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RESUMO

A infeccdo por Toxoplasma gondii em mulheres gravidas pode levar a toxoplasmose congénita.
Quanto mais cedo o diagndstico da infeccdo durante a gestacdo e precoce o tratamento, menores
as manifestacGes da infecgdo na crianga e a doencga ndo é aparente ao nascimento. Em 2006,
implantou-se o Programa de Vigilancia em Saude da Toxoplasmose Gestacional e Congénita
na atencdo primaria de Londrina, com a investigacdo soroldgica, diagnéstico e tratamento para
toxoplasmose durante o atendimento pré-natal, foi iniciada a notificacdo da toxoplasmose na
gestacdo e da toxoplasmose congénita, mediante a utilizacdo de uma ficha especifica, aplicada,
inicialmente, pelas unidades sentinelas, e posteriormente, pelos diversos servi¢os de salde,
contribuindo para a coleta de dados, producdo de informacGes epidemioldgicas regionais e
ampliacdo do conhecimento sobre a doenga no pais. Porém um dos problemas observados foi a
dificuldade em fechar o diagnostico da toxoplasmose congénita (TC), o método de Western
Blot (WB) é uma ferramenta para identificacdo do diagndstico de TC dessa crianca, auxiliando
no tratamento precoce. Com essa necessidade o objetivo deste trabalho é apresentar o uso do
Western Blot (WB) como método para diagnostico precoce das criancas atendidas na rotina
ambulatorial. No periodo de junho de 2014 a junho de 2018, 92 criangas foram acompanhadas
no ambulatério de Moléstias Infecciosas. Para a confirmacdo da toxoplasmose congénita a
crianca tinha que apresentar IgM reagente ou lesdo ocular caracteristica da toxoplasmose
(coriorretinite/lesdo macular) ou lesdo do SNC (calcificacdes, microcefalia, hidrocefalia) ou
IgG anti — T. gondii reagente por quimiluminescencia ap6s 12 meses de vida ou WB positivo.
O exame de Western Blot foi utilizado como metodologia de auxilio no diagnostico precoce da
doenca e considerado positivo quando a crianca apresentava bandas diferentes ou de maior
intensidade em relacdo as bandas maternas. Entre as criancgas atendidas, em 25/92 (27,1%) foi
confirmado o diagndstico, 4% (1/25) apresentou lesdo ocular (turvacdo vitrea), 12% (3/25)
alguma alteracdo do SNC (calcificacdes, hidrocefalia, microcefalia) e 20% (5/25) apresentaram
lesBes associadas de SNC e ocular, os titulos de IgM foram reagentes em apenas 05/33 (20%)
criancas e 14 (56%) apresentaram IgG reagente apds 12 meses. Em 18/25 (72%) foram
encontradas alteragdes no WB e entre elas, 8 (32%) o diagnéstico foi feito com a ajuda do WB,
pois elas ndo apresentavam IgG/IgM anti-T.gondii reagente e eram assintomaticas. Em relacéo
ao inicio do tratamento das maes, 5/21 (23,8 %) foram no 1° trimestre, 7/21 (33,3%) no 2°
trimestre e 9/21 (42,8%) no 3° trimestre e em 21/25 (84%) criancas infectadas a mae foi tratada.
A variacdo do peso molecular de proteinas reconhecidos pelo soro da crianca apresentado foi
de 250kD a 10kD. A mais presente foi a de 90kD (26,3%), seguida por 149kD (22,2%) e 28kD
(19,2%). A precocidade no diagnostico da infeccdo permite o tratamento adequado do bebé
sendo capaz de reduzir sequelas da toxoplasmose futuramente nessa crianca. O diagnostico
pelo exame de Western Blot foi conclusivo e pode ser incluido na rotina do diagndstico da
toxoplasmose congénita, na caracterizacdo precoce dessa infeccao e é fator determinante para
tratamento das criancas acometidas.

Palavras — chave: Toxoplasma gondii, Recém-Nascido, Western Blot, Sorologia, Gestantes.
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii infection in pregnant women may lead to congenital toxoplasmosis. The
earlier the diagnosis of infection during pregnancy and the early treatment, the lower the
manifestations of infection in the child and the disease is not apparent at birth. In 2006, the
Gestational and Congenital Toxoplasmosis Health Surveillance Program was implemented in
Londrina primary care, with serological investigation, diagnosis and treatment for
toxoplasmosis during prenatal care. congenital toxoplasmosis, through the use of a specific
form, initially applied by the sentinel units, and later by the various health services, contributing
to data collection, production of regional epidemiological information and expansion of
knowledge about the disease in the country. However, one of the problems observed was the
difficulty in closing the diagnosis of congenital toxoplasmosis (CT), the Western Blot (WB)
method is a tool to identify the diagnosis of CT of this child, helping in the early treatment.
With this need the objective of this paper is to present the use of Western Blot (WB) as a method
for early diagnosis of children treated in the outpatient routine. From June 2014 to June 2018,
92 children were followed at the Infectious Diseases outpatient clinic. To confirm congenital
toxoplasmosis, the child had to have IgM reagent or ocular lesion characteristic of
toxoplasmosis (chorioretinitis / macular lesion) or CNS lesion (calcifications, microcephaly,
hydrocephalus) or anti - T. gondii chemiluminescence - reagent 1gG after 12 months. life or
positive WB. The Western Blot test was used as an aid methodology in the early diagnosis of
the disease and was considered positive when the child had different or more intense bands in
relation to the maternal bands. Among the children treated, in 25/92 (27.1%) the diagnosis was
confirmed, 4% (1/25) had ocular injury (vitreous turbidity), 12% (3/25) some CNS alteration
(calcifications, hydrocephalus). , microcephaly) and 20% (5/25) had associated CNS and ocular
lesions, IgM titers were reactive in only 05/33 (20%) children and 14 (56%) had reactive 1gG
after 12 months. In 18/25 (72%) changes in WB were found and among them, 8 (32%) were
diagnosed with the help of WB, as they had no reagent 1gG / IgM and were asymptomatic.
Regarding the beginning of treatment of mothers, 5/21 (23.8%) were in the 1st trimester, 7/21
(33.3%) in the 2nd trimester and 9/21 (42.8%) in the 3rd trimester and in 21/25 (84%) infected
children the mother was treated. The molecular weight range of proteins recognized by the
presented child serum was 250kD to 10kD. The most present was 90kD (26.3%), followed by
149kD (22.2%) and 28kD (19.2%). The early diagnosis of infection allows the proper treatment
of the baby being able to reduce sequelae of toxoplasmosis in this child in the future. The
diagnosis by Western Blot examination was conclusive and should be included in the routine
diagnosis of congenital toxoplasmosis, in the early characterization of this infection and is a
determining factor for the treatment of affected children.

Key words: Toxoplasma gondii, Newborn, Western Blot, Serology, Pregnant women.
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1 INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo Toxoplasma gondii, parasita intracelular
obrigatdrio, de distribuicdo mundial e que acomete animais de sangue quente, inclusive o ser
humano. O efeito do T. gondii na saide publica e na producdo animal é significativamente
evidente em todo o mundo. Embora a taxa de prevaléncia da toxoplasmose seja, de
aproximadamente, um ter¢co da populacdo humana mundial, a infeccdo por T. gondii em
individuos imunocompetentes é geralmente assintomatica; porém, alguns pacientes podem
apresentar febre e outros sinais clinicos ndo especificos (MOHAMED & HAJISSA, 2017,
HILL & DUBEY, 2002).

O parasita pode ser adquirido por trés vias principais: ingestdo de oocistos esporulados
presentes no meio ambiente, ingestdo de cistos teciduais em carne crua ou malcozida de animais
infectados e pela via transplacentaria. Segundo Cook et al. (2000), o fator de risco mais
preditivo de infecgdo aguda em mulheres gravidas foi a ingestdo de carne de cordeiro, bovina
ou de caca malcozida e o contato direto com o solo, Lopes et al. (2009), também encontraram
risco associado ao solo quando demosntraram que o consumo de hortalicas era o fator de risco
mais importante em gestantes. A variacao da prevaléncia parece ser devida a fatores climaticos,
geogréficos, habitos alimentares, tipo de trabalho e habitos culturais, indicando que os
mecanismos de transmissdo devem ocorrer de varias formas e podem explicar a variabilidade
desta infeccdo em diferentes areas geograficas de um determinado pais (HILL & DUBEY,
2002; ELSHEIKHA, 2008).

A transmissdo congénita do T. gondii pode ocorrer durante a primoinfecgéo de gestantes
quando o parasita pode ser transmitido ao feto através da placenta (TENTER et al., 2000). A
transmissdo transplacentaria por taquizoitas tem sido responsabilizada pela ocorréncia de
abortos, natimortos, lesdes oculares, debilidade, déficit auditivo e mortalidade neonatal
(CARELLOS et al., 2008).

Wong & Remington (1994) detectaram que o risco de transmissdo congénita aumenta
progressivamente com a idade gestacional de soroconversdo materna, observaram que a
incidéncia de infeccdo fetal, na auséncia de tratamento, foi de aproximadamente 10% a 15%
durante o primeiro trimestre da gestacédo, de 30% no segundo trimestre e de 60% no terceiro
trimestre.

Nas gestantes, o diagndstico precoce da infeccdo pelo T. gondii e o tratamento
antiparasitario adequado podem reduzir a gravidade das sequelas ao feto (REMINGTON et al,

2006; NAVARRO et al, 2018). O diagndstico da toxoplasmose adquirida na gestacéo se baseia
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em exames laboratoriais pois, geralmente, a gestante ndo apresenta sintomas da infeccdo;
entretanto, os exames soroldgicos sdo complexos e é necessario o conhecimento das limitacGes
de cada método, a avaliacdo do perfil das classes de imunoglobulinas presentes e a sua
associacdo com a idade gestacional (JONES et al., 2003). Sem a interpretacdo correta dos
resultados, muitas gestantes sdo tratadas desnecessariamente e outras, por falha ou auséncia de
diagndstico, ndo sdo tratadas. Ambas as situacdes podem ser danosas tanto para méde quanto
para o feto (REMINGTON et al., 2006).

O diagndstico preciso da infeccao adquirida por métodos rapidos e especificos é crucial
para 0 manejo adequado da toxoplasmose e, juntamente com a educacdo em saude, representa
0 passo-chave na prevencéo e no tratamento da doenga (HILL & DUBEY, 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o exame de Western Blot (WB) como metodologia

confirmatoria para o diagnostico precoce da toxoplasmose congénita.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO

O protozoério T. gondii foi primeiramente descrito por Splendore (1909) que o isolou
de um pequeno coelho de laboratério e 0 denominou Toxoplasma cuniculli. Ao mesmo tempo,
Nicolle & Manceaux (1909), encontraram um parasita no baco, figado e sangue de um pequeno
roedor conhecido por gondi (Ctenodactylus gundi), na Tunisia, Africa do Sul, e o denominaram
como Leishmania gondii. Porém, somente no ano seguinte, baseando-se nas caracteristicas
morfolégicas, adequaram a nomenclatura para Toxoplasma gondii, parasita pertencente ao filo
Apicomplexa, que tem seu género derivado do grego toxon (arco) e plasma (molde), devido a
seu formato em lua crescente (NICOLLE; MANCEAUX, 1909).

2.2 O AGENTE

Pertencente ao Filo Apicomplexa, Ordem Eucoccidiida e Familia Sarcocystidae, tendo
os felideos, principalmente os gatos, como os hospedeiros definitivos, pois sdo 0s Unicos a
terem a fase sexuada que eliminarem oocistos do parasita nas fezes, e os hospedeiros
intermediarios sdo todos os animais de sangue quente, incluindo o ser humano (FRENKEL,
1970).



© 00 N oo o b~ W N e

W W W W W NN NDNDMDNDDRNDNDRNDNNIDRNERER P P R P P PR, e
BE WO N P O © 0 N o 00 B WO N PFP O © 0 N o 0l b W N B O

2.2.1 Ciclo Bioldgico

T. gondii apresenta-se em trés formas infectantes: taquizoitos (em grupos ou clones),
bradizoitos (em cistos de tecido) e esporozoitos (em oocistos). Estas fases estdo ligadas a um
ciclo de vida complexo (DUBEY et al., 1998).

Os taquizoitos (do grego takhos = répido) representam o estdgio em que ocorre a
multiplicacdo rapida em qualquer célula do hospedeiro. Tem formato de arco ou meia-lua
medindo 6 um de comprimento e 2 um de largura, sdo responsaveis pelas manifestacdes clinicas
e reacOes inflamatorias que resultam da fase aguda da infeccdo. Entram na célula do hospedeiro
ativamente através da membrana plasméatica ou por fagocitose (DUBEY, 2009). Séo
disseminados pelo sistema linfatico e sanguineo infectando varios tecidos, incluindo sistema
nervoso central (SNC), olhos, musculatura esquelética, cardiaca e placenta (DUBEY et al.,
1998; TENTER et al., 2000). Taquizoitos de ultima geracdo iniciam a segunda fase do
desenvolvimento que, sob o estimulo da resposta imune do hospedeiro, diferenciam-se em
bradizoitos algumas semanas apdés a infec¢do (DUBEY, 2009).

Os bradizoitos sdo organismos de proliferacdo lenta (do grego brady = lento), estdo
presentes no interior de cistos teciduais e sdo morfologicamente semelhantes aos taquizoitos.
Esses cistos teciduais tem uma elevada afinidade por tecidos neurais e musculares, incluindo o
cerebro, olhos, musculos cardiacos e esqueléticos, variando de tamanho; cisto jovens podem
ser pequenos com 5 um de didmetro e conter apenas dois bradizoitos, enquanto os mais velhos
podem conter centenas desses organismos (DUBEY et al., 1998). E o estagio do ciclo de vida
terminal no hospedeiro intermediério, podendo persistir a vida toda. Esse mecanismo ainda é
desconhecido; no entanto, muitos pesquisadores acreditam que cistos teciduais se rompem
periodicamente transformando-se em taquizoitos que invadem novamente células hospedeiras
e voltam a ser bradizoitos dentro de novos cistos teciduais; se ingeridos por um hospedeiro
definitivo, os bradizoitos iniciam outra fase de proliferacdo assexuada. Quando ingerido pelos
felinos (hospedeiros definitivos), além da fase assexuada, ocorre também a fase sexual do ciclo
de vida do parasita (FRENKEL, 1970; DUBEY et al., 1998; TENTER et al., 2000; HILL &
DUBEY, 2002).

Os oocistos sdo resistentes as condi¢des ambientais e resultam da fase sexuada do ciclo.
Sdo eliminados por um curto periodo de tempo (1-2 semanas), em numero tdo expressivo que
asseguram a contaminacgéo generalizada do meio ambiente. No meio ambiente dentrode 1 a 5
dias ap0s a excrecdo e, dependendo do clima e condi¢Bes ambientais, ocorre a esporulacdo. Os

oocistos, quando maduros, possuem dois esporocistos contendo quatro esporozoitos cada e sdo
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as formas infectantes para qualquer vertebrado homeotérmico. Podem sobreviver em solo
umido durante meses ou anos, o que facilita sua dispersdo (FRENKEL, 1970; DUBEY et al.,
1998; HILL; DUBEY, 2002).

2.2.2 Estruturas Bésicas

Os estagios invasivos do T gondii sdo caracterizados pela presenca de um complexo
apical composto por organelas especializadas e secretoras. Sao trés tipos: micronemas, roptrias
e grénulos densos, e carregam suas proteinas caracteristicas MICs, RONs, ROPs e GRAs,
respectivamente. Micronemas estdo envolvidas na fixagéo e penetracéo do T. gondii, enquanto
roptrias sdo necessarias para criar uma estrutura transitéria de juncdo em movimento e, em
seguida, o estabelecimento do vacuolo parasitofaro, granulos densos secretam proteinas durante
a maioria dos estagios do parasita, exemplificado na Figura 1 (TOMAVO, 1996;
DLUGONSKA, 2008). O processo de secre¢do coincide com a formagéo da rede intravacuolar
e continua durante a residéncia intracelular de T. gondii (CARRUTHERS et al., 1999).

Anel apical 1,2
Anel Polar 1
Condide
Micronema
Roptria
Plasmalema (
Complexo de membrana interna A7 ]
Amilopectina d B
""" Microporo v,
Apicoplasto \ LT3,
Complexo de Golgi Ry L{
Centriolos -
Grénulos densos
INucleo
Mitocéndria
Apicoplasto
Retpiculo endoplasmatico rugoso
Complexo de Golgi
Centriolos
Corpo lipidico
Nucleo
Amilopectina
Grénulos densos
Poro posterior

Figura 1. Desenhos esquematicos de um taquizozita (esquerda) e bradizoita (direita) de T.
gondii. Os desenhos sdo compostos de micrografias eletronicas (adaptado de DUBEY et al.,
1998).
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A superficie celular externa do taquizoito é recoberta por proteinas, com peso molecular
variando entre 22 a 43 kDa, todas ancoradas na membrana a partir de pontes de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), conhecidas como SAGs (TOMAVO, 1996). A p30 (SAGL),
proteina de superficie mais abundante, representa até 5% do total de proteinas do taquizoito e
é um importante componente da rede vesicular dentro do vacuolo parasitoforo, reconhecidas
por anticorpos no soro humano e, por ser muito imunogénica, induz a producdo de anticorpos
IgG, IgM e IgA. E utilizada no diagnostico da infeccdo aguda em adultos ou na forma congénita
(KASPER et al 1993).

Potasman et al (1986) demonstraram que 0 soro de pessoas nao infectadas reage com a
banda 30 kDa em imunoblots, sugerindo a presenca de anticorpos naturais ou de rea¢ao cruzada,

e a intensidade desta banda aumenta apds infeccdo com o T.gondii.

2.2.3 Cepas e Patogenia

Devido a importancia da toxoplasmose na salde publica, muitos estudos buscam
comparar geneticamente isolados para assim compreender melhor a transmissédo desse parasita
(DUBEY, 2009). Quando se tratava de variabilidade genética da populacdo de T. gondii,
inicialmente, era classificada como de baixa variabilidade, com uma estrutura altamente clonal
com trés linhagens genéticas, tipo I, Il e 111, sendo isolados de humanos e animas na Europa e
América do Norte (HOWE, SIBLEY, 1995; AJZENBERG et al, 2002). No entanto, estudos
mais recentes na América do Sul documentaram a descoberta de cepas geneticamente atipicas
(n&o clonais) de T. gondii isoladas de pacientes humanos, que causaram sintomas clinicos muito
mais exacerbados em comparag¢do com suas contrapartes europeias Assim, o nimero de cepas,
ou isolados, que ndo podem ser categorizados como linhagens clonais dos tipos I, 1l e Il
aumentou fortemente e, superou em namero aqueles que sdo convencionalmente categorizados
(SHWAB et al., 2014; MONTAZERI et al., 2018).

Pena et al. (2007) analisaram amostras de DNA de 46 isolados de T. gondii de gatos em
11 municipios do estado de Séo Paulo e foram caracterizadas geneticamente usando marcadores
de polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo de PCR. Um marcador adicional,
CS3, que se localiza no cromossomo Vlla e anteriormente demonstrou estar ligado a viruléncia
aguda de T. gondii tambem foi usado para determinar associacao a viruléncia em camundongos.
A genotipagem desses 46 isolados revelaram uma alta diversidade genética com 20 gen6tipos,
mas nenhuma linhagem clonal de Tipo I, 11 ou 1l foi encontrada. Quatro dos 48 gendtipos com

maltiplos isolados identificados em diferentes hospedeiros e locais foram considerados as
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linhagens clonais comuns no Brasil. Essas linhagens séo designadas como tipos Brl, Brll, Brlll
e BrlV. Esses resultados indicaram que a populacdo de T. gondii no Brasil é altamente
diversificada, com algumas linhagens clonais bem-sucedidas expandidas em amplas areas
geograficas. A analise das taxas de mortalidade em camundongos infectados indicou que o Tipo
Brl era altamente virulento, o Tipo Brlll ndo era virulento, enquanto as linhagens Tipo Brll e
BrlV eram intermediérias. Além disso, os tipos de alelos no locus CS3 estavam fortemente
ligados a viruléncia do parasita no camundongo.

Segundo Gilbert et al. (2009), existem evidéncias de que o curso clinico da
toxoplasmose congénita difere em paises da Europa e EUA, quando comparado com regifes da
América do Sul: a doenca ocular € cinco vezes mais comum em criangas com toxoplasmose
congénita, identificadas pela triagem neonatal no Brasil do que em criangas identificadas por
triagem pré-natal ou neonatal na Europa. E provavel que a maior frequéncia e gravidade da
toxoplasmose congénita no Brasil estejam associadas ao predominio de cepas recombinantes

observadas em nosso pais.

2.2.4 Fontes de Infeccdo e Soroprevaléncia em Gestantes

A infecgdo por T. gondii ocorre por trés vias principais demonstrados na Figura 1. A
fecal-oral ocorre com a ingestao de oocistos eliminados pelas fezes dos felideos, em agua, solo,
areia, frutas e verduras contaminados; o carnivorismo, pelo consumo de carnes e embutidos
frescais crus ou malcozidos contendo cistos teciduais e a via transplacentaria, com a passagem
de taquizoitos presentes na circulacdo materna durante a fase aguda da infeccdo (MITSUKA-
BREGANO et al., 2010). Além da infeccdo usual pela ingestdo de cistos teciduais ou por
oocistos esporulados, outras vias de transmissdo foram relatadas como transplante de 6rgaos,
transfusdo sanguinea e acidentes de laboratorio (MONTOYA & LIESENFELD, 2004).
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Figura 2. Ciclo de transmissdo do Toxoplasma gondii (MITSUKA-BREGANO; LOPES-
MORI; NAVARRO, 2010).

Estudos realizados no Brasil mostraram que 60 a 75% das mulheres em idade
reprodutiva apresentam anticorpos da classe IgG contra T. gondii, isto &, 25% a 40% delas séo
suscetiveis a essa infec¢do. A pratica de selecdo soroldgica rotineira, adotada na Franca e na
Austria, obrigatdria por lei, teve como consequéncia reducdo acentuada na incidéncia de
toxoplasmose congénita nesses paises (MUSSI-PINHATA & YAMAMOTO, 1999; REICHE
et al., 2000). Um estudo realizado por Lopes et al. (2009), em gestantes atendidas na rede
publica de satde do municipio de Londrina, Parana, revelou uma soropositividade de anticorpos
IgG anti-T.gondii de 49,2% em 492 gestantes. Os fatores associados a infec¢do foram a baixa
renda per capita, o baixo grau de escolaridade, a presenca de gato na residéncia e o habito de
ingerir verduras e legumes crus. N&o houve associagdo com a ingestdo de carne crua ou

malpassada e o contato com solo.

2.3 DIAGNOSTICO

O diagnostico da toxoplasmose adquirida se baseia em exames laboratoriais, pois
geralmente, o individuo ndo apresenta sintomas da infeccdo (SENSINI, 2006). Porém, a
sorologia é complexa e de dificil interpretacdo, sendo necessario o conhecimento das limitacGes
de cada metodologia e avaliacdo do perfil das classes de imunoglobulinas presentes na amostra
bioldgica a fim de determinar quando a infecc¢éo ocorreu (MITSUKA-BREGANO et al., 2010).
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Entre as dificuldades que existem na interpretacdo dos resultados nos testes soroldgicos
para a toxoplasmose ressalta-se a possibilidade da persisténcia de IgM anti- T. gondii reagente
apos até trés anos de infeccdo, ou sua presenca inespecifica ou taxas de soroconversdo muito
baixas, até mesmo a presenca de IgM e resposta retardada de IgG. Mesmo com essas
dificuldades, o diagnostico laboratorial é essencial, pois podem ocorrer resultados discordantes
e somente sdo definidos por meio de repeticdo com amostras seriadas apds algumas semanas

ou com o emprego de outros testes para pesquisa de anticorpos (BRESSIERES et al, 2006).

2.3.1 Diagnostico Materno

No Brasil, a grande dificuldade de utilizar o teste de avidez de IgG como exame
confirmatorio é que muitas gestantes iniciam o pré-natal tardiamente, apds 16 semanas de idade
gestacional, nestes casos, IgG de forte avidez, ndo exclui a infec¢do no inicio da gestag&o.
Assim sendo, estas gestantes devem ser tratadas e os seus bebés acompanhados até que a
infeccdo congénita seja descartada (LIESENFELD et al., 2001; LOPES-MORI et al, 2011;
CAPOBIANGO et al, 2014).

Outro fator importante do diagnostico soroldgico para a toxoplasmose na gestante € a
metodologia empregada para a pesquisa de anticorpos, especialmente da IgM, onde nos testes
convencionais de imunofluorescéncia indireta (IFI) ou teste imunoenzimatico (ELISA) ocorre
uma competicdo, com os anticorpos 1gG, pelos sitios de ligacdo do antigeno fixado na lamina
ou na microplaca, respectivamente, resultando em reacGes falso-negativas (MITSUKA-
BREGANO et al, 2010). Também podem ocorrer resultados falso-positivos pela presenca de
anticorpos autoimunes como o antinuclear ou fator reumatoide. A utilizacdo de métodos que
usam o principio de captura de IgM minimizam esses resultados indesejados (REMINGTON
et al., 2006).

Outro método de diagndstico é a reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Romand et al.
(2004) analisaram a positividade na PCR como marcador de prognoéstico precoce da infeccao
fetal. Estes autores correlacionaram a maior quantidade de parasitas no liquido amniotico,
utilizando a técnica de PCR em tempo real, com o aumento do risco de desenvolver infeccéo
grave.

Muitos problemas podem ser atribuidos a técnica de PCR dentre eles, uma provavel
causa de resultados falso-negativos que ocorre devido a transmissao mais tardia do parasita ao
feto, posterior a realizacdo do PCR, ou devido ao tratamento da mae que também reduz essa

passagem do parasita (ROBERT-GANGNEUX et al, 2017). Em alguns paises, como no Brasil,



0 acompanhamento sorologico em gestantes, quando realizado, é trimestral; assim, o
diagndstico de soroconversdo materna pode ser muito tardio €, no momento da amniocentese,
0 parasita ndo seria mais encontrado. Outro fator que pode interferir na sensibilidade da técnica
de PCR ¢ a diferenca nos genotipos das cepas de T.gondii encontradas em cada regido
(GROVER et al., 1990).

2.3.2. Diagndstico na Crianca

A infeccdo fetal tem consequéncias imprevisiveis, mas as sequelas podem ser
prevenidas ou reduzidas pelo tratamento precoce. Os testes convencionais para 0
estabelecimento do diagnostico fetal da toxoplasmose incluem a identificacdo direta do parasita
ou a inoculacdo de liquido amnidtico e/ou sangue do corddo umbilical em camundongos
(PINON et al., 2001; MITSUKA-BREGANO et al., 2010).

De acordo com Pinon et al. (2001), o diagndstico pds-natal da toxoplasmose congénita
é feito em dois casos: quando os sinais clinicos ocorrem nos primeiros seis meses de vida da
crianca e ndo esta disponivel informacdes sobre o estado soroldgico pré-natal da mae e quando
é diagnosticada a soroconversdo durante a gravidez. Meios parasitol6gicos e imunolégicos de
diagndstico de toxoplasmose congénita sdo usados durante o primeiro ano de vida; no entanto,
existem dois grandes obstaculos para o diagnéstico pds-natal como a baixa sensibilidade da
deteccdo do parasita e a alta concentracao de anticorpos 1IgG maternos que atravessam a barreira
transplacentéria e atingem a circulacdo dos recém-nascidos, o que dificulta e retarda os meios
imunolégicos de diagndstico. Nestes casos, deve-se continuar o monitoramento sorolégico por
até um ano de vida (REMINGTON et al., 2006; MITSUKA-BREGANO et al., 2010).

Além das dificuldades encontradas para a definicdo do diagnostico da infeccdo na
gestante e no feto, a maioria das criancas infectadas ndo apresenta IgM anti-T.gondii reagente
e a evolucdo da resposta humoral na toxoplasmose juntamente com a parasitemia fugaz
dificultam a distingéo entre infec¢do e ndo infeccédo, tornando o diagndstico precoce do bindbmio
mée/bebé um desafio (CAMPOS et al., 2017).

Abordagens baseadas na comparacédo de perfil imunoldgico da mée e da crianga, como
0 imunobloting, distinguem a expressdo de anticorpos materna da fetal, e exibem novos
anticorpos neonatais sintetizados (PINON et al., 2001).

Lago et al. (2004) realizaram um estudo em que investigaram a taxa de positividade para
IgM anti-T. gondii em recém-nascidos com toxoplasmose congénita, e a idade de negativacdo

desses anticorpos. Concluiram que, mesmo testado por métodos soroldgicos de grande
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sensibilidade, até um terco dos bebés com TC poderia ser negativo parar Toxo-lgM ao
nascimento e que na maioria dos recém-nascidos ou lactentes positivos, esse periodo é bastante
fugaz. Chegaram a conclusao de que criancgas infectadas que apresentaram Toxo-IgM positiva
na triagem neonatal podem se apresentar negativas por ocasiao dos testes comfirmatérios, o que
ndo pode ser considerado como falsa positividade do teste de triagem, salientam a importancia
de ndo interrupcdo do monitoramento com suspeita da TC por apresentarem Toxo-IgM

negativo.

2.4 \WESTERN BLOT

Vérios autores apontam o método de Western Blot como ferramenta complementar util
para 0 diagnostico precoce da toxoplasmose congénita (RORMAN et al, 2006; ROBERT-
GANGNEUX et al,1999; CAPOBIANGO et al, 2016; GONZALEZ-ACHAR et al, 2018).
Remington et al. (1985), introduziram o WB para comparar anticorpos neonatos versus oS
maternos, e durante as tentativas de desenvolver novos métodos para o diagnostico da infec¢do
no feto e recém-nascido, demonstraram a utilidade do exame de WB para essa finalidade. Ainda
relataram que as bandas eram claramente diferentes em 1gG - WB e/ou IgM - WB de soros de
lactentes infectados que ndo estavam presentes em amostras de soro de suas maes (Figura 3)
(REMINGTON et al, 2004).
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Figura 3. Western Blot do bindbmio Mae/Filho demonstrando as bandas encontradas, a
banda em vermelho (142) é a mais na crianca podendo ser indicativo de toxoplasmose

congénita.

Gross et al. (2000) realizaram um estudo em 97 criancas que nasceram de maes que
tiveram a soroconversdo durante a gestacdo e compararam o perfil de 1gG entre mée e filho
pelo WB. A sensibilidade obtida pelo exame foi de 82,4% e a especificidade 93,0%. Os autores
relataram ainda que a interpretacdo de resultados se mostrou simples, com total concordancia
entre examinadores diferentes. Pinon et al. (2001), trabalhando com IgM-WB, encontraram
uma sensibilidade de 68% e especificidade de 98%. Quando o método foi associado com
métodos soroldgicos habituais, a sensibilidade foi maior que 90%, sendo possivel evidenciar
reacOes para antigenos especificos de T. gondii, por vezes insuficientes para originar um sinal
detectavel em testes como ELISA.

Machado et al. (2010) relataram que a associacdo IgM-WB em criangas com lesdes
maculares foi estatisticamente significativa em comparagdo com as criangas que n&o
apresentaram lesdes e que essas criangas tiveram um risco 1,2 vezes maior de apresentar lesdes
maculares do que as criangas que apresentaram resultados negativos do exame. Varios estudos

relatam que a associacdo de outros métodos, indiretos ou diretos, com o WB elevam a
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sensibilidade e especificidade do diagndstico precoce da toxoplasmose congénita
(CHUMPITAZI et al., 1995; RILLING et al., 2003; MACHADO et al., 2010; MAGI et al.,
2011).

2.5 - TRATAMENTO

2.5.1 - Gestante

O tratamento para TC é baseado nas drogas espiramicina, que € indicada no primeiro
trimestre da gestacdo em gestantes com infeccdo aguda, pois ndo atravessa a barreira placentéria
nédo oferecendo risco iatrogénico para o feto. E quando a infeccdo fetal for confirmada ou for
adquirida na fase mais tardia da gestacao (quando a taxa de transmissdo materno-fetal é maior)
é utilizado o esquema triplice que é a combinacdo de sulfadiazina, pirimetamina associada ao
acido folinico, indicada em gestantes com mais de 18 semanas de gestacdo, por causa dos
efeitos teratogénicos da pirimetamina que deve ser evitada nos primeiros 3 meses (FRENKEL,
2002; MITSUKA-BREGANO et al., 2010).

Amendoeira & Camillo-Couro (2010) indicam que nos casos em que a infecgédo fetal
ndo for confirmada, o tratamento com espiramicina podera ser continuado durante toda a
gestacdo. Embora o beneficio do tratamento na gestacdo ainda seja controverso, tem sido
demonstrado efeitos na reducdo da transmissdo transplacentaria do parasito e também na
diminuicdo da gravidade das manifestacdes clinicas nos neo- natos (REMINGTON et al.,
2006).

2.5.2 — Crianca

O tratamento da crianca com toxoplasmose congénita, suspeita ou confirmada, deve ser
realizado desde o nascimento, utilizando-se o esquema triplice. Nos casos confirmados de
toxoplasmose congénita o tratamento deve se estender até um ano de idade, porém o tratamento
precoce pode interferir na sintese de anticorpos especificos, retardando o aparecimento de IgG
de alta avidez (REMINGTON et al., 2006; MITSUKA-BREGANO et al., 2010).

A associacdo do tratamento e acompanhamento clinico e sorolégico da crianca é de
fundamental importancia devido a alta dificuldade de interpretacdo dos resultados de exames
daTC.
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3 JUSTIFICATIVA

Devido a necessidade de avaliar outros metodos para o diagnéstico rapido de
toxoplasmose congénita que podem diferir dos diagndsticos soroldgicos convencionais,
juntamente com a dificuldade de interpretar esses resultados e a importancia de identificar
antigenos de Toxoplasma gondii que sdo mais frequentemente reconhecidos por nossa
populacdo de criancas infectadas, o objetivo deste trabalho é demonstrar a aplicabilidade do

método Western Blot no diagnostico precoce da toxoplasmose congénita.
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4 OBJETIVOS

4.1 - Objetivo geral

Caracterizar clinica e laboratorialmente a toxoplasmose congénita e avaliar a técnica de

Western Blot para o diagndstico precoce da doenga.

4.2 - Objetivos especificos

e Propiciar um método laboratorial que auxilie o diagndstico precoce da
toxoplasmose congénita.

e Acompanhar do perfil de anticorpos IgG anti Toxoplasma gondii pelo método
Western Blott na crianca desde 12 semana de vida até a alta ambulatorial, para
observacdo de proteinas novas ou permanentes.

e Verificar a idade esperada para negativacdo do Western Blott em criancas néo
infectadas em acompanhamento.

e ldentificar proteinas especificas no Western Blott nas criancas com

toxoplasmose congeénita.
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ARTIGO A

Western Blot: ferramenta no diagnostico precoce da toxoplasmose congénita

Western Blot: a tool for an early diagnosis of congenital toxoplasmosis

Thais Cabral Monical®, Jaqueline Dario Capobiango?, Ricardo Luis Nascimento de
Matos!, Edna Maria Visocci Reiche®, Regina Mitsuka-Bregand?, Italmar Teodorico Navarro®.
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RESUMO

A toxoplasmose € uma zoonose cosmopolita causada pelo protozoario Toxoplasma
gondii e a forma congénita da infeccdo pode se apresentar com sequelas graves ou tardias,
mesmo em criangas assintomaticas ao nascimento. O Objetivo do trabalho foi demonstrar a
utilizacdo do Western Blot (WB) como ferramenta confirmatéria para diagnéstico da
toxoplasmose congénita. No periodo de junho de 2014 a junho de 2018, 92 criancas foram
acompanhadas no ambulatorio de Moléstias Infecciosas. Para a confirmacao da toxoplasmose
congénita a crianga tinha que apresentar IgM reagente por quimiluminescéncia (QL) ou lesé&o
ocular caracteristica da toxoplasmose ou lesdo do SNC (calcificacBes, microcefalia,
hidrocefalia) ou 1gG anti — T. gondii reagente por QL ap6s 12 meses de vida ou WB positivo.
O exame de Western Blot foi utilizado como metodologia de auxilio no diagndstico precoce da
infeccdo e considerado positivo quando a criancga apresentava bandas diferentes ou de maior
intensidade em relacdo as bandas maternas. Entre as criancgas atendidas, em 25/92 (27,1%) foi
confirmado o diagnostico, 4% (1/25) apresentou lesdo ocular (turvacdo vitrea), 12% (3/25)
alguma alteracdo do SNC (calcificacdes, hidrocefalia, microcefalia) e 20% (5/25) apresentaram
lesGes associadas de SNC e ocular, os titulos de IgM foram reagentes em apenas 05/33 (20%)
criangas e 14 (56%) apresentaram IgG reagente ap0s 12 meses. Em 18/25 (72%) foram
encontradas alteragdes no WB e entre elas, 8 (32%) o diagnostico foi feito com a ajuda do WB,
pois elas ndo apresentavam 1gG/IgM anti-T.gondii reagente e eram assintomaticas. Em relagéo
ao inicio do tratamento das mdes, 5/21 (23,8 %) foram no 1° trimestre, 7/21 (33,3%) no 2°
trimestre e 9/21 (42,8%) no 3° trimestre e em 21/25 (84%) criangas infectadas a mae foi tratada.

O répido diagnostico da infecgdo permite o tratamento adequado do bebé, capaz de reduzir
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sequelas da toxoplasmose na criancga, portanto a associa¢do do WB aos métodos convencionais
foi essencial para caracterizagdo precoce da doenca e possibilita o tratamento das criancas

acometidas.

Palavras chave: Toxoplasma gondii, Gestantes, Recém-Nascido, Zoonose.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a cosmopolitan zoonosis caused by the protozoan Toxoplasma gondii
and the congenital form of the infection may present with severe or late sequelae, even in
asymptomatic children at birth. The objective of this study was to demonstrate the use of
Western Blot (WB) as a confirmatory tool for the diagnosis of congenital toxoplasmosis (CT).
From June 2014 to June 2018, 92 children were followed at the Infectious Diseases outpatient
clinic. In order to confirm CT, the child had to have chemiluminescence - reagent IgM (CL) or
ocular lesion characteristic of toxoplasmosis or CNS injury (calcifications, microcephaly, and
hydrocephalus) or anti - T. gondii IgG reactive by CL after 12 months of life or positive WB.
The Western Blot test was used as an aid methodology in the early diagnosis of the infection
and was considered positive when the child presented different or more intense bands in relation
to the maternal bands. Among the children treated, in 25/92 (27.1%) the diagnosis was
confirmed, 4% (1/25) had ocular injury (vitreous turbidity), 12% (3/25) some CNS alteration
and 20% (5/25) had associated CNS and ocular lesions, IgM titers were reactive in only 05/33
(20%) children and 14 (56%) had reactive 1gG after 12 months. In 18/25 (72%) changes in WB
were found and among them, 8 (32%) were diagnosed with the help of WB, as they had no
reagent 1gG / IgM and were asymptomatic. Regarding the beginning of treatment of mothers,
5/21 (23.8%) were in the 1st trimester, 7/21 (33.3%) in the 2nd trimester and 9/21 (42.8%) in
the 3rd trimester and in 21/25 (84%) infected children the mother was treated. The rapid
diagnosis of infection allows the appropriate treatment of the baby, capable of reducing
sequelae of toxoplasmosis in children, so the association of WB with conventional methods
was essential for early characterization of the disease and enables the treatment of affected

children.

Key words: Toxoplasma gondii, Pregnant, Newborn, Zoonosis.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose é causada pelo protozoario Toxoplasma gondii e pode ser transmitida
ao homem pela ingestdo de carne crua ou malcozida, alimentos contaminados com oocistos e
transmissdo congénita, que pode ocorrer durante a primoinfeccdo de gestantes quando o
parasito é transmitido ao feto através da placenta (TENTER et al., 2000).

A infeccdo aguda da gestante pode ser diagnosticada pela soroconversdo dos anticorpos
IgM e IgG anti-T. gondii; ou sugerida pela presenca de anticorpos IgM associados ou ndo aos
anticorpos 1gG em titulos altos e em ascensdo. A avidez alta para anticorpos 1gG auxilia na
exclusdo de infeccdo nos dltimos 3-4 meses. No entanto, a auséncia de triagem sistemética, a
realizacdo do primeiro exame ap0s o primeiro trimestre de gestacao e a falta de laboratérios de
referéncia no diagndstico em toxoplasmose dificultam a interpretacdo dos exames (CAMPOS
etal., 2017).

A toxoplasmose congénita (TC) pode se apresentar com formas graves ao nascimento,
mas a maioria das criancas nasce assintomatica e ird desenvolver sequelas tardias se nédo
diagnosticada e tratada precocemente. Nessas criancgas, o diagndstico confirmatorio depende da
andlise de varios parametros como presenca de anticorpos IgM e/ou IgA anti-T. gondii e/ou
elevacdo do titulo de 1gG e/ou persisténcia de IgG anti-T.gondii ap6s 12 meses de idade com
ou sem sinais clinicos (AAP, 2018). Porém, os testes soroldgicos apresentam sensibilidade
variavel de 50 a 80%, dificultando o diagndstico, além de baixa sensibilidade da IgM quando
detectada por métodos imunoldgicos indiretos, sendo necessario acompanhamento da crianca
até um ano de idade para definir o diagnéstico (ROBERT-GANGNEUX et al., 1999; TISSOT-
DUPONT et al., 2003; CAPOBIANGO et al., 2016).

O diagnostico laboratorial constitui um problema para os profissionais de salde
envolvidos na assisténcia a gestante e a crianca com suspeita de infeccdo pelo T. gondii. A
evolucgéo da resposta humoral na toxoplasmose e a parasitemia fugaz dificultam a distin¢ao
entre infeccdo aguda e cronica, tornando o diagnostico precoce do bindbmio um desafio. Além
da complexidade de interpretacdo de marcadores de fase aguda, as modernas técnicas
laboratoriais nem sempre estdo disponiveis nos servigos de satde publica do pais (CASTILHO-
PELOSO et al., 2005).

O método de Western Blot é considerado uma ferramenta complementar atil para o
diagnostico precoce da toxoplasmose congénita, ele compara anticorpos neonatos versus 0s
maternos identificando os que sdo diferentes no soro da crianga com suspeita de TC
(REMINGTON et al., 2006). Com senssibilidade de 82% e especifidade de 93%, o Western
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Blot de 1gG € de simples interpretacdo e um método complementar de auxilio na interpretacdo
dos exames da TC (GROSS et al., 2000).

Como muitas das criangas com TC ndo apresentam IgM anti-T.gondii reagente, a
confirmacdo do diagndstico requer um seguimento prolongado, e a perda desse seguimento
prejudica o diagndstico (CAPOBIANGO et al., 2016; MITSUKA-BREGANO et al., 2010).

O objetivo do trabalho foi demonstrar a utilizagdo do Western Blot (WB) como

ferramenta confirmatdria para o diagnostico da TC.

METODOLOGIA

Delineamento e populacéo de estudo

Foi realizado um estudo prospectivo de junho de 2014 a junho de 2018 em que, 92
criangas suspeitas de TC foram acompanhadas no ambulatério de Moléstias Infecciosas pelo
Programa de Vigilancia em Saude da Toxoplasmose Gestacional e Congénita, implantado no
Hospital Universitario (HU) de Londrina — PR, no ano de 2011. Este hospital é sentinela para
TC na Secretaria de Vigilancia em Satde do Ministério da Saude. O estudo foi aprovado pelo
comité de ética envolvendo seres humanos da UEL, sobre 0 CAAE: 91270818.3.0000.5231.

Foram acompanhadas criangas cujas mées eram consideradas suspeitas para
toxoplasmose, pois apresentaram IgM reagente anti-T.gondii durante a gestacdo. Nenhuma das
criancas apresentaram imunodeficiéncia priméaria ou adquirida.

Realizou-se pesquisa por quimioluminescéncia (QL) de IgM e 1gG (seguimento
mensal), fundoscopia (exame de fundo de olho), exames de imagens (ultrassonografia
transfontanelar e/ou tomografica computadorizada de crénio) e outros exames complementares.

Dados referentes ao acompanhamento da crianca e da mée foram coletados no sistema

integrado do HU (Sistema: Laudhos e Labhos) e dos prontuéarios medicos.

Confirmagéo congénita

Para a confirmacdo da toxoplasmose congénita a crianca tinha que apresentar IgM anti-
T. gondii reagente e/ou lesdo ocular caracteristica da toxoplasmose e/ou lesdo do SNC
(calcificagdes, microcefalia, hidrocefalia) e/ou 1gG anti — T. gondii apos 12 meses de vida por
qguimioluminescéncia (QL) e/ou WB positivo (AAP, 2018; REMINGTON et al, 2011)
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Reacdes soroldgicas para deteccdo de IgM e 1gG:
A triagem soroldgica foi realizada por meio da pesquisa de anticorpos 1gG e IgM anti-
T. gondii por QL (Architect® - System Abbott/Wiesbaden, Alemanha).

Eletroforese em gel de poliacrilamida e Western Blotting

As proteinas de taquizoitos provenientes de cepa RH foram sonicadas a 23kHz, seis
vezes por 30 minutos a 4°C e posteriormente quantificadas por Kit Micro BCA™ Protein Assay
(Thermo Scientific™. Waltham, Massachusetts, EUA). Foram separadas por eletroforese de
SDS-PAGE vertical em gel a 12% e 5% (TOWBIN, 1979). As amostras aplicadas foram
diluidas em tampdo de amostra e como curva de referéncia foi utilizado o marcador Unstained
Protein Standards™ (Precision Plus Protein™, Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, California,
EUA). As proteinas separadas em SDS-PAGE foram transferidas por eletroforese para
membrana de nitrocelulose (iBlot Transfer Stacks Nitrocellulose, Regular size, Invitrogen™.
Carlsbad, California, EUA) em sistema de transferéncia semi-seco (iBlot Gel Transfer System,
Invitrogen™, Carlsbad, California, EUA), seguindo as orientagdes do fabricante. Apls a
transferéncia, a membrana foi bloqueada em solucdo de bloqueio (7Mm Na;HPO4, 3Mm
NaH2PO., 140mM NaCl com 1% de caseina) por 3 horas ou overnight a temperatura ambiente,
lavadas trés vezes com tampdo de lavagem. As tiras de nitrocelulose foram incubadas com
amostras de soro (das gestantes e das criangas), diluidas a 1:50 em tampao de lavagem (7Mm
Na:HPOs, 3Mm NaH2PO4, 140mM NaCl com 1% caseina) por 1h30min. Apos trés lavagens
com tampdo de lavagem, as tiras foram incubadas a temperatura ambiente por 1h30min, com
anticorpos anti-lgG humanos marcados com peroxidase, diluidos 1:2000 em tampdo de
lavagem (Bethyl Lab, Montgomery, TX, USA). A atividade da peroxidase foi revelada pela
adicdo de solucéo de substrato cromogeno diaminobenzidina (DAB) e H20.. Quando as bandas
eram observadas, a reacao era interrompida com agua destilada. Soros controles positivo e
negativo para o T. gondii foram incluidos em cada teste. Este protocolo foi modificado a partir
do citado por Capobiango, et al. 2016. A leitura do WB foi realizada por duas pessoas com

100,0% de concordancia.

Exame de Western Blotting

O exame foi realizado comparando-se o perfil de proteinas reconhecidas pelo soro da
mde e da crianca do nascimento até o terceiro més de vida, e posteriormente as proteinas
reconhecidas pela crianca até os 18 meses de vida. Para 0 WB ser considerado positivo a crianga

teria que apresentar uma ou mais bandas diferentes ou de maior intensidade em relagdo as
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bandas maternas ou persistir com pelo menos uma banda reagente ap6s 0s 12 meses de vida,
para deteccdo de 1gG anti-T. gondii (REMINGTON, et al. 2011; AAP, 2018) (Figura 1). Dados
referentes ao acompanhamento da crianca e da mae foram coletados no sistema integrado do

HU (Laudhos e Labhos) e dos prontuarios médicos.
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1— 75kD

@— 50 kD
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Figura 4 — Exemplo de diferentes padrfes de proteinas reconhecidas por anticorpos 1gG anti-
T. gondii nas amostras do binbmio méae/crianca pelo método de Western Blotting. Setas pretas
identificam bandas com intensidade maior na crianca (C) do que na mée (M), setas vermelhas
identificam bandas diferentes entre 0s mesmos.

Anélise estatistica

Todos os dados obtidos foram digitados em uma planilha do Programa EXCELL
(Windows Microsoft) para posterior analise estatistica. A frequéncia utilizada nas analises foi
feita a partir do programa estatistico EPIINFO 3.5.1 (DEAN et al., 1996). O programa
OriginPro8® foi utilizado para medicdo das bandas de WB.

RESULTADOS

Entre criancas atendidas no ambulatorio de moléstias infecciosas do HU 92 foram
acompanhadas, e 27,1% (25/92) foram confirmadas com TC. No exame de QL 56% (14/25)
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apresentaram 1gG reagente ap0s 12 meses, 20% (5/25) com IgM reagente e em 72% (18/25)
apresentaram alguma alteracdo no WB, e em 32% (8/25) o diagndstico foi feito a partir dos
resultados do exame de WB, pois as criangas nao tinham IgG/IgM reagente e eram
assintomaticas.

Dos sintomas caracteristicos da TC, 4% (1/25) apresentou leséo ocular (turvagdo vitrea),
12% (3/25) alguma alteracdo do SNC (calcificagdes, hidrocefalia, microcefalia) e 20% (5/25)
apresentaram les6es associadas de SNC e ocular. Em 84% (21/25) das criancas, as mées fizeram
o tratamento, tendo a maioria iniciado no 3° trimestre de gestacdo. Constatou-se a perda de
seguimento da crianca em 32% (8/25), consistindo na maior parte criangas cujas mées eram
menores de idade. O WB teve 28% (7/25) de falso negativo, pois as criangas apresentaram IgG
reagente apds 12 meses ou algum sintoma caracteristico de TC e mantinham bandas idénticas
a damae e apresentou uma sensibilidade de 72% (18/25). Essas caracteristicas sdo apresentadas

na Tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristica dos casos de Toxoplasmose congénita atendidos no Hospital Universitario de Londrina — PR de 2014 a 2018, quanto ao

tratamento da mae e da crianca, resultados de sorologia (IgG e IgM) e resultado do Western Blot.

Casos Idade  Tratamento Inicio Tratamento IgM ®  1gG ®) apos WB WB positivo Sinais e
da méae Mae tratamento crianca 12 meses ap6s 12 meses © sintomas
@ da méae (tempo de — Numero de
(trimestre) tratamento) bandas.
1 24 Né&o 0 Sim (4 NR NR BD 7 bandas Assintomatico
meses)
2 17 Né&o 0 Sim (1 ano) Reagente  Reagente BMI 4 bandas Coriorretinite
(v) e calcificacdo
cerebral
3 36 Né&o 0 Sim (1 ano) NR Reagente BD 9 bandas Coriorretinite
(4) e calcificagédo
cerebral
4 22 Sim 1 Sim (1ano) NR Reagente BD 2 bandas Calcificagéo
(v) cerebral
5 33 Sim 1 Sim NR NR BD/BMI 11 bandas Assintomatico
(3meses)
6 20 Sim 1 Sim (1 ano) NR NR BD 6 bandas Turvagéo
vitrea
7 34 Sim 1 Sim (4 NR NR BD 1 banda Assintomatico
meses)
8 17 Sim 1 Sim (1 ano) NR NR Bl 1 banda Coriorretinite
e calcificagéo
cerebral
9 18 Sim 2 Sim (1 ano) NR Reagente BI 1 banda Assintomatico
(v)
10 39 Sim 2 Sim (6 NR NR BMI 6 bandas Assintomatico

meses)
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Casos Idade  Tratamento Inicio Tratamento IgM ®  1gG ®) apos WB WB positivo Sinais e
da méae Mae tratamento crianca 12 meses ap6s 12 meses © sintomas
@ da méae (tempo de — Numero de
(trimestre) tratamento) bandas.
11 35 Sim 2 Sim (4 NR NR BD 1 banda Assintomatico
meses)
12 19 Sim 2 Sim (5 NR NR BMI 2 bandas Assintomatico
meses)
13 30 Sim 2 Sim (1ano) Reagente  Reagente Bl 7 bandas Coriorretinite
(v) e calcificagédo
cerebral
14 21 Sim 2 Sim (6 NR Reagente BMI 3 bandas Assintomatico
meses) (v)
15 21 Sim 2 Sim (6 NR Reagente BMI 3 bandas Assintomatico
meses) (v)
16 35 Sim 3 Sim (1 ano) NR Reagente BMI 1 banda Assintomatico
*)
17 33 Sim 3 Sim (1ano) Reagente  Reagente Bl 13 bandas Coriorretinite
(%) e calcificacao
cerebral
18 25 Sim 3 Sim (2 NR NR BD 2 bandas Assintomatico
meses)
19 32 Sim 3 Sim (6 NR NR BMI 1 banda Microcefalia
meses)
20 21 Sim 3 Sim (1ano) Reagente  Reagente BD/BMI 7 bandas Calcificagédo
(w) cerebral
21 28 Sim 3 Sim (1ano) Reagente  Reagente BD 15 bandas Assintomatico
(v)
22 17 Né&o 3 Sim (9 NR Reagente Bl 8 bandas Assintomatico
meses) ()
23 18 Sim 3 Sim (1 ano) NR Reagente Bl 5 bandas Assintomatico

*)
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Casos Idade  Tratamento Inicio Tratamento IgM ®  1gG ®) apos WB WB positivo Sinais e
da mée Mae tratamento crianca 12 meses ap6s 12 meses © sintomas
@ da méae (tempo de — Numero de
(trimestre) tratamento) bandas.
24 20 Sim 3 Sim (7 NR NR BD/BMI Em Assintomatico
meses) acompanhamento
25 26 Sim 3 Sim (4 NR Reagente Bl 5 bandas Assintomatico
meses) (v)

Bl — Bandas iguais

BD — Bandas diferentes entre mée e filho

BMI — Bandas de maior intensidade na crianca.

(a) — Idade da mé&e no nascimento da crianca.

(b) — 1gG e IgM por exame de quimioluminescéncia.

(c) — Persisténcia de bandas no exame de Western Blot ap6s 12 meses.
WB — Western Blot binbmio mée/bebé.

NR — Nao Reagente.

(v) — Diminuigo dos niveis IgG em relagio a primeira coleta.
(4) — Aumento dos niveis de IgG em relagéo a primeira coleta.
(4) — Aumento dos niveis de IgG em relag&o a primeira coleta.
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DISCUSSAO

Muitas sdo as dificuldades de interpretacdo dos resultados nos testes soroldgicos para
toxoplasmose, entre as doencas transmitidas congenitamente o diagnostico da TC apresenta o
maior desafio devido a alta concentracdo de anticorpos IgG maternos que atravessam a barreira
transplacentéaria e atingem o sangue dos recém-nascidos. A presenca de anticorpos IgM e/ou
IgA no sangue do recém-nascido revela infeccdo congénita, pois estas duas classes de
imunoglobulinas ndo atravessam a barreira transplacentaria, embora a auséncia de IgM e IgA
néo exclua a infeccdo na crianga. (REMINGTON et al., 2006).

A interpretacdo da sorologia é as vezes problematica, particularmente quando IgM néo
é detectado, portanto os resultados da sorologia devem ser interpretados com cautela. O
conhecimento da cinética dos anticorpos durante a infeccdo e a pratica de exames
complementares, como a utilizagcdo do Western Blot 1gG e IgM, podem auxiliar na interpretacéo
dos resultados (SENSINI, 2006; CAPOBIANGO et al., 2016; CAMPOS et al., 2017). Estas
dificuldades para a interpretacdo dos testes soroldgicos podem resultar no diagnostico e
tratamento tardio da crianca infectada e uso excessivo de medicacdo nas criancas nao infectadas
(CAMPOS et al., 2017).

O WB tem sido utilizado como método auxiliar no diagnéstico da TC com a
comparacdo de padrbes de proteinas reconhecidas pelos anticorpos de T. gondii e a
determinacéo da origem dos anticorpos, ou seja, transmitidos pela mée ou sintetizados pelo feto
ou pela crianga, permite o diagndstico mais precoce e uma analise mais precisa (CHUMPITAZI
et al., 1995). Nosso trabalho demonstrou que 0 acompanhamento com essa técnica é essencial
para a confirmacdo do diagnoéstico da TC, ja que a maioria das criangas acompanhadas tiveram
alguma alteracdo no exame. Num primeiro momento o exame de WB apresenta mais
positividade e durante o seguimento dessa crianca ele reduz a positividade. Obteve-se uma
porcentagem de 28% (7/25) de falsos negativos nos primeiros 3 meses de acompanhamento,
porém essas criancas tinham alguma alteracdo compativel com a TC e WB reagente apos 12
meses, 0 que reforca a necessidade do acompanhamento dessa crianca até um ano de idade.

Entre as 92 criangas atendidas, 25 (27,1%) foram confirmadas com TC, tendo o 1gG-
WB como definidor de diagndstico. Em um trabalho anterior, realizado por Capobiango et al.
(2016), em 47 criancas, 15 (15,1%) foram diagnosticadas com TC e em 32 (32,3%), este
diagnéstico foi excluido, demostrando um aumento tanto na identificacdo da TC como da sua
exclusdo nessa populagdo. Ja Boudaouara et al. (2018), na Tunisia avaliaram 35 casos de TC

por imunoblot e tiveram 23 (76%) casos confirmados pelo WB.
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Entre os critérios diagndsticos de TC encontra-se a permanéncia do 1gG apds 12 meses,
neste trabalho, 14 (56%) criancas obtiveram esse padréo por QL, 8 (32%) somente tiveram a
confirmacdo da TC com o resultado do IgG-WB, pois ndo apresentaram IgG/IgM anti - T.
gondii reagente por QL e eram assintomaticas. O diagnostico da infeccdo congénita baseia-se
na deteccdo de IgM e IgG especificos do toxoplasma, neste trabalho 5/25 (20%) criancas
apresentaram IgM reagente na primeira sorologia, esse numero pode ser relacionado ao
tratamento precoce das mées, o que causaria bloqueio ou atraso da resposta imune. Além disso,
0 atraso ou a auséncia de resposta imune detectavel por métodos padrbes de sorologia pode
estar relacionado a diferengas nas respostas imune do individuo a diferentes proteinas do T.
gondii (SENSINI, 2006; CAPOBIANGO et al., 2016).

Em recém-nascidos sem IgM e / ou IgA, o diagnostico de infeccdo congénita
geralmente € retardado até a observacao de titulos persistentes de IgG anti-T. gondii além de 12
meses, ou aumento dos titulos de 1gG. Outros autores relataram uma fraca sensibilidade da
deteccdo de IgM ao nascimento (RILLING et al., 1993), que é mais provavel devido a uma
sintese transitdria de IgM pelo feto e ndo a uma falha da técnica (ROBERT et al., 1999). Lago
et al. (2004) relatam que mesmo com métodos de alta sensibilidade, recém-nascidos com
toxoplasmose congénita podem ter anticorpos IgM negativos ao nascer e 0 periodo de
positividade pode ser bem curto sendo importante 0 monitoramento dessas criangas até um ano
de vida.

Sobre as sequelas da TC, nosso trabalho relatou que 4% (1/25) teve problema ocular,
12% (3/25) problemas relacionados a SNC e 20% (5/25) com problemas do SNC e ocular
associados. No decorrer dos anos houve uma diminuic¢do da porcentagem das lesdes do SNC,
oculares e de IgM reagente comparado com o estudo feito por Capobiango et al. (2016), na
mesma instituicdo, acompanhando 47 pares mae/bebé, que demonstraram 53% de
Coriorretinite, 60% de calcificacdo cerebral e 40% com IgM reagente.

Em 84% (21/25) dos casos a mée foi tratada, porém a maioria foi iniciado no 3° trimestre
de gestacdo e deve-se levar em conta que ndo se pode afirmar que a mae foi infectada no 3°
trimestre ou se somente iniciou o tratamento nele, e quanto mais tardio o comeco do tratamento
maior o risco de transmissdo fetal e as sequelas apresentadas pelo bebé.

A perda de seguimento, no nosso trabalho, foi de 32% (8/25), sendo que a média de
idade das mées que ndo retornou ao ambulatorio foi de 22,8 anos e uma delas era menor de
idade (Tabela 2), dado esse também encontrado por Machado et al. (2010), que tiveram uma

taxa de 12,5% (12/177) de perda de seguimento das criangas com TC.
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1 Tabela 2 — Caracteristicas dos casos de Toxoplasmose Congénitas de mées que perderam
2 seguimento no Hospital Universitario de Londrina — PR, nos anos de 2014 a 2018.
3
Casos Idade  Tratamento Inicio Tratamento  IgM ® WB Sinais e
da méae Maée tratamento crianca sintomas
@ da mae (tempo de
(trimestre) tratamento)
20 Nao 0 Sim (10 NR BD Assintomatico
meses)
22 Sim 1 PS (1més) NR BD Assintomatico
27 Sim 1 PS (1 més) NR BD Assintomatico
20 Sim 1 Sim (4 NR BMI Assintomatico
meses)
29 Sim 2 PS (1més) NR BMI Assintomatico
24 Sim 2 Néo (3 NR BD Assintomatico
meses)
24 Sim 3 Sim (2 NR BMI Assintomatico
meses)
17 Sim 3 Sim (8 NR BD Assintomatico
meses)

Bl — Bandas iguais

BD — Bandas diferentes entre mae e filho

BMI — Bandas de maior intensidade na crianga.

(a) — Idade da m&e no nascimento da crianca.

(b) — 1gG e IgM por exame de quimioluminescéncia.
WB — Western Blot binbmio mae/bebé.

NR — Néo Reagente.

A instituicdo de um sistema de busca ativa, juntamente com a ampliacdo do
conhecimento sobre doenca levando acesso a informagéo para populagéo deve ser priorizada.
Desde que a TC se tornou notificacdo obrigatoria, os servicos de salde tém que acompanhar 0s
casos suspeitos até a definicdo diagndstica. A partir da Portaria 204 do Ministério da Salude do
Brasil no ano de 2016, estabeleceu-se uma rotina de notificacdo obrigatoria da toxoplasmose
na gestacdo e da toxoplasmose congénita, mediante a utilizacdo de ficha especifica,
contribuindo para a coleta de dados, producdo de informacGes epidemiolégicas regionais e
ampliacdo do conhecimento sobre a doenca no pais (BRASIL, 2016; CAPOBIANGO et al.,
2016).

CONCLUSAO
A técnica de Western Blot mostrou maior positividade para o diagnéstico da

toxoplasmose congénita nos primeiros meses de vida da crianca e mostrou negatividade ao

longo do seguimento sugerindo a excluséo do diagnostico da TC, houve uma diminui¢do dos
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casos com sequelas da TC em relagéo a estudos anteriores devido ao tratamento mais frequente
das maes (84%). Em 32% (8/25) as criancas foram diagnosticadas com TC somente pelo WB,

por ndo apresentarem IgG/IgM anti-T.gondii reagente e serem assintomaticas.
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ARTIGO B

Perfil de proteinas do T.gondii identificadas pelo método de Western Blotting em criancas

com toxoplasmose congénita.
Profile of proteins of T.gondii identified by the Western Blotting method in children with congenital

toxoplasmosis.
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RESUMO
A toxoplasmose congénita (TC) é assintomatica na maioria das criangas ao nascimento. No
entanto, se ndo diagnosticada e ndo tratada, a crianca infectada pode desenvolver deficiéncia
visual e/ou neuroldgica ao longo da vida. Por isso, 0 seguimento sorologico é a Gnica maneira
possivel de detectar a infeccdo na crianca. O método de Western Blotting (WB) é uma
ferramenta para o diagnostico de TC, auxiliando no tratamento precoce. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o perfil de proteinas do T. gondii identificadas pelos anticorpos IgG em
criancas com TC, utilizando o método de WB. Os critérios para definir o WB como positivo
foram: apresentacdo de uma ou mais bandas diferentes ou de maior intensidade na crianca em
relacdo as bandas maternas ou persisténcia de bandas reagentes apds os 12 meses de vida.
Durante os anos de 2014 a 2018, 92 criangas foram acompanhadas para avaliacdo de TC por
WAB, 33 (35,9%) foram diagnosticadas com TC e 78,8% (26/33) apresentaram alguma alteracéo
no exame de WB, 69,3% (18/26) dessas criancas apresentaram alteracdo no exame ao nascer e
30,7% (8/26) apds um més de vida. A variacdo do peso molecular de proteinas reconhecidos
pelo soro da crianga apresentado foi de 250kD a 10kD. A mais presente foi a de 90kD (26,3%),
seguida por 149kD (22,2%) e 28kD (19,2%). Entre as criangcas com TC em 9 (27,3%) so foi
possivel o diagndstico pelo WB, pois elas ndo apresentaram IgM ou 1gG anti-T. gondii reagente
por exame de quimioluminescéncia (QL) ou outro sinal clinico de infeccdo. Com a grande

variagdo de cepas de T. gondii encontradas no Brasil é fundamental identificar o padréo de
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proteinas do parasita reconhecidas pelos anticorpos de criancas infectadas, contribuindo para o
diagnostico destas criangas.

Palavras-chave: Toxoplasmose congénita, Western Blotting, Toxoplasma gondii, sorologia.

ABSTRACT

Congenital toxoplasmosis (CT) is asymptomatic in most children at birth. However, if
undiagnosed and untreated, the infected child may develop visual and / or neurological
impairment throughout life. Therefore, serological follow-up is the only possible way to detect
the infection in the child. The Western Blotting method (WB) is a tool for the diagnosis of CT,
aiding in the early treatment. The objective of this work was to evaluate the profile of T. gondii
proteins identified by IgG antibodies in children with CT, using the WB method. The criteria
for defining WB as positive were: presentation of one or more different or higher intensity
bands in the child in relation to maternal bands or persistence of bands after 12 months of age.
From 2014 to 2018, 92 children were followed for CT evaluation by WB, 33 were diagnosed
with CT and 78.8% (26/33) presented some alteration in the WB exam, 69.3% (18/26) of these
children presented alterations in the exam at birth and 30.7% (8/26) after one month of life. The
variation of the molecular weight of proteins recognized by the child serum presented was from
250kD to 10kD. The most present was 90kD (26.3%), followed by 149kD (22.2%) and 28kD
(19.2%). Among the children with CT in 9 (27,3%), the diagnosis was only possible by WB
because they did not present IgM or IgG anti-T. gondii by chemiluminescent (CL) examination
or other clinical sign of infection. With the wide variation of T. gondii strains found in Brazil,
it is essential to identify the pattern of parasite proteins recognized by the antibodies of infected
children, contributing to the diagnosis of these children.

Key words: congenital toxoplasmosis, Western Blotting, toxoplasma, serology.

INTRODUCAO

A toxoplasmose congénita (TC) ocorre quando uma mulher é infectada por Toxoplasma
gondii durante a gravidez e pode levar a uma ampla variedade de manifestagdes no feto e na
crianga, no entanto a maioria & assintomatica ao nascimento. Porém, muitas criangas
desenvolvem manifestacdes oculares e/ou neuroldgicas durante o crescimento (REMINGTON,
2011; DUBEY & JONES, 2008). Séo doencas de notificacdo obrigatoria no Brasil desde 2016,
0s casos de surtos e de toxoplasmose gestacional e congénita (BRASIL, 2016). S&o
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consideradas suspeitas as criangas cujas maes tiveram toxoplasmose aguda durante a gravidez;
portanto, essas criangas devem ser submetidas a investigacdo soroldgica para definicdo da
infecgdo (AAP, 2018; REMINGTON, 2011).

O diagnostico laboratorial da toxoplasmose congénita ainda é um desafio, além da
complexidade da interpretacdo dos exames soroldgicos, a falta de laboratorios de referéncia
para toxoplasmose e a variagdo de producédo de anticorpos a diferentes proteinas do T. gondii
dificultam a interpretacdo dos resultados, podendo resultar no diagndstico e tratamento tardio
da crianca (CASTILHO-PELOSO et al., 2005; CAMPOS et al., 2017). Portanto ha uma
necessidade de aplicagédo de metodologias novas, como determinar um padrdo proteico das
cepas encontradas no Brasil, para facilitar o diagndstico precoce da crianca.

O método de Western Blotting (WB) é uma técnica que se baseia na transferéncia de
proteinas especificas do agente para analisar perfis de anticorpos aos diferentes antigenos. Na
toxoplasmose congeénita essa técnica é empregada para demonstrar a presenca de anticorpos
especificos para os diferentes marcadores antigénicos, o que permite distinguir anticorpos
maternos daqueles produzidos pela crianca (REMINGTON, et al. 2011; GONZALES-ACHAR
etal., 2018).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil proteico reconhecido por anticorpos IgG anti-
T. gondii encontrado nas amostras de criangas com toxoplasmose congénita utilizando o método

de Western Blotting.

METODOLOGIA

Populagéo de estudo

Foi realizado um estudo prospectivo de junho de 2014 a junho de 2018 onde, 92 criancas
suspeitas de toxoplasmose congénita foram acompanhadas no ambulatorio de Moléstias
Infecciosas do Hospital Universitario na cidade de Londrina — PR. O estudo foi aprovado pelo
comité de ética envolvendo seres humanos, sobre 0 CAAE: 91270818.3.0000.5231.

Confirmagéo congénita

Para a confirmacéo da toxoplasmose congénita a crianca tinha que apresentar IgM anti-
T. gondii reagente e/ou lesdo ocular caracteristica da toxoplasmose e/ou lesdo do SNC
(calcificagdes, microcefalia, hidrocefalia) e/ou IgG anti — T. gondii apds 12 meses de vida por
guimioluminescéncia (QL) e/ou WB positivo (AAP, 2018; REMINGTON et al, 2011)
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Exame de Western Blotting

O exame foi realizado comparando-se o perfil de proteinas reconhecidas pelo soro da
mée e da crianca do nascimento até o terceiro més de vida, e posteriormente as proteinas
reconhecidas pela crianca até os 18 meses de vida. Para o WB ser considerado positivo a crianga
teria que apresentar uma ou mais bandas diferentes ou de maior intensidade em relagdo as
bandas maternas ou persistir com pelo menos uma banda reagente ap6s 0s 12 meses de vida,
para deteccdo de 1gG anti-T. gondii (REMINGTON, et al. 2011; AAP, 2018) (Figura 1). Dados
referentes ao acompanhamento da crianca e da mae foram coletados no sistema integrado do
HU (Laudhos e Labhos) e dos prontuarios medicos.

— 100 kD

‘.

— 75kD

Ej— 50 kD

—— 37kD

— 25kD

1Y

— 20kD

— 15kD

—10kD —>

Peso Molecular M C

Figura 5 — Exemplo de diferentes padrfes de proteinas reconhecidas por anticorpos 1gG anti-
T. gondii nas amostras do bindmio méae/crianca pelo método de Western Blotting. Setas pretas
identificam bandas com intensidade maior na crianca (C) do que na mae (M), setas vermelhas

identificam bandas diferentes entre 0s mesmos.

Eletroforese em gel de poliacrilamida e Western Blotting

As proteinas de taquizoitos provenientes de cepa RH foram sonicadas a 23kHz, seis
vezes por 30 minutos a 4°C e posteriormente quantificadas por Kit Micro BCA™ Protein Assay
(Thermo Scientific™. Waltham, Massachusetts, EUA). Foram separadas por eletroforese de
SDS-PAGE vertical em gel a 12% e 5% (TOWBIN, 1979). As amostras aplicadas foram



© 00 N oo o b~ W N e

W W W W W NDNNDNDDNDDRNDNDRNIRNDINRNERER P P R P P R R, e
BE WO N P O © 0 N o 00 B W N P O © 0 N o 0l b W N B O

41

diluidas em tampdo de amostra e como curva de referéncia foi utilizado o marcador Unstained
Protein Standards™ (Precision Plus Protein™, Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, Califérnia,
EUA). As proteinas separadas em SDS-PAGE foram transferidas por eletroforese para
membrana de nitrocelulose (iBlot Transfer Stacks Nitrocellulose, Regular size, Invitrogen™.
Carlsbad, California, EUA) em sistema de transferéncia semi-seco (iBlot Gel Transfer System,
Invitrogen™, Carlsbad, California, EUA), seguindo as orientagdes do fabricante. Apds a
transferéncia, a membrana foi bloqueada em solugcdo de bloqueio (7Mm Na;HPO4, 3Mm
NaH2POs, 140mM NaCl com 1% de caseina) por 3 horas ou overnight a temperatura ambiente,
lavadas trés vezes com tampdo de lavagem. As tiras de nitrocelulose foram incubadas com
amostras de soro (das gestantes e das criangas), diluidas a 1:50 em tampao de lavagem (7Mm
Na:HPOs, 3Mm NaH2PO4, 140mM NaCl com 1% caseina) por 1h30min. Apos trés lavagens
com tampdo de lavagem, as tiras foram incubadas a temperatura ambiente por 1h30min, com
anticorpos anti-lgG humanos marcados com peroxidase, diluidos 1:2000 em tampdo de
lavagem (Bethyl Lab, Montgomery, TX, USA). A atividade da peroxidase foi revelada pela
adicdo de solucéo de substrato cromogeno diaminobenzidina (DAB) e H20.. Quando as bandas
eram observadas, a reacao era interrompida com agua destilada. Soros controles positivo e
negativo para o T. gondii foram incluidos em cada teste. Este protocolo foi modificado a partir
do citado por Capobiango, et al. 2016. A leitura do WB foi realizada por duas pessoas com
100,0% de concordancia.

Anélise estatistica

Todos os dados obtidos foram digitados em uma planilha do Programa EXCELL
(Windows Microsoft) para posterior analise estatistica. A frequéncia utilizada nas andlises foi
feita a partir do programa estatistico EPIINFO 3.5.1 (DEAN et al., 1996). O programa
OriginPro8® foi utilizado para medicao das bandas de WB.

RESULTADO

Do total de 92 criangas atendidas, 33 foram diagnosticadas com TC. Em 9 criancas
(27,3%) so foi possivel o diagnostico da TC pelo WB, pois elas ndo apresentaram IgM ou IgG
reagente por exame de QL ou outro sinal clinico de infecgdo. 78,8% (26/33) apresentaram
alguma alteracdo no exame de WB, 69,3% (18/26) dessas criangas apresentaram positividade
no exame de WB ao nascer e 30,7% (8/26) apds um més de vida. Dentre as leituras encontradas
no WB 42,4% (14/26) eram de bandas diferentes entre mée e crianca, 27,3% (9/26) eram de
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uma ou mais bandas de maior intensidade na crianca e 9,1% (3/26) continham esses dois
padrdes no WB na amostra da crianga em comparagdo com a mae.

A variacdo do peso molecular de proteinas reconhecidas foi de 250kD a 10kD. As mais
frequentes nas criancas foram 90kD (26,3%), seguida por 149kD (22,2%) e 28kD (19,2%).
(Figura6e 7).
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Figura 6 — Distribuicdo das proteinas de Toxoplasma gondii mais reconhecidas, segundo o peso
molecular, nas criancas com toxoplasmose congénita atendidas no Hospital Universitario de
Londrina — PR.
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Figura 7 — Exemplo de bandas relativas as proteinas mais reconhecidas nas criangas com
toxoplasmose congénita obtidas pelo exame de Western Blotting. (A) Bandas reconhecidas

em soro de crianga. PC: Controle Positivo; NC: Controle negativo.

Ao analisar as proteinas reconhecidas pelos anticorpos das criangas com maes tratadas
Versus criangas com mdes ndo tratadas, encontramos que as criangas com mées tratadas
reconheciam anticorpos para 4 proteinas mais frequentes (p149, p96, p90 e p28), ja as criancas
de maes ndo tratadas reconheciam anticorpos para 6 proteinas mais frequentes (p149, p112,
p59, p46, p38 e p22).

DISCUSSAO

Na década de 90, pesquisadores encontraram uma variedade baixa de anticorpos para
proteinas do T. gondii com imunoblot com peso molecular entre 90-35 kD (GAVINET et al.,
1997; ROBERT-GANGNEUX et al., 1999). Capobiango, et al. (2016) em estudo anterior,
obtiveram também uma variacdo menor de proteinas, com peso molecular entre 94 e 2 kD,
tendo a p94, p44 e p31 e p30 como as mais frequentes reconhecidas por anticorpos IgG anti-T.
gondii. Outros autores demonstram uma variedade alta de proteinas com peso molecular entre
116 e 2 kD (MACHADO et al., 2010; GONZALES-ACHAR et al., 2018). No presente estudo,
identificamos o reconhecimento para uma maior variedade de proteinas.

Potasman et al. (1986) demostraram que a p30 € um dos antigenos reconhecidos no soro
humano e, por ser muito imunogénica, induz a producgéo de anticorpos IgG, IgM e IgA, podendo
ser usada no diagnéstico da infeccdo aguda ou cronica em adultos e na forma congénita, essa
proteina € a utilizada em exames como a QL e em alguns kits de imunoblot comerciais como
marcador principal da toxoplasmose (Aubert et al., 1999). Porém, nosso trabalho demonstrou
que as proteinas mais reconhecidas no seguimento da crianga com TC foram a p149,p 90 e p
28, 0 que pode justificar o resultado negativo na QL nas 9 criangas que foram diagnosticadas
somente pelo WB.

O WB foi utilizado para diferenciar infec¢do aguda e cronica por T. gondii em gestantes
(Marcolino et al, 2000; Gonzales-Achar et al, 2018). Marcolino et al. (2000), realizaram a
determinacéo da avidez do anticorpo imunoglobulina G (IgG) por uma técnica modificada de
Western Blotting, e definiu que a p38 foi um étimo marcador antigénico de baixa avidez para
formas recentes de toxoplasmose. N&o realizamos dissociacdo com ureia, porém a p38 foi

localizada em 16.1% das amostras analisadas, no entanto essa porcentagem € muito baixa para
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ser denominada marcador de fase aguda, além do que estas criangas podem ter se infectado no
inicio da gestacao.

Marcolino et al. (2000) relataram que o antigeno p30 ndo foi um bom marcador para
distinguir infeccdo aguda de cronica, uma vez que os anticorpos IgG correspondentes foram
determinados como tendo alta avidez em ambas as fases da infecgéo.

As diferencas encontradas neste estudo em comparagdo a outros trabalhos podem ser
relacionadas a diferenca de metodologia aplicada ao WB entre os laboratdrios. Outra explicacao
é a diversidade genética entre cepas de T. gondii, que pode levar ao reconhecimento de
diferentes proteinas, além do fato de alguns individuos apresentarem IgG anti-T. gondii que
reconhece multiplas proteinas, enquanto outros, uma Unica proteina (FERREIRA et al. 2006).

Para o WB ser considerado positivo a crianca deveria apresentar (i) bandas diferentes
da mée ou (ii) bandas com intensidade maior do que a encontrada na mée (REMINGTON et al,
2011). A maioria dos autores tem esse parametro para analises do WB, porém Tissot — Dupont
et al. (2003), ao analisar amostras de 123 recém-nascidos com suspeita de toxoplasmose
observaram que quatro criangas apresentavam bandas de intensidade maior, porém néo foram
diagnosticadas com TC, levando a conclusédo, em seu trabalho, que a posi¢édo idéntica de bandas
de intensidade diferentes deve ser considerada um equivoco. Este fato ndo foi observado em
nosso trabalho, ja que todas as criangas com bandas de maior intensidade que a materna no WB
apresentaram também outro critério para a confirmacao da TC e nenhuma das criangas que nao
apresentavam TC tinham diferenca de intensidade das bandas em comparacdo com as maes.

O tratamento da gestante e da crianca logo ap0s o nascimento podem interferir na
resposta para algumas proteinas do T. gondii. Em nosso trabalho o perfil de proteinas
reconhecidas foi diferente entre as criangas de maes tratadas e ndo tratadas. Além do mais, WB
positivo foi mais encontrado em criangas que fizeram a coleta ao nascer (69,3%) do que nas
que tiveram coleta entre 1 e 3 meses (30,7%).

A deteccdo de IgG anti-T. gondii neosintetizada é de suma importancia para o
diagnostico de TC, especialmente quando IgM ou IgA anti-T. gondii ndo é detectada ao
nascimento. Um diagndstico precoce de criangas infectadas deve ser fornecido para iniciar o
tratamento especifico, uma vez que o inicio tardio da terapia € um fator importante que contribui
para sequelas graves (ROBERT-GANGNEUX et al., 1999).

CONCLUSAO
As proteinas de WB mais reconhecidas pelas criangas infectadas pelo T. gondii foram

149kD, 90kD e 28kD e diferem das proteinas inseridas nos testes de QL e conjuntos de
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reagentes comerciais (kits). A porcentagem de WB positivo é maior no primeiro més de vida
com 69,3% de positivos e 30,7% de positividade entre 1 e 3 meses de vida da crianga. A
deteccdo de anticorpos IgG que reconhecem proteinas diferentes no WB em amostras da mée e
crianca e/ou a presenca de uma ou mais bandas com intensidade diferente na crianca e/ou a
persisténcia de bandas ap6s 0s 12 meses de vida demonstraram que a IgG anti-T. gondii
neosintetizada € de extrema importancia no diagnostico precoce da doenca.
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7 CONCLUSAO

A técnica de Western Blot mostrou maior positividade para o diagnostico da
toxoplasmose congénita nos primeiros meses de vida da crianga e mostrou negatividade ao
longo do seguimento sugerindo a exclusdo do diagnostico da TC, houve uma diminuigdo dos
casos com sequelas da TC em relagéo a estudos anteriores devido ao tratamento mais frequente
das maes (84%). Em 32% (8/25) as criancas foram diagnosticadas com TC somente pelo WB,
por ndo apresentarem IgG/IgM anti-T.gondii reagente e serem assintomaticas.

As proteinas de WB mais reconhecidas pelas criangas infectadas pelo T. gondii foram
149kD, 90kD e 28kD e diferem das proteinas inseridas nos testes de QL e conjuntos de
reagentes comerciais (kits). A porcentagem de WB positivo € maior no primeiro més de vida
com 69,3% de positivos e 30,7% de positividade entre 1 e 3 meses de vida da crianca. A
deteccdo de anticorpos IgG que reconhecem proteinas diferentes no WB em amostras da mée e
crianga e/ou a presenca de uma ou mais bandas com intensidade diferente na crianga e/ou a
persisténcia de bandas apds os 12 meses de vida demonstraram que a IgG anti-T. gondii

neosintetizada é de extrema importancia no diagnéstico precoce da doenca.
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