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RESUMO

A transmissdo congénita do Toxoplasma gondii em humanos tem sido associada a
ocorréncia de abortos, natimortos e mortalidade neonatal. Recém-nascidos infectados
podem apresentar hidrocefalia, retinocoroidite, calcificacdes cerebrais e retardo mental
ou perturbacBes neuroldgicas. A maioria das criancas infectadas que nascem sem
sintomatologia aparente, quando ndo tratadas, podem desenvolver lesdes oculares
tardias. As estratégias de diagnostico (sorologico ou parasitoldgico) comumente
utilizadas possuem limitacGes que dificultam e/ou atrasam o diagnéstico precoce da
toxoplasmose congénita, essencial para o inicio do tratamento e consequente melhora no
prognostico da doenca. Esse trabalho tem por objetivo identificar a presenca do T.
gondii no DNA extraido do sangue periférico de recém-nascidos infectados. A técnica
de gPCR, utilizando uma sequéncia repetitiva do genoma do parasito (rep529) foi
testada como uma alternativa para o diagndstico rapido da toxoplasmose congénita. O
resultado de 183/220 (83,2%) amostras foi considerado pela auséncia de inibidores de
PCR ou produtos inespecificos. Em 84/183 (45,9%) das amostras a presenca do parasito
foi confirmada pela amplificacdo do alvo rep529. A técnica de gPCR-rep529 obteve boa
reprodutibilidade (82,86%). Doze amostras (6,5%) com diagnostico molecular positivo
foram negativos para a pesquisa de 1gG apds 12 meses de vida. N&o foi observada
associacdo entre a gPCR-rep529 e a presenca de calcificacdes cerebrais, entretanto, em
relacdo a presenca de lesdo ocular, a diferenca foi significativa (p= 0,013), O risco
relativo (RR) de uma crianca ter toxoplasmose ocular, dado que a qPCR foi positiva, é
1,8 vezes maior do que em uma crianca, previamente triada como positiva, onde a
gPCR foi negativa Considerando os tipos de lesdo foi demonstrado que as criangas com
retinocoroidite ativa possuem RR de 2,3 (p = 0,009) e as com retinocoroidite cicatrizada
de 1,9 (p = 0,034). Atraves da quantificacdo do nimero de parasitos presentes no sangue
periférico dos recém-nascidos foi avaliada uma possivel associacdo entre a carga
parasitaria e a idade das criangas ou 0s principais sinais clinicos apresentados pelas
criangas infectadas: calcificacbes cerebrais e retinocoroidite. A carga parasitaria
encontrada nas criangas foi pequena, 68% das amostras positivas apresentavam o
numero estimado de parasitos menor que 0,5 taquizoito/mL de sangue periférico. As
criangas possuiam em meédia 58 meses de vida e ndo foi observada associagio
significativa entre a idade das criangas e a carga parasitaria. Da mesma forma nao foi

observada associacdo entre a presenca de calcificagOes cerebrais ou a presenca de

Xii



retinocoroidite e a carga parasitaria. Foi observada uma variacdo intraespecifica no
namero de cépias do alvo rep529 em oito cepas de gendtipo recombinante e fendtipo

virulento para camundongos isoladas recentemente de casos congénitos.

Palavras-chave: Toxoplasmose congénita, Toxoplasma gondii, diagndstico molecular,

PCR em tempo real, retinocoroidite.
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ABSTRACT

Congenital toxoplasmosis has been associated with the occurrence of abortion,
stillbirths and neonatal mortality. Infected newborns may have hydrocephalus,
retinochoroiditis, cerebral calcifications and mental retardation or neurological
disorders. Most infected children who are born asymptomatic, but without specific
treatment, may develop late ocular lesions. Strategies for diagnosis (serological or
parasitological) have limitations that difficult and/or delay the diagnosis of congenital
toxoplasmosis that is essential for the early beginning of treatment and improvement in
disease outcomes. This study aims to identify the presence of Toxoplasma gondii in
DNA extracted from newborns peripheral blood. The gPCR technique, using a
repetitive sequence of the parasite genome (rep529), was tested as an alternative tool for
congenital toxoplasmosis fast diagnosis. Results of 183/220 (83,2%) samples was
considered. Results of 37/220 (16,8%) were not available because they have PCR
inhibitors or nonspecific products. In 84/183 (45.9%) samples the parasite presence was
confirmed by amplification of the target rep529. The gPCR-rep529 has good
reproducibility (82.86%). Twelve samples (6.5%) had positive molecular diagnosis
despite absence of IgG after 12 months of life. There was no association between
gPCR-rep529 and presence of cerebral calcifications, however, regarding the presence
of ocular injury, the difference was significant (p = 0.013), with a relative risk (RR) of
1.8. Considering types of ocular lesion, it was demonstrated, that children with active
retinochoroiditis have RR of 2.3 (p = 0.009) and those with healed retinochoroiditis
have RR of 1.9 (p = 0.034). Quantification of peripheral blood parasites from infected
newborns was done through gPCR-rep529. Children has small parasite load, 68% of
positive samples has less than 0.5 tachyzoite parasites / ml of peripheral blood. The
mean age of children were 58 months of life, however, time of life was not associated
with parasite load. It was not possible to associate parasite load to the presence of
cerebral calcifications or retinochoroiditis. There was intraspecific variation in the
number of copies of the target rep529 when eight recombinant strains of T. gondii

isolated from humans were analyzed.

Key words: Congenial toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, molecular diagnosis, Real-

time PCR, retinochoroiditis.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1. TOXOPLASMA GONDII: BIOLOGIA E TRANSMISSAO

Toxoplasma gondii foi identificado pela primeira vez em 1908 simultaneamente por
Nicolle e Manceaux, em roedores no norte da Africa, e por Splendore em coelhos no
Brasil. A descoberta da participacdo dos felideos como hospedeiros definitivos no ciclo
do T. gondii é recente na histdria da toxoplasmose, eles foram identificados por diversos
grupos na decada de 70 (Kim e Weiss, 2008). Atualmente, o T. gondii é classificado
como pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe Conoidasida, Subclasse Coccidia,
Ordem Eucoccidiia, e a Sub-familia Toxoplasmatinae (Levine 1998). O género

Toxoplasma possui apenas um membro, o T. gondii.

Os parasitos dessa espécie sdo intracelulares obrigatdrios e se encontram amplamente
distribuidos em diversas regides mundiais. T. gondii é capaz de infectar um enorme
espectro de hospedeiros intermediarios como, por exemplo, mamiferos (inclusive
aquaticos como os golfinhos), aves e 0 homem. Estima-se que um terco da populacéo
mundial esteja exposta ao parasito (Tenter et al., 2000). Nos humanos, a
soroprevaléncia aumenta com a idade, ndo varia muito entre 0s sexos, € menor em
regides frias, muito aridas e quentes ou em altitudes elevadas. De maneira geral, pode-se
dizer que essa prevaléncia varia conforme a regido geografica, grupo étnico, habitos da

populacdo e também condic¢des socioecondémicas (Montoya & Liesenfeld, 2004).

T. gondii foi considerado por muito tempo um organismo de estrutura genética
populacional clonal (Howe & Sibley, 1995). Apesar de ser um protozoario parasito com
um ciclo sexual bem definido, esse modo de propagacgdo parece ocorrer raramente na

natureza. Na Europa e América do Norte a maioria dos isolados tanto de humanos como



Introducdo

de animais domésticos pertencem as trés linhagens clonais denominadas tipo I, Il e 1lI,
sendo que as cepas com gendtipo tipo Il estdo mais relacionadas as infecgdes
congénitas. Estudos sobre os polimorfismos genéticos e caracterizagdo genotipica em
diferentes isolados de T. gondii demonstraram a existéncia de uma maioria de genotipos
recombinantes circulando na América do Sul, que por consequéncia possuem diferentes
fendtipos como a elevada diversidade de viruléncia para camundongos (Ferreira et al.,

2006).

Classicamente, cepas tipo | sdo associadas ao fendtipo virulento em camundongos,
causando alta parasitemia, aumento do risco de transmissdo transplacentaria e gravidade
de infeccdo fetal. Em contrapartida, as cepas tipo Il e Ill s&o consideradas avirulentas
levando a infeccdo cronica e producdo de cistos teciduais em camundongos (Howe &

Sibley, 1995).

O ciclo do T. gondii é considerado heteroxénico facultativo, pois pode ser mantido
apenas com a participacdo dos hospedeiros intermediarios através de expansdes clonais
do parasito proveniente da ingestdo de cistos teciduais de outro hospedeiro

intermediéario infectado (Tenter et al., 2000).

Ap0s a ingestdo de oocistos ou cistos teciduais pelos hospedeiros intermediarios, tanto
esporozoitos como bradizoitos sdo liberados respectivamente no tubo digestivo,
invadem os enterocitos, se diferenciando em taquizoitos e iniciando, dessa forma, o

parasitismo.

A invasdo celular ¢ um processo ativo e dirigido pelo parasito que ocorre com a
descarga sequencial de proteinas contidas no interior das organelas que formam o
complexo apical e resulta num elaborado motor de actina e miosina. Essa maquinaria

especializada de invasao fornece ao parasito a capacidade de atravessar barreiras como a
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hematocefalica e a placentaria. As proteinas secretadas pelas micronemas (MIC) estdo
envolvidas na adesdo inicial e sdo seguidas pela secre¢do das proteinas das roptrias
(RON e ROP) e dos granulos densos (GRA), respectivamente. O resultado é a formacao
de um vacutolo nao fusogénico também denominado vacutolo parasitéforo. As proteinas
das roptrias assim como dos granulos densos sdo responsdveis por tornar o
microambiente do vaculo parasitoforo adequado ao crescimento do parasito modulando

uma grande variedade de processos da célula hospedeira (Blader & Saeij, 2009).

Nos ultimos cinco anos diversos estudos foram feitos identificando polimorfismos nas
proteinas pertencentes as essas familias, especialmente ROP5, ROP16, ROP18 e
GRAL5, e sua associacdo com a viruléncia do T. gondii. Tem sido demonstrado, em
modelo animal, que proteinas de linhagens do parasito pertencentes a tipos genéticos
distintos I, 11 ou Il possuem diferentes capacidades de modularem pontos importantes

nas vias pro-inflamatdrias da célula hospedeira (Melo et al., 2011).

Quando uma célula esta repleta de parasitos ocorre um stress osmatico com aumento de
tensdo na membrana da célula hospedeira que funcionam como sinais para a saida do
parasito. J& foi demonstrado também que quando ocorre um reconhecimento da célula
parasitada por células do sistema imune como as células NK, a lesdo de membrana
gerada pela acdo das perforinas promove um efluxo de K*. Esse efluxo é um sinal para
secrecdo de proteinas formadoras de poros (TgPLP1) pelos parasitos. Ao formarem
poros na bicamada lipidica das células hospedeira, essas proteinas geram maior
permeabilizacdo da membrana facilitando a saida rapida do parasito. O processo de
saida, da mesma maneira que o de invaséo € ativo e envolve o motor de actina e miosina
formado pelas organelas do complexo apical (Kafsack et al., 2009; Roiko & Caruthers,

2009).
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Os taquizoitos se multiplicam rapida e assexuadamente, através de endodiogenia, e
pelos processos descritos de invasdo e evasdo se disseminam sistemicamente através da
via hematogénica, infectando leucdcitos sanguineos, e em seguida atingem diferentes
tecidos. Essa dissemina¢do perdura até que se estabeleca uma resposta imune adequada.
Essa pressdo imunologica induz a diferenciacdo dos taquizoitos em bradizoitos, que
também se multiplicam por endodiogenia, porém muito lentamente no interior de cistos
teciduais caracterizando o inicio da fase cronica (Kravetz & Federman, 2005; Hill et al.,

2005).

Embora os cistos teciduais possam se desenvolver em 6rgaos viscerais como pulméo,
figado e rins, eles sdo mais prevalentes nos tecidos muscular e nervoso, incluindo
cérebro, retina, musculo cardiaco e esquelético. Cistos intactos ndo causam nenhum
dano ao hospedeiro e podem persistir por toda a vida deste. O mecanismo dessa
permanéncia indefinida ainda ndo é muito bem compreendido, entretanto, alguns
pesquisadores acreditam que periodicamente alguns cistos se rompem liberando os
bradizoitos do seu interior que se transformam em taquizoitos, invadindo novas células
e formando assim novos cistos (Tenter et al., 2000; Montoya & Liesenfeld, 2004; Hill et
al., 2005). Além disso, hoje ja sdo conhecidos alguns mecanismos anti-apoptéticos
mediados pelo parasito na célula infectada garantindo maior sobrevida deste no interior
dos cistos (Lalibert & Carruthers, 2008). Em alguns casos como, por exemplo, na
supressao do sistema imune do hospedeiro, 0s cistos se tornam reservatdrios para a
reativacdo da toxoplasmose e o desenvolvimento de infeccdes locais ou até mesmo
infecgBes disseminadas, inclusive com risco de transmissdo congénita no caso de

gestantes (Andrade et al., 2010).

Quando os hospedeiros definitivos, membros da familia Felidae, ingerem cistos

teciduais (ou até mesmo oocistos), ocorre ndao apenas a multiplicacao assexuada em seus
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tecidos epitélio intestinal, mas também a reproducdo sexuada no epitélio intestinal
através da gamogonia resultando na producgéo de oocistos ndo esporulados. Em seguida,
a membrana da célula epitelial parasitada se rompe liberando o oocisto no Iimen
intestinal e consequentemente nas fezes. No meio externo ocorre a esporogonia e 0
oocisto torna-se infectante contendo dois esporocistos cada um com quatro esporozoitos

em seu interior (Tenter et al., 2000; Hill et al., 2005).

Classicamente, o consumo de carne crua ou mal cozida tem sido descrito como maior
fator de risco para a toxoplasmose (Bonametti et al., 1997; EI-Nawawi et al., 2008).
Entretanto, além dos bradizoitos presentes nos cistos teciduais, tanto os esporozoitos
como os taquizoitos também sdo infectantes. Os oocistos eliminados em grandes
quantidades pelos felideos sdo responsaveis pela contaminacao do solo e cursos d’agua.
Sendo assim, a ingestdo acidental de oocistos presentes no solo ou dgua ndo tratada séo
corriqueiramente identificados na literatura como fatores de risco significativos (Tenter
et al., 2000; Cenci-Goga et al., 2011). Os taquizoitos ndo possuem grande importancia
nas infeccdes adquiridas, uma vez que a parasitemia geralmente ocorre por um curto
periodo de tempo ap6s a infeccdo primaria (Tenter et al., 2000), porém, eles sdo capazes
de atravessar a placenta estando assim envolvidos na transmissao vertical ou congénita

da toxoplasmose.

A infeccdo primaria pelo T. gondii em adultos (incluindo gestantes) e criancas é
assintomatica na maioria dos pacientes. Ocasionalmente, podem aparecer sintomas
inespecificos e autolimitantes, que raramente requerem tratamento, sendo que a
linfadenopatia € a manifestacdo clinica mais comum nesses casos. A retinocoroidite é a
lesdo mais frequente da toxoplasmose. Essa forma ocular é tradicionalmente associada a
uma manifestacdo tardia de uma infeccdo congénita ou reativacdo desta. Porém, cada

vez mais surgem evidéncias que corroboram para a associa¢ao da toxoplasmose ocular a
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fase aguda em casos adquiridos (Montoya & Liesenfeld, 2004; Commodaro et al.,

2009).

Em pacientes imunossuprimidos, a doenca quase sempre é decorrente de uma reativacao
da infeccdo cronica latente. O quadro clinico desses pacientes se apresenta com
comprometimento principalmente do Sistema Nervoso Central, com encefalite de graus
variados. Casos graves podem causar toxoplasmose generalizada (Weiss & Dubey,

2009).

A toxoplasmose congénita (TC) é uma das formas mais graves da doenga com um vasto

espectro de manifestacdes clinicas como visto a seguir.

1.2. TOXOPLASMOSE CONGENITA (TC)

1.2.1. INFECCAO E SINAIS CLINICOS

A transmissdo transplacentaria por taquizoitos tem sido responsabilizada pela
ocorréncia de abortos, natimortos, debilidade e mortalidade neonatal, tanto no homem
como em outros animais. InfeccBGes anteriores a gestacdo oferecem um risco muito
pequeno para o feto, caso ocorram no minimo trés meses antes da concepcao (Montoya
& Liesenfeld, 2004). Alguns estudos de caso foram relatados atribuindo a transmisséo
congénita a uma reativacdo da infeccdo materna, assim como a reinfeccdo da gestante
por cepas de diferentes gendétipos, porém estes sdo achados bastante raros (Rorman et

al., 2006; Elbez-Rubinstein et al., 2009; Andrade et al., 2010).

Nem todas as infecgdes maternas agudas por T. gondii sdo transmitidas ao feto e o risco

de transmissdo congénita aumenta conforme o periodo da gestacdo da seguinte maneira:
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10-15% durante o primeiro semestre de gestagdo, 30% no segundo e 60% no terceiro

(Montoya & Liesenfeld, 2004).

A gravidade das manifestacbes no feto, por sua vez, é inversamente proporcional a
idade gestacional. Casos clinicos mais graves ocorrem quando gestantes se infectam em
idades gestacionais prematuras, apesar do menor risco de transmissdo ocorrer nesta
situacdo (Montoya & Liesenfeld, 2004; Mcleod et al., 2009). Entre a 242 e 302 semana
de gestacdo, o risco de transmissdo é bastante elevado, porém apenas cerca de 10% das

criangas nascem com sintomas clinicos detectaveis (Pinard et al., 2003).

O conjunto de sinais mais comuns encontrados em criancas com toxoplasmose
congénita é conhecido por tétrade de Sabin e consiste em: hidrocefalia, com macro ou
microcefalia, retinocoroidite, calcificagbes cerebrais e retardo mental ou perturbacoes

neurologicas.

Dentre estas, a retinocoroidite € a manifestacdo mais prevalente. Essa manifestacdo
ocular é descrita como lesdes pigmentadas com uma area central necrética afetando
primeiramente a retina e a cordide subjacente e pode ser observada por exame de
fundoscopia. Pode ocorrer envolvimento variavel dos vasos sanguineos da retina, do
vitreo, nervo éptico e segmento anterior do olho (Vasconcelos-Santos et al., 2009). A
inflamacdo ativa tipica dura em torno de seis semanas, momento no qual as lesbes
comecam a regredir permanecendo no local uma cicatriz pigmentada caracteristica. Na
auséncia de tratamento podem ocorrer complica¢cbes como glaucoma, hemorragia ou
descolamento da retina e atrofia do nervo dptico, podendo levar a perda da visdo ou

cegueira funcional (Delair et al., 2011).

Observam-se com frequéncia lesdes oftalmologicas cicatrizadas em grande parte das
criangas afetadas pela via congénita. Entretanto, devido a imaturidade imunoldgica
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fetal, é possivel que o tempo de transformacdo do taquizoito para bradizoito seja mais
longo nestes do que nos adultos imunocompetentes, ou que 0s periodos de reativagao

sejam mais frequentes (Guglietta et al., 2007; Cortina-Borja et al., 2010).

A infeccdo intrauterina pelo T. gondii pode afetar o sistema nervoso do feto de maneira
multifocal, com necrose difusa do parénquima, e envolvimento do cérebro, cerebelo,
tronco cerebral e corddo espinhal. As areas de necrose tendem a formar calcificacGes
intracranianas tipicas da toxoplasmose congénita, provavelmente devido ao ndmero
insuficiente de fagdcitos para remover os debris resultantes. A forma e localizacdo das

calcificacBes podem variar de acordo com o tempo de infeccéo (Lago et al., 2007).

Além destes sinais classicos, dois estudos recentes realizados em Minas Gerais
mostraram que criangcas com TC podem apresentar déficit auditivo associado a doenca
(Andrade et al., 2008; Resende et al., 2010). Porém, esse é um assunto controverso na
literatura. Em revisdo sistematica recente, Brown e colaboradores (2009) concluiram
que a prevaléncia de déficit auditivo em criancas com toxoplasmose congénita nao é
bem estabelecida pela escassez de estudos bem conduzidos objetivando identificar essa
prevaléncia e estabelecer a associacdo com a infecgdo congénita. A prevaléncia
encontrada nos estudos avaliados pelo grupo variou de 0 a 26%, 0 que nao parece ser

evidéncia significativa desta associacao.

Menos frequentemente, a toxoplasmose congénita pode se apresentar com sinais
generalizados como hepato e esplenomegalia, miocardite e ictericia (Kompalic-Cristo et

al., 2005).

Ha& bastante tempo se discute as consequéncias a longo prazo da infecgdo congénita.
Sabe-se que embora cerca de 95% das criangcas com infeccdo congénita ndo apresentam

sintomas de doenca disseminada ao nascimento, a maioria delas (82%), quando néo

8
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recebem tratamento desenvolvem retinocoroidite tardia até a adolescéncia (Mcleod et
al., 2009). Novas lesdes ou recorréncias podem ocorrer de maneira imprevisivel mesmo
muito tempo apds o nascimento (Peyron et al., 2011). Porém, foi observado que o risco
de les@o ocular diminui com o passar do tempo caso nenhuma lesdo tenha sido notada

no periodo da infancia (Freeman et al., 2008).

Os fatores relacionados a variabilidade de sintomas clinicos no bebé ainda permanecem
por serem avaliados. Presumivelmente, as manifestagdes iniciais ao nascimento séo
fortemente influenciadas pelo tempo de gestacdo no momento da infec¢do, mas também
envolvem o estado imune e a genética do hospedeiro, como a presenca do gene HLA-
DQ3 (Mcleod et al., 2009). Podemos citar ainda a viruléncia do parasito envolvido em
cada caso congénito bem como a carga tecidual parasitaria (Weiss & Dubey, 2009; Higa

etal., 2010).

Ja se sabe que na Ameérica do Sul os recém-nascidos com toxoplasmose congénita
apresentam retinocoroidite mais frequentemente e sob formas mais graves (mdltiplas
lesBes, lesdes mais extensas, e que comumente afetam o polo posterior gerando prejuizo
na acuidade visual) quando comparadas as criancas infectadas da América do Norte e
Europa (Gilbert et al., 2008; Vasconcelos-Santos & Queiroz Andrade, 2011).
Retinocoroidite consistente com infec¢do congénita foi encontrada em 79,8% (142) dos
recém-nascidos com TC confirmada em Minas Gerais, sendo bilateral em 63,5% (113)

dos casos (Vasconcelos-Santos et al., 2009).

1.2.2. PREVENCAO E PREVALENCIA
A prevencdo da toxoplasmose congénita pode ser classificada em trés categorias:
prevencdo primaria, secundaria e terciaria. A prevencdo primaria se baseia em

programas de educagdo em saude publica com orientacfes sobre medidas preventivas
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ressaltando os fatores de risco para a toxoplasmose durante a gestacdo. A secundéria, na
triagem pré-natal, promovendo o diagndstico da toxoplasmose em gestantes, seguido de
tratamento especifico daquelas em fase aguda. Por fim, a prevencdo terciaria é baseada
na triagem neonatal diagnosticando e tratando o recém-nascido infectado (Elsheikha

2008).

A maioria dos autores concorda com a necessidade de realizagdo de uma triagem, visto
que o diagndstico clinico tanto da mée quanto do bebé é muito dificil de ser realizado e
a prevaléncia e morbidade da doenca s@o elevadas. Entretanto a opg¢do por uma
estratégia de triagem pré-natal ou neonatal ainda é controversa. Sendo assim, as
estratégias de prevengdo a toxoplasmose congénita adotadas pelo sistema publico de
salde ndo sdo uniformes. Observam-se variacdes entre o0s paises e mesmo dentro de um

mesmo pais (Petersen 2007; Mcleod et al., 2009).

Em relacdo a triagem pré-natal, o tratamento da mae/feto durante a gestacdo é
controverso. Além de possuir efeitos colaterais, a janela de acdo dos medicamentos é
curta, pois somente os taquizoitos sdo sensiveis. Sendo assim, para um tratamento
eficaz, ¢ de suma importancia identificar a soroconversdo e inicia-lo até 3-4 semanas
apos a infeccdo da gestante. Esta é uma dificil tarefa mesmo quando sdo realizados
exames sorolégicos mensais. Além disso, o tratamento materno, independente do
esquema terapéutico adotado, parece ndo impedir efetivamente a transmissdo do
parasito ao feto, nem reduzir a incidéncia de retinocoroidite. Entretanto, o risco de
sequelas neuroldgicas graves € menor nas criangas que receberam tratamento ainda na
vida intrauterina (Kravetz & Federman, 2005; Gilbert et al., 2008; Cortina-Borja et al.,
2010; Peyron et al., 2011). A maioria dos estudos realizados sobre o0 uso de

espiramicina em gestantes com toxoplasmose aguda, tentando identificar uma
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diminuicdo da transmissdo transplacentéria sdo retrospectivos e existem poucos ensaios

clinicos randomizados para determinar a eficacia do tratamento (Kaye, 2011).

Por sua vez, a triagem neonatal também possui limitacdes. O screenig de IgM em
recém-nascidos favorece a deteccdo de criangas infectadas na segunda metade da
gestacdo, podendo ser falso negativo para criangas infectadas na primeira metade,
justamente as com maior risco de sequelas graves (Gilbert et al., 2007). Além disso,
existe pouca ou nenhuma evidéncia que o tratamento p6s-natal funcionaria efetivamente
nos locais com predominio de cepas de T. gondii do tipo Il, que causam quadro clinico
menos importante. Entretanto, na América do Sul, onde predominam cepas mais
virulentas (recombinantes I-11I) e os casos de TC sdo mais graves, recomenda-se

continuar a fazer a triagem neonatal e tratar os recém-nascidos (Andrade et al., 2008).

As estratégias de prevencdo variam de acordo com a realidade local sendo que
normalmente os paises com alta incidéncia da toxoplasmose tém implementado a
triagem pré-natal, enquanto paises com baixa prevaléncia adotam triagem neonatal além

das préaticas educativas (Carellos et al., 2008).

A prevaléncia da toxoplasmose congénita em neonatos varia bastante de acordo com as
técnicas de diagnostico utilizadas, local do estudo, tipo de amostra e principalmente pela
estratégia de triagem realizada na populagdo (Stagni et al., 2009). No Brasil, estudos
relatam desde uma prevaléncia de seis bebés infectados para cada 1000 nascidos vivos

até 0,3 por 1000 nascidos vivos (Tabela 1).

Em outros estudos de triagem neonatal, a prevaléncia da toxoplasmose congénita variou
de 1/10.000 neonatos nascidos vivos em Massachusetts (Guerina et al., 1994) a

4,7/10.000 nascidos vivos na Polonia (Paul et al., 2001).
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A prevaléncia de anticorpos 1gG em mulheres gravidas também varia bastante. Quanto
menor essa prevaléncia, maior o nimero de mulheres suscetiveis a primoinfeccao
durante a gestacdo (Pinon et al., 2001). No Brasil, geralmente é superior a 50%. No
estado do Parand a prevaléncia de IgG em gestantes é de 50% (Vaz et al., 2010; Ferreira
Dias et al., 2011). Na cidade de Natal (RN) essa prevaléncia é de 66,3% (Barbosa et

al., 2009).

Tabela 1: Prevaléncia de toxoplasmose congénita em diferentes localidades do Brasil.

Infectados/1000
Localidade ) _ Triagem Referéncia
nascidos vivos
Goiania—- GO 6,0 Neonatal Rodrigues 2006
Uberlandia - MG 5,0 Neonatal Segundo et al., 2004
Minas Gerais 1,3* Neonatal Vasconcelos-Santos et al.,
2009
Porto Alegre - RS 0,9 Pré-natal/ Varella et al., 2009
Neonatal
Passo Fundo — RS 0,8* Neonatal Mozzatto 2003
Rio Grande do Sul 0,6* Neonatal Lago et al., 2007
Natal — RN 0,33* Neonatal Barbosa et al., 2009
Ribeirdo Preto — SP 0,3 Neonatal Carvalheiro, 2005

*valores ajustados dos originalmente publicados (para 1000 nascidos vivos) a fim de
promover maior valor comparativo.

Em oito anos, de 1995 a 2003, a prevaléncia da toxoplasmose em mulheres gravidas na
Franca reduziu de 54,3% para 43,8%. Um decréscimo similar foi observado nos Estados
Unidos (Cortina-Borja et al.,, 2010). Essa reducdo significa uma alteracdo da
epidemiologia da infec¢do nesses locais, com maior nimero de mulheres em risco de

contrair toxoplasmose e transmisséo ao seu feto (Berger et al., 2009).
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1.2.3. DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE CONGENITA
Como 90% das infeccdes pelo T. gondii, mesmo em mulheres gravidas, é assintomatica
e, nas sintomaticas, os sinais sdo inespecificos (Kravetz & Federman, 2005), o

diagndstico clinico da infeccdo aguda so é possivel através da pesquisa de anticorpos.

Os testes sorologicos mais comumente utilizados sdo a Imunofluorescéncia Indireta
(IFI), o Teste de Aglutinagdo Modificada (MAT), o Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) indireto (IgG) ou de captura (IgM ou IgA), o Immunosorbent
Agglutination Assay (ISAGA) e Immunoblotting (IB) (Remington et al., 2004; Rorman

et al., 2006).

Apesar das evidéncias soroldgicas demonstrarem uma probabilidade de infeccéo,
recomenda-se que o diagndstico seja confirmado biologicamente independente do tipo

de teste soroldgico utilizado (Sauer et al., 2011).

O diagndstico baseado na sorologia é complicado pela possibilidade dos anticorpos
especificos contra o parasito persistirem por muitos anos em circulagdo mesmo em
pessoas saudaveis. Sendo assim, testes especificos para 1gG e IgM positivos ndo
significam necessariamente uma infeccdo recente. Anticorpos IgG sdo detectaveis por
toda a vida do individuo (Montoya & Rosso, 2005). O IgM por sua vez, pode ser um
bom marcador para diferenciar a fase aguda, porém ja se sabe que essa imunoglobulina

também pode permanecer residual por um tempo variavel (Higa et al., 2010).

Uma vez estabelecida a soroconversdo materna, € necessario saber se o feto esta
infectado. 1sso é comumente baseado em ultrassonografia ou PCR em liquido amniotico
(amniocentese) e/ou em amostra de sangue fetal (cordocentese), os dois ultimos

oferecendo risco ao feto (Kravetz & Federman, 2005; Abdul-Ghani 2011).
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O diagnostico soroldgico dos recém-nascidos também ndo é simples. A producdo de
anticorpos pelo feto ou mesmo pelos recém-nascidos é inibida e/ou mascarada pelos
anticorpos maternos (Robert-Gangneux et al., 1999). Apesar disso, usualmente, o
diagndstico neonatal é feito através de detecgdo de anticorpos especificos IgM ou IgA,
subclasses de imunoglobulinas que ndo atravessam a placenta. Entretanto, em um
namero significativo das criancas infectadas, esses anticorpos estdo ausentes ou sdo
produzidos em concentracdes abaixo da sensibilidade do método disponivel. Entdo, na
auséncia de sinais clinicos, o diagnéstico pode ser prorrogado até a observacdo da
persisténcia ou do aumento de IgG durante o primeiro ano de vida (Kravetz &
Federman, 2005; Magi & Migliorini, 2011). Em muitos casos a confirmagéo da infeccéo
congénita é feita através da avaliacdo de persisténcia de IgG, porém esse é um
procedimento lento e o tratamento precoce das criancas infectadas é de suma

importancia (Mcleod et al., 2009).

Os titulos de anticorpos 1gG anti- T. gondii caem progressivamente, nos recém-nascidos
ndo infectados, até negativacdo em prazos de poucos meses a um ano (Thulliez et al.,
1992). Nos bebés infectados estes titulos sdo permanentes ou ascendentes, com exce¢ao
dos casos de imaturidade imunoldgica, quando a crianca com toxoplasmose nao produz
anticorpos, havendo queda dos titulos, podendo chegar a negativacdo por esgotamento
dos anticorpos de transferéncia passiva, para se elevarem em seguida a medida do
despertar da resposta humoral ou término da medicacdo (Spalding 2002). Por esse
motivo deve ser enfatizado que casos suspeitos de toxoplasmose congénita ndo podem
ser descartados simplesmente pela auséncia de IgM, IgA, ou mesmo IgG, especialmente
nos recém-nascidos que receberam tratamento durante a fase intrauterina ou até na fase

pos-natal.
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O acompanhamento dos recém-nascidos suspeitos deve ser realizado em centros
especializados, utilizando todas as fontes possiveis de diagndstico (Rodrigues et al.,
2009). A identificacdo direta do parasito por cultura celular ou isolamento através do
bioensaio em camundongos € considerada padrdo ouro para a definicdo da infeccéo,
mas sdo métodos demorados, laboriosos, de custo elevado além de serem poucos

sensiveis (Kompalic-Cristo et al., 2007; Abdul-Ghani 2011).

O diagnostico molecular através de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) surgiu no
cenario da toxoplasmose a cerca de 20 anos e tem se mostrado uma alternativa mais
sensivel (92%-97,4%) e mais especifica (100%) para o diagnéstico da toxoplasmose do

que os outros métodos ja citados (Spalding 2002).

Os principais tipos de PCR utilizados no diagnéstico da toxoplasmose sdo: a PCR
convencional (cnPCR) seguida de eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida, a
Nested PCR (nPCR) e mais recentemente a PCR quantitativa em Tempo Real (QPCR)

(Abdul-Ghani 2011).

O primeiro alvo utilizado para a PCR foi 0 P30, um gene de cOpia Unica que codifica a
proteina de superficie mais abundante do parasito (SAG1). Em seguida, foi descrito o
gene B1 com 35 coOpias no genoma do parasito. A PCR do gene B1 se mostrou sensivel
sendo que esta regido é conservada entre as diferentes cepas. Esse gene foi amplamente
usado e estudado no diagndstico da toxoplasmose. Pouco tempo depois, a regido 18S do
DNA ribossomal foi descrita como um bom alvo (Abdul-Ghani 2011). Em 2000,
Homan e colaboradores identificaram uma regido repetitiva do genoma do parasito com
cerca de 200 — 300 copias e 529pb (rep529). Essa sequéncia foi depositada no

GeneBank® sob a identificacdo de AF651470 (Homan et al., 2000). A partir de entdo, a
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PCR utilizando essa regido como alvo foi amplamente disseminada no diagnostico da

toxoplasmose (Abdul-Ghani 2011).

O uso da PCR no diagnéstico da toxoplasmose congénita, ocular e em pacientes
imunossuprimidos tem sido bem sucedido. Para esse propdsito sdo utilizadas diferentes
amostras biolégicas como fluido amniotico, placenta, sangue total periférico, fluido
cerebroespinhal, lavado broncoalveolar, fluido vitreo, humor aquoso e fluidos pleural e

peritoneal (Remington et al., 2004).

No diagndstico da toxoplasmose ocular assim como na toxoplasmose cerebral, 0 sangue
periférico tem sido utilizado preferencialmente por ser uma amostra de coleta pouco
invasiva, comparado ao humor aquoso (ou vitreo) e fluido cerebroespinhal (Mesquita et

al., 2010; Silveira et al., 2011).

O uso mais comum da PCR, entretanto, € no diagnéstico da infeccdo congénita
utilizando o liquido amniético. Menos frequentemente ela é realizada com sangue fetal

obtido por cordocentese (Remington et al., 2004).

Outra amostra bioldgica utilizada no diagndstico molecular da TC é a placenta, porém
sua utilidade € controversa. No mesmo ano foram publicados trabalhos a favor (Robert-
Gangneux et al., 2010) e contra (Filisetti et al., 2010) o uso da placenta. As diferencas
se devem provavelmente a restrigdes na anélise devido a utilizagdo de um pequeno
fragmento do tecido, que ndo estd homogeneamente infectado, e também pelas

diferengas metodoldgicas usadas em cada laboratdrio.

De maneira geral, ndo existe consenso sobre os diferentes passos durante o processo de
diagnostico da toxoplasmose atraves da PCR, nem na extracdo do DNA, nos alvos ou

nos iniciadores utilizados. Essas variacbes metodologicas em si constituem um
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obstaculo para a padronizacdo dos métodos de diagndstico assim como a comparagdo
dos resultados entre diferentes laboratdrios (Sterkers et al., 2010). Um estudo realizado
na Franga por Sterkers e colaboradores entre 2002 e 2005 constatou que existiam quase
tantos iniciadores em uso para rep529 (13 pares) em 2005 como havia para 0 B1 em

2002 (21 pares).

A PCR em Tempo Real (QPCR) foi recentemente introduzida para o diagndstico da
toxoplasmose. E uma metodologia rapida, sensivel e quantitativa de deteccio do T.

gondii em amostras clinicas (Kompalic-Cristo et al., 2005).

Esse método é baseado na deteccdo e quantificagdo de uma molécula reporter. Monitora
a fluorescéncia emitida durante a reacdo como um indicador de amplificagdo em cada
ciclo de PCR permitindo uma répida deteccdo da quantidade da sequéncia alvo que
estava presente no inicio da reacdo. A gPCR reduz o risco de resultados falso positivos.
Isso porque a deteccdo dos produtos da reagdo assim como a analise de dados é
realizada em condi¢bes controladas (Bretagne 2003). Outras vantagens dessa
metodologia sdo: maior sensibilidade ja que os produtos sdo detectados através de
emissdo de fluorescéncia, a rapidez, uma vez que ndo requer identificacdo em gel o
resultado pode ser obtido em menos de duas horas, maior precisao e reprodutibilidade e
melhor controle de qualidade no processo pelo menor risco de contaminagdo. As
maiores desvantagens sdo o seu elevado custo e a alta habilidade técnica requerida
(Manual Applied Biossystems Real-Time PCR Vs. Traditional PCR, pag 1-15). Na
gPCR utilizada para toxoplasmose sdo comumente escolhidos como moléculas reporter
0 “Sybr Green”, uma molécula intercalante de DNA dupla-fita, e a Tagman, uma sonda
hidrolizavel de sequéncia complementar ao produto gerado pelos iniciadores e portanto,

de maior especificidade.
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Apesar do numero de cdpias do gene alvo de DNA do parasito ser um fator essencial
que afeta a sensibilidade da reacdo, a especificidade também é indispensavel (Mesquita
et al., 2010). Vérios estudos tem demonstrado a aplicacdo da qPCR para o diagnostico
da toxoplasmose comparando diferentes alvos, geralmente o B1 em contraposigdo ao
rep529, para avaliar a sensibilidade e especificidade dos testes. Alguns desses trabalhos
encontraram uma especificidade maior para o rep529, mesmo utilizando pares de
iniciadores distintos, e uma sensibilidade no minimo 10% maior do que a PCR
utilizando o B1 como alvo (Filisetti et al., 2003; Reischl et al., 2003; Cassaing et al.,
2006; Fekkar et al., 2008). Em contrapartida alguns estudos demonstram que a
especificidade da qPCR-B1 é maior do que da gPCR-rep529 (Wahab et al., 2010;
Mesquita et al., 2010). O estudo de Mesquita e colaboradores (2010) realizado com
amostras clinicas de pacientes brasileiros com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
corroboram com os resultados de Wahab e colaboradores, publicados no mesmo ano,

sobre a menor especificidade do rep529, principalmente utilizando amostras de sangue.

Menotti e colaboradores (2010) descreveram um par de iniciadores apos a realizacao de
um consenso entre as duas sequéncias do alvo rep529 depositadas no GeneBank®
(AF146570 e AF487550) parcialmente discordantes entre si. Os autores testaram a
especificidade desses iniciadores com DNA extraido e purificado de diversos parasitos e
fungos: Cryptosporidium parvum, C. hominis, C. meleagridis, C. felis, C. canis,
Isosporoa belli, Leishmania infantum, L. donovani, L. major, L. tropica, Giardia
duodenalis, Entamoeba coli, E. dispar, E. hartmanni, Endolimax nana, Pseudolimax
butschlii, Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon hellem, Pneumocystis jirovecii e
Aspergillus fumigatus e obteve auséncia de falso positivos. Além disso, a sensibilidade
do meétodo foi maior do que quando o B1 foi utilizado como alvo. Foi possivel detectar

parasitos mesmo apds 2 meses do inicio da administracdo dos medicamentos em um
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paciente com toxoplasmose aguda e recém transplantado apenas utilizando o alvo
rep529. Esse método foi proposto como critério de eficicia do tratamento. O ganho de
sensibilidade se manteve nas diferentes amostras analisadas: sangue total, soro e anel de
leucdcitos. Esses resultados confirmam a eficacia dessa sequéncia repetitiva do T.

gondii como ferramenta para o diagnostico da toxoplasmose.

1.3. QUANTIFICAGAO DA CARGA PARASITARIA

A quantificacdo da carga parasitaria pode auxiliar no entendimento de questfes ainda
ndo elucidadas sobre a toxoplasmose. Como exemplo, podemos citar a duragdo da
parasitemia em individuos infectados pela via congénita, a dindmica de disseminacéo do

parasito pelos tecidos do hospedeiro e a eficacia do tratamento.

Em 1996, Nguyen e colaboradores utilizaram cnPCR associada a cultura de parasitos
para determinar a dindmica no curso da infecgé@o por cepas virulentas e avirulentas de T.
gondii em camundongos, avaliando amostras de cérebro, urina e sangue total. Para
cepas virulentas o parasito foi detectado na urina e no sangue simultaneamente 24 horas
apos a infeccdo. No caso de cepas pouco virulentas a deteccdo foi feita primeiramente
no sangue quatro dias ap0s a infeccdo e permaneceu positiva até o 17° dia. No sexto dia
foi detectada a presenca de parasitos no cérebro e este tecido permaneceu positivo até o
525° dia, prazo final da analise. Em nenhum momento ocorreu detec¢do de parasitos na
urina dos animais infectados com cepas pouco Vvirulentas. Ainda utilizando
camundongos como modelo no estudo da parasitemia na infeccdo com cepas
avirulentas, Norose e colaboradores, em 2008, demonstraram que ocorre um pico no
nimero de parasitos por mL (1x10%) no sétimo dia ap6s a infeccdo e uma negativagéo
no 12° dia. Camundongos deficientes para interferon-y nao foram capazes de controlar a

infeccdo e a parasitemia atingiu niveis elevados levando a morte do camundongo.
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Em 2000, Lin e colaboradores propuseram a técnica de PCR em tempo real para a
quantificacdo do nimero de parasitos em cortes de tecidos oriundos de criangas com
toxoplasmose congénita embebidos em parafina. Nesse contexto eles utilizaram como

alvo o gene B1 e obtiveram um limite de deteccao de 0,05 taquizoitos.

Outros trabalhos determinaram o nimero de bradizoitos presentes no interior de cistos
teciduais de animais de consumo como porcos (Jauregui et al., 2001) e a avaliacdo da
técnica de qPCR como ferramenta potencial para a analise de produtos suinos. A
distribuicdo do parasito em diferentes 6rgdos de galinhas, como cérebro e musculo

cardiaco também foi analisada (Aigner et al., 2010).

Além de estabelecer a presenca do T. gondii, a técnica de gPCR pode ser usada para
estimar a carga parasitaria em diferentes fluidos corporais humanos (Remington et al.,
2004). Simon e colaboradores em 2004, e mais recentemente, Talabani e colaboradores
(2009) quantificaram a carga parasitaria de T. gondii no humor aguoso como
diagnostico diferencial de toxoplasmose ocular em casos de lesdes atipicas ou nos casos
em que a visualizacdo da retina fica impossibilitada pela turvacdo do humor aquoso
decorrente de vitrite. Essa foi uma ferramenta de grande valor diagnéstico e a carga

pdde ser associada ao progndstico das lesdes.

No caso da quantificacdo do nimero de taquizoitos no liquido amniético também foi
encontrado um marcador precoce de prognostico da toxoplasmose congénita. Os valores
encontrados na quantificacdo dos taquizoitos demonstraram excelente relacdo entre
carga parasitéria, periodo da infeccdo materna e risco de infecgdo fetal assim como

gravidade da doenca (Romand et al., 2004).

Em outros estudos a quantificagho da carga parasitaria em imunodeficientes
transplantados ou HIV positivos auxiliaram no monitoramento da eficacia do tratamento
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(Kupferschmidt et al., 2001; Edvinsson et al., 2006; Petersen et al., 2006; Menotti et al.,
2010). Patrat-Delon e colaboradores (2010) encontraram PCR positiva em um paciente,
112 dias apds um transplante de coragéo. A carga parasitaria foi correlacionada com os
sintomas apresentados pelo paciente, sendo maior no pulméo (6000 parasitos/mL)
seguida do sangue periférico (1800 parasitos/mL) e uma pequena carga no fluido
cérebro espinhal (12 parasitos/mL). Foi possivel detectar parasitos no sangue periférico
até o 133° dia depois do transplante, mostrando uma permanéncia da parasitemia

mesmo apos 21 dias de tratamento sistematico.

Além disso, a quantificacdo do numero de taquizoitos em diferentes fluidos pode,
ainda, ajudar no entendimento da patogénese da reativacao da toxoplasmose (Silveira et

al., 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose congénita é uma doenca com morbidade significativa, principalmente
pelo comprometimento oftalmoldgico. No Brasil, as lesdes na retina nos recém-nascidos
decorrentes da infeccdo pelo T. gondii sdo mais graves e mais frequentes quando
comparadas aquelas do Hemisfério Norte. O tratamento precoce tem se mostrado
importante na reducdo das sequelas e melhora do prognéstico. Considerando as
limitagbes no diagndstico comumente usado, principalmente a dificuldade na
confirmacdo da infeccdo através de um diagnostico parasitologico (bioensaio em
camundongos ou cultura) e a demora na obtencdo do resultado do teste soroldgico mais
fidedigno (persisténcia de 1gG aos 12 meses de vida), um diagndstico rapido, sensivel e
especifico se faz necessario. A gPCR utilizando sangue de recém-nascidos com
toxoplasmose congénita pode ser uma excelente ferramenta para auxiliar este dificil
diagnostico. Entretanto, é necessario saber se a sequéncia repetitiva (rep529) utilizada
como alvo nos estudos europeus é capaz de identificar, com a mesma eficacia, a
presenca de cepas recombinantes de T. gondii responsaveis pelos casos de toxoplasmose

congénita no Brasil.

Sabe-se que a variabilidade das manifestacGes clinicas nos recém-nascidos com
toxoplasmose congénita esta relacionada a diversos fatores, presume-se dentre eles a
carga parasitaria. A hipoOtese desse projeto é que a gravidade dos sinais clinicos
(principalmente lesdes oculares) nos recém-nascidos com toxoplasmose congénita no
Estado de Minas Gerais esteja associada a maior quantidade de parasitos circulantes no

sangue periferico quantificados por PCR em Tempo Real.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Identificar e quantificar o DNA do Toxoplasma gondii em sangue periférico de recém-
nascidos identificados pelo Programa de Triagem Neonatal para toxoplasmose
congénita no Estado de Minas Gerais e estabelecer associacdo entre as manifestacdes

clinicas e a carga parasitaria.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar especificidade e sensibilidade relativa da técnica de qPCR em tempo real,
assim como sua utilizacdo no diagnostico neonatal da toxoplasmose congénita (TC) em
relacdo a persisténcia de anticorpos IgG anti-T. gondii ap6s 12 meses de vida do recém-

nascido.

- Avaliar a reprodutibilidade da técnica de qPCR em tempo real.

- Avaliar uma possivel associacdo dos resultados da gPCR a presenca de sinais da TC
(calcificacBes cerebrais e retinocoroidite, incluindo as categorias de lesdo) assim como

avaliar o risco relativo para cada uma delas em relacéo ao resultado molecular.

- Quantificar a presenca de DNA de T. gondii em amostras de DNA extraidas de sangue

de criangas com suspeita de toxoplasmose congénita.

- Avaliar uma possivel associagdo entre carga parasitaria em sangue periférico de recém

nascidos e a presenca de calcificacGes cerebrais.

- Avaliar uma possivel associacdo entre a carga parasitaria em sangue periférico de

recém nascidos e a presenca de retinocoroidite ativa ou cicatrizada.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. PACIENTES

O presente estudo faz parte de um projeto multidisciplinar intitulado: “TRIAGEM
NEONATAL PARA TOXOPLASMOSE CONGENITA NO ESTADO DE MINAS GERAIS”
coordenado pela Dra. Glaucia Manzan Queiroz de Andrade (Faculdade de Medicina da

UFMG - Grupo Brasileiro de Toxoplasmose Congénita, GBTC-UFMG).

Durante o periodo de 1/11/2006 a 31/05/2007 foi realizado um inquérito soroldgico
baseado na detec¢do de IgM especifica contra T. gondii em amostras de sangue seco em
papel filtro utilizando-se o kit TOXO IgM Q-Preven® (Symbiosis, Leme, Brasil) nos
146.307 recém-nascidos atendidos pelo Programa de Triagem Neonatal para
fenilcetonuria, hipotireoidismo e hemoglobinopatias (TESTE DO PEZINHO). Essa
triagem foi realizada pelo Nucleo de Acdes e Pesquisa em Apoio Diagnoéstico

(NUPAD/UFMG) e abrangeu cerca de 95% dos nascidos vivos no estado neste periodo.

Das 146.307 criangas avaliadas, 235 apresentaram resultado positivo ou duvidoso na
pesquisa de IgM anti-T. gondii através do kit Q-Preven®. O restante apresentou
resultado negativo para IgM anti-T. gondii. Os 235 recém-nascidos positivos foram
classificados como suspeitos de toxoplasmose congénita e foram submetidos a testes
soroldgicos confirmatorios: IgA, 1gG e IgM anti-T. gondii no soro/plasma do bebé
assim como de sua mée. Os bebés também passaram por uma avaliacdo clinica no
Hospital das Clinicas (HC) da UFMG a fim de identificar possivel comprometimento
oftalmologico (Fundoscopia) e neuroldgico (Ultrassom Transfontanela, Radiografia de

Cranio). Esses exames foram realizados sob a responsabilidade dos médicos Drs. José
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Nélio Januéario, Glaucia Manzan Queiroz de Andrade e Daniel Vitor Vasconcelos-
Santos. Quando necessario, 0s recem-nascidos eram encaminhados para atendimento

neuroldgico e neurocirurgico.

Dentre as 235 criangas positivas ou com resultado duvidoso para IgM anti-T. gondii
através do teste Q-Preven®, 220 foram selecionadas para este estudo por terem sido
submetidas a pesquisa de 1gG ap6s 12 meses de vida. As outras 15 criangas nao tiveram
sangue coletado ao completarem um ano de vida por diversos motivos (6bito,
desisténcia dos pais em participar do estudo, mudanca de endereco) e, portanto foram

excluidas deste estudo.

Desta forma, o diagnostico de toxoplasmose foi confirmado, de fato, pela persisténcia

dos anticorpos IgG anti-T. gondii, nas crian¢as com aproximadamente 12 meses de vida.

Todas as criancas infectadas foram tratadas com uma combinacdo de sulfadiazina +
pirimetamina + 4&cido folinico durante o primeiro ano de vida, e estdo sendo
acompanhadas por um periodo minimo de cinco anos. Este estudo tem o apoio da
Secretaria Estadual de Saude de Minas Gerais e foi aprovado pelo COEP-UFMG,
parecer n° 0298/06, apresentado em Anexos junto ao termo de consentimento para

participacdo no projeto.
As 220 criangas selecionadas foram divididas em 2 grupos (Fluxograma 1):

Grupo TCC (Toxoplasmose Congénita Confirmada): 180 criangas com

persisténcia de anticorpos IgG anti-T. gondii ap6s 12 meses de vida.

Grupo TCD (Toxoplasmose Congénita Descartada): 40 criancas reativas na
triagem neonatal, mas apresentando resultado negativo para anticorpos IgG anti-T.
gondii ao final de 12 meses de vida.
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Todas as 40 criancas do Grupo C apresentaram exames clinicos normais, com exce¢do
de uma delas que apresentou calcificacGes cerebrais de outra etiologia (porencefalia) no

exame de ultrassom transfontanela.

146.307 Criangas
triadas pelo PETN

235 Resultado
positive/duvidoso

I_I_I

220 Selecicnadas 15 Sem confirmacac
paraesse estudo aos 12 meses de vida

Grupo TCC: 180
(81,4%) Persisténcia
de lgG aos 12 meses

de vida

Grupo TCD: 40
(18,6%) Auséncia de
lgG aos 12 meses de

vida

Fluxograma 1: Identificacdo das 180 criancas infectadas com toxoplasmose congénita
(TCC) e 40 criangas com toxoplasmose congénita descartada (TCD) participantes deste
estudo.
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4.2. COLETA DE SANGUE E EXTRACAO DE DNA

Uma amostra de 1,5 mL de sangue periférico de cada uma das 220 criangas
selecionadas para este estudo foi coletada, em EDTA, imediatamente antes do inicio do
tratamento, para extracdo de DNA total e possivel identificacdo de T. gondii através de
diagnostico molecular. Este sangue foi mantido a -20°C até o momento da extracdo do
DNA. A média de idade dos bebés no momento da coleta de sangue foi de 58 dias,
sendo a idade minima de 18 e a maxima de 173 dias. A avaliacdo clinica foi realizada

no mesmo dia da coleta do sangue.

A extracdo de DNA das amostras de sangue periférico dos recem-nascidos foi realizada
em 300uL de sangue total, imediatamente ap6s o seu descongelamento, utilizando-se o
kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, W1, USA) de acordo com
o protocolo do fabricante. O DNA precipitado foi ressuspendido em 50uL de agua ultra-
pura e sua concentracdo determinada ap6s uma semana, através de dosagem por
espectrofotometria (NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer). As amostras de DNA

foram mantidas sob refrigeracdo, a 4°C, até o0 momento de sua utilizacao.

4.3. VERIFICAGCAO DA PRESENCA DE INIBIDORES DE PCR

Com o objetivo de verificar a qualidade da extracdo de DNA e confirmar a auséncia de
inibidores foi realizada uma cnPCR com os iniciadores B1/p2 (5’-ACCACCAACTT
CATCCACGTTCACC-3’ ¢ 5’-CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3") descritos
por Lee et al. (2001), que amplificam um fragmento de 140 pb do gene da B-globina

humana. Nessa reacdo utilizamos como molde o DNA total extraido do sangue das
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criangas. As reagdes de amplificagéo tiveram um volume final de 10uL, contendo 2uL
de Tampao 5X green (Promega, Madison, WI, USA), 25mM de MgCl,, 2,5mM de cada
deoxinucleotideo (dATP/dTTP/dGTP/dCTP, Promega, Madison, WI, USA), 5u/uL de
Taq DNA polimerase (Promega, Madison, WI, USA) e 5pmol de cada iniciador. A
reacdo de amplificacdo foi programada para uma desnaturacdo inicial a 95°C por 5
minutos seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a
58°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por um minuto e extensao final a 72°C por 5
minutos. Os fragmentos amplificados foram visualizados através de eletroforese em gel
de poliacrilamida a 5% seguido de coloragdo com nitrato de prata e fotografados. A
eficiéncia da extracdo foi confirmada pela intensidade das bandas especificas de
tamanho esperado na visualizacdo em gel e a inibicdo da cnPCR pela auséncia destas
bandas. As amostras nas quais ocorreu inibigdo da cnPCR para a B-globina humana
foram submetidas novamente ao processo de extracdo de DNA seguindo o protocolo

descrito acima e realizada nova cnPCR a fim de comprovar a auséncia de inibidores.

4.4. IDENTIFICAGAO E QUANTIFICACAO DE TOXOPLASMA GONDII ATRAVES DE QPCR DO
ALVO REP529

4.4.1. OBTENGCAO DE DNA DE T. GONDII E CURVA-PADRAO

Taquizoitos da cepa RH de T. gondii foram obtidos do fluido ascitico (exsudato
peritoneal) de camundongos SWISS infectados por via intraperitoneal trés dias antes
com o objetivo de definir a curva padréo para quantificagcéo de parasitos por qPCR. Os
taquizoitos foram lavados com 3 mL de PBS pH 7,2 seguido de centrifugagdo por 10

minutos a 1000 x g e descarte do sobrenadante. Esse procedimento foi repetido duas
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vezes. O pellet resultante foi suspenso em 15 mL de PBS pH 7,2 seguido de
centrifugacdo por 30 segundos a 300 x g com o objetivo de separar possiveis células
contaminantes do hospedeiro. O sobrenadante foi lavado novamente com PBS pH 7,2
por 10 minutos a 1000 x g com descarte do sobrenadante final. Por fim, o pellet final foi
ressuspedido em 1 mL de PBS pH 7,2 e 0 nimero de taquizoitos estimado em camara
hemocitométrica. Os parasitos foram diluidos em PBS pH 7,2 para uma concentragdo de
1x10® taquizoitos/mL. Essa suspensdo foi centrifugada por 15 minutos & 1000 x g em
tubo de centrifuga de 1,5mL. O sobrenadante foi totalmente descartado e em seguida
adicionado ao pellet 1 mL de sangue de um doador voluntario com testes sorolégicos e
moleculares negativos para toxoplasmose. Esse material foi congelado e a extracdo de
DNA realizada utilizando-se o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega,
Madison, W1, USA). O DNA foi ressuspendido em 50uL de &gua ultra-pura e dosado

ap6s uma semana por espectrofotometria (NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer).

Para o célculo do numero de parasitos aplicados na curva-padrao, realizou-se a extracdo
de 300uL de sangue a partir da solucdo estoque homogénea contendo 1x10°
taquizoitos/mL de sangue. Ou seja, a extracdo de DNA foi correspondente a um total de
3x10" taquizoitos, que foram ressuspendidos em 50pL de &gua, resultando na
concentracdo de 6x10° taquizoftos/pL. Foram feitas sete diluicdes seriadas na base 10.
Apo6s padronizacdo foram escolhidas as quatro Ultimas para a realizagdo da curva-
padrdo (6x10%/pL, 6x10%pL, 6x10%uL, 6x107%/uL). Porém, foram aplicados quatro
microlitros na placa para qPCR, sendo assim, 0 nimero de taquizoitos utilizados na

curva-padrdo foi 2400, 240, 24 e 2,4 taquizoitos.

Taquizoitos de oito cepas virulentas de T. gondii, isoladas recentemente (Carneiro et al.,
2011) de casos humanos de toxoplasmose congénita [TgCTBr 1 (Toxoplasma gondii-

Congenital Toxoplasmosis from Brasil), TQCTBr 3, TgCTBr 4, TgCTBr 8, TgCTBr 9,
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TgCTBr 11, TgCTBr 17 e TgCTBr 25] foram obtidos do fluido ascitico de
camundongos SWISS, infectados cinco dias antes com 300-500 cistos teciduais pela via
intraperitoneal. Os taquizoitos obtidos foram lavados com 3 mL de PBS pH 7,2 seguido
de centrifugacdo por 10 minutos a 1000 x g e descarte do sobrenadante. Esse
procedimento foi repetido duas vezes e o pellet resultante foi suspenso em 15 mL de
PBS pH 7,2 seguido de centrifugacdo por 30 segundos a 300 x g com o0 objetivo de
separar as possiveis células do hospedeiro presentes no material. O sobrenadante foi
lavado novamente por 10 minutos a 1000 x g com descarte do sobrenadante final. Do
sedimento final foi extraido DNA utilizando-se o kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega, Madison, WI, USA) de acordo com as recomendacfes do
fabricante para esse tipo de amostra. O DNA foi dosado por espectrofotometria
(NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer) e diluido para obter a concentragéo final de
10 ng de DNA do parasito por microlitro. Esse material foi submetido a gPCR tendo

como alvo o elemento repetitivo rep529, conforme descrito no item 4.4.2.

A (PCR realizada em quantidade padronizada de DNA (10 ng/uL) obtido das oito das
cepas de T. gondii, foi utilizada a fim de identificar possiveis variacdes intraespecificas
no numero de copias do elemento repetitivo no genoma do parasito, rep529, em

diferentes cepas.

4.4.2. PCR EM TEMPO REAL

A PCR em tempo real (QPCR) foi realizada no ABI Prism 7500 DNA Sequence
Detection System (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) usando 5 pL de

SYBR® Green PCR Master Mix (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 1 uL
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de cada iniciador (F-5’CTTCGTCCAAGCCTCCGA3’ ¢ R-5’GACGCTTTCCTCGTG
GTGAT3’) (Menotti et al., 2010) na concentragdo de 2 puMolar e 100 ng do DNA
extraido do sangue total das criangas. Os iniciadores amplificam um fragmento de 84pb.
As amostras de DNA extraido do sangue periférico dos bebés foram diluidas para a
concentracdo de 25 ng/pL, sendo quatro microlitros utilizados na reagdo. Aquelas que
possuiam menos de 25 ng/pL foram testadas sem diluir. As amostras foram incubadas
por 10 minutos a 95 °C e depois submetidas a 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60
°C por 1 minuto, durante esse tempo foram coletados dados da emissdo de

fluorescéncia.

Todas as amostras foram testadas simultaneamente para a presenca do parasito (QPCR -
rep529) e para o gene da B-globina do hospedeiro (QPCR-B-glob) que serviu como
controle interno da reagdo. No caso da auséncia de amplificacdo na qPCR-B-glob, o
resultado foi desconsiderado neste estudo pois esse iniciador avalia a qualidade do DNA

extraido.

Para estimar a carga parasitaria no sangue dos recém-nascidos foi utilizada uma curva-
padrdo por reacdo de qPCR, feita em duplicata, com amostras da cepa RH preparadas
conforme item 4.4.1. O ensaio foi realizado em duplicata e a concentracdo dos
iniciadores foi de 2 pM. A média dos valores de “Threshold cycle” (Cr) obtidos foi

utilizada para determinar a equacao de reta através de regressdo linear.

Para avaliar a eficiéncia da reagdo de PCR para os iniciadores utilizados nesse trabalho,
foram construidas curvas padrdo da mesma maneira que descrito no paragrafo anterior.
Os valores foram plotados em um grafico onde o eixo X apresentava o Log do nimero
de parasitos e o0 eixo Y, o valor de Ct para cada dilui¢do. O calculo da eficiéncia dos

iniciadores foram determinados pelo slope da curva aplicado na seguinte formula:
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Eficiéncia = [10*!°P9 _ 1] x 100. Os valores de threshold para os iniciadores utilizados
foram ajustados para 0,088 para os iniciadores de rep529 e para 0,210 para 0s

iniciadores da B-globina humana.

A curva de dissociacdo dos iniciadores foi realizada no intuito de averiguar a ocorréncia
de possiveis amplificacBes inespecificas. Ao final dos 40 ciclos de PCR realizados para
amplificagdo génica foi adicionada uma etapa na qual a temperatura aumenta
gradualmente de 60 °C & 95 °C, mantendo-se por 15 s em cada temperatura, durante o
qual é feita a leitura da emissdo de fluorescéncia. Na medida em que os produtos
gerados por PCR desnaturam com o aumento da temperatura, o sinal fluorescente
emitido pelo SYBR™ Green é reduzido. O gréfico resultante permite verificar se hd um
ou mais produtos de PCR presentes em cada reacdo devido a diferencas de temperatura
média de dissocia¢do (Tm) entre produtos de PCR com diferente nimero e composi¢ao

de bases de cada amplicon.

Todas as amostras foram avaliadas em unicata. Para verificar a reprodutibilidade da
PCR em tempo real, foram avaliadas cerca de 20% do total das amostras, as quais foram

submetidas a nova PCR em tempo real em um momento distinto.

4.5. ANALISE DOS RESULTADOS

Um banco de dados utilizando o software Microsoft Excel® foi construido como suporte
ao estudo. Esse banco compila os dados pessoais do paciente (filiacdo, sexo, local e data
de nascimento, dias de vida do nascimento a coleta de sangue), as informacoes clinicas
obtidas pela equipe médica (resultados de exames oftalmoldgicos e neurologicos) bem

como os resultados dos testes soroldgicos aos quais as criangas foram submetidas. As
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amostras receberam identificacdo em forma de numeracdo sequencial (1001 a 1235) na
ordem em que foram coletadas. Quinze amostras ndo foram selecionadas para este

experimento por ndo possuirem resultado de 1gG anti-T. gondii aos 12 meses de vida.

A especificidade da amplificacdo na PCR em tempo real foi confirmada pela analise da
curva de dissociagdo do amplicon gerado e, caso necessario, visualizacdo do produto da

gPCR-rep529 em gel em poliacrilamida 5% corado pelo nitrato de prata

O calculo da reprodutibilidade foi feito através da propor¢éo dos resultados qualitativos

concordantes em relacéo ao total de repetigdes.

e Anaélise dos resultados qualitativos

Foi realizada a tabulacdo cruzada, por meio de tabela 2x2, contendo os resultados da
gPCR-rep529 e da persisténcia de 1gG anti- T. gondii ap6s 12 meses de vida, que foi
utilizada como teste de referéncia. Através dessa, foram determinados os indices de
sensibilidade relativa e especificidade relativa e o indice Kappa. Outra tabulacdo foi
feita de maneira andloga, porém contendo os resultados da gPCR-rep529 em
comparagdo aos resultados previamente obtidos de isolamento do T. gondii através de
inoculacdo intraperitoneal de sangue dos recém-nascidos em camundongos normais

(bioensaio) realizado por Carneiro e colaboradores (2010).

Foi calculada a frequéncia dos sinais clinicos e esta comparada a frequéncia de
positividade da qPCR-rep529 atraves do teste exato de Fisher. No caso da analise do
tipo de lesdo ocular foi utilizado o teste de Qui-quadrado seguido do teste exato de

Fisher entre os pares de diferentes tipos de lesdo.

e Andlise dos resultados quantitativos
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Os valores de Ct obtidos por gPCR-rep529 nas amostras de DNA foram convertidos em
ndmero de taquizoitos por mililitro através de interpolacdo na reta obtida através de
regressdo linear da curva padrdo, para a quantificacdo relativa da carga parasitaria nos

recém-nascidos.

A identificacdo de valores outlier (valores discordantes, que se afastam do padrdo geral

dos dados) foi feita no software disponivel online Graphpad Quickcalcs®

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/) atraves da analise de dados continuos pelo teste
de Grubbs. Os valores outliers encontrados foram retirados das analises estatisticas

subsequentes.

O tipo de distribuicdo dos dados foi demonstrado pelos testes de Kolmogorov-Smirnoff,
D’Agostino e Pearson e Shapiro-Wilk. A correlacdo entre a idade da crianca (dias de
vida da crianga no momento da coleta da amostra de sangue periférico) e a carga

parasitaria foi feita utilizando o teste de Spearman.

As medianas do numero de taquizoitos por mililitro de sangue dos recém-nascidos em
cada grupo de sinais clinicos foram analisadas empregando o teste de Mann Whitney,
quando a comparacéo foi feita entre dois grupos e Kruskal-Wallis, quando houve mais

de dois grupos envolvidos na analise.

A variagdo dos valores de Ct obtidos na qPCR-rep529 das cepas TgCTBrs, testadas

numa mesmo diluigdo, foi feito através do “One sample t test”.

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do software GraphPad

Prism 5.00 (Prism Software, Irvine, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. EXTRACAO DE DNA E PRESENCA DE INIBIDORES

O DNA das 220 amostras de sangue periférico de criancas selecionadas para este estudo
foi extraido e dosado. Setenta e cinco por cento destas possuiam quantidade superior a
25,5ng de DNA/UL. Trés amostras apresentaram inibicdo da PCR pela auséncia de
bandas especificas na cnPCR tendo como alvo a -globina humana. Outras 10 amostras
apresentaram uma banda de intensidade fraca. Nesses casos 0 processo de extracdo do
DNA em sangue total congelado foi repetido. Nenhuma das amostras reextraidas

apresentou inibicdo da cnPCR.

5.2. CURVA-PADRAO E EFICIENCIA DOS INICIADORES DA QPCR

O nUmero de parasitos utilizados na curva-padrao da gPCR usando o alvo rep529 de T.
gondii foi de 2400, 240, 24 e 2,4 taquizoitos. A equacdo de reta obtida através de
Regressédo Linear foi: y=-1,529 In(x) + 24,67 e o valor do Coeficiente de Determinagao

(R?) foi igual a 0,9985, conforme demonstrado na Figura 1.

A eficiéncia dos iniciadores foi de 92,28% (slope de -3,522 e R* de 0,99) para 0s
iniciadores descritos por Menotti e colaboradores em 2010, que amplificam o alvo do
parasito (rep529), e de 93,31% (slope de -3,493 e R* de 0,99) para aqueles que

amplificam a B-globina humana (Lee et al., 2001).
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Figura 1: Gréfico da equacdo de reta da curva-padrdo para a quantificacdo relativa da
parasitemia nas amostras de DNA extraida de sangue periférico dos recém-nascidos
pela qPCR-rep529, realizada através da dilui¢do seriada da amostra de DNA extraido de
taquizoitos da cepa RH de T. gondii em sangue periférico de um doador negativo para
toxoplasmose.

5.3. NUMERO DE COPIAS DA SEQUENCIA ALVO (REP529) EM CEPAS RECOMBINANTES DE T.
GONDII

Utilizando uma quantidade padronizada de DNA extraido de taquizoitos de oito cepas
isoladas de casos congénitos de toxoplasmose (TgCTBr) na reacdo de qPCR-rep529,
observou-se uma variacao nos valores obtidos de Ct. A média dos valores obtidos foi

13,5 (+ 1,47) e essa variacao foi significativa (p<0,001).

5.4. PCR EM TEMPO REAL

Do total das 220 amostras testadas, cinco ndo apresentaram amplificacdo na gPCR-p-

globina, mesmo quando submetidas a nova reacgdo utilizando uma quantidade maior de
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DNA, quando possivel. Trinta e duas amostras necessitaram de confirmacdo em gel de
poliacrilamida por apresentarem picos duplos ou pouco caracteristicos na analise da
curva de dissociacdo (Figura 2). Essas amostras foram classificadas como
indeterminadas por ter sido demonstrado em gel a presenca de bandas inespecificas
(Figura 3). O resultado dessas 37 amostras (5 com inibicdo e 32 com bandas

inespecificas) foi desconsiderado nas analises.

Das 220 amostras de DNA extraido de sangue dos recém-nascidos, 183 (83,2%) tiveram
0 resultado considerado para a anélise neste trabalho. A presenca do parasito foi
confirmada pela amplificacdo do elemento repetitivo rep529 de T. gondii em 84

(45,90%) delas. Nas demais 99 amostras o resultado da qPCR-rep529 foi negativo.

A técnica de PCR em tempo real obteve uma boa reprodutibilidade (82,86%), obtendo

resultados concordantes em 29/35 amostras avaliadas.
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Figura 2: Curvas de dissociagcdo representativas dos amplicons gerados na gPRC-
rep529 de T. gondii em sangue periférico de criangas com toxoplasmose congénita. No
eixo X estd representada a temperatura de dissociagdo do amplicon e no eixo Y a
derivada do valor de emissdo de fluorescéncia. (a) Curva de dissociacdo referente ao
produto obtido na curva padrdo com DNA da cepa RH (verde), DNA do recém-nascido
n° 1015 (azul) e do n° 1025 (vermelho). (b) Curva de dissociagdo referente ao produto
obtido na curva padrdo com DNA da cepa RH (verde), DNA do recém-nascido n° 1018
(vermelho) e do n° 1036 (amarelo).
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Figura 3: Produto da gPCR-rep529 em amostras de DNA de sangue periférico dos 32
recém-nascidos que apresentaram picos duplos ou pouco caracteristicos na analise da
curva de dissociagdo. RH: Controle positivo com DNA da cepa RH de T. gondii
utilizado na curva padrdo. PM: Padrdo de peso molecular (Promega, Madison, WI,
USA) 100pb.
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5.4.1. RESULTADOS QUALITATIVOS DA QPCR-REP529 EM SANGUE DE CRIANCAS COM
SUSPEITA DE TOXOPLASMOSE CONGENITA

A tabela 2 mostra os resultados da avaliacdo da sensibilidade relativa, especificidade
relativa e indice Kappa da gPCR-rep529 utilizando como teste referéncia a persisténcia
de IgG anti — T. gondii ap6s 0 12° més de vida: 150 criangas com TCC (IgG persistente
apos 12 meses de vida) e 33 criangas com TCD (desaparecimento de IgG apds 12 meses

de vida).

Doze amostras (6,5%) tiveram a presenca do parasito confirmada por gPCR-rep529
apesar da auséncia de anticorpos IgG anti-T. gondii ao completarem 12 meses de vida.
Em 78 (52%) das 150 criangas que tiveram a toxoplasmose congénita confirmada pela
persisténcia de anticorpos IgG anti-T. gondii ndo foi detectado DNA do parasito no

sangue periférico pela reacdo gPCR-rep529.

A tabela 3 mostra os resultados da avaliacdo da sensibilidade relativa, especificidade
relativa e indice Kappa da gPCR-rep529 utilizando como teste referéncia o resultado de
isolamento de T. gondii por bioensaio em camundongos realizado por Carneiro e
colaboradores (2010). A gPCR-rep529 foi negativa em 44% (11) das amostras positivas

por bioensaio em camundongos.

O Fluxograma 2 apresenta a distribuicdo das 183 criancas selecionadas para esse estudo
assim como o resultado das avaliagbes clinicas as quais as 150 criangas com
confirmacdo de TC por persisténcia de 1gG anti-T. gondii apds 12 meses foram

submetidas.
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Tabela 2: Avaliacdo da sensibilidade, especificidade e indice Kappa da qgPCR-rep529
utilizando como teste referéncia a persisténcia de 1gG anti — T. gondii ap6s 0 12° més de
vida.

Teste Referéncia:
1gG ap6s 12 meses de vida

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
gPCR - POSITIVO 72 12 84
rep529
NEGATIVO 78 21 99
TOTAL 150 33 183

Sensibilidade relativa = 0,48
Especificidade relativa = 0,64
Kappa = 0,0653

Tabela 3: Avaliacdo da sensibilidade, especificidade e indice Kappa da gPCR-rep529
utilizando como teste referéncia o isolamento de T. gondii por bioensaio em
camundongos.

Bioensaio
POSITIVO NEGATIVO TOTAL
gPCR - POSITIVO 14 70 84
rep529
NEGATIVO 11 88 99
TOTAL 25 158 183

Sensibilidade relativa = 0,17
Especificidade relativa = 0,89
Kappa = 0.05868
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Fluxograma 2: Amostras selecionadas para andlise e distribuicdo das criangas
submetidas as avaliagbes clinicas: oftalmologica e calcificagdes cerebrais.
Retinocoroidite ativa (grupo RA), cicatrizada (grupo RC), ativa e cicatrizada
simultaneamente (grupo RAC), sem lesdes oculares (grupo SL), calcificagdes cerebrais
(grupo CC), sem calcificagdes cerebrais (grupo SCC).
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A tabelas 4 e 5 apresentam a distribui¢do dos casos positivos pelo diagnéstico molecular
(gPCR-re529) em relacdo aos sinais clinicos da doenca: calcificacdes cerebrais e lesdes
oftalmoldgicas; apenas em recém-nascidos considerados positivos pela persisténcia de

IgG anti- T. gondii ap6s 12 meses de vida (n= 150 criancas).

Dentre as 150 criangas com persisténcia de 1gG anti-T. gondii e resultados conclusivos
por qPCR-rep529, 25 apresentaram calcificagOes cerebrais. Destas, observam-se oito
casos (32%) com diagnéstico molecular positivo. Dentre as 125 criangas sem
calcificagOes, foram observados 64 casos (51,2%) com a qPCR-rep529 positiva, p=

0,123 (Tabela 4 e Figura 4).

Tabela 4: Associacdo entre o resultado da gPCR-rep529 e a presenca ou auséncia de
calcificacBes cerebrais dentre as 150 criancas com persisténcia de IgG anti-T. gondii
apos 12 meses de vida (p=0,123).

Calcificacdes cerebrais

PRESENTE AUSENTE TOTAL
gPCR - POSITIVO 8 64 72
rep529
NEGATIVO 17 61 78
TOTAL 25 125 150
604
51,2
s
§ 32,0
:é 204
0 T
SCC CcC

Figura 4: Positividade da gPCR-rep529 em criangas com e sem calcificag0es cerebrais.
O numero acima das barras significa a porcentagem das criancas com resultado
molecular positivo dentre aquelas sem calcificagdes cerebrais (SCC) ou com
calcificagdes cerebrais (CC).

43



Resultados

A tabela 5 apresenta os resultados do diagndstico molecular comparados com os obtidos
pela avaliacdo oftalmoldgica em criangas consideradas positivas pela sorologia apés 12
meses de vida. A gPCR-rep529 foi positiva em 54% (61/113) das criangas com
retinocoroidite, enquanto naquelas que ndo apresentavam lesdes oculares, a positividade

foi de apenas 29,7% (11/37), p= 0,013 (Figura 5).

Tabela 5: Associacdo entre o resultado da gPCR-rep529 e a presenca ou auséncia de
lesdo oftalmoldgica dentre as 150 criangcas com persisténcia de 1gG anti-T. gondii ap06s
12 meses de vida ( p=0,013).

Lesdo oftalmoldgica

Retinocoroidite SL TOTAL
gPCR - POSITIVO 61 11 72
rep529
NEGATIVO 52 26 78
TOTAL 113 37 150

SL - Sem lesdo oftalmolégica

601 54,0

401

204

Positividade %

T
SL RA + RAC + RC

Figura 5: Positividade da gPCR-rep529 em criangcas com e sem retinocoroidite. O
namero acima das barras significa a porcentagem das criangas com resultado molecular
positivo dentre aquelas sem lesGes oftalmologicas (SL) ou com retinocoroidite,
independente do tipo de lesdo oftalmolégica (RA + RAC + RC). * Diferenca
significativa, p = 0,013.
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Considerando o resultado anteriormente obtido em relacdo a retinocoroidite descrito
anteriormente, a tabela 6 apresenta a categorizacao das lesdes oculares de acordo com a
sua apresentacdo clinica (retinocoroidite ativa, retinocoroidite cicatrizada ou
simultaneamente retinocoroidite ativa e cicatrizada) comparadas aos resultados da
gPCR-rep529. As diferengas foram significativas entre os grupos (p= 0,021). Dentre as
criangcas que apresentavam lesdo ativa, 68,4% (13/19) foram positivas pela PCR em
tempo real, resultado estatisticamente diferente daquelas sem leséo, cuja positividade foi
de 29,7% (11/37), p = 0,009. Também foi observada diferenca significativa entre as
criancas sem lesdo ocular e aquelas com retinocoroidite cicatrizada (21/37, 56,8%), p =
0,034. Entretanto, 47,4% (27/57) das criancas que apresentavam simultaneamente
lesBes tipicas de retinocoroidite ativa e cicatrizada apresentaram diagnéstico molecular
positivo, 0 que ndo foi estatisticamente diferente daquelas criancas sem leséo ocular, p=

0,131 (Figura 6).

Tabela 6: Associacdo entre o resultado da qPCR-rep529 e o tipo de lesdo oftalmoldgica
dentre as 150 criangas com persisténcia de 1gG anti-T. gondii apds 12 meses de vida
(p=0,021).

Lesao oftalmolégica

RA RAC RC SL TOTAL
13 27 21 11 72
gPCR POSITIVO
NEGATIVO 6 30 16 26 78
TOTAL 19 57 37 37 150

RA - Retinocoroidite Ativa, RC — Retinocoroidite Cicatrizada, RAC - Retinocoroidite Ativa e
Cicatrizada, SL - Sem les&o oftalmoldgica.
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Figura 6: Positividade da qPCR-rep529 em criancas com diferentes manifestacdes de
retinocoroidite. O nimero acima das barras significa a porcentagem das criangas com
resultado molecular positivo dentre o grupo sem lesdes oftalmoldgicas (SL) e com
lesbes oftalmoldgicas ativas (RA), ativas e cicatrizadas (RAC) e apenas cicatrizadas
(RC). * Diferenca significativa, p = 0,034. ** Diferenca significativa, p = 0,0009.

Considerando os resultados obtidos, a tabela 7 apresenta os valores de risco relativo
para todos os sinais clinicos analisados. O risco relativo de uma crianca ter lesao ocular,
uma vez que a gPCR-rep529 é positiva € 1,8 vezes maior do que em uma crianga com o
diagnostico molecular negativo. Ao considerar isoladamente cada tipo de lesdo
oftalmoldgica pode-se observar que as criangas que apresentam gPCR-rep529 positiva
tem o risco 2,3 vezes maior de apresentar lesdo ocular ativa e no caso das lesdes
cicatrizadas o risco € 1,9 vezes maior. O risco relativo para desenvolvimento simultaneo
de lesBes oculares ativas e cicatrizadas, assim como para a presenca de calcificaces

cerebrais ou déficit auditivo, ndo possuem relevancia estatistica.
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Tabela 7: Risco relativo para sinais clinicos em criangas com toxoplasmose congénita
em relacdo aos resultados da qPCR-rep529.

Sinais Clinicos gPCR-rep529
(n/N) RR IC (95%) p valor
Lesdo Ocular (113/150) 1,816 (1,075-3,066) 0,013
Retinocoroidite ativa (19/150) 2,301 (1,286 -4,119) 0,009

Retinocoroidite ativa e cicatrizada (57/150) 1,593 (0,904 —2,806) 0,131
Retinocoroidite cicatrizada (37/150) 1,909 (1,080-3,375) 0,034
Calcificacdes cerebrais (25/150) 0,625 (0,344-1,135) 0,123

n: ndmero de criancas com sinal clinico. N: nimero total de criancas submetidas a
avaliacdo clinica; gPCR-rep529: PCR quantitativa; RR: Risco Relativo; IC: Intervalo de
Confianca de 95%;

5.4.2. RESULTADOS QUANTITATIVOS DA QPCR-REP529 EM SANGUE DE CRIANCAS COM
SUSPEITA DE TOXOPLASMOSE CONGENITA CONFIRMADA

A andlise da carga parasitaria no sangue periférico dos recém-nascidos foi feita
considerando apenas as 72 amostras com diagnéstico molecular positivo dentre aquelas
que tiveram a infeccdo pelo T. gondii confirmada pela presenca de anticorpos 1gG
especificos aos 12 meses de vida (Tabela 2). Uma amostra foi identificada com valor
discrepante em relacdo aos demais dados, considerada outlier (20,55 parasitos/mL) e
foi, portanto, retirada das analises estatisticas posteriores. O sangue deste paciente foi
coletado aos 63 dias de vida, momento no qual também foram realizados 0s exames
clinicos que identificaram a presenca de retinocoroidite ativa e cicatrizada em ambos os
olhos, além de hepatoesplenomegalia. O bioensaio com elementos celulares do sangue
deste bebé foi positivo e resultou no isolamento da cepa TgCTBr25. Essa cepa
apresentou carater virulento em camundongos, com letalidade de 100% mesmo com
indculo de um dnico parasito, e genotipo recombinante ainda ndo descrito na literatura
(Carneiro et al., 2010; Carneiro et al., 2011).
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A mediana da carga parasitaria das 12 amostras que foram positivas na gPCR-rep5529
embora negativas para a presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii aos doze meses de
vida ndo foi diferente da mediana das demais 71 amostras positivas para ambos 0S
testes (p=0.113). Cinquenta por cento destas amostras (6/12) tiveram carga menor do
que 0,1 parasito/mL, porém duas criancas apresentaram carga parasitaria estimada

maior do que um taquizoito/mL.

Os valores obtidos pela quantificacdo relativa da carga parasitaria no sangue das 71
amostras restantes ndo seguem a distribuicdo Gaussiana. O nimero de parasitos por
mililitro estimado pela gPCR-rep529 em tempo real foi, em geral, pequeno. O valor
minimo encontrado foi de 0,005 parasitos/mL e o valor méximo 6,14 parasitos/mL,
sendo que a mediana foi de 0,133 parasitos/mL. A frequéncia de distribuicdo da
parasitemia pode ser observada na figura 7. Neste histograma estd representado o
nimero de amostras (eixo Y) pertencente a cada categoria de valores de carga
parasitaria (eixo X). Quarenta e nove amostras (68%) apresentaram carga menor que 0,5

parasitos/mL.

Das sete criancas que apresentaram mais de 1 taquizoito/mL de sangue total, duas
possuiam lesdo ativa e cicatrizada e cinco possuiam retinocoroidite cicatrizada. Uma

delas teve o resultado de bioensaio positivo (TgCTBr 24).

N&o foi encontrada uma correlacdo significativa entre a carga parasitaria dos recém-
nascidos positivos na gPCR-rep529 e a idade destas criangas no momento da coleta de

sangue (p=0,677).
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Figura 7: Histograma de frequéncia de distribuicdo da carga parasitaria de T. gondii
estimada pela gPCR-rep529 nas amostras de DNA de sangue periférico de 71 criancas.

A carga parasitaria estimada no sangue através da PCR em tempo real foi comparada
entre os grupos de criangas com as formas clinicas de TC avaliadas nesse estudo. Em
relacdo as calcificacBes cerebrais, ndo houve diferenca significativa entre as medianas
da parasitemia nas criancas com e sem calcificacdes cerebrais, p= 0,743 (Figura 8). Da
mesma forma, quando foram consideradas as alteracdes oftalmoldgicas, ndo houve
diferenga entre a carga parasitaria nas criancas que apresentavam alguma lesdo ocular e
naquelas sem nenhuma leséo, p= 0,413 (Figura 9). A figura 10 apresenta a distribuicdo
da carga parasitaria considerando os diferentes tipos de lesdo ocular. Também néo foi
observada diferenca significativa entre os diferentes tipos de lesdo no que diz respeito

ao numero de taquizoitos por mililitro de sangue (p=0,172).
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Figura 8: Comparacdo da carga parasitaria no sangue periférico dentre as criancas que
nédo apresentam calcificacGes cerebrais (SCC) e as que possuem calcificacOes cerebrais

(CC).
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Figura 9: Comparacdo da carga parasitaria no sangue periférico dentre as criancas que
ndo apresentam lesGes oftalmoldgicas (SL) e as que possuem lesdes oftalmoldgicas

independente do tipo (RA + RAC + RC).
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Figura 10: Comparacdo da carga parasitaria no sangue periferico dentre as criangas que
ndo apresentam lesdes oftalmoldgicas (SL) e as que possuem lesdes oftalmologicas
ativas (RA) ativas e cicatrizadas (RAC) e cicatrizadas (RC).
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Todas as analises descritas neste item 5.4.1 foram realizadas levando-se em
consideracdo apenas as 72 criangas positivas por qPCR-rep529 e com infecgéo
confirmada pela persisténcia de anticorpos IgG anti-T. gondii aos 12 meses de vida (ver
Tabela 2), exceto uma crianca outlier. Posteriormente todas as analises foram refeitas
considerando todas as 84 criangas positivas pela gPCR-rep529 identificadas na triagem
inicial realizada pela pesquisa de anticorpos IgM anti-T. gondii pelo Teste do Pezinho.
Realizando as analises com estas 84 criancas, ndo ocorreu alteracdo da significancia em

nenhum dos resultados descritos anteriormente para 71 amostras (dados ndo mostrados).
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6. DISCUSSAO

O diagndstico precoce da toxoplasmose congénita é essencial no curso da doenca, pois
permite o inicio do tratamento antiparasitario a fim de minimizar as consequéncias
clinicas da toxoplasmose e ainda o risco de perdas durante o acompanhamento dos
recém-nascidos até que um diagndstico definitivo esteja estabelecido (Sterkers et al.,

2011).

O ideal, portanto € que se estabeleca um diagndstico ainda durante a gestacdo. A
identificacdo da soroconversdo materna e o inicio do tratamento, entretanto, nao
impedem integralmente a transmissdo do parasito ao feto, como observado por Robert-
Gangneux e colaboradores em 2010, onde quarenta e cinco por cento das maes
identificadas na triagem pré-natal e que receberam tratamento com espiramicina durante
a gestacdo foram positivas para o diagndstico molecular da toxoplasmose através de

PCR na placenta.

Na tentativa de avaliar a infeccdo fetal 0 mais cedo possivel comumente é realizada a
PCR no liquido amniotico. Apesar de oferecer alguns riscos, a PCR em fluido amnidtico
para a deteccdo de DNA especifico do T. gondii realizada até os 18 semanas de gestacao
é mais sensivel, rapida e segura do que o diagndstico envolvendo amostra de sangue
fetal (Remington et al., 2004). Entretanto, alguns autores relatam que o aparecimento de

sintomas nos fetos pode ocorrer posteriormente a amniocentese (Romand et al., 2004).

A confirmacdo da fase aguda da toxoplasmose é de extrema importancia para a
definicdo do tipo de tratamento que o paciente receberd. Apds o nascimento da crianga,
basicamente, essa confirmagdo se da por pardmetros sorolégicos muitas vezes

demorados, com avaliagbes apés um ano de vida. Considerando, portanto, todas as
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dificuldades envolvidas no diagndstico da toxoplasmose congénita tanto durante a
gestacdo quando ap6s o nascimento do bebé, apesar de ser bem menos usual, a
realizacdo de PCR em sangue periférico de recém-nascidos com suspeita de infeccdo
congénita pode ser mais uma ferramenta, com valor significativo na definicdo do

diagnostico (Sterkers et al., 2011).

Do total de 220 amostras de DNA, extraido de sangue periférico dos recém-nascidos,
cinco apresentaram inibicdo da qPCR, evidenciada pela auséncia de amplificagdo da f3-
globina humana. Esse fato ocorreu apesar das amostras terem sido previamente testadas
em cnPCR utilizando o mesmo alvo e, inclusive, 0 mesmo par de iniciadores. E descrito
na literatura que os inibidores de PCR podem afetar especificamente um alvo e ndo
outro. Esse fato foi observado por Filisetti e colaboradores em 2003 ao testarem a
mesma amostra em trés diferentes reagdes com iniciadores que amplificavam como alvo
as regides 18S, B1 e rep529. No caso do presente estudo, a sequéncia de iniciadores € 0
alvo sdo os mesmos, porém as condi¢cBes de reacdo sdo distintas. As variagdes nas
concentragfes dos componentes do mix de reacdo, a presenca da molécula reporter
(Sybr Green), assim como o tipo de Taq polimerase utilizada, podem justificar a

inibicdo da PCR em tempo real apesar da auséncia de inibi¢do na cnPCR.

A eficiéncia calculada para os iniciadores utilizados para o diagnostico (Menotti et al.,
2010) pela gPCR-rep529 foi superior a 90%. Por esse motivo, foi considerada boa,
porém ndo excelente. Essa eficiéncia parcialmente limitada pode ter sido um dos fatores
que favoreceram o aparecimento de produtos inespecificos em algumas amostras. A
observacao desta inespecificidade se deu primeiramente pela apresentacdo incomum de
picos na curva de dissociacdo e posteriormente pela confirmacdo das bandas em gel de

poliacrilamida corado pela prata.
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Alguns trabalhos ressaltam que a quantidade de DNA gendmico humano pode interferir
na qualidade de deteccdo do DNA do parasito (Mattos et al., 2011). Porém, antes de
serem testadas na gPCR, as amostras foram quantificadas e diluidas para uma
concentragdo padronizada (25 ng/pL). Dessa forma 75% das amostras foram testadas
com um total de 100ng de DNA, restringindo o efeito deste interferente. As demais 25%
possuiam uma concentracdo de DNA menor que 25ng/uL e, portanto, foram utilizadas

sem diluir.

Conforme demonstrado pela quantificacdo da carga parasitaria, a quantidade de DNA
do T. gondii presente nas amostras de sangue periférico dos bebés era, de fato, muito
pequena. Além disso, a extracdo do DNA ocorreu em um volume bastante reduzido de

sangue, apenas 300uL.

Edvinsson e colaboradores em 2006, avaliando esse alvo para o diagnéstico da
toxoplasmose, concluiram que em comparagdo ao B1, rep529 é mais sensivel e acurado
quando a reacdo é feita com pequenas quantidades de DNA do parasito, possuindo 10

ou menos genoma equivalente de T. gondii.

Avaliando o valor diagnostico da PCR, Cassaing e colaboradores (2006) ressaltam a
necessidade das amostras suspeitas serem testadas em duplicata. Em seu trabalho
ocorreram dois casos em que apenas uma repeticdo da duplicata foi positiva. Entretanto,
no presente estudo as amostras ndo foram testadas em duplicata e em contrapartida, foi
analisada a capacidade de reprodutibilidade da técnica utilizando uma quantidade
significativa das amostras (20%). A reprodutibilidade calculada foi considerada boa,

aproximadamente 83%, o0 que aumenta a confiabilidade dos resultados obtidos.
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6.1. ANALISE QUALITATIVA EM AMOSTRAS DE SANGUE DE RECEM-NASCIDOS PELA QPCR-
REP529

A baixa especificidade relativa da gqPCR-rep529 encontrada nesse estudo (64%) se deve
as 12 amostras com resultado positivo para o diagnéstico molecular apesar da auséncia
de confirmag&o soroldgica da infec¢do congénita via persisténcia de 1gG anti-T.gondii

apos 12 meses de vida.

Esses resultados podem ocorrer em decorréncia de uma inespecificidade do alvo e/ou
limitacdo da técnica de PCR em tempo real. A presenca de “falso positivos” também foi
relatada por Mesquita e colaboradores assim como por Wahab e colaboradores, ambos
no ano de 2010, trabalhando com pacientes HIV positivos. Os autores observaram uma
baixa especificidade na gPCR utilizando o alvo rep529 em comparacdo ao B1. Cerca
10% das amostras negativas apresentaram resultado positivo quando este alvo foi

utilizado, principalmente em amostras de DNA extraido de sangue.

Entretanto, em outros trabalhos essa perda de especificidade ndo é relatada (Filisetti et
al., 2003; Menotti et al., 2010). Filisetti e colaboradores (2003) utilizando diferentes
alvos (B1, 18S e rep529) para o diagndstico da TC no liquido amni6tico e sangue do
corddo umbilical e tendo critérios soroldgicos para a confirmacdo ou exclusdo da
infeccdo, demonstraram a ocorréncia de resultado falso positivo por qPCR-B1, porém

ndo por gPCR-rep529.

Além disso, apesar do uso frequente de testes imunoldgicos no diagnostico da TC, a
confirmagdo soroldgica esta longe de ser conclusiva. Atualmente, um dos métodos
convencionais mais utilizados para a confirmacdo da toxoplasmose congénita é a
pesquisa continuada de anticorpos 1gG anti-T. gondii até 12 meses de vida (Pinon et al.,

2001; Kompalic-Cristo et al., 2004; Kompalic-Cristo et al., 2007; Vasconcelos-Santos
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et al., 2009; Machado et al., 2010). Todavia, observa-se em alguns recém-nascidos e
individuos imunossuprimidos, auséncia da producdo dessa imunoglobulina devido a
imaturidade do sistema imune e queda da producdo de células CD4+, respectivamente

(Guy & Joynson, 1995; Kompalic-Cristo et al,. 2007).

O desenvolvimento da resposta imune inicia na embriogénese e somente torna-se
maduro apds a adolescéncia. Em comparacdo com os adultos, as células dos recém-
nascidos tém menor capacidade funcional e produzem menos citocinas. Durante a
primeira semana de vida, os recém-nascidos tem um grande aumento no numero de
linfocitos, de forma que o desenvolvimento desta célula pode ser considerado extra
uterino. Porém, os linfécitos recém produzidos ainda sdo pouco funcionais, com baixa
producdo de IL-12, ndo estando aptos a responder prontamente. Além disso, essas
células necessitam de maior estimulo para tal. Ap6s o nascimento, com o aumento da
exposicao a antigenos exdgenos, observa-se um aumento no repertério de 1gG. Apesar
disso, com um ano de vida, os niveis de IgG de uma crianca ainda somam apenas 70%
dos niveis de um adulto (Ygberg & Nilsson, 2012). Dessa forma, a sorologia positiva
para o T. gondii em casos de imunossupressdo ou de imaturidade imunoldgica (casos

congénitos) se torna apenas um indicativo da infec¢éo (Spalding 2002).

Alguns autores relatam ainda que criancas tratadas continuamente com sulfadiazina e
pirimetamina podem ter a sintese desses anticorpos suprimida temporariamente
possibilitando assim possiveis resultados falso negativos (Carvalheiro et al., 2005;

Petersen 2007).

A deteccdo direta do T. gondii no sangue ou em outras amostras clinicas, por sua vez,
confirma a presenca do parasito que conduz ao diagnostico conclusivo da toxoplasmose.

A PCR realizada em fluidos corporais como sangue e liquido amniético representa uma
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alternativa pouco invasiva de diagnéstico da infeccdo (Kompalic-Cristo et al., 2007;
Wahab et al,. 2010). A possibilidade de se detectar o T. gondii em sangue humano
através do diagnostico molecular foi descrita primeiramente por Ho-Yen e
colaboradores (1992) e, recentemente, sua aplicagdo no diagnostico neonatal foi
observada (Sterkers et al., 2011). Este grupo avaliou a cnPCR em sangue periférico de
recém-nascidos com menos de trés semanas de vida como uma alternativa ainda pouco
usual no auxilio do diagndstico da toxoplasmose congénita. Testados isoladamente, o
fluido amnidtico, a placenta e o sangue do corddo umbilical, tanto na cnPCR quanto na
inoculagdo em camundongos, assim como o screening sorolégico ao nascimento, ndo
contribuiram para o diagnéstico da TC. A PCR, por outro lado, foi positiva em 83% dos

casos (5/6) (Sterkers et al., 2011).

No presente estudo, das 12 criangas com resultado positivo pela gPCR apesar da
auséncia de anticorpos IgG anti-T.gondii, quatro ndo apresentam nenhum dado clinico
sugestivo da ocorréncia da infeccdo congénita. As criangas nasceram a termo. A
sorologia materna durante os exames confirmatorios demonstrou a presenca de
anticorpos especificos IgG e auséncia de IgM, indicando possivelmente uma infeccao
materna mais antiga. Nenhuma das criancas sequer foi tratada e elas receberam alta ao
longo do primeiro ano de vida (a primeira com 7 meses de vida, a segunda com 10 e as

outras duas com 12 meses) pela auséncia de anticopos anti- T. gondii no soro.

Outras quatro criancas também ndo possuiam nenhum sinal clinico, entretanto, a
sorologia materna no momento dos testes confirmatorios, realizados em média aos dois

meses de vida do bebé, detectou a presenca de IgM assim como de 1gG anti-T. gondii.

Foi detectada a presenca de anticorpos IgM e IgG anti-T. gondii no soro da mée da 9°

crianca aos 7 meses de gestacdo. Nao existem dados de exames anteriores realizados no
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pré-natal desta gestante. Apesar disto, a gestante ndo recebeu medicamento
antiparasitario. A crianga nasceu a termo e recebeu alta aos 11 meses de vida sem

apresentar nenhum sinal clinico da toxoplasmose.

De maneira similar observou-se a presenca de IgM anti-T. gondii no soro das mées das
criangas n° 10 e 11 durante o periodo gestacional. Na décima crianca, a detec¢do
ocorreu no segundo més de gestacao e a gravida utilizou espiramicina por trés meses. A
crianga nasceu a termo, sem alteracdes clinicas e recebeu alta do projeto com um ano e
trés meses de vida. No caso da décima primeira crianga, a deteccdo de IgM se deu no
quarto més de gestagcdo e a gravida utilizou espiramicina por aproximadamente dois
meses. A crianga nasceu a termo e aos seis meses de vida apresentou numerosos pontos
de atrofia em ambos os olhos, avaliados como alteragbes constitucionais pelo
oftalmologista DVVS (colaborador deste trabalho) e aos 12 meses de vida apenas um
pequeno ponto de atrofia foi observado no olho esquerdo. A crianga recebeu alta apds

um ano e quatro meses de vida.

Foi identificada a presenca de IgM anti-T. gondii no soro materno ainda no primeiro
més de gestacdo da 12° crianca. A gestante foi medicada com espiramicina e 0
tratamento perdurou até o fim da gestacdo. Durante o parto a crianca aspirou mecénio
sofrendo com hipdxia. Ao nascimento foi observado retinocoroidite no olho direito,
porém, no momento do diagnostico foi observado o fundo de olho em “sal e pimenta”
ndo sugestivo de toxoplasmose. A crianga apresentou comprometimento neurolégico
com hipotonia cervical importante e foi solicitado sorologia para rubeola,
citomegalovirus e VDRL além de toxoplasmose, porém o resultado foi negativo. Com
10 meses de vida a crianca ndo sentava e ndo seguia com o olhar aléem de apresentar
microcefalia e estrabismo. Com 12 meses de vida a crianga recebeu alta do projeto pela

sorologia repetidamente negativa para toxoplasmose sendo mantido, porém, o
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acompanhamento com pediatra e neurologista. Todas essas doze criangas tiveram a

medicagdo suspensa antes da realiza¢do do ultimo teste soroldgico.

Bidgoli e colaboradores (2011) também relatam discordancia entre sorologia e
diagnéstico molecular. Em seu trabalho os autores descrevem um caso de
retinocoroidite macular recorrente em um paciente de 13 anos de idade com historia de
infeccdo congénita. Os resultados de sorologia permaneciam repetidamente negativos
ou inconclusivos. Entretanto, a etiologia da lesdo pdde ser confirmada pela deteccdo de

DNA do T. gondii no humor vitreo.

No mesmo ano, Ferreira e colaboradores (2011) realizaram diagndéstico laboratorial
através de cnPCR e gPCR e imunofluorescéncia em 20 pacientes com suspeita de
toxoplasmose congénita ou adquirida. Os autores observaram um paciente de 29 anos,
negativo para HIV, com sorologia negativa tanto para IgM quanto para 1gG e
diagndstico molecular positivo em amostra de sangue periférico. Esse paciente
apresentava toxoplasmose cerebral aguda e focal, confirmada por histopatologia de

amostra cerebral.

Sterkers e colaboradores (2011) avaliando a presenca do parasito em sangue periférico
de 12 recém-nascidos com suspeita de TC encontraram, em um dos seis casos
confirmados, a cnPCR positiva apesar da sorologia e imunobloting negativos. Os
autores atribuiram esse fato a contaminacdo materna ter sido tardia (aproximadamente
39 semanas de gestagdo). Desta forma a cnPCR no sangue periférico foi o primeiro teste

que confirmou o diagnostico de TC.

A sensibilidade da gPCR-rep529 em relagdo a persisténcia de 1gG anti-T. gondii apds o
12° més de vida foi baixa (48%). Entretanto esses dados sdo concordantes com
resultados publicados por outros grupos. Realizando o diagnostico de TC em fluido
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amnidtico, Filisetti e colaboradores (2003) encontraram uma sensibilidade de 42% para
0 alvo rep529. Fekkar e colaboradores em 2008 obtiveram uma sensibilidade de 38,2%
e no estudo de Talabani e colaboradores (2009) a sensibilidade obtida foi de 55%,
ambos trabalhando com amostras de humor aquoso. Contudo, utilizando DNA extraido
de 5 mL de sangue periférico de pacientes com suspeita de toxoplasmose cerebral,

Mesquita e colaboradores (2010) encontraram uma sensibilidade maior, de 97,2%.

A ocorréncia de resultados falso negativos nesse estudo pode ser explicada, em parte,
pelo tamanho reduzido da amostra clinica submetida a extracdo de DNA, apenas 300uL
de sangue periférico. Como a distribuicdo do parasito nos tecidos e fluidos corporais
ndo é homogénea, o tamanho da amostra submetida a extracdo de DNA deve ser
considerado um ponto chave nessa questdo. Cassaing e colaboradores (2006) obtiveram
uma diferenca significativa nos valores de Cr obtidos quando compararam volumes
diferentes (4 e 7 mL) de liquido amnidtico submetidos a extracdo de DNA.
Consequentemente, um resultado de PCR negativo ndo exclui definitivamente a

presenca do T. gondii em uma amostra clinica (Reischl et al., 2003).

A sensibilidade do teste utilizado nesse estudo provavelmente seria aumentada caso o
volume de sangue submetido a extracdo de DNA fosse maior. Porém, esse fato é
inviavel por questBes éticas uma vez que o0s pacientes sdo recém-nascidos. Outra
alternativa seria realizar a coleta até no maximo a terceira semana de vida dos bebés,
devido a transitoriedade da parasitemia e baixa carga parasitaria em recém-nascidos
mais velhos (Yo-Hen et al., 1992; Mesquita et al., 2010), o que n&o foi possivel pela

logistica metodoldgica do trabalho.
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Pelos baixos valores de especificidade e sensibilidade em relacdo ao teste de pesquisa
de IgG anti-T. gondii aos 12 meses de vida, a concordancia calculada pelo indice Kappa

(0,06) foi considerada muito fraca.

Quando os resultados obtidos na gPCR foram comparados ao isolamento por bioensaio
em camundongos observamos que das amostras com resultado positivo pelo bioensaio,
44% foram negativas para a qPCR-rep529. Resultados similares s&o descritos em alguns
trabalhos (Homan et al., 2000; Higa et al.,, 2010), nos quais foram observadas
concordancias em torno de 50% entre os testes moleculares e bioensaio em
camundongo. Essas diferencas podem estar relacionadas ao volume da amostra utilizada
em cada teste. O DNA utilizado na gPCR foi extraido de 300uL de sangue periférico
total enquanto que, no bioensaio, foram inoculados os elementos celulares obtidos de

aproximadamente 0,5 mL de sangue.

Considerando os resultados positivos na qPCR e negativos no bioensaio, é possivel que
fatores genéticos do hospedeiro conjugados com baixa carga parasitaria possam levar a
morte do parasito e persisténcia de DNA residual sendo, portanto, a causa dos
resultados discrepantes (Robert-Gangneux et al., 2010). J& foi relatado que o
diagndstico molecular de amostras de sangue de recém-nascidos € mais sensivel que a
inoculacdo em camundongos (Castro et al., 2001; Costa et al., 2009). Quando se faz uso
de inoculacéo de sangue em camundongos, junto com as células utilizadas podem estar
presentes fatores inibitérios de proliferacdo do parasito. Por outro lado, fracGes do
genoma do parasito podem ser identificadas por PCR, porém ndo sdo viaveis para a

proliferagdo em camundongos (Spalding et al., 2002).

Neste trabalho também foram analisadas possiveis associaces da gPCR-rep529 com o0s

dados clinicos dos recém-nascidos. A presenca ou auséncia de DNA do parasito,
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definida pela qPCR-rep529, foi associada a presenga ou auséncia dos sinais clinicos
apresentados pelas criangas nas quais a TC havia sido confirmada pela persisténcia de

IgG especifico apds um ano de vida (n = 150).

Né&o foi possivel observar nenhum tipo de associacdo estatistica significativa quando
consideramos a presenca de calcificagcbes cerebrais. O numero de criangas que
apresentaram calcificagdo craniana foi pequeno, apenas 25 em 150, o que
provavelmente limita a avaliacdo estatistica comparativa entre os grupos definidos pela
avaliacdo do sinal clinico em questdo. Também nédo foi observada uma medida de

associacao significativa, através do valor de risco relativo, para este grupo de criancas.

Por outro lado, a associacdo entre a positividade pela qPCR-rep529 e a presenca de
lesbes oculares foi significativa (p=0,013). A retinocoroidite é o tipo de lesdo mais
frequente associada a infeccdo congénita pelo T. gondii. Cinquenta e quatro por cento
dos pacientes com retinocoroidite, independente do tipo de leséo, apresentaram gPCR
positiva. A partir desta observacdo realizamos o calculo de associacdo através do risco
relativo, sendo demonstrado que os recém-nascidos com TC tem 1,8 vezes mais chance
de apresentar lesdo ocular, no caso da gPCR positiva, do que se forem negativos para o
teste molecular. Esses resultados sdo ainda mais interessantes se for considerado o fato
de que na América do Sul as lesdes oftalmoldgicas sdao mais graves que as encontradas
na América do Norte ou Europa (Gilbert et al., 2008; Vasconcelos-Santos & Queiroz

Andrade, 2011).

Ao categorizarmos o tipo de lesdo ocular foi possivel identificar que a maioria das
criancas com retinocoroidite ativa (68%) foram positivas na gPCR-rep529 e, quando
comparadas as criancas sem lesdo, cuja positividade foi de 29,7% essa diferencga foi

estatisticamente significativa. Observamos também uma maior positividade entre as
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criangas que possuiam lesdes simultaneamente ativas e cicatrizadas (47,4%) em relacao
aquelas sem lesdo, contudo esse aumento ndo foi significativo em termos estatisticos.
Em relacdo as criangas com lesdes cicatrizadas a diferenca foi novamente significativa,
uma vez que a positividade neste grupo foi de 56,8%. Os resultados obtidos nesse
estudo demonstram que é possivel detectar DNA do parasito em sangue periférico dos

pacientes com infeccdo ocular ainda que cicatrizada.

O tipo de lesdo ocular demonstrou influenciar a associacdo observada entre gPCR -
rep529 e retinocoroidite. Foi observado que o risco de uma crianca ter lesdo ocular ativa
(RA), considerando o diagndstico molecular positivo, é 2,3 vezes maior do que naquelas
com resultado negativo. No caso das lesdes cicatrizadas (RC) esse risco € um pouco
menor, 1,9. Contudo, o célculo de risco relativo para as criancas com RAC nao foi
significativo e deve ser desconsiderado, uma vez que o intervalo minimo de confianca

(95%) é menor que 1.

De maneira similar aos resultados obtidos nesse trabalho, o DNA do T. gondii foi
encontrado em 90% das amostras de sangue de pacientes com RA e em 50% das
amostras de sangue dos pacientes com RC no estudo realizado por Silveira e
colaboradores em 2011. Os autores avaliaram a toxoplasmose ocular em adultos
imunocompetentes e ndo categorizaram a presenca simultdnea de lesdes ativas e
cicatrizadas. Os autores sugerem que os resultados obtidos pela cnPCR com o gene B1
indicam que uma parasitemia subclinica esta presente em pacientes com toxoplasmose
tanto aguda como crénica, independentemente da presenca de lesdes oculares ativas ou

apenas de cicatrizes.

Por outro lado, Mattos e colaboradores em 2011 encontraram a maioria dos resultados

positivos na PCR (75%) oriundos de amostras de sangue de pacientes com cicatrizes de
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retinocoroidite, e apenas 25% dos resultados positivos foram encontrados em sangue de

pacientes com lesdo exudativa, ou seja, ativa.

E possivel que a prevaléncia de PCR positiva seja maior nos individuos com
retinocoroidite ativa porque a parasitemia resultaria da multiplicacdo e disseminagéo do
parasito a partir da retina e ndo vice-versa (Silveira et al., 2011). Contudo, a casualidade
simples ndo pode ser inferida somente a partir da observacdo da parasitemia nos
pacientes com retinocoroidite ativa. Durante os primeiros dias de uma leséo ativa, o
DNA do T. gondii atinge o sangue via circulacdo coroidal ou drenagem do humor
aquoso e os niveis do parasito se tornam detectaveis. Essa hipotese é corroborada pelo
fato da maioria das recorréncias oculares ocorrerem na borda ou perto das lesdes antigas

(Contini et al., 2005).

No presente estudo as criangas com retinocoroidite cicatrizada (RC) apresentaram maior
positividade do que aquelas que tinham simultaneamente lesdes ativas e cicatrizadas
(RAC). Apesar da categorizacdo do tipo de lesdo, a manifestacdo ocular trata-se de um
processo dindmico. As criancas com RAC possuem ativacdo da resposta imunoldgica
frente a inflamac&o e infeccéo presentes, evidenciada pelo inicio do estabelecimento do
processo cicatricial. Por outro lado, nos recém-nascidos com RC, essa resposta ja
ocorreu e o exame de fundo de olho demonstrou apenas a presenca de cicatriz como
resultado do processo. De acordo com Cortina-Borja e colaboradores (2010) os periodos
de reativacdo em recém-nascidos infectados pela via congénita sdo mais frequentes.
Apesar da maioria das recorréncias oculares ocorrerem na borda das lesdes antigas,
novas lesdes também podem ocorrer distantes destas e a parasitemia em curso em tais
pacientes pode ajudar a explicar tais ocorréncias (Silveira et al., 2011). Portanto, ¢
possivel que a identificacdo do parasito no sangue dos recém-nascidos com RC esteja

ocorrendo anteriormente aos eventos de recorréncia das lesdes oculares. As criangas
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deste estudo foram submetidas ao inicio do tratamento antiparasitario logo apos a coleta

de sangue para gPCR-rep529, ndo sendo possivel que esta hipotese fosse confirmada.

6.2. ANALISE QUANTITATIVA PELA QPCR-REP529 EM AMOSTRAS DE SANGUE DE RECEM-
NASCIDOS COM TOXOPLASMOSE CONGENITA

Sabe-se que na toxoplasmose 0 numero de parasitos presentes em amostras clinicas ndo
é muito grande (Contini et al., 2005) No presente trabalho foi encontrada uma baixa
carga parasitaria no sangue periférico dos recém-nascidos. Esse resultado era esperado
considerando tanto a transitoriedade da parasitemia quanto o avancado tempo de vida

dos bebés no momento da coleta de sangue.

Os valores encontrados na estimativa da carga parasitaria estdo de acordo com 0s
resultados do bioensaio obtido por Carneiro e colaboradores (2010) utilizando amostras
de sangue destes mesmos pacientes coletadas simultaneamente ao sangue destinado a
extracdo de DNA e realizacdo da qPCR-rep529. A positividade de isolamento no
bioensaio foi pequena (apenas 15%) e dentre todos os isolados, apenas um foi obtido
simultaneamente dos dois camundongos utilizados no experimento de bioensaio. Nos
demais isolados, somente um dos dois camundongos inoculados com sangue suspeito
foi infectado, indicando um baixo nimero de parasitos viadveis circulantes nas amostras

de sangue das criancas.

Romand e colaboradores em 2004 encontraram uma variagdo maior nos valores obtidos
da quantificacdo do numero de parasitos em amostras de liquido amniético, em relagdo
ao presente estudo. Utilizando o alvo B1, o valor minimo encontrado foi de 1.1
parasitos/mL e o maximo 8920 parasitos/mL. Entretanto, de maneira similar
a nossa, a maioria das amostras (39%) possuiam baixo nimero estimado de parasitos,

menor que 10 parasitos/mL.
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Ja foi demonstrado um limite de deteccdo de 1/50 do genoma do parasito nas reacoes
tendo como alvo o elemento repetitivo rep529 (Kasper et al., 2009), o que justifica a
capacidade de deteccdo da carga parasitaria pequena, menor que 0,5 parasito/mL, em

68% das amostras analisadas nesse estudo.

Apenas uma amostra apresentou elevada carga parasitaria, 20,55 parasitos/mL. A partir
do bioensaio com material deste paciente isolou-se a cepa TgCTBr25, posteriormente
caracterizada como virulenta para camundongos e apresentando genotipo recombinante.
O fendtipo virulento pode estar associado a elevada capacidade de promover a
regulacdo da inflamacéo através de proteinas efetoras do complexo apical (Melo et al.,
2011). Provavelmente, por se tratar de um isolado virulento foi possivel encontrar uma

carga parasitéria elevada na crianca, mesmo com 63 dias de vida.

Curiosamente as sete criancas que tiveram carga parasitaria estimada maior que 1
parasito/mL possuiam lesdo oftalmoldgica, cinco com RC e duas com RAC. Porém
nenhuma delas com RA apenas, apesar das criangas deste grupo terem apresentado as
maiores taxas de positividade pela qPCR-rep529. Esse fato pode estar relacionado ao
reduzido nimero de criangas com retinocoroidite exclusivamente ativa dentre o grupo

das criangas com lesdes oculares (19/113).

A mediana da carga parasitaria estimada foi comparada entre cada grupo de
manifestacdo clinica analisada neste trabalho. N&o foi observada diferenca significativa
entre a carga parasitaria nas criangas com presenca de calcificacdes cerebrais e aquelas
sem este sinal clinico. Da mesma maneira, as criangas com lesdo oftalmologica possuem
parasitemia similar aquela observada nas criangas sem lesdo. Dentre os grupos formados

pela categorizacdo dos tipos de retinocoroidite a diferenca também néo foi significativa.
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Diferentemente dos resultados obtidos neste trabalho, Romand e colaboradores (2004)
observaram que a concentracdo média de T. gondii, encontrada no fluido amniotico dos
infectados sintomaticos, foi significativamente maior do que nos com infeccdo
subclinica. Porém, essa diferenca ndo foi significativa considerando as infec¢Bes que
ocorreram apds a 20% semana de gestacdo (Romand et al., 2004). A deteccdo de
anticorpos IgM anti-T. gondii que foi utilizada na triagem neonatal do presente estudo
favorece, justamente, a deteccdo de criancas infectadas na segunda metade da gestagéo

(Gilbert et al., 2007).

Outras variaveis podem influenciar a auséncia de associa¢des significativas entre carga
parasitaria e sinais clinicos, por exemplo, as caracteristicas imunolégicas individuais de
cada paciente, possuindo maior ou menor capacidade de controle da infeccdo (Ygberg e
Nilsson 2012). A resposta imune pro-inflamatdria ocasiona a regulacao da infeccdo com
consequente diminui¢cdo no numero de parasitos nos tecidos. Entretanto, na auséncia ou
mesmo ineficdcia de mecanismos regulatérios, essa mesma resposta efetora pode
ocasionar lesdes teciduais por processos inflamatérios exacerbados (Munoz et al.,

2011).

Outra questdo importante € o tempo de infecgdo. Ao analisarmos a carga parasitaria em
relacdo aos dias de vida das criancas, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo
significativa. Esses dados sugerem que a associacdo entre dias de vida da crianga e
carga parasitaria ndo e fidedigna porque ndo e capaz de refletir ou estimar quando
ocorreu a infecgdo materna. Por exemplo, uma gestante pode ter se infectado no ultimo
més da gestacdo e a crianca apresentar parasitemia detectada pela gPCR-rep529 aos 60
dias de vida, enquanto outra gestante poderia ter se infectado no segundo terco de
gestacdo e, ao nascimento, 0s taquizoitos ndo estarem mais presentes na circulagdo

sanguinea.
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Romand e colaboradores em 2004, obsevaram associacdo significativa entre carga
parasitdria e tempo de infeccdo, pois foi possivel identificar o momento da
soroconversao materna uma vez que a triagem foi realizada durante o pré-natal. No caso
deste projeto, porém, o tipo de triagem implementada foi a neonatal, impossibilitando

analise similar.

Podemos ainda citar, como fator interferente na associacdo entre carga parasitéria e
apresentacdo clinica da TC, as limitacbes do processo de quantificacdo relativa
realizado neste estudo. Em 2003, Reischl e colaboradores demonstraram que além de
possuir um nimero muito maior de cdpias do que o gene B1, o alvo rep529 possui um
alto nivel de conservacao entre as sequéncias nucleotidicas de cepas e isolados distintos.
Todavia, esse trabalho foi realizado com amostras de liquido amniético na Franga, onde
circulam cepas de genétipo clonal. Provavelmente as amostras continham cepas de T.
gondii do tipo I, que é o gendtipo mais prevalente em casos congénitos na Europa (Su

et al., 2006).

Para identificar uma possivel variacdo intra-especifica no nimero de copias do alvo
rep529 foi utilizada uma quantidade padronizada de DNA de oito cepas isoladas através
do bioensaio em camundongos. Essas cepas foram anteriormente isoladas por Carneiro
e colaboradores (2010) através de bioensaio em camundongos inoculados com amostras
de sangue periférico de criancas selecionadas para esse estudo. Todas as cepas
apresentaram fenotipo virulento em camundongos, de modo que a dose letal para 100%
dos animais é de apenas um taquizoito. O estudo do gendtipo dessas cepas demonstrou
um perfil recombinante através da analise por PCR-RFLP. Das oito cepas utilizadas
nesse estudo, trés compartilham o genotipo tipo Brll e as outras 5 possuem genotipos
unicos que ainda ndo haviam sido descritos na literatura (Carneiro et al., 2011). A

quantificacdo da regido repetitiva rep529 apresentou uma variacdo significativa entre
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estes isolados, indicando que pode ocorrer uma variagdo no numero de copias desta
regido ndo codificadora entre as cepas com gendtipo recombinantes. Dessa forma,
algumas amostras de sangue de recém-nascidos positivas na g°PCR poderiam estar com
a carga superestimada ou subestimada, ja que a curva padrao foi feita com taquizoitos
da cepa referéncia RH, que possui gendtipo clonal tipo I, o que pode justificar a
auséncia de associacdes significativas entre a estimativa da carga parasitaria e as

diferentes formas de apresentacéo clinica da toxoplasmose congénita.

De maneira geral, os resultados deste trabalho demonstraram que a gPCR-rep529 em
DNA extraido de sangue periférico de recém-nascidos é uma boa ferramenta para
auxiliar no diagnostico da TC. Em 12 amostras este teste foi o primeiro indicativo de
infeccdo pelo T. gondii. Foi demonstrada uma associagdo significativa entre as lesdes
oculares e o resultado positivo pela gPCR. E ainda, o risco relativo indica que o
monitoramento de T. gondii em amostras de sangue periférico pode auxiliar na
identificacdo de pacientes com maior ou menor risco de desenvolverem lesdo ocular
ativa. Esse fato pode ser determinante na escolha de um esquema terapéutico mais
adequado. A sensibilidade do teste foi baixa, podendo ser otimizada caso a coleta de
sangue ocorra em recém-nascidos logo ap6s 0 nascimento. A estimativa da carga

parasitaria, entretanto, parece possuir falhas e necessita ser validada por outros estudos.

Uma das perspectivas futuras deste estudo é realizar a genotipagem do T. gondii, através
de PCR-RFLP utilizando onze marcadores descritos por Su e colaboradores em 2009,
diretamente nas amostras clinicas que apresentaram maior carga parasitaria. O estudo da
estrutura populacional do T. gondii possibilitaria correlacionar o gendtipo do parasito as
manifestaces da doenca (dentre elas a carga parasitaria) e dessa forma fornecer
marcadores que definam o seu prognostico. Outra abordagem é realizar a validadacao

da quantificacdo observando as varia¢es no nimero de cdpias do alvo rep529 em cepas
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isoladas de hospedeiros distintos, com diferentes gendtipos e padrdes de viruléncia em
camundongos. Essa mesma validacdo pode ser feita in silico atraves de ferramentas de
bioinformatica utilizando as sequéncias das cepas cujo genoma completo se encontra
depositado no Genbank®. E ainda como perspectiva futura deste trabalho esta a
identificacdo da banda inespecifica de aproximadamente 200pb que ocorreu de forma

recorrente nas amostras que apresentaram produtos inespecificos.
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7. CONCLUSOES

- A gPCR ¢é pouco especifica quando comparada ao teste de persisténcia de 1gG anti T.
gondii aos 12 meses de vida mas possui sensibilidade razoavel no diagnostico da

toxoplasmose em sangue congelado de recém-nascidos com toxoplasmose congénita.

- A gPCR-rep529 possui boa reprodutibilidade.

- Néo ha associacdo entre o diagndstico molecular (QPCR-rep529) e a presenca de

calcificagOes cranianas.

- A positividade na qPCR-rep529 € maior nas criangas com lesao oftalmoldgica.

- Existe associacdo entre o tipo de lesdo ocular e o resultado da qPCR-rep529,
corroborada pelo maior risco relativo em criancas com lesdo ativa seguido daquelas com

lesdo cicatrizada.

- A carga parasitaria no sangue periférico dos recém-nascidos com toxoplasmose

congénita é pequena, porém nao correlacionada ao tempo de vida da crianca.

- Nao ha associacdo entre carga parasitaria e presenca de calcificacdes cerebrais ou

retinocoroidite.
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9. ANEXOS

9.1. PARECER COEP-UFMG N° 0298/06
Univv:rs‘idade Federal dc Minas Gerais
Comité de Etica em Pesguisa da UFMG - COEP

Parecer n®, ETIC 0298/06

Interessada: Profa. Glaucia Manzan Queiroz de Andrade
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP, aprovou no
dia 27 de setembro de 2003, o projeto de pesquisa intitulado
"Triagem neonatal para toxoplasmose congénita no Estado de
Minas Gerais" bem como o Termc de Consentimento Livre e
Esclarecido do referido projeto.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ac COEP
um ano apos o inicio do projeto.

Profa. Dra. &la aivef\a e Lima Perez Garcia

Presidente do COEP/UFMG

Av, Presidente Anidnio Carles, 6627. Unidade Administrativa Il - 2* andar saia: 2005 - 31.270-90i- Bl « MG
(31) 34994592 - FAX: (31) 3499-4027 - cocp@ prpa.ufing br
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9.2. CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR NA PESQUISA CLINICA: “TRIAGEM
NEONATAL PARA TOXOPLASMOSE CONGENITA NO ESTADO DE MINAS GERAIS”

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR NA PESQUISA CLINICA: “Triagem neonatal

para Toxoplasmose Congénita no Estado de Minas Gerais”

EQUIPE MEDICA (ordem alfabética): Daniel Vitor Vasconcelos Santos, Glaucia Manzan
Queiroz de Andrade (coordenadora), José Nélio Januario, Luciana Macedo de Resende,

Roberto Martins Gongalves, Wesley Ribeiro Campos

INTRODUGCAO:

Antes de aceitar participar desta pesquisa clinica, é importante que vocé leia e compreenda a
seguinte explicacdo sobre os procedimentos propostos. Esta declaracdo descreve o objetivo,
procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e precaucdes do estudo. Também descreve os
procedimentos alternativos que estéo disponiveis a seu filho e o seu direito de sair do estudo a

qualquer momento.

OBJETIVO:

O objetivo deste estudo € avaliar a ocorréncia de Toxoplasmose Congénita em recém-nascidos
no Estado de Minas Gerais e estudar se a triagem neonatal é uma estratégia adequada para o
diagndstico e tratamento precoces da infecgdo. Pretende-se ainda conhecer as caracteristicas
clinicas, auditivas e oculares, das criancas positivas e a evolucdo, nas criangas tratadas, das

complicagfes tardias da doenca.

RESUMO:

A toxoplasmose ocorre em todo o Brasil e estudo realizado em Belo Horizonte mostrou que a
infeccdo é freqliente em recém-nascidos, na propor¢do de um recém-nascido infectado para
cada 1590 nascidos vivos. Estima-se que em Minas Gerais a infeccao também seja comum e

que muitas criancas nascam com a infeccdo, sem sintomas, apresentando manifestacfes

tardias, principalmente oculares, na adolescéncia ou vida adulta, o que dificulta o tratamento.

As criangas que nascem com toxoplasmose congénita podem ser prematuras, ter baixo peso,
podem nascer com sintomas de infec¢cdo, mas acredita-se que a maioria nasca a termo e sem

sintomas, 0 que atrasa o diagndstico e tratamento nestes casos. Atualmente todas as criancas
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com toxoplasmose congénita, com ou sem sintomas, séo tratadas com antimicrobianos (sulfas,
pirimetamina e &acido folinico) durante o primeiro ano de vida e, em todo o mundo, os
resultados desse tratamento indicam que a toxoplasmose congénita tratada no primeiro ano de
vida apresenta menor ocorréncia de complicacdo ocular e de atrasos no desenvolvimento da
crianga. A possibilidade de se conhecer as areas de maior ocorréncia da infec¢do no estado e

tratar as criancas infectadas, torna este estudo de fundamental importancia.

PROCEDIMENTOS:

Os pacientes incluidos no estudo serdo as criangas participantes do programa “Teste do

Pezinho” residentes no estado de Minas Gerais.

Solicitamos a participacdo do seu filho/filha neste estudo porque o exame para toxoplasmose
feito com o sangue colhido para o Teste do Pezinho foi positivo. Por esta razdo, a senhora e
seu filho/sua filha precisaréo fazer outro exame de sangue que seré colhido no Posto de Saude
perto de sua casa. Este material sera encaminhado para Belo Horizonte, onde sera examinado
no Laboratério da Faculdade de Medicina da UFMG (NUPAD) para confirmar ou excluir o
diagndstico de toxoplasmose. Se esse exame de triagem para toxoplasmose for negativo, a

senhora sera informada de que seu filho ndo nasceu com a doenga.

Se esse segundo exame for positivo, a senhora sera orientada a levar seu filho no posto de
saude de referéncia ou no Hospital das Clinicas da UFMG, em Belo Horizonte, para outros

exames (exame de fundo de olho e radiografia de cranio) e tratamento.

A realizagdo dos testes serd encerrada ap0s seis meses de avaliacdo no Estado. Mas, o

controle e tratamento das criancas com toxoplasmose congénita sera garantido pelo sistema

de saude no local de referéncia mais préximo.

DESCONFORTOS:

A retirada do sangue podera resultar em sensacdo de tontura, inflamacao da veia ou dor,
ferimento, ou sangramento no local da pun¢éo. Ha também a remota possibilidade de ocorrer

infeccao.

DANOS:

No caso de seu filho apresentar algum sinal/sintoma anormal que possa estar associado ao
uso da medicacdo para toxoplasmose, durante a realizacdo do estudo, vocé devera entrar

imediatamente em contato com a Dra. Glaucia Queiroz, nos telefones: 3248 9547, 3277 4341
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ou 9950-5155. Se ela ndo estiver disponivel, peca para falar com a Dra Andrea Lucchesi no
mesmo telefone: 3248 9547 ou 3277 4341.

Se seu filho vier a sofrer qualquer dano fisico como resultado desse estudo, observadas as
recomendac8es do protocolo, ele recebera todos os cuidados médicos providos pela Instituicao
na qual o estudo se realizou. Seu filho ndo abrird mao de seus direitos legais apds vocé assinar

o termo de consentimento informado.

BENEFICIOS:

Um beneficio da participacdo de seu filho neste estudo é a contribuicdo ao conhecimento
meédico. Ele também poderd se beneficiar do diagndéstico e tratamento da toxoplasmose
congénita, com boas chances de evoluir sem complicacdes de acometimento ocular e danos
neurolégicos. Os exames e procedimentos exigidos durante sua participacéo no estudo séo os

realizados na rotina _do atendimento das criancas com toxoplasmose congénita e serdo

custeados pelo convénio entre a Secretaria de Estado da Saude e a Faculdade de Medicina da
UFMG. A medicagdo sera oferecida gratuitamente para os participantes desse projeto de

pesquisa.

TRATAMENTO ALTERNATIVO:

Existe a alternativa de ndo participar do estudo. Vocé podera discutir com o médico esta
alternativa antes de permitir que seu filho participe do estudo. Até o momento, ndo existe outra
proposta de tratamento, diferente da que estd sendo oferecida nesse projeto, para a crianca

com toxoplasmose congénita.

Ainda ndo dispomos de um programa de triagem neonatal implantado para diagnéstico da
toxoplasmose congénita. Como a maior parte das criancas portadoras dessa infeccdo nascem
sem sintomas, geralmente o diagnostico é feito tardiamente, a partir de queixas visuais ou

atrasos no desenvolvimento observadas na vida escolar.

CONFIDENCIALIDADE:

Os registros da participacao de seu filho neste estudo serdo mantidos confidencialmente até
onde é permitido por lei. No entanto, o Comité de Etica em Pesquisa/UFMG podera verificar e
ter acesso aos dados confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicacdo dos
dados ndo o identificar4d. Ao assinar este formuldrio de consentimento, vocé autoriza o
pesquisador a fornecer os registros médicos do seu filho para o Comité de Etica e Pesquisa da
UFMG.
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CONFIDENCIALIDADE:

A participagdo de seu filho neste estudo é voluntaria e sua recusa em participar ou seu
desligamento do estudo nao significara perda de beneficios aos quais seu filho tem direito.
Vocé podera interromper a participacdo de seu filho a qualquer momento sem afetar seu

acompanhamento médico e tratamento, que serd mantido pelo tempo necessario.

Seu médico podera finalizar sua participacdo neste programa de pesquisa por qualquer uma
das seguintes razdes:

= Incapacidade de tomar o medicamento conforme orientado;
* Incapacidade de comparecer as consultas agendadas;
= Se 0 programa for cancelado pelo patrocinador ou por questdes administrativas.

COMPENSACAO:

Vocé ndo recebera qualquer compensacao financeira pela participagéo do seu filho no estudo.

CONTATO COM A COMISSAO DE ETICA:

Durante o estudo, se vocé tiver qualquer divida sobre este estudo, por favor, contate o Comité
de Etica em Pesquisa-COEPE/UFMG, no telefone: 34994592,

CONSENTIMENTO:

Li e entendi todas as informac8es. Tive oportunidades de fazer perguntas e todas as minhas
davidas foram respondidas satisfatoriamente. Este formulario estd sendo assinado
voluntariamente por mim, representante legal desta crianca, indicando meu consentimento para

participar neste estudo, até que eu decida o contrario.

Assinatura do representante legal do paciente Data
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Assinatura da testemunha Data

Assinatura do pesquisador Data
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