede". Tem como fundamento o
fato de que taquizoitos do exsudato peritoneal de camundongos corados pelo azul-
de-metileno, em meio alcalino (pH 11), vistos a microscopia éptica apresentam-se
com intensa coloracdo que assumem forma arredondada ovoide, mas, quando
incubados em presenca do denominado fator acessério, o fendmeno é impedido
pela presenca de anticorpos especificos no sangue sob andlise. Os parasitos
extracelulares perdem sua afinidade tintorial, ficando o nucleo corado, o citoplasma
incolor e, morfologicamente, mais delgados, falciformes. O resultado corresponde a
diluicdo do soro que impede a coloracdo. O fator acessério € soro humano sem
anticorpos, possuidor de propriedades capazes de tornarem possivel a ocorréncia
do fenbmeno basico da reacdo (Sabin & Feldman 1948). Esse método é pouco
pratico no que concerne a realizagdo de inquéritos. Ao ser executado, necessita da
elaboracdo bem recente de preparacdes indispensaveis, como azul-de-metileno,
assim como ter na contagem parasitos corados ou nao, etapa realmente dificil e
cansativa. Além de todos esses inconvenientes, sofre a influéncia de critérios de

observacgéo variaveis entre diferentes técnicos (Camargo 2001).
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Imunofluorescéncia Indireta (IFl): E considerada de boa especificidade e
sensibilidade. Tem sido empregado para amplificar o sinal de fluorescéncia e
aumentar a sensibilidade. Essa reacdo tem a vantagem de utilizar toxoplasmas
preservados, fixados em laminas de microscopia, tornando-o muito mais pratico e
seguro para a rotina laboratorial, quando comparada ao Dye test. Além do mais,
esse teste permite a identificacdo dos anticorpos segundo as classes de
imunoglobulinas. Pode apresentar resultados falso positivos de anticorpos IgM pela
interferéncia de fatores reumatéides, eventualmente presentes no soro. Os testes
para anticorpos IgM podem também revelar resultados falso negativos, devido a
competicdo entre os anticorpos IgG e IgM, impedindo que estes se fixem aos
antigenos parasitarios (Camargo et al. 1972). Em cerca de 80% dos casos de
recém-nascidos com toxoplasmose congénita podem ocorrer resultados falso-

negativos, conseqiéncia de altos titulos maternos de anticorpos da classe IgG.

Reacao de Hemaglutinacao Indireta (HAI)

E um excelente método de diagndstico, devido & sua alta sensibilidade e
simplicidade de execucdo. Entretanto, € inadequado para o diagndstico precoce
(fase aguda) e freqlentemente ndo detecta toxoplasmose congénita em recém-
nascido. E um método adequado para levantamento epidemioldgico. A reagdo se
baseia na aglutinacdo de hemdaceas sensibilizadas com antigeno de T. gondii.
(Kawazoe 2005).

Teste de ELISA

E um teste imunoenzimatico que se baseia na interacdo antigeno-anticorpo
evidenciado pela acdo de uma enzima e o substrato apropriado, sendo revelada por
um cromdgeno. Esse teste trouxe um grande avanco para o diagnéstico da
toxoplasmose e também de outras doencgas. Em 1977 Camargo et al descreveram a
técnica para anticorpos IgG e IgM, observando porém, presenca de resultados falso-
positivos para IgM em pacientes portadores do fator reumatéide. Desmonts et al.
(1981) desenvolveram uma técnica para deteccao de IgM, denominada de ELISA
duplo sanduiche (DS — ELISA IgM) ou teste de captura de IgM. Através desta
técnica foi possivel detectar a presenca de IgM especifica para T. gondii em 92%
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dos individuos com toxoplasmose recentemente adquirida, e que eram negativos na

reacdo de Imunofluorescéncia para IgM.

Enzyme Linked fluorescent Assay (ELFA)

E um teste automatizado no sistema VIDAS da Bio-Mérieux usada para
deteccao de anticorpos da classe IgG e IgM anti T. gondii . O principio da reagao
associa o método imunoenzimatico com uma deteccao final em fluorescéncia. Os
anticorpos da classe IgM sao pesquisados por imunocaptura. As imunoglobulinas
IgM antitoxoplasma sao detectadas especificamente gragas a um imunocomplexo
marcado com fosfatase alcalina. Este método quando comparado com o método o
ISAGA apresentou sensibilidade de 93.5%, especificidade de 99.3% e concordancia
de 98.9% (Manual de Instrucao de Uso VIDAS Bio-Mérieux 1998).

Microparticle Enzyme Immnunoassay (MEIA)

E usada para a determinacdo quantitativa de anticorpos da classe IgG e IgM
antitoxoplasma no soro ou plasma humano. A reacdo € realizada no analisador de
imunoensaio, com acesso randémico e continuo, AXSYM da Abbot. As amostras
usadas para pesquisa dos anticorpos da classe IgM sao tratadas com tampao de
neutralizacdo do Fator Reumatdide (FR), para remover o0s anticorpos de
interferéncia (se presente) do complexo antigeno-anticorpo, a fim de se evitar
resultados falsamente positivos. Ao final da reacdo, o complexo imune ligado ao
conjugado marcado com a fosfatase alcalina reage com o substrato 4-Metil
Umbeliferil Fosfato (MUP). A fosfatase alcalina cataliza a hidrolise do MUP a UM
(Metil Umbeliferil). A quantidade de fluorescéncia € proporcional a concentracao de
anticorpos da amostra analisada (Manual de Instrucdo de Uso AxSYM —Abbott
2000).

Western blot

E a reacdo que tem mostrado que o soro materno e o da crianga reconhecem
diferentes antigenos do T. gondii, quando a crianga esta congenitamente infectada
(Chumptazi et al. 1995). Anticorpos das classes IgM e IgA podem ser identificados
contra a principal proteina de superficie do T. gondii, a proteina p30, pela técnica de
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Western blot. Em 1992 Gross et al compararam a técnica de Western blot com a
imunocaptura ELISA, e constataram que a primeira técnica tem vantagens sobre a
segunda especialmente no diagnostico da toxoplasmose cerebral dos pacientes com
AIDS. No paciente com HIV e encefalite, 0 uso dessa reacdo mostra diversidade
antigénica entre diferentes cepas do T. gondii.

1.8- Ensaios Bioquimicos

Os testes bioquimicos realizados no A25 (Figura 5) tém como principio 0s
fundamentos dos métodos. Para cada reagdo enzimatica e/ou outras substancias
bioldgicas, sao realizadas leituras de acordo com um determinado comprimento de
onda previamente estabelecido pelo fabricante do kit (BioSystems®) e também
respeitando a pela velocidade das reacdes. O Aspartato aminotransferases cataliza
a transferéncia do grupo amino do aspartato a 2-oxoglutarato, formando oxalacetato
e glutamato. A concentracdo catalitica determina-se, seguindo a reagcdo da
desidrogenase latica (MHD), a partir dai a velocidade de desaparecimento do
NADH, entdo o produto final da reacdo é medido a 340 nm (Bartels & Bohmer
1971). A alanina aminotransferase catalisa a transferéncia do grupo amino da
alanina aos a-cetoglutarato, formando piruvato e glutamato. A concentracéao
catalitica determina-se, seguindo a reacao da deshidrogenase latica, entdo a partir
da velocidade de desaparecimento do NADH ¢ feita a leitura em 340nm dessa
reacdo. A fosfatase alcalina catalisa em meio alcalino a transferéncia do grupo
fosfato de 4-nitrofenilfosfato aos 2-amino-2-metil-1-propanol, liberando 4-nitrofenol.
A concentragao catalitica determina-se a partir da velocidade de formacao de 4-
nitrofenol, medido a 405 nm. A gamma-glutamiltransferases catalisa a transferéncia
do grupo gama-glutamil da gama-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida & glicilglina,
liberando 3-carboxi-4-nitroanilina. A concentragcédo catalitica determina-se a partir da
velocidade de formagéo da 3-carboxi-4-nitroanilina em cumprimento de onda de 405
ou 410 nm. A desidrogenase latica catalisa redugao do piruvato por NADH, obtendo-
se lactato e NAD+. A concentracao catalitica determina-se a partir da velocidade de
desaparecimento do NADH, medido pelo cumprimento de onda de 340 nm
(Friendman & Young 1997). A uréia presente na amostra € capaz de consumir
NADH que é quantificado espectrofotométricamente, em 340 nm (Yong, 1997). A



27

creatinina presente na amostra reage com o picrato em meio alcalina originando um
complexo colorido. Nessa reacdo mede-se a velocidade da formacdo do dito
complexo em periodos curtos iniciais, evitando-se assim interferéncias de outros
compostos (Fabriny & Ertingshausen 1971).

No laboratério,_ apa

Figura 5: Equipamento A25 da (Biosystems) para realizacao de metodologia

automatizada.
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2. JUSTIFICATIVA

A eficacia do controle e tratamento de uma doenca parasitaria depende do
conhecimento detalhado do ciclo de vida, metabolismo e biologia do parasito e da
interacdo com seu hospedeiro. Os avancos dos conhecimentos anatémicos,
bioquimicos, estudos fisiol6gicos, e o entendimento dos ciclos de vida dos parasitos
no homem, permitem que atualmente se realize um processo de planejamento de
tratamento de maneira mais racional, com énfase no mecanismo de agao, visando

atingir diretamente os alvos especificos e essenciais dos parasitos.

Um dos problemas no diagnostico dos individuos cronicamente infectados
pelo T. gondii, é a deteccdo do parasito ou saber se a infeccdo esta ativa. O
conhecimento das alteragcdes bioquimicas provocadas pelo T. gondii em seu
hospedeiro podera ser mais um dado valioso na complexa avaliagao clinica. Dessa
forma, justifica-se o estudo experimental das alteracées enzimaticas AST, ALT,
GGT, FAL e DHL para a avaliacdo hepética e a funcao renal, dosando-se a uréia e
creatinina, utilizando para isto camundongos BALB/c com cepas de comportamento
extremos, uma cepa cistogénica (ME-49) e outra nao cistogénica (RH).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral:

Analisar a alteracado da funcao hepatica e renal causada pelo T. gondii em
camundongos BALB/c infectados com cepa nao cistogénica (RH) e cistogénica
(ME-49) por meio das alteragdes enzimaticas no soro e no exsudato peritoneal das
enzimas AST, ALT, GGT, FAL, DHL, e dos produtos uréia e creatinina.

3.2. Objetivos especificos:

» Avaliar bioquimicamente a funcdo hepatica de camundongos BALB/c
infectados com cepa nao cistogénica (RH) e cistogénica (ME-49) através de
analises das enzimas AST, ALT, GGT, FAL e LDH no soro e exsudato
peritoneal por método automatizado (A25);

» Avaliar bioquimicamente a fungéo renal de camundongos BALB/ infectados e
nao infectados com cepa nao cistogénica (RH) e cistogénica (ME-49) de T.
gondii, através das dosagens dos niveis de Uréia e Creatinina, por método
automatizado (A25).
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4. METODOLOGIA

Esse trabalho foi realizado no laboratério de Biologia, Fisiologia e Imunologia
de Protozoarios de Interesse Humano e no laboratério de Bioquimica no setor de
Parasitologia do Departamento Parasitologia e Patologia - DMIPP do Instituto de
Patologia Tropical e saude Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP), em
parceria com Laboratério de andlises clinicas do Hospital do Policial Militar do
Estado de Goias.

4.1 Delineamento experimental

Para andlise dos objetivos propostos, foram utilizados camundongos BALB/c
com 30 dias de vida de ambos os sexos, devido a alta susceptibilidade desses
animais em inoculagdo experimental. Foram divididos em trés grupos: 1°
camundongos infectados com a cepa RH, 2° camundongos infectados com a cepa
ME-49 e 3° camundongos néo infectados.

Para a cepa RH, foi utilizado um grupo de cinco camundongos, totalizando 30
animais para todo experimento, inoculados com 0,2 ml de lavado peritoneal de
camundongos previamente infectados. Esses camundongos foram acompanhados
diariamente, e ap6s 24 horas eram submetidos ao sacrificio, posteriormente as
amostras de sangue e exsudato peritoneal foram coletados até o quinto dia de

infeccdo e encaminhados para as analises bioquimicas.

Para a cepa ME- 49 foram utilizados um grupo de 30 camundongos
inoculados com macerado cerebral de camundongos previamente infectados
contendo aproximadamente 10 cistos. Os camundongos foram acompanhados
diariamente em grupos de cinco camundongos e foram sacrificados com 30, 60, 90
e 120 dias ap6s a infeccao. Posteriormente eram coletados o sangue e exsudato

peritoneal e encaminhados para as analises bioquimicas.

No grupo controle foi utilizado camundongos sem infec¢gdo, com as mesmas
caracteristicas utilizadas nos grupos infectados. A inoculacdo de salina estéril foi
realizada com o mesmo volume utilizado no grupo dos camundongos infectados,

submetendo-os, portanto, ao mesmo grau de “estresse”’ dos que foram infectados.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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A cepa RH foi cedida gentiimente pela Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), e foi mantida em camundongos BALB/c com 30 dias de vida de
ambos os sexos no biotério do IPTSP, por repiques semanais. Esses animais foram
monitorados diariamente, permanecendo no biotério do IPTSP que fornece
condigbes favoraveis para a sobrevivéncia e bem estar dos animais como
temperatura adequada de 22 a 25 °C, luminosidade controlada, dieta com racao da
marca Nuvilav® autoclavada, dgua autoclavada e acidificada, com acido acético a
5%, servido a vontade sem restricdes. Os camundongos foram mantidos em gaiolas
sendo feito a limpeza e troca de gaiolas duas vezes por semana.

Cepa RH

Foram infectados 5 animais por experimento via intraperitoneal, utilizando
1.000 parasitos/camundongo da cepa RH, proveniente de camundongos
previamente infectados, diluido em 0,2 mL de salina estéril. Esses camundongos
foram sacrificados de 24 em 24 horas até o quinto dia. Ap6s o sacrificio era retirado
0 sangue do camundongo por pun¢ao cardiaca usando heparina para impedir a
coagulacao sanguinea, s6 entao era extraido o lavado peritoneal pela injecao de 5
ml de salina intraperitoneal e posteriormente o liquido contendo taquizoitos era
aspirado. O sangue foi submetido a centrifugacdo de 3000rpm por 15 minutos, apds
a separacao das hemacias separava—se 0 soro em tubos tipo eppendorfs e entao
esse material era encaminhado para as analises bioquimicas das enzimas AST,
ALT, GGT, FAL, DHL e da uréia e creatinina pela metodologia automatizada A25
(Random Access Analyzer Clinical Chemistry-Turbidimetria).

O lavado peritoneal foi submetido a microscopia Optica para a confirmacao da
infeccdo pela presenca do parasito (taquizoito) nesse liquido e aliquotado e

encaminhado para as analises bioquimicas.

Todo esse procedimento foi realizado utilizando camundongos infectados com
a cepa RH e camundongos néo infectados como controle do experimento. Todos os

testes foram realizados em ftriplicata.
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Cepa - ME-49

Para a cepa ME-49 foram utilizados 20 camundongos infectados com
macerado cerebral. Para o experimento proposto, cérebros de camundongos
anteriormente infectados, foram submetidos a maceracao juntamente com 4 mL de
salina, e uma suspensado do macerado contendo 10 cistos em 0,2 mL foi inoculada
em camundongos BALB/C que foram sacrificados aos 30, 60, 90 e 120 dias ap0s a
infeccdo. Apds o sacrificio foi extraido o soro e exsudato peritoneal dos
camundongos infectados e controles como ja descrito anteriormente nos
procedimentos da cepa RH. Do soro extraido além de ser submetido as analises
bioquimicas das enzimas AST, ALT, GGT, FAL, DHL e da uréia e creatinina, a IFI foi
realizada para a devida confirmacao da infeccdo pelo parasito, sendo que todas as
amostras submetida a IFl foram positivas, apresentando IgG positiva e IgM negativa.

Todos esses procedimentos foram realizados em triplicata.

A seguir apresentamos o fluxograma dos procedimentos realizados:
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MATERIAIS
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}

30 cdgs/0.2 mL lavado ‘ 0.2 mL salina ‘ 30 cdgs/ 0.2 mL macerado

}
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}
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|

Imunofluorescencia
(Positiva 1gG)

}

Andlises Bioquimicas

Figura 6: Fluxograma da metodologia
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4.1. Analise Bioquimica - Testes Automatizados

Automatizacdo A25-BioSystems®

Em todas as amostras coletadas (soro e exsudato peritoneal) foram
realizados testes bioquimicos para a avaliagcdo hepéatica e renal dos camundongos
infectados e controles. As amostras estudadas foram processadas no sistema
automatizado A25 Biosystems® que é um aparelho programado para laboratérios
clinicos de capacidade média, assegurando maxima funcionalidade e bons servigos
ao usuario. E um equipamento que usa tanto os métodos cinéticos, no caso das
dosagens das AST, ALT, FAL, GGT e DHL quanto método enzimatico nas dosagens
da uréia e creatinina. Utiliza-se de um analisador, espectrofotometro ou fotdmetro
com cuvetas termostatizada a 37°C nos cumprimentos de onda de 340, 405 e 500
nm com programacao estabelecida de acordo com o fabricante. Foram utilizados kits
comerciais da BioSystems® proprios para este equipamento.

4.2. Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa Sigma Stat. Todas as
variaveis foram testadas quanto a distribuicdo normal e varidncia homogénea.
Quando a distribuicao foi considerada normal e com variancia homogénea foram
utilizados testes paramétricos (paramétrico e Tukey). Nos casos em que a
distribuicdo n&o foi normal ou que a variancia nao foi homogénea foram utilizados
testes ndo paramétrico (ANOVA). As proporcdes e as correlacdes também foram
avaliadas. As diferencas observadas foram consideradas significantes quando
p<0,05.
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5- RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1- Avaliacao bioquimica da funcao hepatica no soro de camundongos
BALB/c infectados com cepa nao cistogénica (RH) de T. gondii.

As concentracoes das enzimas dosadas para analises de alteracoes
hepéaticas em camundongos infectados com a cepa RH estdo representadas na
tabela 2. Pode-se observar que as aminotransferases (AST e ALT) mostraram

alteracdes significativas do primeiro ao quinto dia em relacdo aos controles.

As alteragdes nas concentracoes da AST foram significativas (p=0,001) e
detectadas em todos os dias p6s infeccdo, chamando a atengéo para o 4° e 5° dia,
com aumento consideravel em relacdo aos controles, sendo que essas alteracdes
indicam lesao mitocondrial das células hepaticas. Provavelmente os parasitos estao
se multiplicando nos hepatécitos o que justificaria altos niveis de lesdao e

consequentemente dessas enzimas no soro.

As concentragdes obtidas da enzima ALT do 1% ao 5° dia também foram
significativas (p=0, 001) em relacdo aos valores encontrados no controle. Indicando
que a cepa RH do T. gondii que é uma cepa de alta viruléncia causa lesbes grave
nas células hepaticas a partir do 1° dia p6s- infeccdo. Nao se encontrou na literatura
relatos de lesdes hepaticas causadas pela infecgao por T. gondii.

Hagiwara em 2004 evidenciou que o comprometimento hepatico pelo
aumento nos niveis séricos de parametros bioquimicos € achado freqliente nos
casos de leptospirose canina aguda. As colestases sdo mais freqientemente
relatadas na leptospirose aguda (Navarro 1981). Em 2005, Chang descreveu o
aumento das AST em pacientes humanos com leptospirose aguda. O aumento de
atividade dessas enzimas é usualmente associado a lesdo hepatica, notadamente
quando ocorre necrose de hepatocitos (Lassen 2004). Estes dados indicam que
varios agentes infecciosos podem causar lesdo hepatica com alteragdes drasticas
dos niveis séricos de AST.

Em 2008 Couto et al avaliaram alteracbes da funcdo hepatica em
camundongos desnutridos e infectados pelo Schistossoma mansoni e os resultados
obtidos indicam grave lesdo hepatica, de forma semelhante ao observado nos

camundongos de nosso estudo, infectados com um protozoério, em que as enzimas
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AST e ALT apresentaram alteracdes indicativas de lesdes hepaticas pela presenca

do parasito.

A enzima gama GT do primeiro ao quinto dia ndo mostrou nenhuma diferencga
estatistica quando comparada aos controles. As analises das concentragdes da FAL
no soro dos camundongos infectados pela cepa RH também nao demonstrou
alteragbes significativas. Estas enzimas demonstram lesGes hepéticas que
acometem os ductos biliares, ou seja, que causam Colestases, manifestando-se de

forma cronica.

A alteracdo hepatica demonstrada nas dosagens de AST e ALT,
provavelmente esta relacionada a destruicao celular no 6rgéo afetado. Como a cepa
RH mata os camundongos rapidamente (5 a 7 dias de infeccéo), assim néo haveria
tempo suficiente para alteracao da GGT e FAL

As analises da concentracdo da DHL no soro dos camundongos infectados
em relagdo ao controle demonstraram aumento gradual e significativo durante todos
os cinco dias de analise (p<0, 001). Como essa enzima pode ser proveniente de
varios tecidos, associada aos niveis de AST e ALT alterados, que é o caso do nosso
estudo, podem ser correlacionadas com a disfuncédo hepatica, porém nao devem ser
descartadas as condi¢gdes clinicas em que camundongo encontrava-se, uma fase
aguda caracterizada pela severa viruléncia da cepa utilizada (RH). Supbe-se que
além de todas as alteracbes hepaticas ja demonstradas esses camundongos,
provavelmente estdo sofrendo lesées em outros 6rgaos, levando a um quadro de
faléncia multipla dos 6rgaos, tendo em vista as concentracbes elevadissimas das
enzimas (ALT, AST e LDH) nos ultimos dias (4° e 5°) de infeccao.
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Tabela 2: Concentragdes das enzimas AST, ALT, GGT, FAL e LDH no soro de camundongos infectados com Toxoplasma
gondii (RH) e controle n&o infectados.

Exames 1°dia 2¢ dia 3¢ dia 4° dia 5 dia
| c | c | c | c | c
AST UIL 170,0* | 116,7 473,0* 323,3 377,0* 363,3 | 8350 | 3467 | 6210,0* | 2910
(+4,2) | (£3,9) (£10,0) | (+124) | (7,16) | (+92) | (¢59) | (+86) | (+128) | (£3.2)
ALT UIL 136,7* | 93.3 450,0* 196.7 312,0* 1900 | 417,0* | 1967 753,0* 184.0
(£57) | (+57) (£55) | (£127)| (£3,2) (£6,0) | (£50) | (x96) | (£105) | (£11,2)
GGT UL 11,7 | 200 10,0 20,0 10,0 36,7 10,0 20,0 15,0 16,7
#1,7) | (£3,2) (£ 5,0) (+4,2) (+ 0,0) (£55) | (£00) | (£32) | (+22) | (24
FAL UI/L 133,3 | 190,0 153,3 220,0 243,3 256,0 236,7 | 340,0 283,3 220,0
(£9,5) | (£6,0) (£10,7) | (+6,6) (£ 7,6) (£9,1) | (£12,0)| (£133)| (x11,1) | (£8,7)
LDH U/L 1293,3* | 1843 3103,3* | 2760 | 4496,0 | 3630 | 5960,0* | 390.0 | 10416,0* | 4560
(#10,0) | (+11,1) | (+28,2) | (£150)| (£31.1) | (£141)| (£33,5)| (£13,5)| (£13,9) | (+128)

*p< 0,005; + Desvio-padrao; AST: Aspartato Aminotransferases, ALT: Alanina Aminotransferases , GGT: Gama Glutamiltransferases,
FAL: Fosfatase Alcalina, LDH: Lactato Desidrogenase
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5.2- Avaliacao bioquimica da funcao hepatica no exsudato peritoneal de
camundongos BALB/c infectados com cepa nao cistogénica (RH) de T. gondii.

Como demonstrado na tabela 3, ndo se encontrou diferenca estatistica nos
niveis das enzimas AST, ALT, Gama - GT e Fosfatase alcalina no exsudato
peritoneal de camundongos infectados com a cepa RH em relagdo aos valores
obtidos do grupo controle. Provavelmente pelo fato de que essas enzimas ndo estao

presentes em grande quantidade nesse liquido e sim em maior quantidade no soro.

Entretanto, foi possivel observar alteracao significativa em relagao a enzima
DHL no quinto dia pés-infeccdo (p=0, 016). Como essa enzima esta presente em
quase todas as células, provavelmente devido a grande destruicdo celular que

ocorreu no organismo desse hospedeiro, para a multiplicacdo do parasito.
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Tabela 3: Concentracdes das enzimas AST, ALT, GGT, FAL e LDH no Exsudado peritoneal de camundongos infectados
com Toxoplasma gondii (RH) e controle ndo infectados.

Exames 1°dia 22 dia 3¢ dia 42 dia 5° dia
I Cc I Cc I Cc I Cc I Cc
AST UI/L 7,0 6,33 17,3 8,3 30,0 5,3 80,0 5,7 121,7 8,0
(x1,9) | (x2,7) (+ 4,6) (£ 3,0) (x6,4) (£2,0) (£10,9) (£ 2,3) (£14,0) (£ 2,6)
ALT UI/L 17,0 20,3 9,5 11,7 60,4 11,3 96,0 16,0 85,0 9,3
(x2,4) | (£3,8) (x3,0) (£2,4) (x7,8) (£1,2) (x5,6) (£ 3,0) (x4,1) (£2,8)
GGT U/L 1,3 2,0 0,7 2,3 1,3 2,3 2,0 3,0 2,0 2,3
(x0,8) | (x1,31) | (x0,8) (£1,6) (x0,8) (£1,5) (£1,0) (£ 1,3) (£1,0) (£ 1,5)
FAL UI/L 8,3 7,3 6,3 9,7 10,7 8,3 10,3 8,3 13,7 7,3
(x1,8) | (£2,0) (x1,7) (£2,3) (x3,0) (£2,4) (3,0) (£2,3) (£3,2) (£ 2,4)
LDH U/L 136,7 166,3 203,3 136,0 160,7 155,0 197,7 170,0 319,9* 137,0
(x6,1) | (4,5 (+ 8,4) (£ 5,6) (£5,3) (£7,5) (£1,2) (+8,1) (£9,2) (£7,4)

*p< 0,005; + Desvio-padrao; AST: Aspartato Aminotransferases, ALT: Alanina Aminotransferases, , GGT: Gama Glutamiltransferase,
FAL: Fosfatase Alcalina, LDH: Lactato Desidrogenase.
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5.3- Avaliacao bioquimica da funcao renal no soro de camundongos BALB/c
infectados com cepa nao cistogénica (RH) de T. gondii

As avaliagcoes da funcdo renal pelas dosagens de uréia (p= 0, 502) e
creatinina (p= 0,940) nos grupos estudados e grupos controles em soro de
camundongos infectados com cepa néao cistogénica (RH) ndo mostraram alteragdes
significativas (Figura 7 e 8). Esses resultados indicam que n&o houve leséo renal
nos camundongos infectados e que provavelmente o parasito ndo se multiplica nas
células renais, ou que complexos imunol6gicos nao sdo formados nestes periodos,
nao lesionando os néfrons. Nao se encontrou na literatura dados indicando
avaliagdo da funcao renal em infeccbes causadas pelo T. gondii. Entretanto, em
Rigo et al em 2009 avaliaram a lesao renal provocada pela Leishmania em humanos
através da uréia e creatinina e puderam supor que 0 préprio protozoario pode
provocar lesdo renal devido as alteragcdes nas dosagens de uréia e creatinina

séricas.
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Figura 7: Concentragbes de Uréia no soro de camundongos infectados com
Toxoplasma gondii cepa RH e controles nao
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Figura 8: Concentracbes de Creatinina no soro de camundongos infectados

com Toxoplasma gondii cepa RH e controles n&o infectados.
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5.4- Avaliacao bioquimica da funcao renal
camundongos BALB/c

Toxoplasma gondii.
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no exsudato peritoneal de

infectados com cepa nao cistogénica (RH) de

A analise das dosagens de uréia, em exsudato peritoneal de camundongos

infectado com cepa RH, ndo demonstrou diferenca significativa em relacdo ao

controle n&o infectado (Figura 9).
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Figura 9: Concentragbes da analise bioquimicas de Uréia no exsudato peritoneal de
camundongos infectados com Toxoplasma gondii cepa RH e controles néao

infectados.

Os dados referentes a creatinina (p=0, 612), também n&o demonstraram

diferenga em relagdo aos controles nédo infectados (Figura 10).
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Figura 10: Concentragdes da analise bioquimicas de Creatininia no exsudato
peritoneal de camundongos infectados com Toxoplasma gondii cepa RH e controles
nao infectados.

5.5 Avaliacao bioquimica da funcao hepatica no soro de camundongos
BALB/c infectados com cepa cistogénica (ME-49) de Toxoplasma gondii.

As andlises das enzimas AST, ALT, GGT, FAL e LDH, que avaliaram a fungéo
hepética dos camundongos infectados com cepa ME-49 demonstraram alteracdes
em todas as amostras coletadas, quando comparadas ao controle. Quanto maior o
tempo de infeccao, maiores as alteragdes observadas.

A cepa ME-49 é cistogénica e com baixa viruléncia, visto que nenhum dos
animais morreram durante o periodo de observacao (120 dias), quando inoculados
apresentaram sintomatologia discreta, que apds a primeira semana desaparece,
continuando assintomaticos por todo o periodo analisado.

Apesar de nao apresentarem alteracdes clinicas, foram observadas
alteracées em todas as enzimas hepaticas dosadas; Inferimos que estas alteracdes
possam estar relacionadas ao processo inflamatério, pois na fase crbnica da
toxoplasmose ha formacgao de cistos por todo o organismo do camundongo, que se
rompem e dao origem a um processo inflamatério local, conforme demonstrado por
(Coutinho & Vergar 2005). Processo semelhante foi descrito por Couto e et al (2008)
em camundongos infectados pelo Schistosoma mansoni, com alteragdo da AST e
ALT.
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Em 2002, Aquino relatou que a infeccao por Trypanosoma evansi também
pode provocar alteracfes nos exames bioquimicos realizados no soro de animais
infectados. Na maioria das espécies, a atividade sérica da alanina aminotransferase
(ALT), da aspartato aminotransferase (AST) e da creatinina aumentam
significativamente. O aumento da atividade enzimatica da ALT sugere lesdo
hepética. Os resultados obtidos estdo em concordancia com outros estudos, onde a
dosagens séricas altas para as enzimas hepaticas e para a creatinina foram
encontradas em céaes infectados com o protozoario, também em coatis (Herrera
2002) e ratos (Monzon & Villavicencio 1990).

Hagiwara em (2004) evidenciou que o comprometimento hepatico pelo
aumento nos niveis séricos de parametros bioquimicos, sendo achados frequentes
nos casos de leptospirose canina aguda. As Colestases sdo mais freqlientemente
relatadas na leptospirose aguda (Navarro 1981). Em 2005, Chang descreveu o

aumento das AST em pacientes humanos com leptospirose aguda.

O aumento de atividade dessas enzimas é usualmente associado a leséao
hepatica, notadamente quando ocorre necrose de hepatécitos (Lassen 2004).



Tabela 4: Concentracdes (média + desvio padrao) dos niveis séricos de AST, ALT, GGT, FAL e LDH de camundongos

infectados com Toxoplasma gondii ((ME- 49) e controle ndo infectados.

Exames 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS 120 DIAS
I C | C | C | C
ASTUIL [_390,7" 117,0 505,0* 105,0 975,0* 94,7 300,0* 106,2
(£3,9) (+4,9) (+13,4) (+13,6) (+18,7) (+4,7) (£3,7) (+13,3)
aTue [ 430 82,2 382,5* 86,5 750,0* 82,5 292,5* 82,7
(£3,8) (+2,6) (+9,6) (+2,1) (+15,8) (+2,5) (£4,1) (+2,7)
GGT UL 21,5 28,2 25,0 24,7 25,0 28,0 32,5 26,7
(#1,0) (+2,40) (£3,20) (+2,0) (2+,40) (+2,02) (£3,55) (+2,14)
FAL UIL 127,75 145,7 174,2 126 282,5 126 342,5 142,7
(#2,1) (+6,0) (+13,9) (+2,1) (£6,8) (+1,7) (£9,8) (+5,0)
LDH U/L 730,2* 157.5 4927,0* 84,2 4390,0* 139,2 3772,5* 98,0
(£12,3) (+9,5) (£26,5) (+7,5) (+23,3) (+8,7) (£34,9) (+6,0)

*p< 0,005; £ Desvio-padrao; AST: Aspartato Aminotransferases, ALT:
FAL: Fosfatase Alcalina, LDH: Lactato Desidrogenase.

Alanina Aminotransferases, , GGT: Gama Glutamiltransferase,
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5.6 Avaliacao bioquimica da funcao hepatica no exsudato peritoneal de
camundongos BALB/c infectados com cepa cistogénica (ME-49) de
Toxoplasma gondii.

As enzimas AST, GGT e FAL, quando observadas nas dosagens no exsudato
peritoneal de camundongos BALB/c infectados com a cepa cistogénica (ME-49),
quando comparadas com o0s controles mantiveram-se estaveis em relagdo as
concentragdes encontradas nos controles (Tabela 5). Contudo, a nao alteracao
dessas enzimas em relacdo ao controle no exsudato peritoneal vem confirmar a
presenca das concentracoes séricas correlacionando-se com o grau de leséo, ja que
estas enzimas s&o intracelulares, e sédo encontradas no soro a partir de células

destruidas, e ndo no exsudato peritoneal. (Braunwald et al. 2001).



Tabela 5: Concentracdes (média + desvio padrao) dos niveis de AST, ALT, GGT, FAL e LDH do exsudato de camundongos
infectados com Toxoplasma gondii ((ME- 49) e controle ndo infectados.

Exames 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS 120 DIAS
| C | C | C | C
AST UIL 16,7 16,0 17,2 16,5 30,5 14,7 21,7 16,5
(£0,9) (+1,7) (+1,7) (+ 3,6) (£3,3) (+4,5) (+1,3) (+1,7)
ALT UIL 12,7 13,75 21 12,5 22 12 12,25 15,2
(+0,9) (+1,9) (£3,9) (+1,2) (£3,5) (+1,3) (£2,0) (+2,9)
GGT U/L 3,0 4,75 1,0 4,5 1,5 5,5 1,5 5,7
(*1,7) (+0,9) (+0) (+1,1) (£0,7) (+1,1) (+0,7) (+1,3)
FAL UI/L 16,7 16,0 15,2 15,2 14,2 15,2 17,5 16
(+1,6) (+1,6) (+0,98) (+1,49) (£1,31) (+1,3) (+1,6) (+1,4)
LDH U/L 122,2 137,7 145 1477 117,0 130,2 117,7 135,5
(£2,6) (+5,5) (+5,8) (+4,9) (+1,4) (+5,7) (+0,9) (+6,0)

p< 0,005; + Desvio-padrao; AST: Aspartato Aminotransferases, ALT: Alanina Aminotransferases, ,

GGT: Gama Glutamiltransferase, FAL: Fosfatase Alcalina, LDH: Lactato Desidrogenase
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5.7 Avaliacao da funcao renal no soro de camundongos BALB/c infectados
com cepa cistogénica (ME-49) de Toxoplasma gondii.

A andlise das dosagens de uréia demonstrou alteracdes significativas nos
quatro meses do experimento, (p < 0, 001), nas analises entre os infectados e seus
controles, e entre as amostras dos infectados (Figura 11). Dessa forma, ficou
demonstrando que com a instalacao de cistos de T. gondii essa alteracdo torna-se
evidente, por meio da dosagem de uréia podendo correlacionar com a presenca do
parasito, comparando a alteracdo com o aumento dos dias de inoculacao. Sugerindo
que com a presenca do cisto instalado no 6rgdo desencadeia um processo
inflamatério podendo acarretar alteracbes e um comprometimento renal no

hospedeiro.
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Figura 11: Concentragdes da analise bioquimicas de Uréia no soro peritoneal
de camundongos infectados com Toxoplasma gondii cepa ME-49 e controles
nao infectados.

Por outro lado, as dosagens de creatinina no soro dos camundongos
infectados com a cepa cistogénica (ME-49), através desta analise nao foi possivel
observar alteracbes nas concentracées da creatinina (Figura 12). A auséncia de
publicacbes na literatura cientifica que validem esses resultados indica a
necessidade de mais estudos exploratorios em relacdo a presenca desse parasito
no hospedeiro.
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Figura 12: Concentracdes da analise bioquimicas de Creatinina no soro de
camundongos infectados com Toxoplasma gondii cepa ME-49 e controles néo
infectados.

5.8 Avaliacao bioquimica da funcao renal no exsudato peritoneal de
camundongos BALB/c infectados com cepa cistogénica (ME-49) de
Toxoplasma gondii.

Como demonstrado na figura 13 e 14 a uréia e creatinina dosada no exsudato
peritoneal de camundongos infectados com cepa cistogénica nao demonstraram
alteragdes significativas (p>0.05). A partir do sexagésimo dia a uréia manteve-se
estavel em relacdo aos controles permanecendo até o dia 120 dias. A creatinina
mostrou uma alteracdo em 30 dias de inoculados, mas, manteve-se estavel nos
demais dias em relacdo aos controles nao infectados. Contudo, esses dados vém
confirmar a baixa existéncia dessa substancia no exsudato peritoneal confirmando
mais uma vez que as lesdes renais devem ser avaliadas no soro e nao no exsudato,
pois, ndo serve como parametro para identificar lesdo renal através desse liquido
devido as baixas concentragcdes dessas substincias existentes no exsudato
peritoneal. Devido a auséncia de publicagdes que colaboram com nossos estudos
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continuar as buscas pelo conhecimento nessa area.
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Figura 13: Concentracbes da analise bioquimicas de Uréia no exsudato
peritoneal de camundongos infectados com Toxoplasma gondii cepa ME-49 e
controles nao infectados.
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Figura 14: Concentragdes da analise bioquimicas de creatinina no exsudato
peritoneal de camundongos infectados com Toxoplasma gondii cepa ME-49 e
controles néo infectados.



6- CONCLUSOES

Nos camundongos inoculados com a cepa RH, os niveis séricos de
AST, ALT e DHL demonstraram alteracoes significativas, sugestivas de

lesbes hepaticas e em outros 6rgaos.

Nos camundongos inoculados com cepa RH, no exsudato peritoneal os
niveis de AST, ALT, GGT, FAL foram menores que no soro e somente
na analise da DHL foi possivel detectar alteracées no quinto dia de

infeccao.

Nos camundongos inoculados com a cepa ME-49, os niveis séricos de
AST, ALT, FAL e DHL no soro demonstraram alteragdes significativas
em todos os dias de analises, inferindo assim um comprometimento

hepatico e em outros 6rgaos.

Nos camundongos inoculados com a cepa ME-49, dosados no
exsudato peritoneal, ndo foi constatado alteracdo nos niveis de AST,
ALT, GGT, FAL e DHL.

Em camundongos inoculados com a cepa RH, dosadas tanto no soro
como no exsudato peritoneal, nao apresentou alteragdes nas

concentragdes de uréia e creatinina indicando.

Em camundongos inoculados com a cepa ME- 49, ndo induziram
alteragbes nos niveis séricos de creatinina, enquanto que os niveis
séricos de uréia demonstraram alteracdo crescente de acordo com o

progresso da infeccéo.
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» Na cepa ME-49, a uréia e a creatinina no exsudato peritoneal manteve-

se estavel até no 120° dia em relagcéo ao controle.

» Nao foi possivel detectar lesdes renais utilizando-se somente
metodologias automatizadas. Recomenda-se o acréscimo de outros
exames (histopatologico), ndo se excluindo o potencial do parasito em

causar lesao renal.
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