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Perspectiva histérica

1. PERSPECTIVA HISTORICA

Pneumocystis jirovecii (Frenkel, 1976), anteriormente com a designacdo de
Pneumocystis carinii f. sp. hominis (Stringer et al., 2001, 2002), é um eucariota unicelular
que causa morbilidade e mortalidade significativas em individuos seropositivos para o virus
da imunodeficiéncia humana (VIH) e em doentes com outras imunodeficiéncias.

A primeira descri¢do de Pneumocystis data de 1909, quando Carlos Chagas, no
Brasil, o identificou no pulmao de um cobaio, tendo-o considerado como uma forma do
ciclo de vida de Tripanosoma cruzi. Um ano depois, Antonio Carini, também no Brasil,
identificou-o no pulméo de um rato e enviou algum material biolégico para o Instituto
Pasteur, em Paris, para ai serem efectuados estudos mais pormenorizados. Em 1912, no
Instituto Pasteur, o casal Delanoé isolou as formas quisticas deste microrganismo, tendo
concluido que este era distinto de T. cruzi e denominou-0 de Pneumocystis carinii,
tendo por base o 6rgdo onde havia sido identificado e o investigador que lhes tinha
facultado o material bioldgico para estudo.

Nas décadas seguintes, foram encontrados varios quistos semelhantes aos
identificados pelo casal Delante, os quais se encontravam associados a casos de
pneumonia, em espécies distintas de mamiferos. Estas formas parasitarias foram todas
associadas a P. carinii, visto serem morfologicamente idénticas, causarem a mesma

doenca e ndo crescerem em cultura (Stringer et al., 1992; Stringer, 1996).
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Nos anos 30 e 40, do século passado, na Europa, foram descritos varios casos de
pneumonia intersticial em criangas prematuras e subnutridas, sem, no entanto, se ter
conseguido isolar o agente responsavel pela doenca. Somente no ano de 1952, os
investigadores Vanek e Jirovec demonstraram a capacidade de Pneumocystis de
provocar doenga no Homem.

Nos anos 70, do século passado, com o aumento do numero de casos de doentes
portadores de imunodepressdo grave, em particular os receptores de 0Orgaos
transplantados e os doentes oncoldgicos sujeitos a quimioterapia e radioterapia, assistiu-
se ao reconhecimento de P. jirovecii como um microrganismo oportunista para o
Homem.

No inicio dos anos 80, do século passado, com a sindroma de imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), verificou-se um aumento drastico do numero de casos de pneumonia
por P. jirovecii (PPc), ou pneumocistose, associado a imunodeficiéncia provocada por
VIH. Desde entdo, a PPc tornou-se a infeccdo oportunista mais frequente nos doentes

com infeccdo VIH/SIDA.
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2. MORFOLOGIA

O ciclo de vida de Pneumocystis apresenta trés formas de desenvolvimento

distintas, todas elas observaveis nos alvéolos pulmonares do hospedeiro:

a) trofozoito — representa a forma vegetativa do microrganismo (figura 1). Pode
ser identificada livre, em secre¢fes pulmonares, ligada as células epiteliais do alvéolo
pulmonar (pneumacitos do tipo |) ou fagocitada por macrofagos. O trofozoito jovem
apresenta uma forma redonda ou oval, medindo cerca de 2 um de diametro.
Provavelmente, € uma célula hapldide resultante de um ciclo de vida assexuado, por
divisdo binaria de uma célula-mae, mas também pode resultar de um ciclo de vida
sexuado, por libertacdo ap6s ruptura de um quisto. A medida que a maturacio ocorre, 0
trofozoito adquire uma forma mais irregular, de maiores dimensdes (3-5 um). O
trofozoito maduro possui uma membrana celular fina, com 20-50 nm de espessura,
constituida por uma camada interna, que corresponde a membrana plasmatica, e uma
camada externa, que parece ter um papel essencial na regulacdo osmdtica e no
transporte de macromoléculas. Na superficie externa da parede celular existe um
namero elevado de filopddias ou expansdes tubulares, estruturas longas e finas, de
tamanho variado, que caracterizam este estadio de desenvolvimento. Estas expansfes

tubulares conferem um aspecto felpudo a camada externa da membrana celular e estéo,
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provavelmente, relacionadas com a fixagdo do trofozoito as células do hospedeiro e/ou a
obtencgéo de nutrientes (Vavra & Kucera, 1970; Matsumoto & Yoshida, 1986; Ruffolo

et al., 1989; Yoshida, 1989; Ruffolo, 1994).

Proioplasma Particulas intramenbranares

Expansoes tubulares

FIGURA 1. Representacdo esquematica de um trofozoito de Pneumocystis (adaptado de

De Souza & Benchimol, 2005).

b) pré-quisto — corresponde a um estadio intermédio de desenvolvimento, entre
o trofozoito e o quisto. O pré-quisto apresenta forma oval, com cerca de 4-5 um de
diametro, tornando-se esférico a medida que amadurece. No decorrer da maturacao,
ocorre, ainda, um espessamento da parede celular (40-120 nm), devido a formacédo de

uma camada intermédia, entre a membrana plasmatica e a camada externa. O nimero de
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filopddias, na superficie externa da parede celular, é reduzido. Ao contrario do
trofozoito, que pode ser hapldide ou dipldide, o pré-quisto é, sempre, uma célula
dipléide, resultante de um ciclo de desenvolvimento sexuado, durante o qual o seu
nucleo sofre vérias divisbes até formar os oito nlcleos, caracteristicos do estadio de
desenvolvimento seguinte (Vavra & Kucera, 1970; Matsumoto & Yoshida, 1986;

Ruffolo et al., 1989; Yoshida, 1989; Ruffolo, 1994).

c) quisto — é a forma de resisténcia de Pneumocystis (figura 2). O quisto
apresenta uma forma esférica com cerca de 4-6 um de diametro e uma parede celular

muito espessa (100-160 nm), resultante do maior desenvolvimento das trés camadas

existentes no pré-quisto.
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FIGURA 2. Representacdo esquematica de um quisto de Pneumocystis (adaptado de De

Souza & Benchimol, 2005).
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A determinado momento, a camada intermédia sofre uma invaginacao,
originando uma porcdo mais espessa (200-300 nm), em forma de cratera. Tal como no
pré-quisto, a parede celular do quisto apresenta um numero reduzido de filopddias
aderentes a sua superficie externa. O quisto encerra oito corpos intraquisticos, estruturas
haploides de forma variada e com cerca de 1 um de didmetro, que, de um modo geral,
se encontram dispostos em coroa (Vavra & Kucera, 1970; Matsumoto & Yoshida, 1986;

Ruffolo et al., 1989; Yoshida, 1989; Ruffolo, 1994).
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3. CICLO DE VIDA

As dificuldades no desenvolvimento de métodos de cultivo in vitro de
Pneumocystis tém dificultado o conhecimento completo do seu ciclo de vida. Na
tentativa de descrever este ciclo, varios investigadores tém realizado estudos baseados
na observacdo de tecido pulmonar infectado, mediante 0 recurso a microscopia
electronica. A maioria destes estudos, veio demonstrar que ocorre uma evolucdo de
trofozoito para pré-quisto e deste para quisto, o qual, apds rotura, liberta oito corpos
intraquisticos. Cada um destes corpos intraquisticos evolui para um novo trofozoito,
dando inicio a um novo ciclo de desenvolvimento. Do mesmo modo, foram observadas
imagens sugestivas de endogenia e de divisdo binaria entre trofozoitos (Vavra &
Kucera, 1970; Matsumoto & Yoshida, 1986; Ruffolo et al., 1989; Yoshida, 1989;
Ruffolo, 1994).

Em 1984, Matsumoto e Yoshida identificaram complexos de sinaptonemas em pré-
quistos de Pneumocystis, estruturas responsaveis pelo alinhamento dos cromossomas
homologos, no decorrer da profase da meiose I. A observacdo destas estruturas veio
demonstrar a existéncia de meiose no ciclo evolutivo deste microrganismo e, por
conseguinte, de reproducdo sexuada. Recentemente, estudos efectuados com o recurso a
microscopia electronica, visualizaram, também, a formacdo de complexos de

sinaptonemas em pré-quistos de Pneumocystis (Peters et al., 2001).
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Com base nas observacOes efectuadas, Matsumoto e Yoshida propuseram um
ciclo de vida englobando uma fase evolutiva assexuada, na qual ocorreria a reproducéo
de trofozoitos, e outra sexuada, que culminaria com a formacdo do quisto maduro
(Matsumoto & Yoshida, 1984, 1986; Yoshida, 1989). Este esquema foi revisto mais
tarde, em 1989, por Yoshida. Este autor descreveu o ciclo de vida de Pneumocystis
(figura 3), como um ciclo sexuado, que se inicia com a ruptura do quisto maduro e a
libertacdo dos oito corpos intraquisticos para o espaco alveolar, os quais evoluem para
trofozoitos hapldides. Cada trofozoito haploide, por conjugacdo com outro semelhante,
da origem a um trofozoito diploide, o qual evolui para pré-quisto. No decorrer da
evolucdo para quisto, o nucleo do pré-quisto sofre uma divisdo meidtica com duas fases
(meiose I e I1), sequida de uma mitose, formando-se um total de oito nucleos haploides
(Yoshida, 1989). Cada um destes nucleos é envolvido por uma membrana plasmatica
propria, proveniente da porcdo interna da membrana celular do pré-quisto maduro,
dando origem aos corpos intraquisticos. Cada corpo intraquistico possui um nucleo,
uma mitocéndria e outros organelos citoplasmaticos (Matsumoto & Yoshida, 1986;
Ruffolo, 1994). Quando se completa a formacéo dos oito corpos intraquisticos obtém-se
um quisto maduro, o qual estd pronto a romper, iniciando um novo ciclo (Yoshida,
1989). Para além desta fase sexuada, o ciclo evolutivo de Pneumocystis compreende,
ainda, uma outra fase, na qual ocorre reproducédo assexuada de trofozoitos, hapléides ou
diploides, por divisdo binaria (modo de reproducdo dominante, em cultura) ou por
endogenia (Yoshida, 1989; Touze et al., 1991; Ruffolo, 1994). O processo de endogenia
consiste na formacdo de duas ou mais células-filhas no interior da membrana celular de

uma célula-mae.
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FIGURA 3. Representacdo esquematica do ciclo de vida proposto para Pneumocystis. A—
Ciclo de vida assexuado. B— Ciclo de vida sexuado (adaptado de Helweg-Larsen et al.,

2004).

Recentemente, diversos estudos, fundamentados em técnicas de genética
molecular, tém contribuido para a melhor compreensdo do ciclo de vida de
Pneumocystis. No decurso do estudo do genoma deste parasita, tém sido identificadas
sequéncias homologas as dos genes que codificam receptores de feromonas em diversos
fungos, como Schizosaccharomyces pombe e Saccharomyces cerevisiae (Smulian et al.,

2001; Slaven et al., 2003; Vohra et al., 2003). Nestes microrganismos, 0 processo de
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reproducdo sexuada envolve um mecanismo de reconhecimento, mediado por
feromonas, que desencadeia um sistema de sinalizacdo para o meio intracelular que
resulta, no final, na meiose e formagdo de novas células. Assim, a identificagdo de
sequéncias homologas aos genes envolvidos no processo de reproducdo sexuada em

leveduras, sugere que um sistema semelhante possa ocorrer em Pneumocystis.
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4. TAXONOMIA

Pneumocystis € um microrganismo eucariota unicelular cuja classificacéo
taxondmica é, ainda, alvo de estudo e controvérsia. Desde a sua descoberta por Chagas
até ao final dos anos 80, do século passado, este microrganismo foi considerado um
protozoario.

A classificacdo de Pneumocystis, como protozoario, fundamenta-se,
nomeadamente, na morfologia do trofozoito, na presenca abundante de colesterol na
parede celular e na sensibilidade aos farmacos antiprotozoarios, como a pentamidina e o
trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX). Outra caracteristica, que sugere a natureza de
protozoario de Pneumocystis € a existéncia de um mecanismo de variagdo antigénica
(Kovacs et al., 1993; Stringer et al., 1993; Garbe & Stringer, 1994), processo comum
em bactérias e protozoarios. Na base deste processo esta o conjunto de glicoproteinas
major de superficie, denominadas MSG (do inglés, “Major Surface Glicoprotein”), ou
glicoproteinas A (gpA), que sdo codificadas por uma familia génica, com cerca de 100
genes. A regulacdo da expressdo deste conjunto de genes permite que Pneumocystis
possa apresentar isoformas da MSG diferentes e, desta forma, evadir-se da resposta
imunoldgica do hospedeiro (Nakamura & Wada, 1998).

Na década de 80, do século passado, dois grupos de investigadores

determinaram a sequéncia do gene, que codifica a subunidade 18S, equivalente a 16S,
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do acido ribonucleico ribossomico (rRNA, do inglés “ribosomal ribonucleic acid”), do
genoma nuclear de Pneumocystis. A analise filogenética, baseada na sequéncia do gene
da subunidade 18S do rRNA, demonstrou que Pneumocystis apresentava mais
semelhancgas com alguns fungos, como Saccharomyces cerevisae, Candida albicans,
Neurospora crassa e Cryptococcus diffuens, do que com alguns protozoarios, como
Toxoplasma gondii, Plasmodium berghei e Acanthamoeba castellani (Edman J. C. et
al., 1988, 1989a; Stringer et al., 1989, 1989a). Também, a caracterizacdo do genética da
B-tubulina de Pneumocystis demonstrou a existéncia de 89 a 91% de homologia com a
sequéncia ortéloga dos fungos filamentosos, ao nivel da sequéncia da proteina, e 79 a
82% de homologia com o gene correspondente nas leveduras e nos protozoarios. A
sequéncia do gene da B-tubulina de Pneumocystis apresenta, também, oito intrées, num
padrdo caracteristico dos fungos filamentosos (Edlind et al., 1991, 1992; Li & Edlind,
1994; Weinberg et al., 1994).

Ao longo dos ultimos anos, a comparacdo filogenética, em Vvarios genes,
demonstrou que Pneumocystis apresentava maior semelhanca com os fungos do que
com o0s protozoarios, particularmente, nos genes que codificam a dihidrofolato reductase
(DHFR) (Edman J. C. et al., 1989), a timidilato sintetase (TS) (Edman U. et al., 1989), a
B-tubulina (Dyer et al., 1992, Edlind et al., 1992, Li & Edlind, 1994), a a-tubulina
(Zhang & Stringer, 1993), a proteina de ligacdo a sequéncia TATA (Meade & Stringer,
1991; Sunkin & Stringer, 1995), a ATPase translocadora de catifes de tipo P (Meade &
Stringer, 1991, 1995), os genes que constituem o DNA mitocondrial (Pixley et al.,
1991), a actina (Fletcher et al., 1994) e o arom, gene que codifica a enzima
multifuncional, responsavel pela sintese dos aminoacidos arométicos (Banerji et al.,

1993).
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Ao contrario do que acontece com 0s protozoarios, as enzimas DHFR e TS sédo
codificadas por genes separados, em dois cromossomas diferentes (Edman J.C. et al.,
1989; Edman, U. et al., 1989). Outra caracteristica molecular, que aproxima
Pneumocystis dos fungos, € que este apresenta o factor de elongacdo 3 (EF-3, do inglés
“elongation factor”), que se encontra, exclusivamente, nos fungos e cuja sequéncia €
57% idéntica a existente em S. cerevisae (Ypma-Wong et al., 1992).

No geral, o conhecimento do genoma de Pneumocystis sugere que este
microrganismo pertenca ao Reino Fungi, provavelmente num ponto intermédio entre as
Classes Ascomycota e Basidiomycota (Wakefield et al., 1992), embora a possibilidade
de ser um basidiomicete ndo possa ser excluida (Stringer, 1996; Stringer & Walzer,
1996). Por outro lado, a analise da sequéncia do 5S rRNA nuclear sugeriu a semelhanca
de Pneumocystis com o Reino Fungi, em particular com o grupo Rhizopoda
/Myxomycota/Zygomycota (“Fungos protistas”) (Watanabe et al., 1989, 1989a). Em
1994, Eriksson propds uma nova Familia para este fungo, a Pneumocystidaceae, e uma
nova Ordem, Pneumocystidales, ambas inseridas na Classe Ascomycota. (Eriksson,
1994). Apods esta reclassificacdo, surgiram novas vertentes de investigacdo clinica,
principalmente, no ambito do desenvolvimento de novas classes de antifungicos, contra
P. jirovecii, em particular, inibidores da -1,3-glucano sintetase (Stringer, 1996).

Para além das caracteristicas genéticas apresentadas, este eucariota exibe
algumas caracteristicas morfolégicas que justificam a classificagio como fungo,
nomeadamente a presenca de quitina e B-glucano, na composi¢do da sua parede
quistica, a auséncia de organelos facilmente visiveis, as formas quisticas com oito
corpos intraquisticos, semelhantes aos ascosporos dos fungos Ascomycota, e as cristas

lamelares, ao nivel das mitocondrias (Vavra & Kucera, 1970; Ruffolo, 1994).
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No entanto, apesar das varias caracteristicas genotipicas e morfoldgicas
semelhantes aos fungos, Pneumocystis possui algumas caracteristicas préprias dos
protozoarios. Em particular, ndo possui ergosterol, sendo o colesterol o mais abundante
na composicdo da parede celular (Kaneshiro et al., 1999), o que explica a sua resisténcia
aos antifngicos, como a anfotericina B. Também, ndo existem, actualmente, meios de
cultura in vitro eficientes, isto €, capazes de manter Pneumocystis, em particular os
microrganismos de origem humana, em cultura continua, nomeadamente, 0os meios de
cultura especificos para fungos. Outras caracteristicas atipicas de fungo, sdo o facto da
parede do trofozoito apresentar consisténcia fragil e flexivel (Stringer, 1996) e a
existéncia de apenas uma a duas copias do gene 18S rRNA, ao contrario da maioria dos
fungos, que possuem centenas de cOpias deste gene (Tang et al., 1998, Nahimana et al.,
2000).

A caracterizacdo taxondmica deste parasita é, também, controversa, quanto a
composicdo do género Pneumocystis. De facto, a grande heterogeneidade genética e
fenotipica observada em Pneumocystis isolado de diferentes hospedeiros sugere que
estes microrganismos sejam, na realidade, espécies diferentes. Pneumocystis apresenta
algumas diferencas nas caracteristicas fenotipicas, quando isolado de hospedeiros
diferentes, nomeadamente, apresenta antigénios de superficie diferentes (Bauer N. L. et
al., 1991, 1993; Linke et al., 1994; Mazars et al., 1997; Mazars & Dei-Cas, 1998), e 0s
antigénios semelhantes, nos diferentes tipos de Pneumocystis, possuem diferentes
mobilidades electroforéticas (Walzer & Linke, 1987; Kovacs et al., 1989a; Linke et al.,
1994). A mais importante caracteristica fenotipica que distingue, Pneumocystis isolado

de diferentes hospedeiros € a especificidade de hospedeiro, ou seja, Pneumocystis
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isolado de um hospedeiro ndo € capaz de causar infeccdo num hospedeiro diferente
(Gigliotti et al., 1993; Aliouat et al., 1994).

Com o objectivo de diferenciar Pneumocystis isolado de diferentes espécies de
hospedeiros, foi elaborado um sistema de nomenclatura trinominal, no qual uma terceira
designacdo, colocada apos o epiteto especifico, reflectia a origem do parasita (quadro 1).

(Stringer & Walzer, 1996).

QuADRO I. Exemplos da nomenclatura trinominal para P. carinii.

HOSPEDEIROS NOMENCLATURA TRINOMINAL
Homem P. carinii f. sp. hominis
Rato P. carinii f. sp. carinii
Rato P. carinii f. sp. rattus
Furdo P. carinii f. sp. mustelae
Ratinho P. carinii f. sp. muris
Cavalo P. carinii f. sp. equi
Porco P. carinii f. sp. suis
Coelho P. carinii f. sp. oryctolagi

Ao longo dos ultimos anos, diversos estudos tém demonstrado o elevado grau de
divergéncia genética observado entre Pneumocystis isolado de humanos e de outras
espécies de hospedeiros (Stringer, 2002; Stringer et al., 2001, 2002). O estudo
filogenético de diversas sequéncias de DNA de Pneumocystis isolado de vérias espécies
de mamiferos demonstra que existe elevado grau de divergéncia genética (Demanche et

al., 2001; Stringer et al., 2001; Stringer, 2002). De facto, a elevada heterogeneidade
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observada, sugere que as formas de Pneumocystis, isoladas de diferentes hospedeiros
sejam organismos geneticamente diferentes.

Para além, da diversidade genética detectada, a observacdo de que Pneumocystis
isolado do Homem néo prolifera no pulmao de outro hospedeiro levou varios autores a
considerar que este microrganismo poderia pertencer a uma espécie distinta (Mazars &
Dei-Cas, 1998; Stringer et al., 2001; Stringer, 2002). Assim, em 1999, Frenkel, pela
primeira vez, caracterizou a forma de Pneumocystis isolada do Homem, anteriormente
designado por P. carinii f. sp. hominis, denominando-a P. jirovecii, homenageando o
investigador Otto Jirovec, responsavel pelas primeiras descricdes da infeccdo por

Pneumocystis em humanos.
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5. EPIDEMIOLOGIA DA PNEUMOCISTOSE

5.1. FREQUENCIA

Apesar da incidéncia da pneumocistose ter diminuido, apds a introducdo da
profilaxia priméria da PPc e, posteriormente, da terapéutica anti-retroviral potente
(HAART, do inglés “highly active antiretroviral therapy”), esta infec¢do continua a ser
comum em individuos com infec¢cdo por VIH (Kaplan et al., 2000). Os doentes
residentes em paises em vias de desenvolvimento, sem acesso aos farmacos para
profilaxia priméria da PPc ou a HAART, continuam a estar em elevado risco de
desenvolverem esta doencga, assim como alguns grupos de doentes nos paises
industrializados (Morris et al., 2004).

Os primeiros casos de pneumocistose foram reportados durante a 22 Grande
Guerra, em orfanatos na Europa, entre criancas malnutridas, e, mais tarde, foram
observados mais casos de infeccdo em orfanatos, no Irdo. Posteriormente, a PPc foi
reportada em doentes imunocomprometidos devido a doencas neoplasicas, terapia
imunossupressora ou com imunodeficiéncias congénitas. Também, a transplantacdo de
6rgdos aumentou o numero de doentes em risco de desenvolverem PPc, apesar da
frequéncia da doenca ter diminuido apds a introducdo da quimioprofilaxia anti-P.

jirovecii.
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No inicio dos anos 80, do século passado, a incidéncia da pneumocistose alterou-se
de forma drastica, passando de uma doenga rara para uma forma de pneumonia,
relativamente, comum. A ocorréncia de pneumocistose entre homossexuais e utilizadores
de drogas intravenosas foi uma das primeiras evidéncias da epidemia por VIH (Masur et al.,
1981). Rapidamente, a PPc tornou-se a primeira doenca definidora de SIDA com
elevada prevaléncia, de 20 casos em 100 pessoas/ano, em doentes com contagem de
linfocitos TCD4" inferior a 200 células/ul (Phair et al. 1990). A pneumocistose era uma
importante doenca definidora de SIDA e um nimero estimado de 75% de doentes com
infecgdo por VIH desenvolviam, pelo menos, um episodio de PPc, no decorrer da sua
vida (Hay et al., 1988). Mais tarde, com a introdugdo da profilaxia anti-P. jirovecii, em
1989, observou-se importante declinio na frequéncia desta doenca (Fischl et al., 1988).
A utilizacdo da HAART seria, também, responsavel pela redugdo significativa da
prevaléncia da pneumocistose, entre adultos, para valores de 3,4% por ano, apds 1992,
assim como no declinio de outras doencas oportunistas (Kaplan et al., 2000).

Nos E.U.A., o estudo do espectro da infec¢do por VIH em adultos e adolescentes
(ASD, do inglés “Adult and adolescent spectrum of HIV disease project”) observou a
reducéo, significativa, da incidéncia de todas as doengas oportunistas em 1996-1997,
quando a HAART se tornou, pela primeira vez, amplamente disponivel. Este estudo
registou um decréscimo da PPc de 3,4% por ano, entre 1992 e 1995, que foi
posteriormente de 21,5% por ano, entre 1996 e 1998, ap6s a introducdo da HAART
(Kaplan et al., 2000). Apesar desta melhoria significativa, a pneumocistose é, ainda, a
doenca oportunista definidora de SIDA mais comum nos E.U.A. (Morris et al., 2004).

Na Europa, o estudo EuroSida tem seguido um grupo com mais de 8.500 doentes

com infecgdo por VIH. Neste estudo, foram observados resultados semelhantes aos
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reportados nos E.U.A., relativamente a incidéncia das doengas definidoras de SIDA,
antes e apds a introducdo da HAART (Mocroft et al.,, 2000). Da mesma forma,
verificou-se que a pneumocistose diminuiu ao longo do periodo estudado, entre 1994 e
1998. A incidéncia desta doenga diminuiu de 4,9 casos em 100 pessoas/ano, antes de
Marco de 1995, para 0,3 casos em 100 pessoas/ano, apds Marcgo de 1998 (Weverling et
al., 1999).

No entanto, nos paises industrializados, a pneumocistose continua a suceder
apesar da disponibilidade da profilaxia anti-P. jirovecii e da HAART. No decurso do
estudo ASD, verificou-se que 44% dos casos de PPc ocorreram em doentes que nédo
recebiam cuidados medicos (alguns, provavelmente, desconheciam estar infectados por
VIH), 41% dos casos de PPc ocorreram em doentes ndo aderentes a profilaxia anti-P.
jirovecii ou que tinham desenvolvido PPc, apesar de tomarem apropriadamente 0s
farmacos prescritos. Também, 9,6% dos casos de pneumocistose surgiram em doentes
que eram medicamente seguidos, mas a quem nado tinha sido prescrita profilaxia
especifica. Os restantes 5% dos casos de PPc sucederam em doentes que, embora sob
vigilancia médica, ndo tinham os critérios necessarios para a profilaxia.

No inicio da pandemia da SIDA, a pneumocistose ocorria em criangas,
seropositivas para VIH, com a frequéncia de 1,3 casos em 100 criancas/ano, desde a
infancia até a adolescéncia, tendo aumentado até 9,5 casos por 100 criangas/ano,
durante o primeiro ano de vida (Dankner et al., 2001; Kattan et al., 2001). Na década
90, do século passado, a frequéncia da infeccdo pediatrica por VIH diminuiu devido, em
grande parte, a melhoria do diagnostico pré-natal de VIH e ao uso do tratamento anti-

retroviral, para prevencao da transmissdo vertical.
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Nos E.U.A., o projecto para o estudo da doenca pediatrica (PSD, do inglés “Pediatric
spectrum disease”), conduzido pelo “Center for Diseases Control” (CDC), observou a
diminuicéo consideravel na frequéncia das infecgdes oportunistas, em criancas com infecgao
por VIH, durante a era HAART. Os episddios de PPc diminuiram, significativamente, entre
1992 e 1997, em particular ap6s 1995 (Kaplan et al., 2000).

Por outro lado, nos paises nao industrializados, em vias de desenvolvimento, a
pneumocistose continua a ocorrer, com elevada incidéncia (Fisk et al., 2003). Estudos
efectuados na Tailandia, observam frequéncias de PPc entre 18,7 e 40%, em doentes
com infeccdo por VIH (Wannamethee et al., 1998; Lumbiganon et al., 2000;
Chariyalertsak et al., 2001; Anekthananon et al., 2004; Tansuphasawadikul et al.,
2005). Na América do Sul, num estudo efectuado no Brasil, detectaram-se 55% de
casos de pneumocistose, entre doentes com infeccdo por VIH e quadro clinico
respiratorio (Weinberg & Duarte, 1993). Em estudos efectuados, a partir de amostras
obtidas post-mortem, a frequéncia € menor, entre 13 e 19% (Michalany et al., 1987;
Pereira et al., 2002). Outros estudos, efectuados na mesma regido, reportam
prevaléncias da pneumocistose entre 24 e 29% (Pitchenik et al., 1983; Mohar et al.,
1992).

No entanto, e ao contrario do que se observa em varias regides em vias de
desenvolvimento, a pneumocistose parece ser pouco frequente em Africa. De facto, 0s
primeiros estudos efectuados reportam prevaléncias entre 5 e 11%, na populacdo de
doentes com infeccdo por VIH (Abouya et al., 1992; Kamanfu et al., 1993;
Batungwanayo et al., 1994; Ansari et al., 2002), apesar de outros estudos apresentarem
taxas de prevaléncia mais altas, entre 22 e 33% (Mcleod et al. 1990; Malin et al., 1995).

No passado, a pneumocistose pode ter sido subdiagnosticada, em Africa, devido a varias
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razdes, nomeadamente, aos recursos limitados no diagnostico, como pessoal
inexperiente na preparacdo e interpretacdo das técnicas, e a elevada incidéncia de
pneumonias bacterianas e tuberculose, as quais podem levar a morte, antes que o
nimero de linfécitos TCD4" atinja niveis que condicionam maior risco de desenvolver
pneumocistose. No entanto, a exposi¢do a P. jirovecii € comum, como esta demonstrado
pela elevada frequéncia de criancas africanas que apresentam anticorpos anti-P.
jirovecii (Wakefield et al., 1990b).

Actualmente, a incidéncia da pneumocistose em Africa parece estar a aumentar,
a medida que a epidemia da SIDA cresce (Fisk et al., 2003). Recentemente, num estudo
realizado no Uganda, em 83 doentes com infeccdo por VIH, 32 (38,6%) foram
diagnosticados com pneumocistose (Worodria et al., 2003). No entanto, ndo se sabe se
este aumento se deve a frequéncia maior da doenca ou se é resultado da melhoria nas
técnicas de diagnostico.

Em Africa, ao contrario do que acontece com a populacdo adulta, a
pneumocistose parece ser mais frequente entre as criangas com infecgdo por VIH. Em
estudos efectuados a partir de amostras post-mortem observaram-se taxas de frequéncia
de pneumocistose entre 14 e 51,3%, em funcdo do grupo de idades estudado (Lucas et
al., 1996; Ikeogu et al., 1997; Graham et al., 2000; Chintu et al., 2002; Ansari et al.,
2003). No Zimbawe, em 15,5% (19/122) das criancas seropositivas para VIH, com
idades inferiores a cinco anos de idade, foi detectado P. jirovecii na autdpsia (Ikeogu et
al., 1997). Neste estudo, a excepcdo de um, todos os casos de pneumocistose foram
observados em criancas com menos de seis meses. Noutro trabalho, efectuado na
Zambia, 29% das criancas com infec¢do por VIH morreram devido a pneumocistose, o

que tornou esta doenca a terceira maior causa de morte, na populacdo estudada (Chintu
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et al.,, 2002). Outros estudos, efectuados em criangas hospitalizadas, observaram
frequéncias de PPc entre 10 a 49% (Zar et al., 2000, 2001; Madhi et al., 2002; Ruffini et
al., 2002). Na Africa do Sul, dois estudos reportaram incidéncias de pneumocistose de 44 e
49% em criancas hospitalizadas com pneumonia grave, em ambos os casos a media de

idades das criangas era muito baixa (Madhi et al., 2002; Ruffini et al., 2002).

5.2. TRANSMISSAO

Pneumocystis € um parasita eucariota com distribuicdo geografica cosmopolita.
Para além do Homem, este microrganismo ja foi identificado no pulméo de outros
mamiferos, como roedores, canideos, equinos e primatas, o que demonstra a sua elevada
capacidade patogénica e, também, a sua distribuicdo ubiqua (Fujita et al., 1996; Bishop
et al., 1997; Laakkonen, 1998; Nielsen et al., 1998; Perron Lepage et al., 1999; Lobetti,
2000; Kondo et al., 2000; Hagiwara et al., 2001; Laakkonen et al., 2001; MacNeill et
al., 2003). Também, o DNA de Pneumocystis, isolado do Homem e do rato, foi
identificado em amostras de ar (Bartlett et al., 1994; Wakefield, 1994; Bartlett et al.,
1996; Wakefield., 1996; Bartlett et al., 1997; Olsson et al., 1998; Sing et al., 1999a) e
de agua (Casanova-Cardiel & Leibowitz, 1997). Alguns autores sugerem, também, que
o solo possa ser uma fonte de infeccdo, uma vez que actividades exercidas em contacto
com este, como a jardinagem, podem ser factores de risco para a pneumocistose (Navin
et al., 2000). No entanto, ndo foram identificados, at¢ ao momento, reservatdrios

ambientais de Pneumocystis, nem foi reconhecida a forma infectante deste microrganismo.
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Da mesma forma, o numero de microrganismos necessario para provocar
infeccdo ndo é, ainda, conhecido. No entanto, alguns autores sugerem que este ndo deve
ser muito elevado. Estudos realizados em ratos imunossuprimidos demonstraram que
um inoéculo de, pelo menos, 10 microrganismos é capaz de causar infeccdo (Cushion et
al., 1999).

Actualmente, 0 modo de transmissdo da infeccdo por Pneumocystis &, ainda,
incerto. Estudos efectuados em roedores e primatas imunocomprometidos sugerem que
a infeccdo se transmita por via aérea, atraves do aparelho respiratorio, por inalacdo de
material infeccioso, apesar de nao ser conhecido o estadio do ciclo de vida responsavel
pela propagacdo da infeccdo (Hughes, 1982; VVogel et al., 1993). Também, a ocorréncia
de surtos epidémicos, em doentes internados em hospitais e em instituicdes, sugere a
propagacdo de Pneumocystis por via aérea (Singer et al., 1975; Fenelon et al., 1985;
Goesch et al., 1990; Bensousan et al., 1990; Jacobs et al., 1991; Rabodonirina et al.,
2004; Hocker et al., 2005).

A transmissdo nosocomial parece ser, também, uma forma de aquisicdo da
infeccdo. Estudos serologicos efectuados, em funcionarios hospitalares, documentaram
um aumento do titulo de anticorpos anti-P. jirovecii nos trabalhadores que mantinham
contacto directo com doentes com co-infeccdo VIH/P. jirovecii (Leigh et al., 1993a;
Lundgren et al., 1997). No entanto, ndo se conseguiu identificar o parasita nas secrecoes
pulmonares de pessoal hospitalar, imunocompetente (Lidman et al., 1997).
Posteriormente, o desenvolvimento e aplicacdo de técnicas de biologia molecular, na
deteccdo e genotipagem de Pneumocystis, mais sensiveis e discriminatdrias, do que as

técnicas parasitoldgicas, permitiu a confirmagdo da transmissdo entre doentes com
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pneumocistose e pessoal hospitalar (Touzet et al., 2000; Vargas et al., 2000; Miller et
al., 2001; Rabodonirina et al., 2004; Hocker et al., 2005).

A transmisséo vertical de Pneumocystis foi demonstrada em coelhos (Cere et al.,
1997; Cere & Polack, 1999) e também pode ocorrer no Homem (Mortier et al., 1995;
Miller et al., 2002; McNally et al., 2005).

No geral, os diversos estudos realizados, que sugerem a transmissdo de
Pneumocystis entre individuos imunocompetentes e imunossuprimidos (Dumoulin et
al., 2000; Vargas et al., 2000; Miller et al., 2001), a presenca de Pneumocystis em
recém-nascidos ou em criancas muito pequenas (Vargas et al., 2001) e no modelo
animal (Soulez et al., 1989, 1991; Icenhour et al., 2001, 2002) e a existéncia da
associacdo entre a sindroma de morte subita infantil e a infeccdo por P. jirovecii
(Vargas et al., 1999; Morgan et al., 2001; Chabe et al., 2004) proporcionam varias

evidéncias de que esta infeccao parece ser transmitida hospedeiro-a-hospedeiro.

5.2.1. Modo de infecgo: reactivacédo de infeccdo latente ou infec¢éo de novo

Num passado recente, julgava-se que o unico modo de aquisi¢do da infeccdo
resultava da reactivacdo da infeccdo latente. Esta teoria postulava que o primeiro
contacto com o parasita ocorreria bastante cedo, na infancia. O sistema imunitario
controlaria, com sucesso a infeccao clinica, mas o microrganismo teria a capacidade de
se manter no pulmdo do seu hospedeiro. Se por alguma razdo o sistema imunitario
falhasse, a infeccdo latente reactivar-se-ia. Na base desta teoria, estdo varios estudos
serologicos que demonstram que 70 a 85% de criancas, entre os dois e oito anos de
idade, e 70% de adultos, apresentam anticorpos anti-P. jirovecii (Meuwissen et al.,

1977; Pifer et al., 1988; Peglow et al., 1990; Wakefield et al., 1990; Smulian et al.,
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1993; Vargas et al., 2001; Respaldiza et al., 2004). Também, a elevada prevaléncia de
pneumocistose, durante os primeiros seis meses de vida de criangas com infecgéo por
VIH, sugere, também, a natureza cosmopolita de Pneumocystis (Simonds et al., 1993).
Ao longo dos ultimos anos, variados estudos tém demonstrado a presenca de
Pneumocystis em individuos imunocompetentes, sem evidéncia de doenca (Nevez et al.,
1997; Sing et al., 1999; Vargas et al., 1999; Sing et al., 2001). Esta observacdo suporta
a hipdtese de que P. jirovecii consegue sobreviver no seu hospedeiro sem causar
sintomatologia. Alternativamente, esta observacao pode sugerir que o parasita é ubiquo
no ambiente e que a exposicdo no Homem é caracterizada por colonizacdo intermitente.
Algumas caracteristicas biologicas de P. jirovecii favorecem a sua estadia, a
longo prazo, no hospedeiro. Este parasita tem a capacidade de variar 0s seus antigénios
de superficie, nomeadamente o complexo de glicoproteinas MSG. Esta variacdo parece
estar relacionada com a evasao a resposta imunitaria do hospedeiro, o que permite que a
ocorréncia da colonizacdo (Gigliotti, 1992; Wada et al., 1995; Benfield & Lundgren,
1998). Também, como j& foi referido anteriormente, cada forma de Pneumocystis
isolada de uma espécie diferente de hospedeiro, é especifica do hospedeiro onde foi
recolhida. De facto, Pneumocystis isolado de um determinado hospedeiro ndo é capaz
de infectar outra espécie de hospedeiro (Gigliotti et al., 1993). Estudos filogenéticos,
efectuados em varias regides gendmicas, que compararam a divergéncia genética
identificada entre Pneumocystis de diversas origens e 0s seus hospedeiros, sugerem que
possa ter ocorrido co-evolugdo entre este parasita € 0s seus hospedeiros (Demanche et
al., 2001; Guillot et al., 2001; Hugot et al., 2003). Também, a dificuldade de manter

Pneumocystis em cultura in vitro é consistente com a permanéncia, a longo prazo, no
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hospedeiro, reflectindo a especificidade do parasita para um determinado hospedeiro
e/ou micro-ambiente.

Até ao momento, varios estudos tém reportado resultados que refutam a teoria da
reactivacdo de infecgdo latente, pelo menos, como Unico mecanismo de infeccdo. De
facto, diversos estudos, efectuados em amostras post-mortem, em tecido pulmonar e em
amostras de secrecGes pulmonares, ndo conseguiram demonstrar a presenca de
Pneumocystis em individuos imunocompentes (Wakefied et al., 1990; Peters et al.,
1992; Contini et al., 1997). Também, estudos realizados através da amplificacdo, in
vitro, do acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés “deoxyribonucleic acid”), por
reaccdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés “polymerase chain reaction”), que
permite identificar DNA especifico de Pneumocystis, em animais imunocompetentes,
ndo foram bem sucedidos na deteccdo do parasita (Chen et al., 1993; Sepkowitz et al.,
1993). Estes estudos demonstram que o hospedeiro consegue eliminar Pneumocystis do
Seu organismo o que contraria a hipotese de que o parasita consiga manter-se latente por
um periodo indeterminado (Vargas et al., 1995).

Nos ultimos anos, a genotipagem de P. jirovecii tem contribuido, largamente,
para a clarificacdo da transmissdo desta infeccdo. Em diversos estudos, pode-se
observar que doentes, com episodios recorrentes de pneumocistose, apresentam
diferentes genotipos de P. jirovecii. (Keely et al., 1995; Keely et al., 1996; Keely &
Stringer, 1996, 1997; Matos et al., 2003a). Este fendomeno de alteracdo de genotipo,
entre episodios de pneumocistose, sugere que a infeccdo tenha sido adquirida de novo,
em vez de ser consequéncia da reactivacdo de infeccdo adquirida anteriormente.

Finalmente, a distribuicdo geografica, em relacdo a frequéncia da pneumocistose

e dos gendtipos de P. jirovecii, contraria a teoria da reactivacdo. Nos E.U.A., dois
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estudos avaliaram a varia¢do geografica, na distribuicdo dos genotipos de P. jirovecii
(Beard et al., 2000; Dohn et al., 2000). Os autores observaram que, 0s genotipos
identificados, ndo soO, variavam entre as diversas cidades estudadas, como estavam,
significativamente, relacionados com o local de residéncia dos doentes, em vez do local
de nascimento, o que reflectia a exposicao recente a P. jirovecii (Beard et al., 2000). Da
mesma forma, o risco de desenvolver pneumocistose parecia estar relacionado com a
localizacdo geografica do doente, em particular com o seu local de residéncia (Dohn et

al., 2000; Morris et al., 2000).

5.2.2. Colonizagéo por P. jirovecii — o estéddio de portador assintomatico

Apesar reducdo do nimero de casos de pneumocistose, o desenvolvimento e
aplicacdo de técnicas de biologia molecular, como a amplificacdo de DNA especifico
por PCR, permite a deteccdo de cargas parasitarias mais baixas, nhomeadamente, em
individuos assintomaticos. Assim, a identificacdo de P. jirovecii, em amostras
respiratorias de individuos imunocomprometidos ou saudaveis, sem sintomas e sinais de
doenca, foi definida como colonizacdo ou estado de portador assintomatico ou
subclinico (Morris et al., 2004).

O significado clinico da presenca de P. jirovecii, em amostras respiratorias e,
consequentemente, a viabilidade dos microrganismos, so detectados por PCR, ¢, ainda,
desconhecido. No entanto, a colonizacdo por P. jirovecii pode ser um fendmeno
importante, na medida em que pode representar maior risco de propagacédo da infeccéo,
uma vez que 0s portadores assintomaticos podem transmitir a infeccdo a individuos

susceptiveis.
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Até a0 momento, o estado de portador assintomatico foi demonstrado em
individuos imunocomprometidos (com infeccdo por VIH ou ndo) e em individuos
saudaveis (Maskell et al., 2003; Wakefield et al., 2003). Os casos de coloniza¢do tém
sido descritos, principalmente, em individuos com infeccdo por VIH, nos quais a
frequéncia de portadores assintomaticos varia entre 10 e 69% (Wakefield et al., 1990,
1991; Leigh et al., 1993; Wakefield et al., 1993; Olsson et al., 1996; Matos et al., 2001;
Takahashi et al., 2002; Huang et al., 2003). Nos individuos imunocomprometidos,
seronegativos para VIH, a frequéncia de portadores de P. jirovecii varia entre 4,4 e 40%
(Mazars et al., 1996; Weig et al., 1997; Ribes et al., 1997; Nevez et al., 1997, 1999;
Matos et al., 2003). Também, na populacdo em geral, saudavel, pode-se observar
colonizacdo por P. jirovecii, 0 que aumenta exponencialmente, 0 nimero de pessoas
afectadas (Contini et al., 1998; Dumoulin et al., 2000; Vargas et al., 2001; Medrano et
al., 2005).

Nas criancas, a colonizacao parecer ocorrer numa frequéncia maior do que nos
adultos, uma vez que é nesta fase que ocorre a primeira exposicao ao parasita. No Chile,
Vargas e colegas (2001) detectaram DNA de P. jirovecii, a partir de aspirados
nasofaringeos, em 32% das criancas saudaveis estudadas. Noutro estudo, efectuado em
criancas, vitimas da sindroma de morte subita, 35,1% (no Chile) e 14,8% (no Reino
Unido) apresentavam Pneumocystis no pulmdo (Vargas et al., 1999). Recentemente,
num estudo efectuado em amostras obtidas post-mortem, recolhida entre 1998 e 2000, o
DNA de P. jirovecii foi identificado em 51,7% de criancas (Vargas et al., 2005).

No entanto, a semelhanca do que se verifica nos adultos, nas criancas nao &,
ainda, totalmente, conhecido o papel da colonizagdo por Pneumocystis no

desenvolvimento da PPc e da sua transmissao.
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5.3. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular e a sua aplicacdo na
caracterizagdo genética de Pneumocystis, tem contribuido para uma melhor
compreensdo da epidemiologia e da transmisséo da infecgéo por P. jirovecii.

A epidemiologia molecular, considerada um ramo da epidemiologia, pode
proporcionar um melhor conhecimento das infec¢bes, ndo s6 da caracterizacdo dos
agentes que estdo, na sua origem, mas, também, da sua ecologia e dindmica da
transmissdo. Até ao momento, os varios estudos publicados, para além de melhorarem o
conhecimento da epidemiologia da pneumocistose, tém permitido esclarecer os padrdes
de transmissdo, identificar as fontes de infeccdo e, até, analisar o potencial
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos.

Até a0 momento, a tipagem genética de Pneumocystis permitiu o estudo da
biodiversidade, inter e intra-especifica de Pneumocystis (Latouche et al., 1997) a
identificacdo de possiveis reservatorios ambientais (Wakefield, 1996; Beard et al.,
2000) a ocorréncia de transmissdo pessoa-a-pessoa (Helweg-Larsen et al., 1998; Miller
et al., 2002; Totet et al., 2004) a existéncia de colonizacdo e portadores assintomaticos
(Nevez et al., 2003; Totet et al., 2003a; Wakefield et al., 2003) a identificacdo de
potenciais marcadores de viruléncia (Miller & Wakefield, 1999) o provavel
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos (Mei et al., 1998; Walker et al., 1998;
Helweg-Larsen et al., 1999; Huang et al., 2000; Kazanjian et al., 2000).

Entre os métodos de genotipagem utilizados, mais vezes, encontram-se 0S
baseados na sequenciacdo de DNA, na analise dos polimorfismos de conformacédo do

DNA em cadeia simples (SSCP do inglés “single strand conformation polymorphism”)
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e na analise dos polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP do
inglés “restriction fragment length polymorphism”). A andlise do DNA por
sequenciagdo directa tem sido o método mais comum, aplicado ao estudo da
biodiversidade e da caracterizagdo genética de Pneumocystis.

O estudo da sequéncia de DNA, nomeadamente, dos genes que codificam a
enzima TS, a enzima superoxido dismutase, o gene multifuncional arom e a subunidade
pequena do rRNA mitocondrial (mt[SSUJrRNA, do inglés “mitochondrial small subunit
rRNA”), tem sido utilizado para diferenciar Pneumocystis isolado de diferentes espécies
de hospedeiros mamiferos (Banerji et al., 1995; Dei-Cas, 2000).

Por outro lado, a diversidade genética de P. jirovecii foi observada, pela primeira
vez, no gene que codifica a subunidade grande do rRNA mitocondrial (mt[LSU]JrRNA,
do inglés “mitochondrial large subunit rRNA”), onde foram identificadas substituicdes
pontuais em trés posicdes nucleotidicas (Sinclair et al., 1991; Lee et al., 1993). Desde
entdo, a andlise da heterogeneidade genética de diversos loci tem sido aplicada ao
estudo da epidemiologia molecular da pneumocistose (quadro I1).

Entre as varias regides gendmicas estudadas, estdo os espacadores internos
transcritos (ITS, do inglés “internal transcribed spacers”), do rRNA nuclear, (Lee et al.,
1998; Miller & Wakefield, 1999; Helweg-Larsen et al., 2001; Miller et al., 2002; Nevez
et al., 2003; Matos et al., 2003a; Totet et al., 2003, 2004) o gene mt(LSU)rRNA
(Wakefield, 1996; Beard et al., 2000; Miller et al., 2002; Totet et al., 2003a) e 0 gene
que codifica a enzima dihidropteroato sintetase (DHPS, do inglés “dihydropteroate
synthase”) (Helweg-Larsen et al., 1999; Huang et al., 2000; Kazanjian et al., 2000;

Costa et al., 2001, 2003, 2003a; Totet et al., 2004a, 2004b; Costa et al., 2005).
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QUADRO I1. Genes utilizados na tipagem de P. jirovecii.

NUmero de sequéncias AlteracGes na sequéncia

GENES Tamanho (pb) Local polimoérfico

diferentes de DNA
. . . ) . 81 CIT
Subunidade grande do rRNA mitocondrial (Lee et al., 1993; Tsolaki et 1c)
al., 1998) 356 5 85 TICIA
B 248 CIT
. . . . 60 C/IA
Subunidade pequena do rRNA mitocondrial (Tsolaki et al., 1998) 300 2 196 T/G
23 T/G
63 AIT
5S rRNA (Latouche et al., 1997) 120 6 79 T/IC
82 AIG
88 T/C
. 121 T/IC
Arom (Banerji et al., 1995) 237 4 208 AJG/C
ITS1e2 (Leeetal., 1998; Matos et al., 2003a) 161 e 192 16 el3 Ver quadro Il e IV
165 AlG
DHPS (Lane et al., 1997) 834 4 171 o7
279 CIT
362 CIT
Citocromo b (Walker et al., 1998) 1038 7 369 GIT
516 CIT
1032 T/A
MSG (Ma et al., 2002a) 123 5 Duas e seis repeticdes em “tandem” de uma

sequéncia de 10 nucleotidos

Pb- pares de bases; A-adenina; C-citosina; G-guanina; T-timina.
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A diversidade genética, baseada na variacdo nucleotidica dos genes que
codificam a mt(LSU)rRNA, a mt(SSU)FRNA, o gene arom e a DHPS, resulta num
poder discriminatorio relativamente baixo, com dois, cinco, quatro gendtipos possiveis,
respectivamente (quadro I1). Por outro lado, as regides ITS s&o o locus com maior poder
discriminatorio, devido ao elevado nimero de sequéncias distintas identificadas, até ao
momento. De facto, a comparagdo entre a genotipagem ITS e a realizada em outros
genes, como 0 mt(LSU)rRNA, o mt(SSU)rRNA e o DHPS, demonstra que as regides
ITS sdo o locus mais informativo e discriminatorio, uma vez que podem ser observados
diversos gendtipos de ITS (Latouche et al., 1997; Tsolaki et al., 1998; Helweg-Larsen et
al., 2001).

A semelhanca de outros microrganismos, Pneumocystis possui trés tipos de
sequéncias transcriptas de rRNA, o0 18S, 0 5.8S e 0 26S, e entre estes genes possui duas
regides ITS (figura 4). Mas, possui apenas uma cépia dos genes de rRNA (Tang et al.,
1998; Nahimana et al., 2000). Em varios microrganismos, a sequéncia das regides ITS
tem sido utilizada em estudos filogenéticos e na avaliacdo da diversidade intra-
especifica, assim como tem contribuido para a caracterizacdo genética de estirpes

(Gaskell et al., 1997; Gasser et al., 1997; Peterson & Sigler 1998).

18S ITS1 5.8S ITS2 26S

FIGURA 4. Representacdo esquematica da organizacdo gendmica dos genes que

codificam o rRNA nuclear e das regides ITS.
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Em P. jirovecii, o estudo da variacdo genética das regides ITS do rRNA nuclear
de P. jirovecii foi documentado pela primeira vez em 1993 (Liu & Leibowitz, 1993). No
ano seguinte (1994), Lu e colegas descreveram a ocorréncia de vérias formas genéticas
diferentes nas regides ITS1 e ITS2, por substituicdo ou deleccdo de nucleotidos, em
diversas posic¢Bes nucleotidicas. Inicialmente, os tipos de 1TS1 foram designados por A,
B e C e as sequéncias de ITS2 foram denominadas por a, b e ¢, tendo sido observados
quatro tipos de combinac6es diferentes (Ac, Bb, Ba e Bc) nos 15 isolados de P. jirovecii
estudados (Lu et al., 1994). Mais tarde, Tsolaki e colegas (1996) observaram a
existéncia de 10 tipos de ITS diferentes, em 24 episodios de PPc, em individuos
seropositivos para VIH, tendo-os classificado como subtipos dos génotipos descritos
anteriormente (por exemplo, A;B,).

Em 1998, num estudo de tipagem das regides ITS em isolados de P. jirovecii
recolhidos em nove paises, incluindo Portugal, foi proposta uma nomenclatura
alternativa, onde foram descritos novos genotipos de ITS identificados (Lee et al.,
1998). Neste esquema de classificacdo, actualizado em 2003 (Matos et al., 2003a), na
regido ITS1 estdo descritos 16 tipos diferentes, designados por letras maitusculas de “A”
a “P”, e a regido ITS2 esta classificada em 14 tipos distintos, designados por letras
minusculas de “a” a “n” (quadros Il e 1V). Estudos posteriores reportaram gendtipos
ITS1 e ITS2 adicionais, em isolados recolhidos nos E.U.A., em Itdlia e no Japao
perfazendo um numero total 27 tipos de ITS1 e 35 tipos de ITS2 (Hosoya et al., 2000;
Nimri et al., 2002). Segundo a nomenclatura descrita por Lee e colaboradores (1998),
estdo identificados, até a0 momento, 61 gendtipos ITS, em varios estudos efectuados em
diferentes regides do mundo e, em Portugal foram descritos 17 destes 61 genotipos (Lee

et al., 1998; Matos, 1999; Helweg-Larsen et al., 2001; Matos et al., 2003).
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QuADRO I1I. Sequéncia de nucledtidos dos gendtipos da regido ITS 1, do rRNA
nuclear, de P. jirovecii, segundo a nomenclatura de Lee et al. (1998) e actualizada em

Matos et al. (2003a).

Genotipo Posicéo nucleotidica (pb)

ITS1 6 12-15 21-28 34 42 53-54 80-81 116-118
A C TITA TT-CCCT T T - - TTA
B C -TTA TT--CCCT T T -- -- TTA
C C -TTA TT-CCCT T T - AG TTA
D c TTTA TT-CCCT T T -- AG TTA
E T -TTA TT-CCCT T T - AG TTA
F T -TTA TT--CCCT T T -- AG ---
G T -TTA  TT-CCCT T T -- -- TTA
H T -TTA  TTTTCCCC T T -- AG TTA
I T -TTA TT--CCCC T T -- AG TTA
J T -TTC TT--CCCC T T AT AG TTA
K T -TTCG TT--CCCC T T -- AG TTA
L T -TTA TT--CCCT C T -- AG TTA
M T -TTA TT--CCCT T C -- AG TTA
N T -TTA  AT--CCCT T T -- AG TTA
O T TTTA  TT--CCCT T T -- AG TTA
P T -TTA  AT-CCCT T T - - TTA

Pb- pares de bases; A-adenina; C-citosina; G-guanina; T-timina.
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QuADRO V. Sequéncia de nucledtidos dos genotipos da regido ITS 2, do rRNA

nuclear, de P. jirovecii, segundo a nomenclatura de Lee et al. (1998) e actualizada em

Matos et al. (2003).

Genétipo Posi¢do nucleotidica (pb)
ITS 2 52-57 61-65 68-74 76 122 160 166-171 173 177-183
a TAA—  AATA AATATTT - G ATATAT G -
b TAA--  AA-TA AATATTT - - G ~ATAT [CHR—
c TAA--  AA-TA AATATTT - C T —-ATAT (CHR—
d TAA---  AA-TA AATATTT - C G —-ATAT (CHR—
e TAA--  AA-TA AATATTT - - G —---AT (CHR—
f TAA---  AA-TA AATATTT T - G —---AT A e
g TAA---  AA-TA AATAATT - - G —--AT A e
h TAA--  AA-TA AATATTT - - G —-AT YN
in AAATA - - - G AT YN —
i - e AATAATT - - G -~ATAT G -
7 AATAATT - - G —-AT A CAAAATA
m  TAATAAT AA-TA AATAATT - - G —-AT Y N—
n TAA-AT  AA-TA AATAATT - - (CHR— Y N—

Pb- pares de bases; A-adenina; C-citosina; G-guanina; T-timina.
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6. APRESENTACAO CLINICA DA PNEUMOCISTOSE

P. jirovecii € um microrganismo que causa pneumonia grave no Homem,
dependendo a duracgéo e a gravidade da infeccdo de diversos factores, em particular, do
estado imunoldgico do hospedeiro. Assim, e dado que a evolucdo natural da infeccéo é
muito variada, ndo existem manifesta¢@es clinicas patognomonicas da pneumocistose.

A presenca de um pequeno nimero de microrganismos no pulmdo ou um
sistema imunitario intacto podem ndo ter consequéncias clinicas. Por outro lado, as
infeccBes caracterizadas por um elevado nimero de parasitas podem causar sintomas e
sinais, muito variados, nos diferentes hospedeiros. Contudo, as caracteristicas da
infeccdo por P. jirovecii podem ser confundidas com infec¢Ges concomitantes, em
simultaneo, por outros microrganismos patogénicos ou por complicacdes da doenca

subjacente (Hughes, 1994).

6.1. PNEUMOCISTOSE PULMONAR

Dado o tropismo de P. jirovecii para o pulmdo, as manifestagcdes pulmonares séo
as mais frequentes na historia natural da pneumocistose. No pulméo, P. jirovecii adere
as células epiteliais do alvéolo pulmonar, os pneumdcitos do tipo I, onde prolifera. Na

auséncia de tratamento, ocorre a destruicdo destas células, desencadeando-se um
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processo inflamatorio que provoca hipoxemia e pode conduzir a morte do hospedeiro,
por insuficiéncia respiratoria grave (Touze et al., 1991).

O quadro clinico da pneumocistose pulmonar é caracterizado por diversos
sintomas, sendo os mais comuns febre, tosse ndo produtiva e dispneia (Touze et al.,
1991; Bernard et al., 1992; Moe & Hardy, 1994; Kovacs et al., 2001). A evolucao
destes sintomas pode ser, particularmente, lenta nos doentes infectados por VIH, o que
pode atrasar o diagnostico (Kovacs et al., 2001). O inicio da doenca é caracterizado pelo
aparecimento de febre, entre os 38°C e os 40°C, em mais de 80% dos casos, tosse,
geralmente ndo produtiva, presente em 50% dos doentes, podendo ser acompanhada por
expectoracdo em 20 a 30% dos doentes (Kovacs et al., 1984). Em individuos com
infeccdo por VIH, pode-se observar, também, emagrecimento, dor toracica, astenia e
suores nocturnos (Engelberg et al., 1984; Mayaud et al., 1986). No periodo de
estabelecimento da infeccdo pode ocorrer pneumonia intersticial, com dispneia
progressiva, desenvolver em mais de 60% dos doentes (Kovacs et al., 1984; Dohn &
Frame, 1994).

O radiograma do tdrax, caracteristico de um doente com um quadro clinico
compativel com PPc revela, na maior parte dos casos, um padrdo de infiltrado
intersticial difuso e bilateral (Kovacs et al., 1984; Carette et al., 1994). Contudo, em 10
a 20% dos casos, 0 exame radioldgico pode apresentar-se normal (Kovacs et al., 2001).
Em alguns casos de PPc, a apresentacdo radiolégica pode revelar-se atipica, estando a
maioria relacionados com o uso da pentamidina em aerossol, na profilaxia da
pneumocistose (Jules-Elysee et al., 1990; Kennedy & Goetz, 1992). Nestes casos,
podem-se observar infiltrados intersticiais localizados ou unilaterais (Kovacs et al.,

1984; De Lorenzo et al., 1987; Carrete et al., 1994), localizacbes apicais e pneumotdrax
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(De Lorenzo et al., 1987; Afessa et al., 1988; Kennedy & Goetz, 1992). Neste contexto,
os padrdes radiologicos atipicos podem-se dever a distribuicdo desigual da pentamidina
no pulméo, o que pode facilitar a disseminacdo de Pneumocystis, em &reas menos
aerossolizadas.

Numa fase posterior da doenca, pode-se observar insuficiéncia respiratoria
grave, com polipneia, cianose, taquicardia e hipdxia-hipocapnia por blogueio alveolo-
capilar.

Nos doentes com infec¢do por VIH, a pneumocistose estabelece-se de modo
insidioso e podem decorrer varias semanas até ao aparecimento da sintomatologia, o
que pode significar atraso do diagndstico da PPc. Inicialmente, os sintomas sdo
discretos, com tosse seca, dispneia e hipoxemia (ndo ultrapassa os 60 mm Hg) e os
sinais radioldgicos sdo tardios (Kovacs et al., 1984; Mayaud et al., 1986; Dohn &
Frame et al., 1994).

No individuo imunocomprometido, sem infeccdo por VIH, a sintomatologia da
pneumocistose é semelhante a apresentada pelo individuo com infeccdo por VIH, mas
mais exuberante. Nestes doentes, a infec¢do evolui, rapidamente, em alguns dias, para a
insuficiéncia respiratéria aguda (Kovacs et al., 1984; Mayaud et al., 1986; Dohn &

Frame, 1994).

6.2. PNEUMOCISTOSE EXTRAPULMONAR
Apesar das manifestacbes pulmonares serem as mais frequentes, no curso natural
da infeccdo por P. jirovecii, a presenca deste microrganismo tem vindo a ser descrita em

outros 6rgdos, 0 que sugere a disseminacao sistémica, a partir do pulmao (Cohen et al.,
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1991; Touze et al., 1991; Bernard et al., 1992; Moe & Hardy, 1994; Ng et al., 1997). A
disseminacdo da infeccdo por P. jirovecii pode ocorrer em casos de profunda
Imunossupressao, em doentes que ndo sujeitos a profilaxia ou tratados com pentamidina
em aerossol (Dieterich et al., 1992; Grasland et al., 1997).

Localizagdes extrapulmonares da infeccdo por Pneumocystis ja foram descritas
nos ganglios linfaticos, no aparelho auditivo, no globo ocular, no figado, no baco, no
coracdo, na medula dssea, na tirdide, no cortex cerebral, nos rins, no aparelho gastro-
intestinal e na pele (Hennessey et al., 1991; Bellomo et al., 1992; Bierhoff et al., 1996;
Manfredi et al., 1998; Kinchen et al., 1998; Patel et al., 1999; Guan et al., 2001;
Hagmann et al., 2001; Sundar et al., 2001; Praveen et al., 2002; Zamuco & Yang,
2005). Apesar de, geralmente, a infeccdo extrapulmonar por Pneumocystis ocorrer em
simultineo com a doenca pulmonar, j& foram descritos casos de localizacdo
extrapulmonar exclusiva (Ellison et al., 1995; Terris et al., 1996; Bundow & Aboulafia,

1997).
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7. DIAGNOSTICO DA PNEUMOCISTOSE

7.1. DIAGNOSTICO PRESUNTIVO

O diagndstico presuntivo da pneumocistose pulmonar é fundamentado no quadro
clinico, nos testes de funcdo pulmonar e na gasimetria arterial, em repouso e apos
exercicio, nos exames radiologicos e em exames laboratoriais inespecificos. Estes
elementos sdo Uteis, no entanto, ndo confirmam o diagndstico de pneumocistose.

A apresentagdo clinica da pneumocistose pulmonar esta relacionada com a
doenga imunossupressora subjacente. De facto, nos doentes com infeccdo por VIH, o
intervalo de tempo que medeia 0 momento do contagio e o inicio da sintomatologia é
maior, 0 que torna o diagndstico, nestes doentes, mais dificil, do que naqueles com
outras imunodeficiéncias (Baughman, 1994).

Os testes de funcdo pulmonar revelam, em cerca de 80% dos doentes, hipoxemia
ou, pelo menos, aumento do gradiente de oxigénio alvéolo-arterial (Baughman, 1994).

Apesar de ndo existir um padrdo radioldgico caracteristico de pneumocistose, 0
exame radiolégico do tdérax é atil nos doentes imunocomprometidos com sintomatologia
respiratoria (Opravil et al., 1994). A apresentacdo radioldgica classica da pneumocistose
¢ um padrdo intersticial bilateral (Crans & Boiselle, 1999; Boiselle et al., 1999),

caracterizado por opacidades reticulonodulares bilaterais. No entanto, o padrdo
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radioldgico pode variar em fungdo da doenca imunossupressora subjacente, do grau de
imunossupressao e da presenca de outras infecgdes concomitantes (Fishman, 1994).

No caso do radiograma do térax se apresentar normal ou equivoco, a tomografia
computorizada de alta resolucdo pode revelar-se atil, dada a sua elevada
sensibilidade,(Crans & Boiselle, 1999). Os testes de medicina nuclear como a
cintigrafia com tecnécio (*™Tc), que documenta a variacdo da permeabilidade da
membrana alvéolo-capilar, ou com citrato de géalio (°‘Ga), que localiza lesdes
inflamatdrias, podem, também, ser utilizados (Fishman, 1994; Stern et al., 1996; Asai,
1998).

Entre os testes laboratoriais inespecificos, encontra-se o doseamento da
desidrogenase lactica no soro (LDH, do inglés “lactate dehydrogenase”), que aumenta
no inicio da infeccdo. Contudo, este exame, apesar de muito sensivel, ndo é especifico
da PPc, podendo, no entanto, ser util na avaliacdo do progndstico e da resposta a
terapéutica (Kagawa et al., 1988; Zaman & White, 1988; Grover et al., 1992; Fernandez
et al., 1995; Quist & Hill, 1995; Butt et al., 2002).

Em relacdo aos testes sero-imunoldgicos, estes apresentam pouco interesse no
diagnostico da pneumocistose, uma vez que a percentagem de portadores de anticorpos
anti-Pneumocystis €, na populacdo em geral, muito elevada. Por outro lado, a detec¢do
de antigénios no soro, por contra-imuno-electroforese ou por ELISA, tem, também,

pouco valor diagnéstico, devido a sua reduzida sensibilidade (McNabb et al., 1988).
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7.2. DIAGNOSTICO DEFINITIVO

O diagnostico definitivo da pneumocistose assenta na identificacdo do
microrganismo em amostras de secre¢cbes pulmonares ou em biopsias de tecido
pulmonar, uma vez que o quadro clinico da pneumocistose ndo € patognomanico,

permitindo, apenas, o diagndstico presuntivo.

7.2.1 Amostras clinicas

As amostras clinicas utilizadas no diagnostico da pneumocistose podem ser
classificadas em amostras obtidas por técnicas invasivas, como a biopsia pulmonar ou o
lavado bronco-alveolar (LBA), e em amostras obtidas por técnicas nao invasivas, como
a expectoracao, induzida (EI) ou espontanea, as secre¢des bronquicas (SB), o aspirado
nasofaringeo ou o lavado oral (LO).

Inicialmente, o estudo cito-histologico de um fragmento de biopsia pulmonar era
0 Unico método disponivel na deteccdo de P. jirovecii, para o diagnostico da
pneumocistose pulmonar. Esta técnica permite a identificacdo de P. jirovecii em mais de
90% dos casos de infeccdo e esta indicada, quando o LBA é negativo, mas se mantém a
suspeita de pneumocistose (Baughman, 1994).

A andlise do LBA permite a deteccdo de Pneumocystis em mais de 80% dos
casos, sendo a sua recolha efectuada por broncoscopia com fibroscépio, no lobo médio
(Gosey et al., 1985). Dada a sua grande sensibilidade, este é o método mais utilizado no

diagnostico da pneumocistose pulmonar. Em criancas, quando nédo € possivel recolher o
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liqguido do LBA, procede-se a lavagem e aspiracdo dos bronquios principais, para a
recolha das SB.

O estudo da El, obtida pela inalacdo de um soro salino a 1,8%, durante 10 a 15
minutos, com um nebulizador ultrassénico, que promove a transudacdo e a exfoliagdo
traqueobrénquicas, € um método ndo invasivo para a recolha de secre¢Ges pulmonares,
para estudo microbiologico. Este método permite a deteccdo de P. jirovecii em 30 a
70% dos casos de infeccdo, apos a coloragdo com corantes ndo especificos (Zaman et
al., 1988; Ng et al., 1989). Quando associada a técnica de imunofluorescéncia (IF), com
anticorpos monoclonais (AcM) anti-Pneumocystis, detecta entre 50 a 90% dos casos de
infeccdo (Kovacs et al., 1986; Baughman et al., 1989; Ng et al., 1990; Matos et al.,
1995). A liquefaccdo da amostra de expectoracdo, com um agente mucolitico, como o
ditiotreitol, e posterior aplicacdo de uma técnica de coloracdo especifica, contribui,
largamente, para a elevada sensibilidade desta técnica de diagndstico nao invasiva
(Zaman et al., 1988).

Ao longo dos ultimos anos, alguns estudos avaliaram, também, a utilidade do
LO, quando estudado por técnicas de PCR, no diagnostico da pneumocistose
(Wakefield et al., 1993; Helweg-Larsen et al., 1997, 1997a, 1998; Matos et al., 2001).
O LO, obtido por gargarejamento com um soro salino, permite a deteccdo de P. jirovecii
com uma sensibilidade e uma especificidade entre 75-89% e 91-100%, respectivamente
(Wakefield et al., 1993; Helweg-Larsen et al., 1998). Por outro lado, este tipo de
amostra, obtida por técnicas ndo invasivas, pode, também, ser muito util na
monitorizacdo da eficacia do tratamento anti-P. jirovecii e na realizacdo de estudos

epidemiologia e de genotipagem (Tsolaki et al., 1999).
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7.2.2. Métodos citoquimicos de coloragdo

Os métodos citoquimicos de coloracdo, descritos para detec¢do de Pneumocystis,
dividem-se nos que coram a parede dos quistos, mas ndo o seu conteddo ou 0s
trofozoitos, e nos que coram os trofozoitos e corpos intraquisticos, mas ndao 0s quistos.

A técnica de coloracdo pela metenamina prata, descrita por Gomori e modificada
por Grocott (1955), é considerada como a técnica de referéncia, no diagndstico da
pneumocistose, corando a parede do quisto. A parede do quisto fica corada de cinzento
escuro, num fundo cinza esverdeado claro, e os quistos aparecem com forma redonda ou
oval, com 4 a 7 um. No entanto, para além de ser uma técnica morosa e onerosa, requer
um técnico experiente para a sua leitura, uma vez que, também, cora leveduras, que
ficam com aspecto semelhante a Pneumocystis. Outras técnicas, como a coloragédo pelo
azul de toluidina (Gosey et al., 1985) e pelo calcoflior (Baselski et al., 1990), coram,
também, a parede quistica, mas a semelhanca do método anterior ndo sdo especificas.

A coloragdo pelo Giemsa permite detectar os trofozoitos e os corpos
intraquisticos (Holten-Andersen & Kolmos, 1989). Apesar desta técnica ser de execucao
rapida e permitir a identificacdo de outros microrganismos, a sua leitura é dificil,
requerendo um técnico experiente para a sua observacdo. Por este método, 0s
trofozoitos sdo dificeis de reconhecer e de diferenciar dos restantes fragmentos

celulares.

7.2.3. Métodos imunofluorescentes de coloracéo
Com o intuito de superar a baixa especificidade, e aumentar a sensibilidade, dos

métodos citoquimicos, foram desenvolvidas técnicas de coloracdo com compostos
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imunofluorescentes, com AcM, que reconhecem proteinas na parede celular de qualquer
estadio do ciclo de vida de Pneumocystis.

Em 1986, a IF comecou a ser usada na detecgédo de P. jirovecii (Kovacs et al.,
1986, Linder et al., 1986), tendo sido considerada mais sensivel que os métodos
convencionais, como a metenamina prata ou o Giemsa (Kovacs et al., 1986, 1988; Elvin
et al., 1988; Baughman et al., 1989; Ng et al., 1990, 1990a; Matos et al., 1995) ou, pelo
menos, tdo sensivel como este (Lautenschlager et al., 1996). Nesta técnica, 0s
anticorpos utilizados ligam-se a antigénios de superficie de Pneumocystis, podendo ser
utilizados, de forma a aumentar a especificidade da IF, antigénios que nao estdo
completamente acessiveis a superficie do parasita, mas que podem ser expostos, através
da digestao parcial da parede do quisto (Lautenschlager et al., 1996). Com a técnica de
IF, os quistos e trofozoitos apresentam-se corados de verde fluorescente. Os quistos tém
forma redonda ou oval, com 4 a 7 um, e os trofozoitos sdo polimorficos, com 1 a5 pum.

Actualmente, a técnica de imunofluorescéncia indirecta (IFI) com AcM é a mais

utilizada no diagnostico de P. jirovecii (Elvin, 1994).

7.2.4. Métodos moleculares

Ao longo da ultima década, o desenvolvimento das técnicas de biologia
molecular tem contribuido, largamente, para o diagnostico das doencas infecciosas,
permitindo a identificacdo de infec¢gbes com um reduzido nimero de microrganismos,
em amostras clinicas, de colheita ndo invasiva.

A amplificagdo, in vitro, de DNA, por PCR, permite detectar DNA especifico de
um determinado microrganismo, em amostras clinicas e do ambiente. Para além de ser

uma técnica muito sensivel e especifica, a PCR apresenta véarias vantagens, como a
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possibilidade de processamento de um elevado nimero de amostras, em simultaneo, e a
facilidade de interpretacéo dos resultados.

No inicio da década de 90, do século passado, foram descritos 0s primeiros
protocolos para a deteccdo de DNA especifico de Pneumocystis, que consistiam na
amplificagdo de um fragmento, que codifica 0 rRNA mitocondrial (Wakefield et al.,
1990, 1990a). Desde entdo, foram descritos varios métodos de PCR para a identificacdo
de Pneumocystis, tendo por alvo diversos genes. Estes métodos permitem a deteccao de
Pneumocystis em amostras de LBA, El, expectoracdo expontanea, SB, LO, aspirados
nasofaringeos, soro, sangue e amostras do ambiente (por exemplo, agua e ar)
(Wakefield et al., 1990, 1991; Leigh et al., 1992; Bartlett et al., 1996; Wakefield, 1996;
Bartlett et al., 1997; Casanova-Cardiel & Leibowitz, 1997; Atzori et al., 1995; Caliendo
et al., 1998; Olsson et al., 1998; Sing et al., 1999a; Matos, 1999; Matos et al., 2000,
2001; Nevez et al., 2001).

Ao longo dos ultimos anos, tém sido descritos varios protocolos de PCR, que
amplificam diversos fragmentos de DNA do genoma de Pneumocystis, como 0 rRNA
mitocondrial (Wakefield et al., 1990, 1990a), as regides ITS dos genes que codificam o
rRNA nuclear (Lu et al., 1994), o gene que codifica a subunidade 5S do rRNA nuclear
(Kitada et al., 1991, 1991a; Oka et al., 1993), um fragmento da sequéncia que codifica a
enzima TS (Olsson et al., 1993),de entre outros.

Devido a sensibilidade elevada da técnica de PCR, a sua aplicacdo a deteccéo de
P. jirovecii, para além de um método importante no diagnostico da pneumocistose,
pode, também, contribuir para a monitorizacdo dos doentes sob terapéutica ou profilaxia

e para a deteccdo de portadores assintomaticos.
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Recentemente, a técnica de PCR em tempo real, que permite quantificar o DNA
amplificado, ao longo dos ciclos de amplificacdo, tem sido aplicada a detecgcdo de P.
jirovecii em amostras clinicas (Flori et al., 2004; Brancart et al., 2005; Strutt & Smith,
2005; Arcenas et al., 2006). Devido a elevada sensibilidade desta técnica, é possivel
detectar um nimero muito pequeno de microrganismos, em doentes com pneumocistose
ou em portadores assintomaticos, sendo, por isso, muito Gtil na aplicacdo ao diagnostico
da pneumocistose, na identificacdo de casos de colonizacdo por P. jirovecii e em estudo
de genotipagem (Larsen et al., 2002; Totet et al., 2003a; Ndam et al., 2003).

Em 2000, em resultado de estudos efectuados em culturas in vitro de
Pneumocystis, alguns autores verificaram que este eucariota ndo sintetizava a S-
adenosilmetionina, uma molécula importante nas reac¢fes de metilacdo e sintese das
poliaminas, necessitando, por isso, de recolher este metabolito do ambiente extracelular
(Merali et al., 2000). Mais tarde, 0s mesmos autores sugeriram que a medicdo da
concentracdo de S-adenosilmetionina, no plasma, poderia ser utilizada como método de
diagnostico da pneumocistose (Skelly et al., 2003; Merali & Clarkson., 2004). De facto,
os estudos efectuados verificaram que a concentragdo média deste metabolito em
individuos saudaveis era de 106 nmol/L, em individuos com suspeita de pneumocistose
era de 8 nmol/L e que ndo era detectada em doentes com PPc (Skelly et al., 2003).
Posteriormente, nos doentes com pneumocistose, ap6s tratamento, a concentracdo de S-
adenosilmetionina aumentava para niveis semelhantes aos dos individuos saudaveis. A
variacdo da concentracdo deste metabolito, em funcdo da auséncia ou ndo de infeccdo,
sugere que este método possa ser bastante Util, no diagndstico e na avaliacdo da resposta

a terapéutica anti-P. jirovecii.
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8. TRATAMENTO E PROFILAXIA DA PNEUMOCISTOSE

Antes da pandemia da SIDA, a pneumocistose era uma doenca pouco frequente,
circunscrita a algumas populacdes de doentes, e as opcdes terapéuticas eram
insuficientes. Nos anos 50, do século passado, o primeiro farmaco a ser utilizado no
tratamento da pneumocistose foi a pentamidina, administrada por via parentérica (Ivady
& Paldy, 1958), seguida da pirimetamina-sulfadiazina, utilizada pela primeira vez nos
anos 60 (Frenkel et al., 1966), e do TMP-SMX, nos anos 70 (Hughes et al., 1974;
Hughes et al., 1977). Posteriormente, o desenvolvimento de métodos de cultura de
Pneumocystis, impulsionou o estudo do efeito de novos farmacos no desenvolvimento e
biologia deste parasita (Cushion et al., 1985; Cushion et al., 1985a).

A reducéo do crescimento de Pneumocystis foi demonstrada, através da inibi¢éo
de enzimas importantes do seu metabolismo, como, a DHFR (Edman J.C. et al., 1989;
Kovacs et al., 1990), a DHPS (Kovacs et al., 1989), a TS (Edman U. et al., 1989), a
ornitina descarboxilase (Lipschik et al., 1991), a topoisomerase (Dykstra & Tidwell,

1991) e a B-1,3-glucano sintetase (Schmatz et al., 1991).
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8.1. TRATAMENTO ETIOLOGICO

O principal farmaco utilizado no tratamento da pneumocistose é o cotrimoxazol,
uma combinagdo de TMP-SMX, que actua sobre a via biossintética do &cido folico. O
SMX, assim como outros farmacos da familia das sulfas (por exemplo, a dapsona e a
sulfadiazina), inibe a enzima DHPS, que catalisa a formacéo do acido dihidropteroico, a
partir do acido para-aminobenzoico e da pteridina. O TMP, também actua sobre a via
biossintética do folato, inibindo a enzima DHFR que catalisa a reac¢do de formacéo do
acido tetrahidrofdlico, a partir do &cido dihidrofélico (figura 5).

A eficdcia de tratamento varia entre 70 e 90%, em funcdo da sua duracdo
(Hughes et al., 1978; Shelhamer et al., 1984; Haverkos et al., 1984; Hughes et al.,
1993). Os efeitos secundarios associados ao uso do cotrimoxazol surgem, geralmente,
entre 0 sétimo e 0 14° dia de tratamento e incluem febre, exantema, prurido, nauseas,
vomitos, hipotensdo, leucopenia, anemia, insuficiéncia renal, citdlise hepatica e,
raramente, trombocitopenia (Moe & Hardy, 1994).

As reaccOes adversas sdo, geralmente, mais frequentes nos doentes seropositivos
para VIH, e sdo controladas pela reducdo da posologia ou por tratamento sintomatico,
podendo, no entanto, levar a interrupcdo do tratamento (Gordin et al., 1984).

Nos doentes com pneumocistose, que desenvolvem reaccbes adversas ao TMP-
SMX, ou que ndo respondem a terapéutica com este farmaco, o tratamento alternativo
utilizado é, geralmente, a pentamidina. A pentamidina é uma diamidina aromatica,
utilizada no tratamento de infeccdes por protozoarios, como Trypanosoma brucei

gambiense, Leishmania donovani e Babesia canis.
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Pteridina + PABA

DHPS ? X

Acido dihidropteroico

|

Acido dihidrofélico

X I
DHFR ?

Acido tetrahidrofélico

FIGURA 5. Representacdo esquematica da inibicdo da via biossintética do acido fdlico,
pelas sulfamidas e TMP. PABA; &cido para-aminobenzoico; DHPS, dihidropteroato

sintetase; DHFR, dihidrofolato reductase.

De preferéncia, a pentamidina é administrada por via intravenosa, podendo ser,
também, usada por via intramuscular, durante 21 dias. Este farmaco possui uma eficéacia
semelhante a do TMP-SMX, de 70 a 95% (Sattler et al., 1988), podendo os doentes
desenvolverem efeitos secundarios, como hipoglicemia, azotemia, pancreatite aguda,
hipocalcemia, leucopenia e, raramente, trombocitopenia, hipotensdo ortostatica, arritmia

cardiaca, nauseas e vomitos. Alguns destes efeitos secundarios, podem ser reversiveis,
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apos a reducdo da dose (Sattler et al., 1988). Com o objectivo de reduzir a sua
toxicidade, foi experimentada a administracdo da pentamidina em aerossol. Desta
forma, a pentamidina seria dirigida, directamente, para o pulmao afectado, evitando a
absorcdo sistemica e, consequentemente, o desenvolvimento de reacgdes adversas
(Conte & Golden, 1988).

Para os casos de hipersensibilidade ao TMP-SMX ou a pentamidina, ou quando
os doentes ndo respondem a qualquer uma destas terapéuticas, outros farmacos sdo
utilizados no combate a infec¢cdo por P. jirovecii. A associacdo da dapsona com o TMP
é utilizada no tratamento da pneumocistose de gravidade ligeira a moderada (Medina et
al., 1990; Safrin et al., 1994). A combinacdo primaquina-clindamicina é também
recomendada, a semelhanca da combinacdo dapsona-TMP, no tratamento de casos de
pneumocistose menos graves (Black et al., 1994; Toma et al., 1998; Smego et al.,
2001).

A atovaquona, uma hifroxinaftoquinona, inibe o transporte de electrbes no
complexo do citocromo bcl e, consequentemente, a sintese de novo das pirimidinas
(Ittarat et al., 1995). A atovaquona, administrada por via oral, durante 21 dias, é
recomendada, apenas, nos casos de PPc de gravidade ligeira a moderada.

O trimetrexato, um inibidor da DHFR, é administrado, em conjunto com acido
folico (leucovorina), nos casos de pneumocistose, quando os doentes ndo toleram o
TMP-SMX, e € necessario proceder ao seu tratamento por via intravenosa (Masur,

1992; Sattler et al., 1994).
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8.2. TRATAMENTO ADJUVANTE COM CORTICOSTEROIDES

Nos doentes com pneumocistose de gravidade moderada a severa, definida por
um valor da pressdo arterial de oxigénio (PaO,) inferior a 70 mm Hg ou um valor do
gradiente de oxigénio artério-alveolar menor que 35 mm Hg, deve ser administrada
corticoterapia o mais cedo possivel, até 72 horas ap6s o inicio do tratamento da PPc
(Centers for Disease Control and Prevention, 2004). A administracdo de
corticosteroides é recomendada com o objectivo de reduzir ou prevenir a hipoxemia e
melhorar o progndstico em termos da funcéo pulmonar e sobrevivéncia (Bozzette, 1990;
Bozzette et al., 1990). Os corticosterdides diminuem a inflamacéo e reduzem a fibrose
pulmonar, travando, assim, a afluéncia de células mononucleares nos locais de infec¢édo

(Masur, 1992).

8.3. PROFILAXIA

Antes do uso alargado da profilaxia contra a pneumocistose e do uso da
HAART, a PPc ocorria em 70 a 80% dos doentes, com infeccdo VIH/SIDA (Phair et al.,
1990). Desde entdo, a frequéncia desta doenca diminuiu, significativamente, até valores
de incidéncia, para a Europa Ocidental e os E.U.A , de dois a trés casos por cada 100
pessoas/ano (Furrer et al., 1999).

A profilaxia pode ser estabelecida com o intuito de evitar a infeccdo primaria
(primeiro episodio) ou secundaria (recaida). A profilaxia primaria é indicada para

adultos e adolescentes infectados por VIH, incluindo mulheres gravidas, e 0s que estdo
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sob HAART, que tenham contagem de linfocitos TCD4" inferior a 200 células/ul ou
historia de candidiase orofaringea (Centers for Disease Control and Prevention, 1989,
2004; Phair et al., 1990; Kaplan et al., 1998). Os doentes infectados por VIH, com
contagem de linfocitos TCD4" inferior a 14% e com outra doenca definidora de SIDA,
mas sem outro critério de qualificacdo, devem, também, ser sujeitos a profilaxia
(Centers for Disease Control and Prevention, 1989, 2004; Phair et al., 1990; Kaplan et
al., 1998). Quando n&o é possivel monitorizar a contagem de linfocitos TCD4", por um
periodo igual ou superior a trés meses, deve ser considerada a prescri¢do de profilaxia
anti-P. jirovecii se a Gltima contagem tiver sido superior a 200 células/ul, mas inferior a
250 células/ul (Kaplan et al., 1998).

A profilaxia priméria pode, no entanto, ser interrompida se os doentes
responderem com sucesso a HAART, aumentando a sua contagem de linfocitos TCD4"
para um valor superior a 200 células/ul, por periodo superior a trés meses (Kaplan et al.,
2002; Masur et al., 2002). Nos variados estudos que suportam esta recomendacdo, a
maioria dos doentes estava sob a HAART, com inclusdo, na combinacdo terapéutica, de
um inibidor da protease, e a maioria dos doentes mantinha uma contagem de linfocitos
TCD4" superior a 200 células/pl, em média superior a 300 células/ul, por mais de trés
meses, (Furrer et al., 1999; Kirk et al., 1999; Schneider et al., 1999; Weverling et al.,
1999; Dworkin et al., 2000; Mussini et al., 2000; Yangco et al., 2000; Furrer et al.,
2001; Lopez Bernaldo de Quiros et al., 2001).

A profilaxia secundaria é indicada, de forma vitalicia, para os doentes, com
infeccdo por VIH, que tiveram episddios anteriores de pneumocistose. No entanto, esta
pode ser interrompida no caso dos doentes que tiveram um aumento do valor de

contagem de linfécitos TCD4" superior a 200 células/ul, por um periodo igual ou
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superior a trés meses, em resultado da HAART (Kaplan et al., 2002; Masur et al.,
2002). De facto, nos estudos efectuados que sustentam esta recomendagdo, a maioria
dos doentes mantinha a contagem de linfocitos TCD4" superior a 200 células/pl, em
média superior a 300 células/ul, por mais de trés meses (Kirk et al., 1999; Dworkin et
al., 2000; Soriano et al., 2000; Ledergerber et al., 2001; Lopez Bernaldo de Quiros et
al., 2001). Se, posteriormente, ocorrer um episodio de PPc, em doentes com contagem
de linfécitos TCD4" superior a 200 células/ul, é recomendada a instituicdo de profilaxia
vitalicia, independente do valor da contagem de linfécitos TCD4" (Kaplan et al., 2002;
Masur et al., 2002).

O TMP-SMX ¢é o farmaco de primeira escolha para a profilaxia, priméria e
secundaria, da pneumocistose (Center for Diseases Control and Prevention, 1989, 2004;
Schneider et al., 1992; Bozzette et al., 1995; Schneider et al., 1995). Nos doentes que
desenvolvem reacgdes adversas ao TMP-SMX, a pentamidina em aerossol € uma
alternativa eficaz e bem tolerada (Schneider et al., 1992). A profilaxia da PPc, com
pentamidina em aerossol, resulta, por vezes, caso o doente desenvolva pneumocistose
pulmonar, numa apresentacdo clinica pouco comum, com um padrdo radiolégico de
infiltrados locais ou nos lobos superiores, carga parasitaria menor, o que pode dificultar
o0 seu diagndstico, como jéa foi referido anteriormente.

Outros regimes profilacticos alternativos incluem a dapsona (Bozzette et al.,
1995), sendo a combinacdo dapsona e pirimetanima, em conjunto com acido fdlico
(leucovorina), recomendada nos doentes com serologia da toxoplasmose positiva e
contagem linfocitos TCD4" inferior a 100 células/pl (Girard et al., 1993; Opravil et al.,

1995; Podzamczer et al., 1995).
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9. ESTUDO DA RESISTENCIA DE P. JIROVECII AO COTRIMOXAZOL

Apesar do decréscimo da incidéncia da pneumocistose, como resultado da
profilaxia anti-P. jirovecii e da HAART, esta continua a ser uma das infecc¢oes
oportunistas definidoras de SIDA comum, assim como a mais frequente em doentes
com infecgéo por VIH, na Europa e nos E.U.A. (Kaplan et al., 2000).

O uso alargado do TMP-SMX, na profilaxia e tratamento da pneumocistose,
durante quase 30 anos, em conjunto com relatos da ocorréncia desta doenga em
individuos sob profilaxia anti-P. jirovecii, tem suscitado algumas questdes acerca do
desenvolvimento de resisténcia por parte deste parasita ao TMP-SMX (Epstein et al.,
1994). Nos ultimos anos, um numero cada vez maior de microrganismos tem
desenvolvido resisténcia ao TMP-SMX, provavelmente, relacionada com 0 Sseu uso
alargado na profilaxia da pneumocistose (Martin et al., 1999; Wininger & Fass, 2002).
De facto, até a exposicdo de curta duracdo ao TMP-SMX pode ser associada ao
desenvolvimento de resisténcias, como foi demonstrado em doentes com cistite aguda
causada por Escherichia coli (Brown et al., 2002). Também, a prevaléncia de
Staphylococcus aureus e de algumas enterobactérias resistentes ao TMP-SMX, em
doentes hospitalizados aumentaram, significativamente, de menos de 5,5% de isolados,
antes de 1986, até 20% em 1995, a medida que a profilaxia com o TMP-SMX foi

aumentando nos doentes com infeccdo por VIH (Martin et al., 1999). Para além disso, o

59



Estudo da resisténcia de P. jirovecii ao cotrimoxazol

aumento do numero de microrganismos resistentes foi, significativamente, mais elevado
em amostras obtidas de doentes com infecgéo por VIH, onde os isolados resistentes
aumentaram de 6,3%, em 1988, para 53%, em 1995. Também, outros autores,
verificaram o aumento significativo do nimero de microrganismos resistentes, nos
doentes tratados com TMP-SMX, em comparag¢do com os doentes que ndo estavam sob
a accdo deste farmaco (Wininger & Fass, 2002).

Estudos no modelo animal demonstram que a maior parte da actividade anti-
Pneumocystis do TMP-SMX é devida ao SMX (Walzer et al., 1992). De facto, o
desenvolvimento de resisténcia as sulfas pode resultar do insucesso do SMX, assim
como da dapsona, uma sulfona utilizada, também, no tratamento e profilaxia da
pneumocistose. Os farmacos da familia das sulfas actuam interferindo na via
biossintética do acido folico (vide figura 5). Ao contrario do que acontece nas células de
mamiferos, que possuem sistemas de transporte do acido folico, do meio extracelular
para o intracelular, a maioria dos procariotas e alguns eucariotas tém que sintetizar o
folato de novo (Skold, 2000). Assim, como as células dos mamiferos ndo possuem a
DHPS, as sulfas podem, selectivamente, inibir o crescimento de varios microrganismos.

A resisténcia as sulfas pode desenvolver-se através de variados mecanismos. Na
maioria das bactérias entéricas Gram-negativo, a resisténcia as sulfamidas esta,
geralmente, relacionada com formas do gene da DHPS mutantes, de elevada
divergéncia genética, presentes no genoma plasmidico (Huoniven et al., 1995).
Também, alteracBes cromossémicas no locus da DHPS, como mutacbes pontuais,
inser¢cbes ou duplicacdo de aminoacidos e alteracdes maiores da sequéncia, como
resultado de recombinacdo, podem conduzir ao desenvolvimento de resisténcia

(Huoniven, 2001). Em alguns microrganismos, podem coexistir maltiplos mecanismos
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de resisténcia, identificados em diversas estirpes. Por exemplo, em algumas estirpes de
Neisseria meningitidis o gene da DHPS possui 10% de divergéncia genética, que se
pensa ser devida a recombinacdo genética (Huoniven et al., 1995), enquanto que outras
estirpes de Neisseria adquiriram uma insergdo cromossomica, que resultou na adi¢éo de
dois aminoacidos a sequéncia da DHPS (Qvarnstrom & Swedberg, 2000). Em outros
microrganismos, como E. coli e Plasmodium falciparum, muta¢fes pontuais, nao
sindnimas, que resultam na alteracdo de aminoacidos na sequéncia da DHPS, podem
conduzir ao desenvolvimento de resisténcia as sulfas (Dallas et al., 1992; Brooks et al.,
1994). Para além disso, a acumulacdo de mutacGes diferentes, ao longo do tempo, pode
levar a niveis cada vez maiores de resisténcia as sulfas, a semelhanca do que acontece

em P. falciparum (Nzila et al., 2000).

9.1. POLIMORFISMOS NO GENE DA DHPS DE P. JIROVECII

No inicio dos anos 90, do século passado, o gene da DHPS de P. jirovecii foi
sequenciado e verificou-se que este faz parte de um gene Unico responsavel pela sintese
do &cido félico, que codifica uma proteina trifunctional composta pela DHPS, a
dihidroneopterina aldolase e a hidroximetildihidropterina pirofosfocinase (Volpe et al.,
1992, 1993, 1995). Mais tarde, em 1997, foram identificadas seis substituicdes
nucleotidicas pontuais, em zonas conservadas da sequéncia do gene da DHPS de P.
jirovecii (Lane et al., 1997).

As mutacBGes mais frequentes, identificadas no gene da DHPS de P. jirovecii,

consistem em duas substituicbes pontuais, ndo sinénimas, nas posi¢cdes nucleotidicas
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165 (adenina para guanina) e 171 (citosina para timina) que resultam na alteragéo dos
aminoacidos nas posicdes 55 (treonina para alanina)e 57 (prolina para serina) (Mei et
al., 1998; Kazanjian et al., 1998; Helweg-Larsen et al., 1999; Costa et al., 2003a).
Assim, diferentes genotipos podem ser identificados, em funcdo da presenga ou

auséncia de um dos polimorfismos (quadro V).

QUADRO V. Gendtipos observados no gene da DHPS de P. jirovecii.

GENOTIPOS DA DHPS DE P. JIROVECI!I CoDA0 55 CoDA0 57

Genotipos simples

Selvagem Treonina Prolina
Mutacédo no codao 55 Alanina Prolina
Mutacgéo no codéao 57 Treonina Serina
Mutacgéo nos coddes 55 e 57 Alanina Serina

Genotipos mistos
Selvagem e mutante no codéo 57 Treonina Prolina e serina
Selvagem e mutante no codao 55 Treonina e alanina Prolina

Selvagem e mutante nos codBes 55 e 57 Treonina e alanina  Prolina e serina

Até ao momento, varios estudos, sugerem que a exposicao as sulfas possa estar a
exercer um efeito de presséo selectiva sobre o gene da DHPS de P. jirovecii, uma vez
gue os doentes com pneumocistose, sujeitos a profilaxia ou ao tratamento com sulfas,
tinham maior probabilidade de apresentar mutagOes do que aqueles ndo expostos a estes
antibioticos (Kazanjian et al., 1998; Helweg-Larsen et al., 1999; Ma et al., 1999;

Kazanjian et al., 2000; Huang et al., 2000; Visconti et al., 2001; Ma et al., 2002). Estas
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mutacdes, eram raramente identificadas em isolados clinicos anteriores ao inicio dos
anos 90, do século passado (Kazanjian et al., 1998; Helweg-Larsen et al., 1999;
Kazanjian et al., 2000). Também, as mutacbes no gene da DHPS ndo foram
identificadas em Pneumocystis isolado de outros mamiferos, habitualmente nao
expostos a estes antibiodticos (Lane et al., 1997; Demanche et al., 2002).

Vaérios factores sugerem que as mutacdes observadas podem causar resisténcia
as sulfas. A regido do gene da DHPS de P. jirovecii, onde foram identificadas as
mutacbes € bastante conservada entre varios microrganismos, como P. falciparum,
Streptococcus pneumoniae, E. coli e Bacillus subtilis (Lane et al., 1997).

Também, com base na homologia com a sequéncia do gene da DHPS de E. coli,
estas substituicbes pontuais parecem estar num local activo da enzima, envolvido na
ligacdo ao substrato, logo as sulfas (Achari et al., 1997). Assim, as substituicdes de
aminoacidos, observadas nesta regido, podem resultar em altera¢bes na estrutura da
proteina, que, por sua vez, pode interferir na ligacdo ao substrato e na actividade da
enzima. Da mesma forma, mutagdes pontuais similares foram identificadas em posicdes
equivalentes a este local activo em outros microrganismos, nomeadamente, em P.
falciparum (Brooks et al., 1994) e Mycobacterium leprae (Kai et al., 1999). Outras
mutacBes localizadas perto deste local activo também causam resisténcia em S.
pneumoniae e P. falciparum (Lane et al., 1997).

Para além disso, a analise genética de varios loci de P. jirovecii sugere que as
mutac¢des observadas no gene da DHPS surgem de forma independente em varios tipos
de Pneumocystis 0 que sustenta a teoria de que a exposicdo as sulfas pode seleccionas as

mutacdes do gene da DHPS (Ma et al., 2001).
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Actualmente, a impossibilidade de ter um método de cultura eficaz e
reprodutivel de P. jirovecii impede o uso de testes de susceptibilidade in vitro aos
farmacos. De facto, a inexisténcia de um método de cultura impede, também, o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos com actividade anti-Pneumocystis,
0 que realca a actual dependéncia do cotrimoxazol, como principal agente na profilaxia
e tratamento da pneumocistose. Assim, o significado clinico destas mutagdes, no gene
da DHPS, s6 pode ser inferido da correlacdo entre o quadro clinico e a presenca de

polimorfismos, em doentes com PPc.

9.1.1. Associacao da presenca das mutacgdes no gene da DHPS e a exposicao
as sulfas

Ao longo dos ultimos anos, alguns estudos avaliaram a existéncia de associacao
significativa entre o uso de TMP-SMX ou dapsona na profilaxia da pneumocistose, em
doentes com infec¢do por VIH, e a presenca de mutagdes no gene da DHPS (quadro VI)
(Kazanjian et al., 1998; Helweg-Larsen et al., 1999; Ma et al., 1999; Kazanjian et al.,
2000; Huang et al., 2000; Visconti et al., 2001; Ma et al., 2002; Nahimana et al., 2003).
Outros estudos, estenderam estas observacdes ao uso de pirimetamina, combinada com
sulfadoxina, na profilaxia da PPc (Nahimana et al., 2003a) e demonstraram a reversdo
do geno6tipo mutante para selvagem apos a interrupcdo da administracdo de TMP-SMX
(Miller et al., 2003a). No total, os estudos efectuados analisam episddios de
pneumocistose, decorridos entre 1976 e 2003, e incluem dados de doentes e amostras

clinicas, de diversos paises.
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QUADRO VI. Prevaléncia de mutac6es no gene da DHPS de P. jirovecii, em doentes imunocomprometidos com PPc, e a associacdo com a

exposicdo aos farmacos da familia das sulfas.

Mutacgbes Mutacbes DHPS/doentes MutacGes DHPS/doentes
Estudo Periodo de tempo, pais ) )
DHPS/casos de PPc  com exposicdo as sulfas  sem exposic¢ao as sulfas
Kazanjian et al., 1998 1976-1997, E.U.A. 7127 (26%) 5/7 (71%) 2/20 (10%) 0.0032
Helweg-Larsen et al., 1999  1989-1999, Dinamarca 31/152 (20%) 18/29 (62%) 13/123 (11%) 0.022
Maet al., 1999 1985-1998, E.U.A. 16/37 (43%) 11/16 (69%) 3/15 (20%) <0.0001
Beard et al., 2000 1995-1998, E.U.A. 152/220 (69%) n.a. n.a. n.a.
Kazanjian et al., 2000 1991-1997, E.U.A. 42/97 (43%) 28/37 (76%) 14/60 (23%) <0.001
Huang et al., 2000 1996-1999, E.U.A. 76/111 (69%) 57/71 (80%) 19/40 (48%) <0.001
Takahashi et al., 2000 1994-1999, Japao 6/24 (25%) n.a. n.a. n.a.
Visconti et al., 2001 1992-1997, Itélia 7/20 (35%) 4/5 (80%) 3/15 (20%) 0.031
Ma et al., 2002 1994-2000, Italia 9/107 (8%) 6/31 (19,4%) 3/76 (3,9%) 0.017
Costa et al., 2003a 1994-2001, Portugal 24/89 (27%) 6/17 (35,5%) 19/73 (25%) 0.39
Latouche et al., 2003 1998-2001, Franca 16/92 (17,4%) 2/15 (13,3%) 12/73 (16,4%) 0.55
Zingale et al., 2003 1996-2002, Italia 28/70 (40%) 21/29 (72,4%) 4/35 (11,4%) <0.0001
Kazanjian et al., 2004 1963-2001, EUA °8/145 (40%) n.a. n.a. n.a.
1998-2001, China 1/15 (7%)
Zar et al., 2004 Africa do Sul 4/30 (13,3%) n.a. n.a. n.a.
Robberts et al., 2005 2000-2003, Africa do Sul 2/53 (3,8%) n.a n.a n.a

“n.a.”-N&o aplicavel.
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Na maioria dos estudos realizados, a presenca de mutagdes no gene da DHPS de
P. jirovecii estava, estatisticamente, associada a exposicdo a farmacos da familia da
sulfas, como o TPM-SMX ou a dapsona (Kazanjian et al., 1998; Helweg-Larsen et al.,
1999; Ma et al., 1999; Kazanjian et al., 2000; Huang et al., 2000; Visconti et al., 2001,
Ma et al., 2002; Nahimana et al., 2003). Da mesma forma, na maior parte dos estudos,
as mutacdes no gene da DHPS detectaram-se, também, em doentes que ndo foram
expostos as sulfas, para a profilaxia ou o tratamento da PPc. Entre os 26 doentes, com
diagnostico recente de infeccdo por VIH, a quem nunca tinha sido prescrita profilaxia
para a pneumocistose, 14 (54%) apresentavam mutacdes no gene da DHPS (Huang et
al., 2000). Neste estudo, realizado nos E.U.A., verificou-se que a cidade de residéncia
dos doentes era factor preditivo independente associado ao risco dos isolados de
Pneumocystis apresentarem mutacGes no gene da DHPS. Os doentes que viviam em
Seattle e em S&do Francisco apresentavam um risco trés e cinco vezes superior,
respectivamente, dos isolados de P. jirovecii revelarem muta¢6es no gene da DHPS, do
que os que viviam em Atlanta. (Huang et al., 2000, 2001)

Nos estudos efectuados, verificou-se que a presenca de mutacbes, em doentes
sem exposicdo prévia ao TMP-SMX ou a dapsona, a auséncia de mutacdes semelhantes
em Pneumocystis isolado de outras espécies de mamiferos e, ainda, o impacto da
geografia no genotipo da DHPS tém importantes implicacdes na transmissdo de P.
jirovecii, nomeadamente, na evidéncia de transmissdo pessoa-a-pessoa (Beard et al.,
2000; Huang et al., 2001; Demanche et al., 2002; Costa et al., 2003a; Crothers et al.,

2003; Latouche et al., 2003).
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9.1.2. Importancia clinica das mutacdes no gene da DHPS de P. jirovecii

Apesar dos resultados que sugerem a relacdo entre a exposi¢do as sulfas e o
aparecimento de mutagdes no gene da DHPS, a resisténcia fenotipica, ndo esta ainda
caracterizada. Alguns investigadores tém estudado o efeito das mutacdes do gene da
DHPS na evolugédo clinica da pneumocistose, nomeadamente, 0 insucesso terapéutico
ou a morte devido a pneumocistose (Kazanjian et al., 1998; Mei et al., 1998; Helweg-
Larsen et al., 1999; Ma et al., 1999; Kazanjian et al., 2000; Takahashi et al., 2000;
Visconti et al., 2001; Navin et al., 2001; Ma et al., 2002). No entanto, permanece por
esclarecer se as mutacdes no gene da DHPS conferem resisténcia fenotipica ao
tratamento com TMP-SMX.

Numa analise multivariada, Helweg-Larsen e colegas (1999) demonstraram que
as mutacdes DHPS podiam ser um factor preditivo independente associado ao aumento
da mortalidade provocada pela pneumocistose. Nesse estudo, 0s doentes infectados com
P. jirovecii, que apresentavam mutacdes no gene da DHPS, tinham um risco trés vezes
superior de morrerem, num periodo de trés meses, ap0s o diagnostico de pneumocistose,
qguando comparados com doentes com gendtipo selvagem da DHPS. No entanto, 63%
dos doentes, com isolados mutantes, responderam, com sucesso, ao tratamento com
TMP-SMX.

Em 2000, Kazanjian e colegas observaram a presenca de mutacdes no gene da
DHPS associada ao aumento do risco de insucesso do tratamento com TMP-SMX.
Numa andlise univariada, 0s doentes com pneumocistose, a quem tinha sido identificado
P. jirovecii, com DHPS mutante, apresentavam risco de insucesso terapéutico com
TMP-SMX duas vezes superior ao dos doentes infectados com P. jirovecii com DHPS

de tipo selvagem. Neste estudo, o insucesso terapéutico foi definido como o
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agravamento do quadro clinico da pneumocistose, ap6s sete dias de tratamento, a
incapacidade de melhoria ap6s 10 dias, ou a alteracdo do regime terapéutico, por
agravamento do quadro clinico. Assim, 0s doentes que estavam a responder com éxito
ao tratamento, mas a quem foi alterado o regime terapéutico, devido a reaccdes
adversas, foram considerados como tratados com sucesso.

Em contraste com os estudos anteriores, Navin e colegas (2001) nao observaram
a associacdo entre a presenca de mutacbes no gene da DHPS e o aumento da
mortalidade associada a pneumocistose, nem com 0 insucesso no tratamento da PPc.
Entre os 66 doentes com DHPS de P. jirovecii mutante, tratados com TMP-SMX, 56

(85%) responderam com sucesso a terapéutica.

9.2. POLIMORFISMOS NO GENE DA DHFR DE P. JIROVECII

Actualmente, como ndo existe evidéncia inequivoca da correlacdo entre a
resisténcia ao TMP-SMX e a presenca das mutacdes no gene da DHPS, alguns autores
estudam a sequéncia do gene da DHFR de P. jirovecii, de forma a avaliar o papel da
divergéncia genética observada no potencial desenvolvimento de resisténcia a este
farmaco. De facto, as mutacBes pontuais observadas no gene da DHFR sdo um
importante mecanismo de resisténcias aos farmacos, em Vvarios microrganismos,
nomeadamente, em P. falciparum, S. aureus e S. pneumoniae (Dale et al., 1997;
Maskell et al., 2001; Khalil et al., 2003).

No entanto, em P. jirovecii, existem poucos estudos a avaliar da diversidade

genética da DHFR e, até ao momento, a maioria deles ndo conseguiu demonstrar a
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associacdo entre a exposicdo ao TMP-SMX, na profilaxia e tratamento da
pneumocistose, e a presenca de mutagdes no gene da DHFR (Ma et al., 1999; Takahashi
et al., 2002a; Nahimana et al., 2004). Num estudo efectuado, 97% (36/37) amostras
apresentaram sequéncias do gene da DHFR do tipo selvagem, com uma Unica amostra a
exibir uma substitui¢do nucleotidica sindnima, isto é, que ndo resulta na alteragdo da
sequéncia de aminoacidos da respectiva proteina (Ma et al., 1999). Num segundo
trabalho, 59% dos doentes estudados apresentavam mutagdes no gene da DHFR, tendo
sido identificados, em 16 doentes, polimorfismos sindnimos e, em dois doentes, foram
detectados polimorfismos ndo sin6nimos, ou seja, que resultam na alteracdo da
sequéncia de aminodcidos correspondente (Takahashi et al., 2002a). No entanto,
nenhuns dos doentes, com substituicbes ndo sinénimas, tinham sido, previamente,
expostos a inibidores da DHFR e, ambos, foram tratados com TMP-SMX, com sucesso.
Em 2004, Nahimana e colegas identificaram 19 polimorfismos no gene da
DHFR em 18 doentes com PPc, sendo 16 substituicbes ndo sindnimas e trés
substituicdes sindnimas. Das 16 alteracdes de aminoacidos identificadas, seis estavam
localizadas em regides conservadas do gene da DHFR. Neste estudo, 0s doentes sujeitos
a profilaxia com um inibidor da DHFR (TMP ou pirimetamina) tinham maior
probabilidade de apresentarem polimorfismos ndo sin6nimos neste gene, quando
comparados com os doentes que ndo recebiam profilaxia com inibidores da DHFR.
Actualmente, estdo identificados 19 polimorfismos ndo sindénimos e cinco
polimorfismos sindénimos distintos (quadro VII) (Takahashi et al., 2002a; Nahimana et
al., 2004; Robberts et al., 2005). No entanto, apenas um grupo de investigadores,

demonstrou uma associacdo significativa entre a presenca de mutacGes no gene da
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DHFR e a resisténcia aos farmacos utilizados na profilaxia e no tratamento da

pneumocistose (Nahimana et al., 2004).

QuADRO VII. Polimorfismos identificados no gene da DHFR de P. jirovecii.

POLIMORFISMOS SEQUENCIA DE DNA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS
A36G
T277C

Sinénimos C278T

T312C
T540C
A40G Treonina 14 Alanina
C77A Prolina 26 Glutamina
T107 A Fenilalanina 36 Cisteina
G110C Serina 37 Treonina
G 156 A Metionina 52 Isoleucina
C1l75G Arginina 59 Glicina
A 188G Acido glutamico 63 Glicina
T194C Leucina 65 Prolina
c200T Alanina 67 Valina

Nao sin6nimos G235A Valina 79 Isoleucina
T358C Serina 106 Prolina
A 422G Acido glutdmico 127 Glicina
A472 G Tirosina 144 Alanina
A500T Acido aspartico 153 Valina
A514 G Isoleucina 158 Valina
A 539G Cisteina 166 Tirosina
A550C Arginina 170 Glicina
A 553 G Lisina 171 Acido glutamico
T632C Tirosina 197 Leucina

A-adenina; C-citosina; G-guanina; T-timina.
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A investigacdo realizada, ao longo dos ultimos anos, no &mbito da resisténcia de
P. jirovecii ao cotrimoxazol, conduziu a progressos importantes no que diz respeito ao
desenvolvimento de resisténcias aos farmacos, ao conhecimento da diversidade intra-
especifica deste parasita, assim como, dos mecanismos envolvidos na sua transmissao.

Contudo, muitas questdes permanecem por esclarecer, nomeadamente, no que se
refere ao papel dos genotipos mutantes, dos genes da DHPS e da DHFR, no
desenvolvimento do insucesso da profilaxia e terapéutica anti-P. jirovecii, e, também, a
caracterizacdo fenotipica dos isolados com sequéncias mutantes, em particular, no
desenvolvimento de resisténcia clinica ao cotrimoxazol.

Apesar do declinio que se observa na incidéncia da pneumocistose, existe ainda
um elevado nimero de individuos um risco de desenvolverem PPc, em particular, nos
paises em vias de desenvolvimento, onde o acesso a HAART e a profilaxia da anti-P.
jirovecii é, ainda, limitado. Sendo, por isso, importante aprofundar o potencial
desenvolvimento de resisténcia ao cotrimoxazol, em P. jirovecii, o que possibilitara, no

futuro, empreender diferentes estratégias na prevencao e controlo da pneumocistose.
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SEGUNDA PARTE

Estudo da resisténcia de P. jirovecii ao cotrimoxazol em

doentes com infeccdo VIH/SIDA
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. OBJECTIVOS

Actualmente, apesar dos varios estudos efectuados, na Europa e nos E.U.A.,
permanece, ainda, por esclarecer a base genética do desenvolvimento de resisténcia ao
cotrimoxazol, utilizado na prevencdo da pneumocistose. Os diversos estudos realizados
sugerem que as mutacdes descritas nos genes da DHPS e da DHFR de P. jirovecii
possam contribuir para o desenvolvimento de resisténcia ao cotrimoxazol.

Por outro lado, alguns estudos efectuados, que incidem na caracterizagdo
genética das regibes ITS do gene de rRNA nuclear de P. jirovecii, demonstram a
importéncia deste locus no estudo da transmisséo e da epidemiologia da pneumocistose,
e sugerem que este locus possa ser utilizado como um potencial marcador de viruléncia,
entre outras caracteristicas clinicas.

Assim, no presente estudo, pretendeu-se:

i) Determinar a frequéncia de deteccdo de P. jirovecii, através de técnicas
parasitolégicas e moleculares, em doentes imunocomprometidos com
sintomatologia respiratoria, no periodo de 2001 a 2004.

ii) Aperfeicoar a deteccdo do gene da DHPS de P. jirovecii, através da reducdo da
contaminagdo por DNA ndo-alvo e pela descri¢do de uma técnica de PCR “nested”.

iii) Caracterizar, geneticamente, isolados de P. jirovecii, obtidos de doentes
imunocomprometidos, em trés regides genomicas independentes — 0s genes da

DHPS e da DHFR e as regides ITS do gene de rRNA nuclear.
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iv) Estudar a associagdo entre os genotipos identificados nos trés loci analisados e
algumas variaveis epidemioldgicas e clinicas, como o periodo de estudo, a idade, a
serologia para VIH, o valor de pressao arterial de oxigénio, o radiograma do térax, a
contagem de linfécitos TCD4" e o uso de profilaxia anti-P. jirovecii.

v) Estudar a associa¢do dos 0s varios gendtipos entre si, com o objectivo de identificar
a combinacdo de alelos, mais frequente, e relaciona-la com as variaveis
epidemioldgicas e clinicas estudadas (o periodo de estudo, a idade, a serologia para
VIH, o valor de pressdo arterial de oxigénio, o radiograma do térax, a contagem de

linfocitos TCD4" e o uso de profilaxia anti-P. jirovecii).

Com o presente estudo, esperamos contribuir para o melhor conhecimento da
variabilidade genética de P. jirovecii, na populacdo imunocomprometida, em Portugal, e
desta forma permitir a clarificacdo da base genética do potencial desenvolvimento de
resisténcia ao cotrimoxazol ao P. jirovecii. Para além disso, o estudo da diversidade
genética de P. jirovecii em doentes imunocomprometidos permite, também, contribuir
para o estudo da epidemiologia da pneumocistose, em particular, no esclarecimento da

transmisséo da infeccdo por P. jirovecii.
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1. POPULACAO ESTUDADA

Entre Margo de 2001 e Outubro de 2004, foram recolhidas 403 amostras de
secre¢des pulmonares de 314 doentes, com sintomatologia respiratoria, provenientes de
varios hospitais da area metropolitana de Lisboa e, também, das regides do Alto e Baixo
Alentejo. As 403 amostras recolhidas, compreendendo 257 expectoragdes induzidas,
143 lavados bronco-alveolares, dois lavados orais e uma secrecdo bronquica, foram

submetidas a técnicas parasitoldgicas e moleculares para a detec¢do de P. jirovecii.

1.1. ESTUDO DA ESTABILIDADE DOS GENOTIPOS

Para determinar a estabilidade dos genoétipos, identificados nos trés loci a ser
estudados, foram analisadas secrecdes pulmonares seriadas de doentes internados,
recolhidas no dia zero (na altura do diagndstico, antes do tratamento) e nos dias 10 e 21

apos o inicio do tratamento anti-P. jirovecii.

1.2. ESTUDO RECTROSPECTIVO

Para além das amostras recolhidas entre Marco de 2001 e Outubro de 2004,
foram incluidos, no estudo de caracteriza¢do genética, 30 isolados de P. jirovecii, cuja
identificacdo, efectuada por técnicas parasitoldgicas e moleculares, foi anterior ao inicio
do presente trabalho. Estes isolados foram recolhidos entre 1995 e 2000 e encontravam-

se conservados a —80C°, apds o processamento das amostras (Matos, 1999).
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2. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Para a realizacdo do presente trabalho, foram estudadas amostras de secrecdes
pulmonares enviadas para a Unidade de Protozoarios Oportunistas/VIH e Outras
Protozooses, do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, para o diagndstico da
pneumocistose. As amostras de secre¢@es pulmonares, a chegada ao laboratorio, foram
processadas de imediato e os esfregagos foram efectuados em laminas de microscopia,

gue eram tratadas previamente com poli-L-lisina.

2.1. TRATAMENTO DAS LAMINAS DE MICROSCOPIA COM POLI-L-LISINA

A poli-L-lisina € uma molécula que adere a superficie das laminas de
microscopia, conferindo uma carga eléctrica negativa, o que promove melhor adesédo do
material celular. Para tal, as ldaminas de vidro de microscopia foram, previamente,
lavadas numa solugédo de alcool acido a 1% (&lcool etilico e acido acético). Depois de
secas, as laminas foram colocadas num banho de poli-L-lisina (Sigma) a 1:10, em agua
desionizada estéril, durante cinco minutos, a temperatura ambiente. Apds o banho, as

laminas foram secas a temperatura ambiente.

2.2. EXPECTORAGAO INDUZIDA (EIl) E SECRECAO BRONQUICA (SB)

Devido a natureza mucosa deste tipo de amostras, foi necessario proceder a
liguefaccdo prévia das mesmas. Assim, foi adicionado, a amostra, igual volume de
ditiotreitol (Sigma), a 0,1% em &gua desionizada e esterilizada, seguindo-se agitacao
vigorosa e incubacdo a 37°C, durante 30 minutos. A amostra liquefeita foi transferida

para um tubo de centrifuga, adicionou-se tampdo fosfato salino (PBS, do inglés
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"phosphate saline buffer”, pH 7,2) e centrifugou-se a 4.100 g, durante 20 minutos. O
sobrenadante foi rejeitado e o sedimento foi ressuspenso em 0,5 ml de PBS. Uma gota
da amostra (25-50 ul) foi aplicada em cinco laminas, pré-tratadas com poli-L-lisina e
deixou-se secar, a temperatura ambiente. Apos a fixacdo com acetona, durante 10
minutos, as laminas foram conservadas a —20°C e o restante sedimento foi conservado a

—80°C, para posterior estudo por PCR.

2.3. LAVADO BRONCO-ALVEOLAR (LBA)

Inicialmente, a amostra de LBA foi centrifugada a 4.100 g, durante 20 minutos.
O sobrenadante foi rejeitado, aproveitando-se 0,5 ml para ressuspender o sedimento
obtido. Uma gota da amostra (25-50 ul) foi aplicada em cinco laminas, pré-tratadas com
poly-L-lisina e deixou-se secar, a temperatura ambiente. Apds fixacdo com acetona,
durante 10 minutos, as laminas foram conservadas a —20°C e o restante sedimento foi

conservado a —80°C, para posterior estudo por PCR.

2.4. LAVADO ORAL (LO)
A amostra de LO foi, previamente, filtrada através de uma gaze, de forma a
eliminar quaisquer detritos alimentares existentes. Em seguida, este tipo de amostra foi

processada da mesma forma que o LBA.
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3. IDENTIFICACAO PARASITOLOGICA

O diagndstico parasitologico consistiu na visualizagdo de quistos de P. jirovecii
através da técnica de imunofluorescéncia indirecta (IFI) com anticorpos monoclonais
(AcM). Apos o diagnostico parasitoldgico, as amostras foram conservadas a —80C°, para

posterior estudo por PCR.

3.1. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA COM ANTICORPOS MONOCLONAIS

(MonoFluo Kit P. carinii, BioRad)

Esta técnica baseia-se na deteccdo de P. jirovecii, atraves dos seus antigénios de
superficie, utilizando AcM especificos. Para tal, sdo efectuadas duas reacc¢des de ligacao
antigénio—anticorpo. Na primeira reac¢do, o AcM, produzido no rato, liga-se ao
antigénio de superficie de P. jirovecii e na segunda reaccdo o anticorpo anti-rato,
marcado com fluoresceina, liga-se ao anticorpo anti-P. jirovecii.

De acordo com as instruc@es do fabricante, aplicaram-se 20 ul de enzima diluida
sobre uma lamina de microscopia, com um esfregaco de secrecGes pulmonares fixado
com acetona, e incubou-se em camara humida durante 30 minutos, a 37°C.
Posteriormente, aplicou-se 0 AcM especifico e deixou-se a reagir com a amostra
durante 15 minutos, a 37°C, em camara humida. De seguida, juntou-se o conjugado
isotiocianato de fluoresceina ( FITC, do inglés “Fluoresceine isothiocyanate”)—
anticorpo anti-rato (IgM), que reagiu com a amostra durante 15 minutos, a 37°C, em
camara hamida. Por ultimo, uma gota de glicerina tamponada foi colocada sobre o
esfregaco corado, sendo este coberto com uma lamela de vidro, e a ldamina foi observada

num microscopio de fluorescéncia ,no comprimento de onda de 475 nm. A identificacdo
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dos quistos foi efectuada com base na cor verde fluorescente que estes adquirem e nas
suas caracteristicas morfolégicas.
A carga parasitaria foi estimada por contagem do nimero de quistos observados

nos esfregacos efectuados, a partir das secre¢des pulmonares (quadro VIII).

QuaADRO VIII. Quantificacdo da carga parasitaria das amostras positivas, por IFI-AcM,

para P. jirovecii.

CARGA PARASITARIA N.° QUISTOS
Baixa (+) 1 a 3 (em 30 campos com ampliacédo de 1000x)
Moderada (++) 4 a 30 (em 30 campos com ampliacdo de 1000x)
Elevada (+++) 2 ou mais (em um campo com amplia¢&o de 1000x)

4. FILTRACAO E EXTRACCAO DE DNA GENOMICO TOTAL

4.1. MICROFILTRACAO DAS AMOSTRAS DE SECRECOES PULMONARES

Com o objectivo de proceder a remogdo do DNA do hospedeiro, foi efectuado
um método de microfiltragdo, antes da extraccdo de DNA, em 40 amostras de secrecdes
pulmonares (21 expectoragdes induzidas e 19 lavados bronco-aveolares) recolhidas,

entre Outubro de 2001 e Abril de 2002.
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Antes de se proceder a extraccdo do DNA gendémico, as amostras foram
divididas em duas aliquotas. Uma aliquota de cada amostra foi filtrada com os filtros
Mitex LCWP 25-mm (Millipore) e o filtrado foi centrifugado a 4.100 xg, durante 20
minutos. De seguida, foram efectuadas duas lavagens com PBS. Posteriormente,
procedeu-se a extraccdo do DNA genomico, nas amostras filtradas e néo filtradas, pelo

método do Mini—-BeadBeeter / tiocianato de guanidina-silica.

4.2. EXTRACCAO DE DNA, PELO METODO DE MINI-BEADBEETER/ TIOCIANATO

DE GUANIDINA-SILICA

O DNA gendmico total de P. jirovecii, foi isolado a partir dos quistos presentes nas
secrecdes pulmonares, pelo método Mini—BeadBeeter/tiocianato de guanidina—silica. Este
processo constituiu o ponto de partida para a realizacdo da PCR e restantes técnicas de
biologia molecular, que permitiram a detec¢do e caracteriza¢do genética de P. jirovecii.

Esta técnica, adaptada de Boom et al. (1990) e de McLauchlin et al. (2000),
consiste na lise mecénica dos quistos, por agitacdo vigorosa com particulas de zircénio,
seguida de um protocolo, que envolve a adsor¢cdo do DNA a particulas de silica
activada, a lavagem com um tampao e dois solventes organicos e, por fim, a elui¢do, em
agua desionizada estéril.

Um mililitro de amostra foi centrifugado a 23.100 g, durante 10 minutos, e 300
pl do sedimento obtido foram adicionados a 900 ul de tampéo de lise (tiocianato de
guanidina 7 M; Tris-HCI 50 mM pH 6,4; EDTA 25 mM pH 8,0; Triton X-100 1,5%

v/v), 60 pl de alcool isoamilico e 0,3 g de particulas de zirconio com 0,5 mm de
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didmetro (Biospec Products). Apos forte agitacdo, num aparelho Mini-BeadBeater
(Biospec Products), o sobrenadante foi transferido para um microtubo de 1,5 ml, ao qual
ja haviam sido adicionados 25-35ul de uma solugdo aquosa de silica activada (1%, pH
2,0). O sobrenadante e a silica activada foram incubados, a temperatura ambiente, num
agitador rotativo, a velocidade moderada e constante, durante uma hora. Em seguida,
para sedimentar a silica com o DNA adsorvido, foi efectuada uma centrifugacao de 15
segundos a 23.100 g e desprezado o sobrenadante resultante. Posteriormente, foram
realizadas cinco lavagens, duas com tampé&o de lavagem (tiocianato de guanidina 7 M,
Tris-HCI 50 mM pH 6,4), duas com etanol a 80% a —20°C e, por fim, uma com acetona.
Cada lavagem consistiu na ressuspensdo da silica no tampdo ou solvente apropriados,
centrifugagédo a 23.100 g, durante 10 segundos, e rejeicdo do sobrenadante resultante.
Apos a lavagem com acetona, a silica sedimentada foi incubada a 55°C, até completa
evaporacao daquele solvente. A eluicdo do DNA foi feita por ressuspensao da silica em
50 ul de agua desionizada estéril e incubagdo a 60°C, durante 5 minutos. Apds uma
centrifugacdo a 23.100 g, durante 2 minutos, o sobrenadante, contendo o DNA, foi

transferido para um microtubo de 1,5 ml estéril e armazenado a —20°C.

4.3. QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO TOTAL

Com o objectivo de avaliar a presenca de DNA do hospedeiro, nas amostras de

secrecOes pulmonares, o DNA genomico total, extraido de 24 amostras de secre¢des

pulmonares (12 expectoragGes induzidas e 12 lavados bronco-alveolares), foi

guantificado com o “GeneQuant” (Amersham Biosciences), de acordo com as
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instrugdes do fabricante. De seguida, foi calculado o valor da razéo (R) entre a
concentracdo de DNA total e a carga parasitaria de cada amostra, sendo o valor de DNA
medido, em cada amostra, dividido pela sua carga parasitaria.

A quantificagdo do DNA gendmico total foi realizada no laboratério do
Departamento de Genética, da Faculdade de Ciéncias Médicas, da Universidade Nova

de Lisboa, sob a orientacdo do Professor Doutor Jorge Gaspar.

5. IDENTIFICACAO MOLECULAR

5.1. AMPLIFICACAO DE UM FRAGMENTO DO RRNA MITOCONDRIAL DE P. JIROVECII

As amostras negativas, pela técnica de IFI-AcM, foram submetidas a deteccdo
de DNA especifico de P. jirovecii. A identificagdo molecular de P. jirovecii foi
efectuada por amplificacdo de um fragmento (263 pb) do gene que codifica a
mt(LSU)rRNA por PCR “nested”(Wakefield et al, 1990; Tamburrini et al, 1996; Matos,
1999). Na PCR “nested”, foram utilizados os pares de oligonucledtidos iniciadores
externos, pAZ 102-E e pAZ 102-H, e internos, pAZ 102-X e pAZ 102-Y, descritos no

quadro IX.
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QuUADRO IX. Oligonucleétidos iniciadores utilizados na amplificacdo por PCR do gene

que codifica a subunidade grande do rRNA mitocondrial de P. jirovecii.

PCR OLIGONUCLEGTIDOS SEQUENCIA REFERENCIA
(fragmento amplificado, pb) INICIADORES
1°PCR pAZ 102-E 5- GATGGCTGTTTCCAAGCCCA- 3
Wakefield et al., 1990;
(346) pAZ 102-H 5- GTGTACGTTGCAAAGTACTC- 3
Tamburrini et al.,

22PCR pAZ 102-X 5- GTGTACGTTGCAAAGTACTC- 3 1996; Matos, 1999
(263) pAZ 102-Y 5- TCACTTAATATTAATTGGGGAGC- 3

Pb-pares de bases.

As reaccdes de PCR sofreram alguns acertos, em relacdo ao descrito
anteriormente (Matos, 1999), nomeadamente, na concentracdo de cloreto de magnésio
(MgCl,) e dos oligonucledtidos iniciadores e na adicdo de albumina de soro bovino
(BSA, do inglés “bovine serum albumin”).

Para cada amostra, foi preparada uma mistura reaccional de 50 ul contendo 1x
tampéo de reaccdo (160 mM (NH,4),SO4, 670 mM Tris-HCI [pH 8,8], 0,1% Tween-20;
Bioline), 0,8 mM de uma mistura dos desoxirribonucleétidos dATP, dCTP, dGTP e
dTTP (Promega), 10 pmol de cada um dos oligonucleétidos iniciadores, pAZ 102-E e
pAZ 102-H (MWG Biotech), 2,5 mM de MgCl, (Bioline), 0,75 U de Biotag™ DNA
polymerase (Bioline), 0,5 ug de BSA (Sigma), 2 ul de DNA genOmico e agua
desionizada esteril, para perfazer o volume final. Na segunda PCR, 2 ul do DNA
amplificado foi adicionado a mistura reaccional, idéntica a primeira, diferindo apenas

nos oligonucledtidos iniciadores utilizados (pAZ 102-X e pAZ 102-Y).
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Em cada reaccdo de amplificacdo foi incluido um controlo positivo, que
consistia numa suspensdo de DNA de P. jirovecii, e um controlo negativo para
monitorizar a existéncia de contaminacdo por DNA exdgeno, composto por todos 0s
componentes da mistura reaccional, a excepcdo do DNA, que foi substituido por agua
desionizada estéril. As reac¢des de amplificacdo foram efectuadas num termociclador

"T1 Thermocycler" (Biometra), segundo as condicdes térmicas descritas no quadro X.

QuADRO X. Condicdes térmicas de amplificacdo por PCR do gene que codifica a

subunidade grande do rRNA mitocondrial de P. jirovecii.

PCR CONDICOES DE AMPLIFICACAO N.°CicLos
Desnaturacéo inicial 94°C, 3 min
1*PCR  Desnaturagdo; ligagdo; extensdo  94°C, 1,5 min; 55°C, 1,5 min; 72°C, 2 min 40
Extensdo final 72°C, 10 min
Desnaturacdo inicial 94°C, 3 min
22PCR  Desnaturacdo; ligacdo; extensdo  94°C, 1,5 min; 55°C, 1,5 min; 72°C, 2 min 40
Extensdo final 72°C, 10 min
Min-minutos.

5.2. AMPLIFICAGAO DE UM FRAGMENTO DO GENE DA B-GLOBINA HUMANA

No conjunto de 40 amostras de secre¢des pulmonares, sujeitas ao processo de

microfiltragdo, descrito anteriormente, foi efectuada a monitorizacdo da presenca de

DNA humano. Para tal, procedeu-se a amplificacdo de um fragmento (268 pb) do gene
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que codifica a B-globina humana por PCR (Saiki et al., 1986; Bauer, H. M. et al., 1991;
Matos, 1999), com as sequéncias iniciadoras BG1 e BG2, descritas no quadro XI.

Para cada amostra, foi preparada uma mistura reaccional de 50 ul contendo 1x
tampédo de reaccdo (160 mM (NH,4),SO4, 670 mM Tris-HCI [pH 8,8], 0,1% Tween-20;
Bioline), 0,8 mM de uma mistura dos desoxirribonucledtidos dATP, dCTP, dGTP e
dTTP (Promega), 25 pmol de cada um dos oligonucle6tidos iniciadores, BG1 e BG2
(MWG Biotech), 1 mM de MgCIl, (Bioline), 0,75 U de Biotag™ DNA Polymerase
(Bioline), 0,5 ug de BSA (Sigma), 5 ul de DNA gendmico e &gua desionizada estéril,

para perfazer o volume final.

QuADRO XI. Oligonucleotidos iniciadores utilizados na amplificacdo por PCR do gene

que codifica a B-globina humana.

PCR OLIGONUCLEOTIDOS SEQUENCIA REFERENCIA
(fragmento amplificado, pb) INICIADORES
B-globina BG1 5- CAACTTCATCCACGTTCACC -3 aiKietal, 1986;

Bauer, H. M. et al.,

(268 ph) BG2 5'- GAAGAGCCAAGGACAGGTAC -3 1401 Matos. 1999

Pb-pares de bases.

Em cada reaccdo de amplificacdo foi incluido um controlo positivo, que
consistia numa suspensdo de DNA humano, cedida pelo Professor Doutor Jorge Gaspar
(Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Nova de Lisboa), e um controlo
negativo para monitorizar a existéncia de contaminacdo por DNA exdgeno, composto

por todos 0s componentes da mistura reaccional, & excep¢do do DNA, que foi
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substituido por 4gua desionizada estéril. As reacces de amplificagdo foram efectuadas
num termociclador "T1 Thermocycler" (Biometra), segundo as condi¢des térmicas

descritas no quadro XII.

QuADRO XII. Condigdes térmicas de amplificacdo por PCR do gene que codifica a -

globina humana.

PCR CONDICOES DE AMPLIFICACAO N.° CicLos
Desnaturacao inicial 94°C, 3 min
B-globina Desnaturagéo; ligacdo; extensdo  94°C, 1 min; 60°C, 1 min; 72°C, 1 min 35
Extensao final 72°C, 10 min
Min-minutos.

5.3. VISUALIZACAO DO DNA AMPLIFICADO

O DNA amplificado, por PCR, foi submetido a electroforese em gel de agarose
Seakem® LE (FMC BioProducts) a 2%, em tamp&o TAE (Tris-Acetato 0,04 M; EDTA
0,001 M; pH 8,3), onde foi incorporado brometo de etidio (Sigma), numa concentracao
final de 0,5 pug/ml. Em paralelo com o DNA, foi efectuada a electroforese de um
marcador de pesos moleculares, o “100 bp Ladder” (Fermentas), para identificacdo do
tamanho dos produtos de PCR.

Antes da aplicacdo no gel, 1 ul de tampdo de aplicacdo (Fermentas) foi
adicionado a cada 10 ul de amostra de DNA. Da mesma forma, 1ul de tampéo de

aplicacdo (Fermentas) foi adicionado a 1ul de marcador molecular e a 9 ul de agua
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desionizada estéril. A separagdo electroforética foi efectuada a 60 volts (V), durante,
aproximadamente, uma hora. Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados
sob luz ultravioleta (UV), por emissdo de fluorescéncia do brometo de etidio intercalado
no DNA, num transiluminador “Eagle Eye® 11" (Stratagene). A imagem do gel foi

fotografada e processada pelo software “Still Video System” (Stratagene).

6. CARACTERIZACAO GENETICA DE ISOLADOS DE P. JIROVECII

A caracterizacdo genética dos isolados de P. jirovecii, identificados por metodos
parasitoldgicos e moleculares, foi efectuada em trés regibes gendmicas, nomeadamente,
nos genes que codificam as enzimas DHPS e DHFR e as regifes ITS do rRNA nuclear.

Para o estudo da heterogeneidade genetica da DHPS, apds amplificacdo do
DNA, por PCR, as amostras foram sujeitas a hidrolise com endonucleases de restri¢cao
(RFLP, do inglés “restriction fragment length polymorphism”). Em alguns fragmentos
amplificados do gene da DHPS, foi efectuada, também, a sequenciacgéo directa do DNA,
para confirmacdo dos resultados da analise de RFLP, e para a identificacdo de novos
polimorfismos.

Para a caracterizacdo genética da DHFR e das regides ITS, o DNA amplificado
por PCR foi sequenciado e, em alguns casos, foi efectuada a clonagem dos produtos de
PCR, seguida de sequenciacdo de DNA.

O DNA de todos os isolados, foi extraido pelo método, anteriormente descrito,

do Mini—BeadBeeter/tiocianato de guanidina-silica.
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6.1. CARACTERIZACAO GENETICA DO GENE DA DHPS, POR ANALISE DE PCR-

RFLP

A caracterizagdo do gene da DHPS de P. jirovecii foi efectuada por amplificagéo
de um fragmento de 785 pb (Helweg-Larsen et al., 1999), por PCR “touchdown”. A
PCR “touchdown” consiste numa reac¢do de amplificacdo, em que os primeiros ciclos
sdo realizados a uma temperatura de ligacdo superior, que vai diminuindo, 1°C por
ciclo, até a temperatura de ligacao apropriada, para os oligonucleétidos iniciadores.

Posteriormente, devido a baixa sensibilidade de amplificacdo do gene da DHPS,
pelo método anterior, em particular nas amostras com baixa carga parasitaria, foi
elaborada uma técnica de PCR, com o objectivo de melhorar a eficacia de amplificacao.
Com o auxilio do programa informatico “Primer Express”, versdo 3.0 (Applied
Biosystems), foram desenhados dois oligonucleétidos iniciadores, que amplificam uma
sequéncia interna do produto da PCR “touchdown”, originando um fragmento com 186
pb (Costa et al., 2005). Assim, foi constituida uma técnica de PCR “nested”, em que a
primeira fase de amplificagdo consiste na PCR “touchdown” e a segunda fase numa
reaccdo de PCR simples, com os oligonucledtidos iniciadores, DHPS-NF e DHPS-NR,
desenhados por nés.

Todos os isolados foram amplificados por PCR “touchdown” e “nested” e, em
seguida, foi efectuada a hidrdlise dos fragmentos de DNA, com as endonucleases de
restricdo Accl e Haelll, para a deteccdo das mutacGes descritas nos coddes 55 e 57

(Helweg-Larsen et al., 2000).

94



Material e métodos

6.1.1. Amplificacdo do gene da DHPS, por PCR “touchdown”

A primeira fase, de amplificacdo do gene da DHPS, foi efectuada com os
oligonucledtidos iniciadores Dp15 e Dp800, cujas caracteristicas se encontram descritas
no quadro XIIlI.

Para cada amostra, foi preparada uma mistura reaccional de 50 ul contendo 1x
tampéo de reaccdo (160 mM (NH,4),SO4, 670 mM Tris-HCI [pH 8,8], 0,1% Tween-20;
Bioline), 0,8 mM de uma mistura dos desoxirribonucleétidos dATP, dCTP, dGTP e
dTTP (Promega), 20 pmol de cada um dos oligonucleétidos iniciadores, Dp 15 e Dp
800 (MWG Biotech), 1,5 mM de MgCl, (Bioline), 1,5 U de Biotag™ DNA Polymerase
(Bioline), 0,5 ug de BSA (Sigma), entre 5 a 7,5 ul de DNA genomico e agua

desionizada estéril, para perfazer o volume final.

QuAaDpRro XIlII. Oligonuclettidos iniciadores utilizados na amplificacdo por PCR do

gene da DHPS de P. jirovecii.

PCR OLIGONUCLEGTIDOS SEQUENCIA REFERENCIA
(fragmento amplificado, pb) INICIADORES
PCR “touchdown” Dp 15 5- TCTGAATTTTATAAAGCGCCTACAC- 3" Helweg-Larsen
(785) Dp 800 5- ATTTCATAAACATCA GAACCCG- 3 etal., 1999
PCR “nested” DHPS-NF 5'- AAATGCAGGGGCGACGATAAT- 3 Costa et al.,
(186) DHPS-NR 5- GCCTTAATTGCTTGTTCTGCAA- 3 2005

Pb-pares de bases.
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Em cada reaccdo de amplificacdo foram incluidos um controlo positivo e um
controlo negativo. As reacc¢Oes de amplificacdo foram efectuadas num termociclador
"T1 Thermocycler" (Biometra), segundo as condi¢des térmicas descritas no quadro

XIV.

QuADRO XIV. Condicg6es térmicas de amplificacdo por PCR do gene da DHPS de P.

jirovecii.
PCR CONDICOES DE AMPLIFICACAO N.°CicLos
Desnaturacdo inicial 94°C, 3 min
PCR Desnaturacdo; ligacdo; extensao 94°C, 30 seg; 68°C até 58°C", 30 seg; 72°C, 45 seg 10
“touchdown”  Desnaturagdo; ligacéo; extensdo 94°C, 30 seg; 58°C”, 30 seg; 72°C, 45 seg 35
Extensdo final 72°C, 10 min
PCR Desnaturacdo inicial 94°C, 3 min
“nested” Desnaturacao; ligacdo; extensao 94°C, 30 seg; 56°C", 30 seg; 72°C, 45 seg 40
neste
Extensdo final 72°C, 10 min

Min — minutos; seg — segundos.

“ Decresce 1°C por ciclo.

6.1.2. Amplificacdo do gene da DHPS, por PCR “nested”

A segunda reaccdo de amplificacdo foi efectuada com os oligonucleétidos
iniciadores, DHPS-NF e DHPS-NR, desenhados para este estudo e descritos no quadro
XIII.

Para cada amostra, foi preparada uma mistura reaccional de 50 ul contendo 1x
tampéo de reaccdo (160 mM (NH,4),SO4, 670 mM Tris-HCI [pH 8,8], 0,1% Tween-20;

Bioline), 0,8 mM de uma mistura dos desoxirribonucleétidos dATP, dCTP, dGTP e
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dTTP (Promega), 20 pmol de cada um dos oligonucle6tidos iniciadores, DHPS-NF e
DHPS-NR (MWG Biotech), 1,5 mM de MgCl, (Bioline), 1 U de Biotag™ DNA
Polymerase (Bioline), 0,5 ug de BSA (Sigma), 2 ul de DNA amplificado por PCR
“touchdown” e agua desionizada estéril, para perfazer o volume final.

Em cada reaccdo de amplificacdo foram incluidos um controlo positivo e um
controlo negativo. As reac¢Oes de amplificacdo foram efectuadas num termociclador
"T1 Thermocycler" (Biometra), segundo as condi¢des térmicas descritas no quadro

XIV.

6.1.3. Visualizagdo do DNA amplificado

O DNA amplificado por PCR “touchdown” e *“nested” foi submetido a
electroforese em gel de agarose a 1,5% e 2%, respectivamente, em tampdo TAE com
brometo de etidio incorporado, conforme o descrito em 5.3. Em paralelo com o DNA
amplificado por PCR “touchdown” e “nested”, foram sujeitos a electroforese os
marcadores de pesos moleculares “1 Kb Ladder” (Fermentas) e “100 bp Ladder”

(Fermentas), respectivamente.

6.1.4. Hidrdlise do DNA amplificado, por endonucleases de restricdo-RFLP

A identificacdo dos gendtipos selvagem e mutante do gene da DHPS de P.
jirovecii foi efectuada por andlise dos perfis de restricdo do DNA amplificado, por PCR,
apos a sua hidrélise com endonucleases de restricdo (Helweg-Larsen et al., 2000). As
sequéncias de corte destas enzimas de restricdo localizam-se sobre os coddes 55 e 57, na

sequéncia de tipo selvagem. Assim, a presenca de mutacdes, nesta regido, impede o
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reconhecimento, por parte das endonucleases de restricdo, ndo havendo hidrdlise do
DNA amplificado.

Os produtos de amplificagio por PCR *“touchdown” e “nested” foram
hidrolisados, em reacgOes separadas, com as endonucleases Accl e Haelll. Para a
identificacdo do gendtipo no codéo 55, a reacgdo de hidrolise foi efectuada num volume
de 20 ul, contendo 2 pl de tampdo de restricio B* (Fermentas), 10 U de Accl
(Fermentas), entre 10 e 15 ul do DNA amplificado e agua desionizada estéril, até
completar o volume final. Para a deteccdo da mutacdo no coddo 57, a reaccao de
hidrolise foi feita num volume de 20 pl, contendo 2 pl de tampdo de restricio R*
(Fermentas), 10 U de Haelll (Fermentas), entre 10 e 15 ul do DNA amplificado e &gua
desionizada estéril, até completar o volume final. Em ambos os casos, a mistura de
hidrolise foi a incubar a 37°C, durante a noite.

Os produtos de hidrolise foram separados por electroforese em gel de agarose a
12,5%, conforme descrito em 5.3, com excep¢do do volume de DNA hidrolisado

aplicado, que foi de 20 pl.

6.2. CARACTERIZACAO GENETICA DA DHFR, POR SEQUENCIACAO DE DNA

Os isolados de P. jirovecii, identificados por técnicas parasitoldgicas e
moleculares, foram submetidos a amplificacdo do gene da DHFR, por PCR “nested”, e
o DNA amplificado foi, posteriormente, sequenciado. Dez isolados, seleccionados
aleatoriamente, foram clonados e os fragmentos obtidos foram, posteriormente,

sequenciados.
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6.2.1. Amplificacdo do gene da DHFR, por PCR “nested”

Um fragmento (798 pb) do gene que codifica a DHFR foi amplificado por PCR
“nested” (Ma et al., 1999), com os oligonucleétidos iniciadores externos, FR208 e
FR1038, e internos, FR242 e FR1018, cujas caracteristicas estdo descritas no quadro
XV.

As reaccBes de PCR sofreram alguns ajustes, em relacdo ao descrito
anteriormente (Ma et al., 1999), nomeadamente, na concentracdo de MgCl, e dos
oligonucleotidos iniciadores e na adicdo de BSA.

Na primeira PCR, para cada amostra, foi preparada uma mistura reaccional de
50 ul contendo 1x tampdo de reaccdo (200 mM Tris-HCI [pH 8,4], 500mM KCI;
Invitrogen), 0,8 mM de uma mistura dos desoxirribonucleétidos dATP, dCTP, dGTP e
dTTP (Promega), 15 pmol de cada um dos oligonucle6tidos iniciadores, FR208 e
FR1038 (MWG Biotech), 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen), 1 U de Platinum® Taq DNA
Polymerase (Invitrogen), 0,5 pug de BSA (Sigma), entre 5 e 7 ul de DNA gendmico e
agua desionizada esteéril, para perfazer o volume final. Na segunda PCR, 5 ul do produto
amplificado foi adicionado a mistura reaccional, idéntica a primeira, diferindo apenas
nos oligonucledtidos iniciadores utilizados (FR242 e FR1018).

Em cada reac¢do de amplificacdo foram incluidos um controlo positivo e um
controlo negativo. As reaccdes de amplificacdo foram efectuadas num termociclador
"T1 Thermocycler" (Biometra), segundo as condi¢cdes térmicas descritas no quadro

XVI.
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QuADRO XV. Oligonucle6tidos iniciadores utilizados na amplificacdo por PCR do gene

da DHFR de P. jirovecii.

PCR OLIGONUCLEOTIDOS SEQUENCIA REFERENCIA
(fragmento amplificado, pb) INICIADORES
12PCR FR208 5'- GCAGAAAGTAGGTACATTATTACGAGA- 3
(880 pb) FR1038 5- AACCAGTTACCTAATCAAACTATATTGC-3
22 PCR FR242 5- GTTTGGAATAGATTATGTTCATGGTGTACG-3 1999
(798 pb) FR1018 5'- GCTTCAAACCTTGTGTAACGCG- 3

Pb-pares de bases.

QuADRO XVI. Condicoes térmicas de amplificacdo por PCR do gene da DHFR de P. jirovecii.

DHFR-PCR CONDICOES DE AMPLIFICACAO N.°CicLos
Desnaturacéo inicial 94°C, 3 min
1"e 2°PCR Desnaturacao; ligacdo; extensdo 94°C, 1 min; 52°C, 1 min; 72°C, 2 min 40
Extens&o final 72°C, 10 min

Min — minutos.

6.2.2. Visualizagdo do DNA amplificado

Conforme o descrito em 5.3, os fragmentos de DNA amplificado por PCR “nested”
foram analisados por electroforese em gel de agarose a 1,5%, em tampdo TAE com
brometo de etidio incorporado. O fragmento amplificado, com 798 pb, foi analisado em

paralelo com o marcador de DNA “1 Kb ladder”’(Promega).
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6.3. CARACTERIZACAO GENETICA DAS REGIOES ITS DO RRNA NUCLEAR, POR

SEQUENCIAGCAO DE DNA

Os isolados de P. jirovecii, identificados por técnicas parasitologicas e
moleculares, foram submetidos a amplificacdo das regides ITS do gene de rRNA, por
PCR “nested”, e o DNA amplificado foi, posteriormente, sequenciado. Onze isolados,
seleccionados aleatoriamente, foram clonados e os fragmentos obtidos foram,

posteriormente, sequenciados.

6.3.1. Amplificagéo das regides ITS do rRNA nuclear, por PCR “nested”

As regibes ITS do rRNA nuclear de P. jirovecii foram amplificadas por PCR
“nested” (Lee et al., 1998), com os oligonucle6tidos iniciadores externos, 1724F2 e
ITS2R, e internos, FX e RX (quadro XVII). As reac¢oes de PCR foram optimizadas, em
relacdo a concentracdo dos oligonucledtidos iniciadores e do MgCl, e quanto a adicdo
de BSA.

Na primeira PCR, para cada amostra, foi preparada uma mistura reaccional de
50 ul contendo 1x tampédo de reaccdo (200 mM Tris-HCI [pH 8,4], 500mM KCI;
Invitrogen), 0,4 mM de uma mistura dos desoxirribonucledtidos dATP, dCTP, dGTP e
dTTP (Promega), 8 pmol de cada um dos oligonucleétidos iniciadores, 17242F e ITS2R
(MWG Biotech), 25 mM de MgCl, (Invitrogen), 1 U de Platinum® Taq DNA
Polymerase (Invitrogen), 0,5 pug de BSA (Sigma), entre 5 e 7 ul de DNA gendmico e

agua desionizada estéril, para perfazer o volume final.
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QuADRO XVII. Oligonucledtidos iniciadores utilizados na amplificacdo por PCR das

regides ITS do rRNA nuclear P. jirovecii.

PCR OLIGONUCLEGTIDOS SEQUENCIA REFERENCIA
(fragmento amplificado, pb) INICIADORES
12 PCR 1724F2 5- AGTTGATCAAATTTGGTCATTTAGAG- 3
Lee et al., 1998
(650) ITS2R 5'- CTCGGACGAGGATCCTCGCC- 3!
Tang, X.
22 PCR FX 5-TTCCGTAGGTGAACCTGCG- 3 g
(comunicagao
(550) RX 5- GTTCAGCGGGTGATCCTGC- 3' pessoal)

Pb-pares de bases.

Na segunda PCR, 4 ul do produto amplificado foi adicionado a mistura
reaccional, semelhante & primeira, diferindo, apenas, na concentragdo da mistura dos
desoxirribonuclettidos dATP, dCTP, dGTP e dTTP (0,8 mM), na concentracdo de cada
um dos oligonucleotidos iniciadores utilizados (32 pmol, FX e RX; MWG Biotech) e na
concentracdo de MgCl, (1 mM; Bioline).

Em cada reac¢do de amplificacdo foram incluidos um controlo positivo e um
controlo negativo. As reaccoes de amplificacdo foram efectuadas num termociclador
"T1 Thermocycler" (Biometra), segundo as condi¢des térmicas descritas no quadro

XVIII.
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QuADRO XVIII. CondicBes térmicas de amplificacdo por PCR das regides ITS do

rRNA nuclear de P. jirovecii.

ITS-PCR CONDICOES DE AMPLIFICACAO N.°CicLOS
Desnaturacdo inicial 94°C, 3 min
12PCR Desnaturacdo; ligacdo; extensdo  94°C, 90 seg; 62°C, 90 seg; 72°C, 2 min 5
Desnaturacéo; ligacdo; extensdo  94°C, 40 seg; 60°C, 40 seg; 72°C, 1min 35
Extenséo final 72°C, 10 min
Desnaturacdo inicial 94°C, 3 min
22 PCR Desnaturacdo; ligacdo; extensdo  94°C, 90 seg; 62°C, 90 seg; 72°C, 2 min 5
Desnaturacdo; ligacdo; extensdo  94°C, 40 seg; 60°C, 40 seg; 72°C, 1min 35
Extensdo final 72°C, 30 seg

Min — minutos; seg — segundos.

6.3.2. Visualizacdo do DNA amplificado

Conforme o descrito em 5.3, os fragmentos de DNA amplificado por PCR
“nested” foram analisados por electroforese em gel de agarose a 1,5%, em tampéo TAE
com brometo de etidio incorporado. O DNA amplificado, com 550 pb, foi analisado em

paralelo com o marcador de DNA “1 Kb ladder” (Promega).

6.4. PURIFICACAO E SEQUENCIACAO DIRECTA DOS FRAGMENTOS

AMPLIFICADOS POR PCR

Os produtos de PCR contém varios compostos, nomeadamente, sais,

oligonucleotidos iniciadores e nucledtidos ndo incorporados, que podem interferir com a
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reaccdo de sequenciacdo, sendo necessario, antes da sua realiza¢do, proceder a remogéo
dos referidos compostos.

Assim, o DNA amplificado, por PCR, a sequenciar, foi purificado, com o “kit”
comercial “JETQUICK PCR Product Purification Spin Kit” (Genomed). De acordo com
as instrucdes do fabricante, a 40 ul de produto de PCR foram adicionados 200 pul de
solucdo H1 (Genomed) que, apds forte agitacdo, foram transferidos para uma coluna
“JETQUICK spin column” (Genomed), ja colocada num tubo colector. Depois de uma
centrifugacdo a 23.100 g, durante um minuto, o eluido foi rejeitado e a coluna colocada
num novo tubo colector. Em seguida, foram adicionados 250 ul de solugdo de lavagem
H2 (Genomed) e foi realizada nova centrifugacdo a 23.100 g, durante um minuto. Apos
rejeicdo do eluido, foi repetida a centrifugacdo anterior. Seguidamente, a coluna foi
transferida para um microtubo de 1,5 ml, tendo-lhe sido adicionados 50 ul de agua
desionizada estéril, previamente aquecida a 60°C. Por fim, a coluna foi a incubar a
60°C, durante cinco minutos e, depois de uma centrifugacdo a 23.100 g, durante dois
minutos, a coluna foi eliminada e o produto de PCR purificado foi armazenado a —20°C.

Inicialmente, os produtos de PCR purificados foram enviados para o Laboratério
de Sequenciacdo e Andlise de Fragmentos, do Instituto de Ciéncia Aplicada e
Tecnologia (ICAT), onde foram submetidos a reac¢do de sequenciagéo, resolvidos num
sequenciador automatico “CEQ™ 2000XL” (Beckman Coulter), com uma tecnologia de
electroforese capilar em gel de poliacrilamida, e analisados pelo software “CEQ™ 8000
Genetic Analysis System” (Beckman Coulter). Posteriormente, os produtos de PCR
passaram a ser enviados para o Laboratério de Sequenciacdo da Macrogen (Seuol,

Coreia do Sul) onde foram submetidos a reaccdo de sequenciagdo, resolvidos num
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sequenciador automatico “3730 XL DNA Analyser” (Applied Biosystems), com uma
tecnologia de electroforese capilar em gel de poliacrilamida.

As sequéncias de DNA foram determinadas em ambos os sentidos, tendo sido
obtida uma sequéncia consenso, por comparagdo das sequéncias directa e reversa. Os
cromatogramas, com as sequéncias directa e reversa, de cada fragmento sequenciado,
foram comparados, através do programa “Chromas”, versdo 1.33 (Theshnelysium Pty

Ltd) e, apds a correccao manual de alguns erros, foi obtida a sequéncia consenso.

6.5. CLONAGEM DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS POR PCR E SEQUENCIACAO

DO DNA CLONADO

Para a identificacdo de genOtipos mdultiplos, presentes na mesma amostra, 10
fragmentos do gene da DHFR e 11 fragmentos das regides ITS do gene de rRNA
nuclear, seleccionados aleatoriamente, foram clonados no vector “p-Drive cloning
vector” em E. coli, segundo o “Qiagen PCR Cloning Kit” (Qiagen).

Inicialmente, procedeu-se a adi¢do do desoxirribonucledtido dATP, de forma a
criar uma extremidade de poli-A, necessaria a introducdo do fragmento de DNA no
vector de clonagem. Para tal, adicionaram-se 8 ul de produto de PCR purificado a 2 pul
de mistura de reaccao “Qiagen A-Addition” (Qiagen), fornecida no “Qiagen A-Addition
Kit” (Qiagen). A reaccdo de adigéo foi a incubar a 37°C, durante 30 minutos.

Apos a adicdo de poli-A, procedeu-se a ligacdo dos produtos de PCR com o
vector p-Drive (Qiagen). Para cada amostra, foi preparada uma mistura reaccional de 10

ul contendo 5 pl do reagente “2x ligation mix” (Qiagen), 50ng/ul de vector de
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clonagem “p-Drive” (Qiagen), 4 ul de produto de PCR purificado e 1ul de agua
desionizada estéril. A reacgédo de ligacdo DNA—vector de clonagem foi a incubar a 8°C,
durante a noite.

Apds a ligacdo DNA-vector efectuou-se a transformacdo em ceélulas E. coli
competentes, cedidas pelo Professor Doutor Celso Cunha (Unidade de Biologia
Molecular, do Instituto de Higiene e Medicina Tropical). Assim, 2 a 5 ul da mistura de
ligacdo foram adicionados a 100 ml de células competentes, seguindo-se incubacéo a
42°C, durante 45 a 50 segundos, num banho termostatizado, apds a qual se colocou a
mistura no gelo durante dois minutos. Adicionou-se 900 ul de meio SOC (triptona 2%,
extracto de levedura 0.5%, NaCl 10mM, KCI 2.5mM; MgCl2 10mM, MgSO, 10mM,
dextrose 20 mM), e a mistura de transformagdo foi a incubar a 37°C, durante 90
minutos, a 150 rpm, numa incubadora com agitacao orbital.

Entretanto procedeu-se a preparacdo de placas de Petri esterilizadas com meio
Luria—Bertani (LB, Sigma) sélido agar, contendo 100 ug/ml de ampicilina, 0,5 mM de
IPTG e 0,08 mg/ml de Xgal (5-bromo-cloro-3-indolil-B-D-galactosidase). Apds a
incubacgédo, 200 a 300 pl da solugédo de transformagéo foram plagueados com meio LB
agar e as placas foram a incubar a 37°C, durante a noite. Apds selec¢do das coldnias
recombinantes, estas foram inoculadas em 5 ml de meio LB liquido e incubadas a 37°C,
durante a noite, com agitacdo orbital. O DNA plasmidico, foi posteriormente, extraido
pelo “MiniPrep Plasmid DNA extraction Kit” (Qiagen), segundo as condicdes do
fabricante.

O trabalho de clonagem foi efectuado, em parte, com o auxilio do Professor
Doutor Celso Cunha, da Unidade de Biologia Molecular, do Instituto de Higiene e

Medicina Tropical.
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6.6. ANALISE BIOINFORMATICA

As sequéncias nucleotidicas consenso dos fragmentos dos genes da DHPS, da
DHFR e das regides ITS, dos isolados de P. jirovecii estudados, foram comparadas com
as sequéncias de P. jirovecii para os loci descritos, disponiveis na base de dados do
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). Também, as sequéncias obtidas no
presente trabalho foram alinhadas através do programa Clustal W, versdao 1.82
(Thompson et al., 1997). Ao alinhamento resultante, foram efectuados alguns acertos

manuais, de forma a eliminar algumas ambiguidades.

7. ANALISE ESTATISTICA

No presente trabalho, procedeu-se a avaliacdo da existéncia de correlacdo entre
os polimorfismos identificados, nos gene da DHPS e da DHFR, e 0s gendtipos ITS com
as caracteristicas epidemiolégicas e clinicas dos doentes estudados, em particular, com
0 insucesso da profilaxia anti-P. jirovecii. Assim, 0s varios genotipos identificados nas
trés regides gendmicas, em estudo, foram correlacionadas com o periodo de estudo, com
a idade dos doentes, com o estado seroldgico para VIH, com algumas caracteristicas
clinicas associadas com a viruléncia de P. jirovecii (o valor de PaO,, radiograma do
térax), a contagem de linfécitos TCD4" e o uso de profilaxia anti-P. jirovecii, com

cotrimoxazol. Para o estudo efectuado, a profilaxia anti-P. jirovecii, foi considerada
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como a toma de cotrimoxazol por um periodo minimo de dois meses, antes do
diagnostico da PPc.

Considerando o numero de variaveis e o tipo de resposta pretendida, o teste
estatistico seleccionado foi o teste do Chi-Quadrado (x%). Os dados foram agrupados
em tabelas de contingéncia de duas entradas e a andlise foi efectuada com o apoio
informatico do programa SPSS (do inglés “statistical package for social sciences”, SPSS
Inc., versdo 13,0), com um intervalo de confianga de 95%, de onde resultaram
associagOes, estatisticamente, significativas, quando o valor de P foi inferior ou igual a
0,05.

A andlise estatistica foi efectuada, em parte, com o auxilio da Professora
Doutora Luzia Gongalves, da Unidade de Epidemiologia e Bioestatistica, do Instituto de

Higiene e Medicina Tropical.
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I11. IDENTIFICACAO DE P. JIROVECII EM DOENTES IMUNOCOMPROMETIDOS

1. INTRODUGAO

A pneumocistose, € uma infeccdo oportunista que causa morbilidade e
mortalidade significativas em seropositivos para VIH e em individuos com outras
imunodeficiéncias.

O diagndstico laboratorial da pneumocistose assenta, principalmente, na
observagdo microscopica de P. jirovecii em amostras de secre¢des pulmonares, como 0
LBA ou a El, apos aplicacdo de coloragGes citoquimicas ou fluorescentes, tais como a
IFI-AcM. Todavia, 0 uso generalizado da profilaxia priméaria da PPc, em especial com
TMP-SMX, predispde a reducdo do namero de microrganismos identificados nas
secrecdes pulmonares, pelas técnicas de diagndstico convencionais (Leibovitz et al.,
1995). Também, o uso da profilaxia com pentamidina em aerossol, para além da
diminuigdo da carga parasitaria, pode ser responsavel por padrfes radioldgicos atipicos
e por quadro clinico de dificil interpretacao.

A aplicacdo recente de técnicas de biologia molecular promoveu o diagnéstico
em amostras bioldgicas de obten¢do menos invasiva, como a El e o LO, e contribuiu

para a deteccdo cada vez mais sensivel e eficiente de P. jirovecii, em particular, no que
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diz respeito a amostras com carga parasitaria mais baixa, assim como, permitiu a
identificacdo de portadores assintomaticos.

No presente trabalho, pretendeu-se identificar P. jirovecii em individuos
imunocomprometidos, com sintomatologia respiratdria, entre Margo de 2001 e Outubro

de 2004.

2. RESULTADOS

No presente estudo, 403 amostras de secrecdes pulmonares, recolhidas entre
Marco de 2001 e Outubro de 2004, foram submetidas a identificacdo de P. jirovecii, por
técnicas parasitologicas e moleculares. As 403 amostras estudadas, foram recolhidas de
314 doentes imunocomprometidos, com sintomatologia respiratoria. Em 62 doentes
foram recolhidas mais do que uma amostra de secrec@es pulmonares: em 44 doentes
foram recolhidas duas amostras; em 10 doentes foram recolhidas trés amostras, em sete
doentes foram obtidas quatro amostras e apenas num doente foram recolhidas cinco
amostras de secrecdes pulmonares.

Das 403 amostras estudadas, 119 (29,5%) foram positivas, por IFI-AcM, e 284
(70,5%) foram negativas. Através da técnica de IFI-AcM, os quistos de P. jirovecii
apresentaram forma esférica e dimensdo média de 4 a 6 um, com a parede celular
corada de verde fluorescente (figura 6). Durante a avaliacdo parasitoldgica das amostras
de secrecfes pulmonares, foi estimada a carga parasitaria das amostras positivas por

IF1-AcM, segundo as condicdes definidas anteriormente ( vide Capitulo I, quadro VI1II).

112



Identificacdo de P. jirovecii em doentes imunocomprometidos

FIGURA 6. Quistos de P. jirovecii, visualizados pela técnica de IFI-AcM, em secrecdes

pulmonares (x400) (original da autora).

Das 119 amostras positivas por IFI-AcM, 81 (68,1%) tinham carga parasitaria
baixa, 34 (28,6%) apresentaram carga parasitdria moderada e em quatro amostras

(3,3%) foi detectada uma carga parasitaria elevada (quadro XIX).

QUADRO XIX. Carga parasitaria de P. jirovecii, detectada nas 119 amostras positivas

por IFI com AcM.

CARGA PARASITARIA  N.° AMOSTRAS TIPO DE AMOSTRA
LBA El SB
Baixa (+) 81 (68,1%) 36 44 1
Moderada (++) 34 (28,6%) 22 12
Elevada (+++) 4 (3,3%) 4

El-expectoragéo induzida; LBA-lavado bronco-alveolar; SB-secre¢des bronquicas.
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As 284 amostras negativas por IFI-AcM foram, posteriormente, submetidas a
amplificagdo de DNA especifico de P. jirovecii, nomeadamente de um fragmento de
263 pb do gene que codifica a mt(LSU)rRNA (figura 7) (Wakefield et al., 1990, 1991;
Tamburrini et al., 1996). Das amostras negativas por IFI-AcM, 141 (49,6%) foram

positivas por PCR e 143 (50,4%) foram negativas.

- 263pb

FIGURA 7. Electroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacdo por PCR
“nested” de um fragmento de 263 pb do gene que codifica a subunidade grande do

rRNA mitocondrial. M: Marcador de pesos moleculares (“100 bp ladder”, Fermentas).

No total, 260 (64,5%) das 403 amostras estudadas foram positivas para P.
jirovecii (quadro XX). Estas 260 amostras de secre¢des pulmonares foram recolhidas de
209 doentes imunocomprometidos e correspondiam a 220 episédios de PPc. Ao longo
do periodo de estudo, em 10 doentes, foi feito o diagnostico de mais do que um episddio
de PPc. Em nove doentes foram detectados dois episddios e num doente foram

diagnosticados trés episédios de pneumocistose.
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QuADRO XX. Identificacdo de P. jirovecii, por técnicas parasitoldgicas e moleculares,

em 403 amostras de secre¢des pulmonares.

IDENTIFICACAO DE P. JIROVECII PosITIVA NEGATIVA
IFI-AcM (N=403) 119 (29,5%) 284 (70,5%)
mt(LSU)rRNA-PCR (N=284) 141 (49,6%) 143 (50,4%)

Dos 209 doentes parasitados, 131 (62,7%) pertenciam ao sexo masculino e 78
(37,3%) ao sexo feminino. A idade dos doentes variou entre os dois meses e 0s 70 anos
(mediana=36 anos). Cento e setenta e seis doentes eram seropositivos para VIH e 19
eram seronegativos (quatro receptores de transplante de Orgdos, quatro com doenca
neoplasica, quatro recém-nascidos, um toxicodependente e seis adultos com causa de
imunossupressao desconhecida). Nos restantes 14 doentes, ndo havia informacdo sobre
a serologia para VIH.

Nos 176 doentes seropositivos para VIH, a categoria de transmissdo de VIH
estava documentada em 108 doentes, sendo 53 heterossexuais, 10 homossexuais, 44
toxicodependentes e uma crianca que adquiriu a infeccdo por VIH por transmissao
vertical. Nestes doentes, a contagem de linfécitos TCD4" foi superior a 200 células/mm?®
em 16 (9,1%) doentes, inferior ou igual a 200 células/mm* em 39 (22,1%) doentes e
inferior a 50 células/mm?® em 63 (37,8%) doentes. Em 58 (32,9%) doentes n&o era
conhecida a contagem de linfocitos TCD4".

Dos 209 doentes com infeccdo por P. jirovecii, 39 (18,6%) estavam sob
profilaxia anti-P. jirovecii (35 com TMP-SMX e quatro com pentamidina), 127 (60,8%)

ndo faziam profilaxia e em 43 (20,6%) ndo havia informac&o sobre o uso de profilaxia.
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Na figura 8, pode-se observar a distribuicdo mensal dos casos de PPc

diagnosticados, no periodo compreendido entre Marco de 2001 e Outubro de 2004.

124
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FIGURA 8. Representacdo grafica do nimero de isolados de P. jirovecii, identificados
por técnicas parasitologicas e moleculares, entre Marco de 2001 e Outubro de 2004, em

funcdo dos meses do ano.

Os resultados representados mostram que, para o periodo estudado, foram
identificados mais isolados de P. jirovecii nos anos de 2002 e 2003. Nos meses de
Setembro, Junho e Maio foi detectado o maior nimero de isolados, no entanto esta

diferencga ndo foi, estatisticamente, significativa (P>0,8).
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3. DiscussAo

Até a recente aplicacdo das técnicas de biologia molecular, nomeadamente, da
PCR, na deteccdo de P. jirovecii, o diagnéstico da PPc fundamentava-se,
exclusivamente, no quadro clinico e na identificacdo do parasita, através de coloragdes
citoguimicas ou fluorescentes, em amostras bioldgicas, do aparelho respiratorio, como
ou a biopsia de tecido pulmonar ou as secre¢fes pulmonares. Actualmente, 0 uso
generalizado da profilaxia anti-P. jirovecii, em doentes de risco, contribuiu para a
reducdo do nimero de microrganismos presentes nas secre¢des pulmonares, o que
dificulta o diagnostico pelas técnicas parasitoldgicas, isto €, a identificacdo morfologica
de P. jirovecii. Assim, as técnicas de deteccdo de DNA de P. jirovecii tém sido os
métodos mais utilizados, quer no diagndstico, quer em investigacdo, devido a sua
sensibilidade e especificidade elevadas.

No presente trabalho, P. jirovecii foi detectado em 64,5% das amostras
estudadas. Através da técnica parasitoldgica identificou-se P. jirovecii em 29,4% e, pela
técnica molecular, em 49,6% das amostras estudadas. No total de doentes estudados, a
percentagem de isolados de P. jirovecii identificados, por IFI-AcM, foi semelhante a
observada em outros estudos efectuados em Portugal (Matos et al., 1995; Diogo, 1999)
e reflecte o decréscimo da frequéncia de P. jirovecii em amostras de secrecdes
pulmonares, em doentes imunocomprometidos, reportado por varios autores (Palella et
al., 1998). O decréscimo observado na frequéncia de identificacdo de isolados de P.
jirovecii esta, provavelmente, relacionada com o decréscimo do numero de casos de
infeccdo VIH/SIDA, diagnosticados em Portugal desde 2000, em virtude do efeito da

HAART, no atraso da progressao da infeccdo por VIH para SIDA (Antunes e Doroana,
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2003; Centro de Vigilancia Epidemioldgica das Doencgas Transmissiveis, 2005). De
facto, a introdugédo da HAART e o uso generalizado da profilaxia anti-P. jirovecii tem
contribuido, largamente, para a diminuigdo da prevaléncia da pneumocistose, nos paises
industrializados (Kaplan et al., 2000).

Por outro lado, e ao contrario do observado por outros autores, os isolados de P.
jirovecii foram identificados de forma semelhante em todos 0s meses ao longo do ano,
ndo se verificando distribuicdo sazonal ou mensal (Miller et al., 1992; Lubis et al.,
2003; Varela et al., 2004). Alguns estudos, reportaram maior incidéncia de casos de
pneumocistose em alguns meses (por exemplo, em Janeiro) ou em determinadas
estacdes do ano, como o Inverno, provavelmente relacionada com o valor mais baixo da
média da temperatura minima (Lubis et al., 2003; Varela et al., 2004). No entanto, o
mesmo nao se verificou, no estudo efectuado.

A aplicacdo duma técnica de PCR, para o diagnostico da PPc, pode ser,
particularmente, Util para os casos em que 0 numero de microrganismos, nas secrecoes
pulmonares, é baixo, como € o caso dos doentes sob profilaxia e naqueles com infec¢édo
subclinica (sem sintomalogia) (Leibovitz et al.,, 1995a). A técnica de PCR pode
aumentar a sensibilidade e a especificidade da detec¢do de P. jirovecii, em amostras
obtidas por métodos ndo invasivos, como é o caso da expectoracdo induzida, do lavado
oral e do soro (Lipschik et al., 1992; Helweg-Larsen et al., 1998; Matos et al.,1999,
2000). Sendo, por isso, um método importante no diagnostico da pneumocistose e,

também, na monitorizacdo dos doentes sob profilaxia ou terapéutica.
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IV. DETECCAO DO GENE DA DHPS DE P. JIROVECII

1. INTRODUGAO

A inexisténcia de um sistema de cultura in vitro, para P. jirovecii, que seja eficaz
e reprodutivel tem dificultado o estudo da resisténcia ao cotrimoxazol, por parte deste
parasita. Actualmente, este estudo é efectuado pela andlise da associacdo entre 0s
polimorfismos da DHPS de P. jirovecii, detectados por técnicas de biologia molecular, e
a resisténcia clinica ao cotrimozaxol. Estes métodos baseiam-se na capacidade de isolar
e detectar o DNA especifico de P. jirovecii, a partir de amostras clinicas. No entanto, a
amplificacdo por PCR do gene da DHPS, um gene de coOpia unica (Lundgren &
Wakefield, 1998), tem sido dificultada pelo estudo de amostras pulmonares de obtencéo
menos invasiva, geralmente com uma carga parasitaria menor, e pela presenca de
inibidores da PCR, como o DNA humano (DNA hospedeiro), presente nas amostras
pulmonares. De facto, o excesso de DNA exdgeno ou do hospedeiro, presente nas
amostras pulmonares, pode ser inibitério da reaccdo de PCR (Rossen et al., 1992;
Wilson, 1997).

Neste estudo, com o objectivo de melhorar a detecgéo das mutagdes, descritas no
gene da DHPS de P. jirovecii, em amostras pulmonares de doentes com co-infec¢do

VIH/SIDA e PPc, propomo-nos avaliar um método de microfiltracdo para a remocao
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das células humanas, de forma a reduzir a contaminagdo por DNA ndo especifico, e
testar um protocolo de PCR “nested”, desenvolvido para a amplificagdo do gene da

DHPS, em amostras com baixa carga parasitaria.

2. RESULTADOS

No presente estudo, com o objectivo de avaliar a deteccdo de um fragmento do
gene da DHPS de P. jirovecii, foram estudadas 40 amostras de secre¢Ges pulmonares,
de 40 doentes com co-infec¢do VIH/P. jirovecii, parasitologicamente, positivas. Das 40
amostras estudadas, 30 (75%) apresentaram baixa carga parasitaria, 7 (17,5%) tinham
carga moderada e as restantes 3 (7,5%) apresentaram elevada carga parasitaria.

Uma aliquota de cada amostra foi submetida a um método de microfiltracéo,
com o objectivo de remover as células humanas e, assim, reduzir a contaminacdo com
DNA ndo especifico. Também, para melhorar a amplificacdo do gene da DHPS, em
amostras com baixa carga parasitaria, foi desenvolvido um protocolo de PCR “nested”,
posteriormente, aplicado a todas as amostras.

No grupo de amostras nao filtradas, a amplificacdo do gene da DHPS de P.
jirovecii por PCR “touchdown” foi positiva em cinco (12,5%) e negativa em 35 (87,5%)
(quadro XXI). Na segunda fase de amplificacdo, 31 (77,5%) amostras foram positivas,
inclusive as cinco positivas por PCR “touchdown”, e nove (22,5%) foram negativas. A
amplificacdo do gene da B-globina humana foi obtida em todas as 40 (100%) amostras

nao filtradas.
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QuaDRO XXI. Amplificacdo por PCR do gene da DHPS de P. jirovecii em 40 doentes seropositivos para VIH.

AMPLIFICACAO DAS AMOSTRAS

PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DHPS PCR “touchdown” DHPS PCR “nested” B-Globina PCR
Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa
N3o filtradas 5(12,5%)° 35 (87,5%)" 31 (77,5%)* 9 (22,5%)% 40 (100%) 0 (0%)
Carga parasitaria moderada (++) e elevada (+++) 4 6 10 0 10 0
Carga parasitaria baixa (+) 1 29 21 9 30 0
Filtradas 0(0%) 40 (100%) 13(32,5%) 27 (67,5%)% 36(90%) 4 (10%)
Carga parasitaria moderada (++) e elevada (+++) 0 10 9 1 9 1
Carga parasitaria baixa (+) 0 30 4 26 27 3

%P<0,001 quando comparada com PCR “touchdown”.
®P<0,05 quando comparada com as amostras filtradas nas mesmas condicdes experimentais.

°P<0,001 comparada com as amostras filtradas nas mesmas condicdes experimentais.



Deteccédo do gene da DHPS de P. jirovecii

No grupo de amostras filtradas, ndo foi possivel amplificar o gene da DHPS por
PCR *“touchdown”. Na PCR “nested”, 13 (32,5%) amostras foram positivas e 27
(67,5%) foram negativas (quadro XXI). O gene da B-globina humana foi amplificado
em 36 (90%) amostras filtradas.

A amplificacdo do gene da DHPS, de P. jirovecii, foi, significativamente, mais
elevada nas amostras néo filtradas do que nas filtradas, tanto com a PCR “touchdown”
como com a PCR “nested” (P <0,05 e <0,001, respectivamente).

Como o gene da B-globina humana foi amplificado, na maioria das amostras,
procedeu-se a monitorizacdo do efeito inibitorio do DNA humano. Assim, foi
adicionado DNA humano, em concentracGes crescentes, a cinco amostras, positivas por
PCR “touchdown”. As amostras com o0 DNA humano adicionado, em concentracdes de
20x10™° a 140 ng/ul, foram, posteriormente, submetidas a PCR “touchdown” e
“nested”.

Trés destas amostras foram positivas por PCR “touchdown”, apés a adicdo de
DNA humano até a concentracdo de 80 ng/ul (quadro XXII). No entanto, a adi¢do de
100 ng/ul levou a inibigdo total da amplificacdo do gene da DHPS, nas cinco amostras
estudadas. Em relacdo a PCR “nested”, este efeito pareceu ser menos significativo uma
Vez que, apenas, uma amostra apresentou inibi¢do da amplificagdo, apds a adigdo de 140

ng/pl de DNA humano.
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QuaDRO XXII. Efeito da adicdo de DNA humano, na eficiéncia da amplificagcdo do

gene da DHPS de P. jirovecii, em cinco amostras pulmonares.

AMPLIFICACAO DO GENE DA DHPS DE P. JIROVECII

CONCENTRACAO DE DNA PCR “touchdown” PCR “nested”
HUMANO Amostras positivas Amostras positivas
20 x 107 ng/ul 5 5
20 x 107 ng/ul 5 5
20 x 107 ng/ul 5 5
20 x 107° ng/ul 4 5
20 x 107 ng/ul 4 5
20 x 107" ng/ul 4 5
20 ng/ul 4 5
40 ng/ul 4 5
60 ng/ul 3 5
80 ng/ul 3 S
100 ng/ul 0 S
120 ng/ul 0 5
140 ng/ul 0 4

2.1. Quantificacdo do DNA exdgeno

Com o objectivo de avaliar a quantidade de DNA, ndo alvo, presente nas
amostras pulmonares, o DNA gendmico total foi quantificado em 24 das amostras
estudadas, incluindo as cinco descritas no quadro XXII. O valor total de DNA
quantificado foi dividido pela carga parasitaria para o calculo da razéo (R).

Nas amostras estudadas, o R variou entre 0,66 e 40 (mediana=6,5). Catorze

(58,3%) amostras apresentaram um R inferior ou igual a 6,5 e 10 (41,3%) apresentaram
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0 R maior que 6,5. Nas 14 amostras com R inferior ou igual a 6,5, 0 gene da DHPS foi
amplificado em 11 (78,6%) por PCR “touchdown” e em 12 (85,7%) por PCR “nested”
(quadro XXIII). Nas restantes 10 amostras com R maior que 6,5, a PCR *“touchdown”
foi positiva em uma amostra (4,1%) e a PCR “nested” foi positiva em trés amostras
(12,5%). Os resultados obtidos sugeriram que a amplificacdo do gene da DHPS foi,
significativamente, maior nas amostras com R inferior ou igual a 6,5 do que nas
amostras com R maior que 6,5, quer na PCR “touchdown” quer na “nested” (P=0,003 e

P=0,010, respectivamente).

QuaADRO XXIII. Quantificacdo do DNA gendmico total em 24 amostras pulmonares

nao filtradas.

AMPLIFICACAO DO GENE DA DHPS QUANTIFICACAO DE DNA

DE P. JIROVECII

R<6,5 R>6,5
PCR “touchdown”

Positiva 11

) 0,003
Negativa 3

PCR “nested”

Positiva 12 3

] 0,01
Negativa 2 7

R-razdo (quociente entre 0 DNA genomico total quantificado e a carga parasitaria).

A analise da razdo (R) entre a concentracdo de DNA medido (ng/ul) e carga

parasitaria, nas 24 amostras estudadas, parece sugerir que este € um factor crucial na
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eficiéncia da deteccdo do DNA de P. jirovecii. De facto, foi observado que o R inferior
ou igual a 6,5 estava, significativamente, associada a taxa de amplificacdo mais elevada

na PCR “touchdown” (P=0,003) e, também, na PCR “nested” (P<0,01).

3. DiscussAo

Neste estudo, com o objectivo de melhorar a detec¢do dos polimorfismos da
DHPS, foram avaliadas duas intervencdes diferentes, nomeadamente, um método de
microfiltracdo, antes da extraccdo de DNA para a remocdo da contaminacdo por células
do hospedeiro, e a amplificacdo por PCR “nested”, do gene da DHPS de P. jirovecii.

No presente trabalho, a amplificacdo do gene da DHPS, por PCR “touchdown”,
foi, significativamente, maior nas amostras nao filtradas (5/40, 12,5%) do que nas
filtradas (0/40, 0%) (P<0,05). O mesmo efeito foi, também, observado com a PCR
“nested”, com a qual se amplificou um maior niUmero de amostras positivas, no grupo
das amostras nédo filtradas (31/40, 77,5%), do que no grupo das amostras filtradas
(13/40, 32,5%) (P<0,001). Esta observacdo pode dever-se a perda de quistos de P.
jirovecii, durante o processo de filtracdo, e/ou a presenca de inibidores, que ndo foram
removidos, durante o processamento das amostras. De facto, nas amostras filtradas, a
remocao das células humanas, aparentemente, ndo foi bem sucedida, uma vez que, 0
DNA humano foi amplificado pela -globina PCR, em 90% (36/40) das amostras.

A ocorréncia de perda de P. jirovecii durante a remoc¢do das células do
hospedeiro é um fendmeno provavel, uma vez que estes microrganismos podem estar

associados aos pneumocitos do tipo | e, também, podem ser fagocitados pelos
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macrofagos alveolares. Assim, no estudo efectuado, a tentativa de eliminar a
contaminagdo por células do hospedeiro, por microfiltracdo das amostras, conduziu,
provavelmente, a perda de organismos ou DNA de P. jirovecii. Num estudo realizado
por Icenhour et al. (2001), um método semelhante foi aplicado ao isolamento de
Pneumocystis, a partir de pulméo do rato, de forma a prevenir a contaminagcdo por
células do hospedeiro. Nesse estudo, foram obtidos melhores resultados do que os
apresentados por nos, provavelmente devido ao facto de os ratos poderem estar
infectados com uma carga parasitaria maior e nao terem sido submetidos a nenhum
tratamento. Também, nesse estudo, todo o pulmao do rato foi processado, o que pode ter
contribuido para o melhor isolamento do microrganismo, pela técnica efectuada.

Assim, apesar da microfiltracdo ndo resolver o problema da inibicdo da
amplificacdo de DNA especifico de P. jirovecii, pela contaminacdo por DNA humano,
foi obtida a maior frequéncia de amplificacdo, PCR “nested”. No nosso estudo, 77,5%
das amostras foi amplificada por PCR “nested”, o que é um resultado semelhante ao
descrito em estudos anteriores (Helweg-Larsen et al., 1999, Ma et al., 2002).

Para além dos dados apresentados anteriormente, relacionados com o efeito da
filtracdo na deteccdo do DNA de P. jirovecii, o presente trabalho demonstra, também,
que a deteccdo dos polimorfismos da DHPS de P. jirovecii pode ser, significativamente,
melhorada com o uso da técnica de PCR “nested”, que levou ao aumento significativo
da deteccdo nas amostras filtradas e nédo filtradas (P<0,001 em ambas as condigdes),
guando comparada com a PCR “touchdown”.

A quantidade de DNA pode ser um factor critico na analise por PCR e 0 excesso
de DNA pode ser inibidor da reaccdo de amplificacdo (Rossen et al., 1992; Wilson et

al., 1997). Os resultados obtidos, pela adi¢do de DNA humano exdgeno, sugerem que a
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presenca de DNA do hospedeiro pode ser perturbador da amplificagdo de DNA
especifico de P. jirovecii. De facto, os dados apresentados no quadro XXII demonstram
que a adicdo de DNA do hospedeiro diminui a sensibilidade da PCR “touchdown”,
efeito que é menos visivel na PCR “nested”. Esta hipotese é, também, sustentada pelos
dados provenientes do calculo da razdo (R) entre o DNA total quantificado e a carga
parasitaria, nas varias amostras estudadas. Foi observado que um valor de R superior a
6,5 estava associado a diminuicdo significativa no ndmero de amostras positivas,
obtidas por PCR “touchdown”. O valor limite de 6,5 foi seleccionado por se considerar
ser este 0 mais proximo da mediana de R, obtida para as varias amostras estudadas.
Assim, de acordo com os resultados obtidos, a presenca de DNA do hospedeiro parece
ser um dos factores mais relevantes na eficacia da amplificacdo por PCR, uma vez que a
natureza das amostras clinicas utilizadas, na extraccdo de DNA (LBA ou EIl), néo
afectou a taxa de amplificacdo do DNA do parasita.

Considerando estes dados, é possivel que desenvolvimentos adicionais, no
processamento de amostras, no sentido de promover a eliminacdo do DNA do
hospedeiro, possam promover a utilizacdo de uma metodologia baseada na PCR
“nested”, com maior sensibilidade e especificidade, de forma a ultrapassar as limitacdes

provenientes da actual inexisténcia de testes de sensibilidade aos farmacos in vitro.
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V. ESTUDO DA VARIACAO GENETICA DA DHPS DE P. JIROVECII

1. INTRODUGAO

Apesar da aplicagdo generalizada de profilaxia anti-P. jirovecii, a pneumocistose
¢, ainda, uma das infec¢des oportunistas mais frequentes em doentes com infec¢do
VIH/SIDA e outras imunodeficiéncias (Kaplan et al., 2000).

Em Portugal, a PPc continua a ser uma das infec¢des oportunistas mais
notificadas (Diogo, 1999), nos doentes com SIDA, ndo obstante a disponibilidade da
quimioprofilaxia. As razdes para este fracasso podem estar relacionadas com o
desenvolvimento de microrganismos resistentes aos farmacos da familia das sulfas, a
sua biodisponibilidade reduzida e a depressdo profunda do sistema imunitario, que
dificulta a destrui¢do dos microrganismos (Epstein et al., 1994; Kazanjian et al., 1998;
Mei et al., 1998).

Ao longo dos ultimos anos, mutagdes descritas nos coddes 55 e 57 do gene da
DHPS de P. jirovecii tém sido associadas ao desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos da familia das sulfas, em particular ao cotrimoxazol (Kazanjian et al., 1998;
Helweg-Larsen et al., 1999; Ma et al., 1999; Kazanjian et al., 2000; Huang et al., 2000;
Visconti et al., 2001; Ma et al., 2002). Estas mutagdes parecem estar implicadas na

resisténcia a profilaxia da pneumocistose com sulfamidas, em doentes com infec¢do

133



Estudo da variagdo genética da DHPS de P. jirovecii

VIH/SIDA e parecem, também, estar associadas ao aumento da mortalidade nestes
doentes (Helweg-Larsen et al., 1999). Como tal, o estudo da variabilidade genética da
DHPS de P. jirovecii pode contribuir para o esclarecimento do papel deste gene no
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos.

Desta forma, no presente estudo pretendeu-se efectuar a caracterizacdo genética
da enzima DHPS de P. jirovecii, em isolados recolhidos entre 1995 ¢ 2004, ¢ estudar a
potencial associacdo entre as sequéncias identificadas e as caracteristicas
epidemioldgicas e clinicas, nomeadamente, o periodo de estudo, a idade, a serologia
para VIH, o valor de pressdo arterial de oxigénio, o radiograma do torax, a contagem de
linfocitos TCD4" e, em particular, o uso da profilaxia anti-P. jirovecii com

cotrimoxazol.

2. RESULTADOS

No presente trabalho, 260 isolados de P. jirovecii, identificados por técnicas
parasitologicas (N=119) e moleculares (N=141), recolhidos entre Marco de 2001 e
Outubro de 2004, foram submetidos a analise, por PCR-RFLP, do gene da DHPS, para
a identificacdo das mutacoes descritas nos coddes 55 e 57. Também, 30 isolados,
recolhidos entre 1995 e 2000, cuja identificagdo foi anterior ao presente trabalho
(Matos, 1999), foram submetidos ao estudo da variacdo genética da DHPS de P.
jirovecii.

Todas as amostras foram submetidas a PCR “touchdown” e, posteriormente, a

PCR “nested”, e os respectivos produtos de amplificagdo foram sujeitas a hidrolise pelas
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endonucleases de restricao Accl e Haelll, para deteccdo dos polimorfismos nos coddes
55e57.

Dos 260 isolados, recolhidos entre 2001 e 2004, foi possivel amplificar, por PCR
“touchdown”, o DNA genémico de P. jirovecii em 32 (12,3%) e em 228 (87,7%) néo
foi possivel amplificar o fragmento de 785 pb do gene da DHPS de P. jirovecii (quadro
XXIV). Por PCR “nested”, foi possivel amplificar o gene da DHPS em 189 (72,7%)
isolados e em 71 (27,3%) isolados ndo foi possivel amplificar esta regido. No estudo
efectuado, todos os isolados com amplificagdo positiva por PCR “touchdown” também

foram amplificados por PCR “nested”.

QuUADRO XXIV. Amplificagio do gene da DHPS de P. jirovecii em 260 isolados,
recolhidos entre Marco de 2001 e Outubro de 2004 e identificados por técnicas

parasitologicas e moleculares.

AMPLIFICAGAO DO GENE DA ISOLADOS DE P. JIROVECII
DHPS IFI-AcM (N=119) mt(LSU)rRNA-PCR (N=141) Total (N=260)
PCR Positiva 30 (25,2%) 2 (1,4%) 32 (12,3%)
“touchdown”  Negativa 89 (74,8%) 139 (98,6%) 228 (87,7%)
Positiva 85 (71,4%) 104 (73,8%) 189 (72,7%)
PCR “nested” .
Negativa 34 (28,6%) 37 (26,2%) 71 (27,3%)

Nas 30 amostras recolhidas entre 1995 e 2000, a amplificacdo do gene da DHPS
de P. jirovecii foi positiva em todas as amostras estudadas, quer por PCR “touchdown”

quer por PCR “nested”.
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Assim, no total, 219 isolados de P. jirovecii, correspondentes a 189 amostras,
recolhidas no periodo 2001-2004, e 30 amostras, obtidas no periodo 1995-2000, foram
submetidos a hidrolise, com as endonucleases de restricio Accl e Haelll, para a
detec¢do dos polimorfismos descritos nos coddes 55 e 57, respectivamente. A analise
por RFLP, do gene da DHPS, permitiu a detec¢do dos polimorfismos identificados, nos
coddes 55 e 57, descritos na literatura (Helweg-Larsen et al., 2000; Costa et al., 2003a,

2005) (figura 9).

FIGURA 9. Electroforese em gel de agarose de produtos de amplificacdo e hidrdlise pelas
endonucleases de restricdo Accl e Haelll de um fragmento do gene da DHPS de P.
jirovecii. A- Analise por PCR “touchdown “~RFLP do gene da DHPS. M: marcador de
pesos moleculares “1 Kb DNA ladder” (Fermentas); 1: gen6tipo mutante do coddo 55 (785
pb); 2: gendtipo selvagem do coddo 55 (157 e 628 pb); 3: gendtipo mutante do coddao 57
(785 pb); 4: gendtipo selvagem do codao 57 (165 e 620 pb). B- Andlise por PCR “nested “—
RFLP do gene da DHPS. M: marcador de pesos moleculares “100 bp DNA ladder”
(Fermentas); 1: genodtipo mutante do codao 55 (186 pb); 2: genotipo selvagem do coddo 55
(38 e 148 pb); 3: genotipo mutante do coddo 57 (186 pb); 4: genodtipo selvagem do codao 57

(46 e 140 pb).
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Nos 219 isolados de P. jirovecii, a analise por RFLP do gene da DHPS permitiu
a deteccdo do gendtipo selvagem em 185 (84,5%) isolados e a identificagdo de

genotipos mutantes em 34 (15,5%) (quadro XXV).

QUADRO XXV. Caracterizagdo genética do gene da DHPS em 219 isolados de P.

jirovecii, recolhidos entre 1995 ¢ 2004.

PERIODO GENOTIPO DA DHPS N° DE ISOLADOS
Selvagem 22 (73,3%)
Mutante 4 (13,3%)
1995-2000 Mutagao 55 ¢ 57 4
(N=30) Genotipos mistos 4 (13,3%)
Selvagem 55 e mutacao 55 e 57 3
Selvagem e mutagao 55 e 57 1
Selvagem 163 (86,2%)
Mutante 8 (4,2%)
Mutagdo 55 e 57 5
2001-2004 Mutagao 55 3
(N=189) Genotipos mistos 18 (9,5%)
Selvagem e mutagdo 55 e 57 15
Selvagem e mutagao 55 2
Selvagem 55 e mutagdo 55 e 57 |

Entre os 30 isolados de P. jirovecii, recolhidos entre 1995 e 2000, 22 (73,3%)
apresentaram sequéncias do tipo selvagem do gene da DHPS e em oito (26,6%) foram
identificados polimorfismos, nos coddes 55 e 57 (quadro XXV). Em quatro (13,3%)

isolados foram detectadas mutagdes nos coddes 55 e 57 e nos restantes quatro (13,3%)
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foi identificada uma mistura de gendtipos (duplo mutante e selvagem no codao 55 em
trés isolados e duplo mutante e selvagem em um isolado).

Entre os isolados recolhidos no periodo 2001-2004, 163 (86,2%) apresentaram
sequéncias do tipo selvagem do gene da DHPS (quadro XXV). Nos restantes 26
(13,7%) isolados, de P. jirovecii, foram identificados genoétipos mutantes do gene da
DHPS. Dos oito (4,2%) isolados onde foram detectadas mutacdes nos coddes 55 e 57,
cinco apresentaram mutagdes nos dois coddes e trés, apenas, no coddo 55. Em 18
(9,5%) isolados, foi observada uma mistura de gendtipos selvagem e mutantes da
DHPS: 15 isolados apresentaram os genotipos de duplo mutante e selvagem; dois
apresentaram o genotipo selvagem e mutacdo, no coddo 55; e num isolado foram
detectados os genotipos de duplo mutante e selvagem no codao 55.

Do conjunto de 32 isolados de P. jirovecii, recolhidos entre 2001-2004, 10
fragmentos de DNA de 785 pb, amplificados pela PCR “touchdown”, foram
sequenciados, nos dois sentidos, com o objectivo de confirmar os gendtipos obtidos por
andlise de PCR-RFLP e identificar novos polimorfismos. Em seis isolados as
sequéncias obtidas eram idénticas ao do tipo selvagem e em quatro confirmou-se a
presenca simultanea de mutagdes nos coddes 55 e 57.

No gréfico da figura 10, esta representada a distribuicdo dos genotipos selvagem
e mutantes do gene da DHPS de P. jirovecii, ao longo dos anos estudados. Apesar, do
nimero de isolados estudados nos varios anos, ser diferente, pode-se observar uma
diminui¢do da frequéncia dos gendtipos mutantes, em compara¢do com a frequéncia das

sequéncias do tipo selvagem da DHPS.
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FIGURA 10. Representacdo grafica da distribuicdo dos genotipos da DHPS de P.

jirovecii, ao longo do periodo de tempo estudado.

Os 219 isolados de P. jirovecii, com o gene da DHPS caracterizado,
correspondem a 184 episddios de PPc, em 177 doentes imunocomprometidos. Ao longo
do segundo periodo de estudo (2001-2004), em seis doentes foi diagnosticado mais do
que um episodio de PPc. Em cinco doentes foram observados dois episédios e num
doente foram diagnosticados trés episodios (quadro XXVI). Dos seis doentes, com mais
do que um episddio de pneumocistose, quatro eram do sexo masculino e dois do sexo
feminino, com idades compreendidas entre os 25 e os 58 anos. Todos estes doentes
eram seropositivos para VIH e a contagem de linfocitos TCD4 " variava entre as 11 e as

226 células/mm’.
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QUADRO XXVI. Caracteristicas clinicas e epidemiologicas de seis doentes com mais do que um episoddio de pneumocistose documentado.

CARACTERISTICAS CLINICAS

UsO DE FARMACOS ANTI-PNEUMOCYSTIS GENOTIPO DHPS

b EP1SODIO DE
OENTES s +
Idad . .._ . Linfocitos TCD o
Sexo *®  Imunodeficiencia o ) PPC Profilaxia Tratamento DHPS
(anos) (células/mm®)
nd 1° Nao Cotrimoxazol Selvagem
Dl M 25 VIH
11 2° Cotrimoxazol Cotrimoxazol Selvagem
173 1° Nao Cotrimoxazol Selvagem
D2 F 58 VIH
174 2° Nao Cotrimoxazol Selvagem
77 1° Nao Cotrimoxazol Selvagem
D3 M 43 VIH
40 2° Cotrimoxazol Cotrimoxazol Selvagem
223 1° Cotrimoxazol Cotrimoxazol Selvagem
D4 M 28 VIH
226 2° Cotrimoxazol Cotrimoxazol Selvagem
nd 1° Nao Cotrimoxazol Selvagem
D5 F 43 VIH nd 2° Nao Cotrimoxazol Selvagem
150 3° Nao Cotrimoxazol Selvagem
nd 1° Nao Cotrimoxazol Selvagem
D6 M 37 VIH
85 2° Nao Cotrimoxazol Mutagao 55 ¢ 57

F—Feminino; M—Masculino; nd—Nao disponivel
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Destes seis doentes, trés ndo estavam sujeitos a profilaxia anti-P. jirovecii, dois
doentes ndo estavam sob profilaxia durante o primeiro episddio, mas estavam durante o
segundo episoddio, € um doente foi submetido a profilaxia, em ambos os episddios
estudados. Todos os doentes foram submetidos a terapéutica anti-P. jirovecii, com
cotrimoxazol. Destes seis doentes, cinco apresentaram sempre o mesmo gendtipo da
DHPS e num doente foi detectado o genétipo selvagem, no primeiro episddio, € no
segundo o gendtipo da DHPS foi observado o gen6tipo mutante (quadro XXVI).

Dos 177 doentes estudados, em 29 foram genotipadas amostras de secre¢des
pulmonares repetidas. A recolha das amostras de secrecdes pulmonares seriadas, foi
efectuada na altura do diagnostico, entre o oitavo e o 12° dia ap6s o inicio do tratamento
da PPc e, sempre que possivel, apos a conclusdo do tratamento. Em 20 doentes foram
estudadas duas amostras, em sete foram tipadas trés amostras e em dois doentes foram
tipadas quatro amostras. Destes 29 doentes, 26 apresentaram, nas primeiras amostras
recolhidas, sequéncias do gene da DHPS do tipo selvagem e trés uma mistura de
gendtipo mutante e selvagem do gene da DHPS (quadro XXVII). Em quatro doentes
detectou-se uma mudanga de gendtipo selvagem, nas primeiras amostras de secrecdes
pulmonares estudadas, para genotipo mutante nas segundas amostras de secregdes
pulmonares. Noutro doente observou-se o contrdrio, as duas primeiras amostras de
secrecdes pulmonares apresentaram uma mistura de gendtipo selvagem e duplo mutante
e na terceira amostra foi identificado, apenas, o gendtipo selvagem (quadro XXVII).
Nos restantes 24 doentes, o genotipo da DHPS permaneceu o mesmo, durante o

episodio de pneumocistose.
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QUADRO XXVII. Genotipos da DHPS de P. jirovecii em 29 doentes com amostras

repetidas ao longo do episodio de PPc.

NUMERO DE GENOTIPO DA DHPS

DOENTES 12 amostra 22 amostra 3% amostra 43 amostra
1 Selvagem Selvagem Selvagem Selvagem
6 Selvagem Selvagem Selvagem —
15 Selvagem Selvagem — —
1 Selvagem Selvagem Selvagem Selvagem e mutagdo 55
1 Selvagem, mutacdo 55 ¢ 57  Selvagem, mutagdo 55 ¢ 57  Selvagem —
2 Selvagem Selvagem, mutagdo 55 ¢ 57 — —
1 Selvagem Mutagao 55 e 57 — —

Selvagem, mutagdo 55 e 57

Selvagem e mutagdo 55

Selvagem, mutacao 55 e 57

Selvagem e mutacédo 55

No quadro XXVIII, encontram-se resumidos os resultados

do estudo da

associacdo entre algumas caracteristicas epidemiologicas e clinicas e o genotipo da

DHPS, identificado nos 177 doentes estudados. Assim, observou-se maior frequéncia de

mutagdes, no gene da DHPS de P. jirovecii, nos isolados recolhidos entre 1995 ¢ 2000

do que nos isolados obtidos entre 2001 e 2004 (26,7% e 12,9%, respectivamente,

P=0,056). Entre os 177 doentes, 14 (7,9%) eram criangas com idades compreendidas

entre os dois meses ¢ 0s 10 anos (mediana=3 anos). Os restantes 163 doentes (92.1%)

eram adultos, com idades compreendidas entre os 20 e os 68 anos (mediana=37 anos).

Neste estudo, a frequéncia de mutagdes no gene da DHPS foi menor nos isolados

obtidos nas criancas do que nos adultos, no entanto, a diferenga observada nao foi

estatisticamente significativa (7, 1% e 16%, respectivamente, P=0,379). Apenas, uma

crianga apresentou uma mistura de genotipo selvagem e mutagdo no codao 55.
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Na populagdo estudada, 149 (84,2%) doentes eram seropositivos para VIH e 16
(9%) doentes eram seronegativos. Nos restantes 12 (6,8%) doentes ndo havia
informagdo sobre a serologia para VIH. Os genotipos da DHPS mutantes foram
identificados em 16, 1% (24/149) dos seropositivos para VIH e em 12,5% (2/16) dos
doentes seronegativos para VIH, ndo se tendo verificado correlagdo significativa entre a
ocorréncia de mutagdes no gene da DHPS e a infec¢ao por VIH (P=0,707).

No presente estudo, o valor de pressdo arterial de oxigénio (PaO,) e a presenca
de um padrao radioldgico compativel com pneumocistose, variaveis consideradas como
medidas da gravidade da PPc, foram analisadas em func¢do dos genotipos DHPS
identificados. Como se pode observar no quadro XXVIII, os gendtipos mutante e
selvagem foram identificados em percentagens ndo muito diferentes entre os doentes
com um valor de PaO, inferior ou igual a 65 mm Hg e os doentes com um valor
superior a 65 mm Hg (P=0,251). Da mesma forma, ndo se verificou correlacao entre a
presenca de gendtipos mutantes e a apresentacdo de um padrdo radioldgico compativel
com pneumocistose (P=0,911).

Entre os 177 doentes, 95 (53,7%) tinham um valor de contagem de linfécitos
TCD4" inferior ou igual a 200 células/mm’, em 15 (8,5%) foi observado um valor
superior e 200 células/mm’ e nos restantes 67 (37,8%) doentes esta informagdo ndo
estava disponivel. Nao foram identificados genotipos mutantes entre os doentes com
contagem de linfocitos TCD4" superior a 200 células/mm’— nos 15 doentes analisados

todos apresentaram o genotipo selvagem do gene da DHPS.
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QuUADRO XXVIII. Associacdo entre as principais caracteristicas epidemioldgicas e

clinicas e os genétipos da DHPS de P. jirovecii isolados a partir de 177 doentes

imunocomprometidos com pneumocistose.

CARACTERISTICAS GENOTIPOS DHPS P
EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS Selvagem Mutante
Periodo 1995-2000 22 (73,3%) 8 (26,7%) 0.056
(N=177) 2001-2004 128 (87, 1%) 19 (12,9%)
Idade <18 anos 13 (92,9%) 1 (7, 1%) 0379
(N=177) >18 anos 137 (84%) 26 (16%)
VIH Sim 125 (83,9%) 24 (16, 1%) 0.707
(N=165) Nio 14 (87,5%) 2 (12,5%)
Pao, <65 71(86,6%) 11 (13,4%) 0251
(mm Heg, N=124) > 65 33 (78,6%) 9 (21,4%)
Rx Torax Sim 101 (84,9%) 18 (15, 1%) oont
(anormal, N=147) Nio 24(857%) 4 (14,3%)
Linfocitos TCD4* <200 76 (80%) 19 (20%) 0,057
(células/mm’, N=110) > 200 15 (100%) 0 (0%)
Profilaxia PPc Sim 29 (82,9%) 6 (17, 1%) 0932
(cotrimoxazol, N=150)  Ndo 96 (83,5%) 19 (16,5%)

Trinta e sete doentes (20,9%) estavam sob profilaxia anti-P. jirovecii (35 com
cotrimoxazol e dois com pentamidina) e¢ 113 (63,8%) ndo estavam submetidos a
profilaxia. Nos restantes 27 (15,3%) nao estava documentado o uso de profilaxia anti-P.
jirovecii. Neste estudo, 17,1% (6/35) dos doentes sob profilaxia, com cotrimoxazol,
apresentaram genotipos mutantes no gene da DHPS e em 16,5% (19/115) dos doentes

nao submetidos a profilaxia, ou que recebiam pentamidina em dose profilactica, foram

144



Estudo da variagdo genética da DHPS de P. jirovecii

identificadas mutagdes nos coddes 55 e 57 do gene da DHPS (quadro XXVIII).
Portanto, no estudo efectuado, ndo se observou correlagdo entre o uso de profilaxia, com

cotrimoxazol, e a ocorréncia de mutag¢des no gene da DHPS de P. jirovecii.

3. DiscussAo

No conjunto de 260 isolados, submetidos a caracterizagdo por PCR-RFLP do
gene da DHPS de P. jirovecii, 12,3% foram amplificados por PCR “touchdown” e
72,7% foram amplificados por PCR “nested”. A taxa de amplificagdo obtida foi
semelhante a observada em estudos realizados por outros autores, em particular no que
se refere a da PCR “nested” (Kazanjian et al., 1998; Ma et al., 2002).

No total, foram submetidos a analise por RFLP, 219 isolados de P. jirovecii,
recolhidos entre 1995 e 2004, pertencentes a 177 doentes imunocomprometidos. Nestes
doentes, as sequéncias mutantes do gene da DHPS foram mais frequentes entre os 30
analisados retrospectivamente (1995-2000), do que entre os 147 doentes cujos isolados
foram recolhidos entre 2001 e 2004 (26,7% e 12,9%, respectivamente, P=0,056). Em
estudos anteriores, foi demonstrada a diminui¢do significativa da frequéncia das
mutacdes no gene da DHPS em isolados obtidos depois de 1998, apds a introducdo da
HAART (Helweg-Larsen et al., 1999; Costa et al, 2003a). Nos individuos com infecgéo
por VIH, a introdu¢do da HAART promoveu a melhoria substancial do estado
imunoldgico e clinico dos doentes o que pode contribuir para uma menor utilizagdo da
profilaxia anti-P. jirovecii. Assim, a diminuigdo da frequéncia das mutagdes no gene da

DHPS de P. jirovecii pode estar associada a menor exposi¢do ao cotrimoxazol.
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Com o objectivo de avaliar a estabilidade dos gendtipos da DHPS identificados,
procedeu-se ao estudo de secregdes pulmonares seriadas recolhidas antes e durante o
tratamento anti-P. jirovecii. As sequéncias da DHPS foram identificadas em 29 doentes
e em 24 destes nao se observou nenhuma alteragdo do genoétipo identificado na primeira
amostra. Em cinco doentes, foi detectada a alteragdo do gendtipo da DHPS identificado
nas primeiras amostras de secrecdes pulmonares. Num estudo anterior, entre os 12
doentes, com amostras seriadas de secre¢des pulmonares o gendtipo da DHPS manteve-
se estavel ao longo do episodio de pneumocistose (Costa et al., 2003). Outros autores
observaram, também, que, na maioria dos doentes, o genotipo da DHPS mantém-se
estavel, mesmo que estes doentes estejam sob tratamento anti-P. jirovecii com
cotrimoxazol ou com outros farmacos da familia das sulfas (Helweg-Larsen et al., 1999)

No presente trabalho, em cinco dos seis doentes com mais do que um episddio
de pneumocistose, foi identificado o mesmo gendtipo da DHPS. Apenas num doente
observou-se a alteragdo das sequéncias do gene da DHPS, no primeiro episodio foi
identificado o genoétipo selvagem e no segundo foram detectadas mutagdes nos coddes
55 e 57. Em estudos anteriores, que analisaram a heterogeneidade genética das regides
ITS, observaram-se, também, alteracdes nos gendtipos identificados, em doentes com
diferentes episodios de PPc (Keely & Stringer, 1996, 1997; Helweg-Larsen et al., 2001;
Matos et al., 2003a). A identificagdo de genotipos diferentes no mesmo doente, em
alturas diferentes, pode ser devida a infecg¢do por tipos diferentes de P. jirovecii (Keely
et al., 1995; Keely & Stringer, 1996, 1997). Porém, pode ser devida, também, a
existéncia de mais do que um tipo genético, no mesmo doente, sendo apenas

identificado o tipo predominante no primeiro episodio.
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No entanto, no estudo efectuado, a analise por PCR-RFLP permite a detec¢ao da
mistura de gendtipos em, virtualmente, todas as amostras estudadas. Assim, a
identificacdo de um genétipo diferente da DHPS, no segundo episodio de
pneumocistose, pode ser devida a infeccdo um tipo diferente de P. jirovecii, assim
como, a accdo de pressdo selectiva do tratamento com cotrimoxazol.

Neste estudo, entre os 219 isolados submetidos a caracterizacdo genética da
DHPS, de 177 doentes com pneumocistose, ndo se observou nenhuma associacgao,
estatisticamente, significativa entre a presenca de mutagdes nos coddes 55 e 57 e
caracteristicas epidemioldgicas ou clinicas analisadas. A frequéncia de mutacdes no
gene da DHPS foi mais elevada entre os doentes seropositivos para VIH e nos doentes
com contagem de linfocitos TCD4" inferior ou igual a 200 células/mm’, no entanto a
diferenca observada ndo foi, estatisticamente, significativa (P=0,707 e 0,057,
respectivamente). Também, ndo se verificou nenhuma correlagdo entre a presenca de
mutagdes no gene da DHPS e o uso de cotrimoxazol, na profilaxia anti-P. jirovecii, a
semelhanca do que foi observado em estudos anteriores, numa populacdo de doentes
Portugueses imunocomprometidos e em outros paises (Navin et al., 2001; Costa et al.,
2003a; Matos et al., 2003a; Riebold et al., 2006). Num estudo recente, foi elaborada
uma revisdo sistematica dos trabalhos publicados sobre a ocorréncia de mutagdes no
gene da DHPS de P. jirovecii e a sua relagao com o insucesso da profilaxia e tratamento
com cotrimoxazol ou com outras sulfas (Stein et al., 2004). Os autores verificaram que,
pelos resultados apresentados na maioria dos estudos, a probabilidade de P. jirovecii
apresentar mutagdes no gene da DHPS era maior entre os doentes sob profilaxia do que
entre aqueles que nao estavam sob profilaxia com cotrimoxazol ou outros com farmacos

da familia das sulfas (P<0,001). No entanto, a correlagcdo entre a presenca de mutagdes
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DHPS ¢ o insucesso da profilaxia parece ser menor entre os isolados de P. jirovecii
recolhidos apo6s 1996, o que pode resultar da maior frequéncia de muta¢des nos doentes
ndo expostos ao cotrimoxazol e a outras sulfas, ou decréscimo do uso da profilaxia anti-
P. jirovecii (Stein et al., 2004).

Estudos recentes demonstraram, através de ensaios de expressdo homologa e
heterologa, das mutagdes descritas no gene da DHPS de P. jirovecii em E. coli e S.
cerevisiae, que as células com os polimorfismos nos coddes 55 ¢ 57 sdo mais resistentes
as sulfas, do que as células portadoras do genotipo selvagem da DHPS (Meneau et al.,
2003; Iliades et al., 2004, 2004a; Meneau et al., 2004; Iliades et al., 2005, 2005a). No
entanto, estudos efectuados com o intuito de avaliar o papel das mutacdes identificadas
no gene da DHPS, no sucesso terapéutico das sulfas e no desenrolar clinico da
pneumocistose, apresentaram resultados contraditorios (Kazanjian et al., 1998; Helweg-
Larsen et al., 1999; Kazanjian et al., 2000; Takahashi et al., 2000; Visconti et al., 2001;
Navin et al., 2001; Crothers et al., 2005). De facto, na maioria destes estudos, os
doentes portadores de mutagdes no gene da DHPS de P. jirovecii responderam com
sucesso ao tratamento e ndo apresentaram formas mais graves de PPc, quando
comparados com doentes infectados com P. jirovecii com DHPS do tipo selvagem. De
facto, em consequéncia dos resultados contraditorios, apresentados pelos varios grupos
de investigadores, ¢ importante realizar mais estudos, com maior nimero de doentes, de
forma a avaliar o papel das mutagdoes do gene da DHPS de P. jirovecii no insucesso
terapéutico com cotrimoxazol e estimar a ocorréncia de outros factores, que podem
levar ao desenvolvimento de resisténcia aos fArmacos por parte deste parasita.

Neste estudo, em 16,5% dos doentes, que ndo estavam sob profilaxia anti-P.

jirovecii foram identificadas mutagdes no gene da DHPS. Os resultados de estudo
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anteriores mostraram, também, a ocorréncia de mutagdes entre os doentes ndo expostos
ao cotrimoxazol ou a outros farmacos da familia das sulfas (Takahashi et al., 2000;
Visconti et al., 2001; Costa et al., 2003a). Também, no presente estudo, os
polimorfismos do gene da DHPS foram detectados entre doentes seronegativos para
VIH e em criangas (12,5% e 7, 1%, respectivamente), a semelhanca do que foi
observado por outros autores (Totet et al., 2004, 2004a, 2004b; Zar et al., 2004; Beard
et al., 2005). A ocorréncia de mutagdes do gene da DHPS em isolados de doentes ndo
expostos ao cotrimoxazol e a outros fairmacos da familia das sulfas, sugere que estes
polimorfismos possam ser adquiridos acidentalmente, através de uma fonte ambiental
ou por transmissao pessoa-a-pessoa.

Ao longo dos ultimos anos, diversos estudos foram realizados no sentido de
caracterizar geneticamente a enzima DHPS, assim como, avaliar o seu contributo no
desenvolvimento de resisténcia ao cotrimoxazol. Apesar de parecer ser consensual que
as mutacdes no gene da DHPS possam ser devidas a ac¢do da pressdo selectiva exercida
pelos firmacos da familia das sulfas, ndo estd esclarecido, ainda, o seu papel no
insucesso no tratamento da pneumocistose. De futuro, serd necessario efectuar novos
estudos de caracterizagdo da DHPS e de outros marcadores genéticos, com maior
nimero de doentes sob regimes profilacticos e terapéuticos com cotrimoxazol, com o
intuito de clarificar o desenvolvimento de resisténcia, assim como contribuir para o

estudo da transmissdo e epidemiologia da pneumocistose.
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V. ESTUDO DA VARIACAO GENETICA DA DHFR DE P. JIROVECII

1. INTRODUGAO

Ao longo dos ultimos anos, vérios autores tém analisado a ocorréncia de
mutagdes no gene da DHPS de P. jirovecii ¢ avaliado a sua contribuicdo para o
desenvolvimento de resisténcia ao cotrimoxazol e a outras sulfamidas. No entanto,
ainda estd, completamente, esclarecido o papel destes polimorfismos na evolugdo
clinica da pneumocistose, nem o fenétipo de resisténcia ao cotrimozaxol esta
caracterizado. Assim, alguns investigadores iniciaram o estudo de outros loci genéticos
com o intuito de clarificar as causas do potencial desenvolvimento de resisténcia ao
cotrimoxazol, em P. jirovecii.

Recentemente, alguns estudos tém analisado a heterogeneidade genética da
DHFR em P. jirovecii. Actualmente, estdo descritas 25 substituicdes na sequéncia do
gene da DHFR, 19 delas ndo sindénimas, que resultam na alteracdo da sequéncia da
proteina, e cinco sinénimas, que mantém igual a sequéncia de aminoacidos (Ma et al.,
1999; Takahashi et al., 2002a; Nahimana et al, 2004; Robberts et al., 2005). No entanto,
apenas um estudo demonstrou a existéncia de correlacdo entre a ocorréncia de
polimorfismos ndo sindnimos e o insucesso profilactico com inibidores da DHFR,

nomeadamente com o trimetoprim ¢ a pirimetamina (Nahimana et al., 2004).
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O presente trabalho, teve por finalidade o estudo da caracterizacdo genética da
DHEFR de P. jirovecii em isolados de doentes imunocomprometidos, obtidos entre 1995
e 2004, e estudar a potencial associacdo entre as sequéncias identificadas e as
caracteristicas epidemioldgicas e clinicas, em particular com o uso da profilaxia anti-P.

jirovecii com cotrimoxazol.

2. RESULTADOS

Duzentos e sessenta isolados de P. jirovecii, recolhidos entre Margo de 2001 e
Outubro de 2004, foram submetidos a amplificagdo de um fragmento de 798 pb da
regido codificante do gene da DHFR de P. jirovecii. Da mesma forma, 30 isolados, cuja
identificacdo do parasita foi obtida antes do inicio do presente estudo, entre 1995 e
2000, foram, também, sujeitos a amplificagdo do gene da DHFR. Os produtos da PCR
“nested” (figura 11) foram, posteriormente, submetidos a andlise da sequéncia de DNA,
por sequenciacao directa.

Dos 260 isolados, identificados por técnicas parasitologicas (N=119) e
moleculares (N=141), 89 (34,2%) foram positivos por PCR “nested” e 171 (65,8%)
foram negativos (quadro XXIX). Os 30 isolados, recolhidos no periodo 1995-2000,
foram todos positivos por PCR “nested”.

As sequéncias do gene da DHFR dos 119 isolados de P. jirovecii, positivos por
PCR “nested”(89 pertencentes ao periodo 2001-2004 e 30 pertencentes ao periodo
1995-2000), foram alinhadas e comparadas com a sequéncia do tipo selvagem

depositada na base de dados do GenBank (ntimero de acesso AF090368).
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FIGURA 11. Electroforese em gel de agarose do produto de amplificagdo de um
fragmento do gene da DHFR de P. jirovecii. M: Marcador de pesos moleculares “100

bp DNA ladder” (Fermentas); 1-4: Fragmento de 798 pb do gene da DHFR de P.

jirovecii.

QuADRO XXIX. Amplificagdo do gene da DHFR de P. jirovecii em 260 isolados,

recolhidos entre Mar¢o de 2001 e Outubro de 2004 e identificados por técnicas

parasitoldgicas e moleculares.

AMPLIFICACAO DO GENE DA ISOLADOS DE P. JIROVECII

DHFR IFI-AcM (N=119) mtLSUrRNA-PCR (N=141) Total (N=260)
Positiva 49 (41,2%) 40 (28,4%) 89 (34,2%)
PCR “nested” _
Negativa 70 (58,8%) 101 (71,6%) 171 (65,8%)
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Do total de 119 isolados estudados, 82 (68,9%) apresentaram sequéncias do tipo
selvagem e 37 (31,1%) revelaram polimorfismos na sequéncia do gene da DHFR
(quadro XXX). Dos 82, isolados que apresentaram sequéncias do tipo selvagem da
DHFR, 61 (74,4%) foram recolhidos entre 2001 ¢ 2004 e 21 (25,6%) foram obtidos no
periodo 1995-2000. Entre os 37 isolados, em que foram identificados polimorfismos no
gene da DHFR, 28 (75,7%) foram recolhidos entre 2001 e 2004 e 9 (24,3%) foram
diagnosticados entre 1995 e 2000 (quadro XXX).

No presente estudo, foram identificados nove locais com substituicdes de
nucledtidos. Foram observadas quatro substituicdes sindnimas nas posigdes
nucleotidicas 201 (substituicdo de timina por adenina), 272 (timina por citosina), 312
(timina por citosina) e 381 (citosina por timina) em 33 isolados (quadro XXX). Também
foram detectadas cinco substituicdes nucleotidicas ndo sindnimas nas posicdes 38
(timina por citosina), 68 (adenina por guanina), 92 (citosina por timina), 154 (adenina
por timina) e 200 (citosina por timina), em cinco isolados, respectivamente. As
substituicoes nao sindénimas resultaram na alteracdo de aminoacidos nos cododes 13
(alterag@o de uma leucina por uma serina), 23 (aspargina por serina), 31 (serina por
fenilalanina), 52 (metionina por leucina) e 67 (alanina por valina). Um isolado
apresentou, simultaneamente, um polimorfismo sinénimo na posi¢do 272 e uma
substitui¢do ndo sindnima no codao 31 (quadro XXX).

A excepgio das substitui¢des identificadas nas posi¢des nucleotidicas 312 e 200,
os polimorfismos detectados, neste estudo, foram observados pela primeira vez e as
respectivas sequéncias foram depositadas na base dados do GenBank, com os niimeros

de acesso DQ417355 até DQ417360 (Costa et al., 2006a).
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QUADRO XXX. Caracterizagdo genética do gene da DHFR em 119 isolados de P.

jirovecii, recolhidos entre 1995 ¢ 2004.

PERIODO  SEQUENCIAS DO GENE DA DHFR DE P. JIROVECII

N° DE ISOLADOS

Selvagem 21 (70%)
Polimorfismos 9 (30%)
Sinénimos
1995-2000 312 (T/C) 6
(N=30) Nao sinénimos
38 (T/C) Leucina 13 Serina 1
68 (A/G) Aspargina 23 Serina 1
200 (C/T) Alanina 67 Valina 1
Selvagem 61 (68,5%)
Polimorfismos 28 (31,5%)
Sinénimos
312 (T/C) 22
2001-2004 381 (C/T) 3
(N=89) 201 (T/A) 1
272 (T/C) 1°
Nao sindnimos
92 (C/T) Serina 31 Fenilalanina 1°
154 (A/T) Metionina 52 Leucina 1

“a”-Polimorfismos identificados no mesmo isolado; A-adenina; C-citosina, G-guanina; T-

timina.

Os produtos de amplificacdo de 10 isolados, seleccionados aleatoriamente,
foram submetidos a clonagem e as sequéncias obtidas foram, posteriormente,
sequenciadas. Todas as sequéncias clonadas, de cada um dos isolados, apresentaram o

mesmo genotipo, nao se tendo identificado nenhuma mistura de sequéncias da DHFR.
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Dos 10 isolados, cujos produtos de PCR foram sujeitos a amplificacdo, em cinco foram
detectados polimorfismos sinénimos na posi¢ao nucleotidica 312, dois apresentaram
substitui¢cdes sindnimas na posi¢do 381 e trés revelaram sequéncias do tipo selvagem.

Os 119 isolados de P. jirovecii, com as sequéncias de DHFR caracterizadas,
foram obtidos de 108 doentes imunocomprometidos e correspondem a 109 episodios de
PPc. Num doente foram diagnosticados dois episddios de PPc separados por oito meses.
Este doente apresentou no primeiro isolado uma substituicdo sinéonima na posi¢ao
nucleotidica 312 (T/C) e no segundo foi detectado o tipo selvagem da sequéncia do gene
da DHFR. Este doente ndo estava a fazer profilaxia quando ocorreu o primeiro episodio
de PPc e no segundo episddio estava sob profilaxia com pentamidina em aerossol. Em
ambos os episodios foi tratado, com sucesso, com cotrimoxazol.

Em sete dos 108 doentes estudados, foram recolhidas amostras de secrecoes
pulmonares seriadas. Em quatro foi possivel recolher duas amostras seriadas e em trés
foram obtidas trés amostras seriadas (quadro XXXI). A recolha das amostras foi
efectuada altura do diagnostico, entre o oitavo e o 12° dia apds o inicio do tratamento da
PPc e, sempre que possivel, apos a conclusdo do tratamento. Nos sete doentes com
amostras seriadas, quatro apresentaram sequéncias do tipo selvagem da DHFR e em trés
foram detectados polimorfismos sindnimos, na posi¢cao nucleotidica 312, em dois, e na
posicao 381, num doente. Destes sete doentes com amostras seriadas, apenas num se
observou uma alteracdo do tipo de sequéncia da DHFR — nas duas primeiras amostras
de secrecdes pulmonares foi identificada uma substituicdo sinénima na posi¢ao
nucleotidica 312 e na terceira amostra foram detectadas, apenas, sequéncias do tipo
selvagem (quadro XXXI). Destes doentes, apenas um, que apresentou o gendtipo

selvagem da DHFR, estava sob profilaxia anti-P. jirovecii.
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QUADRO XXXI. Caracterizagdo genética da DHFR de P. jirovecii, isolado a partir de

sete doentes com amostras repetidas ao longo do episodio de PPc.

NUMERO DE SEQUENCIA DA DHFR
DOENTES 1* amostra 2* amostra 3* amostra
2 Selvagem Selvagem Selvagem
2 Selvagem Selvagem —
1 312 (T/C) 312 (T/C) Selvagem
1 312 (T/C) 312 (T/C) —
1 381 (C/T) 381 (C/T) —

A-adenina; C-citosina, G-guanina; T-timina.

Entre os 108 doentes, cujos isolados foram submetidos a caracterizagdo genética
da DHFR, 69 (63,9%) eram ao sexo masculino e 39 (36,1%) eram do sexo feminino. A
idade dos doentes estudados variou entre os sete meses € os 69 anos (mediana=36 anos).
Doze (11,1%) doentes eram criangas, com idades compreendidas entre os sete meses e
os 10 anos, ¢ 96 (88,9%) eram adultos, entre os 24 ¢ os 69 anos de idade. Dos 108
doentes, 91 (84,3%) eram seropositivos para VIH, nove (8,3%) eram seronegativos para
VIH e nos restantes oito (7,4%) doentes era desconhecida a informagdo sobre a
serologia para VIH. Em relagdo ao valor da pressdo arterial de oxigénio, 63 (58,3%)
doentes apresentaram um valor inferior ou a igual a 65 mm Hg, 25 (23,1%) tinham um
valor superior a 65 mm Hg e nos restantes 20 (18,5%) doentes esta informagdo nao era
conhecida. Dos 108 doentes, 80 (74,1%) apresentavam um padrio radiologico
compativel com pneumocistose, 14 (13%) ndo apresentavam um padriao radiologico

compativel e nos restantes 14 (13%) ndo existia essa informagdo. Relativamente a
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contagem de linfocitos TCD4", em 43 (39,8%) doentes era inferior a 50 células/mm’,
em 21 (19,4%) era inferior ou igual a 200 células/mm’ e em oito (7,4%) era superior a
200 células/mm’. Nos restantes 36 (33,3%) doentes ndo foi possivel obter esta
informacdo. Do total de doentes estudados, 20 (18,5%) estavam sob profilaxia anti-P.
jirovecii (19 com cotrimoxazol e um com pentamidina) ¢ 74 (68,5%) doentes ndo
estavam sob profilaxia. Em 14 (13%) doentes ndo estava documentado o uso de
profilaxia.

No quadro XXXII, estd resumido o estudo da associacdo entre algumas
caracteristicas epidemioldgicas e clinicas e a ocorréncia das sequéncias do gene da
DHFR identificadas nos 108 doentes analisados. Neste trabalho, foi feito um estudo da
associacdo entre o periodo de recolha das amostras (1995-2000 e 2001-2004), a idade
dos doentes, o estado de seropositividade para VIH, o valor da pressdo arterial de
oxigénio, o padrio radiolégico apresentado, o valor da contagem de linfocitos TCD4 " e
o uso de profilaxia, com cotrimoxazol, com a presenga de polimorfismos sinénimos e
ndo sinénimos no gene da DHFR.

Assim, observou-se menor frequéncia de polimorfismos sinénimos nos isolados
obtidos entre 1995-2000, do que nos isolados recolhidos entre 2001-2004 (20% e
30,8%, respectivamente). No entanto, detectou-se o inverso em relacdo aos
polimorfismos ndo sinénimos, cuja a frequéncia foi mais elevada no periodo 1995-
2000, do que entre 2001 e 2004 (10% e 2,6%, respectivamente).

Os polimorfismos sinénimos foram menos frequentes entre os isolados de P.
jirovecii recolhidos em criancas do que os obtidos em adultos (16,7% e 21,2%,

respectivamente). Pelo contrario, as alteragdes ndo sinébnimas foram mais frequentes no
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grupo de isolados recolhido em criancas do que no grupo de isolados obtido nos adultos
(8,3% e 4,2%, respectivamente).

As substituigdes nucleotidicas sinonimas foram observadas em percentagens ndo
muito diferentes, entre o grupo de doentes seropositivos para VIH e o grupo de
seronegativos (28,6% e 22,2%, respectivamente). Por outro lado, as substitui¢des ndo
sindnimas foram detectadas em 11,1% dos seronegativos para VIH e 4,2% dos
seropositivos.

Por outro lado, verificou-se maior frequéncia de polimorfismos, sindbnimos e nao
sindnimos, no gene da DHFR, no grupo de doentes que apresentavam um valor de PaO,
superior a 65 mm Hg e no grupo de doentes que ndo tinha o padrdo radioldgico
compativel com a pneumocistose. No entanto, a diferenca observada sé foi,
estatisticamente, significativa em relagdo a ocorréncia de polimorfismos ndo sinénimos
em doentes com um valor de PaO; superior a 65 mm Hg (P=0,021).

Em relacdo a contagem de linfocitos TCD4 ", observou-se maior percentagem de
polimorfismos, sindnimos € ndo sindnimos, entre os doentes com contagem inferior ou
igual a 200 células/mm3, no entanto a diferenca observada nao foi, estatisticamente,
significativa (P=0,693 e 1,000, respectivamente).

Entre os 108 doentes estudados, 19 (17, 6%) estavam sob profilaxia com
cotrimoxazol. Setenta e cinco (69,4%) ndo estavam sob profilaxia (74 doentes) ou
recebiam pentamidina em doses profilacticas (um doente). As substitui¢des sindnimas
do gene da DHFR foram mais frequentes entre os doentes que ndo estavam sob
profilaxia com cotrimoxazol. Por outro lado, os polimorfismos ndo sinénimos foram
observados com maior frequéncia nos doentes que recebiam cotrimoxazol, em regime

profilactico.
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QUADRO XXXII. Associagdo entre as principais caracteristicas epidemioldgicas e clinicas e os gen6tipos da DHFR de P. jirovecii isolado

de 108 doentes imunocomprometidos com PPc.

CARACTERISTICAS

EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS

Periodo
(N=108)

Idade
(N=108)

VIH
(N=100)

PaO,
(mm Hg, N=88)

Rx Torax
(anormal, N=94)

Linfécitos TCD4"
(células/mm’, N=72)

Profilaxia PPc

(cotrimoxazol, N=94)

1995-2000
2001-2004

<18 anos

>18 anos

SEQUENCIAS DO GENE DA DHFR DE P. JIROVECII

Selvagem Polimorfismos sinénimos? P Polimorfismos ndo sinénimos® P
21 (70% 6 (20% 3 (10%
(70%) (20%) 0263 (10%) 0,130
53 (67,9%) 24 (30,8%) 2 (2,6%)
9 (75% 2 (16,7% 1 (8.3%
(75%) (16,7%) 0,362 (8.3%) 0517
65 (67,7%) 28 (21,2%) 4 (4.2%)
62 (68,3%) 26 (28,6%) 3 (4,4%)
0,565 0,345
6 (66,7%) 2 (22,2%) 1 (11,1%)
47 (74.6% 16 (25.4% 0 (0%
(74,6%) (25.4%) 0,320 (0%) 0,021
13 (52%) 9 (36%) 3 (12%)
59 (73.8% 19 (23.8% 2 (2.5%
(73,8%) (23,8%) 0,430 (2:5%) 0,387
6 (42,9%) 7 (50%) 1(7,1%)
44 (68,8% 18 (28.1% 2 (3,1%
(68,8%) (28,1%) 0,639 (3:1%) 1,000
6 (75%) 2 (25%) 0 (0%)
14 (73,7% 4 (21% 1 (5.3%
(73,7%) (@1%) 0,616 (5:3%) 1,000
52 (69,3%) 20 (26,7%) 3 (4%)

“a”— Um doente apresentou simultaneamente uma alteragdo sinéonima e outra ndo sinénima na sequéncia do gene da DHFR de P. jirovecii.
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Entre os isolados de P. jirovecii obtidos em doentes que estavam sob profilaxia
com cotrimoxazol, quatro apresentaram uma substituicdo sindnima na posi¢ao
nucleotidica 312 e num foi detectada uma substituicdo ndo sinénima na posi¢ao
nucleotidica 38, correspondente a substituicdo de uma leucina por uma serina no coddo
13. No entanto, as diferencas verificadas entre estes dois grupos de doentes nao foram,
estatisticamente, significativas (quadro XXXII).

No presente estudo, a sequéncia da proteina DHFR de P. jirovecii foi alinhada
com a sequéncia homdloga de outros microrganismos e procedeu-se a comparagdo entre
as cinco substituicdes ndo sindnimas, que resultaram na alteracdo da sequéncia de
aminoacidos, com as mutagdes que causam resisténcia ao trimetoprim e a pirimetamina
em outros microrganismos, nomeadamente, S. aureus (Dale et al., 1997), S. pneumoniae
(Maskell et al., 2001) e P. falciparum (Khalil et al., 2003) (figura 12). Os locais de
substitui¢do identificados nos coddes 13, 23 e 52 encontram-se em regides conservadas
da proteina, em Pneumocystis isolado de outros hospedeiros (P. carinii). No entanto, as
mutagdes observadas na nossa populacdo ndo estdo relacionadas com as que causam
resisténcia aos inibidores da DHFR, em outros microrganismos (Dale et al., 1997,

Maskell et al., 2001; Khalil et al., 2003).

3. DiscussAo

No presente trabalho, 119 isolados de P. jirovecii, correspondentes a 109

episodios de PPc, em 108 doentes foram submetidos a amplificagdo de um fragmento

do gene da DHFR e os produtos de amplificagdo foram sujeitos a analise da sequéncia
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P. jirovecii

P. carinii
Staphylococcus aureus
Plasmodium falciparum
Streptococcus pneumoniae

P. jirovecii

P carinii
Staphylococcus aureus
Plasmodium falciparum
Streptococcus pneumoniae

P. jirovecii

P. carinii
Staphylococcus aureus
Plasmodium falciparum
Streptococcus pneumoniae

P. jirovecii

P. carinii
Staphylococcus aureus
Plasmodium falciparum
Streptococcus pneumoniae

P. jirovecii

P. carinii
Staphylococcus aureus
Plasmodium falciparum
Streptococcus pneumoniae

P. jirovecii

P. carinii
Staphylococcus aureus
Plasmodium falciparum
Streptococcus pneumoniae
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FIGURA 12. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da dihidrofolato redutase de P. jirovecii e de
outros microrganismos. As posi¢cdes onde ocorrem alteragdes na sequéncia de aminoacidos da DHFR
que conferem resisténcia ao trimetoprim e a pirimetamina em S. aureus, S. pneumoniae ¢ em P.
falciparum estdo representadas a negro. As alteragdes na sequéncia de aminoacidos da DHFR de P
jirovecii, identificadas, no presente estudo, encontram-se, também, marcadas a negro. A escala,
representada no topo do alinhamento, corresponde a numeragdo dos aminodcidos da DHFR de P
jirovecii. Os residuos de aminoacidos idénticos, muito ou pouco conservados, estdo indicados com
asteriscos, dois pontos e um ponto, respectivamente. Os tragos indicam os residuos de aminoacidos em

falta.
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de DNA, por sequenciagdo directa dos produtos de PCR.

As sequéncias obtidas foram comparadas com a sequéncia do tipo selvagem de
P. jirovecii, através do programa BLAST, e foram alinhadas pelo programa informatico
Clustall W. Nos 119 isolados, 37 (31,1%) apresentaram polimorfismos na sequéncia do
gene da DHFR de P. jirovecii. No total, nove locais de substitui¢do, quatro alteragdes
sinénimas e cinco ndo sindénimas, foram identificados.

Os polimorfismos, identificados no presente estudo, a excepgao da substituicao
sinbnima na posi¢do 312 e da alteragdo ndo sindonima detectada no coddo 67
(substituicdo de uma alanina por uma valina), foram observados pela primeira vez (Ma
et al., 1999; Takahashi et al., 2002a; Nahimana et al., 2004; Robberts et al., 2005).
Num estudo anterior, foi observada uma substituicdo ndo sinénima no coddo 52, que
resultou na alteragdo de uma metionina por um residuo de isoleucina (Nahimana et al.,
2004). No presente trabalho, foi identificada a substitui¢do do residuo de metionina. na
posicao 52, por uma leucina.

Até agora, poucos estudos tém avaliado a variagcdo genética do gene da DHFR
de P. jirovecii e a sua relagdo com o insucesso da profilaxia e tratamento com os
inibidores da DHFR (trimetoprim ou pirimetamina) (Ma et al., 1999; Takahashi et al.,
2002a; Nahimana et al., 2004). No presente trabalho, ndo foi observada uma associagéo,
estatisticamente, significativa entre o insucesso da profilaxia com cotrimoxazol e a
presenga de polimorfismos, sindbnimos e ndo sinénimos, da DHFR de P. jirovecii. Dos
cinco doentes que apresentaram substituigdes ndo sindnimas, na sequéncia do gene da
DHFR, apenas um estava sob profilaxia com cotrimoxazol. No estudo efectuado por
Nahimana e colegas (2004), foi observada uma associagdo significativa entre a

ocorréncia de varias muta¢des no gene da DHFR de P. jirovecii e o insucesso da
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profilaxia para a pneumocistose. Na andlise realizada, estes autores ndo avaliaram o
efeito da presenca de cada uma das mutagdes descritas, considerando apenas o conjunto
de alteragdes. Também, a maioria dos doentes estudados estava sob profilaxia anti-P.
jirovecii, utilizando a pirimetamina como inibidor da DHFR, em conjunto com a
sulfadoxina ou com a atovaquona. Estes farmacos s3o agentes profilacticos e
terapéuticos alternativos, raramente utilizados. Os autores sugeriram que a pirimetamina
possa exercer uma maior pressdo sobre o gene da DHFR, quando comparada com o
trimetoprim. De facto, estudos realizados in vitro sugerem que a pirimetamina tem uma
ac¢do inibidora sobre a DHFR de Pneumocystis maior do que o trimetoprim (Ma et al.,
2000).

Também, através do alinhamento da sequéncia da DHFR de P. jirovecii, com a
sequéncia homologa de outros microrganismos, verificou-se que os polimorfismos ndo
sinonimos, que foram identificados, ndo estdo relacionados, nem se encontram em posicdes
semelhantes, as mutagdes responsaveis pelo desenvolvimento de resisténcia aos inibidores
da DHFR (trimetoprim e pirimetamina), em outros microrganismos.

No presente estudo, apesar de ndo ter sido identificada correlagdo entre a
presen¢a de polimorfismos, sinénimos e nao sinénimos, com o insucesso profilactico,
observou-se uma frequéncia de alteragdes, relativamente, elevada. Os resultados
obtidos, sugerem, entdo, que um estudos adicionais, a diversidade genética da DHFR de
P. jirovecii, e de outros marcadores, numa maior populagio de doentes, podem
contribuir para o esclarecimento e melhor caracterizar o papel deste gene no

desenvolvimento de resisténcia ao cotrimoxazol.
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VII. ESTUDO DA VARIACAO GENETICA DAS REGIOES ITS DO RRNA

NUCLEAR DE P. JIROVECII

1. INTRODUCAO

A inexisténcia de um método de cultura in vitro, de P. jirovecii, que seja eficaz ¢
reprodutivel, tem constituido um obstaculo importante no estudo da transmissdo e da
epidemiologia da pneumocistose. Ao longo dos ultimos anos, a aplicacdo de técnicas de
biologia molecular, na caracterizagdo genética de P. jirovecii, permitiu o
desenvolvimento de métodos de identificagdo gendtipos, indispensaveis na clarificagdo
de alguns aspectos fundamentais da epidemiologia deste parasita. Assim, a observagao
de diferentes tipos genéticos de P. jirovecii tem contribuido para o esclarecimento de
algumas questdes importantes como o modo de aquisi¢ao da infec¢do (activagdo de
infec¢do latente ou re-infec¢@o) ou o mecanismo de transmissdo deste microrganismo.

A genotipagem das regides ITS do rRNA nuclear ¢ método muito informativo e
discriminatorio, utilizado no estudo da epidemiologia molecular da pneumocistose,
devido ao elevado numero de diferentes sequéncias que ¢ capaz de diferenciar (Lee et
al. 1998; Helweg-Larsen et al., 2001; Nimri et al., 2002; Matos et al., 2003a). A
tipagem das regides ITS, do rRNA nuclear de P. jirovecii, consiste na amplifica¢do por

PCR, sendo, posteriormente, o fragmento amplificado analisado por hibridizacdo e/ou
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analise da sequéncia de DNA, por sequencia¢do automatica. Inicialmente, os genotipos
ITS eram identificados por sequenciagdo directa dos produtos de PCR. No entanto, este
método ndo permite a identificacdio de multiplos genotipos, em isolados que podem
conter mais do que um genoétipo. No caso da sequenciagdo automadtica, a identificacdo
de multiplos genoétipos pode ser efectuada através da clonagem dos produtos de PCR,
num vector adequado, seguida da sequenciagdo directa dos clones obtidos.

No presente estudo, pretendeu-se identificar os genotipos ITS, presentes nos
isolados de P. jirovecii, detectados numa populagdo de doentes imunocomprometidos ¢
relacionar os genotipos observados com algumas caracteristicas epidemioldgicas e
clinicas, nomeadamente, com o valor da pressdo arterial de oxigénio inferior a 65 mm
Hg e o radiograma do térax, que podem estar associadas a maior viruléncia deste

microrganismo.

2. RESULTADOS

No presente trabalho, 260 isolados de P. jirovecii, identificados por técnicas
parasitoldgicas e moleculares, foram recolhidos entre Margo de 2001 e Outubro de 2004
e submetidos ao estudo de caracterizagdo genética das regides ITS, do gene do rRNA
nuclear, por sequenciagdo automatica. Para tal, um fragmento de 550 pb, que inclui a
regido ITS1, o gene que codifica o 5.8S rRNA e a regido ITS2 foi amplificado por PCR
“nested” (figura 13) e os produtos amplificados foram submetidos a andlise da

sequéncia de DNA, por sequenciacdo automatica directa. Onze produtos de PCR,
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seleccionados aleatoriamente, foram clonados e os clones foram sequenciados, nos dois

sentidos, da sequéncia de DNA.

= 550 pb

FIGURA 13. Electroforese em gel de agarose do produto de amplificagdo de um
fragmento das regidoes ITS do gene de rRNA de P. jirovecii. M: Marcador de pesos
moleculares “100 bp DNA ladder” (Fermentas); 1-4: Fragmento de 550 pb das regides

ITS do gene de rRNA de P. jirovecii.

Dos 260 isolados, foi possivel amplificar, por PCR “nested”, um fragmento das
regides ITS do gene que codifica o rRNA nuclear de P. jirovecii, em 136 (52,3%). Nos
124 (47,7%) isolados restantes nao se obteve amplificagdo, por PCR (quadro XXXIII).
Aquele conjunto, foram, também, adicionados os 30 isolados de P. jirovecii, recolhidos
entre 1995 e 2000 (Matos, 1999). Desta forma, um total de 166 isolados, cujas regides
ITS foram amplificadas com sucesso, foram sequenciadas. As sequéncias obtidas foram
alinhadas e comparadas com os genotipos publicados através do programa informatico

Clustall W, de forma a identificar os genotipos.
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QUADRO XXXIII. Amplificagdo de um fragmento de 550 pb das regides ITS do gene
que codifica o rRNA nuclear de P. jirovecii em 260 isolados, recolhidos entre Margo de

2001 e Outubro de 2004 e identificados por técnicas parasitologicas e moleculares.

AMPLIFICACAO DAS ISOLADOS DE P. JIROVECII
REGIOES ITS IFI-AcM (n=119) mtLSUrRNA-PCR (n=141) Total (n=260)
Positiva 61 (51,3%) 75 (53,2%) 136 (52,3%)
PCR “nested”
Negativa 58 (48,7%) 66 (46,8%) 124 (47,7%)

No total dos 166 isolados, foram identificados 11 tipos de sequéncias da regido
ITS1 (A,B,C,D, E, G, H, “H”, J, N e O) e 13 tipos de sequéncias da regidao ITS2 ( a, b,
c,e f, g h i, 1, ks m ne “”). Considerando as sequéncias identificadas nos dois
fragmentos, foram detectados 30 gendtipos ITS distintos (resultantes da combinacao do
tipo de sequéncias identificadas nas regides ITS1 e ITS2), entre os 166 isolados. Em
ambos os periodos de tempo, o gendtipo Eg foi o predominante, tendo sido identificado
em 80 (48,2%) isolados (quadro XXXIV).

Os segundo e terceiro genotipos mais frequentes foram o Cg (em 15 isolados,
9%) e 0 Gg (em 14 isolados, 8,4%). Os restantes genotipos identificados foram o Bi (em
seis 1solados, 3,6%), o Ce (em cinco isolados, 3%), o Ai, o Eb, o Eh ¢ o Ne (em quatro
isolados cada, 2,4% cada), o Cn, o Hg, o Jf e 0 Og (em trés isolados cada, 1,8% cada), o
Dg, o Ec, o Ei e 0 Em (em dois isolados cada, 1,2% cada) e o Al, o Bk, o Bl, 0 De, o Ea,

o Ee, 0 En, o Hi, 0 “Ho”, 0 Jb, 0 Ng, o Nn ¢ 0 Oe (em um isolado cada, 0,6% cada).
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QUADRO XXXIV. Caracterizacdo genética das regides ITS do gene que codifica o

rRNA nuclear em 166 isolados de P. jirovecii, recolhidos entre 1995 ¢ 2004.

PERiODO GENOTIPOITS NUMERO DE ISOLADOS
Eg 8
Cg 4
1995-2000
Ne 3
(N=30) _
Bi, Ce, Gg 2
Al, Bl, Cn, Ea, Eb, Eh, Jb, Jf, Nn 1
Eg 72
Gg 12
Cg 11
2001-2004
Ai, Bi1 4
(N=136)
Ce, Eb, Eh, Hg, Og 3
Cn; Dg, Ec, Ei, Em, Jf 2
Bk, De, Ee, En, Hi, “Ho”, Ne, Ng, Oe 1

Dos 166 fragmentos de DNA amplificados, 11 foram clonados e os produtos de
clonagem foram sequenciados nos dois sentidos. Sete (63,6%) dos 11 fragmentos
clonados apresentaram sequéncias ITS idénticas em todos os clones e quatro (36,4%)
apresentaram dois genétipos ITS diferentes (quadro XXXV). Dois isolados
apresentaram os genotipos Eg e Gg, em simultaneo, num detectaram-se os genotipos Eg

e Ee e no quarto isolado foram identificados os genétipos Eg e Og.
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QUADRO XXXV. Caracterizagdo genética das regides ITS do gene que codifica o rRNA

nuclear, nos fragmentos clonados de 11 isolados de P. jirovecii.

ISOLADOS COM FRAGMENTOS CLONADOS GENOTIPOITS

[

Ai, Ai, Ai, Ai
Eg, Eg, Eg, Ee
Eg, Eg, Eg, Eg
Eg, Eg, Eg, Eg, Eg
Og, Eg, Eg, Eg
Eg, Eg, Eg, Eg
Eg, Eg, Eg, Eg, Eg, Gg
Gg, Gg, Eg, Eg
Eg, Eg, Eg
Eg, Eg, Eg
Eg, Eg, Eg, Eg, Eg

O 00 9 O DN K~ W N

—_
—_ O

Os 166 isolados em que foi feita a tipagem das regides ITS, reportam a 148
doentes imunocomprometidos e correspondem a 149 episddios de PPc. Num doente,
adulto, seropositivo para VIH, foram diagnosticados dois episodios de PPc, com um
intervalo de 10 meses. Neste doente, foi identificado, no primeiro episdédio de PPc, o
genotipo Gg e, no segundo foi detectado o genotipo Cg. Este doente ndo fazia profilaxia
anti-P. jirovecii no primeiro episodio, foi, posteriormente, tratado com cotrimoxazol ¢
antes do segundo episodio de PPc recebia cotrimoxazol, em regime profilatico.

Em 14 dos 149 episodios de pneumocistose, foi possivel recolher amostras de
secrecoes pulmonares seriadas e proceder a identificacdo do gendtipo ITS de P.
jirovecii. A recolha das amostras de secre¢des pulmonares seriadas, foi efectuada na

altura do diagnostico, entre o oitavo e o 12° dia apos o inicio do tratamento da PPc e,
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QUADRO XXXVI. Caracterizagao genética das regides ITS de P. jirovecii isolado nas secregdes pulmonares seriadas em 14 episodios de

PPc de 14 doentes seropositivos para VIH.

CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS GENOTIPOITS

EPISODIOS
PPC Sexo |dade Imunodeficiéncia LinfGcitos TCD," Profilaxia Tratamento 12 amostra 22 amostra 32 amostra
(anos) (células/mm?®))
El M 47 VIH nd Nao Cotrimoxazol Cg Eb
E2 F 35 VIH 32 Cotrimoxazol Cotrimoxazol Cg Gg
E3 F 58 VIH 173 Nao Cotrimoxazol Gg Gg
E4 F 24 VIH 120 Nao Cotrimoxazol Ai Eb
ES M 41 VIH 5 Nao Cotrimoxazol Oe Hg
E6 F 38 VIH 21 Nao Cotrimoxazol Eg Eg,Gg Eg
E7 F 64 VIH 89 Cotrimoxazol Cotrimoxazol Ne Eg
E8 M 36 VIH 5 Nao Cotrimoxazol Ei Eg
E9 M 30 VIH 16 Nao Cotrimoxazol Ce Eg
E10 M 24 VIH 90 Nao Cotrimoxazol Eg Eg
Ell M 33 VIH 21 Cotrimoxazol Cotrimoxazol Eg Eg
E12 M 37 VIH 107 Nao Cotrimoxazol Cg Cn Eg
El13 F 37 VIH 39 Cotrimoxazol Cotrimoxazol Ei Hg
El14 M 66 VIH 13 Nao Cotrimoxazol Cn Eg Eg

F-Feminino; M—Masculino; nd—Nao disponivel
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sempre que possivel, apos a conclusdo do tratamento. Em trés episodios foram
recolhidas trés amostras de secre¢des pulmonares ¢ em 11 foram recolhidas duas
amostras (quadro XXXVI). Dos 14 doentes com mais do que um episédio de PPc
estudado, oito eram do sexo masculino e sexo do sexo feminino, com idades
compreendidas entre os 24 e os 66 anos. Todos estes doentes eram seropositivos para
VIH e em 13 doentes o valor da contagem de linfocitos TCD4 " era conhecido, variando
entre 5 e 173 células/mm’. Destes 14 doentes, dez ndo estavam sob profilaxia anti-P.
jirovecii e quatro doentes estavam sob profilaxia com cotrimozaxol. Todos os doentes
foram submetidos a terapéutica anti-P. jirovecii, com cotrimoxazol. O gendtipo ITS,
identificado nas secrecdes pulmonares repetidas de cada doente, foi idéntico em trés
episodios de PPc (Gg e Eg, em um e dois episodios, respectivamente). Noutro doente,
todas as secrecdes pulmonares apresentaram o genotipo Eg e a segunda amostra
apresentou uma mistura dos genotipos Eg e Gg (quadro XXXVI). Num outro doente foi
detectada, na primeira amostra, o gendtipo Cn e na segunda e terceira amostras foi
identificado o genotipo Eg. Nos restantes nove episddios de PPc, todas as amostras de
secre¢cdes pulmonares repetidas apresentaram gendtipos ITS distintos.

Entre os 148 doentes com o gendtipo ITS identificado, 97 (65,5%) eram do sexo
masculino e 51 (34,5%) eram do sexo feminino. A idade dos doentes estudados variou
entre os dois meses ¢ os 70 anos (mediana=35 anos). Cento e vinte e seis (85,1%)
doentes eram seropositivos para VIH, 12 (8,1%) eram seronegativos e nos restantes 10
(6,8%) doentes era desconhecida a informagao sobre a serologia para VIH.

Dos 148 doentes imunocomprometidos, 70 (47,3%) apresentaram um valor de
PaO, menor ou igual a 65 mm Hg, em 43 (29,1%) este valor era maior que 65 mm Hg e

nos restantes 35 (23,6%) era desconhecido. Também, entre os doentes estudados, 100
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(67,6%) apresentavam um padrdo radioldgico compativel com pneumocistose, 24
(16,2%) nao apresentavam este padrdo e nos restantes 24 (16,2%) nao estava disponivel
esta informacdo. Relativamente ao valor da contagem de linfocitos TCD4", em 56
(37,8%) doentes era inferior a 50 células/mm’, em 29 (19,6%) era inferior ou igual a
200 células/mm’ e em oito (5,4%) observou-se um valor superior a 200 células/mm’.
Nos restantes 55 (37,2%) ndo foi possivel obter esta informagao.

No total de doentes estudados, 33 (22,3%) faziam profilaxia para a
pneumocistose (29 com cotrimoxazol e quatro com pentamidina) e 93 (62,8%) ndo
recebiam profilaxia anti-P. jirovecii. Em 22 (14,9%) ndo estava documentado o uso de
profilaxia para a PPc.

No quadro XXXVII, estd sumarizado o estudo da associagdo entre algumas
caracteristicas epidemiologicas e clinicas e os genotipos ITS, identificados nos 148
doentes com pneumocistose. O estudo da associacdo entre o periodo de recolha das
amostras (1995-2000 e 2001-2004), a idade, o estado de seropositividade para VIH, o
valor da pressdo arterial de oxigénio (Pa0O;), o padrdo radiolégico, o valor da contagem
de linfocitos TCD4" e o uso de profilaxia anti-P. jirovecii, com cotrimoxazol, foi
efectuado, apenas, em relagdo aos genotipos ITS mais frequentes, presentes em mais do
que quatro doentes, nomeadamente, o Eg (70 doentes), o Cg (14 doentes), o Gg (11
doentes), o Bi (seis doentes), o Ce (cinco doentes), o Ai, o Eh e o Ne (quatro doentes
cada).

Entre os periodos de estudo 1995-2000 e 2001-2004, os genotipos Eg, Gg e Ai
aumentaram a sua frequéncia, enquanto os genotipos Cg, Bi, Ce, Eh e Ne diminuiram a

sua incidéncia. De facto, verificou-se que o gendtipo Eg foi, significativamente, mais
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frequente entre 2001-2004, do que entre 1995-2000 (P=0,011). Por outro lado, o
gendtipo Ne foi mais frequente no periodo 1995-2000 (P=0,026).

Neste estudo, 8,8% (13/148) dos isolados de P. jirovecii pertenciam a criangas,
com idades compreendidas entre os 2 meses e os 10 anos (mediana=4 anos), € 91,2% a
adultos, com idades entre os 24 e os 70 anos (mediana=36 anos). Em relagdo aos
gendtipos ITS mais frequentes, os gendtipos Ai e Ne foram observados, exclusivamente,
na populacdo adulta, enquanto que os genotipos Eg, Cg, Gg, Bi, Ce e Eh foram
identificados em isolados recolhidos em adultos e em criangas.

Nesta populacdo, 12 (8,1%) doentes eram seronegativos para VIH e 126 (85,1%)
eram seropositivos. Os genotipos Ai, Gg e Ne foram detectados, unicamente, em
isolados de doentes seropositivos para VIH. Os gendtipos Eg, Cg, Bi, Ce e Eh foram
identificados em ambas as populacdes de doentes.

Em relagdo ao valor de PaO,, os genotipos Ai e Ne foram identificados, apenas, em
doentes com um valor inferior ou igual a 65 mm Hg.

O genotipo Eg foi, significativamente mais, frequente entre os doentes com um
valor de PaO, superior a 65 mm Hg (P= 0,010). Os restantes genotipos foram identificados
em frequéncias semelhantes nos doentes com PaO, superior a 65 mm Hg e inferior ou igual
a 65 mm Hg.

Da mesma forma, os genotipos Ai, Ce, Gg, Eh e Ne foram observados, apenas, em
doentes com radiograma do térax compativel com pneumocistose, enquanto que 0s
genotipos Bi, Cg, Eg foram detectados em todos doentes, com radiograma do tdrax

compativel, ou ndo, com pneumocistose.
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QUADRO XXXVII. Associagao entre as principais caracteristicas epidemiologicas e clinicas ¢ os genétipos ITS de P. jirovecii isolado de

148 doentes imunocomprometidos com PPc.

CARACTERISTICAS

EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS

Periodo
(N=148)

Idade
(N=148)

VIH
(N=138)

PaO,
(mm Hg, N=113)

Rx Térax
(anormal, N=124)

Linfécitos TCD4"
(células/mm’, N=93)

Profilaxia PPc

(cotrimoxazol, N=126)

1995-2000
2001-2004
< 18 anos
>18 anos
Sim
Nao
<65
> 65
Sim
Nao
<200
> 200
Sim

Nao

GENOTIPOS ITS

Eg Gg

Sim Nao P Sim Nao P Sim Nao P
8 (26,7% 22 (73,3% 4 (13,3% 26 (86,7% 2 (6,7% 28 (93,3%

( ) ( ) 0,011 ( ) ( ) 0,515 ( ) ( ) 0,982
62 (52,5%) 56 (47,5%) 11(9,3%) 107 (90,7%) 8 (6,8%) 110 (93,2%)
3 (23,1% 10 (76,9% 2 (15,4% 11 (84,6% 1(7,7% 12 (92,3%

( ) ( ) 0.067 ( ) ( ) 0511 ( ) ( ) 0.888
67 (49,6%) 68 (50,4%) 13 (9,6%) 122 (90,4%) 9(6,7%) 126 (93,3%)
60 (47,6%) 66 (52,4% 118,7%) 115 (85.2% 9(7,1%) 117 (92,9%

) 0,693 ( ) 0,368 ) ) 0,338
5(41,7%) 7 (58,3%) 2(16,7%) 10 (83,3%) 0(0%) 12 (100%)
25(35,7%) 45 (64,3% 6 (8,6% 64 (91,4%) 5(7,1%) 65 (92,9%)
) 0,010 ) ( 0,894 ) ( 0,707

26 (60,5%) 17 (39,5%) 493%)  39(90,7%) 2(4,7%) 41 (95,3%)
41 (41% 59 (59% 9 (9% 91 (91% 9 (9% 91 (91%

( ) ( ) 0,243 0%) ( ) 0,271 ©%) ( ) 0,127
13 (54,2%) 11 (45,8%) 4(16,7%) 20 (83,3%) 0(0%) 24 (100%)
35 (41,2% 50 (58,8% 7 (8,2% 78 (91,8% 9 (10,6% 76 (89,4%

( ) ( ) 0371 ( ) ( ) 0399 ( ) ( ) 0333
2 (25%) 6 (75%) 0 (0%) 8 (100%) 0 (0%) 8 (100%)
11 (37,9% 18 (62,1% 4 (13,8% 25 (86,2% 1 (3,4% 28 (96,6%

( ) ( ) 0,421 ( ) ( ) 0,483 ( ) ( ) 0,379
45 (46,4%) 52 (53,6%) 9(9,3%)  88(90,7%) 8(8,2%) 89 (91,8%)




QUADRO XXXVII. Associagao entre as principais caracteristicas epidemiologicas e clinicas ¢ os genétipos ITS de P. jirovecii isolado de

148 doentes imunocomprometidos com PPc (continuagao).

CARACTERISTICAS

EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS

Periodo 1995-2000
(N=148) 20012004
Idade < 18 anos
(N=148) >18 anos
VIH Sim
(N=138) Niao
PaO, <65
(mm Hg, N=113) > 65
Rx Torax Sim
(anormal, N=124) Nao
Linfécitos TCD4" <200
(células/mm’, N=93) > 200
Profilaxia PPc Sim
(cotrimoxazol, N=126) Nao

GENOTIPOS ITS

Bi Ce Ai

Sim Nido P Sim Nao P Sim Nido P
2 (6,7% 28 (93,3% 2 (6,7% 28 (93,3% 0 (0% 30 (100%

( ) ( ) 0.416 ( ) ( ) ’ (0%) ( ) 0,583
4 (3,4%) 114 (96,6%) 32,5%) 115 (97,5%) 4 (3,4%) 114 (96,6%)
1(7,7% 12 (92,3% 1(7,7% 12 (92,3% 0 (0% 13 (100%

( ) ( ) 0,486 ( ) ( ) 0,373 (0%) ( ) 0,529
5(3,7%) 130 (96,3%) 4 (3%) 131 (97%) 4(3%) 131 (97%)

5 (4% 121 (96% 4 (3,2% 122 (96,8% 4 (3,2% 122 (96,8%

(44) ( ) 0,479 ( ) ( ) 0,370 ( ) ( ) 0,531
1(83%)  11(91,7%) 1(83%)  11(91,7%) 0(0%) 12 (100%)

2(2,9% 68 (97,1% 34,3% 67 (95,7% 34,3% 67 (95,7%

( ) ( ) 0,367 ( ) ( ) 0,584 ( ) ( ) 0,287
3 (7%) 40 (93%) 1(23%) 42 (97,7%) 0(0%) 43 (100%)

4 (4% 96 (96% 2 (2% 98 (98% 4 (4% 96 (96%

(44) ( ) 0,970 (&%) ( ) 0,485 (4%) ( ) 0,319
1(42%) 23 (95,8%) 0 (0%) 24 (100%) 0(0%) 24 (100%)

2 (2,4% 83 (97,6% 3(3,5% 82 (96,5% 4 (4,7% 81 (95,3%

( ) ( ) 0.661 ( ) ( ) 0,589 ( ) ( ) 0.531
0 (0%) 8 (100%) 0 (0%) 8 (100%) 0 (0%) 8 (100%)
1 (3,4% 28 (96,6% 2 (7% 27 (93% 1 (3,4% 28 (96,6%

( ) ( ) 0,924 (74) ( ) 0,193 ( ) ( ) 0,924
33,1%) 94 (96,9%) 2 (2%) 95 (98%) 3(3,1%) 94 (96,9%)




QUADRO XXXVII. Associagao entre as principais caracteristicas epidemiologicas e clinicas ¢ os genétipos ITS de P. jirovecii isolado de

148 doentes imunocomprometidos com PPc (continuagao).

CARACTERISTICAS Genotipos ITS
) ) Eh Ne
EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS
Sim Nao P Sim Nao P
Periodo 1995-2000 1 (3,3%) 29 (96,7%) 0511 3 (10%) 27 (90%) 0.026
(N=148) 2001-2004 3 (2,5%) 115 (97,5%) 1(0,8%) 117 (99,2%)
Idade <18anos  1(7,7%)  12(92,3%) 0310 0 (0%) 13 (100%)
(N=148) >18anos 3 (2,2%) 132 (0%) 4 (3%) 131 (97%)
VIH Sim 2 (1,6%) 124 (98,4%) 0.240 4(32%) 122 (96,8%)
(N=138) Nio 183%)  11(91,7%) 0 (0%) 12 (100%)
PaO, <65 2(2,9%) 68 (97,1%) 0.864 4(5,7%) 66 (94,3%)
(mm Hg, N=113) > 65 1 (23%) 42 (97,7%) 0 (0%) 43 (100%)
Rx Toérax Sim 4 (4%) 96 (96%) 0319 4 (4%) 96 (96%)
(anormal, N=124) Nio 0 (0%) 24 (100%) 0 (0%) 24 (100%)
Linfocitos TCD4* <200 2 (2,4%) 83 (97,6%) 3(3,5%)  82(96,5%)
(células/mm’, N=93) >200 0 (0%) 8 (100%) 0601 1(12,5%) 7 (87,5%)
Profilaxia PPc Sim 1 (3,4%) 28 (96,6%) 2 (7%) 27 (93%)
0,924 0,193

(cotrimoxazol, N=126) Nao 3(3,1%)  94(969%) 2 (2%) 95 (98%)
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Também, em relagdo a contagem de linfécitos TCD4", apenas os gendtipos Eg e
Ne, foram observados em doentes com niveis de linfocitos TCD4 " superiores a 200
células/mm’. Os outros genotipos, nomeadamente, o Cg, o Gg, o Bi, o Ce, 0 Ai e o Eh,
foram identificados, apenas, em doentes com contagens de linfocitos TCD4" inferiores a
200 células/ mm”.

Neste estudo, 29 (19,5%) dos 148 doentes estudados estavam sob profilaxia,
com cotrimoxazol. Noventa e trés (65,5%) dos doentes ndo faziam profilaxia e quatro
estavam sob profilaxia, com pentamidina. Todos os gendtipos avaliados foram
identificados tanto nos doentes que faziam, como nos que nao faziam profilaxia com
cotrimoxazol, ndo se verificando nenhuma associagdo, estatisticamente, significativa

(quadro XXXVII).

3. DiscussAo

No presente estudo, 166 isolados de P. jirovecii de 148 doentes com
pneumocistose e correspondentes a 149 episodios de PPc foram submetidos ao estudo
das regides ITS do gene de rRNA nuclear, por amplificagio por PCR seguida de
sequencia¢do de DNA.

Entre os 166 isolados, recolhidos em dois intervalos de tempo, 1995-2000 e
2001-2004, 30 gendtipos distintos foram identificados, resultantes da combinagao de 11
sequéncias ITS1 e 13 sequéncias ITS2. O genotipo mais frequente foi o Eg, presente em
48,2% dos isolados, seguido dos genotipos Ai, Bi, Cg, Gg, Ce, Eb, Eh e Ne. Em estudos

anteriores, entre nds, foi observada maior frequéncia dos genotipos Eg, Eb, Ne e Bi
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(Matos, 1999; Matos et al., 2003a). Posteriormente, outro estudo reportou os genotipos
Bi, Cg, Cn ¢ Eg, como os mais frequentes (Lucas et al., 2004). No entanto, em ambos
os casos, o genotipo Eg foi o predominante, tendo sido identificado entre 23 a 24% das
amostras estudadas, respectivamente.

Nos diversos estudos efectuados, na Europa, nos E.U.A. e na Asia, os genétipos
Eg, Eb, Ne e Ai estdo presentes em mais de 50% das sequéncias identificadas (Tsolaki
et al., 1996; Latouche et al., 1997; Lee et al., 1998; Tsolaki et al., 1998; Hosoya et al.,
2000; Atzori et al., 2001; Helweg-Larsen et al., 2001; Nimri et al., 2002; Matos et al.,
2003; Robberts et al., 2004). Estes estudos demonstram que alguns genoétipos de P.
jirovecii, em particular o Eg, s3o ubiquos na natureza, sendo identificados em isolados
de diversos paises e em anos variados. Da mesma forma, no presente estudo, o genotipo
Eg foi o mais frequente, em ambos os periodos de tempo estudados. Esta observacao
comprova que o genotipo Eg apresenta-se distribuido, igualmente, nos doentes
estudados e ao longo do tempo. Em 2004, um estudo filogenético, fundamentado na
analise do rRNA de P. jirovecii, sugeriu que o gendtipo Eg poderia ser um tipo
ancestral, donde, por recombinagdo, varios gendtipos ITS teriam divergido, sendo essa
uma das explicagdes para a vasta distribuicdo, geografica e temporal, deste genotipo
(Robberts et al., 2004).

Num doente foram diagnosticados dois episddios de PPc e a semelhanca do que
foi observado nos outros loci, e em estudos realizados por outros autores (Keely et al.,
1995; Helweg-Larsen et al., 2001; Matos et al., 2003), foram identificados genotipos
diferentes, em cada episddio. A alteragdo de gendtipo, em diferentes episddios de
pneumocistose, pode sugerir que a doenga seja devida a uma re-infecgdo (de novo)

(Keely et al., 1995). Outros autores, que defendem que a pneumocistose seja causada
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pela reactivagdo de uma infeccdo latente, sugerem que o doente pode estar infectado
com uma populagdo, geneticamente, heterogénea de P. jirovecii, sendo detectados
genotipos diferentes, em cada episodio, provavelmente, devido a incapacidade das
técnicas de recolha de amostras respiratorias e das técnicas de tipagem serem capazes de
distinguir todos os genotipos ITS presentes no pulmao (Stringer & Walzer, 1996). De
facto, num estudo realizado por Helweg-Larsen e colegas (2001a), os autores
verificaram que os varios isolados de P. jirovecii, recolhidos de varias por¢des do
pulmao, apresentavam diversos genotipos, de trés regides gendomicas, que ndo tinham
sido identificados nas secrecdes respiratorias, durante o diagndstico da PPc. Estes
autores sugeriram que diferentes tipos de P. jirovecii, podem coexistir em diversos
segmentos do pulmao.

No presente estudo, em 36,4% dos fragmentos das regides ITS clonados foram
identificados dois genotipos diferentes. Como o gene de rRNA nuclear de P. jirovecii
parece ter apenas uma copia no genoma (Tang et al., 1998; Nahimana et al., 2000), a
maioria dos autores sugere que a presenca de multiplos genotipos esteja relacionada
com a ocorréncia de infecgdes mistas (Lee et al., 1998; Helweg-Larsen et al., 2001).
Nos estudos de genotipagem, a frequéncia de infec¢des mistas varia entre 17 e 70%, em
fungdo, principalmente, do método de tipagem utilizado (Tsolaki et al., 1996; Latouche
et al., 1997; Beard et al., 2000; Hauser et al., 2001; Helweg-Larsen et al., 2001). No
presente estudo, apesar de ndo ter sido possivel efectuar a clonagem da totalidade dos
isolados estudados, a frequéncia de infeccdes mistas observada ¢ semelhante a
verificada por outros autores.

Ao longo dos ultimos anos, diversos trabalhos tém tido por objectivo

correlacionar diferentes genotipos ITS com varias caracteristicas clinicas dos doentes
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com PPc. A associacdo entre o gen6tipo Ne e uma forma mais severa de pneumocistose
foi sugerida, pela primeira vez, por Miller & Wakefield (1999). Estes autores
observaram que o gendtipo Ai era mais frequente em formas moderadas e graves de
PPc, enquanto o gendtipo Ne era associado a forma ligeira da doenga e a episodios
recorrentes da PPc (Miller & Wakefield, 1999). Nesse estudo, o gendtipo Eg era, muitas
vezes, identificado nos primeiros episodios de PPc, mas ndo nos episodios
subsequentes, ao contrario do que se verificava com o genotipo Ne. Estes resultados
sugeriram que o genotipo Ne fosse mais persistente e transmissivel.

Em Portugal, num estudo efectuado, em 2003, por Matos e colaboradores, o
genotipo Ne foi identificado em 11,6% dos doentes e estava, estatisticamente, associado
a uma resposta negativa ao tratamento anti-P. jirovecii (P<0,001) e a ocorréncia de
morte dos doentes, 120 dias apos o diagnostico de pneumocistose (P=0,025).

No presente estudo, a excepcao da correlacdo entre a presenca do gendtipo Eg e
o valor da PaO, superiores a 65 mm Hg (P=0.010), ndo foi possivel associar outros
genotipos com as caracteristicas clinicas em estudo. Tal, pode-se dever a elevada
frequéncia do gendtipo Eg (48,2%) na populagdo estudada, comparada com a dos
restantes genotipos. No entanto, outros autores ndo verificaram, também, a ocorréncia
de associacdo entre os genotipos ITS e caracteristicas clinicas, indicadoras de viruléncia
(Atzori et al., 2001; Helweg-Larsen et al., 2001).

Também, gendtipos ITS semelhantes foram observados em diferentes
populagdes de doentes, como por exemplo, os seropositivos € 0s seronegativos para
VIH. Esta observagdo sugere que diferentes tipos genéticos de P. jirovecii circulam
entre diferentes populagdes de individuos. O mesmo se verificou em relagdo aos

genoétipos ITS de P. jirovecii identificados em criangas ¢ adultos, no presente estudo.
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Estudos de genotipagem das regides ITS de P. jirovecii, em doentes
imunocomprometidos e em individuos saudaveis, adultos e criangas, identificaram
gendtipos ITS semelhantes, nas varias populagoes observadas (Totet et al., 2003, 2004,
2006).

Assim, para além da elevada diversidade genética observada neste locus, a
presenca de gendtipos comuns, em populagdes distintas de doentes, sugere que estes
sejam expostos a fontes comuns de infeccdo. Desta forma, comprova-se que a
identificacdo de tipos distintos de P. jirovecii através da genotipagem ITS, contribui, de

forma evidente, para o estudo da transmissao e da epidemiologia da pneumocistose.
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VIII. ANALISE GENETICA MULTILOCUS DE P. JIROVECII

1. INTRODUGAO

Até ao momento, alguns estudos de genotipagem, de diversas regides genémicas
(multilocus) tém sido efectuados, tendo como principal objectivo o estudo da
transmissdo e da epidemiologia da infec¢do por P. jirovecii, assim como o estudo da
correlagdo entre os varios genotipos identificados nos diferentes loci (Meshnick et al.,
2001; Matos et al., 2003; Totet et al., 2003, 2004; Miller et al., 2003).

No presente trabalho, pretendeu-se correlacionar os gendtipos identificados em
trés regides gendmicas em estudo — nomeadamente, os genes da DHPS e da DHFR e as
regides ITS do gene de rRNA— e estudar a associagdo entre os varios conjuntos de
genotipos, ou alelos, observados (haplotipos) com as caracteristicas epidemioldgicas e

clinicas.

2. RESULTADOS

No presente trabalho, 30 isolados, recolhidos entre 1995 e 2000, e 260 isolados,

obtidos entre 2001 e 2004, identificados por técnicas parasitologicas e moleculares,
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foram submetidos ao estudo de caracterizagdo genética de trés loci —os genes da DHPS
e da DHFR e as regides ITS do gene do rRNA nuclear.

No primeiro grupo de 30 isolados foi possivel amplificar, por PCR, todos os
fragmentos e proceder a andlise, por RFLP, do gene da DHPS e a andlise, por
sequenciacdo do DNA, do gene da DHFR e das regides ITS. No segundo grupo de 260
isolados, a amplificagdo simultidnea dos trés loci em estudo foi positiva em 70 (26,9%)
isolados. Nos restantes 190 (73,1%) isolados nao foi possivel amplificar, pelo menos,
um dos loci em analise.

No quadro XXXVIII, estdo representadas as sequéncias identificadas nos 100
isolados de P. jirovecii, nas regides gendémicas em estudo. Em relagdo ao gene da
DHPS, a sequéncia de tipo selvagem foi a mais frequente, estando presente em 84
(84%) isolados. As sequéncias do gene da DHPS, com gendtipo mutante, foram
observadas em 16 (16%) isolados — 10 isolados apresentaram gendtipo mutante e em
seis foram detectados genotipos mutantes e selvagem.

No gene da DHFR, as sequéncias do tipo selvagem foram observadas em 68
(68%) isolados e em 32 (32%) foram identificadas substituicdes nucleotidicas, na
sequéncia de DNA. Oito locais de substitui¢cdo nucleotidica foram observados, de que
resultaram quatro alteragdes ndo sinonimas nos coddes 13, 23, 31 e 67 e quatro

alteracdes sindnimas nas bases 201, 272, 312, 381 (vide Capitulo VI).
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QUADRO XXXVIII. Caracterizagdo genética de trés loci em 100 isolados de P.

jirovecii, recolhidos entre 1995 ¢ 2004.

Locus SEQUENCIAS OBTIDAS N° ISOLADOS
Selvagem 84 (84%)
Mutante 10 (10%)
Mutac¢ao codao 55 2
DHPS Mutagao codao 55 ¢ 57 8
Genotipos mistos 6 (6%)
Selvagem e mutacao codao 55 e 57 3
Selvagem 55 e mutagdo 55 e 57 3
Selvagem 68 (68%)
Polimorfismos nao sinénimos 4 (4%)
38 (T/C) Leucina 13 Serina 1
68 (A/G) Aspargina 23 Serina 1
92 (C/T) Serina 31 Fenilalanina 1
DHFR 200 (C/T) Alanina 67 Valina 1
Polimorfismos sinénimos 29 (29%)
201 (T/A) 1
272 (T/C) 1
312 (T/C) 24
381 (C/T) 3
Eg 41
Cg 8
Gg 6
TS Bi, Ce 5
Cn 4
Eb, Eh, Hg, Ne, Og 3
Ai, Dg, Ei 2
Al B, De, Ea, Ee, Em, En, Hi, “Ho”, Jb, Jf, Ng, Nn, Oe¢ 1

“a”—Presentes no mesmo doente; A-adenina; C-citosina, G-guanina; T-timina.
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Em relagdo a diversidade genética, observada nas regides ITS do gene de rRNA
nuclear de P. jirovecii, 28 genotipos ITS, resultantes das sequéncias identificadas nas
regides ITS1 e ITS2, foram observados nos 100 isolados. O genétipo Eg foi o mais
frequente, sendo detectado em 41 (41%) isolados, logo seguido dos gendtipos Cg, em
oito (8%) e Gg, em seis (6%) isolados. Os restantes gendtipos observados foram o Bi e
o Ce (em cinco isolados cada, 5% cada), o Cn (em quatro isolados, 4% cada), os
genotipos Eb, Eh, Hg, Ne e Og (em trés isolados cada, 3% cada), Ai, Dg e Ei (em dois
isolados cada, 2% cada) e os gendtipos Al, Bl, De, Ea, Ee, Em, En, Hi, “Ho”, Jb, Jf, Ng,
Nn e Oe (em um isolado cada, 1% cada ).

Entre os 68 isolados de P. jirovecii, que apresentaram sequéncias do tipo
selvagem do gene da DHFR, em 55 (80,9%) foi detectado o genotipo selvagem do gene
da DHPS e em 13 (19,1%) foi detectado o gen6tipo mutante (quadro XXXIX). Entre os
29 isolados, que apresentaram polimorfismos sinénimos no gene da DHFR, em 26
(89,7%) foi observado o genoétipo selvagem do gene da DHPS e em 3 (10,3%) foi
detectado o genotipo mutante. Nos quatro isolados de P. jirovecii, onde foram
identificados polimorfismos ndo sindnimos na sequéncia do gene da DHFR, apenas o
gendtipo selvagem do gene da DHPS foi observado. Assim, na populacdo estudada, ndo
se observou nenhuma correlagdo entre os genotipos do gene da DHPS e os
polimorfismos sindénimos e nao sinénimos identificados no gene da DHFR (P=1,000,
em ambos 0s casos).

Também, ndo se observou nenhuma variagdo significativa na distribuicdo das
sequéncias polimorficas identificadas nos genes da DHPS e DHFR, entre os varios

gendtipos ITS detectados (figura 14).
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QUADRO XXXIX. Associacdo entre as sequéncias de DNA identificadas nos genes que

codificam as enzimas DHPS e DHFR de P. jirovecii, em 100 isolados recolhidos entre

1995 e 2004.
GENOTIPO DHPS
SEQUENCIA DA DHFR Selvagem Mutante P
Selvagem 55 (80,9%) 13 (19,1%)
Polimorfismos sindnimos® 26 (89,7%) 3 (10,3%) 1,000
Polimorfismo ndo sindnimos® 4 (100%) 0 (0%) 1,000

“a”—Presentes no mesmo doente.

164
144
124

104

Isolados de P. jirovecii

| ﬁ ﬂ ﬂ ﬂ
AT
\ \ \ \
Cg Gg Bi Ce Cn

Eg Outros

B Mutagdes DHPS O Polimorfismos DHFR
FIGURA 14. Representacdo grafica da distribui¢do das sequéncias polimoérficas dos
genes da DHPS e DHFR entre os genotipos ITS, em 100 isolados de P. jirovecii,

recolhidos entre 1995 e 2004.

193



Analise genética multilocus de P. jirovecii

Entre os gendtipos ITS mais frequentes, nos 100 isolados de P. jirovecii (Eg, Cg,

Gg, Bi, Ce, Cn), apenas naqueles que apresentaram o gendtipo Gg nao foram

identificadas sequéncias polimoérficas dos genes da DHPS e da DHFR (quadro XL).

Também, nos isolados que apresentaram os genotipos Ce e Cn ndo foram detectados

gendtipos mutantes do gene da DHPS.

QUADRO XL. Associacdo entre os genotipos identificados nos genes que codificam as

enzimas DHPS e DHFR e os genoétipos ITS detectados em 100 isolados de P. jirovecii,

recolhidos entre 1995 e 2004.

GENOTIPOITS

Eg

Cg

Gg

Bi

Ce

Cn

Outros

GENOTIPO DHPS

Selvagem  Mutagdes
36 (87,8%) 5 (122%)
48 (81,4%) 11 (18,6%)
6 (75%) 2 (25%)
78 (84,8%) 14 (15.2%)
6 (100%) 0 (0%)
78 (83%) 16 (17%)
4 (80%) 1 (20%)
80 (84,2%) 15 (15,8%)
5 (100%) 0 (0%)
79 (83.2%) 16 (16,8%)
4 (100%) 0 (0%)

80 (83,3%)

16 (16,7%)

27 (77.1%)
57 (87.7%)

8 (22.9%)

8 (12,3%)

0,387

0,611

0,586

1,000

1,000

1,000

0,170

GENOTIPO DHFR

Selvagem

Polimorfismos

26 (63,4%)
42 (71,2%)

15 (36,6%)
17 (28,8%)

6 (75%)
62 (67,4%)

2 (25%)
30 (32,6%)

6 (100%) 0 (0%)
62 (66%) 32 (34%)
2 (40%) 3 (60%)

66 (69,5%)

29 (30,5%)

3 (60%)
65 (68,4%)

2 (40%)
30 (31,6%)

2 (50%)
66 (68,8%)

2 (50%)
30 (31,3%)

26 (74.3%)
42 (64,4%)

9 (25.7%)
23 (35,4%)

0,413

1,000

0,173

0,324

0,654

0,591

0,323
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No entanto, n3o foi observada nenhuma associa¢do, estatisticamente
significativa, entre a presenga de um determinado gendtipo ITS e a ocorréncia de
polimorfismos nos genes da DHPS e da DHFR (quadro XL).

No presente estudo, foram identificados cinco gendtipos distintos do gene da
DHPS, nove tipos de sequéncias do gene da DHFR e 28 genotipos ITS, entre os 100
isolados em analise (vide quadro XXXVIII). Da combinagdo dos varios genotipos
observados, nestas trés regides gendomicas, foram identificados 50 haplotipos diferentes,
que foram numerados de 1 a 50, conforme descrito no quadro XLI. A combinacdo de
genotipos multilocus mais frequente foi o haplotipo 1, que foi observado em 22
isolados e corresponde a combinagdo dos genotipos selvagem nos genes da DHPS e da
DHFR com o gendétipo Eg. O haplotipo 25 que foi identificado em 12 isolados, sendo
constituido pela combinagdo do gendtipo selvagem da DHPS, sequéncias com a
substituicdo sindnima na base nucleotidica 312 no gene da DHFR e do gendtipo Eg. Os
haplotipos 2 e 3, correspondentes a combinagdo dos genotipos selvagem nos genes da
DHPS e da DHFR, com os genoétipos Gg e Cg, respectivamente, foram observados em
seis (hapldtipo 2) e em quatro (hapldtipo 3) isolados. As conjungdes de gendtipos
correspondentes aos haplotipos 4, 5, 26 e 39 foram observados em trés isolados cada.
Os restantes haplotipos foram menos frequentes e foram identificados em menos de dois
isolados cada (quadro XLI).

Os 100 isolados de P. jirovecii, com as sequéncias dos trés loci em estudo
caracterizadas, foram obtidos de 92 doentes imunocomprometidos, com pneumocistose.
Em seis destes doentes foram recolhidas amostras de secre¢des pulmonares seriadas, na
altura do diagndstico, entre o oitavo e o 12° dia apds o inicio do tratamento da PPc e,

sempre que possivel, apos a conclusdo do tratamento.
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QUADRO XLI. Combinagdes alélicas dos genes da DHPS e da DHFR e das regides ITS do gene de rRNA, observadas em 100 isolados de P. jirovecii.

HAPLOTIPOS N° DE N°
DHPS DHFR ITS ISOLADOS HAPLOTIPO
Eg 22 1
Gg 6 2
Cg 4 3
Selvagem Selvagem Ce 3 4
Eh 3 5
Ai, Cn, Dg, Ei, Hg 2 6-10
Bi, Bl, Eb, Ee, Hi, “Ho”, Jf, Ne, Nn, Og 1 11-20
Serina 31 Fenilalanina Eg 1 21
Selvagem Polimorfismo ndo Alaniga 67 Valir}a Eg 1 22
sindnimo Aspargina 23 Serina  Ce 1 23
Aspargina 23 Serina  Cg 1 24
312 (T/C) Eg 12 25
312 (T/C) Bi 3 26
312 (T/C) Cn 2 27
Selvagem Polimorfismo sinénimo 312 (T/C) Al Ce, Cg, Eb, Jb, Og 1 28-33
201 (T/A) Hg 1 34
381 (C/T) Oe 1 35
381 (C/T) Og 1 36
Mutagdo 55 Selvagem Eg 1 37
Mutacdo 55 Polimorfismo sinénimo 312 (T/C) Eg 1 38
Mutacgdo 55 ¢ 57 Selvagem Eg 3 39
Mutacgao 55 ¢ 57 Selvagem Cg, De, Em, Ne 1 40-43
Mutacao 55 e 57 Polimorfismo sinénimo 381 (C/T) Ng 1 44
Selvagem 55 e mutacao 55 e 57 Selvagem Bi, Cg 1 45, 46
Selvagem 55 e mutagdo 55 e 57  Polimorfismo sinénimo 312 Ne 1 47
Selvagem e mutagdo 55 e 57 Selvagem Ea, Eb, En 1 48-50
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Destes seis doentes, em quatro foram recolhidas duas amostras de secregdes

pulmonares e em dois foram recolhidas trés amostras (quadro XLII).

QUADRO

XLII.

Caracterizacao

genética

multilocus em seis doentes

imunocomprometidos com PPc, com amostras de secre¢des pulmonares seriadas.

DOENTES SECRECOES PULMONARES HAPLOTIPOS

SEQUENCIAS DOS ALELOS

12 Amostra 35 DHPS: selvagem; DHFR: 381 (C/T); ITS: Oe
A 2% Amostra 34 DHPS: selvagem; DHFR: 381 (C/T); ITS: Hg
12 Amostra 1 DHPS: selvagem; DHFR: selvagem; ITS: Eg
B 22 Amostra le? DHPS: selvagem; DHFR: selvagem; ITS: Eg ¢ Gg
32 Amostra 1 DHPS: selvagem; DHFR: selvagem; ITS: Eg
1* Amostra 9 DHPS: selvagem; DHFR: selvagem; ITS: Ei
< 2% Amostra 1 DHPS: selvagem; DHFR: selvagem; ITS: Eg
12 Amostra 29 DHPS: selvagem; DHFR: 312 (T/C); ITS: Ce
P 2% Amostra 25 DHPS: selvagem; DHFR: 312 (T/C); ITS: Eg
12 Amostra 9 DHPS: selvagem; DHFR: selvagem; ITS: Ei
= 2% Amostra 10 DHPS: selvagem; DHFR: selvagem; ITS: Hg
12 Amostra 27 DHPS: selvagem; DHFR: 312 (T/C); ITS: Cn
F 2% Amostra 25 DHPS: selvagem; DHFR: 312 (T/C); ITS: Eg
32 Amostra 1 DHPS: selvagem; DHFR: selvagem; ITS: Eg

C-citosina; T-timina.

Nestes seis doentes, em, apenas, um se observou a mesma combinacido de
gendtipos nos trés loci, durante o episédio de pneumocistose. Nos restantes cinco

doentes, os haplotipos foram distintos ao longo do episédio de PPc. No entanto, o gene
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da DHPS apresentou o genotipo mais estavel, dado que todos os doentes apresentaram o
mesmo genotipo (selvagem) ao longo do episddio de pneumocistose. No gene da
DHFR, também se observou estabilidade dos genétipos identificados, a excepgao de um
doente que apresentou uma substituicdo sinénima (na posicdo 312, T/C) nas duas
primeiras amostras de secre¢des pulmonares recolhidas e na terceira apresentou
sequéncias do tipo selvagem. Em relagdo as regides ITS, observou-se maior diversidade
genética, entre as amostras seriadas de cada episddio de PPc. Dos seis doentes
analisados, em apenas dois observou-se gendtipos ITS semelhantes. Um doente
apresentou o gendtipo Eg, nas trés amostras de secregdes pulmonares recolhidas e
noutro doente foi identificado o genotipo Cn, na primeira amostra, e o genotipo Eg, na
segunda e terceira amostras.

No quadro XLIII, encontram-se sumarizadas as caracteristicas epidemiologicas e
clinicas referentes aos doentes que apresentam os haplotipos mais frequentes,
nomeadamente, os haplotipos 1, 2, 3 e 25. Em relagdo ao periodo de estudo, em ambos
os intervalos de tempo foram detectados os quatro haplotipos mais frequentes, ndo se
verificando nenhuma associagdo significativa entre a data de recolha das amostras e a
combinac¢do de gendtipos multilocus identificada.

Sete doentes tinham entre os oito meses e os 10 anos de idade e os restantes 85
tinham idades compreendidas entre os 24 e os 68 anos. Nos isolados de P. jirovecii
recolhidos nas setes criangas, foram observados sete hapldtipos diferentes,

nomeadamente,01,02,03,011,020,023¢e031.
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QuADRO XLIII. Associagdo entre as principais caracteristicas epidemioldgicas e
clinicas e os genotipos multilocus de P. jirovecii isolado de 92 doentes

imunocomprometidos com PPc.

HAPLOTIPOS
CARACTERISTICAS 1 5
EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS
Sim Nao P Sim Nao P
Periodo 1995-2000 3 (10%) 27 (90%) 2 (6.7%) 28 (93.3%)
0,108 0,660
(N=92) 2001-2004 15 (24.2%) 47 (75.8%) 3 (4.8%) 59 (95.2%)
ldade < 18 anos 1 (14.3%) 6 (85.7%) 1 (14.3%) 6 (85.7%)
1,000 0,333
(N=92) >18 anos 17 (20%) 68 (80%) 4 (4.7%) 81 (95.3%)
VIH Sim 15 (19%) 64 (81%) 5 (6.3%) 74 (93.7%)
0,595 1,000
(N=85) Nido 2 (33.3%) 4 (66.7%) 0 (0%) 6 (100%)
PaO, <65 11 (193%) 46 (80.7%) 5 (8.8%) 52 (91.2%)
1,000 0,319
(mm Hg, N=77) > 65 4 (20%) 16 (80%) 0 (100%) 20 (100%)
Rx Tdrax Sim 15 (22.1%) 53 (77.9%) 5 (7.4%) 63 (92.6%)
0,447 0,587
(anormal, N=81) N3io 1 (7.7%) 12 (92.3%) 0 (0%) 13 (100%)
Linfocitos TCD4* <200 12 (20%) 48 (80%) 5(8.3%) 55 (91.7%)
1,000 1,000
(células/mm’, N=65) > 200 1 (20%) 4 (80%) 0 (0%) 5 (100%)
Profilaxia PPc Sim 2 (11.8%) 15 (88.2%) 1 (5.9%) 16 (94.1%)
0,726 1,000
(cotrimoxazol, N=81) Nio 13 (203%) 51 (79.7%) 4 (6.3%) 60 (93.7%)

Os 85 isolados de P. jirovecii recolhidos de doentes adultos, apresentaram 46
diferentes combinacdes de gendtipos multilocus. Nestes isolados, foram observados os
conjuntos de genotipos 1 (17 doentes), 25 (10 doentes), 2 (quatro doentes), 3, 4, 5, 26

39 (trés doentes, cada) e as combinacdes de genotipos 6, 7, 8, 9, 10 e 27 (2 doentes,
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cada). Os restantes haplotipos, descritos anteriormente no quadro XXXVII, foram

observados em um doente cada.

QuADRO XLIII. Associagdo entre as principais caracteristicas epidemioldgicas e

clinicas e os gen6tipos multilocus

de P. jirovecii

imunocomprometidos com PPc (continuag¢ao).

isolado de 92 doentes

CARACTERISTICAS

EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS

Periodo
(N=92)

Idade
(N=92)

VIH
(N=85)

PaO,
(mm Hg, N=77)

Rx Torax
(anormal, N=81)

Linfocitos TCD4"
(células/mm’, N=65)

Profilaxia PPc

(cotrimoxazol, N=81)

HAPLOTIPOS
Sim Nao P Sim Nao P

1995-2000 2 (6.7%) 28 (93.3%) 1 (3.3%) 29 (96.7%)
0,594 0,158

2001-2004 2 (3.2%) 60 (96.8%) 9 (14.5%) 53 (85.5%)

< 18 anos 1 (14.3%) 6 (85.7%) 0 (0%) 7 (100%)
0,275 1,000

>18 anos 3 (3.5%) 82 (96.5%) 10 (11.8%) 75 (88.2%)

Sim 2 (2.5%) 77 (97.5%) 9 (11.4%) 70 (88.6%)
0,199 1,000

Nao 1 (16.7%) 5 (83.3%) 0 (0%) 6 (100%)

<65 3 (5.3%) 54 (94.7%) 8 (14%) 49 (86%)
0,564 1,000

> 65 0 (0%) 20 (100%) 2 (10%) 18 (90%)

Sim 2 (2.9%) 66 (97.1%) 6 (8.8%) 62 (91.2%)
0,413 0,153

Nao 1 (7.7%) 12 (92.3%) 3 (23.1%) 10 (76.9%)

<200 1 (1.7%) 59 (98.3%) 6 (10%) 54 (90%)
1,000 1,000

> 200 0 (0%) 5 (100%) 0 (0%) 5 (100%)

Sim 1 (5.9%) 16 (94.1%) 2 (11.8%) 15 (88.2%)
1,000 1,000

Nao 3 (4.7%) 61 (95.3%) 7 (10.9%) 57 (89.1%)
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Entre os 92 doentes, 79 (85,9%) eram seropositivos para VIH e seis (6,5%) eram
seronegativos. Em sete (7,6%) doentes ndo havia informacgdo sobre a serologia para
VIH. Nos seis doentes seronegativos para VIH (cinco criangas ¢ um adulto), foram
observadas as combinacdes de genétipos 1 (dois doentes), 3, 11, 23, 31 (um doente,
cada). Nos 79 doentes seropositivos para VIH, foram identificados os restantes
conjuntos de genotipos multilocus, & excepcdo das combinagdes 21 e 37, que foram
identificadas, separadamente, em doentes cuja a serologia para VIH era desconhecida.
Neste estudo, ndo se observou nenhuma correlagdo entre a infeccdo VIH e algum
conjunto de genoétipos identificado.

Em relacdo a caracteristicas clinicas, nomeadamente, o valor de pressdo arterial
de oxigénio, o padrio radiolégico, a contagem de linfocitos TCD4 ™ e a exposi¢do ao
cotrimoxazol, em regime profilactico, ndo se observou nenhuma correlagdo entre estas
variaveis e a presenca dos hapldtipos mais frequentes (quadro XLIII). Apesar de alguns
conjuntos de gendtipos ocorrerem, exclusivamente, em doentes com um valor de PaO,
inferior ou igual a 65 mm de Hg (haplotipos 2 e 3), com um padrao radiologico
compativel com pneumocistose (haplotipo 2) e com contagem de linfocitos TCD4+
inferior ou igual a 200 células/mm’ (haplétipos 2, 3 ¢ 25) a diferenca observada ndo foi,

estatisticamente, significativa.

3. DiscussAo

Ao longo dos ultimos anos, o estudo da diversidade genética da DHPS e da

DHFR tem sido realizado com o intuito de avaliar a ocorréncia de mutacdes, nas
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sequéncias destas enzimas, que possam contribuir para o desenvolvimento de resisténcia
ao cotrimoxazol. Por outro lado, apesar das regides ITS do gene de rRNA apresentarem
elevada heterogeneidade genética, com um amplo nimero de genétipos identificados,
poucos estudos conseguiram correlacionar gendtipos especificos com pardmetros
clinicos, como a viruléncia.

Recentemente, alguns estudos tém avaliado a diversidade genética intra-
especifica de P. jirovecii, através da caracterizagdo genética de varios fragmentos
gendmicos, em particular do gene da DHPS e das regides ITS (Meshnick et al., 2001;
Matos et al., 2003a; Totet et al., 2003, 2004; Miller et al., 2003).

No presente estudo, de um conjunto de 290 isolados de P. jirovecii, identificados
por técnicas parasitologicas e moleculares, e recolhidos entre 1995 e 2004, em 100
isolados foi possivel efectuar a caracterizagdo de trés loci, designadamente, os genes da
DHPS e da DHFR e as regides ITS do gene que codifica o rRNA nuclear.

Nos 100 isolados, foram identificados cinco tipos de sequéncias diferentes do
gene da DHPS, nove tipos de sequéncias do gene da DHFR e 28 sequéncias distintas
das regides ITS. Posteriormente, foi realizado o estudo da relagdo entre as mutacdes
observadas nos coddes 55 e 57, do gene da DHPS, com a presenca de polimorfismos,
sinénimos e nao sindnimos, do gene da DHFR e com os gendtipos ITS observados.
Neste estudo, ndo se observou nenhuma relacdo, estatisticamente, significativa entre a
presenca de mutagdes no gene da DHPS com os polimorfismos da DHFR e com os
gendtipos ITS.

Em 2001, num estudo efectuado por Meshnick e colaboradores, entre 37
isolados de P. jirovecii foram observados 10 genoétipos ITS e 15 (40.5%) isolados

apresentaram mutagdes no gene da DHPS. Estes autores observaram a associagdo,
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estatisticamente, significativa entre os isolados que apresentaram gendtipos mutantes do
gene da DHPS e os isolados onde foram detectados os genotipos Ee, Ne ou Eg, que
constituiam o grupo de gendtipos mais frequentes, na populacio estudada.

No presente estudo, com um nimero maior de isolados de P. jirovecii analisado,
ndo se observou a associacdo significativa entre os genotipos mutantes da DHPS e os
gendtipos ITS. Da mesma forma, num estudo efectuado anteriormente, os gendtipos
mutantes da DHPS distribuiram-se igualmente pelos gen6tipos ITS mais frequentes, ndo
se observando nenhuma associagdo entre os dois loci (Matos et al., 2003a). Assim, a
auséncia de correlacdo entre os genotipos da DHPS e das regides ITS, observada no
presente trabalho, estd de acordo com o reportado na maioria dos estudos, o que sugere
que estes dois loci sdo independentes e que as mutagdes no gene da DHPS surgem,
separadamente, entre os varios tipos de P. jirovecii (Ma & Kovacs et al., 2001; Matos et
al., 2003a; Totet et al., 2003, 2004).

Também, em relagdo ao gene da DHFR, ndo se observou nenhuma associagao
significativa entre as sequéncias identificadas e os genotipos observados no gene da
DHPS e nas regides ITS. Até ao momento, existem poucos estudos que tenham
caracterizado, geneticamente, a DHFR de P. jirovecii e nenhum analisou a ocorréncia
de associacdo entre as sequéncias do gene da DHFR e os genotipos da DHPS ou das
regides ITS. Num estudo preliminar, efectuado com uma populagdo de doentes
imunocomprometidos com PPc, entre 68 isolados de P. jirovecii, seis (8,8%)
apresentaram genodtipos mutantes da DHPS, em 23 (33,8%) foram detectados vérios
polimorfismos, na sequéncia do gene da DHFR, e 19 diferentes tipos de ITS foram
descritos (Costa et al., 2006). A semelhanca do observado no presente trabalho, e,

apesar, da elevada variabilidade genética demonstrada, os genotipos mutantes da DHPS
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e da DHFR distribuiram-se de forma semelhante pela maioria dos genoétipos ITS
identificados, ndo se verificando nenhuma associagdo significativa entre as sequéncias
identificadas, nos loci em estudo.

No presente estudo, a conjun¢do dos genotipos identificados nas trés regides
gendmicas em analise — os genes da DHPS e da DHFR e as regides ITS do gene de
rRNA — permitiu a diferenciagdo de 50 haplotipos, entre 100 isolados de P. jirovecii. No
total de 92 doentes imunocomprometidos, observou-se que nos doentes com secregdes
pulmonares seriadas a maioria apresentava conjuntos de gendtipos diferentes, apesar de,
individualmente, os genotipos da DHPS e da DHFR se manterem estaveis na maioria
dos doentes. De facto, a variabilidade dos conjuntos de alelos observada, nestes doentes,
foi devida, principalmente, a elevada diversidade de gendtipos ITS.

Apesar da elevada heterogeneidade genética observada nos isolados de P.
jirovecii analisados, ndo se verificou nenhuma associagdo entre os haplotipos
identificados e as caracteristicas epidemioldgicas e clinicas examinadas. De futuro,
serdo necessarios mais estudos de caracterizagdo genética, envolvendo, provavelmente,
regides gendmicas adicionais, e fenotipica de P. jirovecii com o intuito de esclarecer os

factores que conduzem ao desenvolvimento de resisténcia ao cotrimoxazol.
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I X. CONCLUSOES

No presente estudo, decorrido entre 2001 e 2004, foram estudadas,
prospectivamente,  amostras de  secre¢cbes  pulmonares  de  individuos
imunocomprometidos com sintomatologia respiratéria. Também, foram incluidos no
estudo 30 isolados de P. jirovecii obtidos, retrospectivamente, entre 1995 e 2000.

O principal objectivo do trabalho consistiu na caracterizacdo genética de
isolados de P. jirovecii em trés loci —0s genes da DHPS e da DHFR e as regifes ITS do
gene de rRNA- e no estudo da relacdo entre os genoOtipos identificados e as
caracteristicas epidemioldgicas e clinicas.

No periodo compreendido entre Marco de 2001 e Outubro de 2004, no conjunto
de 403 amostras de secre¢des pulmonares estudadas, a percentagem de infecc¢éo por P.
jirovecii foi de 64,5%. Pela técnica parasitoldgica, identificou-se P. jirovecii em 29,4%
das amostras e pela técnica molecular, detectou-se em 49,6%, das amostras estudadas.
Apesar de um maior numero de isolados ter sido identificado nos anos de 2002 e 2003,
assim como nos meses de Setembro, Junho e Maio, ndo se verificou nenhuma variagéo
sazonal significativa na identificacdo de P. jirovecii.

Do total dos isolados identificados no periodo de 2001-2004 (260) e dos
isolados obtidos entre 1995-2000 (30), 290 foram submetidos ao estudo de

caracterizacdo genética, nos trés loci em estudo.

207



Conclustes

Inicialmente, com o objectivo de melhorar a técnica de amplificacdo do gene da
DHPS de P. jirovecii, procedeu-se a filtracdo das amostras de secre¢des pulmonares,
para remocdo de DNA contaminante do hospedeiro, e elaborou-se um protocolo de
amplificacdo adicional deste locus — a PCR “nested”. Em 40 amostras de secregdes
pulmonares, verificou-se que o processo de microfiltracdo ndo contribuia para a melhor
amplificacdo do DNA especifico de P. jirovecii, e, de facto, o DNA humano continuava
a estar presente nas amostras respiratdrias, mesmo apos a filtracdo. No entanto, a
amplificacdo do gene da DHPS de P. jirovecii, com o protocolo de PCR “nested”, foi,
significativamente, maior, tanto nas amostras filtradas, como nas néo filtradas (P<0,001,
em ambas as condic@es), quando comparado com a PCR “touchdown”.

No que se refere ao estudo da variacdo genética da DHPS, este foi efectuado em
219 isolados de P. jirovecii, obtidos entre 1995 e 2004. O gendtipo selvagem foi o mais
frequente, estando presente em 84,5% de isolados. Em 15,5% dos isolados, observou-se
a presenca de genotipos mutantes nos coddes 55 e 57, detectados em conjunto, ou nao,
com sequéncias do tipo selvagem, do gene da DHPS. Os gendtipos mutantes foram mais
frequentes entre o periodo de estudo 1995-2000, do que entre 2001-2004, no entanto
esta diferenca ndo foi, estatisticamente, significativa. Apesar, dos genétipos mutantes da
DHPS terem sido mais frequentes entre os doentes seropositivos para VIH e nos doentes
com contagem de linfocitos TCD4", ndo foram observadas correlagbes significativas
entre as variaveis epidemioldgicas e clinicas, em estudo, e 0s gendtipos identificados no
gene da DHPS.

Em relacdo ao gene da DHFR, foi possivel caracterizar 119 isolados de P.
jirovecii, recolhidos nos dois periodos de estudo. Do total dos 119 isolados, 68,9%

apresentaram sequéncias do tipo selvagem e 31,1% revelaram polimorfismos na
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sequéncia do gene da DHFR. No total, nove locais de substituicdo foram identificados
na populagdo estudada. Foram observadas quatro substituicdes sindnimas, que ndo
resultaram em alteragdes da sequéncia de aminoacidos, nas posi¢des nucleotidicas 201,
272, 312 e 381. Também, foram detectadas cinco substitui¢cdes nucleotidicas nédo
sindnimas, nas posi¢des nucleotidicas 38, 68, 92, 154 e 200 que resultaram na alteracéo
dos coddes 13, 23, 31, 52 e 67, respectivamente. A semelhanca do que se observou no
gene da DHPS, ndo se verificou nenhuma correlacdo entre as caracteristicas
epidemioldgicas e clinicas e os polimorfismos observados no gene da DHFR, em
particular com o uso de profilaxia com cotrimoxazol. No entanto, em contraste com a
maioria dos estudos efectuados, identificou-se elevado nimero de polimorfismos, entre
os isolados estudados, o que sugere um nivel extenso de heterogeneidade genética.

No presente estudo, foi, também, efectuada a avaliacdo da variacdo genética das
regibes ITS de P. jirovecii. Entre os 166 isolados, sequenciados com sucesso, 30
gendtipos diferentes foram identificados, o que comprova o elevado grau de diversidade
genética destas regifes e o0 seu potencial no estudo da transmissdo e epidemiologia da
pneumocistose. Neste estudo, o gen6tipo mais frequente foi o Eg, logo seguido do Cg e
do Gg. O gendtipo Ne foi, significativamente, mais frequente entre 1995-2000,
engquanto que gendtipo Eg foi mais frequente entre 2001-2004 (P= 0,026 e 0,011,
respectivamente). Também, se observou que a presenca do gendtipo Eg estava
correlacionada com o valor de PaO, superior a 65 mm Hg (P=0.010).

No presente estudo, foi efectuada combinacdo dos alelos identificados nos loci
em estudo, de forma a identificar os haplétipos mais frequentes na populacdo. Na
analise multilocus, apesar da grande variabilidade, demonstrada pelos 50 haplétipos

identificados em 100 isolados de P. jirovecii, ndo se observou nenhuma correlacéo entre
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estes e as variaveis epidemioldgicas e clinicas em estudo. No entanto, a analise genética
efectuada demonstrou que as regides gendmicas estudadas, sdo, aparentemente, loci
independentes, ndo existindo nenhuma ligagéo entre si.

Em relagédo ao estudo de resisténcia ao cotrimoxazol, em P. jirovecii, o trabalho
efectuado demonstra que os genotipos da DHPS e da DHFR, associados a resisténcia,
ndo estdo correlacionados com o uso da profilaxia com este farmaco. Também,
observou-se que 0s gendtipos mutantes ocorrem em doentes ndo expostos ao
cotrimoxazol. Estes resultados sugerem que estes polimorfismos possam ser
transmitidos pessoa-a-pessoa, € ndo, apenas, seleccionados por accdo dos farmacos.
Assim, os resultados obtidos, na diversidade genética de P. jirovecii, para além de
melhorar a compreensdo sobre o possivel desenvolvimento de resisténcia ao
cotrimoxazol, podem, ainda, contribuir para a caracterizacdo intra-especifica deste

parasita e para o estudo da transmissdo da infeccdo por P. jirovecii.
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