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Resumo:

Objetivo: Avaliacdo comparativa dos métodos invasivos
(amniocentese e cordocentese) para o diagnostico fetal de toxoplasmose, através
da obtencdo ao mesmo tempo (para cada gravida) de liquido amniético e sangue
fetal, o que melhora a precisdo da comparacdo. Como inovagcdo promove-se a
realizacdo de sorologia no liquido amniotico, que sempre foi metodologia exclusiva
do sangue, sendo que a amniocentese (coleta de liquido amnidtico) é
procedimento mais simples que a cordocentese (sangue fetal). Pacientes e
metddos: 65 gravidas positivas para toxoplasmose.Foi realizada investigacdo
fetal através de amniocentese (coleta de liquido amniético) e cordocentese
(coleta de sangue fetal).No IPTSP, realizaram-se sorologias para toxoplasmose
IgM e 1gG/ PCR / inoculagdo em cobaio. O numero final completo foi de 37
pacientes (pois 28 gravidas ndo apresentavam a avaliagdo completa dos
resultados incluindo os testes no recém-nascido). Posteriormente, avaliou-se o
resultado do material biolégico do concepto comparando com a inoculagdo em
camundongo (padrdo-ouro), € em seguida com os dados do recém-nascido.
Resultados: Para o liquido amnidtico (IgM* e/ou IgG+), obteve-se sensibilidade
de 78,57%, especificidade de 85,47%, valor preditivo positivo de 91,66%, valor
preditivo negativo de 89,47% e falso positivo de 06,66%. Para a cordocentese
(IgM™ e/ou IgG > 1/250) obteve-se sensibilidade de 80,00% , especificidade de
34,78%, valor preditivo positivo de 44,44%, valor preditivo negativo de 72,73% e

falso positivo de 39,47%. Para o plasma do camundongo (IgM* e/ou 1gG > 1/20)



obteve-se sensibilidade de 78,57%, especificidade de 89,47%, valor preditivo
positivo de 91,66% e valor preditivo negativo de 89,47%. Concluséo: A pesquisa
de anticorpos no liquido amniético (classes IgM e IgG) pode ser utilizado no
rastreamento e diagnoéstico da infeccao fetal por toxoplasmose, pois mostra alta
sensiblidade e especificidade, e com baixo resultado falso positivo. O sangue fetal
(anticorpos da classe IgM+ e/ou IgG > 1/250) apresentou alta sensibilidade, baixa
especificidade, e elevado resultado falso positivo. A identificacdo isolada do
anticorpo da classe IgM no sangue fetal teve elevada especificidade, com baixo
resultado falso positivo de 5%.Ap0s ser inoculado material biolégico fetal em
comundongos, a sorologia dos mesmos apresentou alta sensibilidade e alta
especificidade. A pesquisa de anticorpos para Toxoplasma gondii no liquido
amnidtico deve ser incorporada a propedéutica obstétrica na investigacdo da
toxoplasmose fetal, por ser simples e apresentar altos indices de correlacdo com a

infeccdo e/ou doenga no concepto.
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Abstract:

Objective: Comparative evaluation of the invasive methods (amniocentesis
and cordocentesis) for the fetal diagnosis of toxoplasmosis, through the attainment
at the same time (for each pregnant woman) of amniotic fluid and fetal blood,
which improves the precision of the cited comparison. As innovation one promotes
accomplishment of serology in the amniotic liquid, that always was exclusive
methodology of the blood, since amniocentesis (collection of amniotic liquid) is
simpler than cordocentesis (fetal blood). Patients and methods: 65 positive
pregnant for toxoplasmosis. Fetal inquiry through amniocentesis (collection of
amniotic liquid) and cordocentesis was carried through (collection of fetal blood). In
the IPTSP, serology for toxoplasmosis IgM and IgG/PCR had been become
fulfilled/inoculation in guinea pig. The complete final number was 37 patients
(including the tests in the just-been born). Later, the result of the biological material
of concepto was evaluated comparing with the inoculation in mouse (Gold-stand),
and after that with the data of the just been born. Results: For the amniotic liquid
(IgM+ and/or IgG+), one got sensitivity of 78,57%, specificity of 85,47%, positive
predictive value of 91,66%, negative predictive value of 89,47% and false positive
of 06,66%. For cordocentesis (IgM+ and/or IgG > 1/250) 80,00% sensitivity was
gotten specificity of 34,78%, positive predictive value of 44,44%, negative
predictive value of 72,73% and false positive of 39,47%. For the plasma of the
mouse (IgM+ and/or 1gG > 1/20) 78,57% sensitivity was gotten, specificity of

89,47%, positive predictive value of 91,66% and negative predictive value of



Xii
89,47%. Conclusion: The amniotic fluid (antibodies IgM and IgG) can be used in
the tracking and diagnosis of the fetal infection for toxoplasmosis, therefore it
shows high sense and specificity, and with low positive false result. Fetal blood
(antibodies of the classroom IgM+ and/or IgG > 1/250) presented high sense, low
specificity, and raised false positive result. The isolated identification of the
antibody of the IgM class in the fetal blood raises the specificity, with low false
positive result of 05,00%. After inoculating biological fetal in mice, their serology
presented high sense and high specificity. The serology in the amniotic fluid must
be incorporated to the obstetrical propaedeutics in the inquiry of fetal
toxoplasmosis, because it is simple and presents indices of correlation with the

infection and/or illness in conceptus.



1. Introducao
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A toxoplasmose € uma zoonose amplamente difundida na natureza,
causada pelo Toxoplasma gondii, um protozoario intracelular, que tem como
hospedeiro definitivo o gato, e intermediario o homem. Apresenta também como
reservatorios os passaros e animais domesticos (Frenkel 1996). A transmissao da
infeccdo ao homem, ocorre de forma acidental, através do contato direto com a
forma infectante do parasita.

E variavel a incidéncia da infecgéo na populacédo dependendo da imunidade
contra 0 agente agressor, conforme a regido geografica considerada (Zuber &
Jaquier 1995). Depende de condicbes ambientais favoraveis a sobrevivéncia dos
oocistos que sao eliminados com as fezes dos gatos na natureza (Maisonneuve et
al. 1984, Frenkel 1985, Couvreur & Desmonts 1988). Dessa forma, a sua
ocorréncia é maior em populagdes migrantes de regides de baixa para elevada
prevaléncia da doenga; em grupos populacionais com auséncia de anticorpos que
habitam areas de alta prevaléncia; e em povos com habitos alimentares de
ingestao de carne crua ou mal cozidas (Dubey 1986).

A transmisséo da infecgcdo aos humanos ocorre por via oral, transfusional,
por transplante de 6rgdos (de doadores soropositivos para receptores
soronegativos), acidental em laboratério e transplacentaria ou congénita. A
transmissdo oral pode acontecer em funcdo da ingestdo de alimentos
contaminados com cistos presentes nos tecidos dos animais infectados que sao
utilizados como fonte nutricional (carne crua) ou oocistos que séo carregados por
veiculos de transmissdo (invertebrados coprofagicos). Estes contaminam o0s

alimentos que, ingeridos sem higienizacdo adequada (verduras mal lavadas, ovos
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crus e leite de vaca ou de cabra ndo pasteurizado), podem transmitir a infeccéao
(Forestier et al. 1991, Fortier et al. 1991, Frenkel et al. 1995, Remington et al.
1995). O cozimento ou preparo adequado dos alimentos € suficiente para destruir
as formas infectantes do parasita (Ferreira 1981).

A toxoplamose € bastante disseminada no mundo, mas torna-se importante
apenas nos individuos imunologicamente comprometidos (Ruskin & Remington
1976, Farhat et al. 1977, Minkoff et al. 1997). A transmissao transplacentaria é
significativa porque o feto € um organismo fragil do ponto de vista imune, tanto nos
mecanismos de defesa inespecificos quanto nos especificos (Naspitz 1985,
Cecfcon et al. 1997). Ademais, a transmissdo passiva de IgG da méae para
proteger o filho s6 atinge niveis eficazes apos 20-222 semanas de gestacdo, o que
faz com que as repercussdes fetais variem em gravidade e dependam da
intensidade da deficiéncia imunoldgica fetal. Em consequéncia dessa
incapacidade imunologica de defesa, apresenta-se com caracteristica de infeccao
aguda, sub-aguda ou cronica, dependendo da fase da gestacdo em que a infecgéo
ocorreu “in Utero”.

As avaliacbes epidemioldgicas em todo o0 mundo mostram que, na maioria
das regides, 50-90% da populagcdo apresentam anticorpos contra o T. gondii na
sua corrente sanguinea, apontando prévia exposicao ao agente infeccioso (Zuber
& Jaquier 1995). Geralmente, a infeccéo ocorre de forma eventual mas raramente
causa epidemias, através da contaminacgdo oral (Bonametti et al. 1996, Burnet et

al. 1998).
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A sequela adquirida por infeccéo via transplacentaria, relaciona-se com a
agressividade da cepa infectante, com o periodo de organogénese em que a
infeccdo ocorreu na vida fetal, com o tempo de exposicdo do organismo fetal ao
agente infectante, com a competéncia do seu sistema de defesa, e com a
intensidade da sua resposta inflamatéria contra o agente agressor. Essa sequela
fetal sera tanto maior quanto mais intensa for a resposta inflamatoria do organismo
contra 0 agente invasor, presente no local ou conseqliente a uma reagdo auto-
imune (Boyer et al. 1998).

A doenca no feto depende da soroconversdo da gestante, que & muito
variavel nas diferentes regides do mundo, com maior freqiéncia de 0,6-1,5%
(Norgaard-Pedersen 1992, Thoumsin et al. 1992, Wong et al. 1993). Desmonts &
Couvreur (1974) encontraram 17% de transmissao quando a infec¢ao ocorre no 1°
trimestre, resultando em aborto, morte fetal ou toxoplasmose grave; no 2°
trimestre, a possibilidade de transmissao foi de 25%, com a maioria dos casos
assintomaticos, mas ainda com uma percentual de 30% de forma graves; e no 3°
trimestre, a transmissao foi de 65%, com a forma clinica predominante de
assintomaticos.

A auséncia de sintomas ao nascer nao significa que nao tera sequelas no
decorrer do seu desenvolvimento. As cicatrizes s&8o varidveis e progressivas
podendo levar a invalidez por cegueira ou deficiéncia mental, caracterizando a
forma congénita classica. Essa pode se manifestar em qualquer fase da vida da
crianca, principalmente com aparecimento de lesGes oculares ou desde o inicio do

processo evolutivo com atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, convulsdes
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ou alteragbes do volume craniano (microcefalia ou hidrocefalia), como
consequéncia de uma meningoencefalite assintomatica (Patel et al. 1996, Reed
1996).

Como em Goiania existe a maior incidéncia de toxoplasmose em gravidas
descrito na literatura brasileira (Avelino et al. 2003) e o diagnostico de infeccao
fetal € dificil, procuramos determinar nesta pesquisa qual o método mais

adequado para ser utilizado em larga escala em nosso meio.



2. Reviséo Bibliogréafica



19

2.1 Histoérico

Reino: protista; Subreino: Protozoa; Filo: Apicomplexa; Classe:
Sporozoea (Sporozoa); Subclasse: Coccidia; Ordem: Eucoccidiida; Familia:
Sarcocystidade; Género: Toxoplasma; Espécie: Toxoplasma gondii.

Em 1908, SPLENDORE (Brasil), em coelhos, e Nicolle & Manceaux, no
“gondii” (Ctenodactylus gondi), roedor norte-africano descreveram o0 género
Toxoplasma. No ano seguinte, Nicolle & Manceaux (1909), denominaram o género
Toxoplasma, e a espécie continuou gondii, surgindo o nome pelo qual é
conhecido de Toxoplasma gondii.

O primeiro caso descrito de toxoplasmose em humanos foi do tipo
congénito, pelo oftalmologista Janku, em 1923 na cidade de Praga. Durante a
necrépsia de uma crianca que foi a 6bito em decorréncia de uma doenca
disseminada e grave, observou que podia ser o Toxoplasma, 0 organismo que
estava presente no globo ocular formando um cisto parasitério.

A introducao do teste do corante, em 1948, por Sabin & Feldman — Reacgao
de Sabin & Feldman ou dye-test, permitiu maior facilidade diagnéstica além de
possibilitar investigacdes epidemioldgicas (Sabin & Feldman 1948).

Na década de 1960, através de Lilley, instalou-se a amniocentese
diagndstica onde a investigacdo de patologias fetais passou a ser possivel neste

material biolégico, incluindo a transmisséo vertical da toxoplasmose.
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Em 1983, Daffos descreveu a coleta de sangue fetal puro através da
cordocentese com a finalidade de pesquisa de infeccao fetal por toxoplasmose na

Franca.

2.2 Etiologia

O Toxoplasma tem como hospedeiro definitivo membros da familia felidae,
sendo o gato domeéstico o de maior importancia epidemiolégica. Tem como
hospedeiro intermediario animais homeotérmicos, incluindo o homem. Sendo um
parasita obrigatoriamente intracelular, o T. gondii pode ser encontrado em varios
tecidos, células (exceto hemacias) e liquidos organicos (saliva, leite, esperma,
liquido peritoneal, etc.) (Frenkel 1973, Levine 1973). As principais formas
presentes durante o seu ciclo evolutivo sdo: taquizoitos, bradizoitos e
esporozoitos (Pessoa 1978, Kamazoe 1995).

Taquizoitos (trofozoitos ou endozoitos) — € o0 estadgio de rapida
multiplicacdo do parasita com capacidade de invadir ativamente uma célula e se
multiplicar em vacuolos citoplasmaticos, denominados vacuolos parasitéfagos ou
pseudocistos. A proliferacdo exacerbada conduz ao rompimento da célula
hospedeira, liberando os novos taquizoitos que livres penetram em células
contiguas; € a principal forma na fase aguda da doenca (Dubey 1988b).

Bradizoitos (ou cistozoitos) — € a forma do parasita com multiplicacdo

lenta, no interior das células hospedeiras, e que resulta na formacédo dos cistos
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teciduais; é a principal forma encontrada na fase cronica da doenca (Dubey
1988b).

Esporozoitos — € a forma do T. gondii, presente nos oocistos, 0s quais sao
produzidos no intestino de felinos (entre eles o gato), e eliminados em suas fezes.
Os oocistos apresentam no seu interior dois esporocistos, cada qual com quatro

esporozoitos, que passam a ser infectantes no ambiente. (Dubey 1988b).

2.3 Ciclo assexuado do Toxoplasma gondii

A fase proliferativa acontece apds a penetracdo dos taquizoitos no
organismo, quando se multiplicam rapidamente por endodiogenia, dentro dos
denominados vacuolos parasitéfagos, em diferentes tipos de células do
hospedeiro. O citoplasma das células fica tdo repleto de taquizoitos que ha o
rompimento da membrana plasmatica, com liberacdo dos parasitas 0s quais ou
vao penetrar em células contiguas ou vao ser fagocitados. Colénias ou
pseudocistos contendo taquizoitos resultantes da endodiogenia podem persistir
nas células do hospedeiro por periodos prolongados sem que ocorra a formacao
de cistos teciduais. Essa fase inicial da infeccdo caracteriza a fase aguda da
doenca, que no homem pode ser assintomatica ou pode ser acompanhada por
sintomas inespecificos tais como febre, mal estar, mialgias, artralgia, dor na

garganta (Remington 2001).
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2.4 Ciclo sexuado do Toxoplasma gondii

Os esporozoitos, bradizoitos ou taquizoitos se multiplicam através dos
ciclos esquizogbnio e gametogbnio no epitélio ileal terminal do intestino dos
felideos. Durante o ciclo gametogbnio, na meiose que propicia a formacdo do
macro e do microgamentas, ocorre 0 Crossing-over com permuta génica entre os
cromossomas homologos, ocasionando a variabilidade genética e com isto o
fortalecimento da espécie. O microgameta maduro emerge de uma célula epitelial
ileal e fertiliza um macrogameta maduro em outra célula epitelial ileal formando o
zigoto. A seguir o zigoto evolui dando origem a dois esporoblastos, cada um dos
quais com sua propria parede e sofrendo cada um deles duas divisées celulares.
Isto origina quatro esporozoitos, dentro de cada esporocisto, perfazendo oito
esporozoitos no interior de um oocisto (Dubey 1988a e 1998b).

A fertilizac&o, origina oocistos que sdo eliminados através das fezes dos
felideos e no ambiente sofrem esporulacdo tornando-se infectivos (Dubey et al.
1970, Frenkel et al. 1970). Dubey et al. (1970), demostraram que 0S 00citos néo
esporulam abaixo de 4°C ou acima de 37°C. Simultaneamente ao ciclo
enteroepitelial, nos felideos, os T. gondii penetram na lamina propria da parede
intestinal como taquizoitos e se disseminam para os tecidos extra-intestinais, onde
desenvolvem um ciclo de reproducdo assexuado, semelhante aos dos

hospedeiros intermediarios (Frenkel 1970).
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Figura 1. Ciclo vital do T. gondii, com as varias fontes de infeccdo para o homem A-E (Figura
copiada de Cimerman, 1999)
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Figura-2 Ciclo biolégico do Toxoplasma gondii. Formas de transmissdo e disseminacao do
parasita. (reproduzido de Willians e Wilkins apud Frenkel 1996)

2.5 Vias de infecgéo

O homem adquire a infeccao por quatro vias:
e Ingestdo de oocistos, distribuidos no ambiente pela chuva, vento e agua;

alimentos colhidos no solo; areia em torno das casas, jardins, campo;
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reservatorio de agua e a partir de quaisquer locais onde os gatos defecam
(Bowie et al. 1997, Bahia Oliveira et al. 2001; Bahia Oliveira et al. 2002).
Podem disseminar-se ainda através de hospedeiros transportadores de
oocistos, tais como moscas, baratas e minhocas (Smith et al. 1978, Dubey
1988, Buxton 1990, Avelino 2003). Os oocistos esporulados tém grande
importancia epidemioldgica, pois podem permanecer infectantes em solo
umido e sombreado por periodos de 12 a 18 meses (Boch 1984, Kamazoe
1995, Frenkel 2000) (Fig. 2).

Ingestdo de cistos teciduais: através de carne crua ou mal cozida,
especialmente de aves ou mamiferos. Os cistos sobrevivem por semanas
mesmo quando refrigerados entre 1-4°C (Dubey 1989) e congelados a
temperatura entre —1 a —8°C, em periodos de até uma semana (Kotula 1991).
A maioria dos cistos teciduais € morta a —12°C. O aquecimento acima de 60°C
por tempo de 4 minutos mata os ciclos teciduais.

Infeccao transplacentéaria: ocorre em decorréncia da passagem da infeccdo da
mae para o feto. Cerca de 40% dos fetos s&o infectados por essa via em
mulheres que adquirem a infec¢ao toxopladsmica durante a gravidez (Desmonts
1985) (Fig. 2).

Liquidos organicos: ingestdo de taquizoitos em leite ou saliva contaminada
(Cathie 1954), pela inalacdo de taquizoitos por lambedura ou perdigotos (Levi
et al. 1968), por deposicdo de taquizoitos na mucosa vaginal junto com
esperma (Kamazoe 1995), em acidente de laboratério, etc. (Frenkel et al.

1960); sangue para transfusdo (Neto et al. 1963) ou mesmo estocado, podem
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ser fontes de contaminacado, assim como o transplante de 6rgaos. Taquizoitos
foram isoladas em leite de cabra como mostrou Chiari em 1984. Receptores
soro negativos de transplantes que receberam um 6érgéo (por ex., coracdo ou
rim) de um doador soro positivo, podem desenvolver um quadro de
toxoplasmose grave, que exigira tratamento (Mayes et al. 1995, Remington et

al. 2001, Mcleod et al. 1994).

2.6 Toxoplasmose Congénita

A infeccdo fetal e a severidade da toxoplasmose congénita sao
dependentes de varios fatores, entre eles: do tempo de infeccdo materna durante
a gravidez, da competéncia imunoldgica materna na fase de circulacdo sanguinea
do toxoplasma (parasitemia materna); do estabelecimento do fluxo sanguineo
placentario e da colonizacdo da placenta pelo toxoplasma; do numero e da
viruléncia dos parasitas transmitidos ao feto; e ainda da idade do feto e de seu
estagio de competéncia imunologica no momento da transmissdo da doenca

(Desmonts & Couvreur 1974, Remington et al. 2001).
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Em mulheres imunocompetentes, 0 momento em que ocorreu a infeccao
materna por T. gondii deve ser bem estabelecido, pois a taxa de transmissao do
parasita da mée para o feto sobe, de virtualmente zero, quando a infeccéo por T.
gondii € adquirida um pouco antes do inicio da gravidez, para aproximadamente
2% (ou um pouco menos) quando adquirida em torno do periodo da concepcgao. A
taxa de transmissdo permanece baixa durante varias semanas, até
aproximadamente 10 semanas de gestacdo quando a incidéncia de infeccéo
congénita torna-se crescente. Esta mudanca de uma taxa de transmissao baixa
para alta, acontece em torno da 112 a 142 semanas de gestacao, (Hohlfeld et al.
1994).

Tabela 1: Taxa de Transmisséo e Prevaléncia da Toxoplasmose na gestacao

Semana da gestacdo | Taxas de Transmissao | Prevaléncia* da Toxoplasmose Risco para a mde em
quando ocorre a (Incidéncia de infecdo | Congénita (fraca ou severa) entre ter um filho com
infeccdo materna congénita)* fetos ou criangas com infecgéo infeccdo congénita

congénita severa

- periodo antes da
concepcéo (6 meses?) | Virtualmente (0] 80% Baixo risco

(baixa taxa de
transmissao)
2%

10 semanas 2 Alta prevaléncia 80%
3% Alto risco
24 semanas Aumento 80%
para d
+ 20% o
Baixo risco
30 semanas
(infeccdo congénita é
Bai lenci N frequente, mas nao
aixa prevaléncia severa).
nascimento 80% 6%

* Taxa de Transmissdo e Prevaléncia da Toxoplasmose na gestacdo e Prevaléncia da toxoplasmose
congénita entre filhos de mulheres com Toxoplasmose aguda na .gestacdo, em relagdo a Idade gestacional a
época da infeccdo materna. Adaptado de Remington et al, 2001. As percentagens foram feltas sobre dados
de mulheres que fizeram uso de esplramiclna apos o diagndstico de toxoplasmose na gestacgéo.
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A tabela 1 de Remington et al. (2001), resume os fatos relativos as taxas de
transmissao e prevaléncia da toxoplasmose na gestacdo, mas 0s niveis de risco
ilustram apenas a magnitude dos fatos, ndo representando numeros reais. Os
dados usados foram obtidos de acompanhamento de gestantes que
soroconverteram na gestacdo, mas quase todas foram tratadas especificamente
com espiramicina. Se, no entanto fossem observadas apenas as gestacées sem
tratamento medicamentoso especifico, o resultado sobre os fetos poderia ter sido
bem mais danoso, para ambas, as taxas de transmisséo e para a severidade da

infecgao (Remington et al., 2001).

2.7 Prevaléncia da Toxoplasmose em mulheres gravidas

Estimativas baseadas em estudos sorolégicos de regido de baixa
prevaléncia da toxoplasmose, sugerem incidéncias de infec¢cdo materna primaria
na gestacao, variando de 1 a 310 por 10.000 gestactes em diferentes populacdes,
em particular a da Austria, Finlandia, Australia, Dinamarca, Noruega, Colémbia e
Emirados Arabes. Estas taxas sdo dependentes da prevaléncia da infeccdo na
populagdo em estudo e sdo ligeiramente mais altas (6 a 410 por 10.000
gestacbes) quando apenas sao estudadas as mulheres susceptiveis, isto é,

mulheres que n&o tiveram toxoplasmose antes da gestacgéo (Tab. 2).
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Tabela 2— Incidéncia de infeccéo por T. gondii em mulheres gravidas (1990-2000)

Incidéncia  Incidéncia por RN*
Pais por 1000 1000 mulheres Infectados Referéncia
gestacbes  susceptiveis por 1000
Austria 1.08 - <0.10 Aspok et al., 1992
A i Lappalainem et al.,
Finlandia 1.40 2.4 1992
Australia 0.08 1.6 0.16 Walpole et al., 1991
Dinamarca 0.44 0.61 0.30 Lebech et al., 1990
Noruega 1.31 1.47 0.31 Jenum et al., 1998
AL Gomez-Marin et al.
Colémbia 3.75-15 10 -40 1997
Emirados 31 41 12 Dar et al., 1997
Arabes

RN* Recém-natos. Tabela adaptada por Tender et al. 2000.

2.8 Prevaléncia da Toxoplasmose congénita na gestacao

A incidéncia da infeccdo pré-natal por T. gondii nos neonatos, depende
diretamente da soroprevaléncia da toxoplasmose nas gravidas de uma dada
regido. Por este motivo, observam-se grandes variacdes que podem ir de 1 a 120
por 10.000 nascimentos. Estas variacbes sdo dependentes dos fatores de risco
presentes e da prevaléncia da infecgcdo por T. gondii na populacdo observada.
Exemplificam estes fatos alguns dados de paises como a Australia, Austria,
Dinamarca, Noruega e Emirados Arabes cujas incidencias estfo relacionados na

tabela 3, onde a prevaléncia da infec¢cdo na populacéo é baixa.
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Tabela 3 — Incidéncia pré-natal por T. gondii em neonatos (1990-2000)

Incidéncia por  Prevaléncia de infecgao

Pais 1000 neonatos nas maes (%) Referéncia
Austria <0.10 37 Aspok et al., 1992
Austrélia 0.16 32 Walpole et al., 1991
Dinamarca 0.30 28 Lebech et al., 1990
Noruega 0.31 11 Jenum et al., 1998
E:‘;‘tr)zgos 12 23 Dar et al., 1997

Tabela adaptada por Tender et al. 2000

2.9 Rastreamento Sistematico em Mulheres Gréavidas

Programas de rastreamento sorolégico sistematico em mulheres gravidas
sob risco de se infectarem pelo T. gondii, tém sido empreendidos em alguns
paises com a finalidade de tentar prevenir a toxoplasmose congénita ou, se
presente, permitir o inicio imediato de seu tratamento para diminuir as sequelas da
doenca. Medidas preventivas primarias através da educagdo de mulheres
soronegativas tém sido efetivas, como demonstrado pelas experiéncias da Franca
gue reduziu em cerca de trés vezes as taxas de soroconversdo esperada para as
gravidas (Wilson & Remington 1980). As medidas preventivas primarias, através
da educacao, tém sido realizadas em varios centros europeus como em Bruxelas
(Bélgica), que reduziu em 63% as taxas de soroconversdo durante gravidez.

(Foulon et al. 1994).
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O rastreamento para infeccdo por T. gondii durante a gravidez é agora uma
pratica comum em varios paises europeus, e em alguns estados do Brasil
incluindo Goias e Mato Grosso do Sul, e pode vir mostrar-se uma medida efetiva

para diminuicdo das sequelas da toxoplasmose congénita.

2.10 Placentite

Neghme (1952) realizou a primeira descricdo de infeccédo por T. gondii em
tecidos placentarios. Na fisiopatologia da toxoplasmose congénita a placentopatia
precede sempre a fetopatia, e a transmissdo materno-fetal se faz pela via
hematogénica. Pode ocorrer em qualquer época da gestacdo, porém quando
ocorre no primeiro e segundo trimestre as lesbes sdo mais graves (Garcia et al.
1983). As reagdes inflamatorias crénicas na decidua capsular e reacdes focais nas
vilosidades, sdo as les6es mais frequentemente encontradas. Ocorrem também
ativagOes de células de Hofbauer, necrobiose de componentes celulares e fibrose
proliferativa, trombose e mineralizagdo dos vasos corionicos. O infiltrado tecidual
consiste principalmente em linfécitos, e a inflamacdo do corddo umbilical é rara.
Quando ocorre hidropsia fetal, a placenta também é hidrépica. O T. gondii se
encontra principalmente na forma de bradizoitos nos cistos teciduais. Estes cistos
poderdo estar presentes nos tecidos conjuntivos amniéticos, nas membranas
coribnicas, na geléia de Wharton e na decidua (Benirschke et al. 1967). Nos casos
de infeccdo ocorrida no ultimo trimestre as lesdes sdo mais discretas e a deteccéo

do parasita torna-se mais dificil (Desmont & Couvreur 1974)
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2.11 Manifestacfes Clinicas da Toxoplasmose Congénita

A fetopatia letal € a forma mais severa da infeccdo pelo T. gondii que
acomete o feto, sobretudo no periodo compreendido entre a 102 e 242 semana de
gestacdo. Neste particular a infeccdo é tdo agressiva, que tem como
consequéncia lesbes graves e generalizadas que cursam com o0 abortamento ou
com a morte intra-utero. A causa desta severidade pode estar associada a
presenca de uma cepa mais virulenta de T. gondii, a uma gestante
imunossuprimida, a um feto com o sistema imune ainda bastante imaturo, ou a
uma associacdo de todos estes fatores (Remington et al., 2001).

Por sua vez, no periodo pds-natal, o quadro clinico apresentado pode ser
pleomdrfico, com caracteristicas que se confundem com outras doencas
congénitas ou 0 neonato pode apresentar-se com a classica triade de Sabin da
toxoplasmose congénita, triade esta constituida pela presenca de hidrocefalia,
retinocoroidite e calcificagéo intracraniana (Eichenwald et al. 1960).

Com variagbes de sinais e sintomas clinicos, é preciso ressaltar que a
maioria das criangas com infec¢cao congénita por T. gondii tem sido referida como
normal ao nascimento, com sinais ou sintomas se tornando manifestos semanas,
meses, ou mesmo anos depois (Glasser & Delta 1965, Desmonts & Couvreur

1974, Alford et al. 1974).
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2.12 Imunologia - Toxoplasma gondii

As respostas imunes de um hospedeiro ao T. gondii sGo complexas e
envolvem precocemente ativacdo de mecanismos da imunidade inespecifica.
Estudos em camundongos sugerem que o controle da infeccdo aguda causada
pelo Toxoplasma e outros patdgenos intracelulares nao rivais, como Listeria sp,
Leishmania sp. envolve inicialmente uma resposta inata seguida por uma resposta
adquirida, antigeno-especifica que € particularmente critica para a resolucdo da
infeccdo (Alexander & Hunte 1998, Johnson & Sayles 1997). Na toxoplasmose a
formacao desta forte e persistente imunidade especifica induzida pelo parasita
(Frenkel 1967) impede o desenvolvimento de quadros graves e letais (Reyes &
Frenkel 1987). Sob acédo desta imunidade os parasitas da fase aguda da
toxoplasmose, principalmente na forma de taquizoitos, sdo destruidos enquanto
outros na forma de bradizoitos formam os cistos teciduais, dentro das células
hospedeiras e ficam protegidos da acdo da resposta imune na fase crbnica da
doenca (Sethi et al. 1986). Quando circunstancialmente se liberam destes locais,
sao prontamente eliminados pela imunidade do hospedeiro (Gazzineli et al. 1993).
A elucidacdo dos mecanismos pelos quais 0s hospedeiros imunocompetentes
resolvem uma infeccdo aguda causado pelo T. gondii e controlam a infeccéo

crénica, é fundamental para o entendimento da patogenia da toxoplasmose.
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2.13 Diagnéstico Laboratorial

O ideal, para o diagnodstico de laboratério da toxoplasmose, seria realizar a
demonstracdo do T. gondii ou o seu isolamento. Na fase aguda da infeccéo,
guando os taquizoitos podem ser encontrados nos liquidos orgéanicos (exsudatos,
liquor, leite, sangue, linfa e outros). O parasita pode ser identificado em exame
microscopico apés coloracdo pelo método de Giemsa. Os liquidos organicos
também podem ser rastreados pela técnica do PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) que detecta segmentos caracteristicos dos &acidos nucléicos do
Toxoplasma, que sdo entdo amplificados (Paugam et al. 1995). Na fase cronica
da toxoplasmose, pode-se tentar encontrar o parasita em tecidos, como a
placenta de casos suspeitos de toxoplasmose na gestacdo. Neste material

também se pode fazer a técnica do PCR, para rastreamento do DNA do parasita.

2.13 (A) Testes parasitoldgicos

2.13 A;) Inoculacdo em animais de laboratério

Pode ser feito através da inoculacdo destes liquidos organicos ou

macerados de tecidos suspeitos na cavidade peritoneal de camundongos. Os

parasitas se multiplicam por uma semana e sdo detectados mais facilmente no

liquido peritoneal dos animais que desenvolveram a doenca. Esse teste é
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considerado internacionalmente como padrdo ouro de referéncia para o
diagnéstico da infeccdo materna, fetal e neonatal. No entanto, o encontro do
parasita por esse método depende da quantidade de organismos presentes no

sangue do infectado e da concentracdo sérica das drogas antiparasitarias.

2.13 A,) Estudo Histopatolégico do cérebro do camundongo

E possivel a identificacdo do parasita em tecido previamente infectado,
sendo que no caso dos camundongos o exame do cérebro pode ser padronizado
e avaliado com observagéao direta nas laminas preparadas com o referido material.

Nos cortes onde é possivel a visualizacdo de formas do parasita, tais como,
forma taquizoita ou cistica, sdo analisados 0s seguintes processos patoldgicos:
edema (E), inflamacéao (1), hiperemia no parénquima (HIP), hiperemia na meninge
(HIM), hemorragia no parénquima (HEP), hemorragia na meninge (HEM) e
necrose coagulativa (NC). As alteracdes patoldgicas séo classificadas de forma
semiquantitativa, seguindo o0s seguintes critérios: ausente, discreta (com
comprometimento de até 25% da &rea), moderada de 26% a 50% e acentuada

acima de 50%.

2.13 A3) PCR para Toxoplasma gondii

Este teste tem sido usado para determinar a presenca do DNA do parasita
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e um numero pequeno de organismos presentes no liquor, liquido amniético,
humor aquoso, lavado broncoalveolar, sangue, inclusive sangue de cordéo,
podem ser identificados por esse método. Em casos suspeitos de infeccéo intra-
uterina, pode ser feita coleta do liquido amniético (aminiocentese) ou sangue fetal
(cordocentese), realizadas apartir da 182 semanas da gestacdo utilizando-se a
PCR para rastreamento de indicios do T. gondii nesses liquidos. O resultado
pode ser liberado em um dia e, portanto, € muito mais rapido que o isolamento em
animais de experimentacao. Diversos "primers” estédo disponiveis para a detec¢ao
do DNA do Toxoplasma (Hohlfeld et al. 1994). No entanto, € uma técnica de dificil
padronizacdo e que apresenta resultados diferentes nos diversos trabalhos
publicados em literatura, no que diz respeito a sua sensibilidade. (Van de Ven et

al. 1991).

2.13 (B) Testes sorolégicos

Realiza a pesquisa de anticorpos direcionados para 0 agente agressor

através de:

2.13 B;) Imunofluorescéncia Indireta.

Utiliza-se a reacdo de Imunofluorescéncia Indireta-IFI, sendo o antigeno

produzido em laboratério, utilizando a cepa RH, mantida em laboratério. A técnica
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é realizada com os soros diluidos em PBS 0.01M pH 7.2, diluicdo seriada, a partir
de 1:10. Usa-se conjugado fluorescente anticamundongo na diluicdo de 1:200
para 0s conjugados anti-IgM e anti-lgG de camundongo (conjugado anticadeia

pesada com isotiocianato de fluoresceina - SIGMA).

2.13 B,) Teste Imunoenzimatico de ELISA (Enzyme-Unked Immumosorbent

Assay) (Walls et al. 1977).

Este teste veio substituir uma série de outros métodos de rotina nos
laboratérios, tendo sido usado com sucesso para demonstracdo de anticorpos
IgG, IgM, IgA e IgE antitoxoplasma tanto na fase aguda quanto na fase cronica da
toxoplasmose (Wong et al. 1993, Pinon et al. 1996). Pode ser usado para
diagndstico sorologico na gestante, no feto e no recém-nato (Bessieres et al.
1992, Decoster et al. 1991, Stepick-Biek et al. 1990).

O método tem se mostrado superior a IFI para a pesquisa de anticorpos da
classe IgM, especialmente quando se usa a técnica do tipo captura (ou duplo
sanduiche), que tem maior sensibilidade e especificidade pois ndo sofre influéncia
de anticorpos antinucleares e fator reumatoide presentes no sangue da mae e que
sdo transferidos ao filho. As técnicas ELISA, por sua alta sensibilidade, sao
capazes de detectar anticorpos da classe IgM por muitos meses apds a fase
aguda e em algumas mulheres podem persistir por anos, tirando-lhes o valor de
marcador da toxoplasmose recente, passando a ser apenas um indicador de fase

aguda.
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2.13 B3) Teste de Avidez do IgG

O teste de avidez auxilia no diagndstico de Infeccéo recente, tornando-o de
grande importancia no diagnostico de toxoplasmose na gestacdo. A presenca da
IgM, IgA e IgE reportam para uma infeccdo recente, porém sem uma
temporalidade mais especifica. E com os teste de captura, a IgM pode ser
detectada, por mais de um ano. O teste de avidez do anticorpo da classe IgG, se
baseia no fato de que nas infec¢cdes recentes 0s anticorpos apresentam baixa
afinidade aos antigenos (baixa avidez). Durante semanas e meses, estes
anticorpos vao apresentando grau de avidez crescente para 0S antigenos
especificos pelo aumento da maturacéo de seus centros de ligacdo (Werblin et al.,
1973). Nas infec¢des ocorridas ha mais de seis meses, os titulos geralmente
permanecem acima de 60% dos originais, pois a maioria dos anticorpos apresenta
alta avidez. Em infec¢des de até quatro meses, os titulos caem para valores de

40% ou menos sendo caracterizados como de baixa avidez.

2.13 B,) ELISA de Captura (duplo sanduiche) (Naot & Remington 1980)

Diferencia-se dos testes convencionais em formato ELISA, porque ao invés
do antigeno ser adsorvido na placa de ELISA, adsorve-se nesta placa um
anticorpo policlonal especifico anti-lgM humano, seguido entdo pelo soro do

paciente, antigeno do toxoplasma e por fim um sistema indicador (fluorescente ou
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enzimatico), para os antigeno do toxoplasma. E uma reacdo de captura para
deteccao de IgM, (Naot et al. 1981, Siegel et al. 1983) e IgA (Stepick-Biek et al.
1990, Milatovic & Braveny 1980).

Os resultados falso-positivos que poderiam ocorrer com o ELISA
convencional, pela presenca de fator reumatéide e anticorpo antinuclear sao-
evitados pelos testes de captura (Kimball 1971, Filice et al 1980).

O anticorpo IgM materno, ao contrario do IgG de mesma origem, nao
atravessa a barreira placentaria integra. E mesmo em caso de lesdo da placenta,
a meia-vida deste anticorpo no sangue do neonato € de somente cinco dias. Por
esse motivo, a fracdo IgM é ideal para o diagnéstico da infeccdo congénita pelo
Toxoplasma, porque permite distinguir entre os anticorpos produzidos pela crianca
(IgM) daqueles transferidos passivamente pela mée (IgG) (Naot et al. 1981). O fato
dos titulos de IgM anti-toxoplasma surgirem antes dos titulos de IgG e persistirem
por relativamente curto periodo de tempo apds a infeccdo aguda, torna essa
imunoglobulina importante no diagnéstico das infec¢cdes recentemente adquiridas.
O anticorpo IgM apresenta-se mais Util por especificidade no sangue fetal que no
liqguido amnidtico, pois 0 mesmo é macromolécula e tem restricdes na eliminagéo
renal (Robert Schier 2001). Portanto, a presenca do anticorpo IgM no liquido
amniotico, o qual reproduz a producdo urinaria fetal, de regra geral encontra-se
reduzida, mesmo na fase de infeccdo fetal aguda. Na imunofluorescéncia
convencional para IgM, os titulos de anticorpos anti-toxoplasma séo detectados
por 6 a 12 meses nos testes de captura, porém, os titulos de anticorpos sdo

capturados em titulos bem menores e portanto sdo detectados por até dois a trés
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anos. Pelo método estandardizado, o ELISA IgA de captura é mais sensivel que o
ELISA IgM ou o ISAGA IgM para diagnostico do feto e do recém-nascido com
toxoplasmose congénita. O IgA pode persistir por 8 meses ou mais em lactentes
congenitamente infectados (Bessieres et al. 1992, Stepick-Biek et al. 1990). No
entanto, esses testes tém resultados diversos nos diferentes trabalhos de

literatura. (Stepick — Biek et al. 1990, Bessieres et al. 1992, Patel et al. 1993).

2.13 (C) Testes indiretos

2.13 C;) Exame Hematologico

Na infeccdo congénita freqientemente sdo observadas anemia e
trombocitopenia, esta Ultima podendo aparecer nos casos subclinicos (Hohlfeld et
al. 1994). Algumas vezes, estao presentes leucocitose ou leucopenia e eosinofilia,

que podem exceder a 30% da contagem diferenciada (Callahan et al. 1946).

2.14 Medicamentos para a terapéutica materna da toxoplasmose

2.14.1 Espiramicina

A espiramicina é um antibidtico macrolideo, com acéo efetiva contra os

taquizoitos do T. gondii (Niel et al. 1981, Garin & Eyles 1968). Em humanos,
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mantém concentracdes terapéuticas no sangue materno em varios tecidos e
particularmente na placenta (Forestier et al. 1987, Bourget et al. 1996). A dose
preconizada é de 3g/dia (1g de 8/8horas) durante a gestacdo, como resultado do
trabalho de Garin et al. (1968). Doses de espiramicina acima de 35 mg/kg
produzem vasoespasmo, calafrios, gosto estranho, vertigem, hiperemia da face,
nausea, vomitos, diarréia, anorexia, prolongamento do intervalo QT e arritmias
cardiacas. Nenhuma toxicidade hematologica, hepatica ou renal foi notada.
(Stramba-Badiale et al. 1997). N&o apresenta efeito teratogénico e por isso é
utilizada em gestante com toxoplasmose aguda na tentativa de se reduzir a
transmissao ao feto (Bourget et al. 1996). Ndo ha nenhum dado que demonstre
de forma conclusiva a eficacia desse medicamento no tratamento dos fetos
infectados (Forestier et al. 1987). Porém é importante notar que a espiramicina
pode reduzir a severidade da infecgdo fetal, principalmente por retardar o periodo
em que ocorre a transmisséo placentario-fetal, dando ao feto tempo para adquirir

maior maturidade imunoldégica (Couvreur et al. 1993).

2.15 Medicamentos especificos para terapéutica fetal da toxoplasmose

2.15.1 Pirimetamina ( Daraprin®)

Pirimetamina é uma droga anti-malarica capaz de interromper o ciclo

metabodlico do parasita, causando a inibicdo da enzima diidrofolato-redutase,

impedindo a conversao do acido folico em acido folinico, que é importante na
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sintese de seu DNA e RNA.

Contra-indica-se 0 uso de pirimetamina no primeiro trimestre da gestacao
pelo seu efeito teratogénico detectado em camundongos (Anderson & Morse
1966). Overdose acidental resulta em vomitos, tremores, convulsdes e depressao

da medula 6ssea (Remington et al. 2001).

2.15.2 Sulfonamidas (Sulfadiazina®)

As sulfonamidas sédo analogos estruturais e antagonistas competitivos do
acido paraminobenzdéico (PABA), que é utilizado pelos parasitas na sintese do
acido félico. A combinacdo da sulfonamina com a pirimetamina em um esquema
de tratamento nas infec¢des pelo T.gondii ndo visa meramente um efeito aditivo
da acdo de cada um destes medicamentos, apesar de ter sido observado um
efeito sinérgico dos dois, mas sim uma atividade combinada oito vezes maior do
que seria esperada (Eyles & Coleman 1955, Sheffield et al. 1972). As
sulfonamidas sdo contra-indicadas no final do terceiro trimestre da gestacao
(Remington et al. 2001), pois podem deslocar a bilirrubina fetal circulante de sua
ligacdo com a albumina permitindo seu deslocamento para o SNC e ocasionando
o Kernicterus. Porém, valem as observacdes de Daffos et al. (1988), que
consideram o uso associado da pirimetamina com sulfadiazina bem superior ao
uso de espiramicina, para tratamento do feto, tratamento que vem sendo utilizado

na Franca com 6timo resultado. E preconizado o uso das sulfonamidas até bem

préximo do nascimento.
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2.15.3 Medicamento Auxiliar - Acido Folinico (Leucovorin®)

Este medicamento € um adjuvante no tratamento com drogas antifolato
como a pirimetamina, por ser o acido folinico unicamente utilizado pelo organismo
humano, prevenindo-se os problemas hematolégicos decorrentes do uso dos
antifolatos (Frenkel & Hitchings 1957, Frenkel et al. 1960). E sempre
recomendado que se estenda o uso do acido folinico por mais uma semana apo6s
o término do tratamento com a pirimetamina (Remington et al. 2001). Nao existem
relatos de efeitos adversos com o seu uso, mesmo em doses elevadas. Nao se

deve substitui-los por levedo ou fermento Fleishman (Oréfice & Bonfioli 2000).

2.16 Esquema de Tratamento Medicamentoso da Toxoplasmose Congénita

E recomendado pelo "U.S. (Chicago) Nacional Collaborative Treatment
Trial” (McAuley et al. 1994, Remington et al. 2001), que preconiza para 0S casos
de infeccdo por T. gondii na gestacdo, que a gestante deve ser tratada com a
espiramicina até ao final da gravidez, com o objetivo de diminuir a transmissao
vertical e desta forma prevenir o aparecimento da toxoplasmose congénita. No
caso de haver transmissdo para o feto, o grupo de Chicago recomenda que a
partir da 212 semana de gestacdo, seja feita a substituicdo da espiramicina
(Esquema medicamentoso 1) pela a associacdo da sulfadiazina, pirimetamina e o
acido folinico (Esquema medicamentoso 2), visando o tratamento da infeccao

congénita do feto. Apos 30 dias do Esquema 2 alterna-se mensalmente o
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Esquema 1 com o Esquema 2 e assim sucessivamente até ao final da gestacéao.
Apdés 0 nascimento, o grupo recomenda a continuidade do tratamento no neonato
com toxoplasmose congénita subclinica ou aparente, com o uso do Esquema 2
que devera se estender por todo o primeiro ano de vida (Tabela 4).

Tabela 4. Orientacdo para o tratamento da infec¢do por T. gondii na gestante e no

neonato preconizado pelo grupo "U.S. (Chicago) Nacional Collaborative
Treatment Trial".. em McAuley et al. (1994) e Remington et al. (2001)*.

FORMA CLINICA DROGAS DOSAGEM FREQUENCIA /DURACAO
Gestante com Esquema 1 Até infecgéo fetal ser
toxoplasmose aguda confirmada ou excluida até 21
até.a 21 semanas da Esplramicina 1g de 8/8 horas/dia semanas. Se confirmada alternar
gestacdo ou até o final mensalmente com o esquema 2
se o feto ndo estiver Esquema 2
Infectado
Plrimétamina - 100 mg_/kg/dia, em 2 doses{dia por Alternar mensalmente com o
Gestante com + 2 dias e entd@o 50 mg/dia. esquema 1
Infeccao fetal Sulfadlazlna - 75mg/kg/dia, em 2doses/dia
confirmada apos 18 + +
semanas de gestacao Acido folinico 1_0-20 mg, qia. Esquema 3
- 2 mg/kg/dia, por 2 dias e entdo 1
Pirimetamina mg/kg/d, por 2.0u 6 meses e entdo  -RN deve receber este esguema
Toxoplasmose Sulfediazina esta dose as 22, 42 e 62 feiras. de
Congénita P6s- natal + -100 mg/kg/dia, em 2 doses/dia. forma continua durante 1 ano
Acido folinico - 10 mg, 3 x por semana o N i i
(1 mg/kg/dia, max. 15 mg/dia) Amdp folinico gte 1~ semana apo0s
Prednlsona 1 mg/kg/d, 12/12h,vo termino da medicacéo

quando proteina
liquor > 1g/dl ou por
retinocoroidite

Até | inflamac&o

"0 tratamento deve ser mantido até que a infeccdo congénita seja excluida.
"Adaptado de Remington JS, Mcleod R, Desmonts G. Toxoplasmosis. In: Remington JS, Klein JO.
Infections Diseases of the Fetus and Newbom infant 5.ed. WB Saunders. 2001 :206-346

A tendéncia atual do tratamento da toxoplasmose fetal € usar a sulfadiazina
e pirimetamina e acido folinico desde a 212 semana de gestacdo, usando de
forma ininterrupta até o nascimento da crianca e s6 modificar para clindamicina e
pirimetamina para o recém-nascido que tiver hiperbilirrubinemia. Apds o
nascimento, manter-se as drogas até 1 ano (no caso de néo ter sequelas) ou 2

anos para atenuacédo das sequelas provocadas pelo parasita.



3. Objetivos
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3.10bjetivo Geral

Estabelecer a eficiéncia da amniocentese (coleta de liquido amniotico) e da
cordocentese (coleta de sangue fetal puro do corddo umbilical), dirigidas por
ultrassonografia no diagndstico da toxoplasmose fetal.

Estabelecer taxa de transmissao vertical.

3.20bjetivos Especificos

3.2.1 Avaliagéo do ponto de vista comparativo, dos dois métodos invasivos
(amniocentese e cordocentese) para o diagnostico fetal de
toxoplasmose, utilizando sorologia (pesquisa dos anticorpos da

classe IgM e IgG) no liquido amnidtico, como metodologia inovadora

3.2.2 Avaliar o valor dos exames soroldgicos realizados em camundongos
inoculados com liquido amniético e sangue fetal de gestantes com
rastreamento positivo para toxoplasmose, no sentido de confirmar o

diagnostico da infeccao fetal.



4. Materiais e Métodos
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4.1 Populacdo em estudo

O presente trabalho trata de estudo observacional analitico de coorte,
prospectivo, em gestantes agudamente infectadas pelo T. gondii, onde os fatores
estudados foram os tipos de exames realizados para o diagnostico de infeccéo
fetal. As gravidas avaliadas foram provenientes do sistema publico de saude de
Goias, onde o programa inclui investigacdo sorologica de 10 infec¢des (HIV,
hepatite B, hepatite C, HTLV, toxoplasmose, doenca de Chagas, herpes simples,
sifilis, citomegalovirus e rubéola) e a fenilcetondria materna, por meio da técnica
de papel filtro. A gestante ao iniciar o acompanhamento médico pré-natal, recebe
solicitacdo da coleta de gota de sangue digital para o papel filtro, que é enviado
do posto de coleta até o laboratério do Instituto de Pesquisa, Ensino e
Diagnostico (IPED) da APAE de Goiania, conveniado a Secretaria Estadual de
Saude, com apoio das Secretarias Municipal e Estadual de Saude do Estado de
Goiéas. Deste laboratério os resultados sdo enviados para 0s respectivos centros
de triagem, solicitando nova coleta se os resultados forem indeterminados. Neste
caso, a nova coleta, com amostra de soro, destina-se ao Laboratorio Central
(LACEN) da Fundacéo Servicos Estaduais de Saude para contraprova. A técnica
consiste na coleta de sangue das pacientes, proveniente da polpa digital ou de
puncao venosa, com deposicdo no papel filtro em area previamente demarcada.
Apés secagem da amostra (até 4 horas), o papel filtro € enviado ao laboratério
IPED — APAE em Goias, ndo ultrapassando periodo superior a 24 horas apés a

coleta. Apos chegada ao laboratério, a amostra de sangue € resuspendida, e
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entdo processada pelos testes sorologicos padrées para cada doenca.
Especificamente para a infeccédo pelo T. gondii, 0 método soroldgico utilizado na
triagem foi ensaio imunoenzimatico (ELISA), com sensibilidade de 99,4% e
especificidade de 99,8%, para pesquisa de anticorpos IgM, e sensibilidade de
99,3% e especifidade de 99,8% para pesquisa de anticorpos IgG contra este
parasita.

As mulheres (N = 65) diagnosticadas como portadoras de toxoplasmose
aguda, pela presenca de anticorpos da classe IgM identificados com teste em
papel filtro, confirmadas com teste ELISA (IgM) e teste de Avidez da IgG abaixo
de 30%, foram encaminhadas para investigar a possibilidade de infeccao fetal.
Foram submetidas a exames em liquido amnidtico (retirado por amniocentese) e
sangue fetal (retirado por cordocentese) ao mesmo tempo por puncéo dirigida por
ultrassonografia.

O periodo de estudo foi de Janeiro de 2003 a Dezembro de 2005. As
mulheres foram encaminhadas ao servi¢co de referéncia para transmisséo vertical
do municipio de Goiania e Estado de Goias, com sede no Hospital das
Clinicas/Faculdade de Medicina-UFGo. Foram realizados amniocentese com
coleta de 10 ml de liquido amnidtico, e a0 mesmo tempo cordocentese com
aspiracdo de 3 ml de sangue fetal puro, sob visdo ecografica, na clinica
Fértile/Goiania-Go.

Os exames solicitados no liqguido amniético e no sangue fetal foram
realizados no laboratério de parasitologia do Instituto de Patologia Tropical e

Saude Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias e foram: cultura e
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inoculacdo em camundongos, complementado pelo estudo histopatolégico do
cérebro dos mesmos; sorologia para toxoplasmose no sangue de camundongos
isogénicos inoculados com material aspirado durante o procedimento invasivo
(liquido amnidtico e sangue fetal); reacdo de imunofluorecéncia indireta (IFI) com
dosagem de anticorpos das classe IgM e IgG; reacédo de amplificacdo do DNA do
parasita (PCR).

As criancas (RN) que nasceram na maternidade do Hospital das Clinicas/
UFGo, realizaram ao nascimento: pesquisa do parasita em sangue periférico e
liquor cefalorraquidiano por cultura e inoculagdo em camundongos, exames em
sangue periféricos com técnicas automatizadas MEIA (Método utilizando micro-
particulas), ELFA para deteccdo de anticorpos da classe IgM e ELISA para
deteccdo de anticorpos da classe IgA especifica e IFI (IgM e IgG), realizadas no
laboratorio do Hospital das Clinicas (MEIA) e Atalaia (ELFA, IGA e IFl). Foi
colhido sangue da mée para anélise comparativa dos seus titulos com os do filho.
Além disso, foram acompanhados no ambulatério de infeccbes congénitas
(referéncia para o tratamento de RN com infec¢cdo congénita da rede municipal e
estadual de saude) do referido hospital. Fizeram exames de fundo de olho e
ultrassonografia de cranio transfontanela. Esses exames e 0 seguimento
permitiram o diagnostico da transmissao vertical.

A populagéo inicial foi 65 gestantes com rastreamento plasmatico positivo
para toxoplasmose aguda, e a avaliagdo final foi realizada em 37 delas que
apresentavam todos os resultados obstétricos exigidos (sorologia materna/

inoculacdo em camundongo/ estudo histopatologico do cérebro do camundongo/
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avaliacao clinico-laboratorial do recém-nascido) para essa investigacdo, e com
avaliacdo diagnostica do recém-nascido ou do lactente, que pudesse esclarecer

se houve ou ndo transmisséao vertical do parasita.

Considerou-se como critério de excluséo:
1. Gravidas que ndo confirmaram toxoplasmose aguda com o teste de
ELISA e de Avidez da IgG.
2. Gravidas que apoOs avaliacdo negaram-se a se submeterem aos
procedimentos invasivos.
3. Apo6s a manipulacdo dos resultados, foram também excluidas 28 (43,1%)
pacientes por nao apresentarem todos os exames da proposta de

investigagéo inicial.

4.2 Fluxograma dos Pacientes

As pacientes foram originadas dos servi¢os publicos de satde municipal de
Goiania e estadual de Goias, triadas também por Hospitais de referéncias,
Hospital das Clinicas e Maternidades publicas estaduais (Hospital Materno Infantil,
Maternidade Dona iris e Maternidade Nossa Senhora de Lourdes) onde os
obstetras ao identificarem sorologia materna com presenca de anticorpos da
classe IgM, confirmados por ELISA e com teste de avidez do IgG baixo,
identificadores da fase aguda, faziam o encaminhamento para o diagnéstico de

infeccéo fetal.
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O encaminhamento foi feito ao Departamento de Ginecologia e Obstetricia
da Faculdade de Medicina/UFGo. Os procedimentos invasivos foram realizados na
Clinica Fértile Diagnosticos, onde foi coletado o liquido amniotico através da
técnica de amniocentese classica sob visdo ultrassonografica com agulha
descartavel, calibre 22, e ao mesmo tempo o sangue fetal puro através da técnica
de cordocentese sob visao ultrasonografica com agulha descartavel do mesmo
calibre. Posteriormente, os materiais colhidos foram encaminhados ao laboratério
de patologia do IPTSP, para realizacdo dos exames citados anteriormente.

Os resultados finais dos exames foram entregues as pacientes, que em
seguida foram orientadas sobre o tratamento j& iniciado na unidade de saulde, e
concientizadas da necessidade de mudancas quando o feto foi diagnosticado

como infectado.

4.3 Processamento do Material

Cinquenta (50) amostras de liquido amnidtico e 65 de sangue fetal 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.
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4.4 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 0 sangue (por puncéo cardiaca) e o encéfalo dos animais. Do
sangue, ap6s a obtencdo do soro, realizou-se sorologia, para a deteccdo de
anticorpos das classes IgG e IgM através de Imunofluorecéncia. Do encéfalo,
confeccionou-se laminas histolégicas coradas com hematoxilina-eosina.

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

peritoneal nestes animais a procura das formas taquizoitas.

4.5 Puncao cardiaca do camundongo

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

Etapas da coleta intracardiaca:

Anestesiou-se 0 animal em posi¢cdo de decubito dorsal, desinfetando-se a
regido toracica (alcool-iodado), com seringa e agulha heparinizada, introduziu-se a

agulha 24 x ¥2 com seringa de 1ml estéril, paralela a linha do esterno, em direcéao
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a esquerda do animal, no antependltimo espaco intercostal, em um angulo de 45°
para aspirar do cora¢ao o volume desejado.

O volume de sangue compativel com a sobrevivéncia € calculado pela
férmula, “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 0,4
ml, quando os animais foram sacrificados foi possivel obter até 1 ml de sangue

total.

4.6 Imunofluorescéncia Indireta em Soro de camundongo.

Utilizou-se a reagdo de Imunofluorescéncia Indireta-IFl, (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 solugéao
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 diluicdo de 1:200 para os conjugados
anti-lgM e anti-lgG de camundongo (conjugado anticadeia pesada com

isotiocianato de fluoresceina - SIGMA).
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4.7 Analise Histopatoldgica do Encéfalo dos camundongos

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

Em seguida, foram desidratados em concentracdes crescentes de alcoois,
diafanizados em xilol, incluidos em parafina quente e confeccionados blocos.
Realizaram-se cortes histolégicos seriados com espessura de 5 um. 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).

4.8 Imunofluorescéncia Indireta em liguido amniético e sangue fetal (IgM e

I9G)

Utilizou-se a reacdo de Imunofluorescéncia Indireta-IFl, sendo o antigeno
produzido no laboratério de parasitologia do Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica da Universidade Federal de Goias, utilizando a cepa RH, mantida
no laboratério de Protozoologia do IPTSP-UFG. 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 diluicdo de 1:200 para o0s
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conjugados anti-IgM e anti-lgG de camundongo (conjugado anticadeia pesada

com isotiocianato de fluoresceina - SIGMA).

4.9 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR) no liguido amniotico e sangue

fetal

O DNA foi extraido, conforme especificacbes do PureLink Gemnomic
Purification Kit — For Purification of genomic DNA -Invitrogem separadamente do
material bioldégico (sangue e liquido amnidtico). Foram utilizados controles
negativos e positivos como material de laboratério adequados e ambientes
isolados para realizacéo de cada etapa da reacao.

E um método que permite a amplificacdo de segmentos especificos de
acidos nucléicos, baseada em ciclos repetitivos da sintese de um segmento de
DNA in vitro, utilizando uma DNA-polimerase, a Taq polimerase,

A PCR é baseada em dois pares cromossémicos do genoma B; do T.
gondii, cepa RH. O primeiro par € Toxo-N1 (5-GGAACTGCATCCGTTCATGAG-
3’), e 0 segundo par € Toxo-N2 (5-TGCATAGGTTGCAGTCACTG-3’) e Toxo-C2
(5-GGCGACCAATCTGCGAATACACC-3"), correspondendo ao nucleotideo B;

694-714, 887-868, 757-776 e 853-831, respectivamente.
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4.10 Avaliacao do recém-nascido

Os recém-nascidos produtos destas gestacdes foram avaliados no
Departamento de Pediatria da FM/UFG. Neste momento fez-se avaliagdo clinica,
soroldgica, imunologica e oftalmologica e acompanhamento dos suspeitos em
ambulatorio especializado. Isso permitiu o diagnostico dos nascidos infectados e

assintomaticos, dos infectados sintomaticos e dos nao infectados.

4.11 Andlise Estatistica

Para andlise do exames laboratoriais e determinacdo do melhor teste de
diagnéstico pré-natal da toxoplasmose congénita, utilizaram-se os testes de
sensibilidade, especifidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo,

considerando-se

Sensibilidade (S)=__a

a+c , iy
a = verdadeiro positivo
o b = falso positivo
Especificidade (E) =__d ¢ = falso negativo
b+d d = verdadeiro negativo

Valor Preditivo Positivo (VPP) =__a
a+b

Valor Preditivo Negativo (VPN) = d
c+d

Cada teste foi realizado para liquido amniético, sangue fetal e sangue de

camundongo, utilizando-se como “padrdo ouro“ a inoculagdo em cobaio com
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estudo histopatologico. Para fins comparativos utilizou-se como padréo-ouro o
recém-nascido, para o qual estabeleceu-se o indice de transmissao vertical para

este grupo.



5. Resultados
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A partir do nimero amostral final de 37 pacientes obtiveram-se 0s seguintes

resultados:

Tabela 5 — Distribuicdo dos casos de toxoplasmose e gravidez segundo
a idade materna, Goiania (GO) Brasil — 2006.

Idade Materna (anos) N° %
<18 06 16,22
18 a 35 28 75,67
> 35 03 08,11
Total 37 100,00

Tabela 6 — Distribuicdo dos casos de toxoplasmose e gravidez segundo
a paridade, Goiania (GO) Brasil — 2006.

Paridade N° %
Gl 18 48,65
Gll - GIV 18 48,65
> GV 01 02,70
Total 37 100,00
Gl — Primeira gestacéo ; Gll - G IV - Segunda a quarta gestacdo ; G V — Quinta

gestacéo.

A idade gestacional de realizacdo dos procedimentos invasivos variou entre
22 e 34 semanas. Nenhuma complicacdo (amniorrexe, trabalho de parto
prematuro, infeccdo amnioética, morte fetal) ligada aos procedimentos obstétricos
invasivos foi observado nesta populacéo estudada. A taxa de transmisséao vertical

foi de 37,14% neste grupo.
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Grafico 1 - Liquido Amnidtico: Dosagem de anticorpos para Toxoplasma gondii
(classes IgM e IgG) comparavel a inoculagdo em camundongo com estudo
histopatolégico, considerado como padrao-ouro, Goiania — Go, Brasil (2006).
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Gréfico 2 - Liguido Amnidtico — Dosagem de anticorpos para Toxoplasma gondii
(classes IgM e IgG) comparavel ao recém — nascido, considerado como padréo-
ouro, Goiania — Go, Brasil (2006).
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Gréfico 3 - Sangue fetal — Dosagem de anticorpos para Toxoplasma gondii
(classes IgM e 1gG) comparavel a inoculacdo em camundongo com estudo
histopatoldgico, considerado como padréao-ouro, Goiania — Go, Brasil (2006).
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Gréafico 4 - Sanque fetal — Dosagem de anticorpos para Toxoplasma gondii
(classes IgM e IgG) comparavel ao recém — nascido, considerado como padréo-
ouro, Goiania — Go, Brasil (2006).
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Grafico 5 — Camundongo pds-inoculacdo — Dosagem de anticorpos para
Toxoplasma gondii  (classes IgM e IgG) comparavel a inoculacdo em
camundongo com estudo histopatoldgico, considerado como padréo-ouro, Goiania
— Go, Brasil (2006).
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Grafico 6 — Camundogo poés-inoculacdo — Dosagem de anticorpos para
Toxoplasma gondii (classes IgM e IgG) comparavel ao recém-nascido ,
considerado como padrao-ouro, Goiania — Go, Brasil (2006).
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Tabela 7 — Distribuicdo dos resultados da pesquisa de anticorpos para
toxoplasmose em Liquido amnidtico e sangue fetal, tendo como padrédo-ouro a
Inoculagcdo em camundongo e histopatoldgico, IPTSP/UFGo, Goiania-Go, Brasil
(2006).

Sorologia para toxoplasmose S (%) E (%) VPP (%) VPN (%) FP (%)
Liquido Amnidtico (IgM* e/ou IgG+) 78,57 85,47 91,66 89,47 06,66
Liquido Amnidtico (IgM™) 28,57 76,92 57,14 50,00 -
Sangue fetal (IgM* e/ou IgG > 1/250) 80,00 34,78 44,44 72,73 39,47
Sangue fetal (IgM™) 588 91,66 50,00 42,30 05,00

Camundongo (IgM* e/ou IgG > 1/20) 78,57 89,47 91,66 89,47 -

S (Sensibilidade), E (Especificidade), VPP (Valor Preditivo Positivo), VPN (Valor Preditivo
Negativo) e FP (Falso Positivo)

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para amplificacdo do DNA do
Toxoplasma gondii foi realizada no liqguido amniético e no sangue fetal, sendo que

apresentou resultados negativos em todos os casos avaliados.



6. Discussao
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A populacéo estudada € jovem, sendo que esta deve ser a expectativa pois
representa populacdo de pré-natal de baixo risco, onde o contacto com fontes de
transmiséo do protozoario a encaminha para o alto risco.

A semelhanca da faixa etarea, a grande maioria das mulheres ou sédo
primigestas ou multiparas, sendo que as grandes multiparas apresentam baixa
ocorréncia.

Os procedimentos invasivos foram realizados acima de 22 semanas, pois é
a idade gestacional a partir do qual o concepto tem producdo de anticorpos, e
portanto o quadro soroldgico pode ser avaliado.

Diante de sorologia positiva para toxoplasmose no sangue materno durante
o rastreamento pré-natal, € importante esclarecer a possibilidade do concepto ter
sido infectado, pois a terapéutica tem indicacao distinta quando o concepto esta
acometido (sulfa + pirimetamina + &cido folinico) ou ndo (tratamento materno com
espiramicina).

A realizacdo de exame imunologico no liquido amniético, que € metodologia
exclusiva do sangue, € procedimento mais simples que a cordocentese (sangue
fetal), e trouxe a luz da ciéncia, a possibilidade do seu uso como investigacdo do
concepto.

A propedéutica obstétrica invasiva (cordocentese/ amniocentese) apresenta
risco, especialmente fetal, em torno de 1%, que complicaria a evolugéo
gestacional e poderia levar até a morte fetal. Nestes 37 casos puncionados nao

houve qualquer complicacdo que tenha interferido na evolucéo do pré-natal.
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O liquido amnidtico representa a producao urinaria do concepto na sua
maior composicdo. Diante de uma infeccdo congénita, o feto reage com a
producdo de anticorpos, que tem como via de excrecdo a urinaria e dai sua
observacao naquele liquido.

Considerando a pesquisa de anticorpos para Toxoplasma gondii no liquido
amnidtico comparavel a inoculagdo em camundongo como padrao-ouro, obteve-se
boa sensibilidade e boa especificidade com falso positivo baixo. Quando
observou-se o teste como positivo, quando o IgM estivesse exclusivamente
presente, os resultados caem, em decorréncia de que a barreira renal dificulta o
transporte urinario desta macromolécula. Assim a investigacdo no liquido
amnidtico através de IFlI de anticorpos da classe IgG e/ou IgM, observando a
presenca especialmente do IgG referencia contaminacao fetal pelo agente (Assim
IgG excretado através da barreira renal fetal e identificado no liquido amniético
teria origem do concepto exclusiva, pois o IgG materno deveria utrapassar a
barreira placentéria e renal do feto para atingir o liqguido amniético).

A realizacdo de amniocentese para coleta de liquido amnibtico é bem
descrita desde a década de 1960, e bem conhecida dos obstetras. Assim, dos
procedimentos invasivos € considerado o mais simples, mais rapido e mais barato,
sendo que o custo da sorologia no mercado privado de Goiania-Go gira em torno
de R$ 32,00.

Quando se compara o0s calculos da pesquisa de anticorpos para
Toxoplasma gondii no liquido amnidtico com o recém-nascido doente, verifica-se

uma queda de especificidade de 85,47% (padréo-ouro o camundongo) para
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50,00%, assegurando assim que nem todos os fetos contaminados desenvolvem a
infeccdo e/ou doenca até o momento da observacao pos-natal.

No sangue do concepto infectado pelo toxoplasma deve circular o parasita
e 0s anticorpos. Quanto aos anticorpos, deve-se considerar trés compartimentos
(o materno/ o fetal/ o liquido amnidtico) com duas barreiras (a placentaria / a renal
fetal).

O anticorpo de classe IgG transpde barreiras como a placentaria e a renal
com facilidade, enquanto o da classe IgM néo o faz por apresentar peso molecular
cinco vezes maior que o primeiro. Assim o anticorpo IgG materno passa para o
concepto e através dos rins poderia chegar ao liquido amniético em minimas
proporcdes, enquanto que o IgM materno ndo chega a circulacéo fetal e o IgM
fetal ndo atingiria o liquido amnidtico. Esta consideracdo explica a alta
especificidade do IgM no sangue fetal (91,66%) e menos importante no liquido
amnioético (76,52%). Desta forma, o anticorpo da classe IgM presente no
compartimento materno representa infeccdo aguda da mae e quando presente no
lado fetal representa infeccdo aguda do mesmo. No mesmo sentido 0s anticorpos
da classe IgG no compartimento fetal podem ser de origem materna, mas no
compartimento do liquido amniético parece ser exclusivo de origem fetal. No
Liquido Amniético o encontro do anticorpo da classe IgG e/ou IgM em qualquer
titulacdo trouxe a melhor correlacdo estatistica no diagnéstico da infeccao do
concepto.

No plasma fetal ao se pesquisar a sorologia, considerando como teste

positivo a presenca do anticorpo da classe IgM circulante e/ou da classe IgG com
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titulo maior que 1/250 (pois este pode ser de origem materna) e como padréo-ouro
a inoculacdo em camundongo obteve-se boa sensibilidade porém baixa
especificidade e um falso positivo relevante. Quando se considerou como teste
positivo apenas o anticorpo da classe IgM a especificidade subiu com falso
positivo baixo. Porém, a sensibilidade ficou muito baixa, o que limita este critério
como método de rastreamento. Desta forma estando o anticorpo da classe IgM
presente no sangue fetal ha alta correlagdo com a doenca, mas quando ausente
nao exclue o rastreamento e o diagnaostico.

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) assim como captura hibrida,
através de biologia molecular, identifica fragmentos de DNA do microorganismo
em evidéncia, sendo que estando positivo apresenta alta especificidade
diagndstica. No entanto, a sensibilidade pode ficar prejudicada pela ocorréncia de
falsos negativos e isto limita o rastreamento basicamente por duas razdes: 1. Nao
ter padronizacdo universal; 2. baixa parasitemia no momento do teste. Neste
estudo realizou-se PCR para toxoplasmose no liquido amnidtico e no sangue fetal,
sendo que ndo se apresentou positivo em nenhum dos casos. Tal observacéo se
deve provavelmente ao fato das gravidas chegarem ao servigo de referéncia em
tratamento com espiramicina, e no momento da coleta do material bioldgico, a
circulacdo no ambiente feto-placentario apresentar baixa parasitemia. Segundo
Vidigal e cols, 2002, a PCR nao pode ser o unico método no diagndéstico da

toxoplasmose no liquido amnidtico.
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A metodologia padrao-ouro de reférencia internacional no diagndéstico da
toxoplasmose congénita é a inoculacdo em camundongo, a qual foi utilizada nesta
populacao.

A PCR, que representa avanco tecnologico neste aspecto, e em alguns
servicos nao consensuais tem sido adotada como padrao-ouro, ndo atendeu as
expectativas esperadas neste estudo, e, portanto enaltecemos o método
laboratorial mais trabalhoso e tradicional, que foi a inoculagdo em camundongo
com estudo histopatologico. Foi o que melhor resultado forneceu. No entanto é
demorado e necessita de varias inculagcbes do material biologico para que se
consiga encontrar o parasita na investigagao.

A pesquisa de PCR para toxoplasmose tem alto custo em nosso meio
(R$ 292,30) e ndo se mosta um bom exame pois foi 100% negativo. Estes
achados diferem de boa parte dos trabalhos da literatura, que consideram a
biologia molecular como de elevado valor no diagnostico da infeccdo congénita.
Outros autores relatam sensibilidade baixa, provavelmente devido ao tratamento
instituido a gestante desde o seu diagndstico soroldgico.

Por isso, enaltecemos a inovagdo do uso da investigacdo sorologia para
toxoplasmose no liquido amniético como método simples, pratico, rapido, barato e
de complicacdo reduzida, pode ser incorporada ao arsenal da pesquisa da
infeccéo fetal.

Conhecer o quadro de contaminacgéo fetal € importante no pré-natal para
instalacdo de medicamentos especificos para a infeccdo, pois a espiramicina € um

parasitostatico placentario e ndo tem acédo no concepto. Os medicamentos que
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tratam o feto sdo pirimetamina e sulfadizina complementados pelo acido folinico.
Desta forma o tratamento com quimioterapia, em uma gestante com toxoplasmose
aguda, leva a uma diminuicdo de até 70% na incidéncia de toxoplasmose
congénita (Desmonts & Couvreur 1974, Daffos et al. 1988).

Ao se injetar material biolégico em camundongo e o mesmo ficando
contaminado, o0 seu sistema imune reage com producdo de anticorpos, 0s quais
podem ser pesquisados. Neste grupo fez-se puncédo cardiaca dos animais de
laboratorio pds-inoculacdo e comparou-se os resultados soroldgicos (Anticorpos
da classe IgM e IgG) com os resultados da inoculacdo em camundongo e estudo
histopatolégico, observando sensibilidade de 78,57% e especificidade de 89,47%,
0S quais sao indices interessantes do ponto de vista experimental. Assim,
camundongos confirmadamente virgens de toxoplasmose podem ser utilizados
no rastreamento e diagnéstico da doenca fetal através da identificacdo de
anticorpos especificos circulantes no seu sangue.

A sorologia no liqguido amnidtico (anticorpos da classe IgM e IgG) deve ser
incorporada a propedéutica obstétrica na investigacdo da toxoplasmose fetal, por
ser simples, barata, de baixas complicagcbes no pré-natal, altos indices de
correlagcdo com infeccdo e/ou doenga no concepto.

Esta observacdo inovadora da investigacdo imunologica no liquido
amniotico e também no sangue de camundongo abre novos horizontes na ciéncia,
quanto a pesquisa experimental e possivel incorporacdo destas metodologias na
pratica diaria da obstetricia. Traduz-se como relevante na dificil definicdo de

postura quanto a terapéutica desta infeccdo no pré-natal, no sentido de reduzir a
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transmissao vertical e especialmente as sequielas dramaticas, que esta entidade

pode deixar para sempre nos conceptos que sobreviverem.



/. Conclusoes
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7.1 Conclusdes gerais

1) A pesquisa simplificada de sorologia para toxoplasmose (IgM e 1gG) é
possivel no sangue fetal por cordocentese, e especialmente no liquido amniético
por amniocentese.

2) A amniocentese e a cordocentese foram eficientes quanto a

exequibilidade e a auséncia de complicacdes.

7.2 Conclusdes especificas

1) O liquido amniético, através da amniocentese, para pesquisa soroldgica
de anticorpos da classe IgM e IgG em qualquer titulagcdo pode ser utilizado no
rastreamento e diagndéstico da infeccao fetal por toxoplasmose, pois mostra
elevado correlagcdo em infeccao fetal com alta sensiblidade e especificidade, e
com baixo resultado falso positivo.

2) No sangue fetal, através de cordocentese, pode-se utilizar a pesquisa
sorolégica (anticorpos da classe IgM+ e/ou IgG > 1/250) para diagnostico da
infeccdo por toxoplasmose pois teve alta sensibilidade, apesar da baixa
especificidade, e elevado resultado falso positivo.

3) A identificacdo isolada do anticorpo da classe IgM no sangue fetal
(cordocentese) eleva a especificidade de 34,7% para 91,66% com baixo resultado

falso positivo de 05,00%, enquanto que no liquido amniético esta declina de
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85,47% para 76,92%, possivelmente pela barreira na excrecado renal desta
imonoglobulina. Portanto, este anticorpo quando presente na circulacdo fetal
traduz alta correlacdo com infeccéo aguda fetal por toxoplasmose.

4) No material coletado por cordocentese e amniocentese, apos ser
inoculado em comundongos, pode-se pesquisar anticorpos da classe IgM e IgG
para toxoplasmose no sangue dos mesmos, onde apresentou alta sensibilidade e

especificidade.
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9. Anexos



PROTOCOLO DE AVALIACAO DAS PACIENTES

1- Nome: 2- ldade:
3- Endereco: 4- Fone:
5- Paridade: 6- DUM:

7- Idade gestacional:

8- Puncao do Abdome Gravitico

8- Cordocentese: volume aspirado / complicacao
8b- Amniocentese: volume aspirado / complicacao
9- Resultado:

Sorologia (IgM/IgG) em sangue fetal:

Sorologia (IgM/IgG) em liquido amnidtico:

PCR no liquido amniotico:

PCR no sangue fetal:

Inoculag&o em cobaio:

Histopatologico do cobaio:

Sorologia (IgM/IgG) do cobaio:

OBS: O referido instrumento de coleta de dados foi elaborado e € preenchido

pelo pesquisador .
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO
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