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RESUMO

A toxoplasmose aguda na gestante é de relevante importancia em nosso meio, por
sua elevada incidéncia e pelo fato de poder resultar em graves sequelas para o produto
conceptual infectado. Por isso, ¢ de fundamental importancia o diagndstico precoce da
infeccdo fetal, pois a medicacdo utilizada na gestante e/ou recém-nascido, pode mudar o
sombrio progndstico dessa infeccdo. Por outro lado, existe muita dificuldade no diagnostico
precoce da infecgdo fetal, devido a varios fatores fisiologicos como imaturidade do sistema
imune, dificuldade de formacdo de anticorpo pelo feto em fungdo dos elevados titulos
maternos de 1gG que atravessam a barreira placentaria, causando problemas na
interpretacdo da quantificacdo da IgG. Por isso € que os métodos de identificacdo do
parasito tornam-se essenciais no diagnéstico precoce da toxoplasmose congénita. O exame
de inoculagcdo em camundongos possui 100% de especificidade, mas a sua sensibilidade é
baixa, seu custo é elevado e a sua técnica é dificil e necessita de 120 dias para a liberacéo
dos resultados. Por este motivo, um exame que possa identificar a presenca do parasito no
material bioldgico analisado, que seja de mais facil execucdo e de resultados mais rapidos,
torna-se necessario na tentativa de substituir a técnica de amplificacdo do DNA do parasito,
por ser de custo muito elevado.

Este estudo teve como objetivos, a otimizacdo dos resultados parasitoldgicos,
através da pesquisa de anticorpos anti-T. gondii no soro dos camundongos inoculados por
material bioldgico de gravidas, fetos e/ou recém-nascidos e analise das alteracdes
histopatolégicas provocadas pelo agente nos encéfalos dos camundongos. Os materiais
bioldgicos provenientes dos fetos foram coletados por cordocentese (sangue fetal) e
amniocentese (liquido amniotico) e de gravidas e seus recém nascidos, foram provenientes
de sangue periférico e liquido cefalorraquidiano.

As 138 amostras foram encaminhadas dos servicos de referéncia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias e do Hospital Materno Infantil, participantes do
projeto de “Controle de Toxoplasmose Vertical da toxoplasmose no Estado de Goiés”.
Essas foram processadas e inoculadas camundongos BALB/c, acompanhados por 60 dias e

sacrificados. Seus encéfalos foram macerados e repicados em outros camundongos, que
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apos 60dias, também foram sacrificados. Do sangue desses, foi realizada sorologia pela
técnica de imunofluorescéncia Indireta, a procura de anticorpos antiToxoplasma das classes
IgG e IgM. No encéfalo, foram realizados cortes histoldgicos corados por hematoxilina-
eosina, a procura do parasito e de alteracGes causadas pela presenca do mesmo. O T. gondii
foi demonstrado no lavado peritoneal dos camundongos em cinco amostras, sendo trés de
sangue fetal e duas de liquido amnidtico. Ja& a histopatologia do encéfalo demonstrou
alteracdes em 45 amostras e IFI experimental detectou anticorpos antiToxoplasma em 67
amostras. A andlise histopatoldgica dos encéfalos demonstrou que em 82,4% dos casos
havia inflamacdo e em 64,7%, necrose coagulativa. Foi possivel observar que a sorologia
por IFI em camundongos, além de ser mais sensivel que a histopatologia e a inoculacéo,
utiliza menor nimero de animais e a liberacdo dos resultados é feita na metade do tempo da

inoculagédo, provando ser mais indicada.



ABSTRACT

Toxoplasmosis acute in the pregnant womam is of excellent importance in our way,
for its raised incidence and the fact to be able to result in serious sequels for the infected
conceptual product. Therefore, it is of basic importance the precocious diagnosis of the
fetal infection, therefore the medication used in the just-born gestante and/or, can change
the shady prognostic of this infection. On the other hand, much difficulty in the precocious
diagnosis of the fetal infection exists, due to some physiological factors as immaturity of
the immune system, difficulty of formation of antibody for the embryo in function of the
raised maternal headings of IgG that cross the placenta barrier, causing problems in the
interpretation of the quantification of the I1gG. Therefore it is that the methods of
identification of the parasite become essential in the precocious diagnosis of toxoplasmosis
congenital. The examination of inoculation in mice possesss 100% of especificidade, but its
sensitivity is low, its cost is raised and its technique is difficult and needs 120 days for the
release of the results. For this reason, an examination that it can identify the presence of the
parasite in the analyzed biological material, that is of more easy execution and faster
results, becomes necessary in the attempt to substitute the technique of amplification of the
DNA of the parasite, for being of cost very raised. This study it had as objective, the
improvement of the parasitological results, through the research of antibodies anti-T. gondii
in the serum of the mice inoculated for removed biological material of embryos and/or just-
been born and analyzed histopatologic alterations provoked by the agent in the encephalon
of the mice. The biological materials proceeding from the embryos had been collected by
cordocentesis (fetus blood) and amniocentesis (liquid amniotic) and of just been born, they
had been proceeding from peripheral blood and liquid cerebral.

The 138 samples had been directed of the services of reference of the Hospital of
the Clinics of the Federal University of Goids and the Infantile Maternal Hospital,
participant of the project of "Control of Vertical Toxoplasmosis of toxoplasmosis in the
State of Goids". These processed and had been inoculated BALB/c mice, folloied per 60
days and sacrificed. Its encephalun had been macerated and repicads in other mice, that

after 60dias, had been also sacrificed. Of the blood of these, serologic for the technique of



Indirect imunofluorescence was carried through, to the search of antibodies
antiToxoplasma of the classrooms IgG and IgM. In encephalon, had been carried through
histoldgic cuts blush by hematoxiline-eosine, to the search of the parasite and of alterations
caused for the presence of exactly. The T. gondii was demonstrated in the peritonium
washed one of the mice in five samples, being three of fetus al blood and two of amniotic
liquid. Already the histopatologic of encephalon demonstrated alterations in 45 samples and
experimental IFI detected antibodies antiToxoplasma in 67 samples. The histopatologic
analysis of the encephalon demonstrated that in 82,4% of the cases it had inflammation and
in 64,7%, necrosis. It was possible to observe that the serologic for IFI in mice, besides
being more sensible than the histopatologic and the inoculation, uses minor number of
animals and the release of the results is made in the half of the time of the inoculation,

proving more to be indicated.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - APRESENTACAO

Essa dissertagdo avalia dois métodos de otimizagdo parasitologica: a histopatologia
de encéfalo de camundongos e a pesquisa de anticorpos das classes IgG e IgM, pela técnica
de IFI, no sangue de camundongos inoculados com material biolégico proveniente de
coletas fetais através de cordocentese (sangue fetal) e amniocentese (liquido amniético) e
amostras de sangue periférico e liquido cefalorraquidiano de recém-nascidos suspeitos ou ja
comprovadamente infectados “in Gtero”, pelo Toxoplasma gondii.

No primeiro artigo os resultados obtidos com a pesquisa de anticorpos das classes
IgG e IgM no sangue dos camundongos inoculados com material bioldgico, mostraram
50,4% (67/133) de positividade parasitaria. Esse estudo teve a finalidade de otimizar os
resultados parasitolégicos quando se compara com a inoculacdo intraperitoneal em
camundongos, onde o isolamento do T. gondii exige um alto custo, e resultados demorados.

No segundo artigo, foi realizado estudo anatomopatoldgico em 51 encéfalos de
camundongos BALB/c infectados experimentalmente com material positivo pela
histopatologia. As alteracBes encontradas apresentaram grande polimorfismo, onde o
edema foi a alteracdo mais encontrada (100% dos casos), a inflamacdo em 82,4% e a
necrose em 64,7%. Esse estudo corrobora os achados da literatura que incriminam o T.
gondii como causador de graves danos neurolégicos em seus hospedeiros.

1.2 - JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose congénita pode ser prevenida durante a gestacdo atraves de um
acompanhamento pré-natal adequado, com o qual se faz possivel o diagndstico precoce da
infeccdo materna pelo T. gondii. Essa € de relevante importancia em nosso meio, pela

elevadissima incidéncia de 8,9% (Avelino et al. 2003).



O diagnostico precoce assim como o tratamento antiparasitario adequado da mae
tem demonstrado ser capaz de reduzir a taxa de transmissdo para o feto e também a
gravidade das sequelas nos casos em que a infeccdo intra-uterina ja ocorreu (Hohlfeld et al.
1989, Foulon et al. 1994). A taxa de transmissdo materno-fetal varia principalmente de
acordo com a idade gestacional no momento da infeccdo materna. Quando essa ocorre antes
da décima quinta semana de gestacdo, pode resultar numa taxa de transmissdo menor do
que 5% podendo atingir 80%, se proximo do termo (Foulon et al. 1999), mas o
acompanhamento soroldgico materno sistematico durante a gestagdo permite apenas uma
estimativa indireta do risco de infecgdo fetal (Remington et al. 1995).

A transmissao transplacentaria € significativa porque o feto € um organismo fragil
do ponto de vista imune, tanto nos mecanismos de defesa inespecificos quanto nos
especificos. Ademas, a transmissdo passiva de 1gG da mée para proteger o filho sé atinge
niveis eficazes apos na 20-22% semanas de gestacdo, o que faz com que as repercussdes
fetais variem em gravidade e dependam da intensidade da deficiéncia imunoldgica. Em
conseqiiéncia da incapacidade imunologica de defesa do organismo fetal, os acometidos
intra-Utero podem ter manifestacGes da doenga com caracteristicas de infec¢do aguda, sub-
aguda ou cronica, dependendo da fase da gestacdo em que a infeccdo ocorreu (Naspitz
1985, Ceccon 1997).

A toxoplasmose pode se manifestar clinicamente de diversas maneiras; porém,
caracteristicamente, é assintomatica ou oligossintomatica nos pacientes imunocompetentes.
Quando atinge os imunocomprometidos determina quadros graves e se infecta a gestante,
pode ocasionar danos importantes ao concepto (Nogueira 1996). Habitualmente, a
toxoplasmose se transmite ao feto durante a primo-infec¢do materna, no entanto, ha relatos
de toxoplasmose em duas gestagdes sucessivas com encontro do T. gondii na placenta e nos
fetos. Outro autor também descreve a transmissdo congénita em filhos de mulheres que
tiveram a infeccdo antes da concep¢do (Pons 1995). Além disso, a toxoplasmose é
implicada como causa de abortamento de repeticdo (Gomes 1978).

O espectro clinico da infeccdo congénita pelo T. gondii varia de alteragdes
aparentes ao nascimento, com morbimortalidade perinatal elevada (microcefalia,
crescimento intra-uterino retardado, hidrocefalia), a uma infec¢do subclinica com

possibilidade de risco para o desenvolvimento de coriorretinite e/ou complicacdes tardias



na vida futura (Wilson et al. 1980, Koppe et al. 1986, McAuley et al. 1994). Por outro lado,
a maturidade é um fator importante de resisténcia natural contra o parasito, pois geralmente
ocorre uma infec¢do assintomatica nas maes gestantes e sintomaticas (ao longo do tempo)
nos seus filhos. A fim de providenciar tratamento apropriado para todas as criangas com
risco de embriopatia pelo Toxoplasma, o diagndstico definitivo da infeccdo congénita é
obrigatorio e deve ser prontamente realizado (Remington et al. 1995, Lebech et al. 1996).

Na maioria dos casos, a sorologia representa a base do diagnostico e do controle da
toxoplasmose. A presenca de anticorpos especificos permite diagnosticar uma infec¢do por
T. gondii. Anticorpos especificos das classes IgM, IgA, IgE e IgG sdo produzidos em
resposta a infeccdo pelo T. gondii, sendo que as IgM, IgA e IgE aperecem antes da IgG,
porém, na maioria dos individuos, duram até seis meses e a 1gG, na forma adquirida,
permanece por toda a vida (Grover 1990, Cazanave 1993).

Assim as técnicas sorologicas utilizadas na rotina laboratorial tém sensibilidade
satisfatoria em gravidas (Denmark & Chessum 1978, Sounis 1979, Camargo 1995). Um
fator preocupante é que em fetos e recém nascidos essas técnicas sdo imprecisas devido a
imaturidade imunoldgica do feto e/ou recém-nascidos (RN), a interferéncias de anticorpos
de classe IgG de origem transplacentéria que interferem na producgéo de anticorpos fetais e
dificuldades na interpretacdo da quantificacdo da IgG (pela confusdo com a 1IgG materna)
sendo necessarias assim, técnicas parasitologicas que evidenciem com precisdo a
transmisséo congénita (Avelino et al. 2003).

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é uma técnica com boa sensibilidade e
especificidade, porem seu uso ainda ndo esta disponivel no ambito da rotina. O indculo em
camundongos é uma pratica laboratorial largamente utilizada como complemento ao
diagnostico soroldgico em fetos e RNs, porem apesar de 100% de especificidade possui
baixa sensibilidade e necessita de longo tempo para a resposta laboratorial desejada, além
de necessitar de acompanhamento técnico e um ndmero grande de animais em cada
experimento. Por esse motivo torna-se necessaria a analise de outros métodos, que
permitam determinar a presenca da infeccdo protozootica em camundongos infectados por
materiais bioldgicos oriundo de fetos e/ou de recém-nascidos. Essas dificuldades

motivaram esse estudo.



1.3 - OBJETIVOS

1.3.1 - GERAL

Otimizar técnicas parasitologicas para a confirmacdo do diagnostico da transmissao
vertical de toxoplasmose, em gravidas, fetos e recém nascidos de gravidas em situacdo de
risco (reagudizacao, ou primo-infec¢do) atendidas pelo servico de obstetricia e pediatria do
Hospital das Clinicas/HC-UFG em Goiania-GO.

1.3.2 - ESPECIFICOS

ARTIGO 1

1 — Otimizar o diagnostico precoce de infec¢do aguda por demonstracdo do parasito,

obtido através da inoculacdo de material biolégico em camundongos BALB/c.

2 — Avaliar a utilizacdo da soroconversdo precoce nos camundongos, como indicador
de presenca de parasitos no material inoculado e consequentemente, confirmacdo de

infeccdo ativa.

ARTIGO 2

3 — Analisar a sensibilidade da histopatologia, na detec¢do de Toxoplasma gondii em
cortes histologicos de encéfalo dos camundongos inoculados, corados por HE.

4 - Analisar semiquantitativamente as lesbes provocadas pelos parasitos no encéfalo

dos camundongos infectados experimentalmente.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 -HISTORICO

O T. gondii, agente responsavel pela toxoplasmose, foi reconhecido provavelmente
pela primeira vez no Brasil, em Sao Paulo, por Alfonso Splendore em julho de 1908. Este
pesquisador de origem italiana e radicado no Brasil, ao trabalhar com coelhos em seu
laboratorio, observou uma doenca cujo quadro anatomopatoldgico era semelhante a
leishmaniose visceral humana. Apresentou uma descricdo completa das lesdes patoldgicas e
dos corpusculos parasitarios presentes na forma livre e intracelular, isolados e agrupados,
em diversos tecidos de animais infectados. Em 26 de outubro de 1908, Nicolle e Manceaux
do Instituto Pasteur de Tunis descreveram um microrganismo semelhante aquele observado
por Splendore, em celulas monocelulares do baco e do figado de um roedor norte-africano,
o Ctenodactylus gondii.

O oftalmologista Jankl (1923) em Praga fez a primeira descricdo de toxoplasmose
congénita no ser humano, em uma crianga falecida aos 11 meses de idade com hidrocefalia
e cegueira, cuja necrépsia, em cortes do globo ocular direito, evidenciou a presenca de
parasitos na retina.

Nos Estados Unidos da América Wolf et al (1939) descreveram um caso fatal de um
lactente com encefalite granulomatosa. Também realizaram a primeira transmissdo
experimental de toxoplasmose humana para animais, tendo ainda demonstrado um agente
infeccioso produzindo doenca intra-uterina. A descoberta do T. gondii, como causa de
doenca adquirida no adulto, € creditada a Pinkerton & Weinman (1940), que descreveram
um caso de doenca fatal generalizada em um jovem.

Sabin & Feldman (1948) criaram o teste do corante de Sabin-Feldman, permitindo
que inumeros investigadores estudassem o0s aspectos clinicos e epidemioldgicos da
toxoplasmose, demonstrando ser uma doenca de alta prevaléncia em todo o mundo e

assintomatica na maioria dos pacientes.



Hutshison (1965) foi o primeiro a reconhecer o papel do gato no ciclo evolutivo do
parasito, mostrando que esses animais poderiam elimina-lo pelas fezes. A verdadeira
natureza do parasito permaneceu um mistério até que Frenkel et al. (1970) descreveram a
sua fase sexuada no intestino delgado do gato doméstico, produzindo cistos tipicos dos
coccidios, nas fezes.

Nas ultimas décadas extraordinarios avancos foram conseguidos, como a descri¢cdo
de diversos métodos soroldgicos. Além disso, conquistas recentes na imunologia e na
biologia molecular e celular tém permitido um melhor diagndstico da parasitose, bem como

NOVOS progressos na assisténcia de gravidas, criangas e individuos imunocomprometidos.

2.2-ETIOLOGIA

O T. gondii apresenta-se na natureza sob trés formas: - 0 oocisto, responsavel pela
produgdo de esporozoitos; - a forma proliferativa ou taquizoita; - a forma cistica,
denominada bradizoita (Dubey et al. 1998).

Os oocistos sdo excretados nas fezes dos felinos, que sdo os hospedeiros definitivos e
através da ingestdo, infectam o hospedeiro intermediario (FIGURA 1). Os oocistos séo
formados por esquizogonia e gametogonia ao longo do intestino delgado dos felideos. Nos
gatos, o periodo até a producéo de oocistos varia de 3 a 10 dias quando ocorre a ingestdo de
cistos teciduais; de 19 a 48 dias ap0s a ingestdo de taquizoitas e de 21 a 40 dias apos a
ingestdo de oocistos. O gato pode excretar até milhdes de oocistos nas fezes por periodo de
7 a 20 dias. Apds ser excretado, o oocisto sofre processo de esporulagdo no maximo até
cinco dias, tornando-se infectante e permanecendo viavel por até um ano em solo imido e
guente. O oocisto é inicialmente esférico, tornando-se ovalado apos sofrer processo de
esporulacdo em temperatura entre 4°C e 37°C (Dubey et al. 1970).

A forma de taquizoita requer um habitat intracelular para se multiplicar e sobreviver,
sendo rapidamente destruida no suco gastrico (Jacobs et al. 1960). Sua reproducdo dentro
das células do hospedeiro ocorre por endodiogenia, um processo de brotamento interno em
gue duas células-filhas sdo formadas dentro da célula-mae, sendo entdo liberadas apos
ruptura. A forma de taquizoita é encontrada no estagio agudo da infeccdo, invadindo todos



os tipos de células. Apds a invasdo das células do hospedeiro, 0s microorganismos se
multiplicam rapidamente nos seus vacuolos, formando rosetas. O citoplasma torna-se
repleto de taquizoitas a ponto de se romper e provocar a liberacdo desses, que invadem
células contiguas ou sdo fagocitados (FIGURA 1).

Colbnias de pseudocistos, contendo taquizoitas produzidos por endodiogenia podem
permanecer nas células do hospedeiro por periodo prolongado, sem haver a formacéo de
um cisto verdadeiro (Frenkel 1973).

A terceira forma do T. gondii, o cisto tecidual, & formado na célula do hospedeiro e
pode variar no seu tamanho. Contém bradizoitas e constitui-se na forma de resisténcia do
parasito nos tecidos, podendo persistir viavel pelo resto da vida do hospedeiro (Dubey &
Frenkel 1976). Podem estar presentes em todos os tecidos, porém os principais sitios de
infeccdo latente ocorrem em miocérdio, encéfalo e tecido masculo-esquelético (Remington
& Cavanaugh 1965). A parede do cisto pode ser rompida pela pepsina ou tripsina, sendo
que os bradizoitas liberados permanecem vidveis por até duas horas em meio contendo
acido cloridrico e pepsina, ou até seis horas, em meio contendo tripsina, permitindo
sobreviverem ao periodo de digestdo normal no estdmago e no duodeno. O congelamento
abaixo de 20°C negativos e 0 aquecimento acima de 66°C destroem a forma cistica do
parasito, entretanto em temperatura de 4°C, este pode sobreviver por até dois meses (Jacobs
et al. 1960) Um aspecto importante do cisto € uma possivel reativacdo da infeccéo, causada
pela liberacdo de bradizoitas, que se transformam em taquizoitas e promovem uma nova
infecc@o aguda local (Frenkel et al. 1975). Hofflin & Remington (1985) observaram que a
reativacdo também pode ocorrer a distancia, como na presenca de mdultiplas lesGes de

encefalite em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).



FIGURA 1.

CICLO BIOLOGICO DO Toxoplasma gondii
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2.3 - EPIDEMIOLOGIA DA TOXOPLASMOSE

2.3.1 PREVALENCIA DA TOXOPLASMOSE EM GESTANTES

A prevaléncia da infeccdo toxoplasmica em adultos varia consideravelmente de
acordo com a idade e a populacédo estudada (Feldman & Miller 1956). Esta variacdo pode
ser explicada pela diferenga de exposicéo as duas principais fontes de infecgdo: os cistos
teciduais presentes na carne de animais, e 0s oocistos, disponiveis em solo contaminado por
fezes de gatos. A elevada prevaléncia da infeccdo encontrada na Franca relaciona-se ao
freqliente habito de ingestdo de carne crua ou mal cozida (Desmonts et al. 1965). Nos
Estados Unidos da América, a prevaléncia atinge de 10% a 50%, enquanto que na Australia
é de 4%, na Finlandia - 20%, Pol6nia - 36%, Austria - 37%, Italia - 40%, Etidpia - 48%,
Belgica - 53%, Panama - 63%, Franca - 71% e El Salvador - 75% (McCabe & Remington
1988, Aspock & Pollack 1992, Roos et al. 1993). Na década de 60 em investigacdo
realizada em Belo Horizonte por Aradjo (1970) em soros de adultos revelou 50% de
positividade a reacdo de Sabin-Feldman. No final da década de oitenta, Vaz et al. (1990)
encontraram em gestantes, ao primeiro atendimento em centro de salde da area
metropolitana de Sdo Paulo, soropositividade de 67%. J& na década de noventa, varias
investigacOes foram publicadas. Na cidade de Porto Alegre, estudo coordenado por Neves
et al (1994), em gestantes, encontrou soropositividade para toxoplasmose em 54%.
Também a pesquisa conduzida por Inagaki (1997) no servico de pré-natal em maternidade
publica de Sdo Paulo demonstrou a prevaléncia de anticorpos especificos para
toxoplasmose em 65% em um grupo de gestantes. Em Belém, estudo feito no Instituto
Evandro Chagas por Carmo et al. (1997) em gravidas, revelou que 71% eram soropositivas.
Outra pesquisa realizada por Brisighelli (1998) em gestantes, na cidade de Braganca
Paulista no Estado de Sdo Paulo, constatou soroprevaléncia de 55%. Nébrega (1998), em
Recife, ao estudar gravidas, encontrou o valor de 69%. Bichara (2001), em estudo
desenvolvido no ambulatério do Programa de Toxoplasmose do Instituto Evandro Chagas
com gestantes procedentes da area metropolitana de Belém, detectou prevaléncia de 81%.



Em Goiénia, a prevaléncia tem se mantido estavel nos ultimos 20 anos, em torno de
65% (Avelino. 2000).

Portanto, no Brasil, os diversos inquéritos epidemioldgicos realizados em gestantes
com diferentes testes soroldgicos tém mostrado uma alta prevaléncia da toxoplasmose, que
varia ao redor de 55% a 70%. Dai infere-se que de 30% a 45% das mulheres em idade fértil
ndo apresentam anticorpos especificos para a doenca com risco de contrai-la na gestacdo e

transmiti-la ao concepto.

2.3.2. TRANSMISSAO MATERNO-FETAL

A transmissdo materno-fetal ocorre quando os taquizoitos, presentes na circulacao
materna, atingem a placenta e séo transmitidos ao concepto. Desta forma, assume-se que a
transmissdo congénita ocorre geralmente durante a primo-infeccdo materna, embora
existam relatos de que possa acontecer também durante a fase crénica da infec¢do (Frenkel
2002). Wilson & Remington (1980) afirmaram que a chance de transmissdo materno-fetal
depende de trés fatores presentes conjuntamente: parasitemia materna inicial ou recorrente,
maturidade da placenta e competéncia da resposta imunolégica materna ao T. gondii
classificada em completa, deficiente ou ausente.

A transmissdo do T. gondii da mae para o feto é varidvel, sendo que a média varia
entre 30% a 40% dos casos e depende da idade gestacional em que acontece a infeccdo
aguda na mae (Desmonts et al. 1985, Wirden et al. 1999, Santana et al. 2003, Figueiro-
Filho et al. 2005).

Considerando-se que a toxoplasmose congénita € sintoméatica em apenas 10% dos
pacientes, torna-se muito dificil determinar sua real incidéncia em paises que ndo realizam
0 acompanhamento soroldgico sistematico durante a gestacdo (Hall 1992). Difere entre as
varias populac@es: nos Estados Unidos da América varia de 0,5 a 1/1.000 nascidos vivos
(McCabe & Remington 1988); em Paris é de 3/1.000 nativivos (Desmonts et al. 1965); na
Finlandia e de 4,4/1000 nativivos; de 5/1000 na Austrélia; de 7,5/1000 na Alemanha e de
14,3/1000 na Bélgica (Lappalainen et al. 1992).
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No Brasil, Castilho (1976) estimou a incidéncia de toxoplasmose congénita na cidade
de S&o Paulo, durante o0 ano de 1970 e calculou o valor de 16 casos para 1.000 nascidos
vivos, independentemente da presenca de manifestacdes clinicas. No Rio de Janeiro,
Coutinho et al. (1983) ao estudar em recém-nascidos constataram uma incidéncia de 1,4
para 1.000 nativivos. Em outro estudo realizado na cidade de Sdo Paulo, Pedreira (1995)
analisou os casos sintomaticos ocorridos no periodo de um ano em uma Unidade Neonatal
de hospital publico universitario e encontrou uma incidéncia de 2 em 1.000 nascidos vivos.
Em Brasilia estima-se o nascimento de 18/1000 e em Goiania 34/1000 (Avelino 2000).

A partir dessas consideracdes, é possivel que ao redor de 3.000 a 6.000 neonatos
sejam acometidos com a doenca, anualmente no pais. Assim, € necessario 0 conhecimento

do diagnostico clinico-laboratorial da toxoplasmose durante a gestacdo (Avelino 2000).

2.3.3. MANIFESTACOES CLINICAS DA TOXOPLASMOSE NA
GESTANTE E NO RECEM-NASCIDO

Os sintomas da toxoplasmose aguda em mulheres gestantes podem ser transitérios e
inespecificos. Quando estdo presentes, no maximo em 10% dos casos, geralmente limitam-
se a linfadenopatia e a fadiga. A adenopatia pode persistir durante meses e comprometer
apenas um unico linfonodo. Menos freqlientemente, tem sido descrita uma sindrome do tipo
mononucleose caracterizada por febre, mal-estar, faringite, cefaléia, mialgia e linfocitose
atipica (Wong & Remington 1994).

A toxoplasmose tem sido responsabilizada por 6bito intra-uterino. E possivel que a
infeccdo, quando aguda, cause oObito fetal no primeiro trimestre da gravidez (Desmonts &
Couvreur et al. 1974). Entretanto, esta ocorréncia em pacientes com infeccdo cronica é rara
e ndo significativa (Remington et al. 2001).

Os recém-nascidos com toxoplasmose congénita podem apresentar um dos quatro
padrdes: Doenca manifesta no periodo neonatal; Doenca sintomatica nos primeiros meses
da vida; Seqlela ou reativacdo de uma infec¢do prévia ndo diagnosticada; Infeccdo

subclinica.
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A infecgdo que se manifesta no periodo neonatal é caracterizada pela triade cléssica
composta por dilatacdo dos ventriculos cerebrais, calcificacbes intracranianas e
retinocoroidite bilateral. No entanto, estes achados estdo presentes em apenas 10% dos
recém-nascidos. Com finalidade didatica pode-se dividir as formas graves em neuroldgica e
generalizada podendo apresentar 0s seguintes sintomas (retinocoroidite, alteragdes
liquoricas, convulsdes e calcificacdes cerebrais, hidrocefalia, ictericia com esplenomegalia,
retardo mental, convulsdes, hipertonia e paralisia, deficiéncia visual grave e surdez), com
taxa de letalidade de 12% (Eichenwald 1959).

A maioria dos neonatos com toxoplasmose congénita tem doenca subclinica ao
nascer. Contudo, esses recém-nascidos podem apresentar anormalidades da retina e do
sistema nervoso central quando sdo submetidos a exames especializados. Ademas,
apresentam risco de sequelas oftalmologicas e neuroldgicas graves a longo prazo (Wilson et
al. 1980, Guerina 1994).

Com relacdo a toxoplasmose ocular pode-se identificar duas formas distintas, a
congénita e a adquirida. Em ambas, o acometimento pode ser precoce ou tardio, podendo
em alguns casos, manifestar-se clinicamente pela primeira vez, anos depois da infec¢ao
sisttmica (De Vroede et al. 1979). A identificacdo de retinocoroidite pela fundoscopia
ocular ¢ muito freqiente, mesmo nos casos sem outros sintomas, e permite realizar o
diagnostico presuntivo de infeccdo congénita. Contudo, a doenga € comumente confirmada
através de testes soroldgicos, devido a dificuldade de se fazer o diagndstico clinico ou

parasitoldgico (De Vroede et al. 1979).
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2.4. DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE

2.4.1. DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO DA TOXOPLASMOSE

O parasito pode ser isolado ou ter seus componentes antigénicos isolados em liquidos
organicos, em cortes de tecidos ou em esfregacos de material de bidpsias e necropsias,
principalmente da placenta, de fetos e natimortos (Maciel et al. 1984, Oliveira et al. 1986,
Camargo 1989, Stray-Pedersen 1993, Frenkel & Lynfield 1997, Beazley & Egermam
1998).

A pesquisa direta de antigenos de T. gondii, no material clinico, é utilizada para se
fazer o diagnostico diferencial entre varios estagios da toxoplasmose. A pesquisa de 1gG e
IgM ndo sdo capazes de dar a idéia exata da parasitemia que por ventura esteja ocorrendo
devido a infec¢do priméaria ou reativacdo e se esta ocorrendo ou ndo, infec¢do aguda com
risco real para o paciente (Camargo 1989).

A pesquisa direta de antigenos de T. gondii se faz necessaria nos seguintes casos:

1 — Deteccdo de parasitos durante a fase aguda de adultos imunocompetentes em
material de bidpsia, de cistos no SNC, em leite, sangue, saliva, medula 6ssea e exsudatos.

2 — Individuos imunocomprometidos, soroconvertidos que sofreram reagudizacao, ou
soronegativos que sofreram infeccdo primaria sintomatica.

3 — Mulheres gravidas sem sorologia pré-natal inicial ou anteriormente negativas para
T. gondii, que apresentem IgG e/ou IgM positivos durante a gravidez, sendo necessario a
repeticdo do teste de scrennig com IFI e teste de avidez da IgG para confirmar a infecgéo
aguda e se tentar o diagnostico pré-natal precoce da toxoplasmose congénita no feto.

A determinacdo da presenca do parasito na placenta, LA, e sangue do cordéo
umbilical caracterizam parasitemia fetal e perfil agudo da infeccédo, sendo que o diagndstico
precoce permite a instituicdo rapida da terapéutica adequada (Hohlfeld et al. 1994).

A identificagdo do parasito pode ser realizada diretamente através da inoculagdo do
material bioldgico a ser examinado por via intraperitoneal em camundongos, com posterior
observacdo da ocorréncia de soroconversdo nesses animais, cujos encéfalos serdo

examinados com o objetivo de se detectar o parasito (Calvdo 2002). O Toxoplasma pode
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ser identificado no exsudato peritoneal em uma semana ou no encéfalo apés 4 a 6 semanas
(Camargo 1989, Kawazoe 1995, Frenkel 1997, Beazley & Egermam 1998).

Uma outra forma direta de investigacdo diagndstica sdo os modelos experimentais
utilizados para experimentos do parasito que incluem as culturas células de mamiferos
como fibroblastos humanos ou outras linhagens celulares, e embrido de galinha (Camargo
1989, Frenkel 1997).

Dentre o0s animais sensiveis a inoculacdo, citam-se o0s hamsters, cobaias,
camundongos e coelhos. Desses, 0s camundongos sdo 0s mais susceptiveis a infeccdo por
inoculagdo peritoneal, podendo fornecer milhdes de taquizoitos por mL de exsudato em até
3 dias.

Uma vez isolada, a cepa de T. gondii pode ser mantida para fins experimentais
mediante a reinoculagdo em camundongos (Calvdo 2002). Entretanto a criopreservagao in
vitro tem sido um método préatico para se evitar a perda da cepa e camundongos, quanto a
necessidade constante de inoculagcdes que despendem tempo, material e pessoal técnico
treinado. Assim taquizoitos podem ser mantidos sem perdas da viabilidade e viruléncia,
entre —20°C e — 60°C por 8 semanas, a — 70°C por 200 dias e em nitrogénio liquido -196°C
por tempo indeterminado.

A sobrevida dos camundongos infectados é curta, entre 4 a 10 dias, ocorrendo
acometimento visceral com lesdes necroticas, podendo desenvolver cistos teciduais na
musculatura e encéfalo. Com os materiais obtidos dos camundongos infectados
experimentalmente pode-se preparar esfregacos a serem corados pelo Giemsa e com
material de bidpsia, fazem-se os cortes histoldgicos e coloracdo pela hematoxilina-eosina.
O diagndstico desta protozoose pode ser realizado pela pesquisa direta de cistos e
taquizoitas em tecidos de camundongos, através de cortes histoldgicos, seja corados pela
Hematoxilina e Eosina -HE, seja pela Imunohistoquimica-IH (Rosa et al. 2001).

Em cortes histoldgicos corados pela HE pode ser dificil a identificacdo do T. gondii,
pois 0 parasito ndo possui caracteristicas tintoriais préprias que permitam distingui-lo
nitidamente das células adjacentes, podendo ser confundido com nucleos ou fragmentos
nucleares que se coram de forma semelhante (Tsunematsu et al. 1964, Barbosa 1988). Essa

técnica, como as demais de pesquisa direta do parasito, exige grande experiéncia do
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observador, anélise de varios cortes e/ou laminas, que dificultam a sua utilizacéo na rotina,
apesar da boa sensibilidade.

Métodos de diagnostico imuno-histoquimico sdo especificos e a partir do
desenvolvimento do método da peroxidase-antiperoxidase (PAP) por Sternberger et al.
(1970), vém sendo usada no diagndstico pos-morte de diversos agentes infecciosos,
particularmente do T. gondii na intimidade dos tecidos (Conley et al. 1981, Davidson et al.
1993, Falangola & Petito 1993, Brezin et al. 1994, Viotti et al. 1995). Modifica¢bes foram
introduzidas e Dubey & Lin (1994), utilizando a técnica imunoenzimética da avidina-
biotina, para a deteccéo de cistos do T. gondii.

A parasitemia tem sido detectada com maior sensibilidade através dos métodos de
biologia molecular, em especial pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR), com a
vantagem de demonstrar maior sensibilidade quando comparado com o isolamento do
parasito. Contudo, ha limitacdo da técnica porque a reacdo ndo discrimina se 0 material
amplificado provém de parasitos viaveis ou de fragmentos (Calvao 2002).

Em individuos imunocompetentes com toxoplasmose aguda, a PCR tem detectado a
presenca do parasito em tecido de bidpsia e em amostras de sangue periférico. Em HIV
positivos a PCR detecta o parasito no sangue periférico, material de bidpsia, fluido de
material bronquioalveolar e liquor.

Em fetos, o isolamento do parasito associado a PCR, incrementa o diagnostico pré-
natal da toxoplasmose congénita, demostrando maior sensibilidade do que o método de
isolamento de parasitos em culturas e camundongos (Calvédo 2002). A identificacdo dos
antigenos parasitarios pode ser feita no LA, no sangue do feto ou RN, no liquor, no tecido
encefalico ou placentario (Dupouy-Camet et al. 1992, Camargo 1996). Na gestante, a
pesquisa por PCR, no LA pode ser realizada a partir da 122 semana de gravidez, com
poucas complicacdes (Foulon et al. 1999). Atualmente, da-se preferéncia a esse método ao
invés da cordocentese por apresentar menores riscos para o feto e por ser mais especifico
(Braga et al. 1994, Fricker-Hidalgo et al. 1998). Além disto, a pesquisa do DNA do T.
gondii ndo sofre influéncia da imaturidade imunoldgica do feto ou do recém nascido (Braga
et al. 1994). Os resultados podem ser liberados em 24h com até 100% de sensibilidade
(Beazley & Ergeman 1998, Fricker-Hidalgo et al. 1998).
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2.4.2. DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA TOXOPLASMOSE

Classicamente, o diagndstico da toxoplasmose é baseado na pesquisa de anticorpos
contra 0 parasito através de testes soroldgicos. A pesquisa de diferentes classes de
imunoglobulinas antiToxoplasma constitui a principal contribuicdo laboratorial para o
diagnostico da doenca. Além disso, a presenca dos anticorpos antiToxoplasma no curso da
infeccdo, permite a anélise de perfis sorolégicos muito caracteristicos, seja de infecgdo
recente, em fase aguda, ou de infeccdo antiga em fase de laténcia ou cronica.

Em individuos imunocompetentes os testes soroldgicos com pesquisa de 1gG e IgM
sdo suficientes para o diagndstico, por serem sensiveis, especificos e de facil execucédo
(Camargo 2001). Porém, para o diagnostico em adultos imunocomprometidos e na infeccao
fetal, ha necessidade de testes parasitoldgicos para a detecgdo do T. gondii.

Existem dois tipos principais de testes sorologicos: 0s que usam organismos inteiros
como antigenos e aqueles que utilizam extrato antigénico de parasitos lisados. Os primeiros
sdo representados pelo teste do corante de Sabin Feldman, pela imunofluorescéncia indireta
e pelo ensaio de aglutinagdo por imunoabsorcdo de IgM, e testes de avidez da IgG, que
demonstram principalmente anticorpos dirigidos contra os antigenos da membrana do
parasito. Os demais que usam o extrato antigénico de parasitos lisados, incluem o teste de
hemaglutinacdo passiva e 0 ensaio imunoenzimatico (Duffy et al. 1989).

Os resultados sorolégicos tém apenas valor de probabilidade, devendo ser
interpretados com cautela, pois a resposta imunologica a infeccdo pelo Toxoplasma pode
apresentar variagGes individuais (Beazley & Egermam 1998). Além disso, a alta
sensibilidade de alguns testes laboratoriais que detectam a presenca de anticorpo de fase
aguda, IgM, pode induzir ao erro de interpretacdo por permanecer positivo durante um
longo periodo apos a infecgéo.

O teste de Sabin-Feldman é fundamentado em principio imunoldgico, onde o0s
parasitos expostos a um soro contento anticorpos antiToxoplasma sofrem lise da membrana
citoplasmatica apds a reacdo antigeno-anticorpo e ativacdo do complemento, sendo corados
por azul de metileno. Quando existem anticorpos contra o parasito no soro, este nao se cora

(Sabin & Feldman 1948). Apesar de ser um teste de alta especificidade e sensibilidade, seu
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uso se tornou restrito em decorréncia da complexidade técnica empregada e do risco de
contaminacdo com os antigenos vivos de T. gondii (Remington et al. 2001).

O teste de hemaglutinacdo passiva descrito originalmente por Jacobs & Lunde (1957)
com hemécias de carneiro recobertas por componentes do parasito, principalmente
citoplasmaticos, apresentava baixa sensibilidade. Esse teste ndo detectava IgM ou IgG de
baixa avidez, alem de sofrer a interferéncia de anticorpos heterofilos com consequente
resultado falso-positivo. Tais falhas foram solucionadas ao se utilizarem hemacias de aves,
recobertas com antigenos completos do parasito, aglutinaveis por anticorpos IgG e IgM,
tornando o teste altamente sensivel. E considerado um teste pratico de baixo custo, nio
exigindo equipamento sofisticado e um bom método para triagem da toxoplasmose.
Ocasionalmente, observam-se resultados falso-positivos por interferéncia de anticorpos
IgM “naturais”, aglutininas IgM n&o-especificas, em geral de titulos baixos. Distingue-se de
reacOes especificas por permanecerem com titulos inalterados, enquanto aquelas se elevam
em poucos dias na fase aguda da toxoplasmose (Camargo 1989).

Outro metodo soroldgico frequentemente utilizado em nosso meio € o teste de
imunofluorescéncia indireta, considerado de boa especificidade e sensibilidade, comparavel
ao teste do corante de Sabin-Feldman. A reac¢do de imunofluorescéncia tem a vantagem de
utilizar Toxoplasmas preservados, fixados em laminas de microscopia, tornando-o muito
mais pratico e seguro para a rotina laboratorial. Além do mais, esse teste permite a
identificacdo dos anticorpos segundo as classes de imunoglobulinas (Frenkel et al. 1997).
Quanto a IgM, os testes podem apresentar resultados falso-positivos, pela interferéncia de
fator reumatoide, eventualmente presentes no soro (Camargo 1989, Beazley & Egermam
1998), e falso-negativos, devido a competicdo que os anticorpos IgG fazem aos IgM,
impedindo que esses se fixem aos antigenos parasitarios (Camargo et al. 1972).

A introducdo do ensaio imunoenzimatico (ELISA) trouxe um grande avango para o
diagndstico da doenca. Através da técnica (Enzyme linked fluorecent assay) ELFA foi
possivel detectar a presenca de IgM especifica para T. gondii em 92% dos individuos com
toxoplasmose recentemente adquirida, e que eram negativos na reacdo de
imunofluorescéncia. A reacdo de aglutinacdo por imunoabsorcdo de IgM (ISAGA) é
utilizada para identificacdo de anticorpos da classe IgM, sendo importante no diagnéstico
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de infeccdo aguda. Os antigenos adicionados as placas constituem-se em uma suspensao de
Toxoplasmas, que se aglutinam na presenca de IgM especifica (Desmonts et al. 1981).

No inicio da década de noventa, foi desenvolvido o teste ELISA — IgG para avidez,
que parece ser excelente método de diagnostico de infeccdo aguda adquirida. Esse método
avalia a avidez ou afinidade funcional de ligagdo ao antigeno dos anticorpos IgG contrao T.
gondii, separando os de baixa afinidade, produzidos numa fase inicial da infeccdo, dos
anticorpos de alta afinidade indicativos de infeccdo crénica (Joynson et al. 1990,
Lappalainen et al. 1992, Beazley & Egermam 1998).

Para a pesquisa de anticorpos IgA e IgE especificos para a toxoplasmose, utilizam-
se as técnicas imunoenzimaticas, tanto a indireta como a de captura, que sdo importantes
marcadores de infecgOes recentes, inclusive congénitas (Decoster et al. 1992, Wong et al.
1993).

2.4.3 - DIAGNOSTICO NA GESTANTE E NO FETO

O diagnostico de toxoplasmose na gestante € confirmado através de pacientes
soronegativas que apresentam soroconversdo e daquelas com perfil sorologico de
toxoplasmose recém-adquirida. Devido ao grande nimero de gestantes que nao apresentam
anticorpos antiToxoplasma e da necessidade de repeticdo dos testes a cada quatro ou cinco
semanas, naquelas que permanecem soronegativas, S0 necessarios testes sensiveis para a
triagem, porém de baixo custo e de execu¢do simples, capazes de detectar anticorpos 1gG e
IgM e de fornecer resultados em curto prazo. A triagem da gestante de risco na fase aguda
da toxoplasmose é feita geralmente pelo teste de imunofluorescéncia Indireta, sendo o mais
disponivel nos laboratdrios da rede publica, este se mostra muito pratico e adequado, porém
h& uma percentagem significativa de testes inconclusivos (Camargo 1989). De acordo com
os resultados, a gestante serd considerada como: - imune na presenca de 1gG positiva e IgM
negativa; - suscetivel quando os anticorpos IgG e IgM sdo negativos; imune ou portadora
de infeccdo aguda se 1gG e IgM estéo positivas.

A maior dificuldade no diagnostico sorologico ocorre nos casos em que a IgM esta

positiva por ocasido da primeira consulta pré-natal. A sua presenca nem sempre indica uma
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infeccdo aguda recente, pois houve aumento da sensibilidade dos testes soroldgicos para
deteccdo de IgM por periodos superiores a um ano apés a infecgdo aguda, necessita-se
recorrer a outros métodos sorolégicos para tentar estabelecer, retrospectivamente o
momento da soroconversdo. O diagnostico da infeccdo aguda nesses casos exige a
demonstracdo de aumento nos titulos de anticorpos, maior ou igual a trés dilui¢cbes, em duas
amostras colhidas com intervalo de trés semanas e testadas em paralelo. As vezes ha
necessidade da realizacdo de outros testes como dosagem de IgA, IgE ou o teste de avidez
de 1gG (Camargo et al. 1991). Idealmente, deve-se utilizar uma combinacdo de dois testes
para confirmagdo diagnostica (Remington et al. 2001).

Nas gestantes com quadro clinico sugestivo de toxoplasmose, realizam-se testes que
detectam anticorpos IgM especificos, tais como DS-ELISA IgM e ISAGA IgM (Remington
et al. 2001). Esses se positivam usualmente na primeira ou segunda semanas de infecgéo e
podem persistir positivos por meses ou anos. Um teste negativo para IgM diminui a
possibilidade de infeccdo atual ou recente (Wallon et al. 1999). Se os resultados indicam
infeccdo aguda materna, o estabelecimento do envolvimento fetal torna-se critico (Wong &
Remington 1994).

O diagnostico da infeccdo fetal pelo T. gondii baseia-se na anélise conjunta do sangue
fetal e do liquido amnidtico, colhido a partir da 20* semana de gestacdo aliada a avaliagao
ultra-sonogréafica da morfologia fetal (Daffos et al. 1988). Os achados ultra-sonograficos
que podem surgir devido a infeccdo incluem: hidrocefalia, calcificagbes intracranianas,
aumento da circunferéncia abdominal por hepatoesplenomegalia, ascite fetal e aumento da
espessura placentaria (Daffos et al. 1988).

A andlise do sangue fetal obtido por cordocentese apds a 20 semana de gravidez
pode demonstrar a presenca de IgM especifica contra o T. gondii, assim como no liquido
amnidtico. Utilizando essa metodologia pode-se diagnosticar 90% dos fetos acometidos
intra-utero (Daffos et al. 1988). Porém, a auséncia da correlacdo desses dados com a
gravidade da infeccdo fetal e, principalmente, pela morbidade e letalidade causadas pela
cordocentese, de 1% a 2% em maos muito habeis, impde sua indica¢do apenas em casos de
grande suspeita de risco fetal.

Para o diagnostico da infeccdo fetal, ha necessidade de testes diretos para a deteccdo

do T. gondii. Esta deteccdo pode ser feita por cultura em células ou inoculacdo em
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camundongos, por determinacdo dos antigenos parasitarios através de técnica imuno-
histoquimica ou, principalmente por identificacdo de sequéncias de acidos nucléicos atraves
da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em qualquer tipo de tecido ou fluido
corporal (Grover et al. 1990, Cazenave et al. 1992, Hohlfeld et al. 1994).

A pesquisa do Toxoplasma no liquido amniotico, antes da 20% semana, através da
PCR, confere sensibilidade de até 100% (Holhfeld et al. 1994). A demonstracdo de material
gendmico do T. gondii, isto é, de seqiiéncias de seu DNA, pode fornecer resultados no
prazo de um dia, permitindo a identificagdo de praticamente 100% dos casos (Grover et al.
1990). Apesar de ja padronizada essa técnica ndo esta incluida na rotina dos laboratorios

brasileiros, porém no mundo ja € uma tecnica rotineira.

2.4.4 - DIAGNOSTICO NO RECEM-NASCIDO

O diagnostico da toxoplasmose no recém-nascido baseia-se principalmente no
acompanhamento sorolégico, interpretado de forma criteriosa e sempre associado aos dados
clinicos e epidemioldgicos (Holliman et al. 1990).

A pesquisa de anticorpos IgM tem sido amplamente executada como marcador de
toxoplasmose congénita pos-natal. Devido ao seu peso molecular, a IgM ndo atravessa a
barreira placentaria integra e mesmo em caso de lesdo de placenta, sua meia-vida é de
somente cinco dias. Por esse motivo, a deteccdo da queda ou 0 aumento nos titulos de
anticorpos da classe IgM se mostra como ideal para o diagnostico de infeccdo neonatal
aguda, porque permite a separa¢do dos anticorpos IgM produzidos pela crianca daqueles
anticorpos IgG transferidos passivamente pela mae (Naessens et al. 1999). As melhores
técnicas para sua deteccdo compreendem o DS-ELISA e o ISAGA, que detectam
anticorpos especificos IgM em cerca de 80% dos casos, enguanto que para o teste de
imunofluorescéncia esse valor é de 25% (Wallon et al. 1999).

Na auséncia da IgM, o achado da IgG antiToxoplasma no soro do recém-nascido
assintomatico nao apresenta maior significado diagndstico, pois pode representar simples
transferéncia passiva de anticorpos maternos. Nesse caso, geralmente ocorre queda dos

titulos da 1gG apds o quarto més de vida, com tendéncia a negativacao do exame até o final
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do primeiro ano (Alford et al. 1974, Thulliez et al. 1992). Entretanto, se 0 recém-nascido
apresenta indicios clinicos sugestivos de toxoplasmose, com persisténcia ou elevacdo dos
titulos de IgG ap6s o primeiro ano, existe alto valor preditivo para a toxoplasmose
congénita (Joynson et al. 1990).

A pesquisa de anticorpos IgA tem sido recomendada para diagnostico da infeccdo
neonatal (Stepick-Biek et al. 1990). Além disso, a deteccdo de anticorpos IgE
antiToxoplasma também pode ser um indicativo de toxoplasmose congénita.

Adicionalmente esta sendo estudada a PCR, na busca de marcadores moleculares do
parasito em diferentes fluidos biol6gicos como sangue, urina e liquor para o diagndstico da
doenga no recem-nascido (Van de Vem et al. 1991, Couvreur et al. 1995, Fuentes et al.
1996) além da inoculacdo em camundongos.

Apos a confirmagdo diagndstica materna e/ou neonatal, o tratamento € instituido o

mais precocemente possivel.
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2.5. TRATAMENTO

2.5.1. TRATAMENTO DA GESTANTE COM TOXOPLASMOSE
AGUDA

O tratamento da gestante pode prevenir ou atenuar a doenca congénita. A
espiramicina € indicada para o tratamento da infeccdo aguda, pois parece controlar a
infeccdo placentaria e reduzir as taxas de transmissdo fetal em até 60%. Contudo, enquanto
a infeccdo parasitaria da placenta e do feto sdo reduzidas nos pacientes tratados com
espiramicina, a proporcdo de casos graves ndo se modifica em criangas infectadas
(Desmonts & Couvreur et al. 1974). Sendo assim, parece que enquanto a espiramicina
durante a gestacdo possui um efeito preventivo contra a transmissao materno-fetal, ela ndo
altera o padrao clinico da toxoplasmose congénita manifesta.

A associacdo de sulfadiazina e pirimetamina, segundo Hohlfeld et al (1989), deve ser
utilizada apds a propedéutica fetal invasiva, se o feto estiver infectado. O uso desta
combinacdo de drogas é eficaz contra a fetopatia progressiva. Entretanto, esta associacao
deve ser evitada no primeiro trimestre da gravidez, devido ao efeito potencialmente
teratogénico da Pirimetamina (Frenkel 2002).

O tratamento da crianca infectada sintomatica ou assintomatica deve ser iniciado
precocemente e prolongar-se até no minimo um ano de idade, pois pode minimizar as
repercussdes auditivas e visuais e melhorar o progndstico. Varios esquemas terapéuticos
tém sido utilizados. O uso alternado de espiramicina com sulfadiazina e pirimetamina
durante um ano é o mais difundido (Couvreur et al. 1984). Acredita-se que Sse 0 usO
sulfadiazina e pirimetamina por um ano permite um melhor controle das lesbes teciduais
causadas pelo parasito (McAuley et al. 1994).

A morbidade e a mortalidade perinatal associadas a toxoplasmose adquirida na
gestacdo, assim como as repercussdes dela decorrentes, justificam que programas de

prevencdo sejam instituidos em nosso meio.
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2.6 — MEDIDAS PROFILATICAS

A prevengdo da toxoplasmose congénita pode ser dividida em trés categorias:
priméria, secundaria e tercidria. A prevencdo primaria caracteriza-se basicamente por
programas de educacdo e saude publica, recomendando as gestantes que evitem contato
com materiais potencialmente contaminados com fezes de gatos e ingestao de carne crua ou
mal cozida. Além disso, enfatiza-se 0 uso de luvas a0 manusear a terra. Estas orientagdes,
quando aplicadas no pré-natal, contribuem com a reducdo de 63% da primoinfeccdo na
gravidez (Foulon et al. 1992).

A prevencdo secundaria consiste em tentar evitar a transmissao transplacentaria do
parasito, através da adocdo do diagndstico precoce da infeccdo na gestante e de seu
tratamento antiparasitario com Espiramicina ou Sulfadiazina associados a Pirimetamina
(Breugelmans et al. 2004).

A prevencdo terciaria finalmente concentra seus esforcos em realizar um diagnostico
precoce através da dosagem de anticorpos especificos IgA e IgM em sangue coletado de
recém-nascido que permita a introducdo de esquema terapéutico para prevenir ou
minimizar as sequelas (Hall 1992).

A instituicdo de programas educacionais para gestantes e imunossuprimidos
associada a triagem soroldgica pré-natal pode reduzir de maneira significativa, as taxas de
infeccédo pelo T. gondii.

O rastreamento soroldgico da toxoplasmose no pré-natal é obrigatério em poucos
paises, como na Franca e Austria. Esse investimento comprovadamente tem reduzido as
taxas de infeccdo congénita e mostra resultados sociais e econdmicos positivos (Stray-
Pedersen & Jenum 1992).

Em Goiénia, a partir de setembro de 2002 teve inicio uma acdo conjunta entre a UFG
e as Secretarias Estadual e Municipal de Sadde num programa intitulado “Controle da
Transmissdao Vertical da Toxoplasmose”, que permitiu a realizagéo dessa pesquisa. Passou
a se incluir a sorologia para toxoplasmose no pré-natal, o que possibilitou o encontro das

pacientas agudamente infectadas, ou reinfectadas, incluidas nesse estudo.
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3 - CASUISTICA E METODOS

3.1-PACIENTES

Durante o periodo compreendido entre setembro de 2002 a janeiro de 2005, foram
acompanhadas no Hospital das Clinicas (HC-UFG), gravidas encaminhadas ao pré-natal
por apresentarem exames clinicos e/ou soroldgico de rotina para toxoplasmose compativel
com infec¢do aguda confirmada com: presenca de IgM, o teste de avidez da IgG menor que
20. Nova sorologia foi realizada utilizando o teste ELISA para confirmagdo da triagem
sorologica. Essas pacientes foram encaminhadas para os centros de referéncia para a
transmissdo vertical da toxoplasmose (no HC-UFG e Hospital Materno Infantil), para o
diagndstico de infeccdo fetal onde foram coletados liquido amnidtico e sangue fetal por
aminiocentese, e cordocentese respectivamente.

A amniocentese foi guiada por ultra-som e realizada entre a 20° e a 38* semana de
gestacdo. Apos a identificacdo da localizacdo do feto e placenta, puncionou-se a cavidade
amnidtica com agulha de 15 cm, coletando em seguida 20 mL de liquido amnidtico. A
cordocentese, também foi guiada por ultra-som e realizada no mesmo momento do
procedimento invasivo anterior (Fig. 2 e 3). Feita a puncdo direta do corddao umbilical,
obtendo cerca de 3mL de sangue por procedimento. Os materiais obtidos nesses
procedimentos foram encaminhados para o Laboratorio de Protozoologia do IPTSP-UFG
onde foram processados segundo protocolo.
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Figura 2 — Esquema da coleta de liquido amnidtico por amniocentese.
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Nos recém-nascidos das mulheres identificadas como tendo toxoplasmose aguda
durante a gestacdo foram colhidos sangue periférico e liquido cefalorraquidiano para
confirmacdo diagnoéstica de transmissdo congénita. Esse material também foi enviado ao
laboratorio de Biologia, Fisiologia e Imunologia de Protozoarios de Interesse Humano do
IPTSP-UFG.

3.2 - PROCESSAMENTO DO MATERIAL

50 amostras de liquido amni6tico, 12 de liquor, 65 de sangue fetal e 11 de sangue de
recém-nascidos foram centrifugados a 3000 rpm, por dez minutos, sendo que o sedimento
ou papa de hemaceas foram inoculados via intra peritoneal com uma seringa de 1 mL em
um grupo de trés camundongos (0,2 mL por animal) isogénicos BALB-c, machos ou
fémeas, em média com 30g e 30 dias de idade.

Foram utilizados 465 camundongos na primeira parte do experimento e 450 na

segunda, totalizando 915 animais.

3.3 - ACOMPANHAMENTO DOS CAMUNDONGOS

Os animais foram acompanhados por 60 dias, sendo entdo sacrificados por
deslocamento da coluna vertebral. O repique de macerado cerebral via intraperitoneal foi
realizado em um segundo grupo de camundongos.

Retirou-se o sangue (por puncdo cardiaca) e o encéfalo dos animais. Do sangue, ap0s
a obtencdo do soro, realizou-se sorologia, para a deteccdo de anticorpos das classes 1gG e
IgM através de IFI. Do encéfalo, confeccionou-se laminas histologicas coradas com
hematoxilina-eosina.

Durante 0 acompanhamento dos animais, 0 aparecimento de sintomas clinicos, tais
como arrepiamento do pelo, emagrecimento e letargia, foram considerados como
indicadores de infeccdo, sendo entdo realizado a lavagem peritoneal nestes animais a

procura das formas taquizoitas.
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3.3.1 - PUNCAO CARDIACA

Nos ensaios experimentais, técnicas que otimizem os resultados desejados sédo
necessarias. A sangria é utilizada para obtencdo de um volume de sangue significativo, mas
em pequenos animais a mortalidade é alta.

Etapas da coleta intracardiaca:

Anestesiou-se 0 animal em posicdo de decubito dorsal, desinfetando-se a regido
torécica (alcool-iodado), com seringa e agulha heparinizada, introduziu-se a agulha 24 x %
com seringa de 1ml estéril, paralela a linha do esterno, em direcéo a esquerda do animal, no
antepenultimo espaco intercostal, em um angulo de 45° para aspirar do coracdo o volume
desejado.

O volume de sangue compativel com a sobrevivéncia é calculado pela formula,
“Volume a sangrar = (Peso Corporal x 0,09) x 0,20”. O volume de sangue conseguido em
cada animal compativel com a vida do mesmo foi em média de 0,4mL, quando os animais

seriam sacrificados foi possivel obter até 1 mL de sangue total.

3.4 - IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA EM SORO DE
CAMUNDONGO.

Utilizou-se a reacdo de Imunofluorescéncia Indireta-1FI, (Camargo, 1974) sendo o
antigeno produzido no laboratério, utilizando a cepa RH, mantida no laboratério de
Protozoologia do IPTSP-UFG. A partir de lavado peritoneal de camundongos BALB/c
previamente inoculados, seguida de lavagens com solucéo salina tamponada (PBS) 0.01M
pH 7.2 sob centrifugacdo a 700g/10 minutos e conservados a temperatura de 4° a 8°C. A
técnica foi realizada com os soros diluidos em PBS 0.01M pH 7.2, diluicdo seriada, a partir
de 1:10. Foi usado soro conjugado fluorescente anticamundongo na dilui¢cdo de 1:200 para
0s conjugados anti-IlgM e anti-lgG de camundongo (conjugado anticadeia pesada com

isotiocianato de fluoresceina - SIGMA).
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3.5. ANALISE HISTOPATOLOGICA DO ENCEFALO DOS
CAMUNDONGOS

3.5.1 - PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

De cada experimento foram obtidos seis encéfalos, trés do 1° inoculo e trés do 2°.
Foram sorteados dois encéfalos sendo um de cada indculo. Estes foram cortados ao meio no
sentido longitudinal com espessura de 5 mm e fixados em &lcool 70% por 24h e entdo
transferidos para o formaldeido tamponado a 10%.

Em seguida, foram desidratados em concentragdes crescentes de alcoois, diafanizados
em xilol, incluidos em parafina a quente e confeccionados blocos. Realizaram-se cortes
histologicos seriados com espessura de 5um. Os cortes foram colocados em laminas de
vidro. Foram feitos dez cortes de cada encéfalo. O restante do bloco foi arquivado para
estudos futuros. Os cortes foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) segundo
Junqueira (1983).

As laminas foram examinadas ao microscépio de luz (Olympus CX-31), com
objetivas de 10, 40, e 100X.

Nos cortes onde foi possivel a visualizacdo de formas do parasito, tais como, forma
taquizoita ou cistica, foram analisados 0s seguintes processos patolégicos: edema (E),
inflamacdo (1), hiperemia no parénquima (HIP), hiperemia na meninge (HIM), hemorragia
no parénquima (HEP), hemorragia na meninge (HEM) e necrose coagulativa (NC). As
alteracGes patoldgicas foram classificadas de forma semiquantitativa, seguindo os seguintes
critérios: ausente, discreta (com comprometimento de até 25% da area), moderada de 26%

a 50% e acentuada acima de 50%.
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4 - RESULTADOS

Esses resultados foram apresentados em forma de artigos, sendo que os dois
primeiros objetivos especificos sdo respondidos no primeiro artigo, o segundo e terceiro, no
segundo artigo.
1° Artigo: Otimizacdo do diagndstico parasitoldgico da toxoplasmose

congénita.

A ser submetido a Revista Memodrias Instituto Oswaldo Cruz.

2°. Artigo: Estudo anatomopatolégico em encéfalos de camundongos

BALDB/c infetados experimentalmente com Toxoplasma gondii

A ser submetido a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.

OBS: Normas para publicacdo das respectivas revistas anexo | e Il

29



4.1 - 1° Artigo

OTIMIZACAO DO DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO DA TOXOPLASMOSE
CONGENITA.

Marcos Gontijo da Silva', Ruy de Souza Lino Junior®, Tatiane Luiza da Costa®,
Joanna Darc Herzog Soares*, Waldemar Naves do Amaral®, Mariza Martins Avelino®,
Ana Maria de Castro’.

(1) Mestre em Medicina Tropical na area de Parasitologia do Instituto de Patologia Tropical
e Salde Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP-UFG). (2) Prof°. Adjunto da
disciplina de Patologia geral no IPTSP-UFG. (3) Mestranda em Medicina Tropical na area
de Parasitologia do IPTSP-UFG. (4) Prof®. Adjunto da disciplina de Parasitologia do
IPTSP-UFG. (5) Prof°. Adjunto do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
Faculdade de Medicina da UFG. (6) Prof®. Adjunto do departamento de Pediatria e
Puericultura da Faculdade de Medicina da UFG. (7) Profd. Adjunto da disciplina de
Parasitologia e, orientadora desse estudo dentro do Programa de P6s Graduacdo em
Medicina Tropical no IPTSP-UFG.

Autor de correspondéncia: Ana Maria de Castro (amaria@iptsp.ufg.br)
Laboratdrio de Biologia, Fisiologia e Imunologia de Protozoarios de Interesse Humano do
IPTSP-UFG. Rua 235 esqg/ 1% av. s/n Setor Leste Universitario, Goiania Goias —74605-050.

RESUMO

O diagndstico precoce da toxoplasmose congénita é de fundamental importancia,
pois possibilita o tratamento e reducdo das seqlielas que esse pode provocar ao concepto. O
diagnostico sorologico isolado ndo permite o diagndstico quando ndo identifica os
anticorpos das classes IgA, IgM ou IgG de baixa avidez, que ndo atravessam a barreira
placentaria. Por isso, a identificacdo da parasitemia é importante sendo feita pela
demonstracdo do parasito no lavado peritoneal de camundongos inoculados com materiais
bioldgicos suspeitos, mas esse método € pouco sensivel e demorado. Essa pesquisa tem

como objetivos a otimizacdo da inoculagdo em camundongo, através da realizagdo da
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sorologia desses, e histopatologia encefalica para identificar a sua contaminacdo. Em 138
amostras de fetos e/ou recém nascidos provenientes de gravidas com toxoplasmose ativa
inoculadas intraperitonealmente nos camundongos, apenas cinco mostraram-se positivas
pela demonstracdo do parasito no lavado peritoneal. A histopatologia demostrou o agente
em 45 casos e em 67 casos identificou-se a presenga de anticorpos antitoxoplasmas na
corrente sanglinea dos camundongos pela técnica de Imunofluorescéncia Indireta. A
sorologia dos camundongos e a histopatologia dos encéfalos, além de reduzir o tempo da
liberagéo dos resultados de 120 para 60 dias possibilitaram um aumento dos casos positivos
de 3,6% para 50,4% e 33,8% respectivamente.

Palavras Chaves. Toxoplasmose congénita, Diagndstico parasitologico, Inoculagao

em camundongos, sorologia experimental.

INTRODUCAO
No Brasil, 25 a 40% das gestantes sdo soronegativas para a toxoplasmose (Vaz et al.

1990, Spalding 2000, Spalding et al. 2003). O risco de infec¢do aguda durante a gestacédo é
de aproximadamente 1% e a transmisséo fetal ocorre em 30% dos casos, levando a infeccéo
fetal de gravidade variavel (Wirden et al. 1999, Friedman et al. 1999). As infec¢des
congénitas se encontram entre as principais causas de morbidade e mortalidade no periodo
neonatal (Wallon et al. 2004). Em Goiénia, a toxoplasmose congénita é de relevante
importancia, pela elevadissima incidéncia de 8,9% (Avelino et al. 2003).

Freqlientemente ha subdiagndstico clinico e laboratorial da toxoplasmose congénita
devido ao fato de 90% dos fetos e/ou recém-nascidos infectados serem assintomaticos ou
oligossintomaticos (Wong & Remington 1994, Wallon et al. 2004), podendo permanecer
assim por anos. A transmisséo congénita ocorre quando a mulher adquire a primoinfecc¢éo
durante a gestacédo e/ou reativacdo da infecgéo cronica (Santana et al. 2003), ocorrendo de
forma variavel, dependendo da localizacéo considerada, variando de 0,2 a 34/1000
nascimentos (Williams et al. 1981, Coutinho et al. 1983, Pedreira 1995, Avelino 2000).

O parasito atinge o concepto por via transplacentaria causando danos de diferentes
graus de gravidade, dependendo da viruléncia da cepa do parasito, da resposta imune da
mée e do periodo gestacional em que a mulher se encontra, podendo resultar, inclusive, em

morte fetal ou em graves manifestacdes clinicas (Desmonts et al. 1974, Figueiro-Filho et al.
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2005). As mais freqiientes sdo a retinocoroidite e as alteragdes neurolégicas. No soro do
recém-nascido, a presenca de titulos elevados de anticorpos da classe 1gG, aumentam ou
permanecem positivos por periodo de um a 18 meses, podendo ser indicativo de
toxoplasmose congénita, e 0s que decrescem e tendem a se tornar negativos representam os
anticorpos maternos de transferéncia passiva (Camargo 1995). A infeccéo fetal poderia ser
atenuada ou prevenida quando houver tratamento materno ap6s um diagnostico precoce
(Wong & Remington 1994).

Anticorpos especificos das classes IgM, IgA, IgE e 1gG sdo produzidos em resposta
a infecgdo pelo T. gondii, sendo que a IgM, IgA e IgE séo indicadores de infeccéo recente
e/ou ativa e a 1gG, marcador de infeccao cronica e permanece por toda a vida no caso da
infeccdo adquirida (Grover et al. 1990, Cazanave 1993).

As técnicas soroldgicas habitualmente utilizadas para o diagnostico da
toxoplasmose séo: Imunofluorescéncia Indireta (IF1), Imunoabsorcdo (ISAGA) e Enzime-
Linked Imunosorbent Assay (ELISA). Essas técnicas quando utilizadas em conjunto
aumentam a sensibilidade dos resultados, chegando até 89,5% nas gravidas (Denmark &
Chessum 1978, Sounis 1979, Pratlong et al. 1994, Camargo 1995).

A triagem da gestante de risco na fase aguda da toxoplasmose é feita geralmente
pelo teste de Imunofluorescéncia Indireta, sendo o mais disponivel nos laboratérios da rede
publica, e se mostra muito pratico e adequado, porém ha uma percentagem significativa de
testes inconclusivos (Camargo et al. 1989). Atualmente, tem sido utilizado o teste em papel
filtro para a triagem pré-natal, que tem elevada sensibilidade e especificidade (Figueiro-
Filho et al. 2005).

Em fetos e recém nascidos essa técnicas sao imprecisas devido imaturidade
imunologica do feto e/ou RN e a interferéncia dos elevados niveis de anticorpos maternos
na corrente sanguinea fetal, que inibem a formacéo de IgM sendo necessério assim, a
confirmacéo do diagndstico através de técnicas parasitolégicas que evidenciem a presenca
do parasito no material examinado, consequentemente indicando infeccdo ativa e
confirmando, de acordo com o material examinado, a transmissdo congénita (Montoya &
Liesenfeld 2004).
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Os métodos parasitoldgicos na fase cronica da toxoplasmose séo de baixa
sensibilidade, devido a ampla disseminagdo do seu agente e ao seu tropismo pelos
diferentes tecidos (Wong & Remington 1993, Amendoeira et al. 1999, Rey 2001).

De igual forma, sabe-se que a parasitemia é detectavel de forma intermitente em
alguns pacientes (Hofflin & Remington 1985, Filice 1993, Kompalic-Cristo 2004). Por ser
um parasito intracelular obrigatorio, a cultura in vitro tem custo elevado e também necessita
de longo tempo para fornecer resultado, muitas vezes sé sendo efetiva em menos de 50%
dos casos. O isolamento do parasito pode ser feito com a inoculagdo em camundongos, o
que é mais sensivel, o longo periodo de observacdo e manutencao de animais em biotérios
apresenta uma grandes dificuldades de aplicacdo deste método (Grover et al. 1990, Hitt &
Filice 1992, James 1996).

O protocolo de pesquisa a qual esse trabalho estd vinculado utiliza a administracéo
da Espiramicina na dose de 3g/dia, em toda gestante suspeita de estar agudamente
infectada, o que dificulta a confirmac&o parasitoldgica pela diminuicdo da parasitemia
circulante. E de suma importancia que a sorologia duvidosa seja confirmada por técnicas
parasitoldgicas, sendo a mais utilizada a inoculacdo de materiais bioldgicos em
camundongos.

Esse trabalho objetivou a otimizagdo da técnica de inoculacdo de material bioldgico
humano em peritoneo de camundongos para a deteccao de infec¢do toxoplasmica. Para tal,
analisou-se a sorologia e histopatologia encefalica dos camundongos inoculados com
liqguido amnidtico, sangue fetal de fetos e sangue periférico e liquido cefalorraquidiano de

recém-nascidos, provenientes de gravidas com toxoplasmose ativa.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo compreendido entre setembro de 2002 a janeiro de 2005, foram
acompanhadas no Hospital das Clinicas (HC-UFG) 77 gravidas encaminhadas ao pré-natal
por apresentarem exames soroldgicos para toxoplasmose compativeis com infec¢do aguda
(presenca de IgM positiva ou surgimento de 1gG de baixa avidez em pacientes
anteriormente soronegativas). A triagem soroldgica foi identificada pela técnica MEIA

(Microparticle Enzime Immunoassay).
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Realizaram-se amniocenteses e cordocenteses das pacientes, obtendo 50 amostras de
liqguido amnidtico e 65 de sangue fetal. Ja dos recem-nascidos foi possivel obter 11
amostras de sangue periférico e 12 de liquor, totalizando 138 amostras.

O liquido amniotico, liquor e sangue (fetos e recém nascidos) foram centrifugados a
3000 rpm (marca), por dez minutos, o sedimento e/ou papa de heméceas, inoculados via
intra-peritoneal com seringa de 1 mL em grupos de trés camundongos (0,2 mL por animal).
Durante 0 acompanhamento dos animais, 0 aparecimento de sinais clinicos, tais como
ericamento dos pelos, emagrecimento e letargia, foram considerados como indicadores de
infeccdo, sendo estes sacrificados por deslocamento cervical e entdo realizado lavagem
peritoneal nestes animais a procura das formas taquizoitas.

Nos camundongos que ndo apresentaram sinais aparentes de infeccdo apds 60 dias da
inoculacdo inicial, coletou-se o sangue, por pun¢éo cardiaca dos animais, sendo esses,
sacrificados e necropsiados. Do sangue dos grupos com e sem infec¢do, apds a obtencao do
soro, realizou-se sorologia para a detec¢do de anticorpos da classe IgG e IgM através de
IFI. O encéfalo foi dividido em duas partes, uma parte macerado e utilizado para 2° repique,
outra parte fixada em alcool e posteriormente formolizada com o qual foram
confeccionadas laminas histolégicas. O mesmo procedimento acima descrito foi utilizado
com os camundongos do segundo indculo, seno sacrificados 60 dias po6s inoculagao.

Utilizou-se a reacdo de Imunofluorescéncia Indireta - IFI (Camargo 1974), para
deteccdo dos anticorpos anti-T. gondii, o antigeno utilizado foi a cepa RH, mantida no
laboratdrio de Biologia, Fisiologia e Imunologia dos protozoarios de interesse humano do
IPTSP-UFG. A IFI foi realizada com os soros em dilui¢do seriada, a partir de 1:5 para
deteccdo de IgM e 1:10 para IgG. Foi usado conjugado na dilui¢do de 1:200 para o
conjugado anti-IgM e anti-1gG, (Anti-cadeia pesada com isotiocianato de fluoresceina -
SIGMA).

As laminas para andlise histopatoldgica foram confeccionadas de fragmentos do
encéfalo com espessura de 5 mm e fixados em alcool 70% por 24h e transferidos para o
formol tamponado a 10%, foram desidratados em bateria crescente de alcool, diafanizados
em xilol e impregnados e emblocados em parafina quente. Foram realizados dez cortes
histologicos com 5 um de espessura em cada experimento. A coloracdo empregada foi a

hematoxilina eosina-HE (Junqueira 1983).
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Este trabalho foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa Humana e Animal sendo
protocolado no CEOMHA/HC/UFG sob o n® 039/02, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido das doadoras do material do estudo, estes foram

considerados em acordo com 0s principios éticos vigentes.

RESULTADOS

Das 138 amostras obtidas, 115 eram das gestantes (65 de sangue fetal e 50 de liquido
amniético) e 23 de recém-nascidos (11 de sangue periférico e 12 de liquido
cefalorraquidiano).

Foi possivel isolar o parasito atraves do exsudato peritoneal em apenas 3,6% (5/138)
das amostras, sendo duas de sangue fetal, duas de Liquido Amniotico (LA) e uma do
sangue periferico de RN. Os soros e encéfalos obtidos dos camundongos inoculados com as
outras 133 amostras restantes foram analisados através da IFI e HE respectivamente, para
confirmacgéo de infecgéo.

Através da IFI, no sangue obtido dos camundongos do 1° indculo foi possivel detectar
50,4% (67/133) de positividade soroldgica e no sangue obtido no 2° inoculo 47,4%
(63/133).

Pela histopatologia dos encéfalos de camundongos do 1° inéculo, o parasito foi
encontrado em 22,6% (30/133) das amostras, nas laminas do 2° inéculo, 13,5% (18/133) de
positividade, sendo que trés desses foram detectados no 1° e 2° indculo obtendo um total de
33,8% de casos positivos.

Em todos os camundongos que foram positivos pela histopatologia, a infec¢édo foi
confirmada pela IFI, e em 13,0% (18/138) a infec¢édo foi detectada somente pela IFlI,
demonstrando assim maior positividade.

Os animais inoculados com liquor mostraram maior porcentagem de soroconversao
sendo detectado anticorpos antitoxoplasma em 66,6% (8/12) das amostras. Em seguida, o
liqguido amnidtico apresentou identificacdo dos parasitos em 56,0% (28/50) , Sangue fetal
teve 43,1% (28/65) de positividade e o sangue do recém-nascido com 27,3% (3/11).

No que diz respeito a detecgdo do parasito em cortes histologicos no encéfalo dos
animais, esse foi observado em 36,9% (24/65) das amostras de sangue fetal, 33,3% (4/12)
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de liquor, 30,0% (15/50) de liquido amnidtico e 18,2% (2/11) de sangue de recém nascidos
(Tabela 1).

Os resultados foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal Wallis.

DISCUSSAO

Apesar da sorologia ser eficaz em 89,5% nas gravidas (Denmark & Chessum 1978,
Sounis 1979, Pratlong et al. 1994, Camargo 1995), ha inespecifidade, quando se refere a
confirmacéo da infeccéo no feto e/ou recém nascido devido a influéncia da imaturidade
imunolégica (Braga & Passerine 1994). Os métodos parasitoldgicos sdo essenciais para a
solucéo desses casos, sendo justificada a inoculacdo do material suspeito por via
intraperitoneal em camundongos, com posterior observacdo do Toxoplasma no exsudato
peritoneal (Camargo et al. 1989, Kawazoe 1995, Frenkel 1997, Beazley & Egermam 1998,
Montoya & Liesenfeld 2004).

Com o tratamento imediato da gestante com suspeita de infec¢do, ha uma reducgéo na
carga parasitaria e essa metodologia vem apresentando baixa sensibilidade (Hohlfeld et al.
1989, Foulon et al. 1994) conforme pode ser observado nos resultados deste trabalho, onde
obteve-se 3,6% (5/138) de positividade através do exame direto com detecc¢do de formas
taquizoitas no exsudato peritoneal dos camundongos inoculados. Porém, quando realizada e
analise dos camundongos inoculados pela histopatologia encefélica, detectou-se em 33,8%
(45/133) dos casos formas do parasito, demonstrando maior positividade.

Quando realizou-se a IFI do sangue dos camundongos houve soroconversao em
50,4% (67/133) das amostras analisadas, confirmando a presenca de parasitos no material
inoculado, estes dados corroboram com Calvéao (2002), que indica a IFI como técnica de
escolha para analise soroldgica experimental. Além disso, no material analisado deveria
haver poucos parasitos, devido ao tratamento prévio realizado nas gravidas e/ou as cepas
encontradas apresentavam baixa viruléncia devido a fatores intrinsecos do parasito que
influenciaram o comportamento da infeccdo experimental evidenciando doenca subclinica,
dificultando assim a detec¢do da parasitemia experimental.

O material biolégico mais indicado para a deteccéo de infec¢do toxoplasmica em
recém-nascidos foi o liquor que induziu a soroconversdo dos camundongos em 66,6%

(8/12) dos casos, quando analisados pela IFI, divergindo com Holliman et al. (1990) que
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indica o sangue periférico como o material mais indicado. Enquanto que nos fetos o
material mais indicado foi o liquido amniotico com 56,0% (28/50) de casos positivos,
resultado este concordante com Holhfeld et al. (1994).

A anélise de concordancia entre 0s casos positivos do 1° e 2° in6culo, analisados pela
IFI, mostram que em 94,0% (63/67) os resultados foram iguais, mostrando assim que a
realizacdo do 2° inoculo é dispensavel, pois ndo acrescenta em termos de diagnostico. Ja a
mesma analise de concordancia entre os casos positivos do 1° e 2° inoculo, analisados pela
histopatologia (HE), mostram que apenas em 7,7% (3/39) séo concordantes, indicando que
0 2° in6culo é importante, pois aumenta substancialmente a sensibilidade do teste.

A IFI em sangue de camundongos mostrou-se mais eficiente que a histopatoldgia
experimental que por sua vez apresentou resultados mais promissores que 0s apresentados
pelo indculo em camundongos, podendo ser assim indicados como metodologia paralela a
inoculagéo experimental.

O material bioldgico mais indicado para o exame de infecgdo toxoplasmica em
recém-nascidos foi o liquido cefalorraquidiano e em fetos foi o liquido amnidtico.

Os resultados apresentados no 2° indculo pela IFI ndo acrescentaram em termos
diagndsticos sendo assim dispensaveis sua realizagdo, reduzindo significativamente o
numero de animais por ensaio. Ja pela histopatologia os resultados do 2° in6culo

acrescentaram a sensibilidade do teste, sendo assim indicado sua realizacao.
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ANEXO |

TABELA | — Diagnostico da toxoplasmose congénita por inoculacdo em camundongos de

Sangue Fetal, Ligquido amniético, sangue de recém-nascido e Liquor, relacionando com o

diagndstico histopatoldgico encefalico experimental e IFI experimental.

SGF LA SGRN LCR Total
n =65 N =50 n=11 n=12 n=138
1° 20 1° 2°. 10, 2°. 10, 2°, 10+ 2°
Inoc. Inoc. | Inoc. Inoc. | Inoc. Inoc. | Inoc. Inoc.| Inoc.
n 2 0 2 0 1 0 0 0 5
Isolado
% 4.6 0 4.0 0 0 0 0 0 3,6
n 13 13 12 4 2 0 3 1 45
HISTO
% | 20,0 20,0 24,0 8,0 18,2 0 25,0 8,3 33,8
n 28 26 28 27 3 3 8 7 67
IFI
% | 43,1 40,0 56,0 54,0 27,3 27,3 66,7 58,3 50,4

SgF — Sangue fetal, LA — liquido amnio6tico, SGRN - sangue de recém nascido, LCR —

Liquido cefalorraquidiano, Isolado — Parasitos no exsudato peritoneal, HISTO -

Histopatologia de encéfalo, IFI — Imunofluorescéncia experimental.

P 20,05 - KW
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RESUMO

A toxoplasmose esta inserida entre as enfermidades mais importantes que afetam o
sistema nervoso central, desencadeando sintomas graves e sequelas muitas vezes
irreversiveis. Esse trabalho demonstra quais sdo as principais alteracGes
anatomopatoldgicas provocadas pelo Toxoplasma gondii em encéfalos de camundongos
BALB/c experimentalmente infectados. Foram analisados 51 casos de camundongos que
desenvolveram toxoplasmose apés infec¢do experimental por inoculacdo intraperitoneal de
material (sangue, liquido amnidtico e liquor) de fetos e recém nascidos provenientes de
gravidas com sinais laboratoriais e/ou clinicos de toxoplasmose. Em todos os experimentos
onde detectou-se a presenca do parasito nos camundongos, detectou-se alteracfes
patolégicas nos encéfalos dos animais, porem estas ndo foram semelhantes, sendo possivel

a observacdo de grande polimorfismo nos diferentes experimentos. O edema foi a alteracéo
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mais encontrada sendo detectado em todos os casos. Além disso, foi possivel demonstrar
processos inflamatdrios em 82,4% dos casos e necrose em 64,7%. Corroborando assim com
a literatura que descreve o T. gondii com causador de graves danos neuroldgicos em seus

hospedeiros

ABSTRACT

Toxoplasmosis this inserted one enters the diseases most important that they affect
the central system nerves, unchaining serious symptoms and of sequels many irreversible
times. This work demonstrates which is the main experiment histologys alterations
provoked by the Toxoplasma gondii in encephalitis of BALB/c mice experimentally infect
51 cases of mice that had developed toxoplasmosis after experiment infection for
intraperitoneal inoculation of material (blood, amniotic and liquor liquid) of embryos and
just born proceeding from pregnant with laboratory signals of toxoplasmosis had been
analyzed congenital. All the experiments had shown alterations, to put these had not been
similar, being possible the comment of great polymorphic in the different experiments.
edema was the alteration more found being found in all the cases, was possible to
demonstrate inflammatory processes in 82,4%dos cases and necrosis in 64,7%. thus
corroborating with the literature that incriminates the T. gondii with causer of strikes
damages to its hosts

Palavras chaves: Toxoplasmose, Histopatologia, encéfalos de camundongos.

INTRODUCAO

As enfermidades inflamatorias e infecciosas do sistema nervoso central (SNC)
representam um importante grupo de doengas no homem. Sinais clinicos graves, muitas
vezes incompativeis com a vida, podem ser determinados por diferentes etiologias. O
protozoario Toxoplasma gondii € um importante patdgeno que determina alta taxa de

mortalidade humana.

A evolucdo clinica da toxoplasmose humana em pacientes imunocompetentes é

habitualmente de bom prognéstico e a infeccdo é, na maioria das vezes, assintomatica® *°.
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Mas em imunossuprimidos os sinais e sintomas clinicos mais comuns s&o a linfadenite e
febre, acompanhadas por astenia e mialgia®’. Entre as formas sintométicas, 0 acometimento
neuroldgico é um dos mais comuns, expressando-se por encefalite ou meningoencefalite,
com sintomas inespecificos’’. O inicio pode ser marcado por cefaléia, sonoléncia e
mudanca de comportamento, com duracdo variavel de dias ou semanas, seguida por coma,
convulsdes, sindrome piramidal ou cerebelar, paralisias oculares e transtornos psiquicos’’
13152728 A encefalite geralmente é difusa e raramente observam-se lesdes focais levando a

manifestacdes localizadas™??’.

Os principais sinais anatomopatolégicos observados nos encéfalos de seres humanos
infectados com T. gondii, indicativos de lesdo expansiva no sistema nervoso central sdo:
congestdo e edema difusos do parénquima encefélico e necrose coagulativa, de tamanho
variado, em diferentes estdgios de evolucdo, disseminadas nas substancias branca e
cinzenta %

Habitualmente, a necrose coagulativa no encéfalo € ligliefativa, como nos infartos,
podendo estar associada ou ndo a hemorragia. Encontra-se também hemorragia com as
hemacias dispostas na periferia das lesdes e em outros locais do encéfalo .

Observa-se também infiltrados de macréfagos com restos mielinicos fagocitados,
linfocitos e plasmdcitos. Em alguns locais a irrigacdo sangiiinea esta prejudicada, ndo
permitindo o aporte de mondcitos circulantes, por isso, o tecido necrosado ndo é fagocitado
ou eliminado, permanecendo no local, podendo inclusive calcificar-se. Nas areas em que a
necrose aparenta ser mais antiga, distinguem-se halos de edema e hemorragia envolvendo a
les&o®®.

A lesdes mais evidentes da toxoplasmose sdo as descritas acima, porem a gravidade
de cada alteracdo relatada varia dependendo da viruléncia da cepa e resposta imunologica
individual, podendo ser observados sintomas e lesdes diferenciadas em cada individuo.

Objetivou-se com esse trabalho, descrever as alteracGes anatomopatoldgicas nos
encéfalos de camundongos BALB/c inoculados com sangue fetal, liquido amniético,
sangue de recém nascido, liquor e sangue materno provenientes de pacientes com

toxoplasmose ativa.
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MATERIAL E METODOS

Foram encaminhados ao Laboratério de Protozoologia do Instituto de patologia
tropical e saude publica IPTSP-UFG 155 amostras, sendo 65 sangue fetal, 50 liquido
amnidtico, 11 sangue de recém nascido, 12 liquor e 17 sangue materno provenientes de
gravidas e/ou seus recém nascidos triadas pelo Setor de Ginecologia, Obstetricia e Pediatria
da Faculdade de Medicina da UFG no periodo de setembro de 2002 a janeiro de 2005, com

suspeita de infeccdo toxoplasmica ativa.

As amostras citadas acima foram centrifugadas a 3000 RPM, por dez minutos, sendo
gue o sedimento ou papa de hemaceas foram inoculados via intraperitoneal (0,2 mL por
animal) com uma seringa de 1 mL em grupos de trés camundongos isogénicos BALB-c,
machos, com 30g e 30 dias de idade (1° indculo), obtidos no biotério do Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica. Os animais foram acompanhados por 60 dias sendo
entdo sacrificados por deslocamento cervical, realizando a reinoculacdo de macerado
cerebral, via intraperitoneal, em um segundo grupo de trés camundongos da linhagem
BALB/c (2° indculo) de acordo com protocolo estabelecido por Rey 2.

Foram utilizados como controles, um grupo de cinco animais nédo infectados com a
mesma idade e massa corporal dos camundongos utilizados no experimento.

Analisou-se sinais clinicos adquiridos pos indculo e nos encéfalos foram avaliados a
relacdo massa encefalica/massa corporal, volume, formato dos sulcos e giros.

Os encéfalos dos camundongos foram seccionados com espessura de 5 mm e fixados
em alcool 70% por 24h e entdo transferidos para o formol tamponado a 10%. Em seguida
os fragmentos foram processados para a confeccdo de blocos histologicos segundo
Junqueira (1983)"°. Realizou-se 10 cortes histolégicos com espessura de 5um de cada
amostra e as laminas foram coradas pela técnica de hematoxilina-eosina-HE™.

As laminas foram examinadas ao microscopio de luz (Olympus CX-31), com
objetivas de 10, 40, e 100X. Onde se detectou a presenca do parasito foram analisados 0s
seguintes processos patoldgicos: Necrose (NC), Hiperemia (HP), Hemorragia (HM), Edema
(E), Inflamacao (1).

As alteracbes patoldgicas foram classificadas de forma qualitativa e semi-

quantitativa, seguindo 0s seguintes critérios: ausente, discreta com comprometimento de até
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25% da area, moderada de 26% a 50% e acentuada acima de 50%. Os resultados foram
analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal Wallis.

Este trabalho foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa Humana e Animal sendo
protocolado no CEOMHA/HC/UFG sob o n° 039/02, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, estes foram considerados em acordo com os principios

éticos vigentes.
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RESULTADOS

Das 155 amostras, foi possivel a visualiza¢do do parasito nas formas taquizoita (foto
1), pseudocisto (foto 2) e/ou cistos (foto 3) em 51 (33%). Nas 51 amostras em que se
detectou formas do T. gondii 15 (29,4%) eram provenientes de liquido amnidtico, 23
(45,1%) de sangue fetal, 4 (7,8%) de liquor, 4 (7,8%) de sangue de RN e 5 (9,8%) de

sangue materno.
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ANALISE MACROSCOPICA

Os principais sinais observados nos animais inoculados com amostras humanas
foram: mudangas comportamentais, pelagem erigada, letargia, discreto aumento de volume
abdominal, emagrecimento, anorexia e lacrimejamento. Nos encéfalos dos animais com
infeccdo aparente observou-se aumento discreto do peso e volume, com alargamento dos
giros e apagamento dos sulcos. As leptomeninges estavam espessas e turvas.

Os animais controles ndo apresentaram as alteracdes clinicas observadas nos animais
do experimento. Seus encéfalos mostraram-se aparentemente normais em volume e cor.

ANALISE MICROSCOPICA

Os achados histopatologicos eram de natureza e intensidade variaveis, distribuindo-se
principalmente no tronco encefélico e cerebelo. A analise anatomopatolégica demonstrou
alteragcdes em diferentes intensidades, tipos e formas, conforme observado na Tabela I.

A alteracdo patolégica mais encontrada foi o edema (foto 4) que esteve presente em
51 (100%) dos casos, seguida de hemorragia no parénquima (foto 6) em 49 (96,10%),
hiperemia no parénguima (foto 5) em 47 (92,20%), hemorragia na meninge (foto 7) em 45
(88,20%), inflamacéo (fotos 8 e 9) em 42 (82,40%), hiperemia na meninge (foto 7) em 36
(70,59%) e necrose coagulativa (fotos 8 e 9) em 33 (64,70%) amostras (Tabela I).

A inflamacdo e a hemorragia no parénquima foram as alteragdes acentuadas mais
presentes, ambas encontradas em 12 (23,60%) casos. A hiperemia no parénquima foi a
alteracdo moderada mais prevalente, sendo encontrada em 29 (56,90%) dos casos. A
hemorragia no parénquima foi & alteragdo mais encontrada entre as discretas, sendo
evidenciada em 21 (41,20%) casos (Tabela I).
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PRANCHA COM FOTOS DAS LESOES EM ENCEFALOS DE
CAMUNDONGOS

FOTO 4 — A - edema perivascular, B — formas taquizoitas

FOTO 5 - A - hiperemia no parénquima, B — formas taquizoitas
FOTO 6 — hemorragia no parénguima

FOTO 7 — A — hiperemia na meninge, B — hemorragia na meninge
FOTO 8 — A — necrose coagulativa, B - inflamacéo

FOTO 9 — A — necrose coagulativa, B - inflamacéo
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Material Fetal: As alteraces patolégicas com maior intensidade nos encéfalos de
camundongos inoculados com liquido amniotico foram a hiperemia no parénquima, edema
e inflamacdo manifestando-se de forma moderada, sendo que as outras alteracfes
analisadas apresentaram-se de forma discreta. Nos animais inoculados com sangue fetal a
necrose coagulativa e inflamacéo manifestaram-se de forma discreta enquanto as outras
apresentaram-se de forma moderada (Tabela I1).

Material de recém nascido: As alteracGes patoldgicas detectadas com maior
intensidade nos encéfalos de camundongos inoculados com sangue de recém nascido
foram hemorragia no parénquima e hemorragia na meninge de forma discreta, enquanto a
inflamacdo de forma acentuada e as outras alteracbes mostraram-se de forma moderada.
Nos encéfalos de camundongos inoculados com liquor a hemorragia no parénquima,
hemorragia na meninge e edema, apresentaram-se de forma moderada e as demais de
forma discreta (Tabela I1).

Material de gravidas: As alteracfes patologicas com maior intensidade nos
encéfalos de camundongos inoculados com sangue materno foi a hemorragia no
parénquima que se manifestou de forma acentuada enquanto as demais alteracdes
mostraram-se de forma moderada (Tabela I1.).

Animais controles: Nos encéfalos dos animais controles, foram observados edema e
hemorragia na meninge ambos de forma discreta. As outras alteraces nao foram
encontradas.

O edema na maioria dos casos se apresentava de forma difuso do parénquima
encefalico.

Nos 33 casos onde foi encontrada necrose por coagulacéo, as lesdes apresentavam-se
de tamanhos variados, em diferentes estagios evolutivos, disseminadas nas substancias
branca e cinzenta. Em algumas areas havia somente tecido necrdtico e em outros,
associava-se a areas hemorragicas com as hemacias dispostas na periferia das lesGes e em
outros focos, além da necrose associada ou ndo a hemorragia, constatavam-se infiltrados de
macrofagos com restos mielinicos fagocitados, linfocitos e plasmdcitos. Nas areas em que
a necrose aparentava ser mais antiga, distinguiam-se halos de edema e hemorragia, 0s

quais pareciam envolver o tecido necrético. Alguns vasos apresentavam, infiltrados
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predominantemente de mononucleares; outros mostravam nas paredes, exsudato celular de
intensidade variavel, formado especialmente por mononucleares.

A objetiva de 100X sob imersdo na intimidade das &reas necréticas, observou-se
fibras com alteracBes mielinicas, caracterizadas por rarefacdo por desorganizacdo da
mielina, a qual se apresentava parcialmente destruida ou em arranjos concéntricos
grosseiros. Ao lado das fibras lesadas havia outras aparentemente sem alteracdes
morfoldgicas. Em alguns casos havia meningite, mais intensa nos locais em que a pia-
mater e a aracndide recobriam areas de parénquima necrotico. Nessas regides, 0 processo
inflamatério se caracterizava por congestdio e infiltrado celular constituido
predominantemente por mononucleares e com menor numero de neutréfilos. Nas demais
partes da meninge a inflamacao era discreta.

Nas coloragdes de HE com facilidade, identificavam-se formas livres de taquizoitos e
pseudocistos de T. gondii, 0s primeiros mais frequentes que os ultimos. Em poucos casos
nas regides necrdticas era possivel a deteccao de parasitos.

DISCUSSAO

O T. gondii tém sido responsabilizado por infeccdes humanas com mau prognostico
°. Esta infeccdo pode ser experimentalmente induzida em animais de laboratdrio,
principalmente camundongos® ’ 2 **. Desta forma, a infeccdo experimental tem ajudado a
entender aspectos patoldgicos e fisiologicos dessa doenca, considerada de grande
importancia para o homem.

As alteracbes comportamentais e/ou clinicas como, encefalopatia inespecifica,
meningoencefalite difusa ou mesmo como lesdes expansivas observadas nos animais desse
trabalho, podem ser resultado de injdria isquémica ou anéxica provocada pelo parasito™ '8
27 A reducdo no fornecimento de oxigénio de 25 a 40% do normal em uma zona de
penumbra isquémica é suportada pelo encéfalo por pouco tempo. Redugbes maiores levam
a morte e lise celular* 8%,

Segundo Post et al. (1983)%", Macedo (1994) e Lazo (1998)', a meningoencefalite
por Toxoplasma localiza-se inicialmente na substancia branca e com o evoluir do processo,
se estende a substancia cinzenta. No presente estudo observou-se lesdes igualmente

distribuidas na substancia branca e cinzenta, indicando que as lesbes se encontravam em
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fase de desenvolvimento avancada. Neste ensaio as alteracfes no parénquima encefalico
mostraram-se mais fregiientes que nas meninges conforme trabalhos de Navia (1986)°,
Porter (1992)*° e Post (1983).

Observou-se que em alguns focos necroticos ndo foi possivel a observagdo de
hemorragia o que corrobora com dados da literatura* que demonstram a ocorréncia deste
fato em pacientes com neurotoxoplasmose. Na maioria dos casos analisados, ndo foi
possivel a deteccdo do parasito nas proximidades das lesbes concordando com Lazo
(1998)*. As lesdes vasculares necrosantes e as tromboses tém sido descritas por Bertoli et
al. (1995)% e Huang e Chou (1988)°, na encefalite toxoplasmica, sendo freqiientes e intensas
0 que poderia explicar o encontro de focos de necrose sem parasitos.

Observou-se que os encéfalos estudados apresentaram lesGes em diferentes graus de
intensidade e que a sintomatologia originada foram reflexo da sua gravidade e localizag&o.
Essas diferengas podem ser oriundas de diferencas intrinsecas das cepas.

Em todos os casos analisados pelo presente estudo, verificou-se edema, dado
concordante com a literatura, como primeiro sinal de resposta ao parasito agressor, seguido
de hemorragia, hiperemia, inflamacéo e necrose. Dependendo da localizacdo e extensdo da
necrose pode levar o individuo a morte e/ou causar seqielas irreversiveis. Os dados desse
trabalho sugerem que as alteracdes sdo diversificadas, e que desde o edema a necrose, estao
diretamente relacionados a presencga do parasito, visto que em encéfalos de camundongos
normais usados como controle ndo observou-se as alteracBes citadas no grupo
experimental.

As alteracBes microscopicas descritas foram consistentes com as relatadas por outros
autores em seres humanos ®?° ?’. Esse estudo confirma a importancia do T. gondii como

causador de lesdo ativa e grave no sistema nervoso central.
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ANEXO |

TABELA 1. Alteracdes Anatomopatoldgicas em 51 encéfalos de camundongos infectados

com T gondii com 60 dias pés inoculacéo intraperitoneal.

Intensidade NC E HMM HMP HPM HPP
prodcgzsos n° % nN % n° % n° % nN° % n° % n° %
Ausente 9 176 18 353 - - 6 118 2 39 15 294 4 78
Discreta 15 294 15 294 12 235 18 353 21 412 7 13,7 11 216
Moderada 15 294 12 235 34 66,7 17 333 16 314 23 451 29 569

Acentuada 12 236 6 11,8 5 98 10 196 12 235 6 118 7 137

Total de Alt. 42 824 33 647 51 100 45 882 49 961 36 706 47 922

Legenda: I - Inflamagdo, NC - Necrose Coagulativa, E — Edema, HMM - Hemorragia na

Meninge, HMP - Hemorragia no Parénquima, HPM - Hiperemia na Meninge, HPP —

Hiperemia no Parénquima, n® nimero de casos positivos, Alt - Alteracdes.
P >0,05 -KW.
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ANEXO Il

TABELA I1I. Intensidade dos processos patoldgicos gerais em encéfalo de camundongos

infectados com T. gondii 60 dias p6s inoculagao.

LA SgF SgRN LCR SgM  CN

n=15 n=23 n=4 n=4 n=5 n=5

Edema ++  ++ 4+
Hemorragia na meninge + ++ + ++ ++ +
Hemorragia no parénquima + ++ + ++  +++ +
Hiperemia na meninge + ++ ++ + ++ -
Hiperemia no parénquima ++ ++ ++ + ++ -
Inflamagéo ++ + o+t -
Necrose coagulativa + + ++ + ++ -

Legenda: + discreto, ++ moderado, +++ acentuado, LA — liquido amniético, SgF — sangue
fetal, SQRN — sangue de recém nascido, LCR - liquido cefalorraquidiano, SgM - sangue
materno, CN — controle negativo.

P>0,05- KW.
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5 - CONCLUSOES GERAIS

A associacdo de técnicas parasitologicas complementam e confirmam o diagnostico de

toxoplasmose congénita.

A sorologia experimental além de aumentar a sensibilidade do método diagndstico,

diminui o tempo de execugdo e reduz o nimero de animais utilizados.

A histopatologia dos encéfalos dos camundongos aumenta a sensibilidade para

confirmacgéo da inoculagdo experimental.

O Toxoplasma gondii esta diretamente relacionado com as lesGes encefélicas

encontradas em seus hospedeiros.

Em pacientes com toxoplasmose, processos inflamatérios, necrose encefélica e
processos hemorragicos sdo alteracdes comumente encontradas, decorrentes da acdo do

parasito no hospedeiro, sendo observados neste trabalho em encéfalos de camundongos.
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7 — ANEXOS

7.1- ANEXO |

As instrucBes aos autores para publicacdo na Rev Memdrias do Instituto Oswaldo

cruz estdo on line na pagina http://memorias.ioc.fiocruz.br/.

As regras para publicacdo de artigos na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina

Tropical estdo on line na pagina http://www.sbmt.org.br/revista.htm.

7.2—-ANEXO I

Este trabalho foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa Humana e Animal sendo
protocolado no CEOMHA/HC/UFG sob o n° 039/02, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, estes foram considerados em acordo com 0s principios

éticos vigentes.
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