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ABREVIATURAS

2-ME — 2-Mercaptoetanol

DT — Dye-Test

IFI — ImunoFluorescéncia Indireta

IB — Imunoblot

Ig — Imunoglobulina

Igs — Imunoglobulinas

1gG-IB — Teste de Imunoblot para IgG
IgM-IB — Teste de Imunoblot para IgM
ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
ISAGA — ImmunoSorbent Agglutination Assay
PCR - Polimerase Chain Reaction

EIA — Enzyme Immuno Assay

TC — Toxoplasmose Congénita

gPCR — quantitative PCR, isto é, real time PCR



RESUMO

A infecao por Toxoplasma gondii possui uma distribuicao global, e as politicas em relagao as
estratégias de diagnostico diferem substancialmente entre os paises. A toxoplasmose é
geralmente assintomatica e autolimitada, nao havendo necessidade de tratamento. Contudo,
quando se trata de mulheres gravidas ou individuos imunodeprimidos, a infegao pode causar
complicagoes graves e até fatais. Um diagnostico laboratorial € particularmente importante
para as mulheres gravidas, pois permite a tomada de decisGes terapéuticas atempadamente
sem comprometer o feto. O diagnostico da toxoplasmose congénita fundamenta-se na
serologia materna e do recém-nascido, bem como na detegao direta do parasita no liquido
amniotico e no sangue do recém-nascido. Os numerosos métodos seroldgicos sao sensiveis
e especificos, todavia a sua interpretacao requer bastante experiéncia. Atualmente, a
evidéncia direta do parasita é fornecida por métodos moleculares, nomeadamente a técnica

de PCR.

ABSTRACT

Infection with Toxoplasma gondii has a worldwide distribution, and its policy in relation to
diagnostic strategies vary among countries. Toxoplasmosis is usually asymptomatic and self-
limited, with no need for treatment. However, when it comes to pregnant women and
immunosuppressed patients, this infection can cause severe and even fatal complications. An
accurate diagnosis is particularly important for pregnant women because it allows the
therapeutic decision-making in a useful time without compromising the fetus. The diagnosis
of congenital toxoplasmosis is based on the maternal and newborn serology, as well as the
direct detection of the parasite in the amniotic fluid and in the newborn's blood. The
multiple serological methods are sensitive and also specific, however their interpretation
requires experience to avoid some pitfalls that comes with the results. Direct evidence of

the parasite is currently provided by molecular methods, especially PCR.



I. INTRODUCAO

O parasitismo é definido como a associagao entre seres vivos onde existe unilateralidade de
beneficios. O hospedeiro passa a constituir o meio ecologico onde vive o parasita,
observando-se uma dependéncia metabolica. O parasita Toxoplasma gondii € um protozoario,
intracelular obrigatério, que infecta uma grande variedade de animais de sangue quente,
incluindo o homem, sendo considerado um dos agentes infeciosos mais prevalentes a nivel
global e a sua taxa de seroprevaléncia varia de aproximadamente 10% a 90%, aumentando
com a idade!" 2,

A infecao por Toxoplasma gondii, denominada toxoplasmose, é mais comum em climas
quentes e em altitudes mais baixas do que em climas frios e regides montanhosas. Esta
distribuicao esta, provavelmente, relacionada com a existéncia de condi¢oes que favorecem a
esporulagio e a sobrevivéncia dos ooquistos®. Também existem variagdes de prevaléncia
em areas geograficas semelhantes devido a diferengas de exposicao. A elevada prevaléncia da
infecao em Franga tem sido relacionada com a preferéncia por ingestao de carne crua ou mal
cozida. No entanto, a elevada prevaléncia na América Central tem sido relacionada com a
elevada existéncia de gatos de rua, num clima que favorece a sobrevivéncia de ooquistos

(uma das formas contaminantes sobre a qual se pode apresentar o parasita)®.

2. TOXOPLASMA GONDII

2.1 CICLO DE VIDA E INFECAO

Os membros da familia Felidae, como os gatos domésticos, sao o unico hospedeiro definitivo
do ciclo de vida deste parasita, isto &, apenas neles ocorre a fase de reprodugao sexuada, e
sdo, portanto, o maior reservatorio de infecao®.
O ciclo de vida deste parasita (Figura |) envolve 3 estadios infetantes:

- taquizoitos, forma invasiva que rapidamente prolifera e destréi as células infetadas
aquando de uma infe¢cao aguda;

- bradizoitos, que se multiplicam lentamente nos tecidos formando quistos;

- ooquistos, forma excretada nas fezes dos felinos que resulta da reprodugao sexuada.
Os gatos domésticos, que estao confinados em casa e se alimentam somente de comida para
gatos, desprovida de formas contaminantes de T. gondii, apresentam menos propensao de
serem infetados®. No homem, a ingestio de quistos ou de ooquistos maduros, resulta na
sua rutura e consequente invasao das células do epitélio intestinal, onde sofrem um ciclo de

divisao assexuada. T. gondii é notavel na sua capacidade de invadir uma multiplicidade de
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células hospedeiras e assim, dissemina-se facilmente por todo o corpo!’
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Figura | - Ciclo de vida do Toxoplasma gondiil‘]

A adesao a membrana da célula hospedeira é um pré-requisito para a infegao. A invasao
celular depende de uma interagao complexa entre a superficie da célula hospedeira e o
parasita, um processo denominado “gliding motility”, promovido por interagoes actina-
miosina e rearranjos dindmicos do citoesqueleto do parasital®.

A entrada na célula é um processo rapido (15 a 30 seg). O parasita forma uma associagao
forte, intitulada jungao movel, entre a sua extremidade apical e a membrana celular da célula
hospedeira. Esta jungao movimenta-se desde a extremidade apical até a extremidade
posterior do parasita, levando a internalizagao do parasita num vacuolo parasitoforo. De
modo a impedir a fusdo deste com lisossomas ou qualquer outra vesicula citoplasmatica, o
parasita modifica as caracteristicas bioquimicas da membrana do vacuolo parasitéforo por
remog¢ao da maioria das proteinas transmembranares do hospedeiro. Além disso,
desenvolve-se uma rede complexa de tubulos membranares que se estendem até ao limen
vacuolar, a qual se presume favorecer as trocas de nutrientes entre o parasita e o citoplasma
da célula hospedeira. A membrana do vacuolo parasitoforo esta igualmente associada as
mitocdndrias da célula hospedeira, contribuindo para o metabolismo do parasita'™.

Dentro do vaclolo, o parasita divide-se por um processo de endodiogenia, um processo

invulgar no qual sao produzidas duas células-filha no interior da célula mae, que é
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posteriormente incorporada pelas descendentes. Apos multiplas divisoes, o vactiolo aumenta
de volume de tal forma que ocupa grande parte da célula hospedeira, tornando-a fisicamente
incapaz de suportar mais desenvolvimento parasitario e da-se a rutura da membrana da
célula com libertagio de taquizoitos, que invadem as células adjacentes e continuam o
processo de infegaol*l.

Os taquizoitos transformam-se em bradizoitos e formam-se os quistos teciduais, mais
comummente no musculo esquelético, miocardio e cérebro. Estes quistos, usualmente,
permanecem durante toda a vida do hospedeiro e é a partir destes que a recrudescéncia da

doenca clinica pode ocorrer se o hospedeiro se tornar imunodeprimido®®.

2.2 TOXOPLASMOSE

Nos paises desenvolvidos, os estudos tém sugerido que a seroprevaléncia diminuiu nas
ultimas décadas. No entanto, em paises sob rapida industrializagao, como a China, a
demanda por carne tem aumentado enormemente o que pode, com o tempo, aumentar o
risco de exposigao ao T. gondiit'l.

A toxoplasmose pode ser contraida de diversas formas. As duas maiores vias de transmissao
no homem sao: a via oral e a via vertical/congénita, em oposigao as transfusoes sanguineas e
transplantes de 6rgios contendo quistos de bradizoitos®.

A infecao humana pode entao resultar do manuseamento ou ingestao de carne crua ou mal
passada que contenham quistos, ou, por outro lado, do contacto direto com gatos ou com
agua e comida contaminada com ooquistos por eles excretados. E importante realcar que
sao necessarios cerca de cinco dias para que os ooquistos excretados pelos gatos se tornem
esporulados e, consequentemente, infeciosos!" *. Como o contagio da infecio é de certo
modo facil e atendendo que na mulher gravida a infecao pode ser bastante perigosa para o
feto, uma correta higiene alimentar é de extrema importancia como medida preventiva da
infecao (Figura 2).

A infecao congénita (TC) resulta de uma infecao primaria durante a gravidez. Quando a
gravida é infetada, os taquizoitos podem colonizar células da placenta e, assim, ter acesso ao
compartimento fetal, sendo a infecao transmitida ao feto, o que pode acarretar problemas
graves como a morte fetal, aborto espontaneo, corioretinite ou a sindromes que incluem
malformacdes e défices neurolégicos e neurocognitivos'" > . A incidéncia global estimada é
de 190 100 casos anuais (95% IC: 179 300 — 206 300), apontando para uma incidéncia de 1,5
casos por 1000 nados vivos!'.

A frequéncia da transmissio vertical aumenta com a idade gestacional de 20% para 70%"
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enquanto que, a gravidade das consequéncias clinicas diminui®. Assim, grande parte das
criangas infetadas ainda no Utero sao, geralmente, assintomaticas no parto, no entanto, pelo
inicio da idade adulta, podem manifestar-se sintomas neuroldgicos ou retinocoroiditeP.

A frequéncia e gravidade das sequelas varia ainda com o genotipo de T. gondii. Na Europa o
genotipo predominante é o tipo I, podendo ser encontrado o gendtipo Il nas zonas mais a
sul. Estes genétipos geralmente traduzem-se numa infegao assintomética!'l. [

Estes efeitos podem ser minimizados ou evitados se a infegao por T. gondii for diagnosticada
em tempo Util e a terapéutica for instituida! *l. A dete¢io precoce de uma infegao primaria

por T. gondii é, portanto, critica para a mie e para o feto™.
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Figura 2 - Vias de transmissio de Toxoplasma gondiit”

3. DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE

O diagnostico da toxoplasmose pode ser alcancado pela demonstragao do parasita em
amostras bioldgicas ou pela detegao de anticorpos especificos'..

Uma vez que o historico clinico pode nao ser informativo, todos os testes laboratoriais
devem ser considerados como parte de um puzzle, onde cada peca tem um significado
especifico. Algumas pecas podem, por vezes, parecer fora do sitio, o que demonstra que a
interpretacao final s6 pode ser entendida se considerarmos os testes como um todo.

O diagnostico da infegao materna por T. gondii, bem como da TC, requer, entio, varios



testes serologicos, e muitas vezes também de PCR, e deve ser centralizada em laboratérios
de referéncia e hospitais universitarios®.

Os resultados podem ser afetados por dificuldades na interpretagcao, dependendo do
individuo e do contexto clinico: mulheres gravidas ou recém-nascidos, tratados ou nao
tratados™. No diagnostico laboratorial da toxoplasmose, os métodos imunoenziméticos sio
os mais amplamente utilizados e a precisdo destes testes varia com o método utilizado!”".
Contudo, a evidéncia direta do parasita € muito importante, em especial utilizando-se os

métodos de diagnostico molecular.

3.1 METODOS DIRETOS

3.1.1 Exames Histologicos: Sangue, LCR, Biopsia de 6rgaos/tecido

A visualizagao direta de taquizoitos, com as técnicas de coloragao de Giemsa ou Diff-Quick,
confirma a presenga do parasita e, portanto, evidencia a existéncia da infegao. No entanto, é
uma técnica pouco utilizada e em sua substituicao pode isolar-se o parasita por inoculagao
de culturas in vitro ou in vivo. Porém, a detegao direta do ADN do parasita € um método que

apresenta maior sensibilidade!’..
3.1.2 Isolamento em cultura in vitro e in vivo

O isolamento in vitro do parasita € realizado através da inoculagao de culturas de células com
as amostras biologicas suspeitas de estarem infetadas, como por exemplo liquido amniotico.
As células geralmente utilizadas sao células MRC5 ou células Vero (encontrando-se ja
comercializadas culturas preparadas destas células para inoculagao), sendo apenas necessario
incubar a 37°C com a amostra. A identificagdo posterior do desenvolvimento do parasita
pode ser realizada por microscopia invertida, por examinagao com técnicas de coloragao
acima referidas ou por imunofluorescéncia indireta descrita mais a frentel®. Apesar de se
obterem resultados de uma forma mais rapida do que com o isolamento in vivo, o processo
in vitro esta atualmente em desuso.

Por outro lado, o isolamento in vivo do parasita é realizado em ratos pela injecao
intraperitonial de tecidos, sangue ou outros fluidos recolhidos. As varias estirpes de
Toxoplasma apresentam diferentes tipos de infe¢ao, podendo os ratos manifestar uma infegao
aguda com muitos parasitas ou uma infecao crénica com a formagao de quistos no cérebro.
Os animais sao sacrificados ao fim de varias semanas, realizam-se testes serologicos para a
pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma e analisam-se fragmentos do cérebro a fim de

detetar os quistos do parasita®. Estas técnicas requerem equipamento especial, bem como
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semanas de incubagao, o que se traduz em baixo rendimento, todavia permitem o
armazenamento e identificagdo das estirpes, sendo (til para estudos epidemiolégicos!”.
Apesar de confiaveis, ambas as técnicas apresentam algumas desvantagens como o facto de

requererem laboratérios especializados e de falharem se os parasitas nio estiverem viaveis'.
3.1.3 Deteciao de Acidos Nucleicos - PCR

A Polymerase Chain Reaction (PCR) consiste numa técnica de amplificagao de sequéncias de
ADN in vitro. Este € um método revolucionario desenvolvido por Kary Mullis na década de
1980['"°!. Baseia-se na capacidade da enzima ADN-polimerase de sintetizar uma nova cadeia
de ADN complementar de uma cadeia molde. A enzima mais utilizada é a TAQ-
polimerase (a partir de Thermus aquaticus) embora a PFU-polimerase (a partir de Pyrococcus
furiosus) também seja amplamente utilizada devido a sua maior fidelidade durante a
replicagao.

A técnica de PCR foi inicialmente desenvolvida para o diagndstico da TC no liquido
amniodtico, sendo a demonstragao direta do parasita nos tecidos ou noutros fluidos através
da PCR um avango importante para o diagnostico da toxoplasmose. A dete¢ao precoce do
ADN de T. gondii no sangue permitiu antecipar o diagnéstico quando em comparagao com
os resultados radiologicos e histologicos™. Através desta metodologia, foi também possivel
reduzir drasticamente o tempo necessario para determinar a presenca do parasita,
relativamente ao tempo necessario para obter resultados no isolamento in vitro e in vivo' .
Ambos os ensaios de PCR, convencionais e quantitativos (qPCR), estao descritos, para
varios alvos genéticos: BI™, rRNA 185" e uma sequéncia repetitiva de ADN de 529 pb!'?.
A amplificacao por PCR do gene Bl, repetido 35 vezes, tem sido utilizada com sucesso para
diagnosticar uma infecio congénita e é, de momento, a sequéncia alvo mais utilizada!®. O
teste, quando comparado com inoculagado em murganhos, apresentou sensibilidade
semelhante®.

Mais recentemente, a amplificacao da sequéncia repetitiva de ADN de 529 pb tem sido
utilizado como teste confirmatério da infeciao por Toxoplasma. Esta sequéncia é mais
repetida do que o gene BI, cerca de 200 a 300 vezes, e é altamente conservada. Esta regiao
do genoma de T. gondii tem sido relatada como sendo um alvo muito especifico e sensivel
para o diagndstico™™. E recomendado por varios autores, apesar de terem sido levantadas
ddvidas quanto a sua integridade em algumas estirpes!'?.

A técnica de PCR é também importante para avaliar a prevaléncia da reativagao de
Toxoplasma'?.,

O diagnostico molecular apresenta um desempenho dificil de comparar devido a falta de
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aplicagao de normas internacionais uniformizadoras. Sem essa uniformizagao, muitas equipas
tém desenvolvido seu proprio método, o que, utilizando trés genes alvo, bem como
diferentes tipos de detecao e inumeras técnicas de extragio de ADN, resulta numa

multiplicidade de combinagdes possiveis!’.
3.1.4 Detecdo direta de antigénios

A detegao de antigénios circulantes nao é utilizada, devido ao facto da detegao de ADN
parasitario esclarecer as mesmas questdes que a detegdo direta de antigénios'”.. No entanto,
alguns autores consideraram que poderia ser de interesse e pondera-se a utilidade futura

desta metodologia como kit rapido de diagnoéstico!” L.

3.2 METODOS INDIRETOS

Os testes serologicos de determinagao de anticorpos especificos anti-Toxoplasma continuam
a ser, atualmente, a primeira linha de diagnéstico de infegao atual, recente ou passada®.

Os métodos seroldgicos sao habitualmente desenvolvidos para a detegao de anticorpos IgG
e IgM, que continuam a ser os isotipos mais utilizados no campo do diagnostico da
toxoplasmose!”). Testes para IgG e IgM especificas em vérias amostras de soro colhidas com
intervalos de 3 semanas sao a abordagem inicial na triagem de infecao por T. gondii. Testes
posteriores e um diagndstico conclusivo irdo depender destes resultados iniciais™.

Os testes serologicos sao os métodos de diagndstico mais utilizados e existe uma grande
variedade de kits comercialmente disponiveis para a detegao de Toxoplasma com uma
multiplicidade de taxas de sensibilidade e especificidade, criando uma vasta gama de op¢oes

para os analistas®..
3.2.1 Cinética de anticorpos

Existem 5 classes de imunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM. A sua classificagao prende-se
com diferencas estruturais da cadeia pesada do anticorpo e com diferencas antigénicas®.

Estes anticorpos exibem diferente cinética quando ha uma infegao por T. gondii (Figura 3).
IgM

Tipicamente, as IgM sao consideradas como os primeiros anticorpos na infecao aguda, uma
vez que sao produzidos durante a primeira semana apos a infecao. Normalmente tornam-se
indetetaveis apos alguns meses. Contudo, a maioria das técnicas recentes sao sensiveis o

suficiente para detetar IgM em quantidades residuais de longa duragao, conduzindo a erros

de interpretagao dos resultados serolégicos. Por este motivo, a presenca de IgM nao é
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automaticamente interpretada como sinal de infe¢ao aguda, mas despoleta a realizagao de
testes complementares, como o titulo de IgG, a sua avidez e a repetigao dos testes apds |-3
semanas’.

A presenga de IgM especificas do toxoplasma em mulheres gravidas ¢ indicativa de infecao
recente, porque as IgM tém um tempo de vida relativamente curto. Contudo, podem

continuar detetaveis no sangue durante um longo periodo de tempo, mesmo apos o fim da

gravidez!",
’
IgG titer reaches a
plateau within 2-3 months
IgM titer in the absence of treatment
reaches a plateau < =
within 1 month
>
g IgG (ELISA)
P
=4
Months
Figura 3 - Cinética de anticorpos numa infecio por Toxoplasma gondii"
IgA

As IgA apresentam cinética semelhante as IgM, no entanto, sio menos utilizadas em testes
de rotinal”.. Alguns autores consideram os testes de IgA benéficos, no sentido em que estes
. . . . . . =~ [14] .
anticorpos representam o primeiro pico de anticorpos no decurso da infecao' ™. Todavia,
outras publicagoes nao consideram que a andlise do perfil de IgA seja uma mais-valia quer

[ Os testes de IgA parecem ter maior

para o diagnostico quer para a datagiao da infegao
utilidade aquando do diagnostico de infecao nos recém-nascidos, embora a sua precisao seja

questionada!'® ',

IgG

Dependendo da técnica utilizada, as IgG podem se detetadas 2-3 semanas apds as IgM.
Primeiramente, ha um aumento repentino destas Ig, seguido-se uma diminuigao ligeira, até
que, se estabilizam num valor que permite a sua detecio de modo persistente. Apesar das
IgG serem os Ultimos anticorpos a serem produzidos, sao de extrema importancia, pois a

sua producao permite estabelecer um diagnostico seguro de infecao primaria na gravida

(1gM+/1gG+)* 71,
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Avidez de IgG

O que ¢é a avidez de um anticorpo? O termo avidez (ou afinidade funcional) indica a forca de
ligagao de uma populagao de anticorpos ao antigénio, e é preferivel ao termo afinidade. O
indice de avidez corresponde a razao entre a constante de associagdo e a constante de
dissociagdo da formagio do complexo imunolégico antigénio-anticorpoP.

Geralmente, a avidez de IgG é inicialmente baixa apos o desafio antigénico primario, mas vai
aumentando ao longo das semanas e meses subsequentes. Tal facto, pode atribuir-se a
selecao de células-B especificas do antigénio, que, com o tempo, vao aumentando a sua
especificidade e, consequentemente, a sua forca de ligagdo ao antigénio® °l,

A datagao da infegao na gravida é deduzida a partir da avidez, porque, na fase inicial, os
anticorpos tendem a ligar-se com menos forga aos antigénios, contrariamente aquilo que
acontece com os anticorpos de uma fase mais tardia da infegaol’.

O indice de avidez permite a classificagao da amostra como baixa (indice de avidez <0,4),
borderline (indice de avidez 0,4-0,6) ou alta (indice de avidez >0,6). Um indice de avidez
baixo nao exclui uma infegao aguda e um indice de avidez elevado exclui infegao primaria nas
dltimas 16 semanas®.

Apos a sua introdugao como método de diagnostico, a medigao da avidez das IgG provou
ser um processo extremamente Util para a datagao da infegao, eliminando a necessidade de
esperar por uma andlise cinética. A sua combinagao com os ensaios seroldgicos
convencionais fornece informagao prestavel tanto como primeira linha de diagnéstico, como
na confirmacao dos resultados de outros testes, havendo ja varios testes automatizados e
comercializados™ 7.,

Os testes de avidez de IgG sao altamente sensiveis e com estas técnicas foi possivel
demonstrar-se que grande parte das mulheres que apresentem IgM+ e IgG+ durante a
gravidez, na realidade, nio apresenta uma infecao recente®. Contudo, a exclusio de infegio
recente (nos ultimos 4 meses, para a maioria), quando os resultados traduzem uma elevada
avidez de IgG, ¢ a unica utilizagao validada para estes testes. Pois, apesar de ter sido sugerido
que um valor baixo de avidez se traduzisse num diagnostico de infecao recente, a cinética de
maturagao dos anticorpos quanto a sua avidez pode ser lenta. Por conseguinte, uma baixa
avidez de IgG pode ser um resultado que persista por mais de um ano, inviabilizando assim o
diagnostico de infecao recente. A percentagem de infecoes que estes testes sao capazes de
detetar revelou ser altamente variavel, dependendo do tipo de estudo e das populagoes

estudadas, de cerca de 20% até mais de 90%!" '8,



IgE
Quanto as IgE, hoje em dia sao pouco utilizadas por serem consideradas menos sensiveis e,

portanto, menos informativas que as restantes Ig para o diagnéstico neonatal. Porém, é

especifica de infegio aguda, podendo ser (til para datar a infecio!”..
3.2.2 Dye-Test (DT) - teste do corante ou reacao de Sabin e Feldman

O Dye-Test (DT), descrito em 1948 por Sabin e Feldman, foi o primeiro método serologico
desenvolvido. Por vezes conhecido como o teste de detegao de IgG, na realidade deteta o
total das Igs especificas, permitindo o diagndstico tanto numa fase inicial como numa fase
crénical'’l,

O seu principio baseia-se na citolise do parasita Toxoplasma, mediada pelo complemento, na
presenga de anticorpos especificos. O azul de metileno é usualmente o revelador. Assim, o
citoplasma do parasita apresentara coloragao na auséncia de anticorpos e se estiverem
presentes anticorpos, havera citolise do taquizoito e, consequentemente, nao se observa
coloracio™.

Atualmente, apenas pode ser implementado em alguns laboratérios de referéncia devido a
sua complexidade técnica (inativagao do soro analisado; adicao do complemento a partir de
soro fresco sem anticorpos especificos anti-Toxoplasma) e a necessidade de manter uma
estirpe altamente virulenta em laboratério”. Porém, continua a ser o método de referéncia

para uma série de estudos de validagio de novos métodos!” '’l.

3.2.3 IFI = Imunofluorescéncia Indireta

Os ensaios de imunofluorescéncia indireta (IFAs ou IFls) sao considerados métodos classicos
de referéncia. Recorrem a taquizoitos inteiros fixos a laminas de vidro que sao incubadas
com diluigoes em série das amostras de soro. Apds lavagens sucessivas, e a fim de se revelar
o ensaio, utilizam-se anticorpos IgG ou IgM anti-humano marcados com um fluoréforo. Estes
ligam-se aos anticorpos humanos, presentes no soro, que ficaram ligados ao parasita’.

A titulagao das IgG (Ul/ml) é conseguida por comparagao com a ultima diluicao positiva de
um controlo de referéncia em cada série. A titulagao das IgM é fornecida pelo inverso da
dltima diluicio positival’.

O método é relativamente barato e as laminas podem ser congeladas e armazenadas durante
longos periodos de tempo. No entanto, requer equipamento de fluorescéncia, capacidades

técnicas (devido a variabilidade individual na leitura das laminas) e tempo (porque o método

nao é automatizado)..



3.2.4 Testes de Aglutinacao

A aglutinagao direta consiste na adigao de diluicoes em serie de amostras de soro a uma
suspensao de parasita em pogos com fundo em forma de U. Uma reagao positiva obtém-se
quando os anticorpos do soro se ligam aos antigénios do parasita, formando complexos que
aglutinam, enquanto numa reagao negativa ha a sedimentagao dos parasitas livres. Este
método apenas pode ser utilizado como método de rastreio, uma vez que deteta tanto IgG
como IgM], Desmonts e Remington tornaram este ensaio mais sensivel, usando tripsina, e
mais especifico, adicionando 2-mercaptoetanol (2-ME)?'l.

A aglutinagao indireta utiliza particulas revestidas com antigénios de T. gondii. Na presenga de
soro contendo anticorpos especificos para Toxoplasma, as particulas aglutinam
macroscopicamente. As particulas sao feitas de plastico, geralmente latex ou poliestireno,
podendo também ser utilizados eritrocitos de animais e, nesse caso, denomina-se
hemaglutinagao!”.

Os métodos de aglutinagao nao necessitam qualquer microscopio ou aparelho especial, pois
os resultados sao visiveis macroscopicamente, apresentam curto tempo de execugao e baixo
custo”),  Contudo, a sensibilidade e a especificidade variam consideravelmente entre os
varios kits comercializados. Uma avaliagio recente revelou melhor desempenho,
particularmente no que respeita as taxas de falsos positivos, para os testes baseados em
aglutinacao direta ou hemaglutinagao indireta, do que, para os ensaios de aglutinagao indireta
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que recorrem ao latex. Estes métodos sio entio mais apropriados para fins de rasteio ou

como segunda linha de diagnéstico e nao isoladamente.
3.2.5 ISAGA - ImmunoSorbent Agglutination Assay

O “immunosorbent agglutination assay” (ISAGA) é um derivado da aglutinagao direta. Usa
anticorpos recombinantes, direcionados para isotipos especificos de Ig humanas. Estes
anticorpos sao utilizados como revestimento em pocos de analise, nos quais é adicionada a
amostra de soro em triplicado, permitindo que todos os anticorpos adiram ao pogo. De
seguida, adicionam-se os parasitas inteiros e o resultado é lido como se de um ensaio
classico de aglutinagao direta se tratasse, isto €, considera-se positivo quando os parasitas
aderem ao po¢o e negativo quando estes sedimentam. A cada reacao, incluindo
sedimentagdes intermediarias, é atribuida uma pontuagio de 0 a 12, sendo o 0 a
sedimentacio completa e o |12 a adesio completa do parasita®!. Uma pontuagio de 3-9
indica IgM residual. A juntar a sua elevada sensibilidade, o ISAGA IgM positivo é um dos
testes mais rapidos no caso de infe¢ao aguda por T. gondii, comparavel ao DT ou IFA usados

como métodos confirmatérios de referéncia”. Também foi descrita a utilizacio de ISAGA
18



para determinagao de IgA e IgE, considerando-se este método como o mais sensivel para

(6. 71

detecao de IgA™ . No entanto, considerou-se que o teste de ISAGA para IgA, apesar de
sensivel, nao podera substituir o de IgM devido as variagoes que apresenta, e sendo assim, é

mais conveniente a utilizagdo do teste de ISAGA para IgM™.
3.2.6 ELISA -Enzyme Linked Immuno Assay

Dos ensaios imunoenzimaticos, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) é o mais
conhecido. O método de ELISA indireto é o mais utilizado. Usualmente recorre-se a placas
de 96 pogos de microtitulagio de modo a facilitar a execugao e leitura. Cada pogo €
revestido com o antigénio de interesse, sendo que nos kits comercializados este passo vem
ja concluido. Os pogos sao entao preenchidos com diferentes diluigdes do soro do paciente
e se estiverem presentes anticorpos especificos contra o antigénio, estes irao ligar-se,
ficando também fixos. Apenas os anticorpos especificos se ligarao, realizando-se entao, um
processo de lavagem com o intuito de remover os restantes nao ligados. De seguida, €
adicionada uma solugao contendo um anticorpo animal (anticorpo secundario), especifico de
anticorpos humanos, ligado covalentemente a uma enzima. Estes vao fixar-se aos anticorpos
primarios, realizando-se, novamente, um processo de lavagem para remover os anticorpos
nao ligados. Para finalizar, adiciona-se um substrato cromogénico. A reagao enzimatica, entre
o substrato e a enzima ligada ao segundo anticorpo, gera um produto de cor visivel que
pode ser quantificada. A reacao é menos intensa quanto maior for a diluicio do soro e,
consequentemente, menor a captura de anticorpos no pogo. O titulo de anticorpo é a maior
diluicao que apresenta cor visivel. O método “sandwich” funciona de maneira semelhante,
no entanto os pogos estao revestidos com um anticorpo especifico e de seguida adiciona-se
o antigénio. E, portanto, um método mais utilizado na pesquisa de antigénios e nio de
anticorpos. Existe ainda um kit “ready-to-use” de baixo custo, ideal para grandes rastreios a
populagdes de poucos recursos? %,

Cada uma destas técnicas pode ser utilizada para fins qualitativos e quantitativos, no entanto,
podem ocorrer falsos-positivos devido a ligagdes nao especificas ou ao longo tempo de
espera antes da leitura que conduz a alteragdes na intensidade da cor®,

As técnicas mais recentes automatizadas também utilizam métodos imunoldgicos
semelhantes mas com sistemas de detegao alternativos como por exemplo a
quimioluminescéncia ou eletroquimioluminescéncia”.

A automatizacio do serodiagnostico da toxoplasmose, proporcionando boa
reprodutibilidade e reducao do tempo de teste, possibilitou a sua utilizagado de maneira

sistematica em pacientes considerados de risco (ex. mulheres gravidas e
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imunodeprimidos)™.

Muitos fabricantes ja apresentam testes imunologicos tanto para a dete¢do como para a
quantificacao de IgG, IgM, IgA e IgE. Embora possam existir algumas diferengas ao nivel da
sensibilidade ou especificidade, estes kits foram avaliados e comparados com os pré-
existentes de modo a garantir que se encontram dentro dos parametros de referéncia. Este
€ um mercado dindmico, e como tal, as atualizagoes dos produtos sao bastante frequentes,
para que consigam acompanhar os progressos tecnoldgicos™!.

Estudos demonstraram que o teste de avidez de IgG por ELISA, quando usado como um
teste confirmatorio, juntamente com os testes de ELISA para I1gG e IgM, é util na distingao

de uma infegdo adquirida recentemente de uma infegao crénica, em mulheres gravidas'.
3.2.7 Immunoblotting

Com o objetivo de avaliar perfis imunoldgicos, foram desenvolvidas técnicas imunologicas
qualitativas e semi-quantitativas de imunoblot (IB)). Este método combina eletroforese de
antigénios do T.gondii em condi¢des desnaturantes e um teste de anticorpos especificos'®.
O mais amplamente utilizado é o Western Blot e é comercializado como tiras de
nitrocelulose obtidas a partir de uma eletrotransferéncia a partir de um gel de eletroforese
contendo antigénios de T. gondii ja separados em bandas. A metodologia é andloga a da
técnica de ELISA: as tiras sao sequencialmente incubadas com a amostra de soro a analisar,
um conjugado anticorpo anti-humano-enzima, podendo ser especifico para um determinado
isotipo de Ig, e finalmente um substrato que precipita formando uma banda coradal”.
As diferengas antigénicas detetadas, especificas da estirpe, ajudam a explicar diferentes
padroes eletroforéticos observados entre individuos diferentes!®.
Esta técnica pode ser utilizada para comparar o perfil serolégico da mae e do recém-nascido
ou o soro com outro fluido (ex. humor aquoso), bem como método confirmatério para
detecao de IgG. Assim, possibilita detetar se ha sintese de determinado anticorpo por parte
do recém-nascido ou se foi transmitido pela mae. Do mesmo modo, permite aferir se existe
producao local do anticorpo (ex. intra-ocular). Esta interpretacao é conseguida por analise
comparativa das bandas formadas, tanto em nimero como em intensidade de cor”. A TC é
confirmada quando o perfil do recém-nascido apresenta bandas reativas que nao estao
presentes no perfil serolégico da mael®l.
A associagao de IgG-IB e IgM-IB com a andlise seroldgica classica demonstrou-se vantajosa
no diagnéstico da TC?’l, De modo a confirmar o diagndstico, foi sugerida a colheita de
amostra para analise aquando do nascimento e novamente ap6s 4-6 semanas™™. O teste de
%1 Estudos
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IB, em recém-nascidos, foi considerado, inclusive, mais sensivel do que o ELISA



estimam que para o diagndstico da TC, o IB atinge uma sensibilidade de 92,6% e uma
especificidade de 89,1%"". Outros apontam para uma especificidade de 97-100% e
sensibilidade de 96-98% no teste de Western blot".,

O IB permite detetar valores baixos de IgG e portanto tem grande utilidade na confirmagao
precoce da infegao. Por outro lado, o teste de IgG-IB é cada vez mais utilizado com método
de referéncia e tende, portanto, a substituir o DT, porque apresenta uma sensibilidade
elevada e maior exequibilidade!”.

Um outro método, ELIFA (enzyme-linked immunofiltration assay) é utilizado com as mesmas
indicagoes, mas foi também substituido pelo IB nos laboratérios de diagndstico mais

especializados™.

3.3 DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE NA GRAVIDA

Em virtude da diversidade ou da auséncia de sintomas, o diagndstico de infecao por
Toxoplasma durante a gravidez é baseado na serologia materna.

Em mulheres gravidas, a interpretagao dos resultados seroldgicos é basicamente efetuada da
mesma forma que noutros pacientes imunocompetentes, mas a estratégia e as consequéncias
sao especificas’l. Os efeitos da infecio materna sio determinados pela fase da gravidez: se a
infecao primaria ocorrer no inicio da gestacao pode advir uma doenga clinica grave no feto,
por outro lado, se a infegao ocorrer no terceiro trimestre, geralmente, ird apresentar-se-a
subclinica aquando do nascimento.,

A triagem seroldgica das mulheres gravidas depende da prevaléncia de T. gondii e das
politicas de saide no pais. Por exemplo, na Franca as mulheres seronegativas sao testadas
mensalmente, enquanto na Austria, Bélgica, Noruega e em algumas regides da Italia, ha um
programa de reavaliagao em intervalos de 3 meses. Por outro lado, na Polonia, Dinamarca,
Suécia e os EUA nio tém nenhum programa de triagem pré-nataltl.

E recomendado um teste de IgG e um teste sensivel de IgM, tendo a medicio da avidez de
IgG um papel posterior de confirmagao.

No geral, o procedimento comega com o teste de IgM e IgG e sé depois o teste de avidez
de IgG devido ao facto de o teste de avidez ser dependente da presenca de IgG especifica.

Os testes confirmatérios (DT ou IB para IgG e ISAGA para IgM) ou uma combinagao de

testes pode ser necessario para confirmar o estado imunoldgico ou seroconversaol’l.
IgG- e IgM-
Um individuo é considerado suscetivel a infecao quando os anticorpos especificos nao sao
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detectados em amostras de soro. Assim, as mulheres gravidas que estio em risco de
contrair a infecao primaria necessitam de vigilincia serologica regular para detetar uma
seroconversao. A frequéncia deste controlo é variavel, dependendo dos programas de
rastreio adotados em diferentes paises. A monotorizagao materna cessa, geralmente,
durante o terceiro trimestre ou mesmo, antes do parto. No entanto, a infecao pode ser
adquirida no final da gravidez, permanecendo a gravida seronegativa no momento do
partol’. Um estudo relatou um caso de toxoplasmose neonatal grave, demonstrada por IgG,
IgM e PCR do tecido placentario positivos, num recém-nascido cuja mae permaneceu
durante toda a gravidez com IgG e IgM negativas®” . A taxa de transmissio da mie para o
feto é superior a 70% durante o Ultimo trimestre de gravidez, e o recém-nascido podera
estar infetado sem quaisquer sintomas clinicos ao nascimento. Na auséncia de terapéutica
imediata e adequada, o recém-nascido pode desenvolver sequelas graves mais tarde!l.

Atualmente, recomenda-se um maior controlo serolégico apés o parto para todas as

mulheres gravidas seronegativas'®..
1gG- e IgM+

A presenga de IgM e auséncia de IgG sao geralmente indicativos de uma fase aguda da
infecao, contudo devem ser realizados novos testes passadas 3 semanas. Por vezes, as
mulheres gravidas sao apenas seropositivas para IgM, permanecendo as IgG indetetaveis
durante o acompanhamento seroldgico. Neste caso, presumivelmente tratam-se de
anticorpos IgM naturais, que se acredita reagirem com os antigénios de T. gondii, mesmo na
auséncia de infegao. Os anticorpos naturais sao predominantemente da classe IgM, e apenas
ocasionalmente da classe IgG. Sao raramente encontradas em recém-nascidos e lactentes
com idade <6 meses, no entanto, nas mulheres gravidas podem estar presentes em toda a
gestacgao, ou durante apenas um periodo limitado de tempo. Em tais casos, devido ao lento
aumento dos titulos de IgG observados por testes convencionais de ELISA, é aconselhavel
empregar testes adicionais com a utilizagdo de todo o parasita como um antigénio, por
exemplo, DT, IFl ou testes de aglutinagao. A subita seropositividade da IgM durante o curso
da gravidez deve alertar o médico para comegar um tratamento terapéutico antes da
confirmagio da infegdo, numa tentativa de evitar a transmissio para o feto!®. Foi provado
que o tratamento pré-natal dentro de 4 semanas apds a seroconversao reduz o risco de
lesdes intracranianas quando comparado com a auséncia de tratamento”'’, No entanto, o
tratamento terapéutico, em particular com pirimetamina e sulfadiazina, pode bloquear a
producio de IgG. Nesses casos, o padrio serologico pode permanecer inalterado!.

Convém ressaltar que um pico da produciao de anticorpos IgA ocorre apds uma infegao
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primaria, logo apds a detecao de IgM. Como as IgA nao sao consideradas de ocorréncia

natural, a presenca simultinea de IgM e IgA indica uma infegdo primaria®l.
1gG+ e IgM-

A detegao de IgG sem IgM define ao padrao serologico classico de uma infegao passada. Uma
mulher gravida imunocompetente com demostragao serologica de infegao croénica, nao é
considerada em risco de dar a luz um recém-nascido com infecio congénital®. Portanto, a
demonstragao de IgG na auséncia de IgM em mulheres antes da concegao ou no inicio da
gravidez (primeiro trimestre) constitui uma garantia de protecio fetal contra o T. gondii”.
Contudo, um titulo negativo IgM na presenca de IgG no terceiro trimestre, nao exclui a
hipotese de uma infegao aguda no inicio da gravidez. Isto pode ocorrer em alguns pacientes
que apresentam um rapido declinio no titulo de IgM, o que demonstra a importancia de um
acompanhamento da evolugao seroldgica da mae ao longo de toda a gestagao.

Por outro lado, foram descritos poucos casos de infegao em recém-nascidos de maes
previamente imunes a T.gondii, sendo considerados como exceg¢des. Curiosamente, nalguns
casos, os anticorpos IgA também estavam presentes, tendo sido sugerido que,
provavelmente, se trataram de reinfe¢oes ligadas a ingestao acidental de ooquistos de uma
estirpe diferente, ou particularmente virulenta, de Toxoplasma gondii'®.

Em contrapartida, os anticorpos IgG podem ocorrer naturalmente, embora seja raro, e
podem aparecer durante qualquer trimestre da gravidez. Nestes casos, nas sucessivas
amostras de soro, nao sao detetadas IgM nem IgA, e as IgG tém valores de avidez variaveis.
No nascimento, os recém-nascidos apresentarao os mesmos niveis de IgG e o mesmo perfil
serologico, por western blot, que as suas maes. Ao completar o primeiro ano de vida, as
criancas apresentarao seronegatividade sem ter sido necessiario qualquer tipo de

tratamento!®.
IgG+ e IgM+

Uma das situagoes mais dificeis ocorre quando IgG e IgM sao positivos e o perfil serolégico
pré-gravidez é desconhecido. E recomendada a recolha de uma segunda amostra de sangue
ap6s 3 semanas, mas raramente se observam diferencas significativas nos titulos de 1gG e
lgMI©l,

As I1gM podem ser detetadas por um longo periodo de tempo apds uma infe¢ao aguda, e, por
conseguinte, um resultado positivo nao pode discriminar entre infecio aguda, recente ou
passada. Datar o inicio da infecao é crucial em mulheres gravidas, especialmente porque a

aquisicao pds-concecional representa um grande risco para o feto.
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Para esta finalidade, outros testes podem ser utilizados, tais como a detegao de IgA e
determingao da avidez de IgG. O ensaio mais sensivel para a detegao de IgA é o ISAGA. No
entanto, em alguns individuos a IgA tem sido detetada durante mais de | ano e, numa
pequena percentagem de infe¢oes agudas, nao é detetada. Portanto, um resultado positivo
de IgA nao indica necessariamente uma infe¢ao aguda e um resultado negativo de IgA nao
exclui uma infeio agudal®.

Quando a serologia da mae apresenta IgG especificas de alta avidez durante o primeiro
trimestre, isto significa que ja se encontra imunizada e que a infecao ocorreu ha bastante
tempo (ha mais de 4 meses). Nestes casos, os fetos tém baixo risco de contrair TC e,
portanto, nao sio necessarias intervengdes®. Por outro lado, um resultado de baixa avidez
nio é indicativo de uma infecio recente nem passada'), devido as diferencas que os
individuos apresentam entre si, no que diz respeito ao tempo de maturagao dos
anticorpos®®. Além disso, foi sugerido que o tratamento poderia modificar a maturagio dos
anticorpos, embora resultados contraditérios tenham sido reportados®.

A detegao de anticorpos IgE tem sido também proposta como uma forma de definir o
estadio da infegao, porque a IgE é encontrada somente em amostras de soro de pacientes
com infegao aguda. Contudo, a duragao da seropositividade da IgE é mais curta do que a da
IgM e IgA. Estudos demonstraram que a IgE apresenta longa persisténcia com titulos
bastante elevados em 100% dos seroconvertidos com manifestagcdes da doenga, e titulos
baixos em 85,7% das infe¢oes assintomaticas. Além disso, observaram um ressurgimento das

IgE concomitantemente com o aumento de IgG durante a reativagao™.

3.4 DIAGNOSTICO PRE-NATAL

Quando se confirma a seroconversao de uma mulher gravida seronegativa, é recomendado
fazer-se o diagnostico pré-natal, isto é, pesquisar se existe TC, ou seja, se o feto foi infetado.
Dependendo dos centros de diagnostico, este procedimento pode nao ser seguido quando o
diagnostico de infecao por T. gondii ocorreu no inicio da gravidez (<6 semanas) ou no final da
gravidez (>36 semanas).

O diagnéstico pré-natal recorre a testes de imagiologia, nomeadamente ecografias, de modo
a detetar anomalias fetais, como a dilatacao dos ventriculos cerebrais. Contudo, os métodos
mais confidveis para o diagnostico pré-natal sio métodos diretos: PCR, inoculagio de
murganhos, culturas in vitro e, por vezes, pesquisa de antigénios, todos realizados no liquido
amniético ou no sangue fetal”. A inoculagio de murganhos é considerada teste padrio no

diagnéstico fetal da toxoplasmosel”. A PCR (alvos BI, SAG-1, ADNr) realizada no liquido
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amniotico apds as |8 semanas de gestagao € considerada mais sensivel e mais rapida do que
os procedimentos de diagnéstico convencionais.

Se a transmissao fetal é confirmada, devem considerar-se mudangas na terapéutica. Pode
mesmo ser discutida a interrupgao da gravidez quando ja sao detetadas lesoes clinicas no
fetol”). O tratamento pré-natal pode ser controverso, em certa medida, mas uma analise
retrospetiva recente apoia o papel de rastreio mensal pré-natal e subsequente tratamento de
infe¢oes primarias nas gravidas, o que foi associado a uma diminuigao da taxa de transmissao

e uma melhoria do resultado clinico infantil®,

3.5 DIAGNOSTICO POS-NATAL

Aquando do nascimento, os recém-nascidos infetados podem apresentar sintomas leves ou
moderados que, juntamente com os resultados analiticos, corroborem com um diagnostico
de TC. Todavia, nos recém-nascidos que nao apresentam sintomatologia, nao pode ser
excluida a hipétese de infecio por T. gondiil”l. Uma causa possivel da falta de sintomas
associados a doenca € a transmissao congénita ter ocorrido numa fase tardia da gestagao.

E necessario um acompanhamento clinico e biolégico de longa duragio para os recém-
nascidos cuja mae sofreu de toxoplasmose durante a gestagao, pois estando infetados,
mesmo que se apresentem assintomaticos, permanecem em risco de desenvolver lesoes
oculares durante a infincia e adolescéncia, conduzindo a deficiéncia visual'..

O recém-nascido é sujeito a exames clinicos, parasitoldgicos e seroldgicos. Os exames
clinicos baseiam-se na avaliagio da sintomatologia apresentada, bem como de exames
radiolégicos como a TAC para pesquisa de quistos e lesoes cerebrais.

Os exames parasitologicos baseiam-se na pesquisa direta de antigénios ou no isolamento do
parasita, analisando-se a placenta ou amostras de sangue do recém-nascido através de PCR
ou da inoculagdo de murganhos!l. O isolamento do organismo a partir do liquido amniético,
do sangue fetal ou da placenta é um teste especifico, contudo pode ser pouco sensivel e sao
necessarias 4 a 6 semanas para dar o resultado. A técnica de PCR apresenta-se promissora,
porém, até agora, nio ganhou um papel de destaque no diagnéstico pos-natal®.

Os testes serologicos iniciam-se no nascimento, quando sao colhidas amostras de sangue
materno, fetal e do cordao umbilical. Nelas sao pesquisadas Igs especificas anti-Toxoplasma,
nomeadamente IgM, IgG e IgA. Nos primeiros 3 a 10 dias de vida pesquisa-se a presenca de
anticorpos sintetizadas pelo recém-nascido”. O diagnéstico serolégico da infecio congénita
¢é dificil, pois as IgG maternas sao passivamente transferidas e nem todas as criangas,

infetadas congenitamente, sao capazes de produzir niveis detetaveis de IgA ou IgM
25



especificas. E portanto recomendado combinar a pesquisa das vérias Ig e, mesmo assim, é
necessario ter cuidado na interpretagio dos resultados™ .

As IgA e IgM maternas nao sao transmissiveis através da placenta, porém podem contaminar
o sangue do recém-nascido durante o parto e conduzir a falsos resultados!'”.

Observando-se a evolugao de criangas infetadas congenitamente, todas apresentaram uma
maturagao significativa dos anticorpos IgG (avidez de IgG) no acompanhamento pods-natal.
Contudo, comparando com o seu valor decisivo no diagndstico da infecao aguda
recentemente adquirida, o valor da determinagao da avidez de IgG no diagndstico pos-natal
€ menor. Durante os primeiros meses de vida, a quantidade de IgG materna diminui
enquanto a quantidade de IgG endogena do recém-nascido infetado persiste ou aumenta. O
resultado da avidez de IgG no recém-nascido representa, assim, uma mistura de IgG materna
e |IgG da propria crianga e portanto, € influenciada por varios fatores, tais como: o tempo de
amostragem e o titulo de avidez tanto da mie como da criangal.

Para ultrapassar este obstaculo, desenvolveram-se novos métodos como ELIFA e IB, que
podem distinguir os anticorpos maternos de anticorpos sintetizados pelo recém-nascido e
podem ser aplicados a amostras colhidas no momento do nascimento ou durante os
primeiros dias de vidal'”). Por exemplo, a técnica de Western blot permite comparar o soro
materno com o do recém-nascido, evidenciando as diferencas nas bandas formadas.
Quando utilizado em conjunto com métodos convencionais para dete¢ao de Igs especificas,
estes novos métodos conseguem melhorar o diagnostico da TC logo a partir do primeiro
més de vida!'l. A combinagio de Western blot (IgG e IgM) com ISAGA (IgM) obtém a

maxima sensibilidade no diagnéstico de TC nos primeiros dias de vida'*®.,

Os resultados podem apresentar-se de quatro formas:
IgG- e IgM-

Um padrio serologico negativo pode ser um fendmeno transitorio na TC como
consequéncia do tratamento materno e neonatal, particularmente quando a infe¢ao materna
ocorreu durante os dois primeiros trimestres da gravidez. Em tais casos, o diagnostico inicial
de TC nao deve ser posto em causa, o acompanhamento e tratamento de rotina devem ser
continuados. Frequentemente, o periodo transitério seronegativo é seguido por uma
recidiva serologica, muitas vezes apo6s a interrupgao do tratamento. O consequente aumento
dos titulos de anticorpos nao foi associado com aumento do risco para a criangal®.

Se os resultados forem negativos, mantém-se a vigilancia serologica durante 8 a 12 meses,
até as IgG especificas maternas se tornarem indetetaveis, de modo a garantir a anulagao das

contaminagdes. Os anticorpos maternos geralmente desaparecem em 5-8 meses!*.
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IgG- e IgM+

Como ja discutido anteriormente, a detecao de IgM, mas nao de IgG, pode ocorrer no
nascimento, no caso de infegdo materna muito tardia no que diz respeito ao curso da
gravidez. Anticorpos IgA e IgG sao geralmente detectados em amostras de soro
subsequentes. No caso da detegao de IgM e/ou IgA no recém-nascido, o teste deve ser
repetido dentro de 10 dias apds o nascimento, a fim de excluir a contaminagao por

anticorpos maternos'l,
IgG+ e IgM -

Ao nascimento, a detecao de IgG sem qualquer outro marcador serologico positivo €
indicativo de: infegao congénita apos infegao materna durante o primeiro ou segundo
trimestre de gravidez; infe¢do de recém-nascidos cujas maes foram tratadas durante a
gravidez; ou ainda auséncia de infecio devido a presenca de IgG nio especificas™.

No caso da infegao materna ter sido numa fase precoce da gravidez, o recém-nascido
poderia estar na fase sub-aguda da infegao, momento em que a produgao de IgM e IgA ja
ocorreu. No caso de infegado materna durante o segundo trimestre, os anticorpos IgA
podem ser detectados na auséncia dos IgM, porque é maior o tempo de persisténcia das IgA
em comparagao com IgM no recém-nascido (contrariamente ao que é observado em
adultos). Contudo, é aconselhavel testar amostras de soro para IgA, dada a maior
sensibilidade desta classe de Igs como um marcador da doenga congénita. Se houver detegao
de IgA no recém-nascido, o teste deve ser repetido dentro de |0 dias, a fim de excluir
contaminagdes com anticorpos maternos!®.

Em caso de suspeita de infegao materna e consequente tratamento terapéutico, a resposta
imune do feto pode ser bloqueada ou retardada, com o consequente atraso na producao
dos marcadores sorologicos preditivos.

Persisténcia ou aumento de IgG durante o primeiro ano de vida continua a ser a forma mais
confiavel de diagnosticar infegao congénita, no entanto, € um procedimento demorado. Se
apenas os anticorpos IgG forem detectados, é fundamental distinguir se estes tém origem
materna e foram transmitidos passivamente, ou se representam sintese recente por parte do
feto infetado. Neste ultimo caso, o tratamento terapéutico deve ser iniciado o mais

rapidamente possivel, depois do nascimento, de modo a evitar sequelas tardias™.
IgG+ e IgM +

A detecao de IgM em amostras de soro neonatal é indicativa de infecao congénita. No

entanto, o teste deve ser repetido dez dias depois do nascimento para excluir anticorpos
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maternos contaminantes. Para definir uma infe¢ao congénita, o teste de ISAGA demonstrou
ser mais sensivel do que os testes imunoenzimaticos. Este padrao sorologico pressupoe que
a infecdo materna foi adquirida no terceiro trimestre da gravidez se as IgA também forem
detetadas; ou, no Ultimo més de gravidez se as IgA ainda nio estio presentes®.

A IgE também foi encontrada em amostras de soro de recém-nascidos infetados
congenitamente, mas a sua sensibilidade de detecao é menor do que a da IgM e IgA. O
surgimento de IgE especifica durante o tratamento pods-natal é considerado um sinal de ma
adesao ou dosagem inadequada. Contudo, a determinagao simultanea dos valores de IgM,
IgA e IgE melhora o rendimento do diagnostico. Tal como para IgM e IgA, também o teste
para IgE deve ser repetido |0 dias apoés o nascimento, para excluir a contaminagao
materna!®.

No que diz respeito a avidez de IgG, geralmente nao é avaliada no recém-nascido, porque é
semelhante a da mae. No entanto, tem-se observado que, na auséncia de transmissao
materno-fetal, o indice de avidez permanece estavel até ao desaparecimento dos anticorpos
maternos transmitidos passivamente. Em contrapartida, o indice de avidez de IgG mostra um
aumento significativo nas criangas infetadas congenitamente!.,

A TC é caracterizada pela persisténcia de IgG especifica apés o primeiro ano de vida.
Atualmente, todas as criangas com TC identificadas pela triagem pré-natal ou neonatal sao

acompanhadas clinicamente durante toda a infincia'”.

4. DISCUSSAO/CONCLUSAO

A infecao primaria durante a gravidez, bem como a infegao congénita, constituem grandes
desafios ao nivel do diagnostico.

Avancos importantes foram feitos na aquisicao de conhecimento sobre a estrutura antigénica
e gendmica de T. gondii, originando uma grande variedade de testes, agora disponiveis, o que
permitird uma melhor defini¢do da fase de infecao®l.

Estes testes tém o potencial de diminuir a necessidade de acompanhamento serologico e de
intervengoes terapéuticas desnecessarias em mulheres gravidas, resultado de uma
preocupacao desencadeadas por um diagnostico errdéneo, particularmente no inicio da
gravidez. Por outro lado, em pacientes com suspeita de infe¢ao ativa, um resultado falso-
negativo pode conduzir a um atraso fatal no tratamento.

Como o parasita é intracelular, em detrimento de pesquisar o parasita de forma direta,
usualmente pesquisa-se a reagao do hospedeiro a T. gondii através de técnicas de
imunodiagnostico. Estudos mostram que definir a infecao € muito facil aquando da presenca
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de seroconversao ou serologia negativa persistente. O desafio € interpretar a detegao de

IgM especifica em mulheres gravidas®

. A demonstragao de um aumento significativo nos
titulos de anticorpos em amostras de soro em série é demorado e esse tempo € precioso
no inicio do tratamento terapéutico para prevenir a transmissao e/ou para limitar os danos
para o feto. Neste momento, os resultados de novos testes serologicos devem ser
adicionados ao ‘“quebra-cabega” e encaminhados para um laboratério de referéncia. Os
beneficios derivados desta estratégia foram demonstrados noutro estudo, o qual relata a
diminuigao, em 50%, do nimero de abortos desnecessarios nas mulheres com IgM positiva
em testes realizados em laboratorios periféricos, apds a realizagao de testes confirmatorios
em laboratério de referéncia e a sua correta interpretagao..

E de ressaltar, também, o papel importante que a determinagio da avidez de IgG possui na
datagao da infegao, auxiliando na distingao entre infegoes recentes ou antigas. De acordo
com os resultados de um teste confirmatério por PCR, a sensibilidade do teste ELISA para
IgM foi 100,0% e a sua especificidade foi de 77,8%, enquanto o teste da avidez de IgG
apresentou sensibilidade de 93,8% e especificidade de 100,0%.™

Conclui-se que nenhum teste laboratorial realizado isoladamente é autossustentado e,
portanto, deve-se sempre combinar pelo menos dois testes diferentes ou definir uma
estratégia sequencial, por exemplo, um método com uma elevada sensibilidade como teste
de triagem, e em seguida, um teste altamente especifico para confirmagao, sempre adaptados
a cada situagao clinica.

Um outro problema que advém destes testes € a falta de padronizagao entre eles. Apesar
das normas internacionais, que sao utilizadas para calibrar os kits serologicos, os titulos de
anticorpos sao variaveis entre os diferentes métodos no que diz respeito a uma mesma
amostra, possivelmente devido a diferengas de epitopos e as caracteristicas dos anticorpos
utilizados por estes métodos. Mesmo admitindo que os resultados dos testes obtidos sao
validos, a interpretagao correta dos resultados requer experiéncia, além disso, a comparagao
de titulos de dois soros apenas deve ser possivel quando o mesmo método foi utilizado!” **l.,
No que diz respeitos as técnicas de diagnostico direto da infegao, os exames histologicos de
amostras biologicas bem como as culturas in vivo e in vitro foram ultrapassados pelas técnicas
de diagnostico molecular, nomeadamente PCR, sendo que, atualmente, sé detém
aplicabilidade em contexto de investigacao. No diagnostico da TC no feto, a pesquisa de
ADN parasitario no liquido amniotico por PCR é uma das técnicas mais indicadas.

Nao se pode menosprezar a importancia de avaliar conjuntamente o estado imunolégico da

mae e do feto de modo a confirmar se realmente houve transmissao vertical.
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5. EXPECTACOES PARA O FUTURO / PAPEL DO FARMACEUTICO

Tendo em conta os soélidos conhecimentos no ambito da parasitologia e da instrumentagao
analitica que o farmacéutico possui, considero que é o profissional de saude que mais
abrangéncia tem em todo o processo do diagnéstico. O farmacéutico esta apto para intervir
desde o planeamento e desenvolvimento da técnica de diagnostico, passando pela sua
introducao no mercado ou execucao em laboratorios de referéncia, até a avaliagao critica e
comparativa dos resultados obtidos. De um outro ponto de vista, € o profissional de salde
ao qual a populagao se dirige primeiramente para aconselhamento, desempenhando entao
um papel importante na prevengao da doenga.

Uma possivel fonte de pesquisa e inovagdo no dominio farmacéutico sera de resposta a
necessidade de ferramentas de diagndstico mais avangadas para a toxoplasmose aguda
(infegao primaria ou reativagao) em gravidas bem como em pacientes imunodeprimidos
devido ao numero crescente de transplantes de orgaos e de medula 6ssea. Contudo, o
desenvolvimento de métodos com niveis de detegao inferiores traria uma excessiva
sensibilidade capaz de detetar antigénios ou ADN de parasitas em pessoas saudaveis,
cronicamente infetadas. Novos testes terao que superar validagoes rigorosas para avaliar
todos estes limites de detecao e a sua real utilidade.

Além disso, a detegao facilitada de T. gondii na urina ja foi abordada, utilizando a detecao de
antigenios®”! ou qPCRP®. Um outro rumo a seguir podera entdo contemplar a avaliacio de
materiais bioldgicos alternativos e o seu valor ao nivel do diagnéstico, abrindo o caminho
para novas escolhas a aplicar no acompanhamento do doente.

No que diz respeito ao rastreio das mulheres gravidas para a infecao por T. gondii, € muito
dificil prever a evolugao das politicas, uma vez que as consideragoes econémicas e éticas,
que intrinsecamente diferem entre os paises, precisam ser tomados em conta. Contudo, os
pros e contras da existéncia de rastreio durante a gravidez, bem como a forma como esse

rastreio é conduzido, devem ser debatidos.
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