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RESUMO

A toxoplasmaose € uma pr otozoonose de grander elevancia, que
possui uma clinica variavel. Apresenta uma forma congénita,
que embora sga rara, pode se manifestar de forma
assintomatica em recém-nascidos ou como lesbes graves
tardias. Desse modo, r essalta— seaimportancia do diagnéstico
precoce, a fim de evitar sequelas. Teve 0 objetivo de avaliar o
método de Western Blot para o diagnostico da toxoplasmose
congénita, ressaltando — se a especificidade e a sensibilidade
para deteccdo de anticorpos anti — Toxoplasma gondii e sua
aplicabilidade na rotina laboratorial. A Busca eletrénica nas
bases de dados SCIELO e PubMed com recorte temporal nos
Gltimos 5 anos, selecionando — seartigos originais com base na
relevancia e atualidade dos dados. Os métodos diagnosticos
sdo de suma importancia, permitindo a deteccdo dos
anticorpos anti — T. gondii e a instauragdo de um plano
terapéutico, minimizando os riscos inerentes a infeccdo. O
Western Blot possui alta especificidade e sensibilidade, sendo
um método Util e aplicavel narotinalaboratorial.

PALAVRAS-CHAVE: Toxoplasmose congénita, método
diagndstico, Western Blot

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a protozoon of great relevance, which has a
variableclinic. It presents a congenital form, which although rare,
may manifest asymptomatically in newborns or as severe late
lesions. Thus, the importance of early diagnosis is emphasized in
order to avoid sequelae. Objectives. To evaluate the Western blot
method for the diagnosis of congenita toxoplasmosis,
emphasizing specificity and sensitivity for the detection of anti -
Toxoplasma gondii antibodies and its applicability in the
laboratory routine. Methodology: Electronic search in the
databases SCiELO and PubMed with temporal cut in the last 5
years, selecting origina articles based on the relevance and
timeliness of the data. Final considerations: Diagnostic methods
are extremely important, allowing the detection of anti - T. gondii
antibodies and the establishment of atherapeutic plan, minimizing
the inherent risks of infection. Western Blot has high specificity
and sensitivity, being auseful method and applicable in laboratory
routine.

KEYWORDS: Congenital toxoplasmosis, diagnostic method,
Western Blot
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1. INTRODUCAO

A toxoplasmose é causada pelo protozodrio
Toxoplasma gondii (T. gondii), com ampla distribuicéo
geogréfica eimpacto significativo sobre a salide publica
pela gravidade da manifestacdo congénita e pacientes
imunocomprometidos. E considerado que cerca de 1/3
da populagdo sgja contaminada com o parasito pela
exposi¢do com felinos contaminados, carne malcozidae
higiene e preparo dos alimentos, e o desenvolvimento da
infeccdo depende da resposta imunoldgica do
individuot.

A transmissdo pode ser principalmente por viaora e
congénita. A maioria das pessoas € assintomética ou
apresentam sinais inespecificos, porém o diagnéstico na
gravidez é de suma importancia para se prevenir a
toxoplasmose congénita. No Brasil?, o Ministério da
Salde recomenda a realizacdo da triagem soroldgica
principa mente em regifes onde a prevaléncia é elevada
e a notificagéo de doengas e agravos compul sorios para
0 monitoramento e investigagdo epidemioldgica dos
casos congénitos e toxoplasmose gestacional. A
toxoplasmose congénita apresenta clinica variavel,
podendo ter formas graves e até sequelas tardias em
pacientes assintomaticos, ressaltando-se a importancia
do diagndstico precoce da infeccio®.

2. MATERIAL E METODOS

Trata— se de umarevisdo de literatura desenvolvida
através de uma busca eletrénica na base de dados
SciELO, utilizando — se o descritor “toxoplasmose”,
obtendo — se um total de 405 artigos. Desse modo, foram
estabelecidos critérios de inclusdo, tais como: i) o pais
de origem do estudo deveria ser o0 brasil; ii) ser escrito
em portugués ou inglés; iii) recorte temporal nos tltimos
5 anos; iv) ser um artigo original. A partir dos filtros
estabelecidos, foram alcangados 69 resultados, os quais
passaram por nova selecdo, usando — se o descritor
“toxoplasmose congénita”. Ao final foram obtidos 7
artigos, os quais abordavam outros temas que néo
correspondiam aos objetivos do artigo. Logo, foi feita
uma nova busca usando o termo “toxoplasmose
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congénitamétodo diagnostico western blotting” e assim,
foi alcancado 1 resultado.

A mesma busca foi redlizada na base de dados
PubMed, todavia utilizando — se o descritor “congenital
toxoplasmosis western blot” e foram aplicados os
seguintes critérios de inclusdo: i) ser um estudo
realizado em humanos; ii) todo o texto deveria estar
disponivel; iii) recorte temporal nos Gltimos 5 anos; iv)
ser um ensaio clinico. Foram obtidos 5 resultados.

Ao final da andlise dos artigos encontrados, os 6
foram utilizados (Anexol- Quadro 1)

3. DESENVOLVIMENTO

A toxoplasmose € uma patologia que possui ciclo
biolégico complexo. Primeiramente, é importante
considerar que os gatos e outros felideos sfo
hospedeiros definitivos, enquanto o homem, aves e
outros mamiferos sdo hospedeiros intermediarios. O
ciclo seinicia a partir do momento que o gato ingere a
presa infectada, contendo cisto em seus tecidos ou pela
ingestdo de materiais contaminados por oocistos. No
intestino do felino ocorre a reproducdo sexuada,
essencial para a perpetuacdo do ciclo, de modo que
ocorre a liberacdo de oocistos nas fezes, e
posteriormente, no ambiente. Esses oocistos, quando
liberados, ndo se encontram na forma infectante,
devendo sofrer um processo de esporulagéo, que ocorre
em até 3 dias devido a exposicdo a0 oxigénio e a
temperaturas de 27°C — 30°C para que se tornem
infectantes e vidveis por um periodo de 1 ano, em
média’.

E importante considerar que a toxoplasmose
apresenta trés principais formas de infeccdo que
divergem entre si: ingestdo de oocistos presentes em
materiais contaminados com fezes de gatos infectados,
como solo e areia; ingestdo de carnes cruas ou
mal cozidas que contenham cistos de protozoari os, como
carne de porco ou bovina; e por meio de transmissdo
transplacentéria. E relatada também a transmissio
através de transfusBes sanguineas e transplantes de
orgéos infectados. Deve — se considerar que o periodo
de incubacdo depende da via de transmissdo, sendo,
portanto, varidvel. O periodo de incubagdo do
protozoario é variavel, pois depende da forma de
transmissdo. Se a infecgdo ocorrer por ingestéo de
oocistos contidos nas fezes de gatos, o periodo varia de
5 a 20 dias. Caso a forma de contagio for ingestéo de
Cistos em carnes cruas ou malcozidas, esse tempo é em
torno de 10 a 23 dias. Deve-se ressdltar que ndo ha
transmissdo direta entre pessoas, com excegdo a forma
vertical. Quando os hospedeiros ingerem oocistos, ha
liberagdo de esporozoitos; enquanto na ingestdo de
cistos, ha formagéo de bradizoitos que se multiplicam
lentamente. O T. gondii se dissemina através da corrente
sanguinea por todo o hospedeiro ap6s a infeccdo
priméria de células epiteliais do intestino, onde se
formam os taquizoitos que so as formas de proliferacéo
rapida, moveis e que originam cistos nos tecidos.
Guiado pelas células dendriticas e macrofagos, este
parasito infecta o tecido ocular, uma vez que sozinho
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nao € capaz de infectar esse 6rgéo-alvo. Além disso, tem
a capacidade de atravessar barreiras vasculares, como,
por exemplo, a barreira hematoencefdlica e formar
cistos. Devido amanipulagdo da sinalizagao intracelular
por parte do parasito, o qual secreta moduladores
imunol égicos (proteinas ROP e GRA) no citoplasma da
célula hospedeira, esta permanece passiva, com poucas
alteracbes do citoesqueleto ou da fosforilacdo protéica
durante a invasdo e infeccdo intracelular. A0 mesmo
tempo o T. gondii provoca a producdo de mediadores
pré-inflamatorios (IFN-y e IL12) e uma forte supressdo
da resposta imunoldgica Thl. Essa resposta imune
equilibrada permite a monitorizagdo imunolégica do
parasito e, simultaneamente, previne uma patologia
imunolégica. Ademais, as principais céulas
contribuintes para esse equilibrio imunopatol6gico no
olho sdo as Thl7, as quais produzem IL-17 por
intermédio da IL-23 que sdo secretadas a partir de
célulasdendriticas. A IL-17 tem propriedades ambiguas,
atua na destruicdo tecidual (induz uma resposta proé-
inflamatoria e doencas autoimunes); entretanto possuli
atividade antipatogénica, por propriedades
neuroprotetoras (inibe o cdcio intracelular, mantém a
homeostase e previne a apoptose em uveites ativas).
Portanto, fatores especificos dos parasitas, bem como
dos hospedeiros, sdo importantes na determinacdo de
uma infeccdo resultar em manifestagdo ocular. Esses
cistosteciduais podem, no entanto, romper-se em alguns
casos e liberar os taquizoitos. A menos que a resposta
imune ndo sejaefetiva, aformade taquizoito permanece.
Esta forma tem ata taxa de replicacdo e gera lesdo
tecidual. Quando halesdo no tecido ocular, as estruturas
mais af etadas sa0 a retina e a coroide, nas quais podem
ser observadas areas de necrose®.

O espectro clinico da toxoplasmose é variavel, de
modo que os pacientes podem ser assintométicos ou
manifestar sintomas leves, semelhantes a uma virose,
como mal-estar, febre e adenomegalia, sobretudo
retroauricular. Alguns, manifestam a forma grave da
doenca, caracterizada pela presenca de lesdo na retina,
gue pode culminar ou ndo na perda de visdo.

A toxoplasmose congénita, por suavez, se manifesta
com coriorretinite, cegueira, atraso do desenvolvimento
neuropsi comotor, microcefalia, hidrocefalia,
abaulamento de fontanela, meningoencefalite,
estrabismo, hepatoesplenomegalia, erupgdo cuténea,
petéquias, ictericia e pneumonia.

O diagnostico é redizado através de exames
sorol 4gicos, investiga-se a deteccdo de anticorpos contra
0 protozoario das classes IgG, IgM, IgA e IgE. No caso
dos pacientes imunocomprometidos, o diagndstico €
realizado, na maioria das vezes, pela deteccdo do acido
desoxirribonucléico (DNA) do parasito por meio da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), isolamento do
parasito e histologia. Desse modo, a fase aguda da
infeccdo € caracterizada pela existéncia de anticorpos
anti T.gondii IgM €/ou IgA. O diagnostico de
toxoplasmose aguda sistémica se da mediante a
verificagdo de anticorpos anti T.gondii IgM no soro. Na
fase crbnica, encontram-se anticorpos 1gG em baixos
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niveis e auséncia de IgM24,
4. DISCUSSAO

A toxoplasmose congénita se apresenta, em muitos
casos, assintomatica ao nascimento. Todavia, é possivel
desenvolver sequelas tardias, sobretudo lesdes oculares
e neuroldgicas. Desse modo, é fundamenta a
investigacao sorol gica em todas as criangas cujas maes
tiveram quadros agudos de toxoplasmose durante a
gestacdo, preferencialmente nos primeiros trés meses de
vida. E necessario, portanto, analisar os niveis séricos
de anticorpos IgG e IgM anti — Toxoplasma gondii®.

No estudo desenvolvido por Capobiango et al.
(2016)° foi avaliado o método de Western Blot (WB)
para deteccdo de anticorpos IgG anti — Toxoplasma
gondii em uma amostra de 47 méaes que adquiriram
toxoplasmose durante a gestacdo e seus filhos. Esse
método apresentou uma sensibilidade de 60.0% [95%
intervalo de confianca (Cl) 32.3 — 83.7%] e uma
especificidade de 43,7% (95% Cl 26.7 — 62.3%). A
sensibilidade, todavia, se tornou maior (76.0%) quando
esse método foi associado a andlise dos niveis de IgM
ou areacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Primeiramente, deve— se considerar que nem sempre
serdo detectados nos recém-nascidos, anticorpos IgM
elou IgA, de modo a confirmar a infeccdo. Da mesma
forma, a presenca de anticorpos 1gG deve ser analisada
através de amostras seriadas e a crianca deve
permanecer em acompanhamento ambulatorial, pois o
diagnostico definitivo pode demorar meses.

Ademais, estudos revelam a presenca de anticorpos
1gG elgM em fetos infectados, diferentes dos presentes
no plasma materno, sugerindo uma nova sintese de
anticorpos especificos. Desse modo, ressdlta — se a
importancia da realizacdo do método de Western Blot
nos primeiros meses de vida, ja que esses anticorpos ndo
reagem em testes convencionais para deteccéo de IgM.

Com base no estudo desenvolvido, o resultado era
considerado positivo se a crianga produzi sse anticorpos
gue reconhecessem pelo menos uma banda de proteinas
diferente da m& ou com maior intensidade quando
comparado a banda materna correspondente,
caracterizando uma nova sintese de anticorpos IgG anti
— T. gondii. Foi avaliada uma amostra composta por 15
criangas, as quais foram submetidas ao teste de
guimioluminescéncia e apresentaram  resultados
positivos, sendo essas, sintomaticas e com critérios
diagnosticos de toxoplasmose, como hidrocefadia e
coriorretinite. O WB foi positivo em 9 dessas,
representando 60% do total. Por sua vez, 32 criangas
apresentaram resultados negativos no teste de
guimioluminescéncia. Desse total, WB foi positivo em
18 (56.3%). Desse modo, a sensibilidade foi de 60%
(95% ClI: 32,3% — 83,7%), especificidade de 43.7%
(95% CI: 26,4% — 62,3%), valor preditivo positivo
(PPV) de 33,3% (95% Cl 16,5%— 54,0%) e valor
preditivo negativo (VPN) de 70% (95% CI: 45,7% -
88,1%) (p = 0,05875).

Ademais, 2 criancgas cujo 1gG — BLOT foi negativo,
apresentaram IgM  positivo anti - T.gondii, 5
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apresentaram 1gG — BLOT positivo e IgM anti —
T.gondii negativo, 4 apresentaram ambos positivos e
outras 4 apresentaram ambos 0s testes negativos.

Entre as 9 criangas que foram diagnosticadas através
do 1gG - WB, 7 apresentaram bandas diferentes das
encontradas no plasma materno e 2 apresentaram bandas
de maior intensidade do que aquelas apresentadas pelas
amostras maternas. O método de Western Blot tem
contribuido para o diagnéstico da toxoplasmose
sobretudo nos primeiros meses de vida, segundo relatam
alguns autores. Ademais, quando associado a outros
meétodos sorolgicos ha maior chance de diagnosticar a
infecgdo. Foram relatados no estudo em questdo, outros
valores descritos por autores, 0s quais encontraram uma
sensibilidade de 82,4%, a qual aumentou para 85,7%
guando associou — se 1gG — WB com o IgM e/ou IgA
anti — T. gondii usando o método ELISA.

Embora os valores tenham sido préximos aos
encontrados na literatura, os valores menores do estudo
analisado foram explicados com base no fato de essas
gestantes avaliadas terem sido tratadas durante a
investigacdo com sulfadiazina, pirimetamina e écido
folinico, os quais possuem a capacidade de inibir a
neossintese dos anticorpos. Outra estratégia que
corroborou para aumentar a sensibilidade desse teste foi
a repeticdo nos primeiros trés meses de vida. Quando
comparado a amostras obtidas ao nascimento a
sensibilidade para anticorpos anti — IgM usando
métodos convencionais, como ELISA foi de 52%
enguanto para o método WB foi de 67.0%. Combinando
os dois métodos, a sensibilidade passou para 78% ao
nascimento e 85% nos primeiros trés meses de vida.

Capobiango et al (2016)3. também defendem o uso
do método de Western Blot para monitorar os pacientes,
que podem produzir anticorpos contra outras proteinas
do parasita e até mesmo persistir com resultados
positivos apds 0s 12 mesesdevida. A técnicade Western
Blot também se mostra favoravel, por ndo requerer ata
complexidade para readlizacdo e por apresentar custo
viavel, sendo aplicavel narotinalaboratorial.

JA em seus estudos, Marangoni A et al.(2014)°
avaliou um novo protocolo com o objetivo derealizar o
diagndstico retrospectivo da toxoplasmose congénita,
usando cartfes de Guthrie. Foram avaliados IgM WB,
IgA imunoensaio enzimético e a amplificacdo do DNA
por PCR. A amostra era composta por 18 bebés cujas
méaes adquiriram toxoplasmose durante a gestacéo, dos
quais foram coletados cartbes Guthrie com gotas de
sangue. Dos métodos realizados, o IgM WB se mostrou
0 mais sensivel.

Deve — se considerar, que quando associado a
deteccdo do DNA, a sensbilidade foi maior,
representando 50 % (95% Cl — 28,6% - 73,2%). Desse
modo, 0 estudo sugere que Nnos casos em que o
diagndstico ndo é feito a0 nascimento, a andlise dos
cartdes Guthrie de criangcas com clinica compativel de
toxoplasmose congénita apds o periodo perinatal, a
associagdo dos dois métodos € uma boa aternativa,
contribuindo de forma significativa para o diagnéstico.

Além disso, devido a dta especificidade
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demonstrada pelos métodos IgM WB e amplificagéo do
DNA, resultados positivos obtidos por qualquer um
desses, podem ser considerados para o diagnostico.

O estudo transversal desenvolvido por Stajner T et
al. (2016)® analisou uma amostra constituida por 80
gestantes cujos fetos apresentavam anomalias ou que
referiram uma suspeita de infeccdo pelo Toxoplasma
gondii durante a gestacdo e um grupo de 16 mulheres
CUjOS neonatos apresentaram — se sintomaticos no pés-
parto. Foram utilizados métodos sorol 6gico, molecular
(PCR) e biolégico para o diagnéstico pré e pos-natal.

Das mulheres avaliadas, 77,5% foram examinadas
em estagios avancados da gestagdo, sendo que das
mulheres infectadas (n=90), 69% tiveram o diagndstico
no periodo periconceptual.

Dos métodos utilizados, 0 molecular se mostrou
superior aos demais. Todavia, 0s demais métodos sio
indispensaveis, sendo que em 7 recém-nascidos foi
realizado o imunoensaio e em 2, 0 Western Blot.

Quando ndo ha uma triagem sistemética, o
diagndstico tende a ser tardio e até mesmo, ser realizado
apenas quando ha suspeita de anomalias fetais. Desse
modo, 0 uso do método WB, associado a testes
moleculares e biologicos permite o diagndstico e
tratamento materno precoce.

Em seu estudo, Sroka J et al. (2016)7 realizou testes
com soros de 89 mulheres gravidas a fim de determinar
afase deinfeccdo pelo Toxoplasma gondii. A selecéo do
material foi norteada pelos resultados obtidos nos
métodos ELFA IgM, 1gG e avidez IgG. Posteriormente
foram submetidos a testes com IgM, 1gG e teste de
avidez 1gG de Western Blot. Das 89 amostras, 81 foram
positivas tanto no ELFA quanto no WB, pela presenca
de anticorpos anti — T.gondii da classe 1gG, indicando
uma infeccdo passada. Do total, 20,2% apenas
apresentaram uma infeccdo recente. Ao fina, foi
demonstrando a significancia desses métodos para o
diagndstico da toxoplasmose congénita.

Arce - Estrada GE et al.(2017) 8 descreveu um caso
raro de anoftalmia e fissura craniofacial, sendo a causa
provavel, atoxoplasmose congénita. Tratava— se deum
bebé que tinha em seu Gtero, um gémeo, o qua
desapareceu entre a 72 e a 14% semana. N&o preenchia
critérios  para sindromes genéticas ou de
exposicao/deficiéncia, sendo confirmada a
toxoplasmose através da realizacdo dos métodos de
Western Blot e PCR.

5. CONCLUSAO

A  toxoplasmose congénita, quando ndo
diagnosticada precocemente pode acarretar sérios danos
aos fetos einclusive, sequelastardias, dentre as quais se
destacam lesdes oculares e neuroldgicas. Desse modo,
0s métodos diagnésticos sdo de suma importancia,
permitindo a detecc&o dos anticorpos anti — T. gondii ea
instauracdo de um plano terapéutico, minimizando os
riscos inerentes a infecgéo.

Dentre os métodos diagndsticos, o Western Blot
possui alta especificidade e sensibilidade, sendo um
meétodo (til e aplicavel narotinalaboratorial, devido aos
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menores custos € menor complexidade. Além disso,
pode ser associado a outros métodos, afim de ampliar a
sensibilidade e tornar o diagndstico mais preciso, sendo
esse mais um dos fatores que corroboram com o fato de
ser uma boa alternativa diagnostica a ser aplicada.
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Anexo 1

Quadro 1. Sistematizago dos artigos selecionados para a revisdo integrativa.
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Procedéncia

Titulo

Autor

Periodico

Consider acdes

SciELO

PubMed

PubMed

PubMed

PubMed

Evaluation of the Western
blotting method for the
diagnosis of congenital
toxoplasmosis

Evaluation of a new
protocol for retrospective
diagnosis  of congenital
toxoplasmosisby use of
Guthrie cards.

Prenatal and Early
Postnatal Diagnosis  of
Congenital Toxoplasmosis
in a Setting With No
Systematic Screening in
Pregnancy

Comparison of the
efficiency of two
commercia kits - ELFA
and Western blot in
estimating the phase of

Toxoplasma gondii
infection in  pregnant
women.

Report of an unsual case of
anophthalmia and
craniofacial cleft in a
newborn with Toxoplasma
gondii congenital infection

Capobiango JD et al.

Marangoni A et al.

Stajner T et al.

SrokaJet al.

Arce- Estrada GE et d.

J.  Pediatr. (Rio
J.) vol.92 no.6 Porto
Alegre Nov./Dec. 20
16

J Clin Microbiol.

2014 Aug; 52(8):
2963-2970
Medicine
(Baltimore). 2016

Mar;95(9):62979

Ann Agric Environ
Med. 2016 Dec
23;23(4):570-575

BMC Infect Dis.
2017 Jul 3;17(1):459

Foram avaliadas 47 maes com
toxoplasmose adquirida durante a
gestacdo e seusfilhos. O teste era
considerado positivo se a crianga
tivesse anticorpos que
reconhecessem pelo menos uma
banda do IgG Blot diferente da
mée ou com maior intensidade do
que a banda correspondente da
méae, durante os trés primeiros
meses de vida.

Este estudo avaliou o vaor
diagndstico do IgM Western Blot,
do IgA imunoensaio enzimético
(EIA) e PCR usando cartGes de
Guthrie, com o objetivo de
estabelecer o diagndéstico da
toxoplasmose retrospectivamente.
Estudo transversal realizado com
80 gestantes cujos fetos
apresentavam anomalias fetais, ou
que referiram  uma suspeita
infeccdo  por  toxoplasmose
durante a gestagéo e 16 mulheres
apés 0 pato de neonatos
sintométicos, usando métodos
sorolégico, molecular e biol6gico
para o diagnéstico pré e pés -
natal.

Este estudo avaliou a eficacia dos
métodos IgM, 1gG e avidez de
Western Blot, através de testes
com soros de 89 mulheres, a fim
de detectar afase da infeccéo.

rlala um caso
incomum de anoftamia e
fissuracraniofacial, sendo a
toxoplasmose  congénita, a
provével causa.

Este estudo,

Fonte: elaborado pelos autores.
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