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RESUMO

Neste trabalho, técnicas moleculares foram utilizadas para diagnosticar a
transmissdo materno-fetal da toxoplasmose em 50 gestantes atendidas pelo servigco de
pré-natal do Instituto Nacional de Salde da Mulher, da Crianca e do Adolescente
Fernandes Figueira — IFF/FIOCRUZ. A toxoplasmose € uma parasitose cujo agente
etiologico é Toxoplasma gondii, e segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
esta zoonose esta presente em todo 0 mundo, com prevaléncia variando entre 10 e 90 %.
As consequéncias desta infeccdo sdo especialmente importantes para as mulheres
soropositivas, ja que em caso de gestacdo pode ocorrer transmissdo vertical deste
patdégeno, resultando em diversas alteragdes no desenvolvimento fetal, como
hepatoesplenomegalia, calcificacBes cerebrais e coriorretinite, e gerando impactos
econémicos e sociais. Dentro desta perspectiva, 0s objetivos deste estudo incluiam
padronizar a técnica de PCR em tempo real para diagnostico da toxoplasmose congénita
e aplicar este método ao grupo de gestantes atendidas pelo servigo de pré-natal do IFF,
além de realizar a comparacdo com resultados obtidos pela técnica de nested-PCR, e
correlacionar os dados obtidos com a sorologia das pacientes e com as caracteristicas
clinicas dos recém-nascidos. Para tanto, foi realizada a extracdo de DNA a partir de
amostras de liquido amni6tico coletadas por amniocentese nas pacientes que
apresentavam quadro clinico e sorologia compativeis com toxoplasmose aguda;
aliquotas do DNA foram utilizadas para as reacdes de PCR em tempo real através do
sistema TagMan®, e depois os resultados obtidos foram confirmados por nested-PCR.
Dentre as 50 pacientes avaliadas, em apenas dois casos foi confirmada a transmissao
materno-fetal da toxoplasmose, através das duas técnicas utilizadas; os filhos destas
pacientes apresentaram quadro de toxoplasmose congénita. Na maioria das pacientes
(95,8%) a transmissdo ndo ocorreu, provavelmente devido ao inicio precoce do
tratamento. Estes dados permitem concluir que a deteccdo rédpida e precoce da
transmissdo materno-fetal da toxoplasmose é de extrema importancia para evitar as
consequéncias deste evento no desenvolvimento fetal.

Palavras-chave: Toxoplasmose Congénita; Diagndstico Molecular; PCR em tempo

real.
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1 Introdugéo

Este trabalho avaliou a transmissédo materno fetal da toxoplasmose em gestantes
atendidas pelo servico de pré-natal do Instituto Nacional de Saiude da Mulher, da Crianca
e do Adolescente Fernandes Figueira (IFF/FIOCRUZ). A toxoplasmose € uma doenca
infecciosa, cujo agente etiolégico é Toxoplasma gondii e que pode afetar diversas
espécies de animais de sangue quente, incluindo os humanos. Este parasito apresenta
distribuicdo geografica mundial, mas a prevaléncia da infeccdo por ele causada varia
entre 10 e 90%, segundo a OMS.

Na maioria dos casos, individuos saudaveis ndo apresentam sintomas de
toxoplasmose, mas em cerca de 20% dos casos pode ocorrer febre, dores musculares e
linfoadenopatia. As consequéncias desta infeccdo sdo especialmente graves para
individuos imunocomprometidos, que podem apresentar toxoplasmose generalizada ou
encefalite (ROBERT-GANGNEUXA; DARDE, 2012).

A toxoplasmose em gestantes também pode apresentar consequéncias
importantes. Em gestantes com sorologia positiva para toxoplasmose pode ocorrer a
transmissdo vertical do parasito, provocando alteracdes no desenvolvimento fetal, como
hepatoesplenomegalia, calcificagbes cerebrais e coriorretinite; o cuidado com o0s
individuos afetados gera impactos econémicos e sociais (AMENDOEIRA; CAMILLO-
COURA, 2012). Por esta razdo € de extrema importancia o diagnostico sorologico da
gestante, realizado durante o pré-natal; em gestantes que apresentam infeccdo recente é
iniciado tratamento com espiramicina, buscando evitar a transmissdo materno fetal da
toxoplasmose.

O diagnostico acurado da toxoplasmose fetal também € muito importante,
porque se a transmissdo vertical for comprovada, a conduta sera modificada: serdo
administrados farmacos para tratamento do feto (pirimetamina, sulfadiazina e acido
folinico), buscando minimizar as alteracbes no desenvolvimento fetal, e assim mitigar o
impacto da toxoplasmose congénita para as familias e a sociedade (MONTOYA,;
REMINGTON, 2008). Nesta perspectiva, este trabalho teve como objetivo contribuir
para o aperfeicoamento dos métodos para diagnostico da transmissdo materno fetal da

infeccdo por Toxoplasma gondii, através da padronizagdo de uma técnica de diagnostico
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molecular utilizando amostras coletadas do grupo de gestantes atendidas pelo servico de

pré-natal do Instituto Nacional Fernandes Figueira.



13

2 Referencial Teorico

2.1 Toxoplasma gondii e a Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma doenca infecciosa de grande importancia medica e
veterinaria, sendo uma zoonose que tem como agente etioldégico o protozoério
apicomplexo Toxoplasma gondii. Este protozoario apresenta uma distribuicdo
geografica mundial, e pode infectar animais de sangue quente (incluindo os humanos); a
maioria dos organismos infectados sdo hospedeiros intermediarios; 0s Unicos
hospedeiros definitivos deste protozoario sdo os animais da familia dos felideos
(ROBERT-GANGNEUXA; DARDE, 2012). A infecgao por este parasito esta associada
a abortamentos e doencas congénitas em seus hospedeiros intermediarios (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000; SUKTHANA, 2006).

Os primeiros relatos de identificagcdo do parasito foram realizados por Nicolle e
Manceaux, no ano de 1908, na Tunisia, em roedores silvestres africanos. Como se
diferenciavam de protozoarios do género Leishmania, foi introduzido um novo género
(Toxoplasma) um ano mais tarde, sendo T. gondii a espécie-tipo do género.
Simultaneamente, Splendore (1908) descreveu 0 mesmo parasito em coelhos no Brasil
(FERGUSON, 2009). Taxonomicamente, o T. gondii é classificado como:

Dominio Eukaryota

Sub-reino: Protozoa
Filo: Apicomplexa
Classe: Conoidasida
Subclasse: Coccidia
Ordem: Eimeriida
Familia: Sarcocistidae
Género: Toxoplasma
Espécie: Toxoplasma gondii.

O primeiro caso de toxoplasmose humana foi descrito em 1923, em uma crianga
de 11 anos de idade que apresentava hidrocefalia e microftalmia (HILL;
CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005; SUKTHANA, 2006). Em 1937 T. gondii foi
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reconhecido como o agente causador de encefalomielite em criancas recém-nascidas,
sendo que cinco anos mais tarde comprovou-se a sua transmissao vertical em humanos
(TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). Apesar de varios estudos terem sido
realizados desde o inicio do século XX, somente na década de 1960, o ciclo biologico
do parasito foi elucidado, ao demonstrar estagios infecciosos de T. gondii nas fezes de
gatos, e que estes poderiam transmiti-los a hospedeiros intermediérios (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

Existem duas principais vias de transmissdo da doenca para os seres humanos:
(1) ingestdo oral acidental de alimentos ou agua contaminados com o0o0cistos
infecciosos, ou 0 consumo de carne crua ou malcozida contendo cistos teciduais
(bradizoitos); e (2) a transmissdo transplacentaria ao feto durante uma infeccdo primaria
em uma mulher gravida. Destes modos de transmissdo, a via oral € considerada mais
comum (ZHOU et. al., 2009).

Apos a ingestdo por hospedeiros intermediarios, 0s oocistos ou cistos ingeridos
sdo lisados durante a digestdo liberando formas infectantes (esporozoitos e bradizoitos,
respectivamente) que penetram no epitélio intestinal. Nos hospedeiros intermediarios,
ocorre no interior das células intestinais a diferenciacdo para a forma taquizoito, de
proliferacdo réapida, permitindo a disseminacdo do protozoario por todo organismo. Ao
penetrar nas demais células do organismo, os protozoarios se diferenciam para uma
forma de reproducdo lenta (bradizoitos) e formam cistos comumente encontrados no
cérebro ou musculatura dos hospedeiros intermediarios. Nestes animais € observada
reproducdo assexuada do T. gondii, através do processo conhecido como endodiogenia
(ROBERT-GANGNEUXA; DARDE, 2012).

Ja nos felideos, no interior do epitélio intestinal ocorre a formacdo de um
esquizonte contendo a forma merozoito do protozoario. Ha o rompimento da célula
liberando os merozoitos que colonizam novas células epiteliais formando gametas
masculinos e femininos (microgameta e macrogameta, respectivamente). Os
microgametas sdo moveis, e fecundam os macrogametas formando zigotos, originando
oocistos que serdo liberados nas fezes dos felideos, e contaminam o solo, a 4gua, e 0s
vegetais (ROBERT-GANGNEUXA; DARDE, 2012). A reproducio do protozoario nos
felideos consiste na fase sexuada do ciclo de vida do parasito (Figura 1).

Todos os trés estagios sdo infectantes tanto para os hospedeiros intermediarios,
como para os hospedeiros definitivos, os quais adquirem toxoplasmose principalmente

através da transmissao horizontal — ingestdo de oocistos esporulados no ambiente.
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Figura 1. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. As fotografias apresentam imagens de bradizoitos
(formando cistos) e taquizoitos em microscopia 6tica. Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE, 2004, p. 662.

Em apenas 20% dos casos a infec¢do aguda pelo T. gondii apresenta sintomas
como febre, dores musculares, e linfoadenopatia; na maioria dos casos ndo sdo
observados sintomas nos individuos saudaveis. Com a formacao dos cistos nos tecidos
inicia-se a fase crénica da doenga. Individuos imunocomprometidos podem ser
contaminados por este protozoario ou apresentarem uma reativacdo da infeccdo cronica,
levando a toxoplasmose generalizada ou a encefalite. (ROBERT-GANGNEUXA,;
DARDE, 2012)

T. gondii apresenta trés formas evolutivas citadas anteriormente na descri¢cdo do
seu ciclo de vida (taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos); algumas destas formas
podem ser observadas nas Figuras 1 e 2. A observacédo atraves de microscopia eletronica
revela a presenca de diversas organelas e estruturas celulares, algumas delas tipicas do
filo Apicomplexa (Figura 2). Os taquizoitos (Figura 2A) apresentam forma de arco e
nacleo central; na regido mais afilada encontra-se o complexo apical, formado pelo
condide, anel polar, micronemas, roptrias, e granulos densos. A principal diferenca
estrutural entre estes e os bradizoitos (Figura 2B) é a posic¢éo do nucleo, na extremidade

oposta ao complexo apical.
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As diferentes formas evolutivas possuem diferencas em algumas organelas e
estruturas que desempenham papéis criticos nos processos de movimentacao, adesdo e
invasdo da célula hospedeira. Nesses processos estdo envolvidos os antigenos de
superficie (SAG), e proteinas presentes em organelas do complexo apical, como as
proteinas de micronemas (MIC), proteinas de roptrias (ROP e RON) e proteinas de
granulos densos (GRA) (CARVALHO et. al., 2008; HOLEC-GASIOR; KUR, 2010).

Figura 2. Fotomicrografia eletrénica das diferentes formas de T. gondii. A — Taquizoito; B — Bradizoito.
Am — granulo de amilopectina; Ce — centriolos; Co — conoide; Dg — granulo eletrodenso; Ga —
apicoplasto; Go — complexo de Golgi; Im — complexo de membranas internas; Mi- - mitocéndria; Mn —
Micronema; No — nucléolo; Nu — nlcleo; Pv — vactolo parasitéforo; Pm — plasmalema; Rh — réptria.
Fonte: DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998.
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Os antigenos de superficie (SAGs - surface antigens) sdo proteinas ancoradas
por glicosilfosfatidilinositol (GPI) na superficie do T. gondii e desempenham a fungéo
de ligantes que permitem a adesdo do parasito a célula hospedeira. O subtipo SAG1 (30
kDa) é predominante na superficie de taquizoitos e ja esta sendo utilizada em testes
diagnosticos (CARVALHO et. al., 2008) e vacinais (LIU et. al., 2008).

As proteinas do micronema estdo associadas aos processos de adesdo e invasdo
na célula hospedeira. J& foram descritas vérias proteinas de micronemas apresentando
dominios do tipo: integrina-like, trombospondina-like, fator de crescimento epidermal-
like e lectina-like, semelhantes as proteinas adesivas encontrada em vertebrados
(BEGHETTO et al., 2006).

As roptrias sdo organelas em forma de bastdo encontradas na regido anterior de
T. gondii apresentando atividade enzimatica (proteino-quinases, fosfatases e proteases)
em numero aproximado de 30 (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). As proteinas de
roptrias sdo encontradas tanto no gargalo (proteinas RON) como no bulbo (proteinas
ROP) destas organelas, e sdo liberadas durante a invasdo e formacdo do vactolo
parasitéforo na célula hospedeira.

Os granulos densos sdo organelas envolvidas na maturacdo do vacuolo
parasitoforo, caracterizadas por nanotubos membranosos (HOLEC-GASIOR; KUR,
2010). As proteinas de granulos densos (GRA) sdo as principais por¢des de antigenos
excretdrios/secretérios de T. gondii, estando associadas a construcdo da rede
membranosa intravacuolar que permite a interacdo do parasito com a célula hospedeira
(PRIGIONE et. al., 2000).

2.2 Toxoplasmose congénita

A transmissdo materno-fetal da toxoplasmose pode ocorrer quando a gestante €
infectada ou quando ocorre reagudizacdo de uma infeccdo cronica durante a gestacao.
Quando uma destas situacdes se apresenta no primeiro trimestre da gestacdo, a
transmissdo para o feto ocorre em menos de 10% dos casos; ja no segundo trimestre a
transmissdo ocorre em até 23% dos casos; no terceiro trimestre a transmisséo ocorre em
até 70% dos casos (NEVES et. al., 2004; AMENDOEIRA; CAMILLO-COURA, 2010).

Em mulheres adultas, a prevaléncia de positividade pode variar entre 51% e 72%
na América Latina, 54% a 77% na Africa Ocidental, 4% a 39% no sudeste asiatico, 58%

nos paises europeus e 15% na America do Norte (RORMAN et. al., 2006).
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As consequéncias da infeccdo para o feto dependem do periodo em que ocorreu
a transmisséo. Em cerca de 80% dos casos, a transmisséo ocorre no terceiro trimestre, e
os fetos sdo assintométicos. Quando a transmissdo ocorre no segundo trimestre a
gravidade da infeccdo fetal é variavel; o feto pode apresentar hepatoesplenomegalia,
calcificacOes cerebrais e coriorretinite (NEVES et. al, 2004).

As consequéncias mais graves sdo observadas quando a infeccdo ocorre no
primeiro trimestre de gestacdo, envolvendo anormalidades no cérebro e olhos, e
aumentando o risco de aborto. Pode ser observada hidrocefalia, calcificacBes cerebrais,
retardo, convulsdes, microcefalia, surdez e deficiéncia psicomotora. Ja as alteracGes
oftalmicas incluem microftalmia, catarata, estrabismo, coriorretinite (NEVES et. al,
2004).

O cuidado com os individuos afetados pelas consequéncias mais graves da
toxoplasmose gera grande impacto socioecondmico para a populacdo, fazendo com que
o diagndstico rapido desta infeccdo na gestante e no feto seja de extrema importancia.
No Brasil € rotina a realizacdo de teste soroldgico da gestante para determinagdo de
anticorpos do tipo IgM, IgG e o teste de avidez da IgG; dependendo dos resultados

também séo realizados testes utilizando material fetal.

2.3 Diagnostico da Toxoplasmose

Um teste padrdo ouro para o diagnostico da toxoplasmose é a técnica de
inoculagdo em camundongos. Amostras de material infectado sdo inoculadas no
peritdnio de camundongos suicos, que preferencialmente devem ser imunossuprimidos.
Podem ser utilizados como inéculo diversos tipos de fluidos corporais e tecidos, que
previamente devem ser tratados com acido e digeridos com pepsina. A utilizacdo desta
técnica tem diminuido devido ao seu alto custo, aos riscos envolvidos (pela presenca de
organismos Vviaveis) e também pelo tempo necessario para sua execucao; técnicas de
execucao mais rapida, como as de diagnostico soroldgico e molecular, tém sido mais
empregadas nos ultimos anos (LIU et. al., 2015; WYROSDICK; SCHAEFER, 2015).

2.3.1 Métodos soroldgicos

Durante a infeccdo aguda, ap6s um periodo de incubacdo de cerca de uma
semana, inicia-se a producao de anticorpos da classe IgM, que pode perdurar por varios
meses; também ja foi descrita a producéo de IgA e IgE durante esta fase. Em seguida
inicia-se a producdo de IgG, que indica infeccdo/contato com o parasita, mas nao

possibilita precisar quando ocorreu a infeccéo.
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Grande parte dos testes soroldgicos permite a deteccdo de todos os tipos de
anticorpos; mas alguns sdo especificos para a deteccdo de IgM e IgG. A partir da
presenca ou auséncia destes anticorpos é possivel estabelecer perfis para os pacientes
(Tabela 1).

Tabela 1. Perfis soroldgicos dos pacientes. Adaptado de ROBERT-GANGNEUXA; DARDE, 2012.

Perfil Teste sorologico para Teste soroldgico para
1gG IgM

Infeccdo crénica / imunidade positivo negativo

Infecgéo recente ou aguda positivo positivo

Infeccdo aguda negativo positivo

Susceptivel negativo negativo

Véarios métodos podem ser usados para deteccdo dos anticorpos, como por
exemplos a imunocromatografia, 0 Western Blot e areacdo de Sabin Feldman. Esta
reacdo envolve a neutralizacdo dos parasitas vivos (na forma taquizoito) por anticorpos
do soro dos pacientes, e pode detectar todos os tipos de anticorpos; este método é
considerado como um teste padrdo ouro para diagnéstico da toxoplasmose (LIU et. al.,
2015). Alguns outros métodos de diagndstico soroldgico serdo descritos a seguir.

2.3.1.1 Hemaglutinagéo indireta

Para realizacdo deste teste, os eritrocitos sdo tratados com &cidos ou outras
substancias quimicas que adsorvem antigenos; na presenca de soro contendo anticorpos
anti-toxoplasma ocorre aglutinacdo. Este método ndo permite a deteccdo de IgG e IgM
logo no inicio da infeccdo e por isso ndo é adequado para o diagnéstico da
toxoplasmose congénita, em que a rapidez é importante para diminuir os riscos de
anormalidades no feto (LIU et. al., 2015).

2.3.1.2 Imunofluorescéncia indireta

Neste metodo, os parasitas na forma taquizoito sdo fixados e incubados com o
soro do paciente, e em seguida é adicionado um anticorpo secundario conjugado com
marcador fluorescente, que reconhecem os anticorpos presentes no soro. A analise das

amostras € feita utilizando microscopio de fluorescéncia (LIU et. al., 2015).
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2.3.1.3 Aglutinacéo por Imunoabsor¢ao

Neste teste anticorpos anti IgM humanos séo incubados com soro dos pacientes
e taquizoitos de T. gondii. Se ha anticorpos anti-toxoplasma no soro ocorre aglutinacéo
(LIU et. al., 2015).

2.3.1.4 ELISA e Teste de avidez

Neste teste uma placa de 96 pocos é sensibilizada com antigenos de T. gondii;
em seguida é adicionado o soro dos pacientes e anticorpos secundarios conjugados a
peroxidase, que reconhecem 0s anticorpos presentes no soro do paciente. Caso haja
ligacdo antigeno-anticorpo é formado um produto colorido, quantificado em
espectrofotbmetro, o0 que permite avaliar os titulos dos anticorpos. Uma variacdo deste
teste € o imunoensaio por florescéncia ou ELFA, cujo sistema de deteccdo utiliza
anticorpos secundarios fluorescentes. (LIU et. al., 2015)

A metodologia de ELISA também pode ser utilizada para realizar o teste de
avidez para IgG. Este teste permite diferenciar entre infeccdo aguda e cronica; na
infeccdo aguda os anticorpos apresentam baixa especificidade em relacdo aos antigenos
e, portanto baixa avidez; com a progressdo para infecgdo cronica os anticorpos tornam-
se mais especificos e apresentam maior avidez. Para realizacdo deste teste o0 soro é
tratado como agentes desnaturantes, como por exemplo, a ureia; estes agentes
promovem a dissociacao entre o anticorpo e o antigeno, e anticorpos com menor avidez
dissociam-se mais facilmente dos antigenos do que aqueles anticorpos com maior
avidez (LIU et. al., 2015).

2.3.2 Diagnostico molecular

As técnicas de diagndstico molecular permitem a deteccdo da presenca do
parasita através da identificacdo de seu DNA por PCR ou PCR em tempo real. Esta
deteccdo sO é possivel em algumas situagdes, como por exemplo, em individuos
imunocomprometidos, em que se pode realizar o diagnéstico utilizando amostras de
sangue; ou ainda em casos de toxoplasmose ocular, em que séo utilizadas amostras de
humor aquoso para o diagnostico molecular.

As principais aplicagcbes das técnicas de diagnostico molecular incluem a
avaliagdo do risco de transmissdo materno-fetal da toxoplasmose, através da analise do
liqguido amnidtico, e o diagnéstico da toxoplasmose congénita, realizado através da
analise de DNA extraido da placenta ou do corddo umbilical do recém-nascido.
(SAADATNIA; GOLKAR, 2012)
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2.3.2.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O diagndstico molecular da toxoplasmose utilizando a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi desenvolvido primeiramente em 1989 sendo utilizado
principalmente para diagndstico pré-natal da toxoplasmose e em individuos
imunocomprometidos (LIU et. al., 2015). Varios genes alvo ja foram utilizados, tais
como o gene B1, um fragmento repetitivo de 529 pb, o gene para 0 RNA ribossomal
18S, dentre outros.

Este método de diagnostico representou um grande avango no diagnostico da
toxoplasmose, ja que é realizada de forma direta e num tempo curto, e pode permitir a
deteccdo do DNA de até um parasita em um lizado celular, mesmo na presenca do DNA
de 100.000 células humanas (BURG et. al., 1989). Sua sensibilidade varia entre 70 e
95%, inclusive com o tempo de gestacdo, sendo maior no periodo entre 17 e 21 semanas
(SAADATNIA; GOLKAR, 2012). A utilizacdo de alvos que contém multiplas copias
no genoma do parasita (LIU et. al., 2015) pode permitir o aumento de sua sensibilidade.
Uma outra melhoria poder ser alcancada através da amplificacdo de sequencias
pequenas dos alvos, que aumenta eficiéncia da PCR (SU et. al., 2010). Embora
apresente alta especificidade (préxima de 100%), considera-se necessario verificar a
sequéncia amplificada através de técnicas como Southern Blot ou PCR-ELISA.

Também ¢é utilizada uma variacdo desta técnica, denominada nested-PCR, em
que sdo realizadas duas reacdes de PCR; na primeira reacdo utiliza-se um par de
iniciadores mais externos e na segunda reacdo um novo par de iniciadores (mais
internos) que amplifica o produto da primeira reagdo. Por esta razdo, normalmente a
técnica de nested-PCR apresenta maior sensibilidade do que a PCR convencional.
Vérios alvos ja foram testados utilizando esta estratégia, incluindo o gene B1, o

fragmento repetitivo de 529 pares de base e as sequéncias ITS1 (LIU et. al., 2015).

2.3.2.2 PCR em tempo real

A PCR em tempo real também pode ser usada para o diagndstico da
toxoplasmose; este método alia o procedimento de amplificacdo com a deteccdo dos
produtos amplificados, atraves da utilizagdo de sonda fluorescente, e permite a deteccao
de baixas concentragcdes do DNA do parasita (SAADATNIA; GOLKAR, 2012). Assim
como no caso do diagnédstico por PCR, varios genes alvo ja foram utilizados, incluindo
0s genes B1 e o fragmento de 529 pb (LIU et. al., 2015).
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Esta técnica apresenta vérias vantagens em relacdo a PCR convencional; é
menos laboriosa, ja que envolve apenas uma etapa, fornecendo resultados em cerca de
duas horas; e por ndo ter manipulagdes posteriores ao preparo da reagdo, diminui a
chance de contaminacdo (CALDERARO et. al., 2006). Além disso esta técnica dispensa
a necessidade de confirmacdo das sequencias amplificadas, quando é utilizada uma
sonda fluorescente especifica para uma regido dos fragmentos amplificados.

Este método proporciona também a quantificacdo do DNA do parasita por
comparacdo com padrdes, permitindo acompanhar o progresso da infeccdo. Uma
vantagem da possibilidade de quantificacdo é permitir a avaliacdo da reprodutibilidade e
a padronizacdo (SU et. al., 2010). Com a utilizacdo de Kits para extragdo do DNA, ou
ainda explorando a automacdo, esta técnica pode proporcionar a reducdo da

variabilidade nos testes diagnosticos (LIU et. al., 2015).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Padronizar a metodologia da PCR em tempo real para realizar o diagnéstico

molecular da toxoplasmose congénita.

3.1 Objetivos Especificos

e Utilizar o método padronizado para a analise de DNA extraido de amostras de
liqguido amniético coletado das gestantes acompanhadas no servico de pré-natal
do Instituto Nacional Fernandes Figueira que apresentaram quadro de
toxoplasmose aguda.

e Comparar os resultados obtidos na analise de amostras positivas e negativas
utilizando as técnicas de PCR em tempo real e nested-PCR.

e Correlacionar os resultados encontrados com os dados sobre os testes
soroldgicos realizados previamente nas pacientes, obtidos através da andlise de
Seus prontudrios.

e Descrever os achados clinicos dos recém-nascidos que tiveram os resultados

do PCR em tempo real e nested-PCR positivos.
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4 Material e Métodos

4.1 Extracao e quantificagdo de DNA

Amostras de liquido amniotico de gestantes atendidas pelo servigo de pré-natal
do Instituto Nacional Fernandes Figueira, com suspeita clinica de toxoplasmose aguda
foram enviadas ao Laboratdrio de Alta Complexidade, e testes para diagnéstico
molecular da toxoplasmose foram realizados. Estas amostras foram registradas,
tomando-se 0 nome da paciente, a idade, o tempo de gestacdo e o nimero do prontuario;
até o momento foram analisadas 50 amostras de liquido amniotico.

A primeira etapa consistia na extracdo de DNA, realizada utilizando o kit de
extracdo QlAamp DNA mini Kit (QIAGEN Inc, Valencia, US). Para cada amostra,
foram preparadas trés aliquotas de 200 pl em tubos Eppendorf de 1,5 ou 2 ml de
capacidade; a estas aliquotas foram acrescentadas Proteinase K (20 pl) e 200 pl de
Tampao de lise AL. Em seguida as amostras foram vortexadas por 15 segundos e entdo
incubadas a 56°C por 10 minutos; ao final da incubacdo as amostras foram
centrifugadas por alguns segundos para remover goticulas da por¢édo superior do tubo, e
entdo foi adicionado etanol absoluto (200 pl).

As amostras foram vortexadas e novamente centrifugadas por alguns segundos, e
todo o material foi aplicado nas colunas QlAamp Mini spin column, previamente
inseridas em tubos coletores. O conjunto foi centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto;
apos a centrifugacdo, o tubo coletor e seu contetdo foram descartados, e a coluna foi
inserida em um novo tubo coletor. Em seguida adicionava-se a coluna 500 pl de
Tampdo AW1, e o sistema foi novamente centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto; apds
esta etapa o conteudo do tubo coletor foi descartado, adicionava-se a coluna 500 ul de
Tampdo AW2, e o sistema foi novamente centrifugado, desta vez a 14000 rpm por 3
minutos. Apos o descarte do contetdo do tubo coletor, foi realizada nova centrifugacao
a 14000 rpm por 1 minuto.

As colunas foram transferidas para tubos Eppendorf de 1,5 ou 2 ml de
capacidade, e o0 DNA foi eluido da coluna: primeiramente adicionava-se 50 pl de

Tampdo de eluicdo AE (incubando-se por 5 minutos a temperatura ambiente) e em
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seguida o conjunto foi centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto. As colunas foram
descartadas e o eluato obtido foi quantificado.

Para a quantificacdo utilizou-se o espectrofotometro NanoDrop 2000c; foram
utilizados 2ul de tampdo AE como branco, para determinar a absorbancia zero nesta
medicdo. Em seguida foram utilizados 2 ul de cada amostra para quantificacdo, que

comumente produz valores de aproximadamente 1 ng/pl de DNA por amostra.
4.2 PCR em tempo real

4.2.1 Curva padrao

Um experimento de PCR em tempo real possibilita a quantificacdo das amostras,
realizada em comparacdo com os dados de uma curva padréo. Para construcdo da curva
padréo, uma amostra contendo 5 x 10° parasitas foi aliquotada em triplicata e submetida
ao protocolo de extracdo de DNA descrito anteriormente. O material obtido foi
quantificado e o tubo 2 foi selecionado para uso, sendo submetido a diluicdo seriada.
Para compor a diluicdo de 10°, 100 pl do DNA do tubo 2 foi transferido para um tubo
Eppendorf de 2 ml. Deste tubo foram retirados 10 pl, que foram adicionados em um
tubo Eppendorf contendo 90 pl de 4gua, para obter a diluicdo de 10°. Este procedimento
foi repetido para obter as diluicdes de 10*, 10% 10° e 10*. Néo foi utilizada a diluicio de
1 porque a quantidade de DNA estimada ficaria abaixo do limite de detec¢do para as
técnicas utilizadas.

Foram preparadas reac6es em triplicata utilizando 1 pul de cada ponto da curva,
mais 1 ul de agua, 1 pl de Mix primer probe e 3 ul de TagMan® Real-Time PCR
Master Mix duas vezes concentrado, totalizado 6 pl. Em seguida as reagdes foram
incubadas no equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR por cerca de 90
minutos, tempo necessario para a realizagdo de um primeiro estagio, em que as amostras
foram incubadas a 50°C por 2 minutos, e em seguida por 10 minutos a 95°C, e do
segundo estagio, que consistia em 40 repeti¢cdes do seguinte ciclo: 15 segundos a 95°C e
1 minuto a 60°C. Ao final da corrida, realizava-se a analise dos dados através do
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR Software.

4.2.2 PCR em tempo real pelo sistema TagMan® Real-Time PCR
As amostras de DNA extraido do liquido amnidtico das pacientes foram em

seguida utilizadas em reacbes de PCR em tempo real, utilizando o sistema TagMan®
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Real-Time PCR. Neste sistema, como em qualquer reacdo de PCR, sdo utilizados
iniciadores especificos para amplificar a sequéncia de interesse. Além destes, é utilizado
um terceiro oligonucleotideo especifico, denominado sonda, complementar a uma parte
da regido que sera amplificada. Na extremidade 5° da sonda esta ligado um corante
fluorescente (reporter), e na extremidade 3’ estd ligado um composto denominado
quencher, que absorve a energia do repdrter. Apenas quando ocorre amplificagdo, a
polimerase, através de sua atividade de exonuclease, degrada a sonda; o composto
reporter fica livre, provocando emissao de fluorescéncia, que aumenta com a quantidade
de produto gerado e é detectada pelo equipamento de PCR em tempo real (HEID et. al.,
1996).

Neste trabalho, foi escolhido como alvo o fragmento de 529 pb, presente em 200
a 300 copias no genoma de T. gondii, e que por isso proporciona a deteccdo de
pequenas quantidades no DNA do parasito—em torno de 20fg de DNA, apresentando
sensibilidade maior do que ensaios semelhantes para o gene B1 (REISCHL et al, 2003).
Foram utilizados os pares de iniciadores 318R e 270F, e uma sonda, cuja sequéncia esta
apresentada no Quadro 1, e para os quais foi descrito por Robert-Gangneuxa et. al.
(2010) uma sensibilidade de 71 % e uma especificidade de 97 %.

Quadro 1. Conjunto de iniciadores utilizados nas reacdes de PCR em tempo real.

Primers e sonda utilizados para PCR em tempo real

Primers
270F 5’- AGAGACACCGGAATGCGATCT -3’
318R 5°- TTCGTCCAAGCCTCCGACT -3’
Sonda
FAM 5’ - TCGTGGTGATGGCGGAGAGAATTGA -3 TAMRA

Para as reag0es de PCR em tempo real, primeiramente foi preparado o Mix
primer probe, uma mistura de agua (95,75 pl), dos iniciadores 270F e 318R (Quadro 1),
especificos para o fragmento de 529pb (1,5 pl de cada iniciador), e 1,25 ul da sonda
marcada com os corantes fluorescentes FAM (6-caboxyfluoresceina, repdrter) e
TAMRA (carboxitetrametilrodamina, quencher). Nesta mistura a concentragcdo dos
iniciadores e da sonda foi de 1,5 uM e 1,25 uM, respectivamente.

Foi utilizado como controle interno RNAse P, um gene housekeeping que é
constitutivamente expresso em humanos. Para tanto, é utilizada a mistura 20x RNAseP

Primer Probe da Applied Biosystems, contendo iniciadores especificos para o gene da
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RNAse P, e uma sonda especifica marcada com o corante fluorescente VIC™

(reporter)
e TAMRA (carboxitetrametilrodamina, quencher). Foram utilizados 2 pl do DNA
extraido do liquido amniotico das pacientes, aos quais se adicionava 1 pl de Mix primer
probe, 0,5 pl do mix RNAse P e 3,5 pl de TagMan® Real-Time PCR Master Mix. Com
a adicdo da RNAseP o volume final passou a ser de 7 pl.

Em cada experimento, foram incluidos um controle positivo (DNA do parasito)
e um controle negativo, sem qualquer amostra de DNA. O Quadro 2 resume o preparo
das diferentes reacOes realizadas. Todas as reacdes, com DNA de pacientes, controles
positivos ou negativos, foram feitas em triplicata, e geralmente eram acondicionadas em

duas ou trés strips de tubos de 200 pl.

Quadro 2. Mistura reacional utilizada nas reaces de PCR em tempo real.

Reacdo de PCR em tempo real (volume total 7 ul)
Componentes Amostras Controle Controle
positivo negativo

DNA do liquido Aminiotico 2ul | - e
DNA do parasito | -mmmmemememee—ee- 1l | e
S e — 1ul 2 ul
Mix primer probe 1l 1l 1l
Mix RNAse P (20x) 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
Tagman Master Mix (2x) 3,5 ul 3,5 ul 3,5 ul

Em seguida as reagdes foram incubadas no equipamento Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR por cerca de 90 minutos, tempo necessario para a realizacdo de
um primeiro estagio, em que as amostras foram incubadas a 50°C por 2 minutos, e em
seguida por 10 minutos a 95°C, e do segundo estégio, que consistia em 40 repeti¢ces do
seguinte ciclo: 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. Ao final da corrida, realizava-se
a analise dos dados através do Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR Software,
gerando gréficos de amplificacdo, tabelas com os valores de C; (ciclo em que a
fluorescéncia da amostra ultrapassa o nivel esperado para o background) de cada

amostra, dentre outros, que podiam ser exportados em diferentes tipos de arquivos.

4.3 Nested PCR
A técnica de nested-PCR foi utilizada neste trabalho para confirmacdo dos

resultados obtidos através da PCR em tempo real. Foi selecionado como alvo o gene
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B1, presente em 35 coOpias no genoma de T. gondii, € que por isso proporciona a
detec¢do de pequenas quantidades no DNA do parasito—de 5 a 10 parasitos ou 640fg de
DNA (BURG et. al., 1989; LIU et. al., 2015). Foram utilizados os pares de iniciadores
B22 e B23, JW62 e JW63, cuja sequéncia é apresentada no Quadro 3, e para os quais foi
descrito por Okay et. al. (2009) uma sensibilidade de 98,3 % e uma especificidade de
90,2 %.

Para a primeira reacdo, 15 ul de DNA do paciente (na concentracdo de cerca de
1ng/ ul) foram misturados com 4,05 pul de agua, 2,5 ul de tampao 10x para enzima Taq
Platinum, 0,75 ul de cloreto de magnésio 50mM, 0,5 ul de AINTP mM, 1 pul de cada um
dos iniciadores JW62 ¢ JW63 e 0,2 ul da enzima Taqg Platinum; o volume final da
reacdo foi de 25 pl. Estas reacdes foram incubadas no termociclador, utilizando uma
programacdo em trés estagios: no primeiro estagio a amostra foi incubada a 94°C por 5
minutos; o segundo estagio consistia em 40 repeticdes do seguinte ciclo: 30 segundos a
94°C, 45 segundos a 63°C e 45 segundos a 72°C; no terceiro estdgio a amostra foi
incubada a 72°C por 5 minutos.

Para a segunda reac&o, utilizou-se 1 pl do produto da primeira reagdo com 18,05
ul de agua, 2,5 ul de tampao 10x para enzima Taq Platinum, 0,75 ul de cloreto de
magnésio 50mM, 0,5 pul de AINTP mM, 1 pl de cada um dos iniciadores B22 e B23 ¢ 0,2
ul da enzima Taq Platinum; o volume final da reagéo foi de 25 pl. Estas reaces foram
incubadas no termociclador, utilizando uma programacdo em trés estagios: no primeiro
estagio a amostra foi incubada a 94°C por 5 minutos; o segundo estagio consistia em 40
repeticdes do seguinte ciclo: 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 63°C e 45 segundos a
72°C; no terceiro estagio a amostra foi incubada a 72°C por 5 minutos.

Quadro 3. Conjunto de iniciadores utilizados nas reacdes de nested PCR.

Primers utilizados para nested PCR
JW63 5’- GCACCTTTCGGACCTCAACAACCG -3’
JW62 5°- TTCTCGCCTCATTTCTGGGTCTAC -3
B22 5° - AACGGGCGAGTAGCACCTGAGGAGA -3’
B23 5’- TGGGTCTACGTCGATGG ATGACAACT -3°

Ao final da segunda reacdo as amostras foram analisadas em géis de agarose
1,5%, e fotografadas em cémera digital Kodak Digital Science Electrophoresis
Documentation and Analysis System, sendo, portanto, digitalizadas para o software
Kdsld, e em seguida salvas no formato desejado.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Curva Padréo

A amplificacdo das amostras da curva padrdo produziu dados processados
através do Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR Software, apresentados a seguir. A
Tabela 2 apresenta os valores de Ct (threshold cycle). O Ct significa o ciclo em que
ocorre a intersecgdo entre uma curva de amplificagio e uma linha de limiar
(background) para cada amostra; como cada amostra foi feita em triplicata, é
apresentada a média e o desvio padrdo dos valores de Ct. Amostras referentes aos
pontos 10*, 10°, 10® da curva apresentaram erros, e assim foram computados apenas
dois valores para cada um destes pontos.

Tabela 2. Dados da curva padrdo: C;, médias e desvio padréo.

Diluicdo do DNA Ct Meédia dos valores Desvio padréo
do parasito de C;

10° 16,47525 16,27456 0,184247
16,23539
16,11305

10° 19,48619 19,52632 0,128804
19,42235
19,67041

10* 23,073 23,16061 0,1239

23,073

10° 26,84398 26,69527 0,210309
26,54656

10 32,68515 32,54797 0,194005
32,41079

O Gréfico 1 apresenta a curva padréo gerada a partir destes dados, sendo no eixo
X a concentracdo do DNA do parasito (em escala logaritmica) e no eixo y os valores de
C; obtidos, esta curva apresenta coeficiente angular de -3,94XXX e coeficiente de

relacdo linear de 0,986.
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Grafico 1. Curva padrdo. Eixo x - concentragdo do DNA de T.gondii (escala logaritmica); eixo y -
valores de C..

Para possibilitar a quantificacdo de amostras nas reagoes de PCR em tempo real,
é necessario que em cada experimento seja utilizada uma série de diluicbes de uma
amostra padrdo; sdo recomendadas entre 5 e 8 dilui¢Bes, processadas em triplicata
(LARIONOV; ANDREAS; WILLIAM, 2005). Este padrdo foi adotado neste trabalho,
em que a curva padrdo foi obtida através da andlise em triplicata de cinco diluigdes
seriadas da amostra padrdo de DNA de T. gondii.

Além dos cuidados na preparacdo do experimento, os dados gerados devem estar
em conformidade com alguns parametros para permitir a quantificacdo correta das
amostras a partir da curva padrdo. Um destes parametros € o desvio padrdo, que reflete
o0 desvio dos valores de Ct de cada tubo da triplicata em relacdo ao valor da media dos
Cts. Os valores de desvio padrdo costumam seguir uma distribuicdo normal, o que
significa que 68% das medidas equivalem a média + o desvio padrdo; para englobar
mais valores, deve-se considerar os intervalos média = 2x desvio padrdo (95% dos
valores) ou média = 3x desvio padrdo (99,7 % dos valores). ldealmente, deve-se
englobar a maior parte dos valores (99,7%), e por isso o valor ideal do desvio é de até
0,167 (1/6, em que seis equivale aos desvios para baixo e para cima da média). Os
dados apresentados na Tabela 2 permitem observar que os valores do desvio padrédo
para as amostras com concentracdo de 10° e 10* apresentam-se dentro deste limite; os

valores do desvio padrdo para os demais pontos da curva estdo até 0,05 maiores que 0
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valor ideal de 0,167. Possivelmente este aumento da variagdo entre as triplicatas de cada
ponto esta associado aos pequenos volumes utilizados, o que aumenta a possiblidade de
erros de pipetagem (THERMO FISHER SCIENTIFIC).

O software do aparelho Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR calcula o
coeficiente de relacdo linear, e para esta curva indicou o valor de 0, 986, bem proximo
do valor ideal (>0,99). Novamente, este indice poderia ser melhorado com o aumento
dos volumes e reducéo de erros de pipetagem.

Outro parametro importante ¢é a eficiéncia; idealmente a eficiéncia da PCR em
tempo real deveria ser de 100%, ou seja, ao final de cada ciclo a quantidade de produto
deveria dobrar. A eficiéncia da curva padrdo é calculada a partir do coeficiente angular
da reta pela formula E = 10(-1/coeficiente angular) — 1; para eficiéncia igual a 2,
o valor do coeficiente angular deve ser de -3.3. A faixa de valores ideais fica entre 90 e
110 % de eficiéncia, correspondentes a coeficientes angulares entre -3.58 e -3.10.
Aplicando o valor do coeficiente angular a equacao apresentada, obtém-se um valor de
eficiéncia de 89,70%, bem proximo a faixa de valores ideais (THERMO FISHER
SCIENTIFIC).

5.2 PCR em tempo real

A Tabela 3 lista as 50 pacientes analisadas, identificadas através de seu nimero
de cadastro no registro interno das amostras analisadas para detecgdo de T. gondii no
Laboratério de Alta Complexidade (NUMERO PACIENTE), e do ndmero de seu
prontuario no Instituto Nacional Fernandes Figueira (PRONTUARIO). Se houve
amplificacdo do DNA do parasito no DNA extraido da amostra de liquido amniético da
paciente é apresentado resultado positivo, e se ndo houve, negativo, na terceira coluna
da Tabela 3 (RESULTADO).

Tabela 3. Avaliacdo da presenca do DNA de Toxoplasma gondii nas amostras extraidas do liquido
amniotico das 50 pacientes.

NUMERO PRONTUARIO RESULTADO NUMERO PRONTUARIO RESULTADO

PACIENTE PACIENTE
1 177448 NEGATIVO 26 174892 NEGATIVO
2 177810 NEGATIVO 27 182742 NEGATIVO
3 177805 NEGATIVO 28 185131 NEGATIVO
4 178063 NEGATIVO 29 183290 NEGATIVO
5 178619 NEGATIVO 35 173821 NEGATIVO
6 178740 NEGATIVO 36 185021 POSITIVO
7 177666 NEGATIVO 37 184470 NEGATIVO
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8 179480 NEGATIVO 39 185552 NEGATIVO
9 178230 NEGATIVO 40 185713 NEGATIVO
10 179214 NEGATIVO 105 186539 NEGATIVO
11 178068 NEGATIVO 106 186368 NEGATIVO
12 179298 NEGATIVO 107 186559 NEGATIVO
13 180005 NEGATIVO 108 187019 NEGATIVO
14 179082 NEGATIVO 109 187187 NEGATIVO
15 179802 NEGATIVO 110 185881 NEGATIVO
16 179801 NEGATIVO 111 188270 NEGATIVO
17 180348 NEGATIVO 112 188390 NEGATIVO
18 180223 NEGATIVO 113 188266 NEGATIVO
19 180025 NEGATIVO 114 188273 NEGATIVO
20 180026 NEGATIVO 115 189057 NEGATIVO
21 181150 NEGATIVO 116 189058 NEGATIVO
22 181165 NEGATIVO 118 188496 POSITIVO
23 181515 NEGATIVO 124 190460 NEGATIVO
24 182261 NEGATIVO 125 190835 NEGATIVO
25 182451 NEGATIVO 126 192649 NEGATIVO

Conforme pode ser observado, apenas duas pacientes apresentaram resultados
positivos: numero 36 e 118, indicando a presenca do parasito no tecido fetal e que
houve transmissdo materno-fetal da toxoplasmose. Estes dados foram posteriormente
confirmados pela técnica de nested-PCR (em que ambas apresentaram resultados
positivos) e pelas caracteristicas clinicas observadas em sua prole. Os Gréaficos 2 e 3
apresentam os perfis de amplificacdo para estas amostras, e 0 Quadro 4 apresenta 0s

valores de C;, as médias destes valores e desvio padrdo para cada amostra.
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Grafico 2. Gréfico de amplificacdo da amostra de DNA extraido do liquido amnidtico da paciente 36.
Eixo x - ciclos; eixo y — valores de fluorescéncia normalizada (ARn). A seta indica a curva de
amplificagdo do controle, e a cabega de seta indica as curvas referentes a triplicata da amostra.
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Grafico 3. Gréfico de amplificacdo da amostra de DNA extraido do liquido amnidtico da paciente 118.
Eixo x - ciclos; eixo y — valores de fluorescéncia normalizada (ARn). As trés primeiras curvas (entre as
setas) correspondem a amplificagdo da triplicata de amostras, e as trés Ultimas (entre as cabecas de seta)
correspondem as curvas de amplificagdo da triplicata de controles positivos.
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Quadro 4. Dados de amplificacdo das amostras das pacientes 36 e 118.

Paciente 36 Paciente 118
Valores de C; 33,0594 | Valores de C; 17,25738
34,9579 16,45531
33,9982 16,09246
Média dos valores de C; | 34,00518 | Media dos valores de C; | 16,60172
Desvio padréo 0,949093 | Desvio padréo 0,596098
Controle positivo C; 19,72476 | Controle positivo C; 25,88241

Conforme mencionado anteriormente, a chance de transmissdo materno-fetal da
toxoplasmose é menor no primeiro trimestre da gestacdo; isso se deve a maior eficiéncia
da barreira placentaria neste periodo (ROBERT-GANGNEUXA; DARDE, 2012;
AMENDOEIRA; CAMILLO-COURA, 2010). No segundo e terceiro trimestres, a
probabilidade de transmissdo aumenta. As gestantes cujo liquido amnidtico foi
analisado neste trabalho encontravam-se no segundo (41) ou terceiro trimestre (7) de
gestacdo; as duas gestantes que apresentaram resultado positivo, comprovando que
houve a transmissdao materno-fetal da toxoplasmose, encontravam-se no final do
segundo trimestre da gestacdo (paciente 118, 25 semanas) e no terceiro trimestre
(paciente 36, 29 semanas), dado que esta em acordo com o citado anteriormente.

Apesar do pequeno numero de gestantes apresentando resultados positivos para
deteccdo de T. gondii no liquido amniético, todas apresentavam sorologia positiva em
algum momento da gestacdo, com exce¢do das pacientes 35 (avaliada por anencefalia
do feto) e 29, (dados de sorologia indisponiveis) conforme pode ser observado no
Quadro 5. Durante 0 acompanhamento da gestante no pré-natal, em caso de sorologia
positiva para toxoplasmose, € iniciado o tratamento com espiramicina, com o objetivo
de evitar a transmissdo materno-fetal da toxoplasmose (MONTOYA; REMINGTON,
2008). Os dados aqui apresentados sugerem que esta abordagem foi eficaz em 46 das 48
pacientes com sorologia positiva (95,8%), e sendo assim a transmissé@o materno fetal da
toxoplasmose foi evitada; portanto, a transmissao vertical ocorreu em apenas 4,2 % dos
casos. Estes dados estdo de acordo com a taxa de infeccdo congénita observada em dois
estudos realizados no Mato Grosso do Sul (4 e 3,9 %) e proximos da taxa de 6%
observada no Rio Grande do Sul (SOUZA-JUNIOR et. al., 2010)



Quadro 5. Dados de sorologia para Toxoplasma gondii das 50 pacientes analisadas.

NUM PRONTUARIO SOROLOGIA NOS TRIMESTRES

Positiva para 1gG (baixa avidez) e

1 177448 IgM Trimestres: 2° e 3°

2 177810 Positiva para 1gG e IgM Trimestres: 2°
Positiva para 1gG (baixa avidez) e

3 177805 IgM Trimestres: 2° e 3°
Positiva para 1gG (avidez

4 178063 intermediéria) e IgM Trimestres: 2°

5 178619 Positiva para 1gG e IgM Trimestres: 2°
Positiva para 1gG (baixa avidez) e

6 178740 IgM Trimestres: 2° e 3°
Positiva para 1gG (baixa avidez) e

7 177666 IgM Trimestres: 1° e 2°

8 179480 Positiva para 1gG e IgM Trimestres: 2°
Positiva para 1gG (avidez

9 178230 intermediéria) e IgM Trimestres: 1°
Positiva para 1gG (alta avidez) e

10 179214 IgM Trimestres: 2° e 3°
Positiva para IgG (baixa avidez) e

11 178068 IgM Trimestres: 1°
Positiva para 1gG (baixa avidez) e

12 179298 IgM Trimestres: 1°, 2° e 3°
Positiva para 1gG (alta avidez) e

13 180005 IgM Trimestres: 2°
Positiva para 1gG (baixa avidez) e

14 179082 IgM Trimestres: 1°

15 179802 Positiva para 1gG e IgM Trimestres: 1°e 2°
Positiva para 1gG (baixa avidez) e

16 179801 IgM Trimestres: 2°
Positiva para IgG (alta avidez) e

17 180348 IgM Trimestres: 1° e 2°

18 180223 Positiva para IgG e IgM Trimestres: 1°e 2°

19 180025 Positiva para 1gG (baixa avidez) e | Trimestres: 1° e 2°

35



IgM
Positiva para 1gG (avidez

20 180026 intermediéria) e IgM Trimestres: 1°e 2°

21 181150 Positiva para 1gG e IgM Trimestres: 1°e 2°
Positiva para 1gG (alta avidez) e

22 181165 IgM Trimestres: 2°
Positiva para 1gG (alta avidez) e

23 181515 IgM Trimestres: 2° e 3°
Positiva para IgG (avidez

24 182261 intermediéria) e IgM Trimestres: 1°

25 182451 Positiva para 1gG e IgM Trimestres: 3°
Positiva para 1gG e negativa para

26 174892 IgM Trimestres: 2°
Positiva para IgG (baixa avidez) e

27 182742 IgM Trimestres: 2°
Positiva para 1gG (alta avidez) e

28 185131 IgM Trimestres: 2°

29 183290 Né&o ha dados de sorologia disponiveis

35 173821 Negativa para IgG e IgM Trimestres: 2° e 3°
Positiva para IgG (baixa avidez) e

36 185021 IgM Trimestres: 2° e 3°
Positiva para 1gG (alta avidez) e

37 184470 negativa para IgM Trimestres: 3°
Positiva para IgG (baixa avidez ou

39 185552 intermediéria) e IgM Trimestres: 2° e 3°
Positiva para 1gG (alta avidez) e

40 185713 IgM Trimestres: 1°e 2°
Positiva para IgG (baixa avidez) e

105 186539 IgM Trimestres: 1°
Positiva para IgG (baixa avidez) e

106 186368 IgM Trimestres: 2°
Positiva para 1gG (alta avidez) e

107 186559 IgM Trimestres: 1°, 2° e 3°
Positiva para 1gG (baixa avidez) e

108 187019 IgM Trimestres: 2°

109 187187 Positiva para 1gG (alta avidez) e Trimestres: 1°e 2°

36
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IgM
Positiva para 1gG (baixa avidez) e

110 185881 IgM Trimestres: 1°, 2° e 3°
Positiva para IgG (baixa avidez) e

111 188270 IgM Trimestres: 2°
Positiva para IgG (alta avidez) e

112 188390 IgM Trimestres: 2° e 3°
Positiva para IgG (baixa avidez) e

113 188266 IgM Trimestres: 1° e 2°
Positiva para 1gG (baixa avidez) e

114 188273 IgM Trimestres: 1°
Positiva para 1gG (alta avidez) e

115 189057 IgM Trimestres:; 1° e 2°
Negativa para 1gG e positiva para

116 189058 IgM Trimestres: 1° e 2°

118 188496 Positiva para 1gG e IgM Trimestres; 2°
Positiva para 1gG (baixa avidez) e

124 190460 IgM Trimestres: 2°
Positiva para 1gG (alta avidez) e

125 190835 IgM Trimestres: 3°

126 192649 Positiva para 1gG e IgM Trimestres: 1°e 2°

Quando ocorre a transmissdo materno-fetal, o tratamento com espiramicina é
substituido por uma combinacdo de pirimetamina, sulfadiazina e &cido folinico, para
combater a infeccdo fetal, ja que a maior parte da espiramicina ndo atravessa a barreira
placentaria (MONTOYA; REMINGTON, 2008). No caso das gestantes participantes do
estudo que apresentaram resultado positivo, este tratamento foi iniciado ap0s o
resultado do teste de PCR em tempo real.

A paciente 36 levou a gestacdo a termo, e sua filha é acompanhada pelo servico
de pediatria do Instituto Nacional Fernandes Figueira. Quando recém nascida, a menina
ndo apresentava alteragdes oculares, mas apresentava sorologia positiva para IgG e IgM,
sendo tratada com pirimetamina e sulfadiazina. Aos 0ito meses a menina apresentava
tomografia com focos de calcificagdo e atraso no desenvolvimento motor.

A paciente 118 ndo levou a gestagdo a termo, sofrendo abortamento espontaneo
na vigésima quinta semana de gestacdo. O laudo da necropsia confirmou o diagnostico

de toxoplasmose congénita, revelando a presenca de formas livres de T. gondii na
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placenta, no cérebro e figado; o feto apresentava encefalite necrética, com calcificacOes
e hidrocefalia, e hepatomegalia com necrose e calcificagcbes. Além disso o feto
apresentava pneumonia intersticial difusa, esplenomegalia, hipoplasia timica, hidropisia,

endocardite, epicardite e miocardite cronica leve.

5.3 Nested PCR

Conforme mencionado anteriormente, os resultados foram confirmados por
nested-PCR. Ao final da segunda reacdo as amostras eram analisadas em gel de agarose,
cuja imagem foi digitalizada. A Figura 3 apresenta uma destas imagens, em que se pode
observar um fragmento cuja migracdo foi semelhante a do fragmento de 123 pares de
base do padréo de peso molecular utilizado (123 DNA ladder; lane 1); o tamanho do
fragmento estd bem préximo ao esperado, j& que o produto da amplificacdo com os
iniciadores B22 e B23 seria um fragmento de 115pb. Este fragmento pode ser
observado no controle positivo (lane 2), e nas amostras das pacientes 36 e 118 (lanes 3 e

4, respectivamente).

Figura 3. Fotografia digitalizada de gel de agarose ilustrando o resultado de amostras submetidas a
nested-PCR. 1 — padréo de peso molecular; 2 — controle positivo; 3 — amostra da paciente 36; 4 — amostra
da paciente 118; 5 — amostra da paciente 111; 6 — amostra da paciente 115; 7 — controle negativo. Nas

lanes 2 (controle positivo), 3 e 4 observa-se uma banda de aproximadamente 100 pb.
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Nenhuma das pacientes testadas com resultados negativos por PCR em tempo
real apresentou resultados positivos através desta técnica; pode -se observar isso na
figura 3, em que o fragmento nédo é detectado no controle negativo (lane 7), e também
em amostras das pacientes 111 (lane 5) e 115 (lane 6). Este dado comprova o0s
resultados obtidos através da PCR em tempo real e reforca a confiabilidade do método e
das condigdes utilizadas. Este dado também esta de acordo com o observado por alguns
autores, que ao analisar amostras de pacientes por nested-PCR e PCR em tempo real,
observaram que na maioria das vezes os resultados obtidos sdo semelhantes através das
duas técnicas; ou seja, as técnicas teriam a mesma sensibilidade (TEIXEIRA et. al.,
2013); outros autores atribuem maior sensibilidade a PCR em tempo real (SU et. al.,
2010; WALLON et. al., 2010; LIU et. al., 2015).
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6 Conclusdes

Os dados apresentados neste trabalho demonstram que foi possivel padronizar as
condigdes do experimento de PCR em tempo real utilizando diluicbes do DNA controle,
ja que os dados obtidos por esta metodologia mostram-se concordantes com aqueles
obtidos pela metodologia de nested-PCR.

Esta metodologia foi utilizada com éxito para avaliacdo da possibilidade de
transmissdo materno-fetal da toxoplasmose entre as gestantes acompanhadas no servigo
de pré-natal do Instituto Nacional Fernandes Figueira.

Apesar das gestantes participantes do estudo apresentarem sorologia positiva
para toxoplasmose e encontrarem-se no periodo de maior risco para transmissao
materno-fetal, este evento foi evitado para a maioria (95,8%) das gestantes com
sorologia positiva, pelo tratamento com espiramicina, tendo sido verificada a ocorréncia
de toxoplasmose congénita em apenas 4,2 % dos casos.

A observacdo da prole das pacientes que obtiveram o PCR em tempo real
positivo para toxoplasmose revelou uma recém-nascida com quadro clinico de

toxoplasmose e um caso de abortamento devido a toxoplasmose congénita.
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